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RESUMEN

Las antocianinas son pigmentos hidrosolubles empleadas como colorantes en la
preparacion de bebidas, vinos e infusiones. Debido a sus propiedades antioxidantes son
considerados agentes quimioprotectores y son utilizados en el tratamiento de

enfermedades.

El presente trabajo de investigacion consistié en la extraccion, microencapsulacion y
evaluacion de la capacidad antioxidante de las antocianinas presentes en la Hibiscus
sabdariffa o Flor de Jamaica, planta cultivada en el canton Milagro de la region Costa
ecuatoriana. Esta planta es altamente reconocida por sus propiedades medicinales, ya que
posee multiples vitaminas, minerales y compuestos bioactivos importantes para la salud.
Para su extraccion se utiliz6 una relacion 1:25 material vegetal sobre volumen de
disolvente, con temperatura constante de 85 grados centigrados por 30 minutos. La
sustancia bioactiva extraida se concentrd y microencapsulé mediante la técnica de secado
por aspersion, empleando una matriz polimérica (maltodextrina) obteniendo una
eficiencia de microencapsulacion del 88,02 por ciento. Mediante un analisis de
espectroscopia infrarroja se demostro la efectividad de la maltodextrina como polimero al
formar microesferas que recubren y protegen a las antocianinas. Para la evaluacion de la
capacidad antioxidante se realizaron ensayos in vitro sobre el extracto concentrado y el
microencapsulado, utilizando la técnica de DPPH, obteniendo valores de 328,41y 219,29

micromol (equivalentes de Trolox sobre gramo de extracto seco) respectivamente.

Palabras claves: antocianinas, flor de Jamaica, plantas medicinales, quimioprotectores,

microencapsulacién, antioxidantes.
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ABSTRACT

Anthocyanins are water-soluble pigments used as colorants in the preparation of
beverages, wines, and infusions. Due to their antioxidant properties they are considered

as chemoprotective agents and are used in disease treatment.

The present research work consisted of the extraction, microencapsulation and evaluation
of the antioxidant capacity of anthocyanins present in Hibiscus sabdariffa or Jamaica
Flower, a plant cultivated in Milagro city, in the coastal region of Ecuador. This plant is
highly recognized for its medicinal properties since it contains multiple vitamins, minerals
and bioactive compounds important for health. For its extraction, a ratio of 1:25 plant
material to volume of solvent was used, at a constant temperature of 85 plus-minus 5
degrees Celsius for 30 minutes. The extracted bioactive substance was concentrated and
microencapsulated by means of the spray drying technique using a polymeric matrix
(maltodextrin) where its microencapsulation efficiency was 88.02 percent. Infrared
spectroscopy analysis demonstrated the effectiveness of maltodextrin as a polymer,
generating microspheres that coated and protected anthocyanins. For the evaluation of
antioxidant capacity, in vitro tests were carried out on the concentrate extract and the
microencapsulated extract, using the DPPH technique, obtaining values of 328,41 and

219,29 micromol (Trolox equivalent per gram of dry extract) respectively.

Key words: anthocyanins, Jamaica flower, medicinal plants, chemoprotectants,
microencapsulation, antioxidant.
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CAPITULO |
MARCO TEORICO

1.1 Antecedentes Investigativos

1.1.1 Descripcion de la planta de Flor de Jamaica (Hibiscus sabdariffa)

1.1.1.1 Generalidades

La planta de Flor de Jamaica o Hibiscus sabdariffa, es un tipo arbusto, perteneciente a la
familia de las Malvaceas que mide alrededor de 1 a 3 metros de altura con un sistema
radicular esparcido y poco profundo, donde presenta un tallo robusto y de color rojizo con
hojas trilobadas que suelen llegar a medir unos 15 cm de largo distribuidas de forma
alternada en el tallo, sus flores son suculentas, axilares de corola amarilla, blanca o rosada
y de base roja, se encuentran formadas de 4 o 5 pétalos (Figura 1)., donde el caliz, cuando

madura, constituye la parte mas empleada de esta especie (Ajay et al., 2007).

En el mundo existen mas de 150 variedades de esta planta, las cuales se desarrollan en
climas tropicales y subtropicales a temperaturas de entre 20 y 28 °C, siendo poca la
tolerancia a temperaturas bajas durante largos periodos, ademas, presenta una
importante particularidad al adaptarse a una gran variedad de suelos, ya que es una
planta que no requiere de demandantes cuidados, sin embargo (Zapata et al., 2014)
menciona que la planta de Flor de Jamaica es mas productiva en suelos rojizos y con poca
profundidad. Ademas, se menciona que la temporada de cosecha se realiza cuando la
planta da inicio a la etapa de maduracién donde su ciclo es de alrededor de seis a siete

meses.

Actualmente, el cultivo de la Flor de Jamaica es utilizada en la elaboracion de bebidas
refrescantes libres de cafeina como el té de Jamaica y en productos alimenticios como
colorante natural, ademas de sus notables propiedades medicinales dentro de las
actividades farmacoldgicas debido a su capacidad antioxidante, sin embargo, ya que el
cultivo de la Flor de Jamaica no es altamente difundida ha sido calificada como una
alternativa poco rentable en paises como Nicaragua, México y el Salvador debido a su
baja industrializacion (Cuzcano, 2013).



1.1.1.2 Origen

Se han identificado alrededor de 200 especies del género Hibiscus L. considerado un
grupo heterogéneo debido a su variabilidad morfolégica como cromosdmica, siendo una
planta exigente en cuanto a fotoperiodos de luz (mayor de 11 a 12 horas), cultivada en
regiones con climatologia favorable como el Sudeste de Asia, Centroamérica y del Sur
(Wang & Mazza, 2002).

La Flor de Jamaica -Hibiscus sabdariffa-, es reconocida de manera popular como Flor de
Jamaica o0 Rosa de Abisinia (Guatemala y México), Quimbombd (Cuba y Panamad),
Roselle (Italia), Mesta (India) y Malven Tee (Alemania) (Alonso, 2004). A continuacion

1.1.1.3 Clasificacion Taxonémica
Segun (Ortiz, 2008), la taxonomia de la Flor de Jamaica (Hibiscus sabdariffa) se clasifica

de la siguiente manera:

Tabla 1 Identificacion Taxondmica de la Flor de Jamaica (Hibiscus sabdariffa)

FLOR DE JAMAICA

Nombre Cientifico Hibiscus sabdariffa. L

Reino Plantae
Sub-reino Tracheobionta
Clase Magnoliopsida
Sub-clase Dieeniidae
Orden Malvales
Familia Malvacease
Género Hibiscus
Division Anthophyta
Especie H. sabdariffa

Fuente: https://silo.tips/download/tecnologia-resumen-palabras-clave-hibiscus-
sabdariffa-I-macronutrientes-minerale ; (Ortiz, 2008)


https://silo.tips/download/tecnologia-resumen-palabras-clave-hibiscus-sabdariffa-l-macronutrientes-minerale
https://silo.tips/download/tecnologia-resumen-palabras-clave-hibiscus-sabdariffa-l-macronutrientes-minerale

Figura 1 Planta de Flor de Jamaica (Hibiscus sabdariffa)

Nota: Adaptado de Seednative [Fotografia], por Empresa SEEDNATIVE Semillas y
Plantas.

Fuente: (Badreldin, Wabel, & Blunden, 2005)

1.1.1.4 Distribucion Geogréfica

La Flor de Jamaica ha sido intensamente cultivada desde Egipto, Sudan y Senegal debido
a sus propiedades medicinales, ademas de ser cultivada en Centro América, El Caribe y
el Sudeste Asiatico. Segin (Sumaya Martinez et al., 2014) en su estudio de Potencial de
la Jamaica (Hibiscus sabdariffa) en la elaboracion de alimentos funcionales con actividad
antioxidante, se han desarrollado nuevas estrategias que han permitido cultivar la Planta

de Flor de Jamaica en paises en Centroamérica y Sudameérica.

El Ecuador esta ubicado en un area adecuada para su adaptacion y sembrio debido a la
variedad de regiones tropicales y subtropicales que posee, no obstante, al tener una baja
difusion en nuestro medio solamente se muestran pequefias zonas de cultivo en la region
Amazonica y Costa, encontrandolos en areas pertenecientes a las provincias de Napo,
Pastaza y Morona Santiago en la zona de SucUa y en la region Costa se los encuentra en

los cantones Isidro Ayora, Milagro y Pasaje. (Salinas et al., 2003)

Por tanto, aunque en el Ecuador existe una escasa difusion, el cultivo de Hibiscus

sabdariffa ha sido acogido por ciertos agricultores que conocen sus propiedades y la



demanda existente en el mercado. No obstante, debido a que es un producto poco
elaborado y sin suficientes investigaciones que lo avalen, constituye un ligero

inconveniente en el sector dedicado a su cultivo (Sumaya Martinez et al., 2014).

1.1.1.5 Descripcion Botanica

H. sabdariffa es una planta tipo arbusto, propia de climas subtropicales, herbécea,
semilefiosa y de fotoperiodicidad marcada que puede alcanzar de 1 a 2 metros de altura
con raiz de tipo pivotante (Hidalgo V. et al., 2009). La planta presenta un tallo de forma
cilindrica, ramificada y de color rojizo, que produce una fibra empleada para sustituir al
yute en la fabricacién de cordeles, ademas posee hojas ubicadas de manera alterna ovadas
y trilobadas que miden de 7,5 a 12 cm de longitud con nervaduras rojas y bordes de forma
irregular (Sindi et al., 2014). Sus flores son solitarias y axilares, unidas en la base a un
caliz carnoso rojo-pardo y de forma de corola acampanada, provista de pétalos que, al
marchitarse y desaparecer la corola, quedan de 5 a 6 sépalos con forma de copa, que se
alargan y tienden a ponerse carnosos de un color rojo intenso brillante (Babalola et al.,
2001)

El sistema radicular es herbaceo y poco profundo, donde aumenta su profundidad hasta
1,5 metros en suelos arenosos. La capsula o fruto es seco y velloso, puesto que posee 5
compartimentos, envuelto por el céliz carnoso, donde presenta una forma ovoide que
contiene semillas reniformes (4 a 20 semillas) de color café oscuro, de 3 a5 mm de largo

y un peso aproximado de 2 g (Martinez et al., 2000).

