Optimizacion de extraccion,
microencapsulacion y evaluacion de la
capacidad antioxidante de antocianinas de
flor de Jamaica (Hibiscus sabdariffa)
mediante secado por aspersion

Maria Fernanda Sotomayor Carrasco
David Andrés Vargas Arroyo

Escuela Agricola Panamericana, Zamorano

Honduras
Noviembre, 2017



ZAMORANO
CARRERA DE AGROINDUSTRIA ALIMENTARIA

Optimizacion de extraccion,
microencapsulacion y evaluacion de la
capacidad antioxidante de antocianinas de
flor de Jamaica (Hibiscus sabdariffa)
mediante secado por aspersion

Proyecto especial de graduacion presentado como requisito parcial para optar
al titulo de Ingenieros en Agroindustria Alimentaria en el
Grado Académico de Licenciatura

Presentado por

Maria Fernanda Sotomayor Carrasco
David Andrés Vargas Arroyo

Zamorano, Honduras
Noviembre, 2017



Optimizacion de extraccion, microencapsulacion y evaluacion de la capacidad
antioxidante de antocianinas de flor de Jamaica (Hibiscus sabdariffa) mediante
secado por aspersion

Maria Fernanda Sotomayor Carrasco
David Andrés Vargas Arroyo

Resumen. En este estudio se optimizo la extraccion y microencapsulacion de antocianinas
de flor de Jamaica mediante secado por aspersion para la evaluacion de su capacidad
antioxidante. El estudio tuvo tres fases. En la fase preliminar, se evalu6 el efecto de
temperatura, pH, tiempo, relacion solido-liquido (%) y etanol (%) sobre la capacidad de
extraccion de antocianinas. Las variables significativas (p < 0.10) fueron: tiempo, relacion
solido-liquido (%) y etanol (%). En la fase uno se optimizé la extraccion de antocianinas
mediante un disefio factorial con tres factores: tiempo (0-8 horas), relacién solido-liquido
(16.27-29.73%) y solvente agua: etanol (39.91-60.09%). El valor 6ptimo de concentracion
de antocianinas extraidas fue 3000 mg/L y se obtuvo con un tiempo de 8 horas, relacion
solido-liquido de 29.72% vy etanol (%) de 41.59%. En la fase dos se optimizo la
microencapsulacion de antocianinas mediante un disefio factorial con dos factores:
almiddn-alginato (%) (0.59-3.41%) y temperatura (153-198 °C). El valor éptimo se obtuvo
con almiddn-alginato (%) de 3.22% y temperatura de 170.74 °C, obteniendo una eficiencia
de 96.02% y rendimiento de 60.80%. En la fase tres se evaluaron la capacidad antioxidante
de las microcépsulas mediante la comparacién del tiempo de induccion para antocianinas
sin encapsular, antocianas microencapsuladas y BHT. ElI mejor tratamiento fue BHT
seguido por las antocianinas microencapsuladas.

Palabras clave: Flavonoides, maceracion acidificada, pigmentos, tiempo de induccién.

Abstract. In the present study it was optimized the extraction and microencapsulation of
Jamaica flower anthocyanins by spray-drying and the evaluation of the antioxidant
capacity. The study had three phases. In the preliminary phase, it was evaluated the effect
of temperature, pH, time, solid-liquid relationship (%) and ethanol (%) over the capacity of
anthocyanins extraction. The significant variables (p < 0.10) were: time, solid-liquid
relationship and % ethanol. In phase one, it was optimized the anthocyanins extraction
through a complete factorial design with three factors: time (0-8 hours), solid-liquid
relationship (16.27-29.73%) and water: ethanol solvent (39.91-60.0%). The optimum value
was 3000 mg/L anthocyanins concentration using 8 hours, 29.72% solid-liquid relationship
and 41.59% ethanol percentage. In phase two, it was optimized the anthocyanins
microencapsulation through a complete factorial design with two factors: % alginate-starch
(0.59-3.41%) and temperature (153-198 °C). The optimum value was reached with %
alginate-starch 3.22% and temperature 170.74 °C, having an efficiency of 96.02% and a
throughput of 60.80%. In phase three it was evaluated the antioxidant capacity of the
microcapsules by comparing the induction time for uncapsulated anthocyanins,
microencapsulated anthocyanins and TBH. The best treatment was TBH followed by the
microencapsulated anthocyanins.

Key words: Acidificated maceration, flavonoids, induction time, pigments.
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1. INTRODUCCION

Las antocianinas son glucosidos pertenecientes a la familia de los flavonoides compuestos
por dos anillos aromaticos alfa y beta unidos por una cadena de tres carbonos (Vuarant
2013). Son un grupo de pigmentos de color rojo, hidrosolubles, ampliamente distribuidos
en el reino vegetal (Aguilera et al. 2015). Las antocianinas son interesantes por dos razones,
la primera por su impacto sobre las caracteristicas sensoriales de los alimentos y la segunda
por su implicacion en la salud humana a través de diferentes vias (Aguilera et al. 2015).

El interés por los pigmentos antocianos en investigaciones cientificas se han incrementado
en los ultimos afios debido no solo al color que confieren a los productos que las contienen,
sino a su probable papel en la reduccion de las enfermedades coronarias, cancer, diabetes,
efectos antiinflamatorios, mejoramiento de la agudeza visual y comportamiento cognitivo;
estos efectos preventivos y terapéuticos, estan principalmente asociados con sus
propiedades antioxidantes (Vuarant 2013).

Una de las plantas con mayor contenido de antocianinas es la rosa de Jamaica también
conocida como flor de Jamaica, karkade, roselle, sorrel, guinea sorrel, agrio de guinea,
quetmia &cida y vifia (Hibiscus sabdariffa), un arbusto anual nativo de Africa cultivado en
las regiones tropicales y subtropicales de India, Tailandia, Senegal, Egipto, Estados Unidos,
Panama y México (Prieto et al. 2015; Carvajal et al. 2016). Actualmente se han realizado
diversos estudios en la aplicacion de extractos de flor de Jamaica en diferentes alimentos.
Algunos ejemplos son, la aplicacion en productos de panificacion para enriquecerlos con
fibra cruda, hierro y calcio; uso de calices de Jamaica como antioxidantes en un producto
carnico “Kavurma” (Bozkurt y Belibagli 2009). También se han dirigido algunos estudios
en la aplicacion de extractos de antocianina como antioxidantes en pizzas (Daramola y
Asunni 2006) . Por consiguiente, la aplicacion de rosa de Jamaica en diversos alimentos se
ha tornado una opcién llamativa, debido a su gran aporte de compuestos bioactivos tales
como, compuestos fendlicos y antocianinas (Cid y Guerrero 2012).

Las antocianinas son pigmentos solubles en agua que presentan una baja estabilidad, debido
a su alta sensibilidad a ciertos factores como, temperatura, variaciones en pH, oxigeno, luz
entre otros factores, lo cual es uno de los principales problemas y limitaciones que poseen
estos compuesto fenolicos para su aplicacion en alimentos como potenciales compuestos
antioxidantes en matrices lipidicas (Lopez 2015; Ohgami et al. 2005). El proceso de
microencapsulacion generalmente protege un liquido llamado material nucleo, el cual se
obtiene mediante revestimiento del mismo dentro de una céapsula, como resultado se
obtienen capsulas cuyo tamafio aproximado varia entre 5 y 300 micrones de diametro
(Esquivel et al. 2015).



Algunas de sus aplicaciones estdn relacionadas con la inmovilizacion, proteccion,
liberacion controlada, estructuracion y funcionalidad de compuestos especificos
(Hermosilla 2012). Las aplicaciones técnicas de este método se han ido incrementando
debido a su alta capacidad de ofrecer cierta proteccion y por ende brindar condiciones para
que estos compuestos presenten mejor estabilidad. Muchas personas han trabajado con
estos compuestos mediante una gran diversidad de técnicas de microencapsulacion para
brindarles mayor estabilidad a lo largo del tiempo, alargando asi su vida util (Garzén 2008).

