COLEGIO DE POSTGRADUADOS

INSTITUCION DE ENSENANZA E INVESTIGACION EN CIENCIAS
AGRICOLAS

CAMPUS CORDOBA

POSGRADO EN INNOVACION AGROALIMENTARIA SUSTENTABLE

ESTABILIDAD DE LAS ANTOCIANINAS
MICROENCAPSULADAS DE Ardisia
compressa K. EN UNA BEBIDA ISOTONICA

MARIA VIANEY ANTONIO GOMEZ

TESIS

PRESENTADA COMO REQUISITO PARCIAL
PARA OBTENER EL GRADO DE:

MAESTRA EN CIENCIAS

AMATLAN DE LOS REYES, VERACRUZ, MEXICO.

2015




ESTABILIDAD DE LAS ANTOCIANINAS
MICROENCAPSULADAS DE  Ardisia

compressa K. EN UNA  BEBIDA
ISOTONICA.



La presente tesis, titulada: Estabilidad de las antocianinas microencapsuladas de Ardisia

compressa K. en una bebida isotonica, realizada por la alumna: Maria Vianey Antonio Gémez,

bajo la direccion del Consejo Particular indicado, ha sido aprobada por el mismo y aceptada como

requisito parcial para obtener el grado de:

MAESTRA EN CIENCIAS

INNOVACION AGROALIMENTARIA SUSTENTABLE

CONSEJERO:

ASESORA:

ASESORA:

ASESOR:

CONSEJO PARTICULAR

DR. FRANCISCO HERNANDEZ ROSAS

DRA. YOLANDA SALINAS MORENO

DRA. A}éRIAN_ALCONTRERAS OLIVA
YW )

DR. JOSE ANDRES HERRERA CORREDOR

Amatlan de los Reyes, Veracruz, México, 12 de Noviembre del 2015



ESTABILIDAD DE LAS ANTOCIANINAS MICROENCAPSULADAS DE Ardisia
compressa K. EN UNA BEBIDA ISOTONICA

Maria Vianey Antonio Gémez, Ing.
Colegio de Postgraduados, 2015
RESUMEN

Recientemente, el interés en el uso potencial de las antocianinas como colorante natural ha
aumentado. Las antocianinas no s6lo confieren color a los alimentos que los contienen, sino que
también aportan beneficios a la salud. Sin embargo, su incorporacion en matrices de alimentos
procesados esta limitada, debido a que son sensibles a las condiciones ambientales. Chagalapoli
es el fruto de Ardisia compressa K. con un elevado contenido de antocianinas. En el presente
trabajo, en primer lugar se realizd la optimizacion de la extraccion de las antocianinas del
chagalapoli mediante la metodologia de superficie respuesta. Los factores probados en la
extraccion fueron concentracion de etanol, pH y tiempo de sonicado, de estas variables
unicamente la concentracion de etanol y el pH fueron significativas (p<0.05). Las mejores
condiciones de extraccion fueron con etanol al 63.5%, un pH de 2 y un tiempo de sonicado de
30 min, con una relacion pulpa de fruto:solvente de 1:5 (p/v). Bajo las condiciones optimizadas
se obtuvieron 154545 + 16.34 mg equivalentes de Mv3gal/100 g de tejido fresco.
Posteriormente, se llevé a cabo la encapsulacion de las antocianinas mediante secado por
aspersion. Los materiales de pared utilizados fueron maltodextrinas (MD) y Capsul ® (CA). La
mezcla de MD y CA (50:50 p/p) fue la que obtuvo los mejores resultados de eficiencia de
encapsulacion  (99%) y retencion de antocianinas (95%). Las variables de higroscopicidad
(11.48g/100g), contenido de humedad (2.47%), actividad de agua (0.13) y tiempo de vida media
(501.6 dias) de las microcapsulas obtenidas son favorables para la conservacion y
almacenamiento de las antocianinas. Por ultimo, las microcapsulas elaboradas con una mezcla de
MD y CA (25:75 p/p) fueron incorporadas en una bebida isotonica para evaluar su estabilidad
durante 42 dias almacenadas a 4°C y 25°C en ausencia de luz. La estabilidad de las antocianinas
(k, t12 y RA) fue afectada significativamente (p<0.0001) por la temperatura, a 4°C la bebida con
microcapsulas mostrd mejor estabilidad (k= 0.00011, t12=6019.5 hrs y RA= 91.2 %) y menor
diferencia de color (3.81). Los resultados de esta investigacion muestran que las antocianinas del
chagalapololi representan una fuente potencial de pigmentos naturales para su aplicacién en la
industria de alimentos. _

Palabras clave: secado por aspersion, extraccién,I \r/netodologia de superficie respuesta, estabilidad.
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ABSTRACT
Interest in the potential use of anthocyanins as natural colorant has increased recently.
Anthocyanins not only provide color to foods that contain them, but also provide health benefits.
However, incorporation in processed food matrices is limited, because they are sensitive to
environmental conditions. Chagalapoli is the fruit of Ardisia compressa K. with a high content of
anthocyanins. In this paper, first optimization extracting anthocyanins chagalapoli was performed
by response surface methodology. The factors were tested at the rate of ethanol concentration, pH
and sonication time, these variables only the ethanol concentration and pH were significant
(p<0.05). The best conditions with ethanol extraction were 63.5%, a pH of 2 and a time of 30
min, sonicated with a ratio of fruit pulp: solvent 1:5 (w/v). Under optimized conditions, 1545.45
+ 16.34 mg malvidin-3-galactoside (Mv3gal) equivalent/100 g fresh tissue was obtained.
Subsequently it conducted anthocyanins encapsulation by spray drying. Wall materials used were
maltodextrin (MD) and Capsul ® (CA). The mix of MD and CA (50:50 w/w) was that obtained
the best results in encapsulation efficiency (99%) and retention of anthocyanins (95%).
Hygroscopicity variables (11.48g/100g), moisture content (2.47%), water activity (0.13) and half-
life (501.6 days) of the microcapsules obtained are favorable for the preservation and storage of
anthocyanins. Finally, the microcapsules prepared with a mixture of MD and CA (25:75 w/w)
were incorporated in a isotonic drink to evaluate its stability for 42 days stored at 4 °C and 25 °C
in absence of light. The stability of anthocyanins (k, t1/2 and RA) was affected significantly
(p<0.0001) for the temperature, at 4 ° C the drink with microcapsules showed better stability (k =
0.00011, t1 /2 =6019.5 hrs and RA = 91.2%) and less color difference (3.81). The results of this
research show that anthocyanins chagalapololi represent a potential source of natural pigments

for use in food industry.

Keywords: spray drying, extraction, response surface methodology, stability.
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CAPITULO I. INTRODUCCION GENERAL

Chagalapoli es un fruto de la planta Ardisia compressa K. con un elevado contenido de antocianinas
y alta actividad antioxidante (Joaquin-Cruz et al., 2015), se consume en la region de los Tuxtlas
como fruta fresca, en atoles, licores, helados (Lascurain et al., 2010), bebidas refrescantes y dulces
(Joaquin-Cruz et al., 2015). Recientemente, ha aumentado el interés por el uso de las antocianinas
como colorantes naturales debido a que no solo confieren color a los alimentos, sino que también
se reporta que presentan actividad antioxidante, vasoprotectiva, antiinflamatoria, anticancerigena,
antiobesidad y contrarresta la diabetes (Rojo et al., 2012; Shih et al., 2010).

Las antocianinas son pigmentos hidrosolubles que pertenecen a los flavonoides (Giusti y Wrolstad,
2003) y representan una alternativa para la sustitucion de los colorantes sintéticos con las
tonalidades rosa salmén, rojo, azul y purpura. Sin embargo para su aprovechamiento es importante
optimizar las condiciones de la extraccion para maximizar la recuperacion del pigmento, minimizar
su degradacion y mejorar la rentabilidad de la extraccion. Las condiciones méas estudiadas en el
proceso de extraccion de antocianinas son: proporcién sélido: solvente (Fan et al., 2008, Pedro et
al., 2016), tipo de solvente, temperatura de extraccion (Ghafoor et al., 2011), tiempo de extraccion
(Lapornik et al., 2005, Pedro et al., 2016) y pH (Rodrigues et al., 2015, Burin et al., 2011); tales

estudios estan asociados con las inestabilidad de las antocianinas.

La estabilidad de las antocianinas depende de factores tales como: su estructura molecular, el pH,
la temperatura elevada, la luz, la presencia de copigmentos, iones metalicos, enzimas, oxigeno,
acido ascérbico, azUcares, entre otros (Bakowska-Barczak y Kolodziejczyk, 2011), lo que limita
su uso en alimentos. Una alternativa para mejorar la estabilidad de las antocianinas es la
microencapsulacion mediante secado por aspersion (Cavalcanti et al., 2011). Esta tecnologia ha
sido la més utilizada en la industria alimentaria (Murua-Pagola et al., 2009) y consiste en el
aislamiento de sustancias activas para la obtencion de microcapsulas de forma esférica y tamafio
micromeétrico en las cuales, el material activo esta protegido del medio ambiente por un material
de pared (Nesterenko et al., 2013). En este proceso es importante la seleccion de un material de

pared adecuado para la estabilidad de las antocianinas.

Varios agentes encapsulantes se han utilizado en la microencapsulacion por secado por aspersion,

tales como: carbohidratos (almidon y derivados, maltodextrinas, jarabes de maiz, ciclodextrinas);



gomas (ardbiga, mezquite, acacia, alginato de sodio), proteinas (gelatina, proteina de soya,
caseinatos) y mezcla de ellos (Davidov-Pardo et al., 2013). En particular, los materiales de pared
empleados en la microencapsulacion por secado por aspersion deben ser emulsificables, con alta
solubilidad, baja viscosidad a altas concentracion de solidos y baja higroscopicidad (Loksuwan,
2007). Sin embargo, es imposible que un solo material presente todas estas propiedades; por lo
tanto, a menudo se utiliza una mezcla de dos o mas componentes (Silva et al., 2013). Las
maltodextrinas son de los materiales mas comunes debido a su alta solubilidad y baja viscosidad
(Tonon et al., 2010). Por otro lado, los almidones modificados han mostrado buenas propiedades
de encapsulacion (Spada et al., 2012), tales como el Capsul que es un almidon modificado
quimicamente mediante la incorporacion de un componente lipofilico (succinato de octenilo) y
promueve una excelente estabilidad y capacidad para emulsionar (Rocha et al., 2012). EI Capsul
ha sido utilizado para encapsular compuestos bioactivos de baja polaridad tales como vitamina E
(Hategekirnana et al., 2015), licopeno (Rocha et al., 2012), aceite de linaza (Carneiro et al., 2013),
aceite de café verde (Silva et al., 2014) y mezcla de aceites esenciales de trigo, linaza y tocoferol
(Domian et al., 2015), pero no existen reportes de su uso en antocianinas, por lo que en el presente

se estudiara su comportamiento en combinacion con maltodextrinas.

Para la aplicacion de antocianinas en alimentos, se requiere estabilidad en el color durante largos
periodos (Galaffu et al., 2015), por ejemplo, en los refrescos se requiere una vida util de 9 meses
(Boyer y McKinney, 2011). Las antocianinas encapsuladas en lugar de extractos antocianicos
puede aumentar su estabilidad, por ello alimentos tales como: refresco isoténico (Burin etal., 2011,
Arrazola et al., 2014b) y helados (Cam et al., 2014) han sido estudiados en la aplicacion de

antocianinas, obteniendo resultados interesantes.

El presente trabajo tiene como objetivo principal microencapsular las antocianinas del chagalapoli
e incorporarlas en una bebida isotonica para evaluar su estabilidad durante el almacenamiento. Para
esto se realizo la optimizacion del proceso de extraccion mediante la metodologia de superficie
respuesta, evaluando los factores pH, concentracion de etanol y tiempo de sonicado. Después de
esto, se encapsularon las antocianinas por secado por aspersion utilizando maltodextrinas y Capsul
como materiales de pared. Las microcapsulas fueron caracterizadas fisicoquimica vy
morfolégicamente con el fin de obtener las mejores eficiencias de encapsulacién y con
caracteristicas que permitan mejorar su estabilidad en el almacenamiento. Por dltimo, las

microcapsulas fueron introducidas en una bebida isotonica para evaluar su estabilidad en términos
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de color, tiempo de vida media y retencién de antocianinas después de un periodo de
almacenamiento de 42 dias a temperaturas de 4°C y 25°C, en ausencia de luz.

1.1 Publicaciones

Antonio-Gémez, M. V., Salinas-Moreno, Y., Martinez-Bustos, F. & Hernandez-Rosas, F.
Optimization of extracting anthocyanins chagalapoli (Ardisia compressa K.) fruit and
microencapsulation with maltodextrin and Capsul®. Food and Bioproducts Processing. (Articulo
enviado el 13 de Noviembre de 2015, Manuscrito asignado No. FBP-D-15-00673).

Antonio-Gémez, M. V., Salinas-Moreno, Y., Contreras-Oliva, A., Herrera-Corredor, J. H. &
Hernandez-Rosas, F. Stability of microencapsulated anthocyanins chagalapoli (Ardisia compressa

K.) in an isotonic drink. (Articulo por enviar)

1.2 Participacion en congresos

Antonio-Gémez, M.V., Salinas-Moreno, Y., Herndndez-Rosas, F., Martinez-Bustos, F. Chapingo,
Edo. De México, 22-24 Abril, 2015. Microencapsulado de antocianinas de Ardisia compressa K.
empleando maltodextrina y Capsul® como material de pared. 11l Congreso Internacional y XVII

Congreso Nacional de Ciencias Agrondmicas (Cartel).

Antonio-Gémez, M.V, Salinas-Moreno, Y., Hernandez-Rosas, F. Chapingo, Edo. De México, 22-
24 Abril, 2015.0ptimizacion del proceso de extraccion de antocianinas a partir de frutos de Ardisia
compressa K. mediante superficie de respuesta. 11l Congreso Internacional y XVII Congreso

Nacional de Ciencias Agronémicas (Ponencia oral).

1.3 Hipdtesis

El uso de antocianinas encapsuladas del chagalapoli en una bebida isoténica proporcionara color
e incrementara su estabilidad en términos de retencion y vida media de las antocianinas.

1.4 Objetivos

El Objetivo general de este trabajo fue encapsular las antocianinas presentes en el chagalapoli
(Ardisia compressa) y evaluar la estabilidad del pigmento en una bebida isotdnica.



Los objetivos especificos fueron:

1. Optimizar el proceso de extraccion de antocianinas del fruto de chagalapoli e identificar las
antocianinas mediante HPLC.

3. Encapsular las antocianinas con materiales de pared comerciales por la técnica secado por
aspersion, evaluar su morfologia, determinar la retencion de antocianinas, la eficiencia de
encapsulacion y las propiedades fisicoquimicas de las microcapsulas.

4. Evaluar la estabilidad de las antocianinas microencapsuladas durante el almacenamiento a
través de su tiempo de vida media, retencion de antocianinas, color y perfil de antocianinas
por HPLC

5. Elaborar una bebida isotonica adicionando color con las antocianinas microencapsuladas y
evaluar su estabilidad durante el almacenamiento a través de su tiempo de vida media,

retencion de antocianinas, color y perfil de antocianinas por HPLC.
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CAPITULO Il. ESTADO DEL ARTE

2.1 Caracteristicas del fruto de chagalapoli

Ardisia compressa K. es una planta de la familia Myrsinaceae, arbusto o arbol pequefio de hasta
de 7 m o més de alto con hojas lanceoladas, oblongas o elipticas de 6 a 20 cm de largoy de 3a 9
cm de ancho. Produce frutos pequefios globosos de 10 a 15mm de diametro, color purpura y con
sabor dulce amargo (Figura 1). La época de floracion es en los meses de diciembre a febrero, y el

fruto se cosecha en los meses de enero a junio.

Crece en las regiones tropicales y subtropicales (Ramirez-Mares et al., 2010). En México se puede
encontrar en los estados de Sinaloa, Oaxaca y Veracruz; en este Gltimo, es comun en los municipios
de Actopan, Alto Lucero, Atzalan, Coatepec, Chocaméan, Emiliano Zapata, Huatusco, Jalcomulco,
Jilotepec, Misantla, Puente Nacional, San Andrés Tuxtla, Soteapan, Totutla, Xalapa y Uxpanapa
(Lascurain et al., 2010). En la regién de los Tuxtlas es conocido como chagalapoli.

En la poblacion indigena mexicana se ha utilizado como planta medicinal al consumir el té de las
hojas como tratamiento para el cancer. Investigaciones demuestran que el extracto acuoso de las
hojas contiene compuestos fitoquimicos como la ardisina, que posee actividad antioxidante y
antitumoral (Gonzalez de Mejia, et al., 2002), inhibicion de la toposiomerasa | y Il (Gonzélez de
Mejia et al., 2004), y efecto citotdxico (Ramirez-Mares et al., 1999).



o

Figura 1. Flores, frutos y semillas de chagalapoli (Ardisia compressa K.). a) flofes, b) racio de
frutos inmaduros, ¢) frutos maduros, d) corte transversal de un fruto maduro, y €) semillas (fuente:
propia).

El fruto de esta planta se consume en fresco, atoles, licores, helados (Lascurain et al., 2010),
bebidas refrescantes y dulces (Joaquin-Cruz et al., 2015). Esta compuesto principalmente por
minerales como el potasio, fosforo, calcio y magnesio. Contiene un 86.85 % de agua y 9.65% de
carbohidratos (Tabla 1). Al igual que en las hojas, se le atribuyen propiedades antioxidantes debido

a su alto contenido de polifenoles, 1051.3 mg de GAE/100 g de peso fresco, que en su mayoria son
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antocianinas (796 mg equivalentes a Cy3G /100 g de fruto fresco). Entre otros polifenoles que
contiene, se encuentran la catequina, epicatequina, epicatequina-3,0-galato, quercetina 3-0-
rutinosido y quercetina-3-o0-glucosido, &cido cafeico y cumarico, flavonoles (Kaempferol,
quercetina y miricetina). La composicién de cada uno de los polifenoles se encuentra en la Tabla
1.

Tabla 1. Composicién del fruto de chagalapoli

Componentes Cantidad Compuestos fenolicos Concentracion
(%) (mg/g de materia
seca)
Minerales Antocianinas
P 0.3 Malvidina 3-O-galactosido 61.69 £ 1.20
K 3.28 Delfinidina 3-O-galactosido 48.38 +2.43
Ca 0.41 Petunidina 3-O-galactosido 33.05 £ 1.37
Mg 0.35 Cianidina 3-O-galactosido 11.40+£0.33
S 2.01 Peonidina 3-O-galactosido 7.18+0.18
Fe 0.034 Cianidina 3-O-arabinosido 3.59+0.36
Zn 0.0007 Petunidina 3-O-arabinosido 2.45+0.12
Mn 0.0024 Delfinidina 3-O-arabinosido 2.43+0.36
Agua 86.85+ 0.49 Malvidina 3-O-arabinosido 243+0.31
Ceniza 0.58 + 0.005 Malvidina di-O-hexdxido 1.96£0.19
Extracto etéreo 0.54 £ 0.07 Otros polifenoles
Proteina 0.77+£0.01 Catequina 0.12+£0.02
Fibra cruda 1.62 +0.02 Epicatequina 0.49£0.01
Carbohidratos 9.64 +0.24 Miricetina-O-hexoxido 0.25+0.05
Kaempferol di-dioxihexosil- 0.26 £0.02
hexéxido
Epicatequina-3,0-galato 0.42 +0.02
Quercetina 3-O-rutinosido 1.53+0.38
Quercetina 3-O-glucosido 1.22+0.31
Quercetina O-hexdxido | 1.16 £ 0.26
Quercetina O-hexdxido Il 0.41+0.09
Quercetina O-pentdxido 0.40+0.09
Quercetina O-dioxi hexdxido 2.85+0.55

Fuente: Joaquin-Cruz et al., 2015

Dada la composicion de fendlicos en este fruto, podria convertirse en una fuente importante de
pigmentos naturales por su alta composicion de antocianinas y como ingredientes de alimentos

nutraceuticos por su alta actividad antioxidante.
2.2 Antocianinas

Las antocianinas (del griego anthos, una flor, y kyanos, azul oscuro) son el grupo mas grande y

mas importante de pigmentos solubles en agua en la naturaleza. Son colorantes naturales que



pertenecen a la familia de los flavonoides, responsables de los colores: azul, morado, rojo y naranja
de la mayoria de las frutas, flores y otras partes de las plantas (Cavalcanti et al., 2011).