1.1.1.6 Composicién quimicay valor nutricional

La composicion quimica de la Hibiscus sabdariffa, parte desde los componentes presentes
en los calices destacando la presencia desde el punto de vista farmacol6gico a los acidos
organicos (malico, citrico, tartarico, hibisico), antocianinas (delfinidina-3-glucésido,
cianidina-3-glucosido, delfinidina-3-sambubiosido, cianidina-3-sambubiosido),
flavonoides, polisacaridos, compuestos fendlicos, proteinas, f-caroteno, vitamina A,

vitamina B, vitamina B, y vitamina B;, (Galicia et al., 2008).
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Segun, (Fernandez-Arroyo et al., 2011) en su estudio de Cuantificacion de polifenoles a
partir de extractos acuosos de H. sabdariffa, se han identificado ciertos tipos de acidos
fenolicos como el acido clorogenico, acido protocatéquico y galocatequina en extractos a
partir de calices de H. sabdariffa. Dentro de sus variados componentes quimicos también
se detalla su tonalidad, siendo una de sus peculiaridades mas importantes en la calidad
organoléptica de los alimentos, teniendo una gran influencia sobre su valor estético,
ademas de emplearse como base para la admision de una extensa variedad de productos

en el ambito alimenticio (Stringheta, 1991).

OH

Cianidina-3-glucosido Delfinidina-3-glucoésido

Figura 2 Antocianos presentes en la Flor de Jamaica

Fuente: (Lee et al., 2002)
Los valores de proteina y demas componentes suelen llegar a ser muy variables
dependiendo la especie analizada, se tiene en cuenta que la Flor de Jamaica presenta una
gran fuente de hierro, potasio, calcio y magnesio, ademas en el estudio de (Navas et al,
2012) sobre analisis y actividad antioxidante de compuestos antocianicos se ha
demostrado la presencia de otros polifenoles como la gosipetina, quercetina, luteolina y
derivados de glucosidos. Todos estos compuestos bioactivos se caracterizan por presentar
actividad antioxidante (Wong et al., 2002). Por otra parte, los calices son ricos en fibra
dietética, minerales y vitaminas como la tiamina, niacina y riboflavina, observando un
efecto hipotensor y su participacion en la reduccion de las concentraciones de creatinina
en la orina. (Mojiminiyi et al., 2000). Ademas, los extractos etandlicos de los calices
secos reducen los niveles de malondialdehido, demostrando claramente su capacidad

antioxidante y actuando como un citoprotector (Usoh et al., 2005).
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Tabla 2 Composicion proximal de célices de Jamaica (g/100 g de materia seca)

e R
Proteina 8,6 17,4 9,87
Lipidos 2,0 2,61 0,59
Cenizas 6,8 6,9 9,75
Fibra cruda 8,5 12,0 -
Fibra dietética total - - 33,90
- Fibra insoluble - - 29,04
- Fibra soluble — — 4,87
Minerales y Vitaminas (mg/100g)

Calcio 1263 1602 —
Potasio 2320 2732 -
Fosforo 163,1 - -
Hierro 34,6 8,98 37,80
Magnesio 340 309 316
Zinc 6,3 - -
Vitaminas

Acido ascorbico 54,8 67

Niacina - 3,76 -
Tiamina - 0,117 -
Riboflavina - 0,277 -

Fuente: (AOAC, 2000)



La composicion proximal de los célices de Jamaica a través del método AOAC destacan
que el componente de mayor proporcion es la fibra dietética, con propiedades funcionales
que le confieren un aumento en su valor agregado, ademas que la cantidad de componentes
no digestibles presentes es significativamente alto, llevando a plantear estrategias
comerciales debido a la cantidad de componentes bioactivos que no son utilizados en su
totalidad (Csernoch et al., 2018).

Los distintos componentes que presenta la Hibiscus sabdariffa L. segin (Mahadevan et

al., 2009) se mencionan de manera detallada en la siguiente tabla.

Tabla 3 Componentes quimicos de la Hibiscus sabdariffa L.

Parte de la Componentes quimicos
planta
Semilla Proteina, grasa y fibra dietética, fosforo, magnesio, calcio, almidon,

celulosa, hidratos de carbono, ergosterol, acido palmitico, acido oleico,
acido miristico, metanol, acido malvalico, acido linoleico, alcohol

isoamilico, etanol, 3-metil-1-butanol.

Flor Manosa, sacarosa, tiamina, xilosa, hidratos de carbono, la niacina, la
pectina, proteinas, grasas,  arabinanos, arabinogalactanos,
rhamnogalacturans, riboflavina, p-caroteno, cianidina-3-glucdésido,
cianidina-3-sambubidsido,  delfinidina-3-glucésido,  delfinidina-3-
sambubiosido.

Hoja Proteinas, hidratos de carbono, hierro, calcio, fosforo, tiamina, a-acetato
de terpinilo, anisaldehido, B-caroteno, B-sitosterol, alcohol isoamilico,
alcohol isopropilico, metanol, 3-metil-1-butanol, etanol, &cido mélico,

fibra y cenizas.

Céliz Hierro, fosforo, calcio, magnesio, potasio, pectina, citrato, &cido

ascorbico, quercetina, luteolina y gosipetina.

Frutos a-acetato de terpinilo, pectina, anisaldehido, acido acético, etanol, &cido

férmico, acido caprilico, acido citrico, acido propionico, acido ascorbico,

oxalato de calcio, 3-metil-1-butanol, benzaldehido, metanol y minerales.
Fuente: (Mahadevan, Shivali, & Pradeep, 2009).




Tabla 4 Contenido en compuestos polifendlicos de los calices de la flor de Jamaica

(9/100 g de materia seca)

Polifenoles extraibles 2,17 £ 0,04
- Acidos Hidroxibenzoicos 32,60

- Antocianidinas 30,80

- Flavonoles 5,87
Polifenoles no extraibles

- Proantocianidinas (taninos condensados) 3,38 £ 0,06
- Polifenoles hidrolizables 0,58 £ 0,03

Fuente: (Sayago, Arranz, Serrano, & Gofii, 2007)

La presencia de compuestos polifendlicos (extraibles y no extraibles) sefialan una gran
importancia nutricional ya que ejercen su principal actividad bioldgica relacionada con su
capacidad antioxidante, antimicrobiana y secuestro de radicales libres (Dolara et al.,
2005).

Tabla 5 Capacidad antioxidante de los calices de la Flor de Jamaica y algunos
subproductos vegetales

Capacidad Antioxidante (método de medicién)

MATERIAL ABTS FRAP DPPH (EC50)

(umol trolox equivalents/g materia (g materia seca/g DPPH)

seca)
Hibiscus sabdariffa L 90,8 66,3
Orujo de uva blanca 124,4 £0,3 -
Orujo de uva roja - 525 + 28 1,53
Céscara de mango - - 1,92

Fuente: (Sayago, Arranz, Serrano, & Gofii, 2007)



Las caracteristicas funcionales de la Hibiscus derivadas del contenido en fibra saludable,
asi como la capacidad antioxidante justifican su uso como ingrediente en alimentos,
productos farmacéuticos y en bebidas hidratantes, teniendo un agregado nutricional para
la salud debido a su alto contenido de vitaminas y minerales, (Bazzano et al., 2002) en su
estudio, sobre tratamientos de enfermedades cardiovasculares empleando la ingesta de
verduras y fruta, han demostrado la contribucion de la fibra dietética en el mantenimiento
de la salud gastrointestinal, en la disminucion de enfermedades cardiovasculares y ciertos

tipos de cancer.

1.1.2 Antocianinas

1.1.2.1 Generalidades

Son pigmentos hidrosolubles de amplia distribucion en la naturaleza, responsables bajo
diferentes factores intrinsecos, de una alta gama de tonalidades rojas, naranjas, azules y
moradas de muchas flores, frutas y verduras. Se encuentran localizadas en las vacuolas de
las células vegetales, donde poseen una mayor concentracion en flores, frutas, tallos y

calices (Navas et al., 2012).

Forman parte de la familia de los flavonoides, donde en la actualidad se conocen mas de
100 tipos diferentes responsables de las distintas variedades de colores en flores, frutos
entre otros. Las antocianinas al ser pigmentos solubles en agua se encuentran presentes en
sistemas acuosos alimentarios participando de manera activa como agentes potenciales
con valor agregado en la dieta diaria humana (Kong et al., 2003) formando parte en la
ecofisiologia, propagacion de las plantas, ayudando a atraer polinizadores que actdan
directamente en los mecanismos de defensa contra factores de estrés ambientales y
bidticos (Menzies et al., 2016), ademas de actuar como colorante natural en la industria

alimentaria y como agente con capacidad antioxidante en la industria farmacéutica.

1.1.2.2 Estructura Quimica

Se encuentran compuestas de una estructura basica ordenada en dos anillos bencénicos,
unidos mediante un anillo pirano formando una molécula de antocianidina denominada
aglicona (cation 2-fenilbenzopirilio o flavilio), a la que se le une una molécula de azucar

mediante un enlace glucosidico (Ozela et al., 2007), el caracter polar que posee la



molécula de antocianina le permite obtener una alta solubilidad al contacto con distintos
solventes tales como alcohol y agua, produciendo que la aglicona o genina debido a sus
enlaces conjugados se encargue de donar electrones y asi se alcance a observar los
diversos colores caracteristicos de las antocianinas ya que el incremento en la
hidroxilacion produce un desplazamiento hacia la tonalidad azul y el incremento de las
metoxilaciones ocasiona una tonalidad roja (Cadena et al., 2008).

En la siguiente tabla, propuesta por (Rodriguez-Saona & Wrolstad, 2001) se presentan

los sustituyentes y espectros de longitud de onda de las antocianinas.

Antocianidina Estructura basica Sustitucion Espectro Color
visible A
R, Rz | (nm)
Peonidina OCH; H 505 Naranja
Pelargonidina H H 510 Naranja-
rojo
Delfinidina OH OH 522 Azul-rojo
Cianidina OH H 520 Azul-rojo
Petunidina OCH; OH 532 Naranja-
rojo
Malvidina OCH; | OCHj; 546 Azul-rojo

Figura 3 Estructura quimica y sustituyentes de las antocianinas

Fuente: (Rodriguez-Saona & Wrolstad, 2001)

La presencia de los sustituyentes quimicos en los anillos A y B de las antocianinas, segun
(Wang & Mazza, 2002) determina la naturaleza de los otros compuestos con diversos
colores, sefialando que entre mas veces se encuentre sustituida la molécula esta obtendra
un color menos claro, por tanto, las caracteristicas cromaticas que se presentan en las
diferentes partes de la planta son afectadas directamente por los sustituyentes quimicos
que puede llegar a poseer la molécula, tomando en cuenta la orientacién y posicion que
conlleven en el grupo flavilio, donde un aumento del grado de hidroxilacion genera un

desplazamiento batocromico es decir que la absorbancia de la luz se desplaza de un tono
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rojo a uno purpura, ocasionando un aumento en la longitud de onda del espectro visible
(Garzén, 2008).