El secado por aspersion es una operacion unitaria mediante la cual un producto liquido es
atomizado en una corriente de gas caliente para obtener polvo de manera instantanea
(Villena et al. 2009). Las etapas de secado por aspersion son la atomizacién mediante
presion o centrifugacién, donde lo que se busca es crear la maxima transferencia de calor
entre el aire seco y el liquido; la etapa de contacto gota-aire caliente se da durante la
atomizacion e inicia el secado del liquido, en seguida ocurre la etapa de evaporacion de
agua de manera instantanea; finalmente se da la separacion del producto seco y aire
humedo, en la que mediante un ciclon ubicado en la camara de secado, se reducen las
pérdidas del producto a la atmdsfera (Esquivel et al. 2015). Esta metodologia tiene una
técnica con buenas perspectivas de aplicacion en la industria de alimentos debido a su bajo
costo y disponibilidad de equipo (Gharsallaoui et al. 2007).

La presente investigacion estard enfocada en la optimizacion del proceso de extraccion de
antocianinas de la flor de Jamaica (Hibiscus sabdariffa) y la microencapsulacién mediante
secado por aspersion con el uso de almiddn-alginato, utilizando un andlisis de superficie de
respuesta, para posteriormente evaluar su estabilidad oxidativa.

Para el estudio se determinaron los siguientes objetivos:

e ldentificar el punto éptimo para obtener la mayor concentracion de antocianinas de la
flor de Jamaica en el proceso de extraccion.

e ldentificar el punto éptimo para obtener la mayor eficiencia y rendimiento de
microencapsulacion de antocianinas presentes en la flor de Jamaica.

e Evaluar la capacidad antioxidante de las antocianinas sin encapsular y los
microencapsulados.



2. MATERIALES Y METODOS

Fase preliminar y fase . Optimizacion de la concentracion de antocianinas de flor de
Jamaica en el proceso de extraccion.

Preparacion de la muestra. Para la obtencién de la harina de flor de Jamaica se pesaron
225 g de calices secos y se colocaron en el molino de martillo marca Thomas utilizando un
tamario de malla de 2 mm. A continuacion se coloco la harina obtenida en un molino de
ciclon marca CT 193 Cyclotec con tamafio de malla de 0.5 mm para obtener una harina con
menor tamafio de particula. Finalmente se colocé la harina en bolsas plasticas (Flores y
Chicaiza 2016).

Extraccion de antocianinas. Se preparé el solvente (agua: etanol) a las distintas
proporciones considerando la relacion sélido-liquido (%) y etanol (%) de cada uno de los
tratamientos. A continuacién se ajusto el pH con un potenciémetro de acuerdo a lo indicado
por el disefio experimental utilizando HCL 1N y NaOH 1N. Se pesaron 3 g de harina de
flor de Jamaica en un tubo plastico envuelto totalmente en papel aluminio y se afadi6 el
solvente ya preparado y acidificado. Luego se agito cada tratamiento utilizando un vortex
por un minuto y se dejé en reposo dentro de la incubadora a las diferentes horas y
temperaturas establecidas por el disefio. Finalmente las muestras fueron centrifugadas a
4000 rpm durante 30 minutos y se recolect6 el sobrenadante (Flores y Chicaiza 2016).

Cuantificacion de antocianinas. Para obtener la concentracion de las antocianinas se
utiliz6 el método de pH diferencial. Se colocé en un vaso de precipitacion envuelto en papel
aluminio 0.5 ml de cada muestra con 24.5 ml de agua destilada (dilucién 50X), se mezcld
hasta obtener una solucion homogeénea. Luego, se extrajo 0.5 ml de la dilucion anterior y se
afiadio a un vaso de precipitacion con 4.5 ml de buffer pH 1 (0.025 M Cloruro de Potasio)
y a otro vaso de precipitacion con 4.5 ml de buffer pH 4.5 (0.4 M Acetato de sodio), los
cuales fueron cubiertos totalmente con papel aluminio (dilucion 10X). Se tap6 la muestra
y se dejo reposar por 45 minutos en oscuridad. Finalmente se midi6 la absorbancia de los
extractos utilizando un espectrofotdmetro de UV-Visible. Se calibro el equipo usando como
blanco agua destilada y se hizo la lectura a 520 nm y 700 nm a cada uno de los vasos de
precipitacion con las distintas soluciones buffer dentro de una absorbancia menor a 0.8 UA,
esto debido a que se debe cumplir con la ley de Beer Lambert (Flores y Chicaiza 2016).

Para el calculo de la concentracion de antocianinas se utilizé la férmula de pH diferencial
considerando a cianidina-3-glucosido como la antocianina presente dentro de la flor de
Jamaica.



., m Absorbancia ajustada
Concentracioén (l—tg) = ( ]

)*PM «1000 x FD  [1]

Coeficiente de extincion molar

Absorbancia Ajustada = (Abs520 - Abs700)pH1.0 - (Abs520 - Abs700)pH4.5 [2]

Donde:

PM (peso molecular) = 457.6 gr/mol de cianidina-3-glucdésido.

Coeficiente de extincion molar = 29600 de cianidina-3-glucoésido.

1000 es el factor de conversion de molar a ppm (mg/L).FD (factor de dilucién) = 50X *
10X = 500X.

Disefio experimental. Se evalud el efecto de la temperatura (°C), pH, tiempo (h), relacion
solido-liquido (%) y etanol (%) sobre la capacidad de extraccion de antocianinas de la flor
de Jamaica mediante un experimento factorial usando la metodologia de superficie de
respuesta con una probabilidad de significancia de 10%. Se empled un disefio factorial
fraccionado de 2° (16 ensayos) + cuatro puntos centrales con 20 ensayos iniciales para el
analisis de las cinco variables. Para este disefio de % fraccion, las cuatro primeras columnas
son formadas como un disefio 2* y la quinta columna se obtuvo del resultado de la
multiplicacion de las cuatro primeras columnas (5 = 1 X 2 X 3 x 4) (Rodrigues 2015). La
amplitud en el rango de las variables se determiné en base a literatura consultada (Arrazola
et al. 2014); (Heras et al. 2013); (Salazar et al. 2009) (Flores y Chicaiza 2016). A
continuacion se muestra la distribucion de los niveles codificados (-1, +1) y los puntos
centrales (Cuadro 1).

Cuadro 1. Niveles de las variables independientes para disefio fraccionado de extraccion de
antocianinas.

Niveles
Variables -1 0 1
Temperatura (°C) (X1) 31.00 35.00 39.00
pH (X2) 1.50 2.37 3.24
Etanol (%) (X3) 44.00 50.00 56.00
Tiempo (h) (X4) 1.50 4.00 6.50
Relacion solido-liquido (%) (Xs) 19.00 23.00 27.00

En el cuadro 2 se describen los valores reales y codificados del disefio experimental
completo con cinco variables y en el cuadro 3 las proporciones por tratamiento.



Cuadro 2.
antocianinas.