2.2.1 Estructura quimica de las Antocianinas

Las antocianinas son glucésidos de antocianidinas, pertenecientes a la familia de los flavonoides,
compuestos por dos anillos aromaticos A y B unidos por una cadena de 3 C. Variaciones
estructurales del anillo B resultan en seis antocianidinas conocidas (Figura 2).

Aglicona Sustitucion Amax/(nm)
R1 R2 Espectro visible

Pelargonidina H H 494 (naranja)
Cianidina OH H 506 (naranja-rojo)
Delfinidina OH OH 508 (azul-rojo)
Peonidina OCH; H 506 (naranja-rojo)
Petunidina OCH; OH 508 (azul-rojo)
Malvidina OCH; OCH; 510 (azul-rojo)

Figura 2. Estructura y sustituyentes de las antocianinas (Durst y Wrolstad, 2001)

El color de las antocianinas depende del numero y orientacién de los grupos hidroxilo y metdxilo
de la molécula. Los incrementos en la hidroxilacion producen desplazamientos hacia tonalidades
azules mientras que incrementos en las metoxilaciones producen coloraciones rojas (Stintzing et
al., 2002). En la naturaleza, las antocianinas siempre presentan sustituciones glicosidicas en las
posiciones 3 y/6 5 con mono, di o trisacaridos que incrementan su solubilidad. Dentro de los
sacaridos glicosilantes se encuentran la glucosa, galactosa, xilosa, ramnosa, arabinosa, rutinosa,
soforosa, sambubiosa y gentobiosa. Otra posible variacion en la estructura es la acilacion de los

residuos de azUcares de la molécula con acidos organicos. Los &cidos organicos pueden ser
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alifaticos, tales como: malonico, acético, malico, succinico u oxalico; 0 aromaticos: p-coumarico,
caféico, ferulico, sinépico, galico, o p-hidroxibenzoico (Stintzing et al., 2002). El tipo de
sustitucion glicosidica y de acilacion producen efectos en el tono de las antocianinas; es asi como
sustituciones glicosidicas en la posicion 5 al igual que acilaciones aromaticas, producen un

desplazamiento hacia las tonalidades parpura.
2.2.2 Antocianinas en frutillas

Las frutas contienen varios componentes que promueven la salud, incluida la fibra dietética y altas
concentraciones de &cidos fendlicos, flavonoides, vitaminas y minerales. EI consumo de frutillas
se ha vuelto importante en la promocién de la salud de la poblacidn, principalmente debido a sus
compuestos fendlicos, que se han asociado con la proteccion frente a diferentes patologias, por
ejemplo, varios tipos de cancer humano y por sus actividades anti-inflamatorias, gastroprotectores,
antimicrobianos y otros bioldgicos (Basu et al., 2010, Paredes-Lopez et al., 2010). Uno de los
grupos mas importantes de compuestos fitoquimicos en las bayas estd representado por las
antocianinas. Las antocianinas existen en abundancia en el reino vegetal y le confieren colores azul,

rojo, violeta y purpura a las frutas y verduras, incluyendo las bayas (Clifford, 2000).

Seis antocianidinas son comunes en las plantas: pelargonidina (Pg), peonidina (Pn), cianidina (Cy),
Malvidina (Mv), petunidina (Pt) y delfinidina (Dp). Las mas extendidas en la naturaleza son los
glucoésidos de las antocianidinas no metiladas (Cy, Dp y PG), estan presentes en un 80% en el
pigmento de hojas, el 69% en las frutas y el 50% en las flores. La distribucion de las seis
antocianidinas mas comunes en las frutas es cianidina (50%), pelargonidina (12%), peonidina
(12%), delfinidina (12%), petunidina (7%), y malvidina (7%). Cianidina 3-glucosido es la més
comun en la mayoria de las frutas (Kong et al., 2003) .

Diversas frutillas que contienen antocianinas se han estudiado (Tabla 2). Wu y Prior (2005)
realizaron la identificacién de las antocianinas presentes en frutillas comerciales, como son el
Arandano morado, arandano rojo, uva morada, uva roja, fresa, mora, frambuesa roja, frambuesa
negra y cereza. Glicosidos de cianidina fueron encontradas en todas las frutillas, la glucosa fue el
monosacarido dominante y rutinosa el disacarido mas comun. Se encontré ademas que la mayoria

contiene antocianinas aciladas, de ellas, el sustituto acilado predominante es el grupo acetilo.
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Tabla 2. Distribucién de antocianinas comunes en frutillas

Frutilla Antocianidina Fraccion de azucar
Dp Cy Pt Pg Pn Mv Glc Gal Ara Xyl Rha Rut  Sam  Sop

Arandano morado + o+ o+ + o+ + + +
Uva morada + o+ o+ o+ 4+ + +
Uva roja + o+ 4+ + + +
Arandano rojo + o+ + o+ o+ + + +
Fresa + + + +
zarzamora + + o+ + ¥ +
Mora + + o+ + + + +
Frambuesa roja + + + + + +
Frambuesa negra + + o+ + + + +
Cereza + + o+ + +

Fuente: Wu y Prior, 2005.

Abreviaturas: (para antocianidinas) Dp:delfinidina, Cy:cianidina, Pt: pelargonidina, Pn: peonidina, Mv: malvidina; (para fracciones
de azucares) Glc:glucosa, Gal: galactosa, Ara: arabinosa, Xyl: xilosa, Rha: rhamnosa, Rut: rutinosa, Sam: sambubiosa, Sop:
soforosa.

2.2.3 Importancia de las antocianinas como colorantes

Las antocianinas han sido consideradas como posibles colorantes alimentarios utilizados para
reemplazar a los colorantes sintéticos.Las aplicaciones comerciales de las antocianinas como
colorantes de alimentos incluyen bebidas (refrescos, bebidas isotonicas, bebidas alcohdlicas),
conservas de frutas (mermeladas, conservas de frutas), productos de confiteria de azlcar (jaleas),
productos lacteos (yogures, esencialmente), mezclas secas (mezclas para postres y bebidas en polvo
acido) y productos con menos frecuencia congelados (helado). Entre estas aplicaciones, los
refrescos han sido el objetivo principal y es ideal para el uso de las antocianinas como colorante.
El interés por las antocianinas y la investigacion cientifica ha aumentado debido a que no solo
confieren color a los productos que las contienen, sino también a sus beneficios nutracéuticos,
principalmente como antioxidantes naturales y por la creciente preocupacion por la toxicidad de
los colorantes sintéticos usados en los alimentos, cosméticos y productos farmacéuticos (Hallagan
1991, Breakey et al., 2007).

Las antocianinas presentan diversos beneficios a la salud. Tsuda et al., (2003) proporcionaron la
evidencia de que al alimentar ratones con antocianinas extraidas de maiz azul y combinando con

una dieta alta en grasas, reportaron que no hubo aumento de peso ni de tejido adiposo en los ratones.
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Los sintomas tipicos provocados por una dieta alta en grasas como la hiperglucemia, la
hiperinsulinemia, y la hiperleptinemia no se presentaron cuando los ratones también ingirieron las
antocianinas. Los experimentos sugieren que las antocianinas, como componentes funcionales de
los alimentos, puedan ayudar en la prevencion de la obesidad y de la diabetes, disfuncion del

higado, hipertension, problemas de vision, infecciones microbianas, diarrea etc. (Lila, 2004).

El ser humano puede pueden convertir metabolicamente las antocianinas en &cidos fenolicos,
siendo estos metabolitos los que contribuyen en beneficios a la salud. Investigaciones recientes
sugieren que una tendencia de frutas ricas en glucdsidos de cianidina, peonidina o pelargonidina
exhiben mejores efectos antiinflamatorios que en frutos que contienen delfinidina, malvidina y
petunidina (Fang, 2015).

2.2.4 Factores quimicos que afectan a la estabilidad de las antocianinas

A pesar de las ventajas que las antocianinas ofrecen como posibles sustitutos de los colorantes
artificiales, su incorporacion a matrices alimenticias o productos farmacéuticos y cosméticos son
limitadas debido a su baja estabilidad durante el procesamiento y el almacenamiento (Cevallos-
Casals y Cisneros-Zevallos, 2004). Factores como: su misma estructura quimica, pH, temperatura,
presencia de oxigeno y acido ascorbico, concentracion y actividad de agua de la matriz determinan

la estabilidad del pigmento.
2.2.4.1 Efecto del pH

El pH tiene efecto en la estructura y la estabilidad de las antocianinas. La acidez tiene un efecto
protector sobre la molécula. Las antocianinas se pueden encontrar en diferentes formas quimicas
que dependen del pH de la solucién. A pH 1, el cation flavilio (color rojo) es la especie
predominante y contribuye a colores parpura y rojo (Figura 3A). A valores de pH entre 2 y 4, la
especie quinoidal (color azul) son predominantes (Figura 3B-D). A valores de pH entre 5y 6
solamente dos especies incoloras se pueden observar, que son una pseudobase carbinol (Figura
3E) y una chalcona (Figura 3F), respectivamente. A valores de pH superiores a 7, las antocianinas

se degradan en funcion de sus grupos sustituyentes (Figura 3, reaccion de degradacion).

A valores de pH entre 4 y 6, cuatro formas estructurales del coexisten antocianinas: cationes
flavilio, bases quinoidal anhidro, bases carbinol incolora y la chalcona amarillo palido. El equilibrio

entre las bases quinoidal y carbinol se produce a través del catién flavilio tal como se muestra en
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la Figura 3 (estructuras D, A y E). En condiciones mas acidas, la especie predominante es el ion

flavilio rojo (Castaneda-Ovando et al., 2009).
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Figura 3. Formas quimicas de antocianinas dependiendo de la reaccion de pH y la degradacion de
antocianinas. Donde R1 = H o sacarido, R2 y R3 = H o0 metilo (Castafieda-Ovando et al. 2009).

2.2.4.2 Efecto de la temperatura

La velocidad de degradacion de las antocianinas aumenta a medida que la temperatura se
incrementa (Yang et al., 2008; Yang y Zhai, 2010). El mecanismo de degradacion de las
antocianinas por incremento de la temperatura en un medio acuoso a pH acido (Figura 4), se lleva

a cabo en varias etapas, en primer lugar ocurren reacciones de desglicosilacion sucesivas
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produciendo las respectivas agliconas y los monosacaridos; el Gltimo paso de la reaccién ocurre

cuando la aglicona es dividida en un &cido fenolico y un aldehido fendlico (Sadilova et al., 2006).

a) Reaccion general de degradacion
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Figura 4. Mecanismo de degradacion de antocianinas. a) Reaccidén general, b) Reaccién de
degradacidn de Cianidina 3-glucosido (Sadilova et al., 2006).

2.2.4.3 Efecto del oxigeno y el acido ascérbico

El efecto degradativo del oxigeno y el acido ascérbico sobre la estabilidad de las antocianinas esta
relacionado. Sondheimer y Kertesz, (1953) reportaron las condiciones que favorecen la oxidacion
aerobica del &cido ascorbico en jugo de fresa y en sistemas modelo que contenian pelargonidina-
3-glucdsido proveniente de la fresa causaban grandes pérdidas de antocianinas, no obstante, cuando
el oxigeno era excluido del sistema no se observaba deterioro en el color. De igual manera,
Markakis et al., (1957) reportaron un efecto sinérgico entre el cido ascorbico y el oxigeno sobre

la degradacion de la pelargonidina-3-glucdsido en solucion. En investigaciones méas recientes,
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Garzén y Wrolstad (2002) confirmaron la aceleracion de la destruccion de antocianinas de fresa
cuando el acido ascérbico estd presente tanto en sistemas naturales como en sistemas modelo. El
efecto del &cido ascorbico sobre la estabilidad de las antocianinas ha sido explicado por Jurd (1972)
y Poei-Langston (1981) como una posible reaccion de condensacion entre el &cido y los pigmentos.
La presencia de &cido ascorbico muestra un impacto negativo en la estabilidad de las antocianinas,
provocando la degradacion de las mismas. La cual consiste en la condensacion de &cido ascorbico
y el carbono cuatro de la molécula de antocianina, causando la pérdida de ambos (de Rosso y
Mercadante, 2007).

2.2.4.4 Otros factores que afectan la estabilidad de las antocianinas

La concentracién del pigmento y la actividad de agua de la matriz afectan la estabilidad del color.
Garzon y Wrolstad (2002) compararon la estabilidad de la antocianina de fresa (pelargonidina-3-
glucdsido) con la de la antocianina de la cascara de rabano (pelargonidina-3-sofordsido 5-glucosido
acilada con acidos aromaéticos y alifaticos) y encontraron que dicha estabilidad era independiente
de la estructura, a una misma concentracién de pigmento. Hoshino et al., (1992) demostraron que
cuando la concentracién de antocianinas alcanza valores altos, se presentan fenémenos de auto-
asociacion entre dos cationes flavilium, dos formas hemicetal, dos bases quinoidales, e inclusive,
entre una base quinoidal y un cation flavilium y protegiendo la molécula de antocianina. Por otro
lado, incrementos en la actividad de agua del medio causan degradacion de las antocianinas
probablemente debido a una mayor interaccion entre el agua y el cation flavilio para formar la
pseudobase inestable (Garzon y Wrolstad, 2001). Por lo anterior, muchos estudios se han realizado
con el objetivo de aumentar la estabilidad de estas sustancias. Entre ellas la encapsulacion es una
de las principales técnicas para aumentar su estabilidad.

2.3 Extraccion de antocianinas

El método de extraccion debe ser el mas adecuado para cada aplicacion concreta. Las condiciones
de extraccion, tales como relacién solido-liquido, temperatura, tiempo, tipo de disolvente y
concentracion de disolvente influyen en la estabilidad de las antocianinas, asi como también en el
rendimiento de la extraccion de las antocianinas (Bridgers et al., 2010). Asi, se debe maximizar la
recuperacion de pigmentos, minimizar los compuestos adjuntos extraidos y limitar la degradacion

o0 alteracién del estado natural del extracto.
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La extraccién con disolvente ha sido el método mas comun para la extraccién de diversos
compuestos que se encuentran en las frutas, incluyendo los flavonoides. Los compuestos fenolicos
se han extraido por trituracion, secado o liofilizacion de las frutas, o Gnicamente por remojo frutas
frescas con la extraccion de disolvente posterior (Merken y Beecher, 2000). Las antocianinas son
moléculas polares, por tanto, los disolventes mas comunes utilizados en las extracciones son
mezclas acuosas de etanol, metanol o acetona (K&hkdnen et al., 2001). La extraccion con metanol
es la mas eficiente (Kapasakalidis et al., 2006), se ha encontrado que en extracciones de
antocianinas a partir de pulpa de uva, la extraccion con metanol es 20% mas eficaz que con etanol,
y 73% mas eficaz que s6lo agua (Metivier et al., 1980); sin embargo, en la industria alimentaria se
prefiere el etanol debido a la toxicidad del metanol.

El uso de acetona no resulta apropiado debido a que las antocianinas sufren un cambio estructural,
Lu y Foo (2001) confirmaron la formacion de piranoantocianos cuando extrajeron antocianinas del
sorgo. Por otro lado Lee et al. (2004) extrajeron antocianinas usando metanol acidificado con 0.1%
de HCI y con acetona acuosa al 70%, los resultados fueron mas eficientes con el metanol

acidificado.

Los acidos son esenciales para estabilizar las antocianinas en forma de cation flavilio (rojo) durante
la extraccion, pero el exceso puede dar lugar a la hidrélisis parcial del enlace glicosidico. Se ha
utilizado metanol acidificado con &cidos débiles como el acético, formico y TFA para la extraccion
de antocianinas aciladas y evitar su hidrolisis (Castaneda-Ovando et al., 2009). Cuando se usa
etanol, la extraccion es mas eficiente con HCI que con acidos organicos (Oancea et al., 2012,
Todaro et al., 2009)

La relacion solido-solvente es otro factor importante en la extraccion, un aumento en la proporcion
de solvente incrementa el gradiente de difusion, lo que significa un incremento de la difusion de

los compuestos solidos en el solvente, logrando una mejor extraccién (Pedro et al., 2016).

El aumento de la temperatura favorece la extraccion, aumentando el coeficiente de difusion y la
solubilidad de las antocianinas; sin embargo, a temperaturas mayores a 40°C disminuye el

rendimiento de antocianinas (Cacace y Mazza, 2003).

Recientemente se han utilizado tecnologias como el ultrasonido (Celli et al., 2015), microondas
(Garofulic et al., 2013) y el calentamiento 6hmico (Loypimai et al., 2015) para eficientar la

extraccion de las antocianinas.
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2.4 Microencapsulacién

Como se menciond anteriormente, el problema principal asociado con el almacenamiento de
antocianinas es su inestabilidad. Por lo tanto, la estabilizacion de las antocianinas es el objetivo de
muchos trabajos. Entre los métodos de estabilizacién de antocianinas, la encapsulacién es una
técnica interesante (Cavalcanti et al.,(2011). En general, tres pasos estan involucrados en la
encapsulacion de agentes bioactivos: (I) la formacion de la pared alrededor del material a
encapsular; (I1) asegurar que no se produzcan fugas no deseadas; (111) garantizar que se mantienen
fuera los materiales no deseados (Gibbs et al., 1999; Mozafari et al, 2008). El principal objetivo
de la encapsulacion es proteger el material del nucleo de las condiciones ambientales adversas,
tales como efectos indeseables de la luz, la humedad y el oxigeno, contribuyendo asi a un aumento
en la vida util del producto, y promover una liberacion controlada del encapsulado (Shahidi y Han,
1993).

La utilizacién de antocianinas encapsuladas en lugar de compuestos libres puede superar los
inconvenientes de su inestabilidad, asi como mejorar su biodisponibilidad. Diferentes técnicas han
sido utilizadas para la encapsulacion de antocianinas como secado por aspersién, secado por
enfriamiento, coacervacion, gelacion, evaporacion de solventes, expansion supercritica,
polimerizacion interfacial, lecho fluidizado, polimerizacion de emulsion y extrusion (Nesterenko
et al., 2013). El secado por aspersion ha sido el mas utilizado en la industria alimentaria y
farmacéutica, es un proceso que consiste en la conversién de la alimentacién en un estado fluido
en forma de particulas mediante la aspersién de la alimentacion en un medio en estado gaseoso
(Cal y Sollohub, 2010). EI material encapsulado se denomina fase interna, corazon 6 relleno, y el
material que lo recubre se le llama material de pared, concha, membrana 6 recubrimiento (Gibbs
et al., 2012). Las microparticulas formadas son pequefias vesiculas cuya medida puede variar, la
medida de las particulas formadas por encapsulacion se clasifican como: macro (>5000 um), micro
(2.0-5000 pm) y nano (<1.0 um) (Jafari et al., 2008).

La técnica de secado por aspersion para producir sabores microencapsulados fue descubierto por
Boake Roberts (1937), cuando afiadio acetona accidentalmente al puré de tomate mientras los
secaba por aspersion, esto ayudo a mantener el color y el sabor del tomate. Mediante esta técnica
se han encapsulado vitaminas, minerales, colorantes, grasas, compuestos de aroma, oleorresinas y

enzimas.
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2.4.1 Secado por aspersion

Este método es el mas utilizado en la industria alimenticia por ser el mé&s econémico para conservar
los nutrientes (Garcia et al., 2004; Murua et al., 2009; Semyonov et al., 2010), disponibilidad facil
de equipamientos, costos de procesamiento bajo, buena estabilidad del producto final y flexible
(Favaro et al., 2010). Se utiliza para la preparaciéon de aditivos y sabores alimentarios secos y
estables (Desai y Park, 2005).