1.1.2.3 Factores que determinan la estabilidad de las antocianinas

Existen ciertos factores que contribuyen en la estabilidad de las antocianinas, como lo es
el pH, la temperatura, la luz, el oxigeno, las enzimas, la formacién de complejos y la
copigmentacion que influye directamente en la tonalidad debido a la interaccidn entre las

antocianinas y sustancias organicas (Csernoch et al., 2018).

1.1.2.3.1 Efecto del pH
El pH afecta directamente en la estabilidad y la estructura de la molécula; puesto que la
acidez posee un efecto protector en soluciones acuosas a pH bajo. Las antocianinas son
mas estables en medio &cido, puesto que la forma que predomina es la del i6n flavilio, que
posee una tonalidad roja, al ser sometidas a soluciones con pH neutro o alcalino, el i6n se
vuelve fragil al ataque nucleofilico, lo que genera una pseudobase denominada carbinol,
que ocurre a pH 4,5 formando estructuras de acetonas aromaticas o chalconas, que poseen

formas incoloras (Rodriguez-Saona & Wrolstad, 2001)
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NN Bases quinonoidales
Chalconas o Carbinol o pseudobases Cation flavilio Bases quinonoidales ionizadas
L L1 1l J
pH40-55 pH05-2.0 pH6.0-7,0

Figura 4 Tonalidad de las antocianinas a distintos niveles de pH

Fuente: (Andersen & Jordheim, 2006)
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1.1.2.3.2 Efecto de la temperatura
La temperatura actla directamente en la estabilidad de las antocianinas debido a que su
incremento produce una disminucién en su coloracion, reduciendo su estabilidad durante
el procesamiento y almacenamiento, ya que la combinacion de operaciones involucra un
aumento de temperatura que afecta el contenido de las antocianinas, generando
eventualmente productos cafés, fundamentalmente por la presencia de oxigeno
(Cavalcanti et al., 2011). La pérdida del aztcar glicosilante, produce una disminucién en
la coloracion de los compuestos antocianicos por efecto directo de la temperatura, ya que
a medida que aumenta se produce la apertura del anillo en la posicion 3’ de la molécula
antocianica provocando que los enlaces glicosidicos lleguen a hidrolizar, produciendo asi

chalconas incoloras (Garzén, 2008).

1.1.2.3.3 Efecto de la luz

La luz al actuar sobre las antocianinas se maneja de cierta forma en la naturaleza, siendo
esencial para la biosintesis en las flores, pero acelerando los procesos de degradacion
durante el almacenamiento, por tal razon, las antocianinas conservan su color cuando se
almacenan en oscuridad (Ajay et al., 2007).

Ademas, (Cavalcanti et al., 2011) sefialan que se ha estudiado la estabilidad que
presentan las antocianinas bajo la luz de nedn y en oscuridad por 24 semanas con
resultados contundentes al mostrar que el efecto de la luz decrece de manera considerable

el contenido de fenoles y de las antocianinas durante el almacenamiento.

1.1.2.3.4 Efecto del oxigeno
Participa junto con la temperatura en otros procesos de degradacion ya que conjuntamente
pueden deteriorar el color de las antocianinas aisladas mediante un mecanismo oxidativo

generando un efecto desestabilizante (Garzén, 2008).

Segun, (Bermudez et al., 2016), el oxigeno y la temperatura son considerados como
agentes que aceleran la degradacion de las antocianinas generando productos pardos e

incoloros, como resultado de la oxidacidn de la base carbinol.
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La presencia de polifenol-oxidasas, glucosidasas y ciertas enzimas endégenas en muchos
tejidos de plantas han mostrado una directa implicacion en la decoloracion oxidativa de

las antocianinas (Shiraishi et al., 2007).

1.1.2.3.5 Efecto de las enzimas
La capacidad de separar los enlaces o-glicosidicos, genera de manera indirecta
compuestos inestables, responsables de polimerizar y formar pigmentos pardos,
produciendo de esta manera efectos significativos sobre las caracteristicas cromaticas de

las antocianinas (Figueroa et al., 2010).

1.1.2.4 Propiedades funcionales de las antocianinas
Las propiedades farmacologicas y terapéuticas que han llegado a presentar ciertos
pigmentos antocianicos se han vuelto una alternativa significativa en la reduccion de
efectos anticancerigenos, antitumorales y antidiabéticos todo gracias a su accion
antioxidante, donde bajo estudios (Ghiselliet al., 1998) se han sefialado que fracciones de
antocianinas provenientes del vino han demostrado ser precisas en atrapar especies
reactivas del oxigeno, inhibiendo la oxidacion de lipoproteinas y en su participacion activa

en procesos dentro de la agregacion de plaguetas.

Las antocianinas son pigmentos que en la actualidad han demostrado un gran potencial en
el ambito alimenticio, actuando como un reemplazo competitivo de colorantes sintéticos
ofreciendo una alta gama de colores que comprende desde el rojo hasta el azul de ciertas
frutas y vegetales, ademas de estar asociado al ambito cosmético y farmacéutico debido a

su amplio esquema de propiedades quimicas y bioactivas (Stintzing et al., 2002).

A las antocianinas también se les atribuye el mejoramiento de la agudeza visual y el
comportamiento cognitivo, debido a su variedad de bioactividades que maneja, como
antioxidante, antimicrobiano, antiinflamatorio, cardioprotector entre otros, haciendo mas
grande su potencial segun (Hale et al., 2005) en su investigacion sobre la suplementacion
con polifenoles que mejoran el déficit relacionado con la edad, explican que este tipo de
pigmentos se encuentran estrechamente ligados en la prevencion de enfermedades que

implican propiedades activas sobre la salud humana.

13



1.1.2.5 Importancia de las antocianinas
La inclinacion por las antocianinas se ha intensificado recientemente debido a sus
propiedades medicinales, donde estudios realizados por (Wen et al., 2015) en su analisis
de la Optimizacién del proceso de extraccion de antocianinas, han demostrado los efectos
que ejercen los pigmentos antocianicos, atribuyendo la reduccion de enfermedades
coronarias, afecciones respiratorias, bajas defensas, estrefiimiento, efectos

antiinflamatorios, antitumorales y antidiabéticos.

Adicionalmente, estudios cientificos (Gonzalez-Stuart, 2010) sobre las multiples
propiedades de la H. sabdariffa, han concluido que aunque no se debe dejar de prestar
atencion a las propiedades nutricionales de esta planta, los efectos méas representativos se
deben a la capacidad antioxidante de sus compuestos constitutivos, por tanto, sus hojas,

calices y semillas son considerados alimentos funcionales con propiedad antioxidante.

En la actualidad, las antocianinas presentan diversos beneficios enfocados a la salud
humana, la industria alimentaria y cosmética, ademas ciertos son los estudios (Vareed et
al., 2006) que mencionan los efectos antiinflamatorios de las antocianinas, es especial las
de tipo delfinidina o delfinidol, las cuéles participan de manera activa en la inhibicion de
ciertas enzimas lisiloxidasas y ciclooxigenasas, ademas de tener un efecto significativo
sobre algunas enfermedades de tipo coronario que estan estrechamente asociadas en la
inhibicion de la peroxidacion lipidica. Siendo necesario la aplicacion de mas estudios para
establecer el alcance de sus propiedades promotoras.

1.1.2.6 Extraccion de antocianinas
Para la extraccion de antocianinas, se han desarrollado una cantidad de métodos segun
(Zapataetal., 2014) que intentan obtener el mejor rendimiento del compuesto analizando
distintas condiciones que permitan alcanzar los mayores beneficios potenciales, donde
(Riera A., 2020) menciona que debido a la fuerte actividad antioxidante que presenta las

antocianinas aumentan su uso tanto en la industria farmacéutica como alimentaria.

Existen ciertos métodos aplicados para la extraccion de antocianinas, donde (Wang &

Mazza, 2002) en su estudio sobre efectos inhibidores de las antocianinas, han propuesto
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diferentes técnicas de extraccion donde las antocianinas al poseer un caracter polar

permite su solubilidad en disolventes tales como metanol, etanol, acetona y agua.

Los métodos de extraccion de antocianinas varian dependiendo el objeto de aplicacion, ya
que son influenciadas directamente por factores como la concentracion de antocianinas
extraidas, su estabilidad en el tiempo, la temperatura de exposicién, el tiempo de
extraccion, entre otros (Bridgers et al.,, 2010). Actualmente se han desarrollado
alternativas, como la extraccion asistida por radiacién con microondas (EAM) y el método
de extraccion-fermentacion simultdnea empleando levaduras (EFS), demostrando una
extraccion con mayor eficiencia, selectividad, bajo empleo de disolventes o ausencia de

ellos y alcanzando un alto nivel de automatizacion (Wen et al., 2015)

1.1.3 Microencapsulacién

La encapsulacion es un proceso que segin (Nesterenko et al., 2013) generalmente radica
en proteger un determinado compuesto bioactivo contra el medio ambiente circundante y
frente a factores como la humedad, el pH y la oxidacion que pueden llegar a alterar la
sustancia de interés, teniendo como objetivo conseguir productos con tamafio
micrométrico. En el caso de las antocianinas ayudando a mantener su estabilidad y
viabilidad con el fin de potenciar su capacidad antioxidante y el control de la liberacion
del componente activo logrando mejorar el sabor, aroma y valor nutritivo del producto de
interés (Csernoch, Gallo, & Mazzobre, 2018).

La liberacion del contenido de la microparticula es manejada a velocidades controladas
llegando a ser desencadenada por factores como el calor, solubilizacion, cizallamiento,
accion enzimatica entre otros y debido a su rapida perecibilidad las aplicaciones técnicas
se han incrementado para ofrecer una alta capacidad de proteccion y conservacion,
logrando mejores condiciones para que los compuestos presenten una mayor estabilidad

alargando su vida util (Garzon, 2008).