Niveles codificados y reales

del disefio fraccionado de extraccién de

Niveles codificados

Niveles reales

Tratamientos X1 X2 X3 Xa Xs X1 X2 X3 X4 X5
1 -1.00 -1.00 -1.00 -1.00 1.00 31.00 1.50 44.00 1.50 27.00
2 1.00 -1.00 -1.00 -1.00 -1.00 39.00 150 44.00 1.50 19.00
3 -1.00 1.00 -1.00 -1.00 -1.00 31.00 3.24 4400 150 19.00
4 1.00 1.00 -1.00 -1.00 1.00 39.00 3.24 44.00 150 27.00
5 -1.00 -1.00 1.00 -1.00 -1.00 31.00 150 56.00 1.50 19.00
6 1.00 -1.00 1.00 -1.00 1.00 39.00 150 56.00 150 27.00
7 -1.00 100 1.00 -1.00 1.00 31.00 3.24 56.00 150 27.00
8 1.00 1.00 1.00 -1.00 -1.00 39.00 3.24 56.00 1.50 19.00
9 -1.00 -1.00 -1.00 1.00 -1.00 31.00 1.50 44.00 6.50 19.00
10 1.00 -1.00 -1.00 1.00 1.00 39.00 150 44.00 6.50 27.00
11 -1.00 1.00 -1.00 1.00 1.00 31.00 3.24 44.00 6.50 27.00
12 1.00 1.00 -1.00 1.00 -1.00 39.00 3.24 44.00 6.50 19.00
13 -1.00 -1.00 1.00 1.00 1.00 31.00 150 56.00 6.50 27.00
14 1.00 -1.00 1.00 100 -1.00 39.00 150 56.00 6.50 19.00
15 -1.00 100 1.00 1.00 -1.00 31.00 3.24 56.00 6.50 19.00
16 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 39.00 3.24 56.00 6.50 27.00
17 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 35.00 2.37 50.00 4.00 23.00
18 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 3500 2.37 50.00 4.00 23.00
19 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 3500 2.37 50.00 4.00 23.00
20 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 35.00 2.37 50.00 4.00 23.00

X1y x1: temperatura (°C).

X2 Y X2 pH.

X3y xa: etanol (%).
Xa y X4: tiempo (h).
Xs y xs: relacion sélido-liquido (%).



Cuadro 3. Formulacién de tratamientos de disefio fraccionado para la extraccion de
antocianinas.

Relacion solido-

Etanol (%0) liquido (%0)
Agua Etanol Tiempo Temperatura Harina  Solucion
Tratamientos (ml)  (ml) (h) (°C) pH  Flor (g) (ml)
1 454 357 1.50 31.00 1.50 3.00 8.11
2 716 5.62 1.50 39.00 1.50 3.00 12.78
3 716 5.62 1.50 31.00 3.24 3.00 12.78
4 454 357 1.50 39.00 3.24 3.00 8.11
5 562 7.16 1.50 31.00 1.50 3.00 12.78
6 357 454 1.50 39.00 1.50 3.00 8.11
7 3.57 4.54 1.50 31.00 3.24 3.00 8.11
8 562 7.16 1.50 39.00 3.24 3.00 12.78
9 716 5.62 6.50 31.00 1.50 3.00 12.78
10 454 357 6.50 39.00 1.50 3.00 8.11
11 454 357 6.50 31.00 3.24 3.00 8.11
12 716 5.62 6.50 39.00 3.24 3.00 12.78
13 357 454 6.50 31.00 1.50 3.00 8.11
14 562 7.16 6.50 39.00 1.50 3.00 12.78
15 562 7.16 6.50 31.00 3.24 3.00 12.78
16 357 454 6.50 39.00 3.24 3.00 8.11
17 500 5.00 4.00 35.00 2.37 3.00 10.00
18 500 5.00 4.00 35.00 2.37 3.00 10.00
19 500 5.00 4.00 35.00 2.37 3.00 10.00
20 500 5.00 4.00 35.00 2.37 3.00 10.00

Después de identificar las variables que son significativas bajo una probabilidad del 10%,
se realizd un experimento factorial completo 2° estadisticamente delineado en la
metodologia de superficie de respuesta con un disefio de composicion centro rotacional de
2do orden (DCCR) (Rodrigues 2015). Para la codificacion de los parametros del proceso se
uso la ecuacion 3.

Xi=(Xi-30) 3]

Donde:
Xi = Valor codificado de la Xi.

Xi = Valor real de la variable.
Z = Valor real de la variable en el punto central.
AX; = Valor del intervalo de la variable x;.



Este modelo presenta dos niveles axiales, codificados como + a y — a. El valor alfa depende
del nimero factorial (F= 2¥) del disefio y del nimero de variables independientes (K=3), en
el caso de este experimento se define por la ecuacion 4.

to= (F)i = (2K)i = (291 = 1682 [4]

El numero de tratamientos del experimento se bas6é en un disefio factorial completo,
ecuacion 5.

n=2+2k+m [5]

Donde:

2%= nimero de puntos factoriales.

2K= numero de puntos axiales.

m= nUmero de repeticiones del punto central.

Los tratamientos se distribuyeron de la siguiente forma:
2= 2%=8 puntos factoriales.

2K = 2x3 = 6 puntos axiales.
m = 6 repeticiones del puntos central.
Total = 20 unidades experimentales.

El andlisis de los resultados se describe como un sistema en que se juntan tres variables
independientes y una variable dependiente, donde la respuesta esta de acuerdo a los niveles
en los que se combinan, como se observa en la ecuacion 6.

........... Xe)  [6]

Ademas se realizd un andlisis de regresion para describir un polinomio de segundo orden
con las variables independientes por cada variable dependiente. La expresion general
utilizada para poder describir el comportamiento de la variable dependiente esta descrita en
la siguiente ecuacién 7.

Yi = (Ro+ RB1X1+BaXz + BaXz + R11X1? + BaaXo? + RzaXs? + R12X1 Xz + €) [7]

Donde:

Yi = Funcion respuesta.

X1, X2, X3 = Valores de variables independientes.

Ro = Coeficiente del intercepto del eje .

R1, B2, 33 = Coeficientes lineales encontrados por el método de minimo cuadrados.
R11, B22, B33 = Coeficientes de variables cuadraticas.

R12 = Coeficiente de interaccion entre variables independientes.

€ = Error del experimento.



La significancia del modelo propuesto se definird como predictivo o tendencioso, evaluado
por el andlisis de los residuos y explicada por la comparacion de la proporcién de la varianza
(R?), 1a significancia de la “Falta de Ajuste” y la comparacién del Valor F calculado contra
el Valor F tabular para una significancia del 10% (Rodrigues 2015).

Los niveles de las variables independientes seleccionadas por su efecto en la etapa
preliminar fueron descritas como la combinacion de todos los niveles, axiales y puntos
centrales a las diferentes proporciones establecidas en esta primera etapa (Cuadro 4).

Cuadro 4. Niveles de variables independientes del disefio factorial completo de extraccion
de antocianinas.

Variables Niveles

—q -1 0 +1 +a
Etanol (%) (X1) 39.91 44.00 50.00 56.00 60.09
Relacion sélido-liquido (%) (X2) 16.27 19.00 23.00 27.00 29.73
Tiempo (h) (X3) 0.00 1.62 4.00 6.38 8.00

En el cuadro 5 se describen los valores reales y codificados del disefio experimental
completo con tres variables y en el cuadro 6 las proporciones por tratamiento.



Cuadro 5. Niveles reales y codificados del disefio factorial completo de extraccion de
antocianinas.

Niveles Codificados Niveles Reales
Relacion
sélido-
liquido

Tratamientos X1 X2 X3 Etanol (%) (%) Tiempo (h)

1 -1.00 -1.00 -1.00 44.00 19.00 1.62

2 1.00 -1.00 -1.00 56.00 19.00 1.62

3 -1.00 1.00 -1.00 44.00 27.00 1.62

4 1.00 1.00 -1.00 56.00 27.00 1.62

5 -1.00 -1.00 1.00 44.00 19.00 6.38

6 1.00 -1.00 1.00 56.00 19.00 6.38

7 -1.00 1.00 1.00 44.00 27.00 6.38

8 1.00 1.00 1.00 56.00 27.00 6.38

9 -1.68 0.00 0.00 39.91 23.00 4.00
10 1.68 0.00 0.00 60.09 23.00 4,00
11 0.00 -1.68 0.00 50.00 16.27 4,00
12 0.00 1.68 0.00 50.00 29.73 4,00
13 0.00 0.00 -1.68 50.00 23.00 0.00
14 0.00 0.00 1.68 50.00 23.00 8.00
15© 0.00 0.00 0.00 50.00 23.00 4.00
16 © 0.00 0.00 0.00 50.00 23.00 4.00
17© 0.00 0.00 0.00 50.00 23.00 4.00
18© 0.00 0.00 0.00 50.00 23.00 4.00
19© 0.00 0.00 0.00 50.00 23.00 4.00
20© 0.00 0.00 0.00 50.00 23.00 4.00

© Puntos centrales.

