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RESUMEN EJECUTIVO

Las antocianinas son pigmentos vegetales muy estudiadosgracias a sus beneficios viables
para la salud por su capacidad antioxidantey su uso como colorante natural en la industria
alimentaria. Este trabajo de investigacién consistié en la extraccion solido liquido de
antocianinas de sangorache utilizando agua como disolvente principal a condiciones
oOptimas especificas. Sangorache (Amaranthus quitensis) es una planta ancestral cultivada
en la zona andina de la Sierra Ecuatoriana conocida por su fuente incalculable de
nutrientes, especialmente de hierro y calcio, ademas de ser considerado antioxidante. Para
proteger las sustancias bioactivas extraidas se realizd la microencapsulacion mediante
secado por aspersion con dos tipos de matrices poliméricas (maltodextrina y la mezcla de
maltodextrina con gomo arabiga) en donde la eficiencia maxima de las microesferas se
analiz6 por las medias de concentracion y un estudio de espectrofotometria infrarroja
resultando que, la maltodextrina fue el mejor polimero para cubrir y proteger las
antocianas a un 92,30 por ciento maximo de eficiencia. Las propiedades antioxidantes
fueron corroboradas mediante ensayos in vitro por DPPH analizando la capacidad de
inhibicion de cada muestra obteniendo una respuesta de (306,56 micromol equivalentes
de Trolox sobre gramo de extracto seco) correspondiente a las antocianinas encapsuladas
con maltodextrina mientras que, la capacidad antioxidante in vivo se evalud a través de la
induccion de estrés oxidativo celular a S. cerevisiae con perdxido de hidrdgeno este
proceso confirmd que las microesferas de antocianinas de sangorache presentan alta
capacidad antioxidante incluso mejor que la vitamina c que se utilizd6 como agente de

control.

Palabras claves sugeridas: Microencapsulacion, antocianinas, sangorache, pigmentos
vegetales, actividad antioxidante.
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ABSTRACT

Anthocyanins are one of the most studied plant pigments thanks to their viable health
benefits due to their antioxidant capacity and their use as a natural dye in the food
industry. This research work consisted of the solid liquid extraction of anthocyanins from
sangorache using water as the main solvent at specific optimal conditions. Amaranthus
quitensis is an ancestral plant grown in the Andean area of the Ecuadorian Sierra known
for it’s incalculable source of nutrients, especially iron and calcium, in addition to being
considered an antioxidant. To protect the extracted bioactive substances, the
microencapsulation process was carried out by spray drying with two types of polymeric
matrices (maltodextrin and the mixture of maltodextrin with gum arabic) where the
maximum efficiency of the microspheres was analyzed by means of concentration and an
infrared spectrophotometry study resulting in maltodextrin as the best polymer to cover
and protect anthocyanins at 92.30 percent efficiency. The antioxidant properties were
corroborated by in vitro tests by DPPH analyzing the inhibitory capacity of each sample
obtaining a maximum response (306.56 micromole equivalent of Trolox on gram dry
extract) corresponding to the anthocyanins encapsulated with maltodextrin while, the
antioxidant capacity In vivo, the process was confirmed by induction of cellular oxidative
stress to S. cerevisiae with hydrogen peroxide. This process confirmed that sangorache's
anthocyanin microspheres have a high antioxidant capacity even better than the vitamin

C used as a control agent.

Suggested key words: Microencapsulation, anthocyanins, sangorache, vegetables
pigments, antioxidant activity.

Xiv



CAPITULOI

MARCO TEORICO

1.1 Antecedentes Investigativos

1.1.1 Descripcion de la planta sangorache (Amaranthus quitensis)
1.1.1.1 Generalidades

El sangorache corresponde a la familia de las Amaranthaceas y género Amaranthus; se
la consideraba como parte principal delos productos para la alimentacién de las culturas
de América especialmente para los Mayas, Aztecas e Incas por su extensa fuente de
proteinas, balance apropiado de aminoacidos esenciales en las hojas y semillas, ademas,
de la presencia de metionina, lisina, leucina y facil adaptacion a condiciones climaticas
(Tanquina, 2013). Hoy en dia se cultiva aisladamente en la sierra ecuatoriana ya que
su uso ha sido muy limitado y en varias localidades se ha perdido totalmente.

Desde la década de 1980 es utilizada por su valor nutritivo y adaptacion a diferentes
ambientes en los cuales se incluyen areas desfavorables para otros cultivos de interés;

se considera también eficiente por su alta fijacién de anhidrido carbdnico (Guapi,
2014).

1.1.1.2 Origen

Se ha identificado mas de 70 especies del género Amaranthus de la cuales en su mayoria
proceden de América y pocas en Europa, Asia, Africay Australia cuyas caracteristicas
varian de acuerdo al lugar en donde se desarrollan; en la regién Andina las especies

originarias son Amaranthus quitensis y Amaranthus hybridus (Peralta, 2008).

El sangorache es conocido con diferentes nombres, propios del lugar donde se origina o
se consuma por ejemplo en Per( es Kiwicha, achita, coyo, achis; en México alegria y
huanthi en otro pais como Bolivia se conoce como coimi, millmi e inca pachaqui o grano
inca y en Ecuador es el ataco o quinua de castilla (Gémez, 2013).



1.1.1.3 Clasificacién botanica

Tabla 1. Identificacion Taxondmica de la planta sangorache

REINO VEGETAL
Division Fanerogama
Tipo Embryophyta siphonogama
Subtipo Angiosperma
Clase Dicoltiled6nea
Subclase Archyclamideae
Orden Centropermales
Familia Amaranthaceae
Género Amaranthus
Especie A. hybridus / A. quitensis
Nombre Cientifico | Amaranthus hybridus - Amaranthus quitensis

| Figura 1

[ ey

. Planta de sangorache (Amaranthus quitensis)

Fuente: (Salazar, 2015)
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Fuente: (INIAP, 2002)




1.1.1.4 Descripcién botéanica

Es una planta de tipo arbustivo herbaceo, de color verde en el inicio del crecimiento y
morado o plrpura a su madurez. El sangorache posee unaraiz pivotante, con cuantiosas
raices secundarias y terciarias esta caracteristica contribuye tolerar la falta de agua
(Jiménez, 2013) mientras que, (Peralta, 2010) enfatiza que la raiz principal soporta el
peso dela planta y las raices secundarias pueden adquirir una consistencia lefiosa la cual
permite que la planta alcance extensiones considerables cuando el cultivo presenta una

baja densidad.

El tallo es de color purpura 0 morado de forma cilindrica y angulosa el cual puede
alcanzar una altura de2 m y 4 cm de diametro de base dependiendo de la densidad de
la siembra. Las hojas son simples pueden ser alternas u opuestas con bordes ondulados;
el tamafio de las hojas varia de 3 a 15 cm de largo y hasta 1,5 cm de ancho (Peralta,
2009). Su fruto es una capsula pequefia que corresponde a un pixidio unilocular
compuesto de un opérculo en la parte superior y una urna en la parte inferior esta

caracteristica provoca el descenso de las semillas (INIAP, 2002).

Las inflorescencias son axilares o terminales muy vistosas de color morado o purpura
intenso, (Peralta, 2009) indica que cuando se agrupan forman la panoja la cual puede
llegar hasta 50 cm. Sus flores se encuentran en la inflorescencia y son unisexuales,
pueden ser pistiladas o estaminadas. Los cinco estambres forman el androceo y el
gineceo presenta ovario esférico con tres estigmas filiformes y pilosos (Galarza, 2013).

Su semilla es pequefia, lisa, redonda puede ser negra o purpura, la mismas que se
revientan a temperaturas muy altas, segin (Peralta, 2009) el nimero de semillas por

gramos es aproximadamente de 1800 las cuales cerca del 82 % son normales y el
restante son inmaduras o mal formadas.

1.1.1.5 Composicion quimica y valor nutricional

La composicion quimica del sangorache es muy extensa e importante por contener
vitaminas talescomo A, B1, B2, B3, C. Asimismo, aporta con proteinas, minerales, acido
folico, calcio, hierro y fosforo (Salinas et al., 2010). La planta es rica en &cidos grasos
poliinsaturados como omega-6, omega-3 y el escualeno, también presenta agentes
antioxidantes como tocoferoles (alfa hasta delta) y tocotrienoles (Herrera &
Montenegro, 2012).



Tabla 2. Componentes del grano de sangorache

CANTIDAD POR CADA 100 g

COMPONENTE
DE MATERIA SECA

Proteina (g) 12,00 - 19,00
Carbohidratos (g) 66,17 — 71,80
Extracto etéreo (g) 6,10 - 8,10
Fibra (g) 3,50-9,30
Cenizas (9) 3,00 - 3,30
Calcio (mg) 130,00 — 164,00
Fosforo (mg) 455,00 — 530,00

Potasio (mg)

366,00 — 800,00

Vitamina C (mg) 1,50 - 4,00
Tiamina (mg) 0,07 -0,25
Riboflavina (mg) 019-0,29
Niacina (mg) 1,15-1,45

Fuente: (INCAP & OPS, 2007)

Tabla 3. Componentes de las hojas de sangorache

CANTIDAD POR CADA 100g

COMPONENTE DE MATERIA SECA
Proteina (g) 2,72 — 3,50
Extracto etéreo (g) 0,50 - 0,55
Fibra cruda (g) 1,30-1,73
Carbohidratos 5,73 -6,50
Cenizas (9) 2,54 — 2,60
Calcio (mg) 267,00 — 278,00
Fosforo (mg) 67,00 — 81,00
Hierro (mg) 3,90 - 6,34
Potasio (m) 411,00 - 420,00

Vitamina A (1U)

5170,00 - 6100,00

Tiamina (mg) 0,08 - 0,10
Riboflavina (mg) 0,16 - 0,18
Niacina (mg) 1,40-1,70
Vitamina C (mg) 80,00 — 96,00

Fuente: (INCAP & OPS, 2007)




Una proteina es completa biologicamente cuando presenta todos los aminoacidos
esenciales ya sea en una cantidad superior o igual a la determinada para cada uno de los
aminoacidos de una proteina patron (Quispillo, 2013). En la tabla 4 se indica la calidad
nutricional de sangorache ya que presenta en su mayoria los aminoécidos esenciales
comparados con otro tipo de cereales.