En la Figura 5, se muestra el diagrama de un secador por aspersion. Para secar el material, es
necesario homogenizar el agente activo con los materiales de la pared y esta mezcla es alimentada
al secador. El proceso de secado consta de tres etapas: atomizacion, conversion de rocio a particula
y recoleccion de particulas. En la primera etapa, la mezcla (suspensién) es atomizada a través de
una boquilla, posteriormente se lleva a cabo la conversion de rocio6 a particula cuando el agua es
evaporada por el aire caliente que entra en contacto con el material atomizado; finalmente los
polvos se separan del aire caliente y se colectan en un frasco recolector para prevenir
sobrecalentamiento. La forma tipica de particulas secadas por aspersion es esférica, con un

intervalo de tamafio medio de 10-100 mm (Fang y Bhandari, 2010).
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Figura 5. Diagrama del Secador por Aspersion Lab-Plan SD-03
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Dentro de los pardmetros mas importantes a controlar durante el secado por aspersion se
encuentran: las temperaturas de entrada y salida del aire de secado, el flujo de alimentacion del
producto a secar, el tiempo de residencia y el acondicionamiento de la materia prima (Garcia et al.,
2004). Investigaciones demuestran que temperaturas altas de entrada de aire provocan perdida de
antocianinas en el producto. Jiménez-Aguilar et al. (2011) encontraron que, las pérdidas mas bajas
en el contenido de fenoles totales, antocianinas totales, y el color de las microcédpsulas fue
encontrado en 140 °C de temperatura de entrada del aire en lugar de 160 °C. Ersus y Yurdagel
(2007) confirmaron este hallazgo de que las temperaturas de entrada/salida mas altas causaron una
mayor pérdida de antocianina durante el secado por aspersion, la temperatura 6ptima de secado se
encontrd de 160 °C en lugar de 180 °C 0 200 °C. Por otra parte, Ibrahim Silva et al. (2013) aplicaron
tres temperaturas de secado de aire diferentes de 140, 160, y 180 ° C; siendo esta ultima la

temperatura optima.

En comparacion con otros métodos, el secado por aspersion proporciona una eficiencia de
encapsulacion relativamente alta. La mayor eficiencia de encapsulacion que se alcanza con el
secado por aspersion, se encuentra entre 96 y 100%, valores superiores en comparacion con otros

métodos (Lopez y Gomez, 2008).
2.4.2 Materiales de pared empleados en la encapsulacion de antocianinas

El paso mas importante en la encapsulacién de cualquier compuesto bioactivo mediante secado por
aspersion, es la seleccion del material de pared adecuado que debe formar una pelicula delgada
continua y debe proteger el nacleo del deterioro. El material debe ser de bajo costo, de calidad
alimentaria y legalmente permitido, debe ser insipido y debe ser estable durante almacenamiento.
Es deseable que el material de pared tenga una alta solubilidad, emulsificacion, de baja viscosidad
a altas concentracion de solidos, baja higroscopicidad, de facil liberacion y de altas eficiencias de
microencapsulacion (Lee et al., 2003). Sin embargo, es imposible que un solo material presente
todas estas propiedades; por lo tanto, a menudo se utiliza una mezcla de dos 0 mas componentes
(Silva et al., 2013).

Gran numero de biopolimeros aprobados comercialmente estan disponibles para producir
antocianinas microencapsuladas por secado por aspersion, tales como: carbohidratos (almidén y
derivados, maltodextrinas, jarabes de maiz, ciclodextrinas); gomas (ardbiga, mezquite, acacia,

alginato de sodio) y proteinas (gelatina, proteina de soya, caseinatos). El tipo de material tendra
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influencia en la estabilidad de la emulsion, el tamafio de la particula, en las propiedades de flujo,
las propiedades mecanicas y en la vida util del material deshidratado (Re, 1998, Risch, 1995). En
la Tabla 3 se muestra una relacion de los materiales de pared usados en la encapsulacion de

antocianinas.

Segun Shahidi y Han (1993), la maltodextrina se utiliza ampliamente como una pared en el secado
por aspersion por satisfacer la demanda y su bajo costo. Las maltodextrinas resultan esenciales para
preservar la integridad de las antocianinas durante su encapsulacion. Hoy en dia, las maltodextrinas
se mezclan cominmente con goma arabiga (Mahdavi et al., 2014) o con almidones modificados
(Silva et al., 2014).

Otro material comdn para la microencapsulacion es el almidén modificado por la adicion de un
componente lipofilico, octenilsuccinato, el cual aumenta la estabilidad de la emulsion. Almidén
derivatizado por n-octenilsuccinato es utilizado por la industria alimentaria y farmacéutica con la

aprobacién de la FDA.

Las ciclodextrinas son moléculas ciclicas derivadas enziméaticamente a partir de almidén y tienen
la capacidad para encapsular material activo dentro de su estructura de anillo. B-ciclodextrinas
tienen tanto un caracter hidréfilo e hidréfobo que conduce a interacciones no covalente con
materiales del nucleo adecuados para formar complejos estables. Pigmentos naturales como los
flavonoides se pueden encapsular dentro de ciclodextrinas para formar complejos que protegen a

los ingredientes de la oxidacidn, reacciones inducidos por la luz, y descomposiciones térmicas.

Goma arabiga es uno de los materiales de pared mas utilizados para encapsular sabores y colorantes
y es una buena eleccion como un material de la pared debido a la formacion de emulsion estable y
buena retencion volatiles. Puede ser utilizada sola o combinada con otros encapsulantes en la
produccién de polvos a partir de extractos de pigmentos. Sin embargo, varios problemas estan
asociados con el uso de esta goma para la microencapsulacion, incluyendo su alto costo y la oferta
limitada (Ozkan y Bilek, 2014).
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Tabla 3. Condiciones de operacion y materiales de pared utilizados en la microencapsulacion de

antocianinas por secado por aspersion.

Condiciones de

operacion
Fuente de Material de pared Airede  Airede Eficiencia de Referencia
antocianinas entrada salida encapsulacion
TCO) T(CO

Zanahoria negra Diferentes maltodextrinas 160 107 NR (Ersus 'y Yurdagel,
(Daucus carota [Stardri 10 (10DE), Glucodry 180 118 2007)
L.) 210 (20-23 DE) y MDX 29 (20- 200 131

31 DE)]
Kokum Maltodextrina de varios DE (DE 150 80 NR (Nayak y Rastogi,
(Garcinia indica) 06, 19, 21 y 33), goma acacia y 2010)

fosfato tricalcico
Berberis Maltodextrina, B-ciclodextrina, 160 80 90-95 (Huang 'y Yang,
kaschgarica goma acacia 2011.)
Opuntia stricta Jarabe de glucosa (DE 29) 160 50 a 68 NR (Obon et al., 2009)
Arandano Mezcla de aislados de proteina 120 80 92.48 (Ying-Chang et al,
(Vaccinium sp.) de soya (SPI)-maltodextrina y 2010)

B-ciclodextrina-maltodextrina-

goma arabiga
Mora de Castilla Maltodextrina 20 DE 230 150 NR (Olaya et al., 2009)
(Rubus glaucus) y
tamarillo
(Solanum
betaceum)
Granada Maltodextrina (MDX) y 140a160 100a140 APS=35.8-100% (Robert et al., 2010)
Punica granatum  aislados de proteina de soya MDX=89.4-100%

(APS)
Jugo de acai Maltodextrina 10 DE, 140 82 NR (Tonon et al., 2008)
(Euterpe Maltodextrina 20 DE y goma 170 97
oleraceae arabiga 200 112
Mart.)
Pulpa de acai Maltodextrina 10 DE, 140 78 NR (Tonon et al., 2009)
(Euterpe Maltodextrina 20 DE
oleraceae Goma arabiga
Mart.) Almidon de tapioca
Mora Maltodextrina 20 DE 145 75-80 NR (Ferrari et al., 2013)
(Rubus spp.) Goma arébiga

Mezcla de MDX-goma arabiga

(50:50)
Jamaica Maltodextrina 11-15 DE 150 100 99.69 (Idham et al., 2012)
(Hibiscus Goma arabiga 98.40
sabdariffa) Mezcla de MDX-goma arabiga 99.87

(60:40) 96.70

Almidén soluble

ContinGa en siguiente Aoja...
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Condiciones de
operacion
Aire de Aire de
entrada salida
T(C) T(C)

Eficiencia de Referencia

encapsulacion

Fuente de
antocianinas

Material de pared

Piel de jaboticaba  Maltodextrina 10 DE al 30% 140 NR NR (Silva et al., 2013)
(Myrciaria Mezcla goma arabiga- 160
jaboticaba) maltodextrina 10 DE (25:5) 180

Mezcla  Capsul ™

maltodextrina 10 DE (25:5)

Hollejo de uva Maltodextrina 10 DE 130 91a128 NR (Souza et al., 2015)
(Vitis labrusca) 150
170

Avrrayan Maltodextrina 10 DE 150 80 NR (Fang y Bhandari,
(Myrica rubra 2011)
Sieb. et Zucc)
Mora de castilla Maltodextrina 20 DE, goma 120 70 NR (Villacrez et al., 2014)
(Rubus glaucus ardbiga, almidon de maiz,
Benth.) almidon de yuca, Capsul® TA,

Hi-Cap TM 100.

Mezclas  (1:1, p/lp) de:

maltodextrina  DE  20/goma

arabiga, maltodextrina DE

20/almidon  de maiz vy

maltodextrina DE 20/almidon

de yuca
Berenjena Maltodextrina 10 DE al 15,20y 170 NR NR (Arrazola et al,
(Solanum 30% 180 2014a)
melongena L.)
Maiz morado Almidén de maiz normal 170 80 79.16 (Garcia-Tejeda et al.,
Zea mays L. Almidon de maiz ceroso 77.28 2015)

Almidon acetilado de maiz 97.16

normal 97.22

Almidén acetilado de maiz
Ceroso

NR: No reportado; MDX: maltodextrina

2.4.2.1 Maltodextrinas

Las maltodextrinas son polisacaridos nutritivos no dulces que consisten en una cadena de
moléculas D-glucosa unidas por enlaces a-(1-4). La estructura quimica de la maltodextrina se
muestra en la Figura 6. Se obtienen por hidrolisis &cida parcial del almidén (maiz, papa u otros)
con un equivalente de dextrosa (DE) menor de 20, para la encapsulacién de antocianinas es comun
el uso de entre 10 y 20 DE. En general el uso de maltodextrinas reduce significativamente la
viscosidad de una suspension, dado que presenta alta solubilidad en agua, lo que favorece su

atomizacion en el secado por aspersion (Re, 1998, Pierucci et al., 2007).
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Las maltodextrinas han sido utilizadas en la microencapsulacion de componentes alimenticios
como grasas Yy aceites, vitaminas, minerales y colorantes. En la microencapsulacion de antocianinas
presentan eficiencias de encapsulacion mayores al 95% y son mejores que los almidones debido a
que son mas solubles en agua y tienen grupos hidroxilo que pueden interaccionar con los -OH de
las antocianinas, son muy estables a temperaturas de 70°C, sin embargo, son muy higroscépicas y
tienen que ser almacenadas a bajas humedades relativas ya que la humedad provoca la degradacion

de las antocianinas.

~ ‘\\‘

A
OH n
Figura 6. Estructura quimica de maltodextrinas

2.4.2.2 Almidones modificados

En la microencapsulacion de flavonoides se han utilizado almidones nativos como: el almidon de
maiz, papa, y yuca. Sin embargo, la retencion de pigmentos en los almidones nativos aumenta
cuando éstos son modificados por hidrolisis acida, modificacion quimica como los acetilados,
fosfatados y succinatados entre otros. Por ejemplo a las 16 semanas de almacenamiento a una
humedad del 32% el almiddn de maiz present6 una retencion de pigmentos del 79.7 % y en almiddn
ceroso de maiz fosfatado de 84.5 % (Cai y Corke, 2000). El almidon succinatado tiene buenas
propiedades emulsificantes debido a su caracter amfifilico, por ejemplo: en la encapsulacion de
clorofila éste material es mejor que la goma arabiga y las maltodextrinas ya que prolonga su vida
media a 462 dias (Porrarud y Pranee, 2010).

Se denomina almidon modificado al que ha sufrido una alteracién en sus caracteristicas fisicas o
quimicas con la finalidad de mejorar sus propiedades funcionales. El término “derivado de
almidon” incluye a aquéllas modificaciones que cambian la estructura quimica de algunas de las
unidades a-D-glucopiranosil (unidad anhidra de glucosa, UAG) en las moléculas del almidén

nativo (Rutenberg y Solarek, 1984).
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La modificacion fisica, consiste en los tratamientos de calor y humedad, lo cuales estan asociados
con la disminucién de la hidrolisis enzimatica de la a-amilasa pancredtica, se ha observado que al
realizar varios ciclos de autoclave/enfriamiento, hay un aumento de almidon resistente por encima
del 40% (Pomeranz, 1992) y ademas son destruidas las estructuras granulares del almiddn,
formandose conglomerados porosos que con tratamientos repetitivos, pasan a ser estructuras mas
compactas. También se han combinado los tratamientos fisicos con los enziméticos, como lo llevd
a cabo Berry (1986), quien obtuvo de un 32 a 46% de almidon resistente al desramificar almidon

ceroso con pululanasa, seguido con un tratamiento térmico.

Las modificaciones quimicas se dividen en métodos de derivacion (entrecruzamiento,
estabilizacion y la adicion de grupos funcionales) y métodos de conversion (hidrdlisis, oxidacion,
dextrinizacion y conversion); pueden ser monofuncionales, polifuncionales, de doble derivacion,
oxidativas o hidroliticas (Singh et al., 2007).

El tipo méas comun de modificacion de almiddn es el tratamiento con pequefias cantidades de
reactivos quimicos, debido a su alta eficiencia ya que brinda la posibilidad de controlar variables
que influyen en las propiedades del material. Este tipo de modificacién cambia las propiedades
funcionales del almidon, se lleva a cabo por reacciones que involucran los grupos hidroxilos (OH)

del polimero (Rutenberg y Solarek, 1984).

Las propiedades fisicas, quimicas y funcionales del almidén modificado son influenciadas por los
grupos introducidos, asi como por el grado de sustitucion (GS), el cual se define como una medida
del nimero de grupos OH de cada Unidad Anhidra de Glucosa (UAG) que son sustituidos por
grupos quimicos. Las UAG’s del almidon nativo tiene tres grupos OH disponibles para ser
sustituidos en las posiciones C2, C3 y C6; por lo que el GS méaximo posible es de tres (Rutenberg
y Solarek, 1984)

En el grupo de biopolimeros, los almidones modificados con anhidrido octenilsuccinico (OSA) es
uno de los materiales de pared mas preferidos debido a su buenas capacidades emulsionantes y de
formacion, bajas viscosidades, capacidad de alta carga de aceite, propiedades de barrera al oxigeno
y de bajo peso molecular (Frascareli et al., 2012). Ademas, las ventajas unicas de los almidones
modificados OSA es que funcionan como estabilizadores de emulsiones y luego sirven como

materiales de la pared (Hategekirnana et al., 2015).
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2.4.2.2.1 Capsul

Es un almidén comercial modificado quimicamente derivado de maiz ceroso (National Starch &
Chemical), el cual es modificado mediante la incorporacion de un componente lipofilico (succinato
de octenilo) que promueve una excelente estabilidad y capacidad para emulsionar (Rocha et al.,
2012). Se ha utilizado para microencapsular diferentes bioactivos poco hidrosolubles, una relacion
de ellos se indica en la Tabla 4.

Los esteres de almidon succinatado son preparados comercialmente por la reaccion bésica de
anhidridos de alquenil succinico con el almidon granular en suspension acuosa. La sustitucion
puede ocurrir en las posiciones 2, 3 'y 6 de los carbonos de la unidad de glucosa. El anhidrido méas
utilizado para esta modificacion es el octenilsuccinato. En la Figura 7 se muestra la reaccion de

esterificacion para obtener un almidén n-OSA.

O O O
i NaOH I | e e
CH,~(CH,)y-CH=CH-CH,-CH — C {_ + StOH = St-0— C-CHsCH~-C—=0 Na
| 0 H,0 l
CH~ C” CH,
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CH
(CHy),
CH,

Figura 7. Esterificacion del almidon con 1-octenil-anhidrido succinico

El anhidrido n-octenil succinico (OSA) ha sido autorizado por la FDA para ser utilizado en
alimentos a nivel del 3%, esto corresponde a un grado de sustitucion (DS) de 0.02. La modificacion
de los almidones con n-OSA fue patentada por Cadwell y Wurzburg en 1953 y reportado como un

emulsionante eficaz en emulsiones agua/aceite.
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Tabla 4. Activos encapsulados con Capsul

Agente de relleno Concentracidn en suspension (%) Referencia

Vitamina E 32% (Hategekirnana et al., 2015)
Aceites esenciales (trigo, 9.9y 19.8% (capsul) + 67% agua + (Domian et al., 2015)
linaza, tocoferol, colza) 13.2% aceite.

Licopeno 5,10y 15 % (Rocha et al., 2012)

Aceite de linaza 20% (Carneiro et al., 2013)
Aceite de café verde 15% (Silvaetal., 2014)

2 % de activo respecto al % de solidos totales.

2.5 Estabilidad en antocianinas microencapsuladas

La estabilidad es un factor crucial a considerar cuando se utilizan pigmentos de antocianina como
colorantes alimentarios. La cinética de degradacion y la estabilidad del color de antocianinas
encapsuladas por secado por aspersion a partir de jamaica (Hibiscus sabdariffa) fueron estudiados
por Idham et al. (2012). En este estudio, tres biopolimeros diferentes (es decir, maltodextrina, goma
arébiga, combinacién de maltodextrina y goma arabiga, y almidén soluble) se utilizaron como
materiales de pared. La estabilidad de los pigmentos encapsulados fue evaluada a tres diferentes
temperaturas de almacenamiento (4, 25 y 37 °C) durante 105 dias. Los biopolimeros incrementaron
en gran medida la vida media de los pigmentos durante el almacenamiento, especialmente a 37 °C,
en comparacion con el extracto no encapsulado. Los estudios de degradacion de muchos otros
trabajos indican que el extracto encapsulado mediante secado por aspersion es mas estable a la luz
y la temperatura que el extracto libre, por lo que mejora la estabilidad de las antocianinas

encapsuladas (Mahdavi et al., 2014).

Burin et al. (2011) utilizaron maltodextrina, maltodextrina/c-ciclodextrina y maltodextrina/goma
arabiga como materiales de la pared para encapsular las antocianinas de uvas de Cabernet
Sauvignon. Encontraron que la combinacién de maltodextrina/goma arabiga presenté el mayor
tiempo de vida media y la mas baja constante de degradacion para todas las condiciones evaluadas.
La estabilidad de las antocianinas afiadidas a un sistema de bebida isotonica fue también estudiada
bajo diferentes condiciones de temperatura y de luz. La degradacion de las antocianinas se ajusté

a un modelo de reaccién de primer orden en todas las condiciones evaluadas.
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Varios estudios han demostrado que la degradacion de antocianinas es afectada principalmente por
el tiempo y temperatura de almacenamiento (Patras et al., 2010).La estabilidad es un factor crucial
a considerar cuando se utilizan pigmentos de antocianina como colorantes alimentarios. Fracassetti
et al. (2013) evaluaron los efectos del almacenamiento en el contenido de antocianinas de un polvo
liofilizado (utilizado como colorante) de arandano silvestre (Vaccinium angustifolium) a 25 ° C, 42
°C, 60 ° Cy80 ° C durante 49 dias. El almacenamiento reduce el contenido de antocianinas, la
reduccion fue mas lenta a 25 ° C (después de 2 semanas), mientras que fue mas rapidaa 60 ° Cy
80 ° C después de 3 dias. Sobre la base de este resultado, las vidas medias se determinaron para ser
139,39,y 12 diasa25° C, 42 ° C, y 60 ° C, respectivamente.