1.1.3.1 Técnicas de microencapsulacion
Para la seleccion de una técnica de microencapsulacion es primordial tener en cuenta
ciertos aspectos tales como el tamafrio, la biocompatibilidad y la biodegradabilidad de las

microparticulas, las propiedades fisicoquimicas del material nucleo y pared, el mecanismo
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para liberar el nucleo activo, la aplicacion de la particula y el costo del proceso para
controlar la liberacion del componente activo (Ersus & Yurdagel, 2007), por tanto, en la
Tabla 6. se presentan procesos que se pueden emplear para la obtencion de ingredientes
encapsulados.

Tabla 6 Procesos para la obtencion de componentes microencapsulados

PROCESOS

Secado por aspersion

Spray cooling/chilling

Lecho fluidizado

Separacion de fase (coacervacion)
Gelacion

Expansion de fluido supercritico
Polimerizacién artificial
Polimerizacién en emulsion

Atrapamiento de liposoma

Fuente: (Nesterenko, Alric, Silvestre, & Durrieu, 2013)

Al dia de hoy, se han desarrollado varias técnicas para microencapsular, sin embargo, el
método de secado por aspersion es el mas utilizado debido a su disponibilidad en equipos
y produccién de bajo costo (Gharsallaoui et al., 2007), siendo 30 veces mas econémico
comparado con otros métodos. Ademas, esta técnica asegura la estabilidad de los
productos, evitando el riesgo de degradaciones quimicas, como la reduccion en el costo
de almacenamiento, manteniendo las propiedades fisicoquimicas y obteniendo un

producto con solubilidad instantanea (Ersus & Yurdagel, 2007).

De esta manera, el secado por aspersion segun (Rigon & Zapata, 2016) es una técnica

sencilla basada en la atomizacion de un producto liquido hasta formar una nube de
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minUsculas gotas que se ponen en contacto con una corriente de gas caliente con el fin de
producir un polvo de manera instantanea. El propdsito de esta técnica radica en generar la
creacion de una maxima transferencia de calor entre el aire seco y el liquido, generalmente
se emplea un gas inerte como el nitrégeno (Souza et al., 2018). El proceso seguidamente,
toma lugar por una etapa de contacto gota-aire caliente dando inicio al secado del liquido,
para alcanzar la etapa de evaporacion de agua de manera instantanea y la separacién del

producto seco y el aire himedo (Esquivel-Gonzalez & Quiiiones, 2015).

1.1.4 Importancia de la microencapsulacion

La implicacion que toman las técnicas de microencapsulacion, se ha incrementado sobre
todo en el area de los alimentos, donde (Gordillo et al., 2012) mencionan que la
proteccién de las sustancias encapsuladas frente a distintos factores es primordial para

mantener una alta estabilidad y viabilidad de los encapsulados.

De esta manera cabe mencionar que las antocianinas presentan baja estabilidad, debido a
su alta sensibilidad a cambios de pH, temperatura, luz y otros factores, que la convierten
en una limitante para este tipo de pigmentos, que poseen una alta actividad antioxidante,
antihipertensiva, antiinflamatoria, antibacteriana y con efecto citotoxico selectivo
(Badreldin et al., 2005).

Asi, en el &mbito alimentario, farmacéutico y biotecnoldgico la microencapsulacion
presenta una gran importancia ya que se aplica en la estabilizacion y proteccion del
material activo frente a la degradacién, oxidacion, fotosensibilidad o a la reaccion con
otros compuestos, con el fin de mejorar su estabilidad, dosificacion, control de liberacion
de sustancias y mejorando la biodisponibilidad de nutrientes (Rodriguez-Saona &
Wrolstad, 2001).

1.1.5 Actividad antioxidante

En la actualidad, los seres humanos nos encontramos expuestos de manera directa a un
extenso numero de agentes oxidantes, provenientes de la contaminacion ambiental,
compuestos quimicos en alimentos o productos de las reacciones bioquimicas generadas

en el organismo, resultando en la formacion de radicales libres, responsables del dafio
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oxidativo y efectos negativos en el metabolismo celular (Venereo, 2002), donde los
compuestos capaces de inhibir dichos radicales se denominan agentes antioxidantes.

En consecuencia, la actividad antioxidante en Hibiscus sabdariffa es una de las
actividades bioldgicas més estudiadas, puesto que se le atribuye un alto perfil de
propiedades que aseguran su capacidad de capturar especies reactivas de oxigeno

mediante un proceso de donacién de electrones (Castarieda et al., 2008).

1.2 HIPOTESIS
1.2.1 Hipotesis Nula

H,: Las antocianinas microencapsuladas de Flor de Jamaica (Hibiscus sabdariffa) no

presentan actividad antioxidante.

1.2.2 Hipotesis Alternativa
H,: Las antocianinas microencapsuladas de Flor de Jamaica (Hibiscus sabdariffa)

presentan actividad antioxidante.

1.3 Sefalizacion de Variables de la hipotesis

1.3.1 Variables dependientes

Capacidad antioxidante del microencapsulado

1.3.2 Variables independientes

Relacion material vegetal / volumen del disolvente y tiempo de extraccion.

1.4 Objetivos
1.4.1 Objetivo General
e Extraer las antocianinas presentes en las flores de Hibiscus sabdariffa o Flor de
Jamaica para su microencapsulacion y evaluar posteriormente su capacidad

antioxidante.
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1.4.2

Objetivos Especificos

Analizar la influencia del tiempo y la temperatura durante el proceso de extraccion
solido-liquido de las antocianinas presentes en las flores de Hibiscus sabdariffa o
Flor de Jamaica.

Identificar el punto 6ptimo para alcanzar el mayor rendimiento y eficiencia de
microencapsulacion de las antocianinas presentes en las flores de Hibiscus
sabdariffa o Flor de Jamaica.

Evaluar la concentracion de antocianinas presentes en las flores de Hibiscus
sabdariffa o Flor de Jamaica mediante el analisis de espectrofotometria en el
proceso de extraccion.

Determinar la capacidad antioxidante de las antocianinas de las flores de Hibiscus

sabdariffa sin microencapsular y posteriormente microencapsuladas.
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CAPITULO 1

METODOLOGIA

2.1 Materiales
2.1.1 Materia Prima

Las muestras a evaluar (Hibiscus sabdariffa o Flor de Jamaica), fueron adquiridas por
donacion de la empresa PROINBE, ubicada en la Provincia de Tungurahua, Cantén

Ambato sector Av. Manuelita Sdenz.

2.1.2 Materiales de Laboratorio

El desarrollo experimental se realizd en los laboratorios de Investigacion de la Unidad
Operativa (UODIDE-FCIAB), Facultad de Ciencia e Ingenieria en Alimentos y
Biotecnologia. A continuacion, se presentan los materiales utilizados en la presente

investigacion:

Tabla 7. Materiales proceso experimental

MATERIAL CANTIDAD
Micropipetas regulables 3 (10 a 100, 20 a 200 y 100 a
1000 pl)
Celdas para espectrofotometria | 4 (ThermoElectron 10 mm)
Microplaca 2 (de 96 pocillos)
Tubos Eppendorf 8 (1,5 ml)
Termometro metélico 1 (rango 0 a 120 °C)
Reactor de acero inoxidable 1 (4 Litros)
Agitadores magnéticos 4

Pera de succién

Papel Aluminio

Espatula

Papel absorbente

Y e N

Guantes de nitrilo
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Tabla 8 Materiales de vidrio empleados para el proceso experimental

MATERIAL CANTIDAD
Matraz Erlenmeyer 2 (500 ml)
Vaso de precipitacion 4 (250 ml)
Matraz aforado 2 (25 ml)
Frasco de cristal ambar 1 (250 ml)
Probetas graduadas 3 (25,50 y 100 ml)
Pipeta graduada 1 (20 ml)
Varilla de agitacion 1

2.1.3 Equipos

Durante el proceso experimental se utilizaron los siguientes equipos descritos a

continuacion:

Tabla 9 Equipos empleados para el proceso experimental

PROCESO

EQUIPO

Pesaje de muestras

Balanza Analitica (OHAUS, modelo
Adventurer Pro)

Extraccion de antocianinas

Plancha de calentamiento (CORNING
PC-420D)

Determinacion de los grados Brix®

Refractometro (Atago, ABBE)

Determinacion de solidos totales

Balanza de Humedad (KERN MLS 50-3)

Medicion de Ph

pH-Metro (ORIOM 420¢)

Escala mayor del extracto de antocianinas

Reactor

Extraccion del concentrado

Rotaevaporador (IKA-HB10)

Preparacion de soluciones Buffer

Campana de extraccion

Microencapsulacion

Mini Spray Dryer (BUCHI-B290)

Determinacion de la concentracion de

antocianinas

Espectrofotometro UV-VIS

(Fisherbrand™ accuSkan™ GO)
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Determinacion de grupos funcionales de | Espectrofotometro  infrarrojo  FT-IR

las antocianinas (microencapsuladas) (Perkinelmer)

Evaluacion de la capacidad antioxidante | Espectrofotometro UV-VIS
(Fisherbrand™ accuSkan™ GO)

Anaélisis Estadistico Computadora HP (Software de analisis de

datos estadisticos y graficos, Statgraphics
XVII 64x)

Fuente: (Riera A. , 2020)
Nota: La mayoria de los equipos fueron utilizados bajo la supervision del tutor o
responsable de laboratorio

2.1.4 Reactivos
- Etanol al 96 % de pureza
- Buffer de Cloruro de Potasio 0,025 mol/I-PH 1
- Buffer de Acetato de Sodio 0,4 mol/I-PH 4,5
- Acido clorhidrico al 37 %
- Maltodrextrina Roig Pharma
- Metanol al 96 % de pureza
- Trolox 6-hydroxy-2 5 7 8-tetramethyl chroman-2-carboxylic acido 97 %
- Reactivo DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidracilo)

2.2 Metodos

2.2.1 Trabajo de campo

2.2.1.1 Recoleccion de la materia prima (flores)

Para el desarrollo de la investigacion se utilizo las flores de Jamaica (Hibiscus sabdariffa),
provenientes del Cantén Milagro provincia del Guayas, obtenidas de la empresa
PROINBE, ubicada en la ciudad de Ambato, siendo posteriormente trasladadas
cuidadosamente a los laboratorios de la UODIDE-FCIAB, en los planteles de la Facultad
de Ciencia e Ingenieria en Alimentos y Biotecnologia, de la Universidad Técnica de
Ambato, donde fue necesario considerar el estado de las flores en funcion a factores
especificos como las condiciones ambientales de almacenamiento, estado de desarrollo de

la flor, presencia de dafio fisico y libres de deterioro generado por insectos ya que tienden
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a influir de manera directa en la composiciéon quimica y la calidad del material vegetal
(Sharapin, 2000).