X1: etanol (%).

Xa: relacion solido-liquido (%).
Xa: tiempo (h).



Cuadro 6. Formulacion de tratamientos de disefio factorial completo para la extraccion de
antocianinas.

Etanol (%0) Relacion solido-liquido (%)
Agua Etanol Harina Flor Solucién
Tratamientos (ml) (ml)  Tiempo (h) (9) (ml)
1 7.16 5.63 1.60 3.00 12.79
2 5.63 7.16 1.60 3.00 12.79
3 4.54 3.57 1.60 3.00 8.11
4 3.57 4.54 1.60 3.00 8.11
5 7.16 5.63 6.40 3.00 12.79
6 5.63 7.16 6.40 3.00 12.79
7 4.54 3.57 6.40 3.00 8.11
8 3.57 4.54 6.40 3.00 8.11
9 6.04 4.01 4.00 3.00 10.04
10 4.01 6.04 4.00 3.00 10.04
11 7.72 7.72 4.00 3.00 15.44
12 3.55 3.55 4.00 3.00 7.09
13 5.02 5.02 0.00 3.00 10.04
14 5.02 5.02 8.00 3.00 10.04
15© 5.02 5.02 4.00 3.00 10.04
16 © 5.02 5.02 4.00 3.00 10.04
17© 5.02 5.02 4.00 3.00 10.04
18© 5.02 5.02 4.00 3.00 10.04
190© 5.02 5.02 4.00 3.00 10.04
20 © 5.02 5.02 4.00 3.00 10.04

© Puntos centrales.

Fase I1. Optimizacién de la microencapsulacion de antocianinas de flor de Jamaica
mediante método de secado por aspersion

Preparacion de la muestra. Se prepararon las soluciones (agua: almidon-alginato (%)),
con una relacién almidén-alginato de 1:1. El alginato utilizado fue de grado alimenticio y
el almidon fue de Tapioca (Manihot esculenta). Se pesaron las distintas proporciones de
almiddn-alginato (%) para cada tratamiento y se afiadieron a 200 ml de agua destilada. Se
mezcld los tratamientos utilizando un agitador magnético durante 20 minutos o hasta
obtener una completa disolucion de las particulas existentes y simultdneamente se aplico
calor (40°C). A partir del tratamiento Optimo de extraccion de antocianinas, descrito en la
fase 1, se tomé 10 ml y se afiadi6 a cada tratamiento, se agitd de manera prolongada hasta
obtener una mezcla homogénea (Da Silva et al. 2016; Giilay Ozkan 2014).

Microencapsulacion de antocianinas. La muestra se microencapsulé en un secador por
aspersion a escala de laboratorio Labplant SD-Basic, UK. El extracto ingresé por la
manguera hacia el atomizador mediante el funcionamiento de una bomba peristéltica,
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posteriormente hacia la camara primaria, donde las particulas méas pesadas y el desecho
quedaron suspendidas, mientras que las que cumplieron con el peso y tamafio adecuado se
almacenaron en la cdmara de salida. La presion de aire de funcionamiento fue de tres
atmdsferas, el caudal de alimentacion fue 26.75 ml por minuto y la temperatura varié en
cada tratamiento (Da Silva et al. 2016).

Evaluacion de rendimiento. Se evaluo el rendimiento del microencapsulado obtenido
mediante la relacion del peso de las microcapsulas obtenidas y el peso del material
encapsulantes que fue utilizado mediante la ecuacion 8 (Sanchez 2016).

Peso de microcapsulas obtenidas

Rendimiento (%) = x 100 [8]

Peso de material encapsulante

Evaluacion de eficiencia. Se evaluo la eficiencia del microencapsulado obtenido mediante
la relacidn de concentracion de antocianinas agregadas y la concentracion de antocianinas
encapsulada mediante la ecuacion 9 (Vera et al. 2013).

Eficiencia (%) = % x 100  [9]

Donde:
N = concentracion de antocianinas encapsuladas.
No = concentracién de antocianinas agregadas.

Disefio experimental. Este modelo presenta dos niveles axiales, codificados como + oy —
0. El valor alfa depende del nimero factorial (F= 2¥) del disefio y del nimero de variables
independientes (K=2), en el caso de este experimento se define por la ecuacion 10
(Rodrigues 2015).

to= (F)i = (24)5 = (22)7 = 1.414  [10]

El ndmero de tratamientos del experimento se basd en un disefio factorial completo,
ecuacion 11.

n=2+2k+m [11]

Donde:

2K=namero de puntos factoriales.

2K = numero de puntos axiales.

m = nimero de repeticiones del punto central.

Los tratamientos se distribuyeron de la siguiente forma:
2k=22 = 4 puntos factoriales.

2K = 2x2 = 4 puntos axiales.

m = 3 repeticiones del punto central.

Total = 11 unidades experimentales.
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Ademas, se realizo un analisis de regresion para describir un polinomio de segundo orden
con las variables independientes por cada variable dependiente. La expresion general
utilizada para poder describir el comportamiento de la variable dependiente esta descrita en
la siguiente ecuacion 12.

Yi= (Bo+ RiXz+BaXz +#B11X1% + BoaXo?+ R1oX1Xo +€)  [12]

Donde:

Yi = Funcion respuesta.

X1, X2 = Valores de variables independientes.

Ro = Coeficiente del intercepto del eje Y.

R1, B2 = Coeficientes lineales encontrados por el método de minimo cuadrados.
R11, B22 = Coeficientes de variables cuadraticas.

R12 = Coeficiente de interaccion entre variables independientes.

€ = Error del experimento.

La significancia del modelo propuesto se definira como predictivo o tendencioso evaluado
por el andlisis de los residuos explicada por la comparacién de la proporcion de la varianza
(R?), la significancia de la “Falta de Ajuste” y la comparacion del Valor F calculado contra
el Valor F tabular para una significancia del 10% (Rodrigues 2015).

Los niveles de las variables independientes fueron descritas como la combinacion de todos
los niveles, axiales y puntos centrales a las diferentes proporciones establecidas (Cuadro 7)
(Da Silva et al. 2016; Arrazola et al. 2014).

Cuadro 7. Niveles de variables independientes del disefio factorial completo de
microencapsulacion de antocianinas.

Variables Niveles

—a -1 0 +1 +a
Almidén-alginato (%) (X1) 0.59 1.00 2.00 3.00 3.41
Temperatura (°C) (X2) 153.44 160.00 176.00  192.00 198.56

En el cuadro 8 se describen los valores reales y codificados del disefio experimental
completo con dos variables.
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Cuadro 8. Niveles reales y codificados del disefio factorial completo de microencapsulacion
de antocianinas.

Niveles codificados Niveles reales
Almidén- Temperatura
Tratamientos X1 X2 alginato (%) (°C)
1 -1.00 -1.00 1.00 176.00
2 1.00 -1.00 3.00 176.00
3 -1.00 1.00 1.00 192.00
4 1.00 1.00 3.00 192.00
5 -1.41 0.00 0.59 176.00
6 1.41 0.00 3.41 176.00
7 0.00 -1.41 2.00 153.44
8 0.00 1.41 2.00 198.56
90© 0.00 0.00 2.00 176.00
10© 0.00 0.00 2.00 176.00
11© 0.00 0.00 2.00 176.00

© Puntos centrales.

Fase 3. Evaluacion de la capacidad oxidativa de antocianinas de flor de Jamaica.