2.5.1 Cinética de degradacion de las antocianinas

Modelos cinéticos se utilizan a menudo para una evaluacion objetiva, rapida y econdmica de la
seguridad alimentaria. EI modelado cinético puede también emplearse para predecir la influencia
del procesamiento en parametros de calidad criticos. EI conocimiento de la degradacion cinética,
incluyendo orden de reaccion, constante de velocidad y la energia de activacion, son muy
importantes para predecir la pérdida de la calidad de los alimentos durante el almacenamiento, asi
como en los tratamientos con procesos térmicos. Uno de los factores importantes a considerar en
la elaboracién de alimentos es la pérdida de nutrientes. Por lo tanto, se necesitan estudios cinéticos

con el fin de minimizar el cambio no deseado y para optimizar la calidad de los alimentos.

La degradacion de las antocianinas se ajusta a un modelo de reaccion de primer orden en todas las
condiciones evaluadas. Se ha confirmado que la degradacion de antocianinas por calentamiento
sigue una cinética de primer orden para el jugo y concentrado de cereza agria (Cemeroglu et al.,
1994) fresas (Garzon y Wrolstad, 2002) y moras (Wang y Xu, 2007).

2.6 Aplicacion de antocianinas en alimentos

Colorantes microencapsulados se pueden usar comercialmente como pigmentos naturales de
alimentos. Materiales alimenticios posibles podrian ser el yogur, helado, dulces, cerezas en almibar
y otros productos de confiteria. Ademas, gomas de mascar, snacks y productos para los nifios son
los principales productos alimenticios que requieren colorantes naturales. Productos de panaderia
tales como galletas son también un grupo de alimentos que requieren coloracion considerablemente
(Ozkan y Bilek, 2014). Las aplicaciones alimenticias de pigmentos de antocianinas han sido

investigadas en varios estudios (Tabla 5).
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Los primeros antecedentes de aplicacion de antocianinas fueron en el yogur, se basan en la adicion
de jugo de acai (Croisson et al., 2005) y fruta liofilizada de Berberis boliviana (Wallace y Giusti.,
2008) en un yogur comercial. Sin embargo, estos ejemplos exitosos difieren de los resultados de
estudios sobre las antocianinas durante el proceso de formulacion de yogur. Karaaslan et al. (2011)
han evaluado la incorporacion de extractos etan6licos de uva en la produccién de yogur, sefialando
una degradacion significativa de antocianinas durante el almacenamiento. Resultados similares
fueron reportados por Sun-Waterhouse et al. (2013), quien indicé que la fermentacion afecta el
contenido de antocianinas de extracto de grosella negra durante el proceso de formulacion de
yogur. Ademas, Scibisz et al. (2012) determiné que ciertos cultivos probidticos afectan
significativamente la estabilidad de las antocianinas del ardndano cuando se afiade al yogur.
La microencapsulacion se ha utilizado como una estrategia para reducir los problemas de la
estabilidad de las antocianinas que se utilizan como colorantes naturales. Robert et al. (2010)
compararon la cinética de degradacion de antocianinas encapsuladas y no encapsuladas a partir de
jugo de granada, obtuvieron similares constantes de degradacion cuando se aplicaron al yogur,
mostrando la pérdida de la proteccion después de la adicion al yogur. Este hallazgo puede
explicarse por la solubilidad del material de pared en matrices hidréfilas. Por lo tanto, la seleccién
de un material de pared que permite la dispersién de microparticulas puede ser una alternativa en

el disefio de un producto lacteo (Robert y Fredes, 2015).
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Tabla 5. Aplicacion de antocianinas en alimentos

Fuente de Estado de Alimento Condiciones Vida Referencia
antocianinas antocianinas evaluadas media
(horas)
Uvas de Antocianinas Bebida Almacenamiento MDX: a25°C, (Burinetal.,
Cabernet microencapsuladas con isot6nica a4y 25°C con 556.2 (A/L), 2011)
Sauvignon maltodextrina, mezcla de presencia y 379.7 (PIL).
maltodextrina  (MDX)- ausencia de luz MDX-CDX: a
ciclodextrina (CDX) vy 25 °C, 591.8
maltodextrina-goma (A/L), 384.1
arabiga (GA) (P/L).
MDX-GA:
644.6 (A/L),
526.3 (P/L)
Cascara de Antocianinas Bebida Almacenamiento 25°C: 319.9 (Arrazola et al.,
berenjena encapsuladas con isotdnica a4y 25°C en 2014)
maltodextrina ausencia de luz
Extracto de antocianinas 25°C: 200.2
(no encapsuladas) 4°C: 684.3
Cascaras de Extracto  acuoso de Bebida Almacenamiento  7°C: 151 (Sari etal.,
jambolan antocianinas en ausencia de 28°C:25.6 2012)
luza7y?28°C

AJ/L: ausencia de luz; P/L: presencia de luz

Investigaciones previas respecto a la estabilidad de las antocianinas aplicadas en alimentos sugieren
que se puede lograr una mayor estabilidad de las antocianinas mediante el uso de bajas
temperaturas y calentamientos de corto tiempo durante el procesamiento y almacenamiento (Patras
etal., 2010).
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RESUMEN

Chagalapoli es el fruto de Ardisia compressa K. con un elevado contenido de antocianinas. El
objetivo de este estudio fue establecer las condiciones Optimas para la extraccién de sus
antocianinas mediante la metodologia de superficie de respuesta y realizar su microencapsulado
por secado por aspersion usando dos agentes encapsulantes comerciales. Los factores probados en
la extraccion fueron proporcién de etanol, pH y tiempo de sonicado. Como agentes encapsulantes
se usaron maltodextrina (MD) y Capsul (CP) en diferentes proporciones. De las variables
estudiadas para optimizar el proceso de extraccion de antocianinas a partir del fruto chagalapoli,
unicamente la concentracion de etanol y el pH fueron significativas para el modelo que mostré un
elevado ajuste con los datos experimentales (R?=0.9760). El proceso de extraccion optimizado
consistio en utilizar etanol al 63.5%, un pH de 2 y un tiempo de sonicado de 30 min, con una
relacién pulpa de fruto:solvente de 1:5 peso/volumen. Bajo las condiciones optimizadas se
obtuvieron 1545.45 + 16.34 mg equivalentes de Mv3gal/100 g de tejido fresco. Las antocianinas
del fruto chagalapoli obtenidas bajo estas condiciones y microencapsuladas en una mezcla de
Capsul:maltodextrina 50:50, presentaron una eficiencia de encapsulacion de 99% y una retencion
de antocianinas de 95%. Las variables de higroscopicidad (11.48g/100g), contenido de humedad
(2.47%) y actividad de agua (0.13) de las microcapsulas obtenidas son favorables para la

conservacion y almacenamiento de las microcépsulas.
Palabras clave: secado por aspersion, extraccion, metodologia de superficie respuesta.
Lista de Abreviaturas

ACK: Ardisia compressa K.; SEM: Microscopia electronica de barrido; AR: Retencion de
antocianinas; EE: Eficiencia de encapsulaciéon; TAC: Contenido total de antocianinas; SAC:
Contenido de antocianinas superficiales; MC: Contenido de humedad; H: Higroscopicidad; aw:

Actividad de agua; Mv3gal: Malvidina-3-galactosido; Mv3G:Malvidina-3-glucosido.
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3.1 INTRODUCCION

En los Gltimos afios, un namero creciente de investigaciones ha relacionado el uso de colorantes
sintéticos con problemas de salud, esto ha llevado a la industria a la sustitucion de los colorantes
artificiales por pigmentos naturales (Galaffu et al., 2015). Las antocianinas son un grupo
importante de pigmentos naturales hidrosolubles e inocuos que se agrupan en la familia de los
flavonoides (Giusti y Wrolstad, 2003), representan una alternativa para la sustitucién de los
colorantes sintéticos con las tonalidades rosa salmon, rojo, azul y purpura. Sin embargo, en el
proceso de caracterizacion y aprovechamiento de antocianinas, la extraccion es una etapa muy
importante, que influye no sélo en el rendimiento y rentabilidad de la extraccion, sino que también
afecta el tipo de fenoles que se extraen (Lapornik et al., 2005) y su estabilidad (Pedro et al., 2016).
Los factores mas estudiados en el proceso de extraccion de antocianinas son: proporcion sélido:
solvente (Fan et al., 2008, Pedro et al., 2016), tipo de solvente, temperatura de extraccion (Ghafoor
et al., 2011), tiempo de extraccion (Lapornik et al., 2005, Pedro et al., 2016) y pH (Rodrigues et
al., 2015, Burin et al., 2011). Recientemente se ha agregado la aplicacion de tecnologias como el
ultrasonido (Celli et al., 2015), microondas (Garofulic et al., 2013) y el calentamiento 6hmico
(Loypimai et al., 2015). El efecto de las condiciones de extraccidn en el rendimiento y composicion
de antocianinas va a depender de la fuente vegetal (Lapornik et al., 2005) de ahi que es
recomendable particularizarlas de acuerdo a la matriz de que se trate. Por otro lado, las antocianinas
son inestables a factores, tales como pH, temperatura elevada, luz, oxigeno, iones metalicosy
enzimas, entre otros (Shenoy, 1993) lo que limita su uso en alimentos, que generalmente se

procesan en condiciones donde varios de estos factores estan presentes.

Una alternativa para mejorar la estabilidad de las antocianinas es encapsularlas en materiales
diversos, tales como gomas, polisacaridos, lipidos, proteinas, fibras y mezclas de ellos (Davidov-
Pardo et al., 2013). Esta diversidad se debe a que algunos materiales resultan mas adecuados para
determinados bioactivos. En particular, los materiales de pared empleados en la
microencapsulacion por secado por aspersion deben ser emulsificables, permitir alta solubilidad
y baja higroscopicidad (Loksuwan, 2007). En este sentido las maltodextrinas son de los materiales
mas comunes debido a su alta solubilidad y baja viscosidad (Tonon et al., 2010), en tanto que el
Capsul es un almidén modificado quimicamente mediante la incorporacion de un componente
lipofilico (succinato de octenilo), que promueve una excelente estabilidad y capacidad para
emulsionar (Rochaetal., 2012). El Capsul ha sido utilizado para encapsular compuestos bioactivos
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de baja polaridad tales como vitamina E (Hategekirnana et al., 2015), licopeno (Rocha et al., 2012)
y aceites esenciales de trigo, linaza y tocoferol (Domian et al., 2015). El agente de recubrimiento
por si solo no ofrece todas las propiedades requeridas para asegurar una buena microencapsulacion,
por lo tanto una mezcla de uno o mas componentes se emplea con frecuencia para mejorar la

encapsulacion (Turchiuli et al., 2005).

Diversos frutos tropicales han emergido como fuentes potenciales de antocianinas (De Brito et al.,
2007), dentro de estos, el fruto de Ardisia compressa K. denominado chagalapoli posee un elevado
contenido de estos flavonoides (Joaquin-Cruz et al., 2015), por lo que es una fuente importante de
pigmentos. Sin embargo, se requiere determinar las mejores condiciones para su extraccion y la
forma en que puedan ser mas estables, por lo que el presente estudio tuvo como objetivos optimizar
la extraccion de las antocianinas del chagalapoli y realizar su microencapsulado a través de Capsul

y maltodextrinas.

3.2 MATERIALES Y METODOS

3.2.1 Reactivos y material vegetal

Las sustancias quimicas usadas incluyeron: etanol (Baker®), acido clorhidrico (Baker®), acido
formico (Brand®) y metanol (Baker®), grado reactivo analitico. También se usaron agua y metanol
grado HPLC para el andlisis de las antocianinas. Los estandares comerciales de malvidina 3-O-
galactosido y delfinidina 3-o0-galactosido fueron adquiridos de Extrasynthese (Genay, Francia). Los
materiales de pared usados fueron Capsul® (National Starch, USA) y maltodextrina 10 DE
(IMMSA, S.Ade C.V).

El material vegetal consistio de frutos maduros de chagalapoli (A. compressa) que fueron obtenidos
en el mercado regional de San Andrés Tuxtla, Veracruz. El hueso se elimin6 del fruto y la pulpa
fue homogenizada con un equipo Ultra Turrax (basico T-10, IKA, USA) durante un minuto a una
velocidad de 20 450 rpm.

3.2.2 Extraccion de antocianinas

La metodologia de superficie de respuesta se utilizé para optimizar las condiciones de extraccion
de las antocianinas del fruto de Ardisia compressa K. (ACK). Se realizaron pruebas previas para
determinar la proporcion muestra:solvente méas adecuada, y poder correr los tratamientos con esta

variable fija. El disefio experimental se llevo a cabo utilizando un disefio Box-Behnken con tres
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factores: pH (x1), concentracion de etanol (x2) y tiempo de sonicacién (xs), con tres niveles cada
uno (Tabla 6), la variable respuesta fue el contenido de antocianinas totales (TAC). A partir de
este disefio resultaron 15 tratamientos (T1 hasta T15), cuyas particularidades se muestran en la
Tabla 7.

Tabla 6. Variables independientes de proceso, rango y niveles utilizados para el disefio de Box-
Behnken.

Factores Niveles codificados
Variable independiente X -1 0 +1
pH del disolvente X1 2.0 2.5 3.0
Concentracion de etanol (%) X2 50 75 100
Tiempo de sonicacién (min) X3 10 20 30

Se utiliz6 un tamafio de muestra de 2 g de pulpa homogeneizada y 10 mL de solvente, que fueron
constantes para todos los tratamientos. La muestra se agitd por 30 minutos en un agitador
horizontal a temperatura ambiente y con proteccion a la luz. El extracto fue recuperado al
centrifugar (centrifuga Hettich®, Modelo Universal 32) la muestra a 2200 g por 10 min. y se
cuantifico el contenido de antocianinas totales, que fue la variable respuesta, conforme a la
metodologia empleada por Salinas et al. (2005). El TAC se expresé en funcion de malvidina 3-O-
galactosido (Extrasinthese, Genay, FR), con la cual se elaboré una curva patron. Los resultados se

expresaron como mg equivalentes de Mv3gal/100 g de tejido fresco.

Se construy6 un modelo polinomial de segundo orden para estimar la respuesta (ecuacion 1), donde
y es la respuesta estimada (variable dependiente), So es la constante del modelo, fi el coeficiente
de efecto lineal, Sii el coeficiente de efecto cuadratico, Sij el coeficiente de la interaccion de dos
factores, xi, X; las variables independientes, k el nmero de variables consideradas, i y j los factores

codificados del sistema (Swamy et al., 2014).

y=Bo+ 2k Bixi + XK, Bux? + TEL }‘>1 Bijxix; 1)
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3.2.3 Anadlisis de antocianinas en el extracto de chagalapoli por cromatografia liquida de alta
resolucion (HPLC).

Se utiliz6 un equipo Perkin-Elmer® Series 200, operado mediante el software TotalChrome, que
consta de un detector de matriz de fotodiodos, una bomba cuaternaria y automuestreador con un
compartimento de columna termostatizado (PerkinElmer® Instruments LLC, Shelton, CT,
EE.UU.). La columna empleada fue una C18 Hypersil ODS (200 x 4.6 mm) con tamafo de
particula de 5 um (Thermo Scientific®, CA, EE.UU.). El extracto de chagalapoli se filtr6 con una
pelicula Millex-LG® de 0.20 um (Unidad de filtracion Millex-LG; PTFE hidréfilo, 4 mm) antes
de ser inyectado al equipo. Para el andlisis se aplicé la metodologia descrita por Fossen et al.
(2001), con las adecuaciones descritas por Salinas et al. (2005), en un sistema de gradientes lineal.
Los disolventes utilizados fueron: fase A (1: 9 v/v) (acido férmico / agua) y fase B (1: 4: 5 v/v)
(&cido férmico / agua / metanol). La velocidad de flujo fue de 1.2 ml/min, volumen de inyeccion
de 10 pL, con una temperatura en la columna de 30°C. Las antocianinas fueron identificadas con
el uso de estdndares de antocianinas y de acuerdo a lo reportado por Joaquin-Cruz et al., (2015).
La cuantificacién de las diferentes antocianinas se realizd a partir de una curva estandar de

malvidina 3-O galactosido (Extrashyntase, Genay, FR).

3.2.4 Microencapsulado por secado por aspersion

Los extractos de las antocianinas de chagalapoli se obtuvieron siguiendo las condiciones 6ptimas
de extraccion (etanol al 65% acidificado con HCI, pH 2.0 y un tiempo de sonicacién de 30 min).
El etanol fue eliminado del sistema en un rotaevaporador y el extracto concentrado para elaborar
la suspension contenia 94.90 £ 1.27 % de humedad, 11.4 £+ 0.02 °Brix, 5.10 + 1.27 % de solidos
totales, un pH de 2.72 £ 0.02 y 5.85 £ 0.06 mg equiv. a Mv3gal/mL. Se realizaron 5 tratamientos
con diferentes proporciones de material de pared, uno con maltodextrina 10DE (MC1000) y otro
con Capsul ® (MC0100), de estos dos materiales se realizaron mezclas y se obtuvieron los tres
tratamientos restantes: 75% maltodextrina y 25% Capsul (MC7525), 50% maltodextrina y 50 %
Capsul (MC5050), 25% maltodextrina y 75% Capsul (MC2575).

La suspension fue preparada a una concentracion final de 20% (w/v). Se utilizaron 50 g de material
de pared y se disolvieron con 200 mL de agua destilada en una licuadora (marca Waring®) durante
1 minuto en velocidad baja, después de esto se adicionaron 50 mL de extracto concentrado y se
homogeniz6 en un Ultra turrax a 18 000 rpm durante 5 minutos (Ultra Turrax® T-25-Sl, IKA
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Works, EE.UU.). Las suspensiones inyectadas al secador por aspersion para los 5 tratamientos
exhibieron valores medios de 82.6 + 0.3 % de contenido de humedad, 17.4 + 0.3% de solidos totales
y 18.2 £ 0.4 °Brix.

La encapsulacion se llevé a cabo en un secador por aspersion (SD-Basic Lab-Plant, Huddersfield,
Reino Unido), bajo las siguientes condiciones de secado: temperatura de entrada del aire 160 + 1
°C; temperatura de salida de aire de 95 + 5 °C; presién de 35 Psi; diametro de la boquilla de 0.5
mm; y un flujo de alimentacién de 10 mL / min. Estas condiciones fueron seleccionadas sobre la
base de las pruebas preliminares. Los polvos se colectaron en bolsas de plastico, se pesaron y se

almacenaron en desecadores que contenian silica a temperatura ambiente.

3.2.5 Caracterizacion de microcapsulas
3.2.5.1 Retencion de antocianinas (AR) y eficiencia de encapsulacion (EE)

La retencién de antocianinas y la eficiencia de encapsulacion se determinaron de acuerdo a la
metodologia empleada por Garcia-Tejeda et al., (2015). El contenido de antocianinas totales fue
determinado por el método de pH diferencial (Giusti y Wrolstad, 2001) y el resultado se expreso
como mg equivalentes de Mv3G/g de microcapsulas, usando un coeficiente de extincion molar de

28 000 L/cm mol, y un peso molecular de 463.3 g/mol (Rockenbach et al., 2011).

La extraccién de antocianinas superficiales se determind con el método modificado de Robert et
al. (2010) donde 500 mg de microcapsulas se trataron con 10 mL de isopropanol. La dispersion se
realizd mediante agitacion con un vortex a temperatura ambiente durante 1 min para luego filtrarse

(filtro Millipore de 0.45 p). Las variables AR y EE se calcularon con las ecuaciones (2) y (3).

AR = e x100 )
TAC;
EE =1-225x100 3)
TAC,

Donde TAC: es el contenido de antocianinas totales obtenido experimentalmente, TAC: es el
contenido de antocianinas totales calculado tedricamente (2) y SAC es el contenido de antocianinas

superficiales (3), todas expresadas en mg/g de microcapsulas.
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3.2.5.2 Contenido de humedad y actividad de agua

El contenido de humedad de las microcapsulas fue determinado de acuerdo al método AACC No.
44-19 (AACC, 1995). La actividad de agua se midio con el equipo Aqualab® (Modelo Serie 3TE,
Decagon Devices, Pullman, WA, EE.UU.).