Tabla 4. Contenido de aminoécidos de cereales (g en 100g de muestra)

AMARANTO | AMARANTO
AMINOACIDO NEGRO BLANCO QUINUA CHOCHO
ATACO ALEGRIA TUNKAHUAN | ANDINO
Acido aspartico 1,23 1,17 1,18 4,59
Treonina 0,42 0,5 0,51 1,23
Serina 1,31 0,88 0,58 2,03
Acido glutamico 2,15 2,67 2,14 10,93
Prolina 0,46 0,54 0,46 1,42
Glicina 1,76 1,26 1,82 1,77
Alanina 0,46 0,53 0,65 1,39
Cistina 0,05 0,12 0,08 0,19
Valina 0,61 0,56 0,64 1,49
Metionina 0,18 0,20 0,15 0,16
Isoleucina 0,46 0,51 0,52 1,82
Leucina 0,71 0,79 0,86 2,75
Tirosina 0,35 0,53 0,44 1,44
Fenil alanina 0,53 0,59 0,57 1,44
Histidina 0,37 0,39 0,39 1,06
Lisina 0,61 0,80 0,74 1,79
Arginina 1,04 1,27 0,80 3,04

Fuente: (Peralta, 2008)

El sangorache es considerado como una de las plantas mas curativas debido a su
composiciéon quimica y gran valor nutricional (Garcia, 2015) describe a la planta como
medicinal por sus componentes ya que logran la curacion o prevencion de diversas

enfermedades como: osteoporosis, obesidad, estrefiimiento, diabetes mellitus incluso se



puede utilizar para la hipertension y, ademas, es apto para celiacos por la ausencia de

gluten.

1.1.1.6 Compuestos fitoquimicos de sangorache (Amaranthus quitensis)

Los elementos fitoquimicos estan presentes en frutas, verduras, lacteos; los elementales
son los terpenos, fenoles, tioles. El sangorache contiene algunos metabolitos
secundarios, los principales compuestos determinados en esta planta son taninos,

fenoles, acido fitico y flavonoides (Castafieda, 2015).

Los flavonoides se encuentran en compuestos fenolicos cuya estructura esta formada
por quince carbonos distribuidos en tres anillos por lo cual mediante su estructura
quimica se han clasificados en seis grupos tales como flavonas, isoflavonas, flavonoles,

flavanoles, flavanonas y antocianidinas (Badui, 2006).

1.1.2 Antocianinas
1.1.2.1 Generalidades

Las antocianinas (del griego anthos, flor y kyanos, azul) pertenecen a un extenso e
importante grupo de pigmentos no nitrogenados de la familia de los flavonoides
vacuolares (Badui, 2006). Son de amplia distribucion en la naturaleza ademas se las
consideran uno de los elementos mas representativos del grupo de los pigmentos
hidrosolubles responsables de los colores rosa, rojo, pdrpura y azul de la mayoria de
flores, frutosy hojas en angiospermas; varias gimnospermas, helechos y ciertas briofitas
(Narvéez, 2016).

Por otra parte (Ortiz, 2001) las define como glucésidos deantocianidinas las misma que
son mas estables bajo la forma heterosidica que bajo la forma aglicona, en su estructura
se encuentra una aglicona (flavilio o 2-fenilbenzopirilio), unida a una azucar por un

enlace glucosidico y también el ion flavilio que funciona como un cation.

(Astrid, 2008) muestra que las antocianinas poseen varias funciones como la atraccion
de polinizadores para la dispersioén desemillas y ademas la proteccién contra los efectos
de la radiacion ultravioleta, contaminacién viral y microbiana asimismo actlan como
antioxidantes, fitoalexinas y juntos con otros flavonoides consiguen formar resistencia

al ataque de insectos.



1.1.2.2 Estructura quimica

Un esqueleto de quince carbonos (Ce-C3-Cs) forman la estructura quimica de las
antocianinas los mismos que estan ordenados en dos anillos bencénicos A (benzoil) y B
(hidroxicinamoil) unidos por un anillo pirano que consta de tres atomos de carbono y
uno de oxigeno; son derivados polihidroxi y polimetoxi glicosilados del cation 2-
fenilbenzopirilio mas conocido como cation flavilio que contiene ocho dobles enlaces

conjugados (Narvaez, 2016).
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Figura 2. Estructura de las Antocianinas

Fuente: (Wrolstad, 2001)

1.1.2.3 Propiedades fisicoquimicas y espectros de absorcion

e [Espectro de absorcion: Los espectros de absorcion se caracterizan por la
presencia de dos bandas separadas en la region visible a los 465 y 550 nm las
mismas que se determinan por la conjugacién del anillo B y una bandaen laregién
UV aproximadamente de 275 nm (Delgado et al, 2000).

e Solubilidad: Las antocianinas son insolubles en disolventes orgénicos apolares
ya que presenta azUcares ricos en grupos OH que le confieren hidrofilicidad a las
moléculas, por lo tanto, son solubles en agua y mezclas hidroalcohdlicas
(Narvéez, 2016).



e Capacidad antioxidante: Son capaces de formar complejos con metales Fe3*y
Al3*y actlian como agentes antioxidantes por ser sustancias facilmente oxidables
(Narvéez, 2016).

1.1.2.4 Clasificacién de antocianinas

La naturaleza posee una gran variedad de antocianinas por lo que las convierte en un
grupo muy complejo; se han reportado alrededor de 635 antocianinas con diferentes
estructuras base. (Sadilova, 2006) indica que las antocianinas son glucosidos de
antocianidinas, pertenecientes a la familia de los flavonoides, compuestos por dos
anillos aromaticos Ay B unidos por una cadena de 3 C (carbonos). Las diferencias entre
los antocianos se encuentran en el nimero de grupos hidroxilo de la molécula, el grado
de metilacion de los grupos hidroxilo (que son los factores que caracterizan a las
diferentes antocianidinas), la naturaleza, el nimero de azucares ligados a la molécula,
su posicién de uniony el namero de &cidos alifaticos o aromaticos unidos a los azlcares
en la molécula (Wrolstad, 2001).

Aglicona Sustitucion A oy ()
. Rl R2 .

Pelargonidina H H 510 (naranja —1ojo)
Cianidina OH H 522 (azul-rojo)
Delfinidina OH OH 520 (azul-rojo)
Peonidina OCH: H 505 (naranja)
Petunidina OCH; OH 532 (naranja-rojo)
Malvidina OCH; OCH; 546 (azul-rojo)

Figura 3. Estructura basica y sustituyentes de las antocianinas

Fuente: (Wrolstad, 2001)

1.1.2.5 Factores que afectan la estabilidad de las antocianinas

Las antocianinas presentan una baja estabilidad por diversos factores entre los cuales

estan: pH, temperatura, la luz durante su almacenamiento y procesamiento. Otrosde los



factores es la presencia de oxigeno y &cido ascorbico, concentracion, y actividad del

agua de la matriz (Cevallos et al., 2004).

e El efecto del pH afecta tanto en le estructura y estabilidad; la acidez posee un
efecto protector con la molécula, en soluciones acuosas a valores de pH menores
a dos se encuentra en su forma més estable (cation flavilio) de color rojo mientras
que a pH superiores a 7 se muestran las formas quinoidales de color purpura
(Astrid, 2008).

e El efecto de la temperatura ocurre por dos mecanismos como la hidrolisis del
enlace glucosidico mediante el cual se forma la aglicona y la ruptura hidrolitica
que dala formacion de chalcona (Timberlake, 1979).

e La luz acelera el proceso de degradacion especialmente a las antocianinas que
presentan sustituyentes en el hidroxilo de carbono 5 prima, aunque (Astrid, 2008)
expresa que este factor también acelera la biosintesis de las mismas.

e Elefecto degradativo del oxigeno y el acido ascorbico sobre la estabilidad de las
antocianinas esta relacionado, (Astrid, 2008) reporta que las condiciones que
favorecen la oxidacion aerdbica del acido ascérbico causan grandes pérdidas de
antocianinas, sin embargo, si se excluye el oxigeno del sistema este no presenta
un deterioro de color. Este efecto ha sido explicado por (Garzén & Wrolstad,
2006) en el cual ocurre una reaccién de condensacion entre el acido y los
pigmentos.

e La concentracion del pigmento y la actividad de agua de la matriz afectan la
estabilidad del color (Astrid, 2008) demostr6 que si la concentracion de
antocianinas acrecienta se presentan fendmenos de autoasociacion entre dos
cationes flavilio, dos formas hemicetal, dos bases quinoidales, e inclusive, entre
una base quinoidal y un cation flavilio protegiendo asi a la molécula de
antocianina. Por otra parte (Olaya, 2009) comparte que la actividad de agua del
medio causa degradacion por la interaccion entre el agua y el cation flavilio

produciendo una pseudobase inestable.