Estabilidad oxidativa en aceite. Se realiz6 un andlisis de periodo de induccion para la
microcéapsula optimizada de la etapa dos mediante el uso del equipo Rancimat. Se realizd
cuatro tratamientos. Se peso para cada uno 3 gramos de aceite de soya en tubos de vidrio,
se mezcl6 con 0.5 gramos de BHT, antocianinas encapsuladas, antocianinas sin encapsular
y ademas una muestra control solo con aceite. A continuacion se agitd las muestras por
unos 30 segundos y se procedié a realizar la prueba. Esta evaluacion induce la oxidacién de
las muestras al trabajar con temperaturas de 120 °C y una velocidad de aire de 20 L/h. Con
60 ml de agua destilada y sensores se midié la conductividad eléctrica debido a la formacion
de acidos volatiles dentro de la muestra. Se realizaron muestras por triplicado para cada uno
de los tratamientos (Feurer 2016).

Disefio experimental. Se realiz6 una separacion de medias DUNCAN con un andlisis de

varianza (ANDEVA) con una probabilidad del 5% mediante el uso del programa SAS 9.4
para la evaluacion de la capacidad antioxidante.
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3. RESULTADOS Y DISCUSION

Fase 1. Optimizacion de la extraccion de antocianinas de la flor de Jamaica.

Para encontrar las variables significativas de la extraccion de antocianinas de flor de
Jamaica se realizo un disefio de 1/2 fraccion bajo el anélisis de superficie de respuesta
(Cuadro 9). Se considerd las variables temperatura (31-39 °C), pH (1.50-3.24), etanol (44-
56%), tiempo (1.5-6.5 h) y relacién solido-liquido (19-27%). El extracto de antocianinas de
flor de Jamaica se expres6 en mg/L.

Cuadro 9. Concentracion de antocianinas extraidas de flor de Jamaica para el disefio de 1/2
fraccion.

Tratamientos Tempoecratura oH Et;nol Tierr]npo i%ll?glg)_n Concen'jll’_acién
1 31.00 1.50  44.00 1.50 27.00 843
2 39.00 1.50  44.00 1.50 19.00 634
3 31.00 3.24  44.00 1.50 19.00 1013
4 39.00 324  44.00 1.50 27.00 1121
5 31.00 1.50 56.00 1.50 19.00 943
6 39.00 1.50 56.00 1.50 27.00 1515
7 31.00 3.24 56.00 1.50 27.00 3548
8 39.00 3.24 56.00 1.50 19.00 1646
9 31.00 150 4400 6.50 19.00 1731
10 39.00 150 4400 6.50 27.00 3440
11 31.00 3.24 4400 6.50 27.00 2504
12 39.00 324 4400 6.50 19.00 1693
13 31.00 1.50 56.00 6.50 27.00 3486
14 39.00 1.50 56.00 6.50 19.00 3007
15 31.00 3.24 56.00 6.50 19.00 3656
16 39.00 3.24 56.00 6.50 27.00 3084
17 35.00 2.37 50.00 4.00 23.00 3780
18 35.00 2.37 50.00 4.00 23.00 3138
19 35.00 2.37 50.00 4.00 23.00 2443
20 35.00 2.37 50.00 4.00 23.00 3308
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Seguidamente se evaluo la significancia de las variables con una p < 0.10 y se escogi6 las
variables significativas para la siguiente fase del estudio.

Las variables significativas en la fase preliminar fueron: tiempo (h) (p = 0.014), etanol (%)
(p =0.037) y relacion sélido-liquido (%) (p = 0.099) (Figura 1). En varias investigaciones
de extraccidn de antocianinas se ha observado que las cinco variables estudiadas tienen un
efecto significativo durante la extraccion de antocianinas (Aguilera et al. 2015). Debido a
los rangos establecidos dentro del estudio se observo que las variables independientes,
tiempo (h), etanol (%) y relacion solido-liquido (%), fueron mayormente significativas ya
que para establecer los puntos centrales se usd literatura y para las variables temperatura y
pH existe mayor coincidencia en datos obtenidos como 6ptimos en otros estudios dentro
del rango que se establecidé en la presente investigacion ya que Heras et al. (2013),
determinaron que la temperatura 6ptima de extraccion de antocianinas se encuentra en 30
°C y para Kechinski et al. (2010), la temperatura esta en 36 °C, mientras que para pH de
acuerdo a Flores y Chicaiza 2016, el valor es de 2.37.

Disefio 2**(5-1) ; MS Error Puro=307043.7
DV: Concentracion (mg/L)

(4)Tiempo (h) /// 5.116045

(3)% etanol (%) // 3.56763

(5)Relacién sélido-liquido (%) 2354008
(2)pH 1.20316
(1)Temperatura (°C) -.714921
. p:.j.

Efecto Estimado Estandarizado (Valor Absoluto)
Figura 1. Variables significativas disefio de 1/2 fraccion para extraccion de antocianina de
flor de Jamaica.

A continuacion para encontrar la concentracion Optima de antocianinas se usaron las
variables que fueron significativas anteriormente (tiempo (h), etanol (%) y relacion sélido-

15



liquido (%). Se us6 un rango de tiempo de 0-8 h, etanol de 39-60% y relacion solido-liquido
de 16-29%. La concentracion de solucion de antocianinas de flor de Jamaica se expreso en
mg/L (Cuadro 10).

Cuadro 10. Concentracién de antocianinas de flor de Jamaica para disefio fraccionado
completo.

Etanol Relacién solido- Tiempo Concentracion
Tratamientos (%) liquido (%) (h) (mg/L)
1 44.00 19.00 1.62 2651
2 56.00 19.00 1.62 1840
3 44.00 27.00 1.62 1445
4 56.00 27.00 1.62 1020
5 44.00 19.00 6.38 1074
6 56.00 19.00 6.38 1724
7 44.00 27.00 6.38 1963
8 56.00 27.00 6.38 1515
9 39.91 23.00 4.00 2211
10 60.09 23.00 4.00 1337
11 50.00 16.27 4.00 1244
12 50.00 29.73 4.00 2736
13 50.00 23.00 0.00 951
14 50.00 23.00 8.00 1956
150 50.00 23.00 4.00 1453
16 © 50.00 23.00 4.00 1415
17© 50.00 23.00 4.00 1654
18© 50.00 23.00 4.00 1909
190 50.00 23.00 4.00 1500
2000 50.00 23.00 4.00 1616

© Puntos centrales.

El andlisis fue categorizado como significativo y tendencioso ya que el coeficiente de
variacion fue mayor al 30% (R? = 0.49), lo que demuestra que el 49% de los datos fueron
predichos por el modelo. Ademas, el modelo fue clasificado como tendencioso ya que la
falta de ajuste fue significativa, (p < 0.10), dentro de los modelos de analisis de regresién
la falta de ajuste nos explica cuanto el modelo no logra describir de la relacion de las
variables independientes con las variables dependientes (Rodrigues 2015). Por otra parte,
se realizo la prueba F y el modelo fue clasificado como predictivo ya que el F calculado
(8.77) fue mayor que el F tabular (2.347). Debido a que no todos los factores se cumplieron
para clasificar el modelo como predictivo, el modelo es clasificado como tendencioso
(Cuadro 11).
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Cuadro 11. Coeficientes de regresion para concentracion de antocianinas en funcion de

tiempo (h) (X1), relacion solido-liquido (%) (X2) y etanol (%) (X3).

Factor Coeficiente de Regresion
Intercepto 1594.058"
X1 (L) -183.401"
X1 (Q) 44.839
X2 (L) 85.245
X2 (Q) 121.341*
X3 (L) 73.946
X3 (Q) -68.547
X1*Xo -88.892
X1*X3 179.716"
X2* X3 338.176"
Falta Ajuste 0.007
R? 0.494
F. calculado 8.770
F. tabular 2.347

Los coeficientes con " son clasificados como significativos (p < 0.10).
L = relacidn lineal, Q = relacion cuadratica.
X1=tiempo (h), X2= relacion solido-liquido (%), Xs= etanol (%).