3.2.5.3 Higroscopicidad
La higroscopicidad se determin6 de acuerdo a la metodologia empleada por Silva et al., (2013).
3.2.5.4 Microscopia electrdnica de barrido y tamafio de particula

La morfologia externa de las microcapsulas se evalu6 mediante microscopia laser con un
microscopio LEXT® OLS4000 3D vy por microscopia electrénica de barrido (ESEM EDAX®,
Detector de GSE, Holanda) acoplado con un espectrémetro de energia dispersiva (modelo XFlash®
6110, Bruker) usando un voltaje de aceleracion de 15 kV. Las muestras fueron fijadas en una cinta
metalica adhesiva de doble cara y se recubrieron con grafito durante un minuto de evaporacion con
una pelicula de grafito de 10 a 15 nm. El software utilizado para la determinacion del diametro de
las microcapsulas a través del procesamiento de las imagenes fue Image Pro-PLUS® version 7.0

(Media Cybernetics, Inc.).

3.2.6 Andlisis estadistico

Para la optimizacion de la extraccion de antocianinas todos los tratamientos se efectuaron por
duplicado y el analisis estadistico se realizé utilizando el software Statgraphics Centurion® versién
16.1 (Manugistics Inc., Statistical Graphics Corporation, 2009, Rockville, MD, USA). Para la
caracterizacion de las microcépsulas todos los anélisis fueron realizados por triplicado. Se realiz6
prueba de comparacion de medias (Tukey, p < 0.05), mediante el paquete estadistico SAS® version
9.1

3.3 RESULTADOS Y DISCUSION
3.3.1 Extraccion de antocianinas

Los resultados del disefio experimental asi como los resultados calculados por el modelo de
superficie de respuesta se muestran en la Tabla 7. Los experimentos en los que se obtuvo mayor
recuperacion de antocianinas fueron T1, T7 y T13 donde se utilizo un pH de 2 y concentraciones
de etanol entre 50 y 75%.
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Tabla 7. Condiciones experimentales y contenido de antocianinas totales para la extraccion de
antocianinas en el fruto de ACK, utilizando un disefio Box-Behnken.

Tratamiento pH  Concentracion Tiempo de Antocianinas Antocianinas
(%) sonicacion experimentales esperadas
(min) (mg Mv3gal/100g) (mg Mv3gal/100 g)

T1 2.0 75 30 1556.85 + 31.34 1465.72
T2 2.5 100 30 206.30 +5.81 243.73
T3 3.0 50 20 651.89 + 25.41 598.18
T4 2.0 100 20 324,53 £36.21 378.23
T5 3.0 75 30 822.45 + 36.21 886.73
T6 25 75 20 1165.97 £42.76 1103.45
T7 2.0 75 10 1421.59 £ 47.07 1357.31
T8 3.0 75 10 825.37 £10.52 916.50
T9 3.0 100 20 190.40 + 7.58 88.70

T10 25 75 20 1044.29 £ 42.89 1103.45
T11 25 100 10 217.85 +10.27 228.42
T12 25 75 20 1100.07 £21.11 1103.45
T13 2.0 50 20 1226.74 + 3.60 1328.45
T14 25 50 30 1008.17 £ 13.85 997.60
T15 25 50 10 971.68 £ 7.35 934.26

Para obtener las condiciones 6ptimas de extraccion se utiliz6 la metodologia de superficie respuesta
considerando la forma lineal, cuadréatica y la interaccion de las variables independientes estudiadas
aunnivel p<0.05. Los resultados del analisis de varianza arrojaron un coeficiente de determinacion
(R?) de 0.9760 que indica que el modelo cuadratico es satisfactorio para los datos experimentales
y el valor de R? ajustada (0.9634) demuestra una alta correlacion entre los valores experimentales

y los valores predichos de recuperacion de antocianinas.

El modelo ajustado para predecir la respuesta de la variable TAC esta representado en la Ecuacion
4, donde Y es TAC. Este modelo fue validado por analisis ANOVA antes de construir los graficos

de superficie de respuesta que se presentan en la Figura 8.

Y = 638.96 + 1103.44 X1 - 254.95 X7 - 364.92 x3 + 19.66 X12 + 25.25 X1 X2 + 110.18 X1 X3 - 34.54
X722 - 530.31 X2 X3 - 12 X32 4)
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Los resultados del andlisis de varianza (Tabla 8) para el contenido de antocianinas muestra que las
variables pH y concentracién de etanol fueron significativas en el proceso de extraccion de

antocianinas.

La variable pH tuvo un efecto significativo negativo (p<0.05) en forma lineal, lo que significa que
el incremento en el pH afecta la recuperacién de antocianinas (Figura 8-A y B). Este
comportamiento coincide con los resultados que obtuvo Rodrigues et al., (2015), quienes
evaluaron la variable pH en un rango de 0.5 a 6.5 para la optimizacion de la extraccion de
antocianinas en cascaras de jaboticaba (Myrciaria spp.), la recuperacion de antocianinas se
favorecio con valores de pH menores a 3.5y superiores a 4, observando un punto de silla, el cual
no se observé en este estudio debido a que el rango de pH evaluado fue de 2 a 3, sin embargo, el
comportamiento de la variable respuesta es el mismo en estos valores. Investigaciones previas
demuestran que el pH tiene influencia en la estabilidad de las antocianinas, debido a que su
estructura puede sufrir una transformacion reversible en medios acuosos dependiendo del pH de la
solucion. Brevemente, a un pH de 1 predomina el cation flavilio, mientras que a valores de pH
entre 2 y 4, predomina el tipo quinoidal. Entre un pH de 5 y 6, una pseudobase carbinol y una
chalcona, respectivamente; pueden ser observados, y a valores de pH mayor que 7, las antocianinas
se degradan en funcién de los grupos que los sustituyen (Castaneda-Ovando et al., 2009). Estas
formas principales en equilibrio y bajo las presentes condiciones de extraccién, la presencia del
cation flavilio y el tipo quinoidal, formados a pH mas bajo, favorece la dptima extraccion de

antocianinas.

47



Tabla 8. Analisis de varianza de las variables de proceso como términos lineal, cuadréatico y sus

interacciones de la optimizacion del proceso de extraccion de antocianinas.

Fuente Suma de Gl Cuadrado Razén-F Valor-P
Cuadrados Medio

A:pH 1.04E6 1 1.04E6 148.58 0.0000
B:Etanol 2.13074E6 1  2.13074E6 304.41 0.0000
C:Sonicacion 6184.64 1 6184.64 0.88 0.3590
AA 4710.25 1  4710.25 0.67 0.4222
AB 971215 1 971215 13.88 0.0014
AC 9546.17 1 9546.17 1.36 0.2573
BB 2.07677E6 1 2.07677E6 296.70 0.0000
BC 1153.44 1 1153.44 0.16 0.6893
CcC 5734.1 1 57341 0.82 0.3767
Error total 132992. 19 6999.56

Total (corr.) 5.55959E6

N
[{e]

La variable concentracién de etanol en su forma lineal y cuadratica tiene un efecto negativo
significativo (p<0.05) que se observa en la Figura 8-C, donde a medida que incrementa la
concentracion de etanol hasta aproximadamente un 70%, también se incrementa el contenido de
antocianinas. Solo que por arriba de esta concentracion las antocianinas empiezan a disminuir, y
se aprecia que la mayor recuperacién de antocianinas se obtiene a concentraciones de etanol de
entre 60y 70%. Estudios previos demuestran que la recuperacion de antocianinas se ve favorecida
cuando se usa etanol a concentraciones entre 50% y 70% (Ghafoor et al., 2009, Heras et al., 2013,
Oancea et al., 2013).

48



A4)

Etanol
(%)

28

26
pH

24

22

(B00T1/18SEAIA "AInba Sw) seuueROIUY

)

B

(

T T T

T

30

26

|
[=
(=]

1
=
o
© <

1600
1200

[=]

14
28 10 Sonicacion

26

24

22

(min)

H

p

(E00T/1BSEATAL "Amb2 Sw) sewmmmenO)OY

)

C

(

LA L B L B B

7
Peiis
4
)
b
i

R,
Pt
dao
AR
L
s
g

0 i
i
o
R
)

W
L
4
)

0

Sonicacion

70 80 90 10

60

|
[=
(=]

1
=
o
© <

1200

[=]

Etanol

(min)

(B001/1ESEATN "AInba Sun) seulUERIDO)UV

(%)

de antocianinas. A) Relacion entre el

on

da de la extracci

pH y etanol con un tiempo fijo de sonicado de 20 min, (B) la relac

Figura 8. Superficie de respuesta estima

tre el pH y tiempo de

s

on en

fija de etanol al 75% y (C) relacion entre la concentracion de

on

do con una concentraci

Ssonica

etanol y el tiempo de sonicado con un pH fijo de 2.5.

49



El tiempo de sonicado no mostrd efecto significativo sobre la recuperacién de antocianinas. La
mejor condicion para la extraccion de antocianinas fue con etanol 63.51% (v/v), pH de 2.0 y un

tiempo de sonicacion de 30 min.

El punto 6ptimo fue verificado de forma experimental y se obtuvo una recuperacion de antocianinas
de 1545.45 + 16.34 mg equivalentes a Mv3gal/100g de tejido fresco (777.79 + 8.10 mg eq.
cianidina-3-glucosido/100 g), este resultado es similar al que report6 Joaquin-Cruz et al.,(2015) en
este mismo fruto (796.0 + 2.3 mg equivalentes a cianidina-3-glucosido/100 g de tejido fresco),
donde su sistema de extraccion consistio en dos extracciones sucesivas, la primera usando metanol
acidificado al 1% con acido trifluoroacetico y la segunda extraccion con una solucion de metanol:
acido acético: agua (10:1:9). Bajo las condiciones de extraccidn optimizadas en el presente estudio
se logro un resultado similar, solo que con una sola extraccion y utilizando sustancias seguras para

uso en alimentos (clasificacion GRAS).
3.3.2 Identificacion de las antocianinas por HPLC.

El cromatograma de la Figura 9 revela la presencia de 12 antocianinas en el extracto de ACK 'y
confirma que la antocianina que se encuentra en mayor proporcion es la malvidina 3-O-galactosido
(pico 9) seguida de petunidina 3-O-arabinosido (pico 6) y delfinidina 3-O-galactosido (pico 1).
Estos resultados son similares a los informados por Joaquin-Cruz et al., (2015) quienes analizaron
las antocianinas del chagalapoli.
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Figura 9. Cromatograma del extracto etanolico de fruto fresco de chagalapoli obtenido por HPLC
3.3.3 Caracterizacion de las microcéapsulas

Los polvos producidos mostraron un color rosa intenso en todos los tratamientos (Figura 20 en
anexo A3), sus caracteristicas fisicoquimicas se muestran en la Tabla 9.

3.3.3.1 Retencién de antocianinas

En los cinco tratamientos probados se observo un aumento en la retencion de antocianinas con el
incremento de la proporcion de Capsul en la mezcla. Los tratamientos con mayor AR fueron
MC5050, MC2575 y MCO0100.; los resultados variaron de 95.60 %, para el tratamiento MCZ1000,
a99.47%, en el tratamiento MCO0100. Lograr una retencion mayor a 80% es importante en términos
de produccidn industrial del pigmento (Silva et al., 2014). La AR en los tratamientos que contienen
Capsul fueron mayores a lo obtenido por Silva et al., (2013) en la encapsulacién de antocianinas
de jaboticaba (79.92%), en tanto que los resultados de los tratamientos que contenian Unicamente
maltodextrinas fueron similares a los obtenidos por Souza et al. (2015) al evaluar diferentes

concentraciones de maltodextrinas y con diferentes temperaturas de secado, sus resultados
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presentados fueron de 88.36% a 97.35%, los cuales aumentaron al incrementarse la temperatura

(de 150 a 170 °C) y la concentraciéon de maltodextrinas (20 al 30%).

Tabla 9. Caracteristicas fisicoquimicas de las microcapsulas de chagalapoli obtenidas con

diferentes mezclas de maltodextrina:Capsul.

AR EE MC aw H

Tratamiento (%) (%) (%) (9/100 g)
MC1000 95.60 £0.76° 99.40+ 0.00° 1.83+0.12° 0.15+0.01* 13.81+0.072
MC7525 95.71+0.92* 99.65+0.022 2.63+0.07° 0.13+0.01* 13.15+0.11°
MC5050 98.27 + 055  99.66 +0.01* 2.47+0.19® 0.13+0.01* 11.48 +0.32¢
MC2575 99.25+0.85* 99.65+0.01* 2.74+0.40° 0.11+0.00° 11.42+0.11°
MCO0100 99.47+0.198  99.67 £0.01* 1.89+0.01® 0.13+0.00* 10.82 +0.07¢
DMS (0.05)  1.934 0.0311 0.6285 0.0193 0.4889

IMedia aritmética de tres repeticiones + desviacion estandar. Letras iguales dentro de la misma columna, no

son significativamente diferentes (o = 0.05).

Tratamientos MC1000: maltodextrina 100%; MC7525: mezcla de maltodextrina 75%-Capsul 25%; MC5050:
mezcla de maltodextrina 50%-Capsul 50%; MC2575: mezcla de maltodextrina 75%-Capsul 25%; MC0100:
Capsul 100%.

3.3.3.2 Eficiencia de encapsulacion

La eficiencia de encapsulado (EE) en todos los tratamientos fue superior a 99 % Yy las diferencias
entre tratamientos se apreciaron a nivel de fraccion de punto porcentual. No obstante se observo
que los tratamientos con Capsul en su formulacién fueron estadisticamente iguales (p<0.05) y
mayores que el que contenia Unicamente maltodextrinas (Tabla 9). Idham et al. (2012) reportaron
99.69% en la encapsulacién de antocianinas de jamaica (Hibiscus sabdariffa L.) con
maltodextrinas, valor similar al obtenido en este estudio. Sin embargo, los resultados en todos los
tratamientos que contuvieron Capsul son elevados en relacion a lo obtenido por Silva et al.(2014),
que obtuvieron 87.6 % en la encapsulacion de aceite de café verde con maltodextrinas 10DE
(25%): Capsul (75%).

microencapsulado de licopeno utilizando 5, 10 y 15% de material activo (Rocha et al., (2012),

El uso de unicamente Capsul como material de pared en el

condujo a EE de 21.01% a 29.73%, valores muy inferiores a los obtenidos en este estudio (99.65 a
99.67%). Para la encapsulacion de aceite de naranja con almidon succinatado de maiz ceroso se
obtuvieron eficiencias de encapsulacion de 98.82% con una concentracion del 20% de material
encapsulante (Verdalet-Guzman et al., 2013), resultados parecidos a los del presente trabajo. En
general, los resultados evidencian que Capsul muestra mejor eficiencia de encapsulacion que la

maltodextrina y es una buena alternativa para la encapsulacion de antocianinas.

52



3.3.3 Contenido de humedad y actividad de agua

La actividad de agua (aw) y contenido de humedad (MC) son pardmetros de referencia en el
procesamiento y almacenamiento de alimentos porque estan directamente relacionados con su
estabilidad.

La proporcion de maltodextrina:Capsul afecto significativamente (p<0.001) las variables de MC
y la aw. Los valores observados en MC variaron de 1.83% a 2.74% (Tabla 9). No se observé un
efecto claro de la proporcion de maltodextrina y Capsul en esta variable, ya que los menores valores
correspondieron a las microcapsulas en las que se utilizaron solos estos materiales de pared. Los
valores obtenidos son menores a los reportados por Silva et al., (2013) en microcépsulas de
antocianinas de jaboticaba con 4.84% para maltodextrina y 5.33% para la mezcla de maltodextrina-
Capsul (17.7:83.3), con las mismas condiciones de secado. La aw de las microcapsulas oscilé entre
0.11 y 0.15. Estos valores son similares a los reportados por Garcia-Tejeda et al. (2015) de 0.19 y
0.26 para las microcapsulas de antocianinas elaboradas con almidones modificados a partir de maiz
normal y maiz ceroso. La aw esta directamente relacionada con la degradacion de sustancias
quimicas, mientras mas alta sea (mas cercana a 1), menor sera su estabilidad (Maltini et al., 2003).
En el caso particular de las microcapsulas, las variables MC y aw dependen de la temperatura de
secado: cuanto mayor sea la temperatura, menor sera MC y el valor de aw (Frascareli et al., 2012),
pero una mayor temperatura afecta la estabilidad de estos compuestos (Ersus y Yurdagel, 2007).

Los valores de MC y aw obtenidos en los diferentes tratamientos de material de pared en las
microcapsulas de antocianinas de chagalapoli son favorables para su almacenamiento y
conservacioén ya que limitan las reacciones quimicas involucradas en su degradacion (Tonon et al.,
2009, Maltini et al., 2003).

3.3.3.4 Higroscopicidad

La higroscopicidad de las microcapsulas decrecio al incrementarse la proporcién de Capsul en los
tratamientos (Tabla 9). La mayor higroscopicidad se presentd en los tratamientos con mayor
proporcion de maltodextrina, lo que se atribuye a la propiedad higroscopica de la maltodextrina,
en combinacién con el carécter hidrofobico del Capsul. En el caso de los polvos de pura
maltodextrina y MC7525, se apreciaron de un color mas intenso debido a la solubilizacion de las

particulas (Figura 21 del anexo A3).
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Los resultados sobre H obtenidos para las microcapsulas de los diferentes tratamientos de material
de pared son parecidos a los de Silva et al., (2013) para antocianinas de jaboticaba cuando
emplearon mezclas de maltodextina y Capsul. En general se busca que la H de los polvos sea baja
para evitar que durante el almacenamiento las microcdpsulas se reblandezcan al absorber la
humedad del ambiente, y pierdan con ello su caracter protector hacia agentes externos como
oxigeno, luz y radicales libres, que degradan a las antocianinas (Silva et al., 2013).

3.3.3.5 Morfologia de las Microcapsulas

La Figura 10 muestra las microfotografias SEM de los polvos producidos. Las microcapsulas
exhibieron forma esférica y diversos tamafios, que es una caracteristica tipica de los polvos secados
por pulverizacion. Las mezclas de diferentes materiales de pared influyen en la morfologia de las
microcapsulas, esto es mas evidente cuando se comparan las imagenes de la maltodextrina con los
otros tratamientos, la maltodextrina exhibe microesferas mas pequefias con una superficie mas lisa
y menos rugosa. Caracteristicas morfoldgicas similares fueron encontradas por Silva et al. (2013),
Tonon et al.,(2009) y Villacrez et al., (2014). La morfologia esferoidal y lisa de las microcépsulas
de maltodextrina estd probablemente relacionada con el contenido de azUcares de bajo peso
molecular en el material de la pared, los que pueden actuar como un plastificante y prevenir la
contraccion de la superficie durante el secado (Loksuwan, 2007). La rugosidad de la superficie de
las microcapsulas se atribuye a la contraccion de las particulas debido a la pérdida drastica de
humedad y el enfriamiento (Saenz et al., 2009, Tonon et al., 2009).

Las microcéapsulas mostraron un diametro promedio de 5.07 um (MC1000), 5.29 um (MC7525),
6.67 um (MC5050), 5.82 um (MC2575) y 6.1 um (MC0100). Estos didmetros de particula son
cercanos al didmetro promedio de 10.94 um reportado por Tonon et al., (2009) para microcépsulas
de maltodextrina 10 DE.

Segun Barros y Stringheta (2006), las paredes de microesferas intactas y mas regulares resultan en
un proceso de microencapsulacién mas adecuado ya que las microcapsulas de superficies rugosos
tienen areas de contacto mayores que aquellas con superficie lisa, lo que puede hacerlas mas

susceptibles a reacciones de degradacion (Tonon et al., 2009).