Seguidamente la materia prima fue almacenada en fundas herméticas y llevadas a
refrigeracion, evitando la desecacion y teniendo cuidado para no ocasionar desgastes

fisicos y bacterioldgicos en el estudio.

2.2.2 Trabajo de Laboratorio

2.2.2.1 Preparacion del material vegetal

El proceso de preparacion de las flores de Jamaica, inicio a partir de un lavado con agua
potable para retirar cualquier tipo de residuo que evite tener un material investigativo de
buena calidad, consecuentemente se procedi6 a dejarlas en refrigeracion para evitar que
se resequen al ambiente, tomando en cuenta que para la extraccion de antocianinas es
necesario los célices, tallos y las flores de la Jamaica. En el caso de algin tipo de
inflorescencia se retird cuidadosamente cortando cada una de ellas, por otra parte, los
calices maduros que presentaron un tono vinoso fueron colocados en un procesador
denominado Thermomix o Incubadora de Laboratorio, procurando un correcto secado
progresivo puesto que presentan diversos usos en el ambito alimentario. ElI material
vegetal sobrante tomo lugar en el area de refrigeracion para emplearlo en el presente

proyecto investigativo.

2.2.2.2 Obtencion del extracto de antocianinas

Una vez que el material vegetal se encuentra preparado se inicid la extraccion de las
antocianinas en soluciones con disolvente agua y disolvente etanol 96 % con acido
clorhidrico al 37 % en relacion 85:15; donde las muestras se tomaron en proporciones de
1/20 y 1/25 considerando la relacién solido-liquido, a un tiempo de 15 y 30 minutos y a
una temperatura aproximada de 85 °C. Para la preparacion de las muestras en estudio se
analizo la proporcién 1/20 en donde se peso 7,5 g de la muestra y para la relacion 1/25 se
pes6 6 g, respectivamente, de flor de Jamaica en una balanza analitica “Ohaus”, donde

fueron colocados dentro de vasos de precipitacion con el disolvente a 150 ml.

A continuacion, se realizd la extraccion de las muestras con disolvente agua y con

disolvente etanol 96 % con acido clorhidrico 37 %, sobre una plancha de calentamiento
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“Corning PC-420D” donde fueron removidas empleando agitadores magnéticos durante
15 y 30 minutos, a una temperatura de 85 °C y 200 r/min hasta ebullir, obteniendo
resultados significativamente relevantes para la investigacion, ya que la evaluacion del
contenido de antocianinas totales revelo que el agua es el disolvente mas eficiente en el
proceso de extraccion, por lo cual, se procedié a continuar el estudio a partir de las
extracciones con disolvente agua. En la preparacion del disolvente se deberia haber
empleado metanol, ya que es un solvente mas efectivo, sin embargo, debido a su alta
toxicidad se llego a considerar ser sustituido por agua en relacién de las proporciones

mencionadas anteriormente.

Una vez terminado el ciclo se dejé en reposo para que alcancen la temperatura ambiente
siendo posteriormente almacenadas en matraces Erlenmeyer totalmente envueltos en

papel aluminio con el fin de evitar alguna alteracion de las antocianinas en la solucion.

2.2.2.3 Determinacion de los grados Brix

Los grados Brix de los extractos obtenidos de Hibiscus sabdariffa o Flor de Jamaica se
determinaron con el empleo de un Refractometro de 0-90°brix ATC con la finalidad de
medir los so6lidos solubles presentes en las muestras a temperatura ambiente, donde
inicialmente se partio calibrando el refractometro con agua destilada y seguidamente se
tom6 unas cuantas gotas del extracto colocandolas en el prisma para observar los

resultados.

2.2.2.4 Determinacion de solidos totales

Los sélidos totales de la flor de Jamaica, se determinaron aplicando la utilizacion de una
termobalanza de humedad (KERN MLS 50-3) permitiendo medir la humedad residual de
cada una de las muestras por triplicado para un mejor andlisis, donde se empled un

volumen de 5 ml, obteniendo de esta manera los solidos totales extraidos.

Segun (Riera A. , 2020) la férmula que aplico en su estudio ha sido empleada en la

presente investigacion para la determinacion de los sélidos totales.

% SST = 100 - % humedad (muestras)

Ecuacién 1. Determinacion de sélidos totales
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2.2.2.5 Determinacion de la concentracién de antocianinas

Para la determinacién de la concentracion de antocianinas se empled el método analitico
por espectrofotometria y el método quimico por pH diferencial, con el propoésito de
desarrollar una validacidn a través de una técnica sencilla y una mas precisa, que incluso
permite detectar la presencia de pigmentos degradados y otros compuestos de

interferencia.

2.2.2.5.1 Anadlisis por espectrofotometria

Para determinar la concentracion de antocianinas se midio la absorbancia de cada uno de
los extractos por triplicado, utilizando un espectrofotémetro (UV-Vis ThermoScientific)
donde se planted un factor de dilucién 1:50 para el andlisis con disolvente agua en las
muestras 1/20 y 1/25 a 30 minutos, considerando que el blanco para las muestras para las
muestras es agua. La absorbancia se determind a una longitud de onda de 520 nm, donde
se alcanzé a observar la variacion de la absorbancia en cada una de las muestras, segun
(Rodriguez-Saona & Wrolstad, 2001) el rango de las antocianinas presentes en la
Hibiscus sabdariffa se encuentra entre 520 y 522 nm, permitiendo determinar la

concentracion de antocianinas en el extracto con mayor certidumbre.

A continuacion, se empled la siguiente formula propuesta por (Abdel-Aal & Hucl, 1999)
para la determinacion de la concentracion de antocianinas (mg/100g), la misma que fue

utilizada por (Moreno, 2020) en su estudio de extraccion de antocianinas de fréjol rojo.

C—A vol MW 1 10°xFD
~e*1000% xsample w0

Ecuacion 2. Determinacion de la concentracion de antocianinas
Donde:
C: Es la concentracion de antocianinas mg/100 g
A: Es la absorbancia
e: Es la absortividad molar (Cianidina 3-glucésido 26900 | cm™tmoll™1)
FD: Factor de dilucién (1:25)

Vol: Volumen total del extracto de antocianinas
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MW: Peso molecular (Cianidina 3-glucosido 449,6 g/l
2.2.2.5.2 Andlisis por pH diferencial

Dado que el pH es uno de los principales factores que afecta la estabilidad de las
antocianinas, los espectros de UV-VIS a distintos valores de pH tienden a variar,
permitiendo determinar si las antocianinas presentes se encuentran o no polimerizadas
(Rodriguez-Saona & Wrolstad, 2001). Por tal razén, la absorbancia del extracto de
antocianinas se midié mediante un espectrofotometro entre un rango de 260 a 760 nm en

buffer de cloruro de potasio a pH de 1,0 y acetato de sodio a pH 4,5.

2.2.2.5.2.1 Preparacion de Buffer con Cloruro de potasio 0,025 mol/L a pH1

Inicialmente, segun (Cuzcano, 2013) se pesaran 0,186 g de KCI y se agregara agua
destilada hasta aforar a 98 ml, luego se procedera a medir el pH de la solucién Buffer con
un pH-metro anticipadamente equilibrado, para luego ajustar la solucién con 0,05 ml de

HCI concentrado y finalmente ser diluida a 100 ml con agua destilada.

2.2.2.5.2.2 Preparacion de Buffer con Acetato de sodio 0,4 mol/L a pH4

Segun (Cuzcano, 2013), se pesaran 5,443 g de C,H;NaO,, (acetato de sodio) y se agregara
agua destilada hasta aforar a 96 ml, posteriormente se medira el pH de la solucién Buffer
para ser ajustada con 0,52 ml de HCI y finalmente ser diluida a 100 ml con agua destilada.

Una vez preparado los buffers, a continuacion, se realiz6 una dilucion 1/50 de las muestras
de extracto de Hibiscus sabdariffa con agua destilada, siendo necesario preparar un blanco

con agua destilada antes de iniciar con las mediciones.

Luego se colocaron 0,3 ml de la dilucion de los extractos de Hibiscus sabdariffa en tubos
de ensayo y se afiadieron 0,6 ml de Buffer KCI 0,025 mol/lI-pH1 por triplicado, asi
también, se procedio con 0,3 ml de la dilucion de los extractos y se afiadieron 0,6 ml de
Buffer de C,H;NaO, (acetato de sodio) 0,4 mol/l-pH4,5 (Zapata et al., 2014).
Seguidamente, las muestras se colocaron en el espectrofotémetro para obtener las lecturas
de absorbancias a un rango de entre 200-760 nm, considerando como longitud de onda
(vis-max) aquella que sefiale la lectura més elevada de las muestras a pH 1 de KCI 0,025

mol/l y a pH 4,5 de C,H;NaO,, previamente establecidas.
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Para la determinacion de la absorbancia se emplea la siguiente ecuacion propuesta por
(Giusti & Wrolstad, 2001).

A= [(AA vis-max - AA700) pH1 - (AA vis-max - AA700) pH4.5]

Ecuacion 3 Determinacion de la lectura de absorbancia

Nota: El valor de AX vis-max en el experimento se observé a 522 nm como lectura mas

elevada en el espectrofotometro (UV-VIS Fisher ThermoScientific)

2.2.2.6 Determinacion del contenido de antocianinas
Se empleara la siguiente formula aplicada por (Giusti & Wrolstad, 2001).

Contenido de Antocianinas totales = (A * PM * FD*1000) / (¢ *1)

Ecuacion 4 Determinacion del contenido de antocianinas totales

Siendo; A: la absorbancia de la muestra previa calculada,
PM: el peso molecular de la antocianina 449,6 g/l -,

FD: el factor de dilucion que se empleara en la realizacion,
e: el coeficiente de extincion molar (26900 | cm™1moll™1),
I, el grosor de la cubeta (1 cm),

y 1000: el factor de conversion de g a mg.

2.2.2.7 Microencapsulacion de antocianinas mediante secado por aspersion con
maltodextrina

El proceso de microencapsulacion inicié preparando el ensayo a una escala mayor

tomando en cuenta el mejor ensayo realizado en las muestras anteriores en base a las

condiciones Optimas y el disolvente adecuado (Riera A. , 2020). Cuando se obtuvo el

extracto fue importante concentrarlo en un rotaevaporador (IKA-HB10) para continuar

con el proceso de microencapsulacion a una temperatura de 70°C y una velocidad de

agitacion de 230 min~?, destilando de esta manera el disolvente y por otro lado obteniendo
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el concentrado de antocianinas. Donde, al obtener la cantidad pretendida de concentrado
se procedio a medir el volumen con una probeta y se llevé a refrigeracion a 4 °C en un

frasco ambar para evitar la desecacion del metabolito o algun tipo de contaminacion.