A continuacién se expresd la ecuacion matematica que representd la concentracion de
antocianinas obtenidas (mg/L), el polinomio expresado es cuadratico de segundo orden el
cual fue descrito por los coeficientes de regresion para las variables significativas presentes
en la ecuacion 13.

Con. (%) = 1594.06 — 183.40 X, + 121.34 X3 + 179.72 X, * X; + 33818 X, x X;  [13]

Donde:

X1=tiempo (h).

X2= relacion solido-liquido (%).
Xs= etanol (%).

Los gréaficos de superficie de respuesta fueron generados por el modelo y se encontraron
interacciones entre las variables independientes. El etanol (%) y la relacion solido-liquido
(%) tienen una influencia muy similar dentro de la concentracion de antocianinas (Figura
2). Las antocianinas son solubles en varios solventes gracias a la polaridad que poseen, a
pesar de esto una alta cantidad de agua dentro del solvente causa degradacion de las
antocianinas debido a que existiria una mayor interaccion entre el agua y el cation flavilio
que al juntarse forman una pseudobase inestable carbinol o hemicetal y la forma chalcona
(Garzon 2008), por esta razon, al aumentar la cantidad de etanol la cantidad de antocianinas
extraidas posee una tendencia a aumentar, asi como al aumentar la cantidad de sélidos
disponibles, la concentracion aumentard. El valor 6ptimo encontrado para etanol es de
41.59% y de relacion sélido-liquido es de 29.72%.
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Los resultados obtenidos sugieren que la cantidad presente de sélidos dentro de la solucién
fue muy baja en comparacién con la cantidad de etanol presente dentro de la misma, el
solvente nunca lleg6 a un equilibrio con el soluto. Por otra parte, una mayor cantidad de
etanol después de 41.59% no presentd mejoras significativas en la cantidad de antocianinas

extraidas, esto debido a que existe un principio basico dentro de la extraccion conocida
como afinidad (Silva et al. 2007).

Las cargas polares y no polares de las antocianinas permiten la union a distintos
compuestos, es por eso que una relacion agua y etanol nos permite una mejor extraccion ya
que delfinidina y cianidina, antocianinas que se encuentra en mayor porcentaje dentro de la
flor de Jamaica (71.4% y 26.6% respectivamente), (Cid y Guerrero 2012), tuvieron mayor

oportunidad de unirse y por ende extraerse (Kechinski et al. 2010).
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Figura 2. Efecto de etanol (%) y relacion sélido liquido (%) con respecto a la concentracién
de antocianinas.

El uso de etanol como solvente nos permite poder realizar aplicaciones mas reales a la
industria alimenticia y farmacéutica ya que el etanol es menos tdxico que el metanol y no
existen diferencias significativas en lecturas de absorbancia o eficiencia de extraccion entre

estos dos solventes, (Abdel-Aal et al. 2008) razdn por la cual etanol fue el agente utilizado
para realizar la extraccion.

Para la variables tiempo y etanol los valores encontrado como Optimos fueron 8 horas y
41.59% respectivamente. Se observo el efecto que existe entre estas dos variables y se pudo
determinar que un mayor tiempo de maceracion por parte de la solucién con el soluto
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permitié una mayor extraccion y por ende una mayor concentracion de antocianinas (Figura
3). La relacién entre estas dos variables estd también determinada por el principio de
afinidad ya que a mayor tiempo expongamos el soluto al solvente mayor oportunidad habra
de extraccion de los mismos (Silva et al. 2007). Ademas, debido a que el tiempo fue de 8
horas, el cual fue uno de los puntos axiales dentro del disefio, sugiere que el tiempo de
exposicion no fue el suficiente para que el solvente pueda extraer todas las antocianinas
presentes o, que la cantidad de soluto no fue la suficiente para la cantidad del solvente

agregada y por ende se necesite un mayor tiempo para su extraccion.

3000

2000

(7/3w) UOIORIUAIUOD

Figura 3. Efecto del tiempo (h) y etanol (%) con respecto a la concentracion de antocianinas

Las variables tiempo y relacion solido-liquido tuvieron valores éptimos de 8 horas 'y 29.72%
respectivamente. Se observé que a medida aumentd el tiempo v la relacién solido-liquido
mayor fue la concentracién de antocianinas (Figura 4). Para el proceso de maceracion para
la obtencion de antocianinas a medida que aumento la concentracién de soluto mayor sera
la cantidad de antocianinas extraidas debido a una mayor concentracion inicial. Por otra
parte el tiempo a medida que aumenta mayor sera la concentracion de antocianinas ya que
existe mayor oportunidad de maceracion por parte del solvente (Awika et al. 2005).
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Figura 4. Efecto del tiempo (h) y relacion solido-liquido (%) con respecto a la concentracion
de antocianinas.

Es importante recalcar que la temperatura de 31 °C y pH de 3.24 tienen su influencia dentro
de la capacidad de extraccion de los componentes antocianos. El pH tiene su efecto en la
estructura y la estabilidad de las antocianinas. Valores de pH bajos tienen un efecto
protector sobre las moléculas de antocianinas, es mas, en la literatura se reporta que valores
de pH por debajo de dos, el 100% del pigmento se encuentra en su forma mas estable de
ion oxonio o cation flavilio provocando colores rojos intensos, mientras que a valores de
pH mayores a siete se presentan las formas quinoidales las cuales se degradan rapidamente
por oxidacién con el aire dando colores purpuras (Garzon 2008). Por otra parte,
incrementos en temperatura provocan pérdidas del azucar glicosilante en la posicion 3 de
la molécula causando la produccién de chalconas incoloras (Timberlake 1980).

Después de identificar las relaciones entre las variables independientes se establecio el
punto Optimo de extraccion de antocianinas % etanol de 41.59%, relacion sélido liquido de
29.72% vy tiempo de 8 horas (Figura 5). Con la combinacion de estas variables la
concentracion de antocianinas es de 3000 mg/L expresado en cianidina 3-glucésido. En un
estudio realizado por Galicia-Flores et al. 2008 bajo similares condiciones, se reporté un

contenido de antocianinas totales de 364.98 mg/100 g lo cual fue cercano a lo obtenido en
el presente estudio (300 mg/100 g).
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Figura 5. Funcion de utilidad con respecto a las variables tiempo (h), relacién sélido-
liquido (%) y etanol (%).

Debido a que los valores 6ptimos de relacion sélido-liquido y tiempo fueron los colocados
como puntos axiales del estudio, se sugiere que exista una dislocacion del punto central
para estas variables para encontrar la relacién e interaccion que existe de las mismas a

valores mayores y por ende encontrar un valor donde se maximice la concentracion de
antocianinas extraidas.

Fase I1. Optimizacion de la microencapsulacion de antocianinas de la flor de Jamaica.
Para determinar la microencapsulacion 6ptima de antocianinas se utilizaron las variables
(almiddn-alginato (%) y temperatura (°C)). Se utilizo un rango de almiddn-alginato (%) de
0.59-3.41% y temperatura de 153.44-198.56 °C, los cuales se establecieron a partir de los
puntos centrales que se determinaron mediante literatura (Arrazola et al. 2014); (Gulay et
al. 2014). La eficiencia y rendimiento se expresaron en % (Cuadro 12).
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Cuadro 12. Eficiencia y rendimiento de microencapsulacion de antocianinas mediante
secado por aspersion.

Almidon-alginato Temperatura  Eficiencia  Rendimiento

Tratamientos (%) (°C) (%) (%)
1 1.00 176.00 88.67 50.00
2 3.00 176.00 95.13 56.67
3 1.00 192.00 88.40 58.00
4 3.00 192.00 94.79 59.33
5 0.59 176.00 85.67 59.32
6 341 176.00 96.02 57.45
7 2.00 153.44 93.99 46.50
8 2.00 198.56 92.66 72.50
90 2.00 176.00 93.46 65.30

10© 2.00 176.00 93.72 63.00

11© 2.00 176.00 94.26 60.60

© Puntos centrales.