1.1.2.6 Importancia de las antocianinas

El interés por los pigmentos antocianos en investigaciones cientificas se han
incrementado en los dltimos afios, debido no sélo al color que confieren a los productos

que las contienen sino a su probable papel en la reduccién 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 (Astrid, 2008).

Existen numerosos estudios de los efectos benéficos de los pigmentos por lo cual se ve
necesario incrementar el uso de los mismos en la dieta. (Guerra, 2017) indica que es
muy importante buscar soluciones para la estabilizacion de antocianinas protegiéndolas
frente a los factores adversarios como el pH, temperatura, luz entre otros aplicando
nuevas tecnologias de estabilizacion como la encapsulacion.

En la actualidad existe mucha investigacion respecto a la actividad bioldgica sobre las
antocianinas (Ortiz et al., 2011) afirman que toda la informacion sobre dicha actividad
es muy relevante por lo cual se llega a la conclusién que los productos ricos en
antocianas poseen un efecto defensorsobre la salud humana sobre todo en enfermedades
cardiovasculares y distintos tipos de cancer. Sin embargo, (Abdel-Aal & Hucl, 1999)
expresan gue se necesita mas estudios para establecer los alcances de las propiedades
promotoras de la salud en antocianinas en nuevas plantas por ejemplo sangorache debido
a la presencia de diversas propiedades que pueden ser total o parcialmente responsables
de las actividades bioldgicas antes mencionadas.

1.1.2.7 Extraccion de antocianinas

La extraccion de pigmentos se debe llevar a cabo teniendo muy en cuenta los factores
que afectan la estabilidad de los mismos ya que los resultados dependen del proceso de
extraccion. (Hernandez, 2016) propone que las antocianinas son compuestos solubles
en disolventes polares por lo cual se las extrae usando etanol, metanol, agua con bajas
cantidades de acido. (Gutierrez et al., 2009) indican que el acido permite que el pH se
mantenga éacido previniendo que se produzca el desplazamiento del equilibrio quimico

de hidratacion y la formacion de chalconas.

Para la extraccion de antocianinas existen algunos métodos por lo cual se han realizado
algunas investigaciones de las mismas buscando el mejor rendimiento, pero se han
comprometido en cuestiones de seguridad.
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Tabla 5. Métodos de extraccién de antocianinas

METODO CARACTERISTICAS

Es un método muy efectivo pero el HCl es
o o corrosivo y metanol al ser toxico puede
Acido clorhidrico en metanol .
provocar efectos dafiinos en la salud

humana

Acido clorhidrico en etanol Efectivo como el metanol

. o Tan efectivo como el metanol, pero no
Acido clorhidrico en agua o
toxico

o . . Es considerado como el método mas
Metanol acidificado con &cido citrico o o o
eficiente de los acidos organicos

Es un sistema de mejor obtencion en el

Agua con dioxido de azufre cual se aplica sistemas de etanol, &cido

acético y agua

Fuente: (Hernandez 2016)

1.1.3 Actividad Antioxidante

Los compuestos con propiedades antioxidantes son sustancias que neutralizan los
radicales libres y disminuyen el dafio oxidativo (Narvaez, 2016). El poder antioxidante
de las antocianinas se da por su capacidad de capturar especies reactivas de oxigeno
incluyendo radicales libres, radicales de oxigeno y peroxido mediante un proceso de
donacién de electrones o de &tomos de hidrégeno fendlicos (Castafieda et al., 2008) asi
las reacciones en cadena responsables del dafio oxidativo en las células se interrumpen
por lo cual, las posibilidades de desarrollar enfermedades cardiovasculares y neuronales,
procesos inflamatorios, enfermedades degenerativas tales como el cancer y el
envejecimiento celular inducido por estrés oxidativo se reducen tal como lo explica (He
& Giusti, 2010).

1.1.4 Microencapsulaciéon
1.1.4.1 Generalidades de la microencapsulacion

Laencapsulacion consiste en el aislamiento de una sustancia activa para la obtencion de
productos en tamafio micrométrico con propiedades especificas. (Luna et al., 2016)

propone que la técnica puede ser aplicada para promover la resistencia de los materiales

11



alimenticios en su procesamiento y empacado para mejorar el sabor, aroma, estabilidad

y sobre todo su valor nutritivo para asi proteger sustancias sensibles al medio ambiente.

Las propiedades de liberacion de la técnica de microencapsulacion dependen del
contenido de las particulas presentes, solubilidad, pH, rompimiento o la accion
enzimatica (Lee et al., 2003). La técnica de microencapsulado posee aplicaciones muy
importantes en la industria alimenticia ya que puede mejorar las propiedades y
caracteristicas de los ingredientes con la adicion de agentes microbianos o mediante la
inmovilizacion de los ingredientes (Luna et al., 2016).

Los procesos de microencapsulacion dependen del tamafio, la biodegradacion,
biocompatibilidad que se requiera en la particula (Nunes & Mercadante, 2007) enlista
algunos de los métodos entre los cuales esta el secado por aspersion, la aspersion con
enfriamiento, el lecho fluizado, la coacervacion- separacion de fase, la polimerizacion

interfacial, la polimerizacion de la emuncion y la extrusion.

1.1.4.1.1 Método de microencapsulacion en secado por aspersion

El secado por aspersion es una operacion unitaria mediante la cual un producto liquido
es atomizado en una corriente de gas caliente para obtener un polvo instantaneamente,
el gas generalmente usado es aire y muy ocasionalmente un gas inerte como nitrégeno
(Souza, 2018).

Se considera eficiente la microencapsulacién cuando se alcanza una maxima cantidad
de material nicleo dentro de las particulas de polvo, una buena estabilidad de las

microesferas, prevencion de pérdida de compuestos volatiles, y una extension de la vida
atil del producto (Esquivel et al, 2015).

La ventaja del uso de esta técnica reside en el tiempo corto para la produccion, la
factibilidad econémica y el uso de bajas temperaturas lo cual es un pardmetro influyente

para los productos sensibles al calor, debido a que causa una alta retencion de sabor,
color y nutrientes (Ferrari et al, 2012).

1.1.4.2 Diseflo de microesferas

Para el disefio de microesferas se puede seleccionar una amplia variedad de polimeros
ya sean naturales o sintéticos lo cual va a depender de las particularidades deseadas en
la microencapsulacion o del material a recubrir siendo muy importante su eleccion para
la estabilidad y eficiencia de la misma. (Nesterenko et al., 2013).
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Las caracteristicas del encapsulante ideal deben proveer propiedades emulsificantes,
biodegradables y sobre todo tener la capacidad para sellar y mantener el nucleo en el
interior de la capsula (Dubey et al., 2009). La mayoria de los materiales de la pared no
tienen todas las propiedades mencionadas por ello, es usual mezclar dos o mas
materiales tales como carbohidratos: almidones, dextrinas, sacarosa, celulosa, y
quitosano; gomas como: goma arabiga, alginato y carragenina; lipidos: cera, parafina,
monoglicéridos y diglicéridos, aceites hidrogenadosy grasas; materiales hidrogenados:
sulfato de calcio y silicatos; proteinas de gluten, caseina, gelatina, albiumina, entre otros
(Teixeira et al., 2014).

1.1.4.3 Aplicaciones de la microencapsulacién en productos vegetales

La técnica de microencapsulado ayuda en la proteccion de nutrientes y también
beneficia en el mantenimiento de compuestos bioactivos o antioxidantes tanto frutas
como en vegetales (Dubey et al., 2009), por lo que se han realizado algunos estudios

para la conservacion de los compuestos mencionadas.

Entre los diferentes estudios sobre la aplicacioén de la ME se encuentra desarrollado por
(Nunes et al., 2007) logrando evaluar la estabilidad de antocianinas y la actividad
antioxidante, los diferentes resultados de los microencapsulados estribaban de
condiciones tales como temperatura de almacenamiento y actividad de agua de los
polvos; mientras que, (Arrazola et al., 2014), analizaron pigmentos microencapsulados
de antocianinas, mediante el secado por aspersion con 30 % de maltodextrina, en los

cuales se mostraron propiedades fisicoquimicas de alta eficiencia, con menores
contenidos de humedad y mayores porcentajes de solubilidad.

Latécnica de microencapsulacion permite que los materiales alimenticios resistan mejor
las condiciones de procesamiento y empacado debido a su gran capacidad de
mantenimiento tanto del sabor, aroma, estabilidad y valor nutritivo por lo cual, se han
llevado en la actualidad diferentes investigaciones utilizando nuevos encapsulantes
(Luna et al.,, 2016). Sin embargo, es necesario seguir indagando sobre matrices
encapsulantes y materiales de la pared, asi como también mejorar los métodos ya
existentes para incrementar la vida Util y aplicaciones de las microencapsulaciones. Por
lo tanto, se plantea en la presente investigacion la extraccion y microencapsulacion de

antocianinas de sangorache (Amaranthus quitensis) utilizando diferentes polimeros
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encapsulantes y a la vez la evaluacion de la capacidad antioxidante in vivo e in vitro de

los mismos.

1.2 Objetivos

Objetivo General

Extraer, microencapsular y demostrar la actividad antioxidante de las antocianinas

presentes en las hojas y flores del sangorache (Amaranthus quitensis).