Posteriormente, se prepardé una mezcla de 10 g de maltodextrina junto con 20 ml del
concentrado, tomando en consideracion los resultados de solidos totales para la cantidad
de concentrado necesaria para la microencapsulacion, donde se deberia haber preparado
mezclas de 10, 20 y 30 % de maltodextrina, sin embargo, ya que se manejo una cantidad
medida del reactivo se llegd a considerar la carga de la molécula al 15 % siendo el
porcentaje necesario de la matriz polimérica establecida para el proceso de
microencapsulacion (Telenchana E. , 2019). Posteriormente, se utilizd un equipo de
secado por aspersion o Mini Spray Dryer, donde inicialmente se lo alimenté con la mezcla
realizada, en condiciones adecuadas a una presion de (-50 mbar), temperatura de entrada
de 150°C y de salida de 90°C controlada por el flujo de aire y agua (Telenchana E. ,
2019).

Finalmente, se procedio con el secado donde la maltodextrina se solidifico actuando sobre
las particulas del concentrado, formando microesferas. Cuando finalizé el proceso se
apago la temperatura de entrada dejando pasar una cierta cantidad de agua hasta que se
regule la temperatura del sistema en 100 °C, seguidamente se cerr0 el flujo de aire y agua,
para después, obtener el producto cuando la temperatura ya sea de 70 °C, desmontando el
equipo y recuperando el resto de producto que se queda dentro del tanque de secado
(L6pez Hernandez, 2010).

La determinacién del rendimiento posterior al secado se calculd a partir de las
determinaciones del peso de polvo que se obtiene en el proceso, donde se aplica la

siguiente férmula:

o gramos obtenidos
Rendimiento = ( — ) 00
gramos en la mezcla inicial

Ecuacién 5 Rendimiento de la muestra
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2.2.2.8 Andlisis de Espectrofotometria Infrarroja FT-IR

El andlisis se realizd en el Laboratorio de Canje de Deuda de la Facultad de Ciencia e
Ingenieria en Alimentos y Biotecnologia, en donde se analizaron las muestras de
antocianinas tanto del concentrado como del microencapsulado con maltodextrina en un
espectroscopio infrarrojo como lo detalla (Telenchana E. , 2019) en su estudio de
evaluacion de la actividad antioxidante de berenjena, donde para la investigacion se
empled un intervalo de frecuencia de barrido entre 4000 cm ™! y 550 cm™?! y un porcentaje

de transmitancia entre 50 y 100 % de las muestras concentradas y microencapsuladas.

2.2.2.9 Determinacion de la eficiencia de encapsulacion

Para determinar la eficiencia de encapsulacion se pes6 aproximadamente 2,5 g del
microencapsulado donde se mezclé con 15 ml de los disolventes (agua y etanol)
respectivamente, siendo necesario disolver durante 10 minutos para ser colocados en
cubetas y llevados al espectrofotometro (Fisherbrand™ accuSkan™ GO) a 520 nm con el
fin de obtener lecturas de absorbancia de cada muestra. Obteniendo valores que permitan
calcular la concentracion de las muestras extraidas y poder determinar la eficiencia del

microencapsulado.

Se empleara la siguiente ecuacion aplicada por (Telenchana E. , 2019) para la

determinacién de la eficiencia.

CTagua - CSetanol

x 100
CTagua

Eficiencia de Encapsulacién % =

Ecuacion 6 Eficiencia de la Microencapsulacion

Donde:
CT,gua: la concentracion de antocianinas totales presente en las microesferas y

CSetanol: la concentracién de antocianinas superficiales presentes en las microesferas.
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2.2.2.10 Determinacién de la actividad antioxidante
Para determinar la actividad antioxidante de las antocianinas de Hibiscus sabdariffa, se

empled un método in vitro, descrito a continuacion:

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

La determinacion de la capacidad antioxidante se baso en la utilizacion de una solucién
estandar del radical libre 2,2-difenil-1- picril-hidrazilo o DPPH, propuesta por (Bobo-
Garcia, y otros, 2015), donde el interés por este radical se enfoca en su susceptibilidad ya
que posee un electron que se encuentra desapareado y que a su vez reacciona con el

compuesto antioxidante (Moreno, 2020).

Inicialmente, se realizé una curva de calibracion como estandar a concentraciones de 100,
200, 300, 400 y 500 pmol L~ de una solucion madre de Trolox, donde se emple6 como
disolvente a una solucion de etanol y agua en relacion 50:50 (Riera A. , 2020).

Luego, para la medicion de la actividad antioxidante se prepar6 una solucion de
150 umol 171 del reactivo DPPH, en una solucion de metanol y agua en relacion 80:20.
Seguidamente, se llevo a cabo la preparacion de diluciones 1/50 y 1/100 del extracto
concentrado de Flor de Jamaica y del microencapsulado, donde se diluy6 0,1 g de cada

muestra en 5 y 10 ml de agua destilada, respectivamente.

A continuacion, se colocd las muestras diluidas sobre una Microplaca 96x0,1 ml,
siguiendo el proceso aplicado por (Riera A. , 2020), donde para el blanco fue necesario
ocupar 20 pL de agua destilada con 180 pL de solucién agua y metanol, luego se realizd
un control de referencia de 20 pL de agua destilada con 180 pL de solucion DPPH y
posteriormente se llevé 20 pL de las muestras diluidas de extracto concentrado y
microencapsulado con 180 pL del reactivo DPPH. Finalmente, la absorbancia de cada

muestra se obtuvo a una longitud de onda de 517 nm.

La ecuacion que se empleara es la siguiente:

AC-AM

Actividad antioxidante (%) = e

x100

Ecuacion 7 Determinacion de la actividad antioxidante
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Sin embargo, ya que la concentracion se relaciona en funcion al porcentaje de inhibicion
del radical DPPH, se calcul6 mediante la siguiente formula desarrollada, aplicada por
(Moreno, 2020).

e, A4y
%Inhibicion del DPPH = [1 — (ﬁ)] x100
c~ 4p

Ecuacion 8 Porcentaje de inhibicion del DPPH

Donde:

(A,): Es laabsorbancia del extracto concentrado de Flor de Jamaica y microencapsulado,
(A,): la absorbancia de control, y

(Ap): la absorbancia del blanco reactivo.

A los valores de absorbancia obtenidos se los compar6 con la curva estandar de Trolox,
donde los datos fueron expresados en pmol equivalentes de Trolox por cada gramo de

extracto seco.

2.2.3 Analisis estadistico

2.2.3.1 Disefio experimental

Para determinar el procesamiento de datos, el analisis de varianza y la seleccién del mejor
tratamiento en el proceso de extraccion de las antocianinas presentes en la Flor de Jamaica
o Hibiscus sabdariffa, se aplico un disefio experimental 22 (A x B), donde se estudio la
influencia de dos factores: relacién material vegetal / volumen de disolvente (Factor A),
y el tiempo de extraccién (Factor B), por triplicado en cada uno de los tratamientos, a
través del disefio de Superficie de Respuesta, ya que permite examinar los modelos
después de haber determinado los factores relevantes empleando disefios factoriales,
especialmente si existe la sospecha de una curvatura en la superficie de respuesta (Chacin,
2000). Ademas, se utilizé la prueba de maltiples rangos parar estudiar el comportamiento
de los tratamientos realizados en la investigacion mediante el analisis de varianza y un

ajuste de regresion con significancia (a=0,05).
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En la tabla 10. se muestra los factores y niveles del disefio experimental aplicado

Tabla 10 Estructura del disefio experimental 22 (A x B)

FACTORES (A x B)

NIVELES

A: Relacion material vegetal / volumen de
disolvente (Disolvente;: agua,
Disolvente,: EtOH y HCl relacién 85: 15)

R1: Relacién 1:20

R2: Relacion 1:25

B: Tiempo (min)

T1:15

T2:30

Nota: Se aplic un disefio experimental para el analisis de datos, como el empleado por

(Moreno, 2020).

En la tabla 11. se observa la distribucion de los tratamientos realizados en el estudio

Tabla 11 Distribucién de los tratamientos

INTERACCION TRATAMIENTO DISOLVENTE
R1T1 Relacion 1:20, 15 minutos a 85 °C Agua
R1T2 Relacion 1:20, 30 minutos a 85 °C Agua
R2T1 Relacién 1:25, 15 minutos a 85 °C Agua
R2T2 Relacion 1:25, 30 minutos a 85 °C Agua

A través de la herramienta estadistica Statgraphics Centurion Version XVII. se analizaron

los valores obtenidos de cada interaccion realizada, debido a que estd disefiado para

facilitar el analisis estadistico de datos y el control estadistico de procesos.
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CAPITULO 111

RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 Determinacion del mejor disolvente para la extraccion de antocianinas

La extraccion de antocianinas se ha convertido en una alternativa que permite ayudar a un
mejor aprovechamiento de especies como la Hibiscus sabdariffa, ya que debido a sus
multiples beneficios y aportaciones en las areas alimenticias y terapéuticas contribuyen a
implementarla como un recurso innovador y econdémico que no requiere de altas

tecnologias para su desarrollo (Sumaya Martinez et al., 2014).

Por lo tanto, en la presente investigacion se realizd la extraccion solido-liquido de
antocianinas segun (Riera A. , 2020) a partir de célices, tallos y flores de la (Hibiscus
sabdariffa o Flor de Jamaica) analizando precisamente que tipo de disolvente (agua o
etanol al 96 % con acido clorhidrico 37 % en relacion 85:15) propuesto por (Riera A. ,

2020) es el que mas influye en el proceso de extraccion.

Dada la variabilidad cuantitativa entre los componentes de las distintas muestras, se
procedid a realizar una prueba de multiples rangos con el fin de estudiar la diferencia
existente entre las medias de concentraciones de antocianinas con los distintos tipos de
disolventes empleados. Asumiendo como variable de respuesta a la concentracion de

antocianinas presente en los extractos (Riera A. , 2020).