El andlisis para eficiencia fue categorizado como significativo y predictivo ya que el
coeficiente de variacion fue menor a 30% (R? = 0.989), lo que determina que el 99% de los
datos se ajustaron al modelo. Este modelo fue clasificado como predictivo ya que la falta
de ajuste no fue significativa (p > 0.10), por lo tanto, el modelo logré describir la relacion
de las variables independientes con las variables dependientes. Por otra parte, se realizo la
prueba F en la que se obtuvo un valor F calculado (169.84), el cual fue mayor que el F
tabular (3.113). A razdn de que todos los factores se cumplieron se clasifico el modelo como
predictivo (Cuadro 13).
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Cuadro 13. Coeficientes de regresion para eficiencia de microencapsulacion de antocianinas
en funcién de almidon-alginato (%) (X1) y temperatura (°C) (X2).

Factor Coeficiente de Regresion
Intercepto 93.814"
X1 (L) 3.441"
X1 (Q) -1.576"
X2 (L) -0.311
X2 (Q) -0.329
X1* X2 -0.018
Falta Ajuste 0.392
R? 0.989
F. calculado 169.840
F. tabular 3.113

Los coeficientes con " son clasificados como significativos (p < 0.10)
L = relacidn lineal, Q = relacion cuadratica
X1=almidoén-alginato (%), X>= temperatura (°C).

A continuacién, se incluye la ecuacion matematica que representd la eficiencia de
microencapsulacion bajo las condiciones en la que se establecio el experimento. El
polinomio expresado es cuadratico de segundo orden el cual fue descrito por los
coeficientes de regresion para las variables significativas de la ecuacién 14.

Eficiencia (%) = 93.8141 + 3.44 X, — 1.5758 X2  [14]

Donde:
X1= almiddn-alginato (%).

En eficiencia de microencapsulacion, para las variables temperatura y almidén-alginato (%)
los valores 6ptimos obtenidos fueron 170.74 °C y 3.22% respectivamente. Se observé que
a medida que se aument6 la temperatura (°C) y almidén-alginato (%), hasta cierto punto
causo un impacto positivo en la eficiencia. Sin embargo, se observa una caida en la curva
en los tratamientos en los que se usaron temperaturas (°C) y almidén-alginato (%) maximas
(Figura 6).
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Figura 6. Efecto de la temperatura (°C) y almiddn-alginato (%) con respecto a la eficiencia
de microencapsulacion.

Se encontr6 que la temperatura de entrada de aire influye negativamente en la eficiencia de
microencapsulacion, a medida que esta aumenta, la eficiencia disminuye. Estos resultados
son congruentes con un estudio realizado por Figueroa et al. (2016), quienes estudiaron el
efecto de las condiciones de proceso en la microencapsulacion de aceite de mora mediante
secado por aspersion. Se ha demostrado en otros estudios que a temperaturas de 150 °C y
180 °C, se obtienen altas eficiencias, sin embargo, las altas temperaturas del aire de entrada
generan encapsulados con una capa delgada de recubrimiento que favorece la liberacion
adelantada y degradacion del compuesto encapsulado, lo que provocara una disminucion
de la eficiencia de la microencapsulacion (Arrazola et al. 2014).

Paralelamente, diferentes investigaciones muestran el uso de tratamientos utilizando
sistemas combinados de almiddn-alginato alcanzando un gran éxito en el aumento de la
eficiencia de microencapsulacion (Bryshila et al. 2012). El alginato es un agente
encapsulante que presenta ventajas de formar facilmente matrices de gel alrededor de
compuestos activos, es no tdxico, barato y con condiciones de proceso simples, en otros
estudios para técnicas de microencapsulacion (Pérez et al. 2013) se han utilizado
concentraciones de 0.5-4% obteniendo eficiencias medias ya que las microcapsulas
presentan dificultades de pérdida de integridad y estabilidad mecanica, ademas de
formacion de poros en la superficie y difusion relativamente rapida de la humedad, falencias
que al ser combinadas con almidén son compensadas obteniendo eficiencias de entre 96-
99% (Pérez et al. 2013).

El analisis para rendimiento fue categorizado como significativo y predictivo ya que el
coeficiente de variacion fue menor a 30% (R?= 0.713), lo que determina que el 71% de los
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datos se ajustaron al modelo. Ademas, la falta de ajuste no fue significativa (p > 0.10), por
lo tanto, el modelo pudo describir adecuadamente la relacion de las variables
independientes con las variables dependientes. Ademas se realizo la prueba F donde el valor
F calculado (5.200) fue mayor que el F tabular (3.074). A razon de que todos los factores
se cumplieron, se clasifico el modelo como predictivo (Cuadro 14).

Cuadro 13. Coeficientes de regresion para rendimiento de microencapsulacion de
antocianinas en funcién de almiddn-alginato (%) (X1) y temperatura (°C) (X2).

Factor Coeficiente de Regresion
Intercepto 62.988"
X1 (L) 2.440"
X1 (Q) -1.167
X2 (L) 5.933"
X2 (Q) -3.121%
X1*X> -1.333
Falta Ajuste 0.104
R? 0.713
F. calculado 5.200
F. tabular 3.074

Los coeficientes con " son clasificados como significativos (p < 0.10)
L = relacidn lineal, Q = relacion cuadratica.
X1=almidoén-alginato (%), X>= temperatura (°C).

A continuacién, se presenta la ecuacién matematica con la que se determind el rendimiento
(%), expresado en la ecuacion 15.

Rendimiento (%) = 62.98822 + 2.44 X, + 5.933485 X, — 3.121012162 X2  [15]

Donde:
X1=almidon-alginato (%).
Xo= temperatura (°C).

Para rendimiento del proceso de microencapsulacion, el factor temperatura y almidén-
alginato (%) fueron de 170.74 °C y 3.22% respectivamente. Se puede observar en la gréfica
que la temperatura y el porcentaje de agentes encapsulantes causan un efecto positivo hasta
cierto punto ya que al aumentar estos factores hacia los puntos axiales la curva presenta un
declive (Figura 7).
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Figura 7. Efecto de temperatura (°C) y almiddn-alginawo (%) con respecto al rendimiento
de microencapsulacion.

En el estudio de Figueroa et al. (2016) se encontré que el rendimiento aumenté con el
incremento de la temperatura del aire de entrada, debido a que en el secado por atomizacion
a elevadas temperaturas, se produce mayor eficiencia en los procesos de transferencia de
calor y masa, resultando en un rendimiento de microencapsulacion mas alto.

En cuanto al almiddn-alginato (%) se encontrd que el rendimiento se pudo ver afectado por
pérdidas de polvo durante el secado, debido principalmente a la aglomeracion de algunas
particulas del polvo que se depositan sobre la pared de la cdmara secadora, y en el ciclon
(Arrazola et al. 2014), probablemente debido a la alta viscosidad de la mezcla (Lopez et al.

2009) o también a la velocidad de alimentacion (Figueroa et al. 2016), la cual no fue
considerada como variable en este estudio.

El punto éptimo de microencapsulacion se establecié en almidon-alginato (%) de 3.22% y
temperatura de 170.74 °C, con la combinacion de estas variables la eficiencia (%) v el

rendimiento (%) de microencapsulacién fueron de 96.02% y 60.80%, respectivamente
(Figura 8).
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Figura 8. Funcion de utilidad con respecto a las variables almidon-alginato (%) y
temperatura (°C).

Investigaciones realizadas por Arrazola et al. (2014), reportan eficiencias de 98.4%,
utilizando maltodextrina como agente encapsulante en una concentracion de 30% y
temperatura de 170 °C, lo cual se asemeja a lo encontrado en esta investigacion. Se puede
decir que nuestros resultados son congruentes con lo estudiado por Bryshila et al. (2012),
que demuestra que al emplear sistemas mixtos poliméricos como el almidén-alginato para
la formacion de la matriz se obtienen mejores resultados en la eficiencia de
microencapsulacion, tomando en cuenta que el porcentaje de maltodextrina es
considerablemente mayor al utilizado en ese estudio que en el que se empled sistemas
compuestos.