Objetivos Especificos

Evaluar la eficiencia de diferentes disolventes para la extraccion de las
antocianinas del sangorache (Amaranthus quitensis).

Microencapsular las antocianinas extraidas del sangorache (Amaranthus
quitensis) mediante secado por aspersion utilizando diferentes matrices
poliméricas.

Determinar la eficiencia de microencapsulacion de las microesferas de
antocianinas del sangorache (Amaranthus quitensis).

Evaluar la actividad antioxidante in vitro e in vivo de las de las microesferas de

antocianinas del sangorache (Amaranthus quitensis).
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CAPITULOII

METODOLOGIA

2.1 Materiales

2.1.1 Materiales de Laboratorio

Durante el proceso experimental en el Laboratorio de Investigacion (UODIDE) de la
Facultad de Ciencia e Ingenieria en Alimentos y Biotecnologia se requirié el uso de los

siguientes materiales:

Tabla 6. Materiales para el proceso experimental

MATERIAL CANTIDAD

Micropipeta de volumen | 3 (2 a 10 pl, de 20 a 200

variable ply de 100 a 1000 pl)
Tubo' falcon para 6 (15 y 50 ml)
centrifuga
Tubos ependorff 6 (2 ml)
Pera de succién 1
Nlcleo Magnético para 3
agitacion
Tampén de caucho con

) 3
entrada para termémetro
Espatula 1

Tabla 7. Material de vidrio para el proceso experimental

MATERIAL CANTIDAD

Matraz Erlenmeyer 3 (250, 500 y 1000
ml)

Termometro 1(-10a110°C)
Probetas graduadas 2 (50 y 100 mi)
Frasco de cristal (Ambar) 2 (50 y 100ml)
Placa de 96 pocillos para ’
Espectrofotémetro
Varilla de agitacion 3
Vaso de precipitacion 3
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2.1.2 Equipos

Para cada proceso se necesito diferentes equipos como se describe en la tabla 8:

Tabla 8. Equipos para el proceso experimental

PROCESO EQUIPO MARCA
Deshidratacion  del  material
Estufa Gander MTN
vegetal
Trituracion del material vegetal | Molino manual Corona
Pesar muestras Balanza analitica Ohaus PA214
Determinacion de solidos totales | Balanza de humedad Mrc MB-50
Plancha de
Extraccién de antocianinas calentamiento con | Corning PC-620D
agitacion
Medicion de pH pH metro HANNA HI 2221
Escala mayor el extracto de
o Reactor
antocianinas
Extraccion del concentrado de
o Rotaevaporador IKA-RV8
antocianinas
Microencapsulacion Mini spray dryer BUCHI-B 290
o UV-VIS
Determinacion de la ,
_, o Espectrofotometro (Fisherbrand™
concentracion de antocianinas
accuSkan™ GO)
Determinacion de  grupos
funcionales de las antocianinas, | Espectrofotometro
) ) ) ) Jasco FTIR-4000
microencapsulado 'y matrices | infrarrojo FT-IR
poliméricas
Céamara de  flujo
B o . JSR JSCB-900SL
Evaluacion de la actividad | laminar

antioxidante

Agitador con control

New Brunswick

Scientific

Anélisis estadistico

Computadora

HP
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2.1.3 Reactivos

Para la preparacion de diferentessoluciones se requirieron algunos reactivos tales como:
acido clorhidrico, etanol (96%) para el disolvente en la extraccién de antocianinas
mientras que para la microencapsulacion se emple6 dos tipos de polimeros

(maltodextrina y goma arabiga).

En la actividad antioxidante y eficiencia de la microencapsulacion las sustancias
utilizadas fueron agua oxigenada, etanol (70%), metanol (96%), agua oxigenada,
tampon fosfato salino (PBS), reactivo DPPH 2,2-diphenyll-picrylhydrazyl (Aldrich
chemistry), Trolox 6-hydroxy-2 5 7 8-tetramethyl chroman-2-carboxylic acido 97 %
(Aldrich chemistry).

2.2 Métodos
2.2.1 Trabajo de campo
2.2.1.1 Recoleccion de la planta

Para la investigacion se utilizo la planta de sangorache (Amaranthus quitensis), la misma
que se adquirio en la ciudad de Ambato provincia de Tungurahua. Posteriormente la
planta se traslad¢ a la Universidad Técnica de Ambato, Facultad de Ciencia e Ingenieria
en Alimentos y Biotecnologia especificamente a la Unidad Operativa de la Direccion de
Investigacion y Desarrollo (UODIDE-ICIA).

2.2.2 Trabajo de Laboratorio
2.2.2.1 Preparacion del material vegetal

La investigacion se realiz6 en la Facultad de Ciencia e Ingenieria en Alimentos y
Biotecnologia de la Universidad Técnica de Ambato en el laboratorio de Investigacion,
para tener un material de mucha calidad fue necesario lavar las plantas usando agua
potable; cuando las plantas se secaron se procedio a desaojar ya que para la extraccion
de antocianinas solo se necesitd las hojas y flores. Después se cortaron y trituraron las
inflorescencias en un procesador (Thermomix ®) con el objetivo de facilitar el secado
de las plantas. Las hojas y flores se secaron con aire caliente en el horno secador
(GanderMTN) durante 25 min a una temperatura de 50 a 60 °C. El material seco se

almacend en frascos de vidrio ambar para evitar el contacto con la luz o la humedad.
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2.2.2.2 Obtencidon de extractos vegetales liquidos

Se inici6 con la extraccion deantocianinas con el material completamente seco en donde
se analizé la eficiencia utilizando diferentes disolventes: etanol 96% con 4&cido
clorhidrico 37% (relacién 85:15) y agua; también fue necesario tomar en cuenta los
siguientes factores: relacion material vegetal con disolvente 1:20, temperatura 80 °C y
tiempo 30 min.

Para la relacién material vegetal con disolvente 1:20 se pes6 2 g de la muestra de vegetal
en una balanza analitica (OhausPioneer) una vez pesado se mezclé la muestra con 50 ml
delos dostipos de disolvente por separado. A continuacion, las muestras se almacenaron
en matraces Erlenmeyer de marca PYREX recubiertos con tapones y papel aluminio
para poder reducir la evaporacion de disolvente. Para la obtencion del extracto se
procedi6 a colocar los matraces en una plancha de calentamiento (ThermoScientific)
con el tiempo, temperatura establecida anteriormente y con agitacion magnética de 400
min-1 en este proceso fue necesario tomar el tiempo después de alcanzar la temperatura
de ebullicion en cadauna de las muestras. Posteriormente, se separo los residuos sélidos
del extracto liquido con una centrifuga (Rotina 380) a 300 min-! durante 10 min y
finalmente, el precipitado fue desechado para conservar el sobrenadante en botellas de
vidrio color dambar en refrigeracion a 4 °C para evitar la descomposicion de las

antocianinas.

2.2.2.3 Determinacion de sélidos totales

Los sélidos totales se determinaron midiendo la humedad residual de cada extracto
utilizando una balanza de humedad (Kern MLS 50-3) por triplicado cada una. Se calcul6

los sélidos totales extraidos (% SST) con la siguiente formula:

% SST = 100 — % humedad

Formula 1. Determinacion de solidos totales

2.2.2.4 Andlisis por espectrofotometria para determinar la concentracion de

antocianinas

Para la determinacion de la absorbancia de cada uno de los extractos se necesitd un

espectrofotometro (UV-VIS Fisher ScientificaccuSkanGo) con un factor de dilucién

1/50 para con el disolvente de etanol y 1/25 con agua, tomando en cuenta que el blanco
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de este anélisis fue etanol y agua para cada medida como corresponda. La longitud se
determind utilizando un barrido espectral con un rango de 300-800 nm lo cual permiti6
visualizar la variacion de la absorbancia con la longitud de onda de radiacion
electromagnética permitiendo determinar la concentracion de antocianinas del extracto.
A continuacion, para la determinacion de la concentracién de antocianinas en mg/ 100g
se uso el modelo de (Abdel-Aal & Hucl, 1999).

A wvol

1
C=—x xMWx—— - x10°
e 1000 sample wt

Formula 2. Cuantificacion de antocianinas
Donde:
C: Es la concentracion de antocianinas mg/100g
A: Es la absorbancia
e: Absortividad molar (cyanidina 3-glucésido 25965 cm-1 M-1)
Vol: Volumen total del extracto de antocianinas

MW: Peso molecular de cianidina 3-glucosido (449)

2.2.2.5 Microencapsulacion mediante secado por aspersion

Para la microencapsulacion primero se prepar6 a escala mayor el mejor ensayo realizado
anteriormente tomando en cuenta las condiciones dptimas y el disolvente apropiado.
Cuando se obtuvo el extracto fue muy necesario concentrarlo en un rotaevaporador (IKA
HB10) a una temperatura de 70 °C y una velocidad de agitacién de 150 min-1; en donde
la circulacion de agua permanecidé constante y conectadaal vacio. Cuando ya se obtuvo
la cantidad deseada del concentrado se medid el volumen y almacend en refrigeracion a
4 °C en frascos de vidrio ambar. Seguidamente se preparé dos emulsiones para el
proceso de microencapsulacion tomando en cuenta el resultado de solidos totoles ya que
con ello se calculé la cantidad necesaria de concentrado, matrices poliméricas (goma
arabiga y maltodextrina) y agua destilada; las muestras se mezclaron constantemente a
45 °C. El proceso se realizd en un Mini Spray Dryer BUCHI-B290 mediante la
alimentacion con las emulsiones preparadas; para poder microencapsular las
antocianinas se verificd que la presion del equipo sea la adecuada (-50 mbar), al igual
que la temperatura de entrada 150 °C y salida 90 °C controlada por el flujo de agua y
aire.
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Cuando los parametros ya fueron controlados se procedié con el secado donde el
material encapsulante se solidificd sobre las particulas a medida que el disolvente se
evapord formandose asi microesferas, cuando finalizo el proceso se dejé pasar agua
hasta que el equipo llegue a una temperatura de 100 °C, también se cerraron los flujos

deaguay aire para la recuperacion de las antocianinas microencapsuladas.