Si se considera la forma de las microcapsulas, el mejor material para obtenerlas es la maltodextrina,
sin embargo los resultados de retencion de antocianinas, eficiencia de encapsulacion e

higroscopicidad son mejores en los tratamientos con Capsul.
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Figura 10. Estructura externa de microcapsulas de antocianinas producidas a partir de diferentes
combinaciones de materiales de pared: MC1000: Maltodextrina, MC7525: Maltodextrina- Capsul
(75:25), MC5050: Maltodextrina-Capsul (50:50), MC2575: Maltodextrina-Capsul (25:75), y
MC0100: Capsul
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3.4 CONCLUSIONES

De las variables estudiadas para optimizar el proceso de extraccién de antocianinas a partir del
fruto chagalapoli, Unicamente la concentracion de etanol y el pH fueron significativas para el
modelo obtenido que mostré un elevado ajuste con los datos experimentales (R?=0.9760). El
proceso de extraccion optimizado consiste en utilizar etanol al 63.5%, un pH de 2 y un tiempo de
sonicado de 30 min, con una relacion pulpa de fruto:solvente de 1:5 peso/volumen. Bajo las
condiciones optimizadas se obtuvieron 1545.45 + 16.34 mg equivalentes de Mv3gal/100 g de tejido
fresco. Las antocianinas del fruto chagalapoli obtenidas bajo estas condiciones se pueden
encapsular con una mezcla de Capsul:maltodextrina 50:50, con una alta eficiencia de encapsulacion
(99%) vy retencion de antocianinas (>95%) y caracteristicas de las microcdpsulas de

higroscopicidad, contenido de humedad y actividad de agua favorables para su almacenamiento.
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RESUMEN

Debido a la creciente demanda de pigmentos naturales en la industria alimenticia se evalué la
estabilidad de las antocianinas microencapsuladas de chagalapoli (A. compressa) en una bebida
isotonica bajo dos condiciones de temperatura (4 y 25°C) y en ausencia de luz. Los materiales de
pared utilizados en las microcapsulas fueron maltodextrina y Capsul en una mezcla 25% y 75%
respectivamente. La degradacion de las antocianinas siguio una cinética de primer orden en las
condiciones evaluadas. La estabilidad de las antocianinas (k, tiz y RA) fue afectada
significativamente (p<0.0001) por la temperatura, a 4°C la bebida con microcapsulas mostré mejor
estabilidad con RA de 91.2 + 0.28 % y t1/2 6019.5 hrs, mientras que a 25°C una RA de 53.72 £ 0.27
y t12 1003.3 hrs. Los parametros de color (L*, C* y hue) tuvieron un efecto altamente significativo
(p>0.0001) por el tiempo y la temperatura. La diferencia de color en las bebidas con las
antocianinas microencapsuladas fue mas evidente de forma visual en la que se almacené a 25°C
(8.58) que a 4°C (3.81). El pigmento de chagalapoli puede ser utilizado en bebidas isotonicas

almacenadas a una temperatura de 4°C.

Palabras clave: microencapsulacion, secado por aspersion, Capsul.
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4.1 INTRODUCCION

El color es una de las propiedades mas importantes de los alimentos y es un factor que influye en
la aceptacion de los consumidores (Falcao et al., 2008, Todaro et al., 2009). El reemplazo de
colorantes sintéticos por naturales como aditivos alimentarios ha incrementado sustancialmente
(Galaffu et al., 2015, Gras et al., 2015). Las antocianinas son consideradas como potenciales
sustitutos de colorantes sintéticos debido a los colores brillantes y atractivos que confieren a los
alimentos (Falcao et al., 2008), ademas de sus propiedades antioxidantes como valor agregado e
importante en la prevencién de muchas enfermedades degenerativas (Castaneda-Ovando et al.,
2009, Shipp y Abdel-Aal, 2010).

Las antocianinas forman parte de los compuestos flavonoides, son inocuos y de facil incorporacion
en medios acuosos, haciéndolos atractivos como colorantes solubles en agua (Giusti and Wrolstad,
2003). Sin embargo, la estabilidad de estas moléculas puede verse afectada por varios factores,
tales como el pH, la temperatura de almacenamiento, la luz, el oxigeno, los disolventes, etc. Su
estabilidad puede ser evaluada mediante el estudio de su degradacién durante el almacenamiento
en forma de extracto, polvo o incorporada en un alimento. Varios estudios han demostrado que
generalmente la degradacion de antocianinas sigue una cinética de primer orden, es decir, el
contenido de antocianina disminuye con el tiempo (Idham et al., 2012, Tonon et al., 2010). Durante
muchos afios se ha usado la microencapsulacién de ingredientes que son susceptibles a la

degradacion por agentes externos (de Souza et al., 2014).

La microencapsulacion por secado por aspersion es una tecnologia usada en la industria de
alimentos para mejorar la estabilidad de pigmentos naturales durante su almacenamiento, produce
polvos con baja humedad que son faciles de almacenar y reduce al minimo el peso para el transporte

en comparacion con los liquidos concentrados (Burin et al., 2011; Obon et al. 2009).

Ardisia compressa es una frutilla con alto contenido de antocianinas y alta capacidad antioxidante,
estd compuesta por doce antocianinas, principalmente por malvidina 3-0-galactosido, petunidina
3-0-galactosido y delfinidina 3-0-galactosido (Joaquin-Cruz et al., 2015). Su contenido de
antocianinas es de 796 mg equivalentes a Cy3G/ 100 g de peso fresco, mayor al que contiene la
berenjena (Todaro et al., 2009), la papa morada (Xu et al., 2015) y la zanahoria morada (Ersus y

Yurdagel, 2007) que son comunmente usadas en la industria alimentaria como fuente de colorantes.
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No obstante el chagalapoli representa una fuente de obtencion de pigmentos naturales, sin embargo
el color y la estabilidad de sus antocianinas para uso en alimentos no ha sido caracterizada.

El objetivo del presente estudio fue evaluar la estabilidad del pigmento de antocianinas
microencapsuladas con maltodextrinas y Capsul® incorporadas en una bebida isotdnica. La
estabilidad fue evaluada durante 42 dias de almacenamiento de la bebida con base en la influencia
de la temperatura sobre las antocianinas, en términos de tiempo de vida media, retencion de

antocianinas y color.

4.2 MATERIALES Y METODOS

4.2.1 Reactivos y material vegetal

Las sustancias quimicas usadas incluyeron: etanol (Baker®), acido clorhidrico (Baker®), acido
férmico (Brand®) y metanol (Baker®), grado reactivo analitico. También se usaron agua y metanol
grado HPLC para el anélisis de las antocianinas. Los estandares comerciales de malvidina 3-O-
galactosido y delfinidina 3-0-galactosido fueron adquiridos de Extrasynthese (Genay, Francia). Los
materiales de pared usados fueron Capsul® (National Starch, USA) y maltodextrina 10 DE
(IMMSA, S.A de C.V).

El material vegetal consistio de frutos maduros de chagalapoli (A. compressa) que fueron obtenidos
en el mercado regional de San Andrés Tuxtla, Veracruz. EIl hueso se eliminé del fruto y la pulpa
fue homogenizada con un equipo Ultra Turrax (basico T-10, IKA, USA) durante un minuto a una
velocidad de 20 450 rpm.

4.2.2 Obtencién del extracto de antocianinas

La muestra homogenizada se mezclé en una proporcion 1:5 (muestra:solvente) con etanol al 65%
acidificado (pH 2.0) con &cido clorhidrico y fue sonicada en un bafio ultrasénico (modelo 2510,
Branson) durante 30 minutos, después de esto se agitd durante 30 min en un agitador horizontal a
temperatura ambiente (~25 °C) y con proteccion a la luz. El extracto fue recuperado al centrifugar
(centrifuga Modelo Universal 32, Hettich) la muestra a 2200 g por 10 min, finalmente se concentrd
en un evaporador rotatorio (R-215, Buchi, Rose Scientific Ltd, Canada) a una temperatura maxima
de 40 °C hasta que el volumen fue reducido a un tercio del inicial para eliminar el etanol del
sistema. El extracto concentrado contenia 94.90 + 1.27 % de humedad, 11.4 + 0.02 °Brix, 5.10 £
1.27 % de solidos totales y un pH de 2.72 + 0.02.
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4.2.3 Obtencidn del pigmento por secado por aspersion

La suspension fue preparada a una concentracion final de 20% (w/v). Se utilizaron 50 g de material
de pared (25% de maltodextrina 10DE y 75% de Capsul ®) y se disolvieron con 200 mL de agua
destilada en una licuadora (marca Waring) durante 1 minuto en velocidad baja, después de esto se
homogenizo en un Ultraturrax a 18 000 rpm durante 5 minutos (Ultra Turrax T-25-SI, IKA Works,
EE.UU.) y se adicionaron 50 mL de extracto concentrado, se continuo homogenizandose durante
10 minutos mas. Las suspension inyectada al secador por aspersion contenia 82.9 + 0.08% de
humedad, 17.1 £ 0.08% de solidos totales y 18.5 + 0.06 °Brix.

La encapsulacion se llevé a cabo en un secador por aspersion (SD-Basic Lab-Plant, Huddersfield,
Reino Unido), bajo las siguientes condiciones de secado: temperatura de entrada del aire 160 +
1°C; temperatura de salida de aire de 95 £ 5 °C; presion de 35 Psi; didmetro de la boquilla de 0.5
mm; y un flujo de alimentacién de 10 mL / min. Estas condiciones fueron seleccionadas con base
en las pruebas preliminares. Los polvos se colectaron en bolsas de plastico, se pesaron y se
almacenaron en refrigeracion dentro de desecadores con silica. EI pigmento en polvo presentd las
siguientes caracteristicas: 2.74 + 0.40% de humedad, 0.11 £+ 0.00 de actividad de agua y su

contenido de antocianinas totales fue de 10.74 + 0.24 mg equivalente a Mv3gal/g.
4.2.4 Evaluacion de la estabilidad del pigmento en la bebida isotonica

Se prepararon dos bebidas isotonicas de acuerdo con la formulacion empleada por Gironés-
Vilaplana et al. (2014), una fue adicionada con pigmento de extracto liquido concentrado de
antocianinas y otra con pigmento microencapsulado de antocianinas. El color fue igualado con el
de una bebida comercial a través de los parametros CIELab. Las bebidas fueron almacenadas en
tubos de ensaye de vidrio de 50 mL, tapados y recubiertos con aluminio, en refrigeracion a4 + 1
°C y en una incubadora a 25 £ 1°C (Binder® Gmbh, Tuttlingen, Alemania) para evaluar el efecto
de la temperatura en relacion con la degradacion de las antocianinas. Los tratamientos evaluados
fueron: bebida con pigmento en extracto liquido almacenada a 4 °C (BE4) y a 25 °C (BE25), bebida
adicionada con pigmento microencapsulado almacenado a 4 °C (BM4) y a 25 °C (BM25). El
contenido de antocianinas totales, pH, solidos solubles y color fueron determinados cada semana

durante 42 dias.

Siguiendo la metodologia descrita por Burin et al. (2011), se graficé el logaritmo del contenido de

antocianinas totales en funcion del tiempo para cada tratamiento, la constante cinética de primer
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orden (k) y el tiempo de vida media (tx) de las antocianinas contenidas en la bebida se obtuvieron

mediante las ecuaciones 4y 5.
Pendiente de larecta = —k/2.303 (4)
t1/2 - _ln O.SXk_l (5)

El porcentaje de retencion de antocianinas fue calculado con la ecuacion 6 (Burin et al., 2011).

Donde Aty Ao es la absorbancia al tiempo t y al tiempo cero, respectivamente.
RA(%) = (%) 100 (6)
0

4.2.4.1 Mediciones a la bebida

Las muestras fueron filtradas con un papel filtro Whatman No. 4 y posteriormente se les midio
color, pH, grados Brix y contenido de antocianinas.

Color: La muestra se colocé en el recipiente de cristal transparente (Accesorio 04-7209-00,
HunterLab, Hunter Associates Laboratory, Inc., Reston, Virginia, EE.UU.) y se cubrié con la
cubierta metalica negra (Accesorio 04-4000-00, HunterLab, Hunter Associates Laboratory, Inc.,
Reston, Virginia, EE.UU.) para evitar la difusion de la luz. Se obtuvieron los parametros L*a* b*
con un colorimetro HunterLab® (Modelo MiniScan, Hunter Associates Laboratory, Inc., Reston,
Virginia, EE.UU.), a partir de esto se obtuvo la saturacion (C*) con la ecuacién 8 y el Angulo de

tono (hue) con la ecuacion 7.
— -1(b
hue = tan (a) (7)

C *= (a? + b?) (8)

Se calcularon los valores de diferencia de color (4E) para conocer los cambios de color en la
bebida en el tiempo. AE se definié como: AE = [(L; — Lo)? + (a; — ag)? + (b; — by)?]%5, donde
Lo, a0 Y bo son los valores de las muestras al tiempo cero y Li, ai y bison los valores medidos con

el tiempo.

Solidos solubles y pH: los grados Brix se midieron con un refractdbmetro (modelo PAL-3®, Atago
Co. LTD., Tokio, Japén). El pH con un potenciometro (Serie 45¢, Beckman Coulter®, Inc., CA,
EE.UU.).
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Contenido de antocianinas totales (TAC): se determind conforme a la metodologia empleada por
Salinas et al. (2005). EI TAC se expreso en funcién de malvidina 3-O-galactosido (Extrasinthese,
Genay, FR), con la cual se elabord una curva patrén. . Se prepar6 una curva estandar de Malvidina
3-0-galactosido (Mv3gal). Los resultados se expresaron como pg equivalentes de Mv3gal/ mL de
bebida

4.2.5 Analisis de antocianinas en el extracto de chagalapoli por cromatografia liquida de alta
resolucion (HPLC).

Se cuantificaron las antocianinas presentes en la bebida al inicio y al final del periodo de
almacenamiento. Se utilizé un equipo Perkin-Elmer® Series 200, operado mediante el software
TotalChrome, que consta de un detector de matriz de fotodiodos, una bomba cuaternaria y
automuestreador con un compartimento de columna termostatizado (PerkinElmer® Instruments
LLC, Shelton, CT, EE.UU.). La columna empleada fue una C18 Hypersil ODS (200 x 4.6 mm)
con tamafio de particula de 5 um (Thermo Scientific®, CA, EE.UU.). El extracto de chagalapoli se
filtré con una pelicula Millex-LG® de 0.20 um (Unidad de filtracion Millex-LG; PTFE hidrofilo,
4 mm) antes de ser inyectado al equipo. Para el analisis se aplico la metodologia descrita por
Fossen et al. (2001), con las adecuaciones descritas por Salinas et al. (2005), en un sistema de
gradientes lineal. Los disolventes utilizados fueron: fase A (1: 9 v/v) (acido formico / agua) y fase
B (1: 4: 5 v/v) (&cido formico / agua / metanol). La velocidad de flujo fue de 1.2 mL/min, volumen
de inyeccion de 10 uL, con una temperatura en la columna de 30°C. Las antocianinas fueron
identificadas con el uso de estdndares de antocianinas y de acuerdo a lo reportado por Joaquin-
Cruz et al., (2015). La cuantificacion de las diferentes antocianinas se realizé a partir de una curva

estandar de malvidina 3-O galactosido (Extrashyntase, Genay, FR).

4.2.7 Andlisis estadistico

Los experimentos se realizaron por triplicado para cada temperatura. Se realiz6 el analisis de
regresion lineal con Excel 2007 para obtener las constantes de velocidad en los estudios cinéticos
de la degradacion de las antocianinas en las bebidas isotonicas. La comparacion de medias de los
resultados fue realizado a traves de la prueba de Tukey, el grado de importancia entre las diversas
constantes se analizaron mediante analisis de varianza de p <0.05 y el analisis de correlacion de
Pearson entre las variables medidas en la bebida fueron realizados con el software SAS® version
9.1.
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4.3 RESULTADOS Y DISCUSION
4.3.1 Estabilidad de las antocianinas

La estabilidad de las antocianinas sin encapsular y las encapsuladas con Maltodextrina y Capsul
afiadidas a una bebida isotonica se estudio bajo diferentes condiciones de temperatura, las curvas
de degradacion se muestran en la Figura 11. El contenido de antocianinas en todas las bebidas en
estudio disminuyé a medida que el periodo de almacenamiento se incremento, por ello las que se
almacenaron a 25 °C fueron las que presentaron mayor degradacion, este comportamiento refleja
una cinética de reaccion de primer orden con coeficientes de correlacion mayores a 0.86 (Tabla
10). Este tipo de cinética también ha sido observada por Arrazola et al. (2014b), Burinetal., (2011),
De Rosso y Mercadante (2007) y Souza et al. (2014).

Log Contenido de Antocianinas (ug/l)

1.4
1.3
1.2
1.1 ¢BM4 eBM25 ABE4 XxXBE25
1.0
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45

Tiempo (dias)

Figura 11. Cinética de degradacion del extracto de antocianinas y antocianinas encapsuladas con
Maltodextrina:Capsul (25:75) en una bebida isotonica sometida a 4 °C y 25 °C. BM4: bebida con
microcapsulas a 4 °C; BM4: bebida con extracto microcapsulas a 25 °C; BE4: bebida con extracto
a4 °C; BE25: bebida con extracto a 25 °C

La constante de cinética de primer orden (k), el tiempo de vida media (t%2) y la retencion de
antocianinas tuvieron un efecto altamente significativo (p<0.0001) en relacion a la temperatura, los

resultados de la Tabla 9 muestra que las bebidas almacenadas a 4 °C exhibieron mayores valores
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de vida media, valor de k y mayor porcentaje de retencion de antocianinas que a 25 °C. En general,
estos resultados indican que ocurrié una mayor degradacion de las antocianinas a 25 °C.

La estabilidad de las antocianinas es afectada por el pH, la temperatura de almacenamiento,
estructura quimica, agua, luz, oxigeno, azucares y presencia de enzimas. En este estudio se evaluo
el efecto de la temperatura en las antocianinas presentes en la bebida, existen reportes que
mencionan que la degradacion de las antocianinas en medio acuoso, se debe a la hidrdlisis del
enlace glucosidico produciendo monosacéaridos y aglucona (Sharma et al., 2016). La bebida
evaluada tenia un pH de 2.5 y no vario a lo largo del periodo de almacenamiento, condicién para
que las antocianinas se mantengan estables (Castafieda-Ovando et al., 2009). Sin embargo, cuando
la temperatura incrementa, la degradacion se puede llevar acabo en varias etapas, primero ocurre
una desglucosilacion en la estructura de la antocianina, donde los productos resultantes son el
monosacarido y la aglucona, en la Gltima etapa ocurre una incision de la aglucona y de esta se
derivan un &cido fendlico y un aldehido fendlico que son los productos de la degradacion (Sadilova
et al., 2006).

Tabla 10. Parametros cinéticos de degradacion de las antocianinas encapsuladas y no encapsuladas

en una bebida isotonica almacenadas a 4 °C y 25 °C en ausencia de luz.

Tratamiento kx103 twe R? RA

(horas™) (horas) (%)
BM4 0.11° 6019.5 ¢ 0.8508" 91.21+0.282
BM25 0.692 1003.3 0.99174 53.72+0.27 ¢
BE4 0.11° 6019.5° 0.8424° 89.63 +0.22 @
BE25 053¢ 1337.7" 0.9926 @ 58.83 + 1.37

!Media aritmética de tres repeticiones, letras iguales dentro de la misma columna, no
son significativamente diferentes (o = 0.05).

BM4: bebida con microcapsulas (4°C); BM25: bebida con microcapsulas (25°C); BE4:
bebida con extracto (4°C); BE25: bebida con extracto (25°C).