Primero, se determind la longitud de onda (520 nm) aplicando un barrido espectral a un
rango entre 380 a 650 nm, visualizando la variacion de la absorbancia de las posibles
antocianinas presentes en la muestra (Anexo 1). Segin (Rodriguez-Saona & Wrolstad,
2001), (Tanaka et al., 2013) y (Riera A. , 2020) en sus estudios coinciden que una
longitud de onda de 520 nm corresponde a la Cianidina 3- glucosido.

A continuacién, en la Figura 5 se presenta el diagrama de cajas y bigotes, donde se observa
la medida de tendencias centrales y de dispersion sobre las muestras analizadas en los

respectivos disolventes.
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Figura 5 Diagrama de cajas y bigotes normalizado por la influencia de los disolventes
aplicados en la extraccion de antocianinas de Flor de Jamaica.

En lafigura 5 se visualiza un diagrama representativo del andlisis de datos de los diferentes
tipos de disolventes empleados para el proceso de extraccion. Sefialando que en la figura
se puede inferir que bajo la utilizacion como disolvente (etanol 96 % con HCI 37 %) se
reportan valores de cifras bajas de concentracion (4,854 mg/100 g) de antocianinas, con
respecto al disolvente (agua), demostrando que existe diferencia significativa entre estos.
Por tanto, el disolvente que mejor resultados presentd fue el agua con una concentracion

promedio de 8,278 mg/100 g de Cianidina 3-glucésido.

La influencia de factores como la relacién material vegetal / volumen de disolvente (1:25),
el tiempo (30 min) y la temperatura (85 °C) durante el proceso de extraccion fueron
variables que se manejaron en el estudio (Figura 6). No obstante, la temperatura dentro de
la investigacion fue la Unica variable comun que se aplicé a todas las muestras realizadas,
valorando que tiene una influencia significativa sobre la estabilidad de las antocianinas
presentes de cada extracto. Sin embargo, (Gorriti-Gutierrez et al., 2009) mencionan que
las condiciones de extraccion con soluciones etandlicas mayores al 20%, presentan
mejores resultados correspondientes a una temperatura de 75°C 5 y a un tiempo de

extraccion de 120 y 240 minutos como se aplico en el estudio de (Riera A. , 2020)
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considerando como condiciones desfavorables aquellas que se realizan a 25°C y 30

minutos.

83 T. extraccion=30

gl T.extraccion=30 Lz
T. extraccion=15

Antocianinas

7.9

T. extraccién=15

7.7k

1:20 1:25
Relacién MV-VD

Figura 6 Diagrama de interaccion del material vegetal / volumen de disolvente y el
tiempo de extraccién de antocianinas de Flor de Jamaica

Adicionalmente, la influencia del tiempo en el proceso de extraccion solido-liquido en la
Figura 6 muestra un aumento de la concentracion de antocianinas, sefialando que tiene
una tendencia creciente durante la extraccion, ya que es un factor directo que participa
significativamente en la optimizacion para el proceso de extraccion de antocianinas, donde
(Heras et al., 2013) mencionan que el tiempo ofrece un efecto mayor con relacion al que
genera la temperatura, sin embargo, después de un tiempo excesivo puede llegar a no ser
significativo en relacion al soluto de la matriz sdlida o al solvente de extraccion (Silva et
al., 2007).

3.2 Obtencion del extracto vegetal liquido

Para la determinacion de las condiciones Optimas en el proceso de extraccion de
antocianinas a partir de Flores de Jamaica (Hibiscus sabdariffa) se realizé un estudio a
escala mayor y con la influencia de dos factores tales como: Factor A (relacion material
vegetal / volumen del disolvente) y (Factor B) el tiempo de extraccion sobre las muestras
realizadas, a través de un disefio experimental de superficie 22 donde se cuantificé el

contenido de antocianinas de cada tratamiento. (Anexo 2)
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Para la cuantificacion del contenido de antocianinas, se utilizo el espectrofotometro UV-
Vis, como técnica simple y el método por pH diferencial como una més exacta, donde
(Bridgers et al., 2010) mencionan que existen diversos métodos para la determinacion de
antocianinas como el metanol acidificado, extraccion asistida por microondas, extraccion
con fluidos presurizados entre otros. Sin embargo, la espectrofotometria UV-Vis es
empleada como una técnica de mayor frecuencia debido a su bajo costo y al corto tiempo

de anélisis.

Los resultados del analisis de varianza (Anexo 3) demostraron que el factor A como el
factor B, presentan una influencia significativa en la extraccion de antocianinas, como
factores aplicables de manera individual con un valor de (p < 0,05) para un 95 % de
confianza, mientras que su interaccion AB present6 un valor de (p > 0,05) resaltando que
no influye de manera significativa en la respuesta experimental. Por lo tanto, (Telenchana
E., 2019) sefiala que la proporcion de material vegetal / volumen de disolvente (1 parte
masa vegetal / 25 partes de agua) y a tiempo 30 minutos fue la adecuada para conseguir
un equilibrio donde el soluto se disuelve totalmente en el disolvente, sin obtener extractos

muy diluidos.

Segun (Galicia et al., 2008) establecen que para la extraccion de antocianinas con
disolvente agua, es conveniente emplear la proporcion (1 parte de masa vegetal / 10 partes
volumen de disolvente) entre 15 y 60 min, considerando como t, al tiempo donde la
mezcla alcanz6 la ebullicidn plena, en este estudio se utilizaron dos tiempos de extraccion
15 y 30 minutos, ademéas de emplear proporciones de 1/20 y 1/25 en cada muestra

respectiva.
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Figura 7 Diagrama de Pareto estandarizado de los factores que presentan influencia en
el proceso de extraccién

El diagrama de Pareto que se visualiza en la figura 7, establece la interacciéon de los
factores A y B definidos en el presente estudio, donde se observa que ambos factores
sobrepasan el efecto estandarizado, comprobando asi que la relacién material vegetal /
volumen de disolvente y el factor tiempo segin (Telenchana E. , 2019) influyen
significativamente en el proceso de extraccion de antocianinas, por otra parte, la
interaccion de los factores AB, es menor al efecto estandarizado y no presenta una

influencia significativa, ademas, se logré obtener un modelo de ajuste r? de 85,34 %.

37



A)

8,3
8,2
8,1

i

7,9

Antocianinas

7,8

s

7,7

IR R R R R L R R
Lo Lo by b by benwn bl

7,6

20 25 15 30

Relacién MV-VD Tiempo extraccién

B)

Antocianinas

Relacién MV-VD

Figura 8 . A) Grafico de efectos principales para la concentracion de antocianinas; B)
Superficie de respuesta estimada para la concentracion de antocianinas (mg/100 g);
método empleado por (Moreno, 2020).

Por otra parte, la grafica de la Figura 8A, demuestra que se alcanza una mayor
concentracion de antocianinas a la relacion 1:25 y un tiempo de extracciéon de 30 minutos
a temperatura de 85 °C, siendo una relacion directamente proporcional mientras mayor
sea la relacion material vegetal / volumen de disolvente aumenta la concentracion de
antocianinas (Moreno, 2020), ocurriendo de manera similar con el tiempo, este resultado

es comprobado por el grafico de Superficie de respuesta (Figura 8B). Segln (Gunaraj &
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Murugan, 1999) este tipo de gréaficos representa los efectos directos y condiciones
operativas deseables mediante graficos bidimensionales y tridimensionales, por ende la
Figura 8B representa de manera tridimensional la interaccion que existe entre los factores
Ay B, confirmando que la concentracion mas alta en el proceso de extraccion de
antocianinas de Hibiscus sabdariffa se obtiene con una relacion 1:25 material vegetal /
volumen de disolvente y durante un tiempo de 30 minutos de ebullicion a una temperatura
constante, obteniendo una concentracion maxima de 8,278 mg/100 g. Segun (Galicia et
al., 2008) en su estudio de caracterizacion fisicoquimica y actividad antioxidante de
extractos de Jamaica, establecen que la concentracion de antocianinas en diferentes tipos
de Flores de Jamaica oscila entre 6,1 y 12,4 mg/100 g, dependiendo del tipo de disolvente
y tiempo de extraccion, recomendando aplicar una temperatura de 70 °C a 60 minutos con

disolvente agua para una 6ptima extraccion (Moreno, 2020).

Finalmente, después de analizar la relacion material vegetal / volumen de disolvente se
determina que basicamente no existe una saturacion del disolvente, por tanto, es
aconsejable realizar un analisis en funcidn de mayores relaciones, con el objetivo de lograr

una mayor concentracion de antocianinas.

3.3 Microencapsulacion de antocianinas

La microencapsulacion consiste en el aislamiento de sustancias activas con el fin de
obtener productos con una forma esférica y un tamafio micrométrico (Ko et al., 2002),
donde las capsulas llegan a liberar su contenido a velocidades que suelen ser controladas
bajo condiciones especificas (Nesterenko et al., 2013). Para el proceso de
microencapsulacion se aplicé el método de secado por aspersién o Spray Drying, donde
el resultado fue un polvo constituido por particulas en forma de microesferas, donde
(Canoetal., 2015) y (Riera A. , 2020) mencionan que la calidad de las particulas depende
de las caracteristicas que presente la solucién (viscosidad y velocidad de flujo), el aire de
secado (temperatura, presion), el tipo de atomizador y el contacto entre el aire caliente y
las gotas dentro de la cAmara de secado. En el estudio se empleé el aire como gas y las

condiciones previamente establecidas para la microencapsulacion.

39



Dentro del estudio un parametro importante en el proceso de secado por aspersion es la
temperatura de entrada ya que este permite que suceda la evaporacion de la solucién,
donde (Esquivel-Gonzalez & Quiiiones, 2015) mencionan que una temperatura baja en
este proceso genera una baja velocidad de evaporacion produciendo que las microesferas
sean capaces de agruparse, conteniendo un alto contenido de agua en su interior junto con
poca fluidez. Por el contrario, (Riera A. , 2020) sefiala que una temperatura alta de entrada
produce una vaporizacion excesiva rompiendo de esta manera la membrana e induciendo
a una degradacion de los componentes del microencapsulado. En el estudio se utilizo la
maltodextrina como matriz polimérica debido a sus ventajas como su baja viscosidad a
altas concentraciones y solubilidad en agua, seguidamente se obtuvieron los
microencapsulados deseados (Anexo 6) donde fue necesario esperar unos minutos para

que el sistema regulara la temperatura para poder extraer las microesferas.