2.2.2.6 Analisis de Espectrofotometria Infrarroja FT-IR

El analisis se efectud en el Laboratorio de Quimica Instrumental de la Facultad de
Ciencias ubicada en la Escuela Politécnica de Chimborazo ESPOCH en donde se
analizaron los microencapsulados, el concentrado de antocianinas y las matrices

poliméricas en un espectroscopio infrarrojo Jasco FT/IR 4100.

2.2.2.7 Determinacion de la eficiencia de la encapsulacion

Se peso 2,5 g de cada microencapsulado para mezclar con 15 ml de los disolventes,
posteriormente se disolvié cada mezcla durante 15 min y se coloco en los pocillos de la
placa del espectrofotometro (Fisherbrand™ accuSkan™ GO) para leer la absorbancia
de cada uno a 535 nm y con los datos obtenidos se calculd la concentraciéon de cada
muestra determinando la eficiencia del microencapsulado de antocianinas con la
siguiente ecuacion:

[microencapsulado condisolvente,] — [microencapsulado con disolvente ,]
[microencapsulado con disolvente ]

Eficiencia de la encapsulacién =

Formula 3. Eficiencia de la Microencapsulacion
Donde:

Disolvente ;:Agua
Disolvente ,:etanol

2.2.2.8 Evaluacién de la actividad antioxidante

Para determinar la actividad antioxidante se utilizd6 un método in vitro y otro in vivo
como se describen a continuacion.

e Capacidad antioxidante mediante el método de DPPH (In vitro)

Se determiné el potencial antioxidante del extracto mediante la técnica de DPPH
descrita por (Bobo-Garcia et al., 2015) la cual presenta un radical libre 2,2-difenil-1-

picrilhidracilo; el radical es susceptible de reaccionar con compuestos antioxidantes a
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través de un proceso caracterizado por la cesiébn de un &tomo de hidrégeno

proporcionado por el agente antioxidante.

Primeramente, se realiz6 una curva estandar de 100, 200, 400 y 500 pmol L-! del
reactivo Trolox utilizando como disolvente una solucién de metanol y agua relacion

80:20 en volumen.

Para la medicion de la actividad antioxidante se preparé una solucién de 150 pmol L
del radical libre estandar 2,2-difenil-1-picrilhidracilo después se realiz6 una dilucién
1/50 del extracto concentrado de sangorache y en un tubo Eppendorf se diluyo6 0,2 g de
cada microencapsulado en 0,8 de agua destilada. Después se colocd en la placa de 96
pocillos el blanco (20 pl de agua destilada con 180 pl de la mezcla de metanol-agua),
un control de referencia (20 pl de agua destilada con 180 pl de la solucion preparada de
DPPH), 20 ul de las muestras de microencapsulado preparadas previamente junto con
180 pl del reactivo DPPH y 20 pl de la dilucion 1/10 del concentrado de capuli con 180
ul del reactivo DPPH. Al finalizar se leyo la absorbancia de cada muestra a una longitud
deondade517 nm.

El porcentaje de inhibicion del radical DPPH se calcul6 a través de la férmula 4 en
donde se colocaron los valores de absorbancia obtenidos anteriormente. Para poder
comparar con la curva de Trolox se realiz6 también un gréfico de la inhibicion y los
resultados fueron expresados en pmol equivalentes de Trolox por cada gramo de

extracto de la planta seco.

o, A, — A4,
% Inhibicion DPPH = [1 — (—)] * 100
Ac - Ab

Formula 4. Porciento de inhibicién de DPPH
Donde:

(Am) es la absorbancia de cada microencapsulado y concentrado del extracto de

sangorache
(Ap) la absorbancia del blanco reactivo

(Ac) la absorbancia de control.
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e Ensayo de estrés oxidativo sobre Saccharomyces cerevisiae (In vivo)

La capacidad antioxidante de la microencapsulacion de antocianinas de sangorache se
utilizé la metodologia sugerida por (Mera, 2018) en donde se requirio la utilizacion de
Saccharomyces cerevisiae como microorganismo modelo; a continuacién, se describe
el proceso.
1. Crecimiento celular de levaduras
Se utiliz6 una cepa de levaduras cultivadas de medio YPD con la siguiente composicion:
2 gde levadura, 4 g de glucosa y peptona; los microorganismos se cultivaron a 28 °C con
una agitacion constante de 100 rpm durante toda la noche con el objetivo de promover el
crecimiento celular. Consecutivamente se extendio en placas de agar YPD para incubar a

28 °C durante 72 horas para conseguir colonias aisladas de levadura.

2. Determinacién de la capacidad antioxidante

La concentracion adecuada de oxidante se determind mediante la inoculacion de una
colonia aislada de Saccharomyces cerevisiae con 5 ml de liquido YPD lo cual se incub6
con agitacion constante a40 min- y durante 6 h a 28° C. También se realizé unadilucion
1/10 del cultivo el cual se inoculd 5 pl con 3 ml de YPD al que se le afiadié 1 ml del
microencapsulado de diferentes concentraciones: 25 mg/ml (0,5 g de microencapsulado
en 20 ml de agua destilada) y 50 mg/ml (1 g de microencapsulado en 20 ml de agua
destilada) el tratamiento se incubd por 18 h a 28 °C con una agitacion constante de 100

min-1,

La vitamina C se analiz6 con diferentes concentraciones 25 mg/ml (0,5 g de vitamina C
en 20 ml de agua destilada) y 50 mg/ml (1 g de vitamina C en 20 ml de agua destilada).
Para poder tener la respuesta de la levadura con el antioxidante se inoculé en un tubo
falcon 5 ul de la dilucion 1/10 preparada anteriormente con 3 ml de YPD fresco y 1 ml
de cada concentracion de antioxidante por 28 h a una temperatura de crecimiento de 28
°C y loo min-tde agitacion, también se inoculd la levadura sola en el medio de cultivo

para el control negativo.

Las células fueron resuspendidas en tampén fosfato (PBS) pH 7,4 mediante una
centrifugacién de 2700 min-ta 20 °C en un lapso de 10 min, a la vez se determiné la

absorbancia a 600 nm con un espectrofotometro UV-VIS hasta lograr en cada uno de
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los tratamientos una absorbancia de 0,1. En la etapa de estrés oxidativo se emplearon
diversas concentraciones de H2O2endondeseafiadié 1 ml de la solucion a dosdiferentes
concentraciones 0,5 mmol/l 'y 3 mmol/l en cada tubo con concentraciones de
microencapsulado y antioxidante, esto se incub6 1 h a 28 °C ademas se centrifugo a
2700 min-! por 20 min. Cuando el pellet de células se formé se resuspendi6 en 1 ml de
medio YPD liquido en donde se analiz6 el crecimiento celular de la levadura, al final
para determinar la capacidad antioxidante se colocé 200 pl de cada tratamiento de
cultivo de levaduras, microencapsulado y levaduras en una placa de 96 pocillos de un
espectrofotometro (marca Fisherbrand™ accuSkan™ GO) en donde se controlo el

crecimiento celular durante 24 h a 30 °C y una agitacion constante.
3. Andlisis de la capacidad antioxidante

El efecto antioxidante de las microesferas de sangorache con las diferentes matrices
poliméricas fue analizado mediante un grafico de dispersion con el valor de la
absorbancia medidaa 600 nm, en donde se representd la relacion entre el crecimiento y
la capacidad de adaptarse la levadura a las diferentes condiciones con el tiempo de
incubacion del promotor del estrés oxidativo (peroxido de hidrégeno).

2.3 Procesamiento y analisis
2.3.1 Prueba de multiples rangos

El analisis mediante la prueba de multiples rangos estudié el comportamiento de los
tratamientos mediante el analisis de la varianza en donde se determind el mejor
disolvente para la extraccion de antocianinas de sangorache. En la tabla 9 se observa las

combinaciones utilizadas para el analisis

Tabla 9. Datos para el anélisis estadistico

FACTORES NIVELES

_ _ Relacion 1:20
A: Disolvente etanol con &cido _ _
Tiempo: 30 min

clorhidrico
Temperatura: 80 °C
Relacion 1:20
B: Disolvente agua Tiempo: 30 min

Temperatura: 80 °C
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2.3.2 Statgraphics

Para el procesamiento de los datos en la determinacion de la eficiencia de la
encapsulacion se utiliz6 un software estadistico Statgraphics Centurion version XVLI
ya que esta disefiad o para facilitar el andlisis estadistico de datos. Mediante su aplicacion
se realizd un analisis descriptivo de una o varias variables, utilizando gréaficos de cajas
y bigotes. En la tabla 10 se observa las combinaciones para realizar el analisis

estadistico.