La disposicion de las antocianinas (extracto y microencapsuladas) en la bebida mostr6é un efecto
significativo (p=0.0028) sobre la retenciéon de antocianinas y un efecto altamente significativo
(p<0.0001) cuando interaccionan con la temperatura de almacenamiento. Es por ello que las
bebidas almacenadas a 4 °C mostraron mayor estabilidad con 91.21% y 89.63% de retencion de

antocianinas en la bebida con microcéapsulas y con extracto, respectivamente; y cuando las bebidas
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estuvieron almacenadas a 25 °C la retencion fue mayor en la de extracto (58.83%) y menor en la
de microcapsulas (53.72%). Las antocianinas microencapsuladas muestran menor estabilidad que
las del extracto cuando fueron almacenadas a 25 °C, esto puede deberse a que las antocianinas del
extracto no sufrieron el efecto térmico del secado al que fueron sometidas las antocianinas de las
microcapsulas. Arrazola et al., (2014b) elaboraron una bebida isotonica con antocianinas extraidas
de la cascara de berenjena y microencapsuladas con maltodextrina, evaluaron estas bebidas bajo
las mismas condiciones de almacenamiento y obtuvo tiempo de vida media de 319.9 h para la
bebida que contenia antocianinas microencapsuladas con maltodextrina y 200.2 h en la bebida con
extracto de antocianinas, ambas almacenadas a 25 °C, estos resultados son mucho menores a los
obtenidos en este estudio (1003.3 h y 1337.7 h, respectivamente), al igual que la retencion de
antocianinas, 12.5% para la bebida de microcapsulas y 3.66% para la bebida con extracto de
antocianinas, mientras que en este estudio fueron de 53.7 y 58.8%, respectivamente. Los resultados
indican que las antocianinas de chagalapoli son mucho més estables que las de la berenjena, la
antocianina predominante en la berenjena es delfinidina-3-rutinosido, mientras que en el
chagalapoli existen Malvidina 3-O-galactosido, Petunidina 3-O-arabinosido y Delfinidina 3-O-
galactosido en mayor proporcion. Segun Von Elbe y Schwartz (1996), los alimentos que contienen
agliconas de pelargonidina, cianidina, o delfinidina son menos estables que los alimentos
que contienen agliconas de petunidina y malvidina, en el caso de chagalapoli predominan estas dos

antocianinas.
4.3.1.1. Evaluacion de solidos solubles en la bebida

El contenido de solidos solubles de las bebidas increment6 solo para las bebidas almacenadas a 25
°C (Figura 12), este efecto coincide a su vez con la degradacion de las antocianinas tal como se
observa en la Figura 11. En general, cuando incrementa el tiempo y la temperatura aumenta la
cantidad de solidos solubles y también la degradacién de antocianinas, lo que puede indicar que el
aumento de los solidos solubles es el producto de la degradacion de las antocianinas. De Rosso y
Mercadante (2007) afirman que el incremento en los solidos solubles esta relacionado con la
degradacion de las antocianinas después de observar un efecto negativo de los azlcares y sales en

la estabilidad de las antocianinas al evaluarlas en una bebida isoténica y sistemas buffer.
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Figura 12. Contenido de sélidos en las bebidas isotdnicas con antocianinas microencapsuladas
(BM4 y BM25) y con extracto liquido (BE4 y BE25) almacenadas durante 42 dias.

El incremento de los sélidos solubles puede deberse a dos razones, primero a una hidrolisis de los
almidones que contiene el material de pared debido al pH &cido del sistema y la temperatura del
almacenamiento, que se descomponen en monosacaridos (azlcares) como unidad minima de los
carbohidratos. Girones Villaplana et al. (2014) también observaron un incremento de sélidos
solubles al evaluar durante 70 dias una bebida isotonica con bayas liofilizadas, por su parte lo
atribuyo a cambios hidroliticos de los almidones presentes en la bebida que se descomponen en
azucares. Por otro lado, existe la posibilidad de que los azucares que se liberan en la primera etapa
de la degradacion de las antocianinas, a través de la desglucosilacion (Sharma et al., 2016), se

precipitan y por ello aumente la cantidad de sélidos suspendidos.
4.3.1.2 Estabilidad del color durante el almacenamiento

Los parametros de color incluyen luminosidad (L*), la tonalidad cromética (angulo de tonalidad,
hue), y cromaticidad o saturacion de color (C*) medidos en la escala CIELab. EI pardmetro L*
incremento en todos los tratamientos a lo largo del tiempo evaluado (Tabla 11), siendo las bebidas
almacenadas a 25 °C las que mostraron mayor diferencia significativa (p=0.05) a 25 °C, esto indica
una mayor degradacion de color (L*=100, blanco). Arrazola et al., (2014b) también observaron un
aumento en el valor L en las bebidas isotonicas elaboradas con antocianinas microencapsuladas

con maltodextrina y almacenadas a 4 °C y 25 °C. Asi mismo, Girones-Vilaplana et al. (2014)
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observaron este comportamiento en bebidas isotonicas de bayas liofilizadas al evaluarlas durante
70 dias y sugiere que la degradacién de antocianinas estd relacionado con el aumento de

luminosidad.

En cuanto a C* y hue, estos se comportaron de la misma forma, es decir cuando los valores de C*
incrementaron para las bebidas almacenadas a 4 °C durante los 42 dias, hue también aumento y
cuando croma disminuyo para las bebidas a 25 °C, hue disminuyo (Tabla 11). Sin embargo, este
comportamiento indica que hubo una degradacion de color en las bebidas almacenadas a 25 °C,
mientras que a 4 °C hubo una ligera intensificacion de color. Las antocianinas poseen coloraciones
rojizas que presentan angulos de tonalidad desde 0° hasta 60°, las de matices cercanos 0 menores
que 0° poseen coloraciones violeta y las cercanas a 60° tienen coloraciones anaranjadas (Santacruz-

Cifuentes, 2011). C* representa la pureza del color (a valores més altos de C*, colores mas vivos).

Todos los parametros de color (L*, C* y hue) tuvieron un efecto altamente significativo (p<0.0001)
para el tiempo y la temperatura. Este comportamiento ha sido observado en otras investigaciones
(Arrazola et al., 2014b, Sari et al., 2012).

Para determinar la relacion entre el parametro L*, C*, hue y el contenido total de antocianinas, se
llevo a cabo un andlisis de correlacion de Pearson. La cantidad de antocianinas totales se
correlacioné fuertemente de forma negativa con L* (r? = -0.94616, p<0.0001), lo que significa que
a valores mayores de TAC corresponden valores menores de L*, esto quiere decir que las bebidas
en el tiempo cero contenian la mayor cantidad de antocianinas al tener un color mas intenso. Este
comportamiento de las variables coincide con lo reportado por Gironés-Vilaplana et al. (2013)
cuando evaluaron el contenido de antocianinas de diferentes bebidas isotonicas elaboradas con

frutos de bayas liofilizadas (acai, endrino y maqui).
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Tabla 11. Estabilidad de los valores L*, C* y hue de las bebidas isoténicas durante su

almacenamiento.

Tratamiento Dia

y Parametro

CIE 0 7 14 21 28 35 42

BE4

L* 26.76 ¢ 27.19 % 27.02¢ 27.33 ¢ 28.022 27.3 ¢ 27.66
c* 59.83° 60.98 61.24° 61.36° 61.56 2 61.732 61.47 2
hue 37.30° 37.90 % 38.16 37.97 % 38.07 ® 38.42°2 38.34
BE25

L* 26.76 ¢ 28.39°¢ 29.18 b¢ 30.17 2 30.05 30.45 2 31.02°
c* 59.83 60.84 2 60.16 ® 58.46 b 58.44 b 56.89 55.46 9
hue 37.30° 37572 36.66 34.56 b 34.75 "¢ 33.02% 31.844
BM4

L* 25.36°¢ 25.15°¢ 25.58 b¢ 25.43°¢ 26.46° 26.05 26.23°
c* 57.39¢ 60.58 2 58.82° 60.32 61.19° 61.032 60.64 2
hue 36.53 ¢ 38.402 37.28%¢ 37.96 ® 38.552 38.45°2 38.25°
BM25

L* 25.36 ¢ 27.14 19 27.91% 28.45 ¢ 28.81 ¢ 29.39 ® 29.992
c* 57.39¢ 60.222 59.04 @ 58.2 b 56.96 ° 55.16 ¢ 53.06 ¢
hue 36.53? 37.712 36.38 ® 35.10 ¢ 33.92¢ 31.844¢ 30.52¢

IMedia aritmética de tres repeticiones, letras iguales dentro de la misma fila, no son significativamente diferentes
(a.=0.05). BE4: bebida con extracto de antocianinas (4°C), BE25: bebida con extracto de antocianinas (25°C),
BM4: bebida con antocianinas microencapsuladas (4°C), BM25: bebida con antocianinas microencapsuladas
(25°C).
La diferencia entre los colores puede ser descrita por la distancia total entre dos colores en las tres
dimensiones del espacio de color CIELab (Obon et al., 2009). En las bebidas evaluadas, la
diferencia de color se debi6 principalmente al efecto significativo (p<0.0001) de la temperatura, es
por ello que las bebidas almacenadas a 25 °C mostraron una mayor diferencia de color en
comparacion con las que se almacenaron a 4 °C (Figura 13), al finalizar el periodo de
almacenamiento. La bebida con microcapsulas a 25 °C tuvo una 4E de 8.58 y la de extracto 8.21.
Una diferenciaen el color de 0 a 1.5 puede considerarse pequefia y casi idéntica para la observacion
visual, en el intervalo de 1.5 a 5 la diferencia de color puede ser distinguida, mientras que la
diferencia de color puede ser evidente para 4E superior a 5 (Obon et al., 2009). Por lo tanto, el

pigmento microencapsulado podria aplicarse en bebidas siempre y cuando estas se mantengan
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almacenadas a 4 °C, teniendo en cuenta que el color se conservara hasta el momento de consumirse
la bebida.

BM25 858
BM4 —3.81
BE4 217

Figura 13. Diferencia de color en las bebidas a los 42 dias de almacenamiento. Bebida con
microcépsulas a 4 °C (BM4) y a 25 °C (BM25); bebida con extracto a4 °C (BE4) y a 25 °C (BE25).

4.3.2 Perfil de antocianinas en la bebida por HPLC

Se detectaron 12 antocianinas en las microcapsulas de las antocianinas (Figura 14) y corresponden
a las que identificd Joaquin-Cruz et al. (2015) en el extracto del fruto fresco de chagalapoli y estas

mismas antocianinas fueron detectadas en las bebidas (Figura 15).

En el cromatograma de la Figura 15 se observa la degradacion de las antocianinas presentes en las
bebidas al dia cero y a los 42 dias de almacenamiento a 4 y 25 °C. El cromatograma de la Figura
15-(A) que corresponde a la bebida elaborada con microcépsulas, indica que hubo mayor
degradacion de las antocianinas con respecto a la bebida elaborada con extracto de la Figura 15-
(B), pues los picos son de menor magnitud. Estos resultados también se ven reflejados en las

antocianinas totales y en cada una de las antocianinas cuantificadas de la Tabla 12.
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Figura 14. Cromatograma de microcapsulas de antocianinas de chagalapoli obtenido por HPLC e

identificacion de antocianinas.

La retencion de antocianinas en la bebida elaborada con microcapsulas a 4 °C y 25 °C después de
42 dias de almacenamiento fue de 8.94% vy 46.41%, respectivamente (Tabla 12). La bebida
elaborada con extracto bajo las mismas condiciones de almacenamiento mostrd 10.35% y 40.94%
de retencidn de antocianinas, respectivamente. En general, las bebidas almacenadas a 25 °C fueron
las que presentaron menor estabilidad al obtener menor porcentaje de retencion de antocianinas.
Cianidina 3-O-galactosido fue la antocianina que mostro mayor estabilidad en la bebida durante el
almacenamiento, en la Tabla 12 se percibe que presento el mayor porcentaje de retencion a 25 °C,
59.87% en la bebida de extracto y 45.07% en la bebida con microcépsulas.
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Figura 15. Cromatogramas de la bebida con antocianinas microencapsuladas (A) y bebida con
extracto de antocianinas (B) que muestran el perfil de las antocianinas en el dia 0 y después de 42
diasa 4y 25 °C.
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Tabla 12. Contenido de antocianinas presentes en las bebidas al inicio y al final del periodo de almacenamiento, determinado por HPLC

y antocianinas totales por espectrofotometria.

Bebida Tiempo Delf-3-O-Gal Cian-3-O-gal Pet-3-O-gal Peo-3-O-gal Malv-3-O-gal AA Totales
(dias) (Hg/mL) (Hg/mL) (Hg/mL) (Hg/mL) (Hg/mL) (Hg/mL)
BE 0 9.98+0.03 ° 4.17+0.132 12.49+0.13 2 457+0.14 @ 29.47+0.35 2 65.260.17 P
BE4 42 10.83+0.06 2 5.02+1.00 2 13.00+0.44 2 4.21+0.57 2 29.07+0.41° 58.50+0.36 9 (89.64)
BE25 42 5.21+0.10 ¢ (52.17) 2.49+0.09" (59.87) 6.59+0.18 © (52.77) 2.49+0.19° (54.63) 15.64+0.18 © (53.09) 38.54+0.20 © (58.56)
BM 0 10.26+0.09 ° 4.43+0.11° 13.07+0.18 4.95+0.04 2 30.82+0.02 @ 69.29+0.04 @
BM4 42 10.95+0.16 2 4.30+£0.102 12.95+0.12 2 4.66+0.25 2 30.17+0.54 63.0940.10 ©(91.25)
BM25 42 4.36+0.15 ¢ (42.54) 1.99+0.12 P (45.07) 5.34+0.22 © (40.90) 1.92+0.45 " (38.83) 12.3620.74 ¢ (40.10) 37.12+0.11 7 (53.75)

AA: antocianinas; BE-DO: bebida con extracto (dia 0); BE4-D42: bebida con extracto a 4°C (dia 42); BE25-D42: bebida con extracto a 25°C (dia 42); BM-DO:
bebida con microcéapsulas (dia 0); BM4-D42: bebida con microcapsulas a 4°C (dia 42); BM25-D42: bebida con microcapsulas a 25°C (dia 42).

'Media aritmética de tres repeticiones * desviacion estandar. Letras iguales dentro de la misma columna, no son significativamente diferentes (a=0.05).

Los valores entre paréntesis representan el porcentaje de retencién de la antocianina a los 42 dias de almacenamiento.
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4.4 CONCLUSIONES

La estabilidad del color y las antocianinas en la bebida fue afectada por la temperatura, de esta
manera las bebidas almacenadas a 4 °C (con extracto liquido y con microcapsulas) presentaron el
mejor tiempo de vida media, retencion de antocianinas y mostraron imperceptibles cambios de

color que la hacen aceptable para los consumidores.

La encapsulacion no brinda mayor estabilidad a las antocianinas del chagalapoli al ser utilizadas
como pigmento en una bebida isotonica, sin embargo es necesario evaluarlas en otras matrices de
alimentos ya que estas antocianinas muestran una muy buena estabilidad al ser incorporadas en la
bebida como extracto liquido, haciéndolas atractivas como pigmento natural para la industria de
alimentos, y que ademas brindan efectos beneficiosos en la salud.
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CAPITULO V. ESTABILIDAD DE LOS POLVOS EN EL ALMACENAMIENTO

5.1 INTRODUCCION

Las antocianinas son pigmentos naturales, que se encuentra en las frutas y pueden ser utilizadas
en los alimentos, cosméticos y productos farmaceuticos. Proporcionan colores que pueden variar
desde el naranja, rojo, violeta y azul, mostrando un gran potencial como colorantes naturales,
debido a su baja toxicidad (Tonon et al., 2010).

Sin embargo, las antocianinas son muy inestables durante la transformacién y su almacenamiento,
ya que son sensibles a factores como la temperatura, la luz, pH, oxigeno y otros. Varias estudios
se han enfocado a evaluar la estabilidad de antocianinas frente a estos factores, en productos como
extractos de zanahoria negra (Ersus y Yurdagel, 2007) y extractos de célices jamaica (Idham et al.,
2012) secados por aspersion, jugo de zanahoria negra (Kirca et al., 2007). La degradacion de
antocianinas por lo general sigue una cinética de primer orden, es decir, el contenido de antocianina

disminuye exponencialmente con el tiempo (Tonon et al., 2010).

El secado por aspersion es una tecnologia alternativa para la produccion de pigmentos de
antocianina. Esta técnica ha sido ampliamente utilizada en la microencapsulacién de ingredientes
alimentarios susceptibles al deterioro por agentes externos y consiste en atrapar un agente activo
en una matriz polimérica, con el fin de protegerlo de condiciones adversas. La microencapsulacion
ha sido utilizada por la industria alimentaria con el fin de proteger ingredientes de alimentos
sensibles durante el almacenamiento, asi como para proteger a los alimentos contra las pérdidas
nutricionales (Re, 1998).

En el presente estudio, se evalud la estabilidad de las antocianinas de las antocianinas de
chagalapoli microencapsuladas con maltodextrinas y Capsul, bajo condiciones aceleradas durante

10 semanas, almacenadas a una temperatura de 35 °C y en ausencia de luz.
5.2 MATERIALES Y METODOS

5.2.1 Estudio de estabilidad de los polvos en el almacenamiento

La estabilidad de las antocianinas en los polvos fue determinada a través de un estudio de vida util
acelerada recomendada por Labuza y Schmidl (1985). Los polvos de pigmento se almacenaron en

viales de plastico, se cubrieron con papel aluminio para evitar el contacto con la luz y se
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almacenaron en una estufa a 35° C durante un periodo 10 semanas para determinar la degradacién
de las antocianinas. El contenido total de antocianinas en los polvos fue cuantificado cada semana

para obtener la cinética de degradacion.

Siguiendo la metodologia descrita por Burin et al., (2011), se graficé el logaritmo del contenido
de antocianinas totales en funcion del tiempo para cada tratamiento y la constante cinética de
primer orden (k) y el tiempo de vida media (t.) de las antocianinas en las microparticulas se

calcularon usando las ecuaciones 4 y 5 indicadas en el capitulo IV, respectivamente.

5.2.2 Contenido de antocianinas totales en polvos

Se utiliz6 la metodologia empleada por Garcia-Tejeda et al., (2015) con algunas modificaciones.
200 mg del pigmento encapsulado se disolvieron con 4 mL de metanol: cido acético: agua
(10:1:9), se agito la suspensién durante 1 min en vortex y se sonico durante 20 min en un bafio
ultrasonicador. Las muestras fueron centrifugadas a 4000 rpm durante 10 min y después fueron
decantadas. Este procedimiento se realizé dos veces. EIl contenido de antocianinas totales fue
cuantificado de acuerdo a la metoddloga empleada por Salinas et al. (2005), utilizando un
espectrofotometro Perkin Elmer (Lambda 2S UV-VIS) a 530 nm y 700 nm. TAC se calculé con
una curva de calibracion de malvidina-3-galactosido (Anexo A4). Se utilizaron celdas de cuarzo

de 1 cm de longitud.

5.2.3 Cambios de color en el almacenamiento

El color de los polvos fue medido al inicio y al final del almacenamiento con un colorimetro
colorimetro HunterLab® (Modelo MiniScan, Hunter Associates Laboratory, Inc., Reston,
Virginia, EE.UU.). El color se obtuvo en términos de L* (luminosidad), a* y b* y a partir de estos

se realiz6 la conversion a nanémetros.

5.2.4 Perfil de Antocianinas por cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC)

Se determino el perfil de antocianinas en las muestras al inicio y al final del estudio para observar
la degradacion de las antocianinas durante el almacenamiento. La extraccion de las antocianinas
se realiz6 conforme a la metodologia descrita en el apartado 5.2.2. La metodologia para realizar

el analisis por HPLC es la misma que se describe en el apartado 3.2.3.
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5.2.5 Andlisis estadistico

Los experimentos de almacenamiento se realizaron por triplicado para cada temperatura. EI grado
de importancia entre las diversas constantes se analizaron mediante analisis de varianza de p <0,05
mediante el software SAS. Se utiliz6 el andlisis de regresion lineal para obtener las constantes de
velocidad de degradacion de las antocianinas. Los datos de regresion se calcularon mediante el uso

de andlisis de datos en Microsoft Excel 2007.