En estudios realizados por Arrazola et al. (2014), obtuvieron el rendimiento mas alto
(90.74%), utilizando 30% de maltodextrina y temperatura de secado de 180 °C. Los
porcentajes menores de rendimiento de este estudio probablemente son debido a que la
velocidad de alimentacion no fue considerada como una variable independiente y fue
constante en todos los tratamientos utilizando la méxima. Segun Figueroa et al. (2016) al
emplear mayor velocidad de alimentacion, se observan aglomeraciones de microcapsulas
en algunos sectores del equipo que no pueden ser recuperados, disminuyendo el
rendimiento del proceso.
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Fase Ill. Evaluacion de la capacidad antioxidante de antocianinas de la flor de
Jamaica.

La medicion de la capacidad antioxidante de las antocianinas de flor de Jamaica en muestra
de grasa se evalué mediante el indice de estabilidad oxidativa. La estabilidad oxidativa de
grasas o aceites puede ser estimada utilizando pruebas aceleradas, donde el suministro de
oxigeno a elevadas temperaturas, permite una alteracion més rapida. El tiempo de induccion
es un parametro muy usado de medicion ya que su extension refleja la capacidad que posee
un compuesto a resistir la oxidacion (Rauen 1992)

Los resultados sugieren que la muestra con mayor tiempo de induccion es BHT (35.507 h)
(Cuadro 15). Butilhidroxitolueno (BHT) es un compuesto usado en la industria alimenticia
debido a su capacidad de solubilidad en matrices lipidicas gracias a su estructura de un
anillo cromico con cola fitica y un grupo hidroxilo en la cabeza (Delgado et al. 2015). Este
agente actua en la etapa de propagacion reaccionando con los radicales para convertirlos en
compuestos mas estables. Por otra parte, se observd que las antocianinas encapsulados
presentaron el segundo mejor tiempo (30.39 h).

Cuadro 15. Resultados andlisis de estabilidad oxidativa.

Sistemas Tiempo de induccion
Control 2249+297C
Antocianinas encapsuladas 30.39+£0.83B
Antocianinas sin encapsular 2.57+0.30D
BHT 3550 +0.42 A
C.V (%) 6.85

ABCD Letras distintas representan diferencias significativas con p < 0.05.
C.V. (%) Coeficiente de variacion.

El agente encapsulante es utilizado para brindar proteccion al agente nicleo (antocianinas)
las cuales son sensibles a altas temperaturas. Podemos observar que existieron diferencias
significativas entre el tratamiento antocianinas sin encapsular y antocianinas encapsuladas
lo que sugiere que el agente encapsulante actu6 como protector y permitié que las
antocianinas puedan tener el efecto antioxidante dentro de la matriz lipidica (Esquivel et al.
2015) . Las antocianinas evidencian una alta actividad antioxidante contra la presencia de
peroxido de hidrégeno (H202) y contra los radicales peréxido (ROO¥*), superdxido (O2 ),
hidroxilo ((OH) y oxigeno sigulente (:02) (Martinez et al. 2002). Dado esto, debido a que
en la fase de propagacion de oxidacion de aceites vegetales los radicales reaccionan con el
oxigeno para formar radicales perdxido, las antocianinas reaccionan con estos radicales para
convertirlos en compuestos mas estables y evitar la formacion de hidroperoxidos y nuevos
radicales libres que continuaran con este proceso de oxidacion.

Por otra parte, se observé que con el uso de antocianinas sin encapsular el tiempo de
induccién es mucho menor que el tratamiento control en 92.7%, esto se debe a que las
antocianinas sin el debido cuidado pueden presentar efectos prooxidantes. La autooxidacion
del radical aroxilo genera el dafino radical hidroxilo (OH™) (Martinez et al. 2002) y este
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radical debido a que es una especie reactiva del oxigeno que promueve la oxidacion. Las
antocianinas sin encapsular no presentaban ninguna proteccion y estuvieron expuestas a luz
y altas temperaturas durante la evaluacién, por lo que promovieron la oxidacion del aceite
al generar radicales libres que aceleraron este proceso.
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4, CONCLUSIONES

El punto éptimo para obtener una mayor extraccion de antocianinas de flor de Jamaica
fue de etanol 41.59 %, relacion solido-liquido de 29.72% y tiempo de 8 horas.

El punto 6ptimo para obtener mayor eficiencia y rendimiento de microencapsulacion de
antocianinas de flor de Jamaica mediante el método de secado por aspersion fue de una
temperatura de 170.74 °C y 3.22% almiddn-alginato (%).

Las antocianinas encapsuladas tuvieron un tiempo de induccion de 30.39 + 0.830 h, el
cual demostrd la efectividad antioxidante de las mismas y fue mayor que las
antocianinas sin encapsular.

No se determing la efectividad antioxidante de las antocianinas sin encapsular ya que la

temperatura (120 °C) degradd las mismas promoviendo la oxidacion de la matriz
lipidica.
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S. RECOMENDACIONES

Dislocar los puntos centrales de las variables relacion sélido-liquido y tiempo para
poder encontrar puntos éptimos y asi mejorar la concentracion de antocianinas
extraidas.

Purificar el extracto de antocianinas por medio de un rotoevaporador para mejorar la
cuantificacion de las mismas.

Realizar un analisis de cuantificacion mediante HPLC para poder tener valores de
concentracion mas precisos y exactos y ademas poder realizar una identificacion de las
antocianinas presentes en la flor de Jamaica.

Realizar un andlisis de optimizacion de microencapsulacion utilizando mas variables
independientes como presion de bomba y velocidad de alimentacion al aspersor.

Realizar una prueba en alimentos de alta acidez utilizando las antocianinas
microencapsuladas como un ingrediente alimenticio y evaluar su capacidad
antioxidante y su capacidad de pigmentacion.

Evaluar las caracteristicas fisicoquimicas de las antocianinas microencapsuladas como

contenido de humedad, actividad de agua, higroscopicidad, solubilidad, densidad y
retencion de pigmento.
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7. ANEXOS

Anexo 1. Valor F calculado P < 0.10 para variable concentracion de antocianinas.

Fuente de Variacion SQ GL QM F calculado F tabular
Regresion linear 3932345.66 9.00 436927.30 8.77 2.35
Residual 498230.90 10.00 49823.09
Total Corregido 4430576.55  19.00

Anexo 2. Valor F calculado P < 0.10 para variable eficiencia de microencapsulacion.

Fuente de Variacion SQ GL QM F calculado F tabular
Regresion linear 108.35 2.00 54.17 169.84 311
Residual 2.55 8.00 0.32
Total Corregido 110.90 10.00

Anexo 3. Valor F calculado P < 0.10 para variable rendimiento de microencapsulacion.

Fuente de Variacion SQ GL QM F calculado F tabular
Regresion linear 382.85 3.00 127.62 5.20 3.07
Residual 171.66 7.00 24.52
Total Corregido 554.51 10.00

Anexo 4. Sintaxis de SAS 9.4 de tiempo de induccién.

DATA ANTCCIANINAS;

INPUT TRT# REF TIEMFPO_INDUCCION;
DATALINES:;

CON 1 25.07

COoN 2 23.17

CON 3 15.23

TEH 1 48.82

TEH 2 35.68

TEH 3 35.02
ANE 1 30.43
ANE 2 25.54
ANE 3 31.20
ANL 1 2.74
ANL 2 2.77
ANL 3 2.22
PROC GLM;

CLASS TRT EEEP:

MODEL TIEMPO INDUCCION=TRT REPF;
MEANS TRT/DUNCAN;

0DS HTHML CLOSE:;

OD5 HTML;

RUN;
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Anexo 5. Secador por aspersion para microencapsulacion.
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