Tabla 10. Distribucién de tratamientos

DISOLVENTE
. TRATAMIENTO
INTERACCION

Relacion 1:20, 30 min, Temperatura
T,D, . Agua
80 °C, maltodextrina

Relacion 1:20, 30 min, Temperatura
T,D, . . Agua
80 °C, maltodextrina 'y goma arabiga

Para los resultados de la actividad antiinflamatoria también se utilizaron gréficas de

comparacion utilizando el software antes mencionado.
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CAPITULO I

RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 Determinacion del mejor disolvente para le extraccion de antocianinas

El proceso de extraccion de antocianinas segun (Zapata, 2014) debe tener una maxima
eficiencia de los pigmentos con poca o nula degradacion o alteracion del estado natural
de los mismos, para lo cual (Moreno, 2017) menciona que existe diferentes métodos de
extraccion y son también algunos de los factores que afectan a la estabilidad de los
pigmentos. Por ello se realizan algunos trabajos de investigacion sobre la influencia de
los distintos factores entre los cuales esta la temperatura, tiempo, pH, tipo de extraccion
y 0, tipo de disolvente.

En la presente investigacion se realizd la extraccion solido liquido de antocianinas a partir
de hojas y flores de sangorache (Amaranthus quitensis) analizando especificamente que
tipo de disolvente (agua o la mezcla de etanol 96 % y acido clorhidrico en relacion 85:15)

seria el mas influyente en la extraccion.

A partir de lo anterior, cada una de las muestras se proceso en una prueba de multiples
rangos en el cual se estudid la diferencia que existia entre las medias de concentraciones
de antocianinas con los tipos de disolventes. La variable de respuesta como se nombré

anteriormente fue la concentracién de antocianinas en cada uno de los extractos.

Inicialmente, se determind la longitud de ondade maxima absorcion de cadamuestra (535
nm) utilizando un barrido espectral con un rango de 300-800 nm, esto permitid visualizar
la variacion de la absorbancia de cada uno de los tratamientos (Anexo 1). Segun (Ortega,
2006) una longitud de onda de 535 nm corresponde a la antocianina cyanidina 3-

glucésido.

A continuacién, en la figura 4 se muestra el diagrama de caja y bigotes el mismo que
represent6 la medida de tendencias centrales y de dispersion en cuartiles de las muestras

procesadas.
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Figura 4. Diagrama de cajas y bigotes estandarizado de la influencia de
disolventes en la extraccion de antocianinas de sangorache.

Se observa en la figura 4 dos diferentes diagramas en donde, el primero representa la
disolvente agua y el siguiente etanol con &cido clorhidrico. Detallando la figura se puede
definir que con el segundo disolvente se reportan cifras bajas de concentracién (5,65
mg/100g) con respecto al primero, por lo tanto, existio una diferencia significativa entre
los dos. El disolvente con mayor importancia y como componente principal de la
extraccion fue el agua con una maxima concentracion promedio de 7,89 mg/100 g de
cyanidina 3-glucésido. Por otra parte, los factores como la relacion material vegetal
volumen de disolvente (1:20), temperatura (80 °C) y tiempo (30 min) fueron variables
que se mantuvieron constantes, ya que son sustanciales durante la extraccion como se

menciono, primeramente.

(Naranjo, 2016) propone que las antocianinas son compuestos solubles en disolventes
polares por lo cual se las extrae usando etanol, metanol, agua con bajas cantidades de
acido en donde (Gutierrez et al., 2009) indica que el acido permite que el pH de
estabilidad de las antocianinas se mantenga, previniendo asi que se produzca una
hidrolisis acida que rompe los enlaces 3-monosidos, pero (Moreno, 2017) también
menciona que al ser las antocianinas colorantes naturales son en su mayoria solubles en
agua y de acuerdo a su importancia en el mercado mundial y la necesidad de conseguir
un producto de fécil dosificacion con un secado de bajas condiciones se pretende aplicar
una técnica menos peligrosa que no perjudique ni degrade al extracto enriquecido de

antocianinas.
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3.2 Microencapsulacién de antocianinas

En la actualidad existen diferentes métodos para la microencapsulacion en el caso de
(Arrazola et al. 2014) experimentaron que para elegir la mejor técnica depende del
tamafo, biodegradabilidad de las particulas, biocompatibilidad también de las
propiedades fisicoquimicas del material nicleo y pared al igual que la biocompatibilidad,
la aplicacion que ejerza la microesfera y el costo del producto. EI método utilizado en
esta investigacion fue secado por aspersion, (Figueroa, 2016) aclara que en la industria
alimenticia es uno de los mas utilizados ya que ayudaa impedir la degradacion quimica
y bioldgica y asi conseguir productos con propiedades especificas.

El proceso de microencapsulacion mediante secado por aspersion se basdé en la
atomizacion dela emulsion (concentrado de antocianinas de sangorache) en una corriente
de gas caliente obteniendo asi las microesferas. (Cano et al, 2015) mencionan que la
calidad de las particulas esféricas depende de las caracteristicas de la solucion (velocidad
deflujo, viscosidad), el aire desecado (flujo, presion y temperatura), también del contacto
que se daentre el aire caliente y las gotas en la camara desecado y deltipo deatomizador.
En el proceso de esta investigacion se utilizo el aire como gas, ademas, en el (Anexo 2)

se presentan las condiciones requeridas para la microencapsulacion

La temperatura de entrada fue importante ya que gracias a la misma ocurrio la
evaporacion de la soluciéon (Esquivel & Martinez, 2015) explica que una temperatura
baja provoca una baja velocidad de evaporacion por ende las microesferas seran capaces
de aglomerarse ademas pueden contener alto contenido de agua y poca fluidez. Sin
embargo, una temperatura alta deaire deentrada provoca una vaporizacion excesiva y asi
puede romper la membrana induciendo esto a una degradacion de los ingredientes del
microencapsulado. En la investigacion la temperatura de salida que fue la temperatura
final del secado se la consider6 como un parametro del secador la misma que dependid
de la inicial. Los polimeros utilizados fueron maltodextrina y goma arébiga para lo cual
(Arteaga, 2016) se refiere como matrices de la microencapsulacion y son unos de los mas
estudiados por sus ventajas entre ellas su baja viscosidad a altas concentraciones y buena
solubilidad en agua. En el estudio se realizd una comparacion de eficiencias de
microencapsulacion para conocer cudl de las dos matrices fue la que mejor protegié las

moléculas de antocianinas de sangorache. A continuacién, en la figura 5 se presenta el
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diagrama de cajas y bigotes con la comparacion de las eficiencias de los

microencapsulados realizado mediante el analisis de varianza (Anexo 3).
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Figura 5. Comparacion de las eficiencias de los dos microencapsulados

La prueba de multiples rangos mediante el diagrama de caja y bigotes demuestran que
existe diferencia significativa entre las medias de los tipos de microencapsulados. Cada
eficiencia fue calculada mediante la formula (4) dando como resultado 92,30 % el
microencapsulado con maltodextrinay 84,96 % para la encapsulacion con la combinacion
de los polimeros. Comparando los resultados con otros estudios y no teniendo
contradiccion con los mismos (Ortiz et al, 2011) resulta que la maltodextrina es muy
utilizada y eficaz sobre todo por su propiedad de reducir la permeabilidad de oxigeno del
material pared. En el caso especifico de (Esquivel & Martinez, 2015) la maltodextrina
es uno de los elementos mas empleados para optimizar el rendimiento en los productos
obtenidos por atomizacién al ser un oligosacéarido, a diferencia de la goma arabiga ya que
por su baja viscosidad se evidencié poca adherencia durante la atomizacion. Ademas, se
considero eficiente ya que alcanzé una méxima cantidad de material nucleo dentro de las
particulas de microesferas esto se puede observar en la figura 6 del analisis por infrarrojo
realizado.

3.3 Andlisis por espectrofotometria infrarroja FT-IR

La técnica de espectrofotometria es muy utilizada para analizar la eficiencia de los
microencapsulados ya que ayuda a interpretar las diferencias de las muestras a analizar
gracias a que no existe dos estructuras moleculares que generen un mismo espectro

(Skoog & Leary, 1998). Segun (Negrete & Secaira, 2016) es util si se requiere una
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determinacion cualitativa de los compuestos organicos presentes en una muestra, en la
investigacion realizada se analizd la eficiencia de las cada una de las
microencapsulaciones mediante una grafica que relacion6 la cantidad deradiacion IR que
atravesaron las microesferas con la longitud de onda, observando asi la posicion de los
picos de cada grupo funcional presente en las muestras. La figura 6 comparan los
espectros de las antocianinas sin microencapsular, las microesferas, y las matrices de

polimeros utilizadas.
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Figura 6. Espectrofotometria infrarroja FT-IR para comprobar la eficiencia de

microencapsulacion de antocianinas de sangorache. MD: microencapsulado con
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maltodextrina, MD-GA: microencapsulado con maltodextrina y goma arabiga relacion
80:20 cada una.

En la figura 6 se presenta de manera descendente cada espectro correspondiente al
extracto de antocianinas sin microencapsular, el microencapsulado de las mismas y los
biopolimeros en un rango espectral de 4360 cm a 760 cm™L.