5.3 RESULTADOS Y DISCUSION

5.3.1 Estabilidad de los polvos en el almacenamiento

La estabilidad de las antocianinas microencapsuladas fue evaluada bajo condiciones de
almacenamiento de 35°C en ausencia de luz durante un periodo de 10 semanas, en la Figura 16
se observa que el contenido de antocianinas en todos los tratamientos de estudio disminuy6 a
medida que se incrementé el tiempo de almacenamiento. Este comportamiento implica una
cinética de degradacion de primer orden en todos los tratamientos evaluados, que se evidencia por
la relacion lineal entre el total de la concentracidn de antocianinas versus tiempo graficado en la
Figura 16. Respuestas de cinéticas similares en la degradacion de antocianinas microencapsuladas
han sido reportadas por Burin et al., (2011), Idham et al., (2012) y Ferrari et al., (2013).
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Figura 16. Degradacion cinética de las antocianinas encapsuladas en almacenamiento a 35 °C en
ausencia de luz. Tratamientos MC1000: 100% Maltodextrina, MC7525: 75% maltodextrina-25%
Capsul, MC5050: 50% maltodextrina-50% Capsul, MC2575: 25% maltodextrina-75% Capsul.
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La Tabla 13 presenta una relacion de la pérdida de antocianinas durante el tiempo de
almacenamiento, asi como la constante de cinética de primer orden (k) y el tiempo de vida media
(t%2) y el porcentaje de retencidn de las antocianinas (RA) encapsuladas en todos los tratamientos.
El andlisis estadistico indica que no existe diferencia significativa (0<0.05) entre las variables
evaluadas en cada uno de los tratamientos, lo que indica que todos los tratamientos poseen
estabilidad similar bajo las condiciones evaluadas. Estos resultados indican que Capsul y
maltodextrinas confieren buena proteccion a las antocianinas encapsuladas cuando estas se

almacenan a 35°C en ausencia de oxigeno y luz.

Tabla 13. Parametros cinéticos de degradacion de las antocianinas encapsuladas almacenadas a

35°C en ausencia de luz durante 10 semanas.

Tratamiento kx 103 twe R? RA
(dias™) (dias) (%)
MC1000 1.30+0.132 535.0£57.92 0.8283 £ 0.06 @ 90.31+£1.35%2
MC7525 1.61+£0.00¢% 429.9+£0.00% 0.8882 £ 0.052 89.48+2.04¢2
MC5050 1.38+0.002 501.6 £0.002 0.8547 £0.08 @ 91.01£0.772
MC2575 1.61+0.23¢2 4359+629¢% 0.8756 £ 0.08 @ 88.96£1.24°2
MCO0100 1.30+£0.13% 535.1 +57.9¢2 0.8817 £0.052 90.84+121¢%

Media aritmética de tres repeticiones + desviacion estandar. Letras iguales dentro de la misma columna, no son significativamente
diferentes (o= 0.05).

5.3.2 Perfil de Antocianinas por HPLC

Todos los tratamientos mostraron el mismo perfil de antocianinas antes y después del
almacenamiento, solo cambio la concentracion de cada una de ellas, tal como se observa en la
Figura 17. Las antocianinas identificadas son las mismas que se detectaron en el extracto (Figura

9) antes de ser secado.
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Figura 17. Cromatogramas de microcapsulas de antocianinas evaluadas en la semana 0 y semana

10 de almacenamiento.

Las antocianinas que mostraron menor degradacién de acuerdo a lo que se observa en la Figura
17 y lo que se indica en la Tabla 14 fueron delfinidina-3-O-galactosido (pico 1), cianidina-3-O-
galactosido (pico 3), petunidina-3-O-galactoside (pico 6) y peonidina 3-O-galactosido (pico 8) en
todos los tratamientos. Cianidina ha sido reportada como las mas estables en el camote morado
(Xu et al., 2015). En cuanto a la petunidina, Sharma et al., (2016) reportaron mayor estabilidad
térmica de la petunidina-3,5-diglucosido (t12=132.94 min) sobre malvidina-3,5-diglucosido,
peonidina-3,5-diglucosido, delfinidina-3,5-diglucosido, cianidina-3,5-diglucosido con tiempos de
vida media de 75.10, 68.49, 64.33 y 50.10 min, respectivamente.
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Tabla 14. Contenido de antocianinas en las microcapsulas determinadas por HPLC de los

diferentes tratamientos almacenados durante 10 semanas a 35°C en ausencia de luz.

Tiempo Df-3-gal Cy-3-gal Pt-3-gal Pn-3-gal Mv-3-gal
Tratamiento almacenamiento mg/g mg/g mg/g mg/g mg/g
MC1000 Dia0 1.60 0.67 1.97 0.71 4.49
Semana 10 1.56 0.64 1.90 0.70 4.25
MC7525 Dia0 1.68 0.82 2.13 0.85 4.67
Semana 10 1.62 0.66 1.99 0.74 4.49
MC5050 Dia0 1.59 0.67 1.97 0.73 4.44
Semana 10 1.59 0.63 1.92 0.71 4.30
MC2575 Dia0 1.60 0.66 1.96 0.71 4.40
Semana 10 1.55 0.64 1.89 0.70 4.36
MC0100 Dia0 1.69 0.72 2.09 0.79 4.75
Semana 10 1.56 0.65 1.91 0.72 4.30

5.3.3 Estabilidad de color durante el almacenamiento de las microcapsulas

El color de las microparticulas no cambio visualmente durante el almacenamiento, sin embargo
estadisticamente si se observa una diferencia significativa (a<0.05) en los tratamientos MC1000,
MC7525 y MC5050, mientras que los tratamientos MC2575 y MC0100 no presentaron diferencia
significativa (Figura 18). En general, el comportamiento que mostraron fue que mientras menor

proporcién de Capsul contenian los tratamientos, mayor diferencia de color generaron.

MC1000 MC7525 MC5050 MC2575 MC0100
nm
-502.00 -503.07 -503.4 -504.0 -504.1 -504.37
-502.50
-503.00
-503.50 -503.90c 20def
. -504.30defg

-504.00 —504.40gf -504.508
-504.50

Semana 0 B Semana 10

Letras iguales dentro del mismo tratamiento, no son significativamente diferentes (o = 0.05).

Figura 18. Color expresado en nanémetros de las microparticulas al inicio y final del periodo de

almacenamiento bajo condiciones de ausencia de luz y 35°C.
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5.4 CONCLUSIONES

Capsul es el material de pared que brindo mejor proteccion a las antocianinas y que presenté el
mayor tiempo de vida media (535 dias) y mejor retencion de antocianinas (90.84%) bajo
condiciones de usencia de luz y a 35°C. Los resultados obtenidos confirman que Capsul puede ser

utilizado como material de pared para la encapsulacion de antocianina.
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CONCLUSIONES GENERALES

Las antocianinas del chagalapoli pueden ser extraidas de forma eficiente utilizando etanol al
63.5%, un pH de 2 y un tiempo de sonicado de 30 min, con una relacion pulpa de fruto:solvente
de 1:5 (peso/volumen). Bajo estas condiciones la recuperacion de antocianinas fue de 1545.45 +
16.34 mg equivalentes de Mv3gal/100 g de tejido fresco.

La microencapsulacion resulta ser una técnica adecuada para brindar mayor estabilidad durante el
almacenamiento a las antocianinas del fruto chagalapoli, utilizando como material de pared una

mezcla de Capsul:maltodextrina (50:50 p/p).

Capsul puede ser utilizado para la encapsulacion de antocianinas a través del secado por aspersion,
ya que proporciona alta eficiencia de encapsulacion (>95) y buena proteccion a las antocianinas
para su conservacion al generar microcapsulas con baja humedad, baja actividad de agua, y baja

higroscopicidad.

Las antocianinas del chagalapoli muestran ser muy estables debido a la presencia de Cianidina-3-
galacosido, Petunidina-3-galactosido y Malvidina-3-O-galactosido.

La encapsulacién no brindo mayor estabilidad a las antocianinas del chagalapoli al ser utilizadas
como pigmento en una bebida isotonica, sin embargo es necesario evaluarlas en otras matrices de
alimentos debido a que estas antocianinas muestran una muy buena estabilidad al ser incorporadas
en la bebida como extracto liquido, haciéndolas atractivas como pigmento natural para la industria

de alimentos, y que ademas brindan efectos benéficos en la salud.

91



ANEXOS
Al .Solubilidad de las microcapsulas

Dentro de la caracterizacion de las microcapsulas se evalud la solubilidad de las microcépsulas,
sin embargo no se contemplo para el articulo de “Optimizacion de la extraccion de antocianinas
de chagalapoli (Ardisia compressa k.) y microencapsulacién con maltodextrina y capsul®”

incluido en el capitulo 3, es por ello que se incluye en este anexo.
Material y métodos

Se disolvieron 500 mg de muestra en 50 mL de agua destilada, agitando manualmente por 30
minutos a temperatura. Una alicuota de 25 mL se centrifugd a 3000 rpm durante 10 min. Una
alicuota de 10 mL del sobrenadante se secé en una estufaa 110 °C durante la noche. La solubilidad

(S) fue calculada por diferencia de peso y expresada en % (Arrazola et al., 2014a)
Resultados

Los resultados de solubilidad (S) de la Tabla 15 muestra que existe diferencia significativa para
los diferentes tratamientos, esto se debe a que la presencia de maltodextrina aumenta la
solubilidad de los polvos debido a que es muy soluble en agua. El resultado del tratamiento de

maltodextrina fue mayor al reportado por Souza et al., (2015) de 95.57%.

Tabla 15. Resultados de solubilidad de las microcapsulas

Tratamiento Solubilidad
(%0)

MC1000 97.06 + 0.08°
MC7525 97.42 + 0.042
MC5050 96.52 + 0.11¢
MC2575 97.10 £ 0.11°
MC0100 96.40 £ 0.20°
DMS (0.05) 0.3043

!Media aritmética de tres repeticiones + desviacion estandar. Letras iguales dentro de la misma columna, no son significativamente
diferentes (a = 0.05).

Tratamientos MC1000: maltodextrina 100%; MC7525: mezcla de maltodextrina 75%-Capsul 25%; MC5050: mezcla de
maltodextrina 50%-Capsul 50%; MC2575: mezcla de maltodextrina 75%-Capsul 25%; MC0100: Capsul 100%.
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A2 .Distribucién de tamafo de particula

Dentro de la caracterizacion de las microcapsulas se obtuvo la distribucion de tamafio de las
particulas, sin embargo no se contemplé para el articulo de “Optimizacion de la extraccion de
antocianinas de chagalapoli (Ardisia compressa k.) y microencapsulacion con maltodextrina y

capsul®” incluido en el capitulo 3, es por ello que se incluye en este anexo.

Resultados

La Figura 19 muestra la distribucion del tamafio de las microcapsulas. Todos los tratamientos
mostraron un tamafio de distribucion de particula entre 1 y 22 um. La maltodextrina exhibié mayor
uniformidad en el tamafio de las particulas y menor tamafio respecto a los tratamientos que
contenian Capsul; el didmetro oscilaentre 1.41y 11.22 um, mientras que en los demas tratamientos

va de 2.10 a 22.28 um de diametro. Tonon et al., (2009) report6 resultados similares para

microparticulas de maltodextrina 10 DE con un didmetro promedio de 10.94 um.
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Figura 19. Distribucion de tamafio de microparticulas. (A) Maltodextrina:Capsul (100:00), (B)
Maltodextrina:Capsul (75:25), (C) Maltodextrina:Capsul (50:50), (D) Maltodextrina:Capsul

(25:75), (E) Malodextrina:Capsul (00:100).
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A3 . Fotografias de pruebas y experimento

MDX MDX:CA MDX:CA MDX:CA CA
(75:25) (50:50) (72:25)

Figura 20. Polvos obtenidos por secado por aspersion. MDX: maltodextrina, CA: Capsul.

MC1000 MC7525 MC5050 MC2575 MCO0100

Figura 21. Caracteristicas fisicas de las microcapsulas al dia 0 y al dia 7 en la prueba de

higroscopicidad.
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A4 .Curvas de calibracion de malvidina-3-galactosido

Tabla 16. Preparacion de curva patron para espectrofotdmetro

Punto Concentracién  Volumen Concentracion Vollimen Volumen

Inicial Solucion Final disolvente total
(ppm) patron (ul) (ppm) (W) (W)

1 50 800 10 3200 4000

2 50 1600 20 2400 4000

3 50 2400 30 1600 4000

4 50 3200 40 800 4000

5 50 4000 50 0 4000

Disolvente utilizado: Metanol:acido acético:agua(10:1:9)

1.40

1.20

o
.
o
.

1.00

o
.
.
.
.
.
o
o
.

0.80

0.60

Absorvancia

o
.
.
.
.
‘
.
.
o
.

0.40 y =0.0244x - 0.0429

2_
0.20 R? = 0.9926

0.00
0 10 20 30 40 50 60

Concentracion de Mv3gal (ppm)

Figura 22. Curva de calibracién de malvidina-3-galactosido realizada en el espectrofotometro
UV-visivle (Perkin Helmer, modelo Lambda 25) de INIFAP Centro Altos de Jalisco.
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Tabla 17. Preparacion de curva patron para HPLC

Punto Concentraciéon ~ Volumen Concentracion Vollimen Volumen

Inicial Solucién Final disolvente total

(ppm) patron (ul) (ppm) (W) (W)
1 50 500 5 4500 5000
2 50 1000 10 4000 5000
3 50 1500 15 3500 5000
4 50 2000 20 3000 5000
5 50 2500 25 2500 5000

Disolvente utilizado: Metanol:acido acetico:agua(10:1:9)

350000
300000
250000
200000

150000

Area relativa

y=12690x + 3111
100000 R2 = 0.9998

50000

0
0 5 10 15 20 25 30

Concentracion de Mv3gal (ppm)

Figura 23. Curva de calibracion de malvidina-3-galactosido obtenida en HPLC (Perkin-Elmer®
Series 200) de INIFAP Centro Altos de Jalisco.
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A5 . Resultados de analisis estadisticos

Tabla 18. Analisis ANOVA de parametros cinéticos de degradacion en la evaluacion de las

bebidas con microcapsulas y con extracto

F. V. G.L K t1/2 R2 RA AE

TRAT 1 1.76E-08 83876.3 0.000041 9.33* 3.01207
TEM 1 0.000000746**  70539972.58 **  0.06352**  3497.41** 87.80470**
TRAT*TEM 1 1.76E-08 83876.3 0.000065 33.52** 1.21466
Error 8 4.41E-09 20969.08 0.00023 0.516 0.591

Total 11

C.V (%) 18.23 4.028 1.659 0.9797 13.51
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Tabla 19. Andlisis de Correlacion de Pearson para las variables evaluadas en las bebidas.

Temp Time Bx pH Lum a b Cr Hue AT Al A2 A3 A4 A5
Temp 1 0 0.1584 0 0.4413 -0.4035 -0.6531 -0.6277  -0.6352 -0.4687 -0.6220  -0.5943 -0.5825 -0.5019 -0.5582
1 0.5579 1 0.0871 0.1211 0.0061 0.0092 0.0082 0.0671 0.0101 0.0152 0.0179 0.0476 0.0246
Time O 1 0.0144 0.6897 0.6602 0.2256 -0.2605 -0.1278  -0.3738 -0.7331 -0.4651  -0.4160 -0.5505 -0.6484  -0.5959
1 0.9578 0.0031 0.0054 0.4009 0.3298 0.6371 0.1537 0.0012 0.0695 0.109 0.0271 0.0066 0.0148
Bx 0.1584 0.0144 1 0.1802 -0.2425 -0.8157 -0.4247 -0.5653  -0.3470 -0.05687 -0.2171  -0.2783 -0.2033 -0.1174  -0.1854
0.5579 0.9578 0.5043 0.3656 0.0001 0.101 0.0225 0.1879 0.8343 0.4192 0.2967 0.4501 0.665 0.4917
pH 0 0.6897 0.1802 1 0.3860 -0.1340 -0.3049 -0.2721  -0.2700 -0.4537 -0.2821  -0.2959 -0.3519 -0.4401 -0.3745
1 0.0031 0.5043 0.1398 0.6209 0.2508 0.3079 0.3118 0.0775 0.2898 0.2658 0.1813 0.088 0.153
Lum 0.4413 0.66025 -0.2425 0.3860 1 0.0848 -0.6630 -0.4882  -0.7566 -0.9462 -0.8535  -0.7719 -0.8787 -0.9093 -0.8938
0.0871 0.0054 0.3656 0.1398 0.7549 0.0051 0.055 0.0007 <0.0001 <0.0001 <0.0001 <0.0001 <0.0001  <0.0001
a -0.4035 0.2256 -0.8157 -0.1340 0.0848 1 0.6800 0.8225 0.5545 0.1384 0.4045 0.4172 0.3508 0.2231 0.3170
0.1211 0.4009 0.0001 0.6209 0.7549 0.0037 <0.0001  0.0258 0.6091 0.1201 0.1079 0.1828 0.4061 0.2315
b -0.6531 -0.2605  -0.4247 -0.3049 -0.6630 0.6800 1 0.9762 -0.9744 0.7802 0.9348 0.8881 0.9051 0.8142 0.8857
0.7469 0.3298 0.101 0.2508 0.0051 0.0037 <0.0001 <0.0001 0.0004 <0.0001 <0.0001 <0.0001 <0.0001  <0.0001
Cr -0.6277 -0.1278  -0.5653 -0.2721 -0.4882 0.8225 0.9762 1 0.9185 0.6424 0.8429 0.8097 0.8029 0.6935 0.7776
0.0092 0.6371 0.0225 0.3079 0.055 <0.0001 <0.0001 <0.0001 0.0073 <0.0001  0.0001 0.0002 0.0029 0.0004
Hue -0.6352 -0.3738  -0.3470 -0.2700 -0.7566 0.5545 0.9744 0.9185 1 0.8641 0.9744 0.9162 0.9535 0.8759 0.9411
0.0082 0.1537 0.1879 0.3118 0.0007 0.0258 <0.0001  <0.0001 <0.0001 <0.0001 <0.0001 <0.0001 <0.0001  <0.0001
AT -0.4687 -0.7331  -0.0569 -0.4537 -0.9462 0.1384 0.7802 0.6424 0.8641 1 0.9324 0.8615 0.9607 0.9742 0.9750
0.0671 0.0012 0.8343 0.0775 <0.0001 0.6091 0.0004 0.0073  <0.0001 <0.0001 <0.0001 <0.0001 <0.0001  <0.0001
Al -0.6220 -0.4651  -0.2171 -0.2821 -0.8535 0.4045 0.9348 0.8429 0.9744 0.9324 1 0.9458 0.9923 0.9409 0.9841
0.0101 0.0695 0.4192 0.2898 <0.0001 0.1201 <0.0001 <0.0001 <0.0001 <0.0001 <0.0001  <0.0001 <0.0001  <0.0001
A2 -0.5943 -0.4160  -0.2783 -0.2959 -0.7719 0.4172 0.8881 0.8097 0.9162 0.8615 0.9458 1 0.9527 0.9139 0.9234
0.0152 0.109 0.2967 0.2658 0.0005 0.1079 <0.0001 0.0001  <0.0001 <0.0001 <0.0001 <0.0001 <0.0001  <0.0001
A3 -0.5825 -0.5505  -0.2033 -0.3519 -0.8787 0.3508 0.9051 0.8029 0.9535 0.9607 0.9923 0.9527 1 0.9713 0.9955
0.0179 0.0271 0.4501 0.1813 <0.0001 0.1828 <0.0001 0.0002  <0.0001 <0.0001 <0.0001 <0.0001 <0.0001  <0.0001
A4 -0.5019 -0.6484  -0.1174 -0.4401 -0.9093 0.2231 0.8142 0.6935 0.8759 0.9742 0.9409 0.9139 0.9713 1 0.9766
0.0476 0.0066 0.665 0.088 <0.0001 0.4061 0.0001 0.0029  <0.0001 <0.0001 <0.0001 <0.0001 <0.0001 <0.0001
A5 -0.5582 -0.5959  -0.1854 -0.3745 -0.8938 0.3170 0.8857 0.7776 0.9411 0.9750 0.9841 0.9234 0.9955 0.9766 1
0.0246 0.0148 0.4917 0.153 <0.0001 0.2315 <0.0001 0.0004  <0.0001 <0.0001 <0.0001  <0.0001  <0.0001 <0.0001
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A6 .Resultados de ANOVA de parametros cinéticos de degradacion en polvos

F. V. G. L K T1 R2 PERDIDA RETENCION
TRAT 4 7.42E-08 8017.01 0.00178 2.32 2.32
REP 2 1.41E-08 1582.69 0.0161** 4.65 4.65
Error 8 1.85E-08 2273.78 0.001 1.22 1.22
Total 14

C.V (%) 9.44 9.78 3.66 11.18 1.23
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