En la misma figura la elipse de color rojo abarca principalmente el rango espectral de
3333,36 cmel resultado pone a manifiesto los espectros de banda ancha formados por
puentes de hidrégeno caracteristicos del grupo funcional hidroxilo y también el rango
espectral de 1619,91 cm™ a 1750,08 cmt (Anexo 4) que representa un grupo carbonilo
(Negrete & Secaira, 2016), las caracteristicas mencionadas pertenecen a los grupos

estructurales de las antocianinas como lo indica (Herrera & Montenegro, 2012).

Las elipses de color naranja representan el rango espectral de los grupos funcionales de
los dos tipos de microencapsulados teniendo como resultado que los grupos
caracteristicos de las antocianinas no estan presentes ya que fueron cubiertos por los
polimeros y no sefialadas en el espectro. Se puede evidenciar que las antocianinas fueron
completamente recubiertas por cada una de las matrices de los polimeros ya que si se
aprecia las elipses de color azul de la misma figura comprenden los rangos espectrales de

los grupos funcionales de las matrices poliméricas mismos picos de las microesferas de
antocianinas de sangorache.

Es asi que (Negrete & Secaira, 2016) establece que si las antocianinas fueron protegidas
0 cubiertas por la maltodextrinay la mezcla de goma ardbiga con maltodextrina mediante

el secado por aspersion se demuestra la eficiencia del proceso de microencapsulacion.

3.4 Evaluacién de la actividad antioxidante

3.4.1 Capacidad antioxidante mediante el método de DPPH (In vitro)

El ensayo de DPPH fue propuesto por (Bobo-Garcia et al., 2015) en donde explica que
los radicales organicos estables muestran una tonalidad violeta; en el proceso se midi6 la

capacidad antioxidante de cada microencapsulado mediante espectrofotometria.
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Mediante el analisis Anova de la actividad antioxidante mediante DPPH (In vitro) al 95
% de confianza (Anexo 5), se obtuvo un valor de p=0 menor al valor de significancia
(0,05) por lo tanto, si existe una diferencia significativa entre el concentrado de
antocianinas, microencapsulado con maltodextrina y microencapsulado con la
combinacion de los polimeros. La prueba de Ducan compard las medias de cada
microencapsulado para ello la figura 7 es el ejemplar del diagrama de cajas y bigotes de

dicha actividad.
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Figura 7. Diagrama de cajas y bigotes de la actividad antioxidante in vitro del

concentrado de antocianinas,  microencapsulacion  con  maltodextrina y
microencapsulacion con la combinacion de los polimeros.

No obstante, se debe tener en cuenta que la figura indica que el concentrado es la muestra
con mayor poder antioxidante debido a que en la muestra se encontraban antocianinas
completamente libres sin otro elemento envolvente. A partir de lo anterior se puede
analizar que las microesferas con alto contenido antioxidante fueron las
microencapsuladas con maltodextrina a diferencia que con la combinacion de
maltodextrinay goma arabiga. Los valores de pmol equivalentes de Trolox/ g de extracto
fueron 306,56; 211,58; 107,84 respectivamente, dichos valores representan la capacidad
deinhibicion. Enel (Anexo 6), se encuentra la ecuacion mediante la cual se graficé los g

de (Trolox/g de muestra Concentrado Maltodextrina y Goma Arabiga) dichos resultados
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concuerdan con la investigacion de (Arteaga & Arteaga, 2016) ya que se utiliz6 goma

para el secado por aspersion evidenciando una pérdidade la actividad antioxidante.

(Gallegos, 2016) manifiesta que los antioxidantes son captadores de radicales libres por
lo cual retrasan o inhiben la etapa de iniciacién del proceso de oxidacion, dando como
resultado la disminucion en la formacion de productos de descomposicion volatiles,
mientras que, (Arrazola et al, 2014) expresa que el potencial antioxidante de los
compuestos fendlicos dependera del nimero y disposicion de los grupos hidroxilo en las
moléculas deinterés por ello la actividad antioxidante de los compuestos fendlicos poseen
la facilidad de ceder atomos de hidrogeno grupo hidroxilo aromatico a un radical libre y
posibilidad de deslocalizacion de cargas en el sistema de dobles enlaces del anillo
aromatico. Ademas, (Londofio, n.d) enuncia que los compuestos fendlicos presentan una
estructura quimica ideal para captar iones metalicos (divalentes) y asi inhibir la formacion

deradicales libres a través de reacciones tipo Fenton.

El método de DPPH se utiliz6 por su simplicidad, pero (Londofio, n.d) describe como
desventaja la dificultad para interpretar los datos cuando se tienen sustancias cuyo
espectro de absorcion se solapa con el del radical, por lo tanto, es muy recomendable se
realice mas pruebas con otros métodos por el hecho de que en un procedimiento in vitro
no se analizan las mismas estructuras polifendlicas que en los procesos in vivo (Mera,
2018).

3.4.2 Actividad antioxidante con un sistema vivo de células (In vivo) con

Saccharomyces cerevisiae

Entre los compuestos fenodlicos se encuentran los polifenoles del tipo antocianina y otros
fendlicos sencillos; dentro de la investigacion se evallo la relacién entre el DPPH con las
antocianinas en los diferentes microencapsulados como se menciond anteriormente. Sin
embargo, los ensayos in vitro no tienen en cuenta aspectos fundamentales tales como
biodisponibilidad y metabolismo a demas no facilitan la informacién sobre los
mecanismos in vivo de la respuesta antioxidante (Soler, 2009). Para lo cual se realizd un
ensayo in vivo propuesto por (Mera, 2018) con Saccharomyces cerevisiae como
microorganismo modelo. La levadura S. cerevisiae es ampliamente estudiado por su gran

importancia en la industria, (Rodriguez, 2002) indica que para que las cédulas puedan
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sobrevivir deben distinguir alteraciones en el medio ya que los diferentescambios pueden
producir efectos negativos en el microrganismo. En la investigacion realizada se estudid

la capacidad que posee el extracto de sangorache frente a una induccion de estrés
oxidativo.

El estrés oxidativo se origina por altas exposiciones de oxigeno hacia el microorganismo
0 por otro tipo de moléculas oxidantes (Fiallos,2019). En (Barry, 2005) la produccion de
las especies reactivas del oxigeno (ROS) como radicales libres, es un proceso natural y
constante y el dafio que los radicales libres provocan en los diferentes tejidos depende de

las especies reactivas del oxigeno y la defensa antioxidante que posee el microorganismo.

Se utilizé en el ensayo perdxido de hidrogeno (H20:2) segin (Rodriguez, 2009) dicho
elemento no es un radical libre ya que no contiene ningun electrén desapareado, pero, Si
es la especie del oxigeno mas abundante con efectos muy destructores ya que puede
traspasar con facilidad la membrana de la levadura ademas (Barry, 2005) alude que

mediante una reaccion de Fenton se genere el radical hidroxilo (HO) siendo este muy
reactivo.

Laactividad antioxidante con levadura Saccharomyces cerevisiae se presentaen la figura
8 en donde se analiza la curva de crecimiento y la respuesta del estrés oxidativo inducido

con peroxido de hidrogeno comparada con vitamina C como agente antioxidante de
referencia y cada uno de los tipos de microesferas de antocianinas de sangorache.
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Figura 8. Curvas de crecimiento de Saccharomyces cerevisiae frentea un estrés
oxidativo inducido por el peroxido de hidrégeno 3 mmol/l, vitamina C como
control positivo y la levadura sin la adicién de un agente antioxidante como

control negativo.

En la figura 8 se puede apreciar la existencia de diferentes curvas de cinética de
crecimiento en donde la vitamina C se coloc6 como control positivo de la curva ya que

para (NIH, 2016) dicha vitamina es conocida por su potencial antioxidante y ayuda a
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salvaguardar las células contra los dafios producidos por radicales libres; la concentracion
de la vitamina C fue de 25 y 50 mg/ml, con la adicion de peroxido de hidrogeno como
agente negativo. También se puede observar las curvas de cada microencapsulado de
antocianinas con el agente negativo a las mismas concentraciones mencionadas

anteriormente y finalmente el crecimiento de la levadura.

Se midio las absorbancias a 600 nm de cada tratamiento en donde se aprecia que el
microencapsulado de antocianas a 50 mg/ml con maltodextrina y peroxido de hidrdégeno
presentd un mayor crecimiento (1,46) por lo tanto, posee mayor capacidad antioxidante
comparado con los demas sistemas porque la vitamina C y los microencapsulados de
sangorache con la mezcla los polimeros a la misma concentracion presentaron valores
menores de absorbancia (Anexo 7) sin embargo, lograron realizar su crecimiento normal
sin sufrir ningun estrés oxidativo debido a que la vitamina C 'y la levadura como lo indica
(Bastidas, 2019) contiene compuestos antioxidantes tales como ubiquinol acido D-
eritroascorbico, flavohemoglobina, &cido D-eritroascorbico, el glutation, ergosterol,
metalotioneinas, trehalosa y poliaminas, ademas de metabolitos carotenoides y enzimas
que detoxifican el oxigeno entre las cuales esta Cu/Zn superdxido dismutasa, peroxidasa,
Mn superdxido dismutasa, tiorredoxina peroxidasa, citocromo C, catalasa A, glutation
reductasa, tiorredoxina reductasa, tiorredoxina, y catalasa T que ayudan a evitar la

formacién de radicales libres que provoquen el estrés oxidativo.

Es también importante enfatizar que las absorbancias obtenidas con las microesferas de
sangorache con maltodextrina en las diferentes concentraciones mostraron resultados mas
altos que la vitamina C, por lo tanto, se demuestra que el extracto de sangorache ayudaa
evitar el dafio celular por la concentracion de antocianinas que posee tomando en cuenta

que las anteriores pruebas realizadas con dicho microencapsulado también presenta
mayor eficiencia.

Por lo mencionado anteriormente, se tomo en cuenta la vitamina C como agente de control
positivo por la bibliografia de (Vilaplana, 2007) al confirmar que actGa como
antioxidante y agente reductor proporcionando electrones a compuestos tanto en el
interior de la célula como en el exterior. Asi, puede actuar fuera de la célula,
conjuntamente con la vitamina E evitando la oxidacion lipidica y también en la
prevencién del dafio oxidativo sobre el ADN, cuya oxidacion estaria relacionada con

ciertos tipos de cancer y envejecimiento.
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Finalmente, la prueba in vivo realizada para determinar la capacidad antioxidante es de
cuantiosa ayuda. (Coronado et al, 2015) reitera que los antioxidantes frenan las
reacciones de oxidacion en las células a partir de las cuales se originan los perjudiciales
radicales libres entonces, su papel es clave en la reduccion de enfermedades

cardiovasculares, de tumores y de enfermedades neurodegenerativas al igual que acttan
potenciando el sistema inmunolégico.
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CAPITULO IV

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

1.1 Conclusiones

e Se realizd la extraccién de solido liquido de antocianinas de las hojas y flores de
sangorache (Amaranthus quitensis) con dos tipos de disolventes para lo cual se
resalt6 en la investigacion que los pigmentos vegetales tienen un papel importante
en las plantas por su funcion que es reproducir la especie y dispensar las semillas
del fruto. Con lo mencionando anteriormente se llegé a la conclusion de que, la
extraccion de antocianinas es muy importante en la actualidad por las propiedades
farmacoldgicas y terapéuticas que presentan, ademas, estos efectos estan
relacionados con la actividad antioxidante para lo cual, se microencapsuld el
concentrado del material vegetal extraido con diferentes polimeros con el objetivo

de poder demostrar dicha actividad.

e Seevalud la eficiencia deextraccion delas antocianinas de sangorache con cadatipo
de disolvente (agua o la mezcla de etanol 96% y acido clorhidrico en relacién 85:15)
comprobandose que el mejor disolvente para la extraccion de antocianinas
(cyanidina 3-glucdsido) fue el agua alcanzando una concentracion maxima de
7,89 mg/100 g de material vegetal seco en relacién material vegetal con disolvente

1:20, temperatura 80 °C y tiempo de extraccion de 30 minutos.

e Se microencapsularon las antocianinas extraidas del sangorache (Amaranthus
quitensis) mediante el secado por aspersion con diferentes matrices poliméricas
(maltodextrina y la mezcla de maltodextrina con goma arabiga) como agentes
microencapsulantes, empleando una temperatura de entrada 150 °C para los dos
tipos de polimeros y de salida de 95 °C para maltodextrina y 103 °C para
maltodextrina con goma arabiga, lograndose obtener un polvo fino constituido por

las microesferas formadas.

e Se determind la eficiencia de microencapsulacion de antocianinas de sangorache

(Amaranthus quitensis) se obtuvo como resultado que las microesferas con
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maltodextrina presentaron una eficiencia de 92,30 % mucho mas alta que con la
mezcla de maltodextrina y goma arabiga que fue de 84,96 %, corroborandose este

resultado en el andlisis de espectrofotometria infrarroja realizado.

Se evaluo la actividad antioxidante in vitro mediante la prueba de DPPH e in vivo
con un sistema vivo de células con Saccharomyces cerevisiae con las microesferas
deantocianinas delsangorache. Los resultados de la primera prueba realizada fueron
en pmol equivalentes de Trolox/ g de microesferas fue de 211,58 para el producto
microencapsulado con maltodextrina y 107,84 con la mezcla de maltodextrina y
goma arabiga, También se realiz6 la determinacion de la actividad antioxidante por
medio de una curva cinética siendo el microencapsulado con maltodextrina el que
mostré una absorbancia mayor que los demas tratamientos incluso que la vitamina
C que se utilizé como control. Por lo cual, se concluye gque las antocianinas de

sangorache microencapsuladas con maltodextrina presentan una elevada actividad
antioxidante, demostrando in vivo esta actividad.

4.2 Recomendaciones

Se recomienda que para el proceso de extraccion de antocianinas no solo se
determine el tipo de disolvente a utilizar ya que existen otros factores tales como
la relacion de material vegetal, temperatura y tiempo que influyen en la eficiencia

del proceso.

Realizar ensayos con otro tipo de polimeros para la microencapsulacion.

Utilizar otros tipos de agentes antioxidantes como control para la determinacién

de la actividad antioxidante.
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ANEXOS

Anexo 1. Datos de la extraccion de antocianinas de sangorache con diferentes
tratamientos
DISOLVENTE AGUAH,0
CONCENTR % DE .
TRATAMI| RPLI | Abs | PROM 3 SOLIDOS
ACION HUMEDA
ENTO CA |535nm| EDIO TOTALES
mg/ 100g D
T,M,,| 024 8,176 99,20 0,80
T, M, T,M;,| 0,25 0,25 8,521 99,39 0,61
T,;M;5| 0,26 8,866 99,31 0,69
T,M,,| 0,23 7,845 99,25 0,75
T M, T,M,,| 0,23 0,23 7,845 99,31 0,69
T,M,;| 0,24 8,258 99,32 0,68
T,M;,| 0,21 7,106 99,45 0,55
T, M, T,;M;,| 0,20 0,21 6,968 99,10 0,90
T,;M;5| 0,22 7,486 99,15 0,85
DISOLVENTE ETANOL 96% Y ACIDO CLORHIDRICO 37% RELACION
85:15
% DE 3
TRATAMI|{REPL| Abs | PROM |[CONCENTR SOLIDOS
. HUMEDA
ENTO ICA |535nm| EDIO ACION 5 TOTALES
T,M,,| 0,175 6,04 98,67 1,33
T,M, T,M,,| 0,183 0,18 6,31 99,10 0,90
T,M; ;| 0,179 6,18 98,93 1,08
T,M,,| 0,156 5,37 99,09 0,91
T, M, T,M,,| 0,155 0,15 5,33 99,10 0,90
T,M,3| 0,149 5,13 99,12 0,88
T,M;,| 0,152 5,24 99,12 0,88
T,M; T,M;,| 0,160 0,16 5,52 98,06 1,94
T,M;,| 0,168 5,80 99,11 0,89!
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Anexo 2. Condiciones de la microencapsulacién de antocianinas

MUESTRA

SOLUCION

POLIMERO DE
ENCAPSULADO

TEMPERATURA
DE ENTRADA
(*C)

TEMPERATURA
DE SALIDA (°C)

Concentrado
de
antocianinas
extraidos con

agua

Maltodextrina

150

95

Concentrado
de
antocianinas
extraidos con

agua

Maltodextrina 'y

goma arabiga

150

103
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Anexo 3. Analisis de varianza de las eficiencias de microencapsulacion

SUMA DE CUADRADO 3
FUENTE GL RAZON-F | VALOR-P
CUADRADOS MEDIO
Entre
107,898 1 107,898 79,21 0,0001
grupos
Intra
8,17315 6 1,36219
grupos
Total
116,071 7
(Corr.)

Se puede apreciar que a un 95 % de confianza el valor p = 0,0001 es menor respecto al
nivel de significancia de 0,05 % por lo tanto si existié una diferencia significativa entre

los dos tipos de microencapsulado.
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Anexo 4. Rangos espectrales del analisis infrarrojo del extracto de antocianinas

Wavenumber [cm-1] %T
@33.@ @9361
3239.82 83.2653
2875.34 114.194
2354.66 109.103
2099.14 109.318

1750.08 (104.239)
1671.98 (100.289)

2l

1619.9 @6475
1536.02 107.647
1499.38 106.523
1473.35 105.86
1395.25 104.612
1343.18 105.307
1317.14 105.46
1260.25 107.54
1150.33 105.496
1098.26 105.563

52



Anexo 5. Analisis Anova de la actividad antioxidante mediante DPPH (In vitro)

Fuente Suma de Gl |Cuadrado Razon-F Valor-P
Cuadrados Medio

Entre grupos [78963,8 2 (394819 5249,01 0,0000

Intragrupos 45,1307 6 [7,52178

Total (Corr.) |79008,9 8
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Anexo 6. Curva de calibracion del porcentaje de inhibicion frente a las umol de Trolox

%INH

120,000

y =0,2632x - 5,6865

100,000 -
R2=0,9988 .-

80,000
. "...
60,000

40,000

20,000 P

0,000
0 50 100 150 200 250 300 350 400 450
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Anexo 7. Absorbancia de cada tratamiento para pruebas in vivo con Saccharomyces

cerevisiae
TRATAMIENTO Abs. 600

nm
Maltodextrina 50 mg/ml + 3 mM H202 1,46
Maltodextrina 25 mg/ml + 3 mM H202 1,31
Maltodextrina con Goma Arabiga 50 mg/ml + 3 mM H202 1,29
Vitamina C 50 mg/ml + 3 mM H202 1,23
Maltodextrina con Goma Arabiga 25 mg/ml + 3 mM H202 1,19
Vitamina C 25 mg/ml + 3 mM H202 1,16
Levadura+ 3 mM H202 1,02
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