A continuacidn, se determiné el rendimiento del microencapsulado de antocianinas, con
los resultados que se observan en el (Anexo 5), donde el peso final conseguido del secado,
fue de 6,742 g, seguidamente al desarrollar el calculo del rendimiento con la ecuacion 6
obtenemos un valor de 67,42 %, siendo un valor no tan alto puesto que al momento del
secado una cierta cantidad del producto microencapsulado se queda sujeto a las paredes
del equipo, produciendo que se queme debido a la ausencia en equipos de laboratorio de

martillos neumaticos.

3.3.1 Andlisis estadistico de comparacion de concentraciones
A continuacion, en la Figura 9 se observa el gréfico estadistico de comparacién de las
concentraciones de antocianinas del extracto liquido (sin microencapsular) y el

concentrado microencapsulado del estudio realizado.

40



8,6 - ]

8,5

8.4

8,3

RESPUESTA

8,2

8,1

ANTES DESPUES

Figura 9 Resultados de la comparacion de concentraciones de antocianinas antes y
después de microencapsular.

Debido a que solo se emple6 un polimero (maltodextrina), en el proceso de
microencapsulacion se realiz6 una comparacion estadistica de las concentraciones de
antocianinas sin microencapsular y las microencapsuladas, puesto que en el Anexo 8, se
observa un analisis de varianza aplicado a las muestras antes y después de
microencapsular, donde se refleja un valor P mayor que 0,05; comprobando con la gréfica
que no existe diferencia significativa entre las muestras evaluadas (microencapsulado y
sin microencapsular), en otras palabras, el polimero utilizado para el proceso de

microencapsulacién no afect6 a los componentes de la muestra.

3.4 Andlisis de la eficiencia de microencapsulacion de las antocianinas

El proceso de microencapsulacion empleando maltodextrina segun (Dominguez, 2012) y
(Ramaos, 2019) reduce la viscosidad de una dispersion, lo que ocasiond en el estudio que
el microencapsulado posea gran solubilidad en agua. En la tabla 6 se presentan los
resultados de la determinacion de la eficiencia de microencapsulacion, donde el mayor
porcentaje alcanzado fue del 88,02 %. Es posible que la eficiencia alcanzada en la
investigacion se debio6 a los parametros de microencapsulacion en el proceso de secado
(temperatura de entrada 150 °C y temperatura de salida 90 °C). Los resultados casi
coinciden con lo mencionado por (Sotomayor & Vargas, 2017) quienes sefialan que
mientras la temperatura de entrada esté entre 150 — 180 °C, la eficiencia sera mayor, ya
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que influye de manera directa sobre la eficiencia del microencapsulado de las antocianinas

de Flor de Jamaica.
En la siguiente tabla se presentan los resultados obtenidos de la eficiencia

Tabla 12 Resultados de la eficiencia de microencapsulacion

Dilucién 1/100 | Absorbancia Concentracion Eficiencia de
(520 nm) promedio (mg/100 g) | encapsulacion (%)

Agua (total) 0,3875 8,912

Etanol 0,3901 1,198 86,55
(superficial)
Agua (total) 0,3882 8,972

Etanol 0,0401 1,087 87,88
(superficial)
Agua (total) 0,0364 8,928

Etanol 0,0358 1,069 88,02
(superficial)

Nota: Se prepararon las diluciones con respecto al método desarrollado por (Ramos, 2019).

3.5 Andlisis por espectrofotometria infrarroja FTIR

Se realizé un estudio comparativo a traves de la espectroscopia infrarroja IR, para obtener
un analisis de la eficiencia del microencapsulado y las muestras de antocianinas sin
microencapsular, mediante una grafica espectral que relaciono la cantidad de radiacion IR
que atravesaron las microesferas con la longitud de onda (Riera A. , 2020), observando
la posicion de los picos de cada grupo funcional presente en las muestras de Flor de
Jamaica, por tanto, mediante la aplicacién de la técnica de espectrofotometria infrarroja
FTIR se logro determinar la presencia de diferentes compuestos antocianos presentes en
la Hibiscus sabdariffa, tales como la delfnidina-3-sambubidsido, delfinidina-3-glucésido,
cianidina-3-sambubiésido (Mahadevan et al., 2009). En la Figura 10 se observa los
espectros de las antocianinas sin microencapsular, encapsuladas (microesferas) y el

polimero empleado (maltodextrina) a un rango espectral de 4000 cm™?! a 550 cm™1.
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microencapsuladas (B) y de la matriz polimérica maltodextrina (C).
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Segln (Taib et al., 2019), la presencia de grupos funcionales en un anélisis de
espectrofotometria infrarroja FT-IR, presentan caracteristicas de absorcion a un rango
entre 1790 cm™! a 800 cm™1, caracteristico de una posible estructura antocianica. El
analisis espectroscopico FTIR en la muestra sin microencapsular permitié apreciar
notoriamente el pico de banda ancha caracteristico del grupo funcional hidroxilo a un
rango espectral de 1731 cm™! a 1621 cm™? (elipse verde) y también un pico definido a
un rango espectral de 1183,54 cm™! a 1148,79 cm™! propio de un grupo carbonilo (elipse

amarilla).

Las antocianidinas como la delfinidina 3-sambubidsido y cianidina 3-sambubidsido,
responsables de reflejar el color rojo, segun (Da-Costa et al., 2014) son observables a un
rango espectral de 1202 cm™~! a 1100 cm™?, correspondiente a cationes flavilios, lo que
permitio inferir que en la muestra de antocianinas de Flor de Jamaica existe la presencia
no solo de Cianidina 3-glucésido sino también de otro tipo de antocianidinas con actividad

antioxidante.

La figura 10A reflejé un pico de banda ancha donde existe la presencia clara de
antocianinas a un rango espectral de 1731 cm™1, sin embargo al comparar con la Figura
10B se aprecid que el pico desaparece su intensidad al encontrarse la muestra
microencapsulada por el polimero, por tanto, se puede deducir que el proceso de
encapsulacion fue exitoso. Por otra parte, la Figura 10C perteneciente al material
encapsulante (maltodextrina) no presentd un pico definido a la frecuencia de la Figura
10A confirmando que fue favorable la microencapsulacion. Por ende, el material
encapsulado se encuentra protegido de factores como la humedad, permitiendo mantener

su estabilidad y viabilidad en condiciones de procesamiento y empacado.

3.6 Determinacion de la actividad antioxidante (in vitro)

Para determinar el potencial antioxidante en el concentrado y microencapsulado se utilizo
el ensayo de DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidracilo) propuesto por (Bobo-Garcia et al.,
2015) donde se explica la reduccion del radical libre en presencia de compuestos
bioactivos los cuales son donadores de hidrogeno, siendo el caso de las antocianinas

debido a su poder antioxidante. (Guija et al., 2015). Por tanto, se realizé un analisis de
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varianza (Anexo 9) para este ensayo, con un 95 % de confianza, donde los resultados
arrojaron un valor de (p<0,05), expresando que existe una diferencia significativa entre el
concentrado y el microencapsulado. Para (Barragan et al., 2018) la molécula de DPPH
al poseer un electron desapareado, toma un tono caracteristico violeta, pero al reaccionar
con un compuesto antioxidante su tonalidad tiende a decaer, evidenciandose en las
muestras realizadas una declinacion en su tonalidad, dicho cambio lleg6 a ser cuantificado

como la capacidad antioxidante a una absorbancia de 515 nm.
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Figura 11. Diagrama de cajas y bigotes: comparacion de la actividad antioxidante (in
vitro) del concentrado y microencapsulado

En la Figura 11 se observa una comparacion entre la muestra de concentrado de
antocianinas y la muestra microencapsulada, donde se aprecia una mayor capacidad
antioxidante, por parte del concentrado, ya que en la muestra concentrada las antocianinas
se encontraban libres sin ningdn tipo de elemento envolvente, por el contrario a la muestra
microencapsulada con maltodextrina (Telenchana E. , 2019). Utilizando la ecuacién 8,
se logré calcular el porcentaje de inhibicion, estos datos fueron graficados frente a los
pumol de Trolox, donde a partir de la regresion lineal (Anexo 10), se determinaron los
valores en promedio de 328,41 y 219,29 respectivamente, estos valores representan la
capacidad de inhibicion de cada muestra. Segun (Arrazola et al., 2014) en su estudio de
microencapsulacion ratifican los resultados obtenidos de 252,8 umol Trolox/g de

microencapsulado, lo que nos asegura comparar la valoracion de nuestros resultados.
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3.7 Verificacién de la Hipotesis
Se analizé los datos obtenidos de las antocianinas microencapsuladas de Flor de Jamaica
(Hibiscus sabdariffa).

e Serechaza la hipotesis nula
e Se acepta la hipotesis alternativa, es decir las antocianinas microencapsuladas de

Flor de Jamaica (Hibiscus sabdariffa) presentan actividad antioxidante.
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CAPITULO IV

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

4.1 CONCLUSIONES

La influencia del tiempo a 30 minutos durante el proceso de extraccion sélido-
liquido de las antocianinas de Flor de Jamaica, produjo un efecto significativo para
la obtencién de una alta concentracion de antocianinas manteniendo una

temperatura constante de 85 °C.

Se microencapsularon las antocianinas de Flor de Jamaica mediante el secado por
aspersion a condiciones Optimas de temperatura de entrada 150 °C y temperatura
de salida 90 °C donde se alcanzé una eficiencia de microencapsulacion del
88,02 % y un rendimiento del 67,42 % debido a la pérdida de producto

microencapsulado sujeto a las paredes del equipo.

Se evaluo la concentracion de antocianinas presentes en el extracto mediante el
espectrofotometro  UV-Vis obteniendo una concentracibn maxima de
8,521 mg/100 g de Cianidina 3-glucésido en relacién material vegetal / volumen
de disolvente 1:25, a tiempo de 30 minutos y temperatura constante de 85 °C.

Se determind la capacidad antioxidante de las antocianinas presentes en el
concentrado y microencapsuladas mediante un ensayo in vitro, utilizando el
radical libre DPPH, donde se arroj6 como resultados 328,41 y 219,29 umol
equivalentes de Trolox/g de microencapsulado. Por lo cual, se concluye que las
antocianinas de Flor de Jamaica microencapsuladas con maltodextrina presentan

actividad antioxidante.
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4.2 RECOMENDACIONES

Se recomienda microencapsular las antocianinas extraidas empleando diferentes

tipos de polimeros para contrastar su eficiencia.
Se recomienda realizar una evaluacion de la capacidad antioxidante de las

antocianinas presentes en la Flor de Jamaica a través de un ensayo in vivo que

permita analizar el comportamiento que causa sobre un microorganismo.
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ANEXOS

Anexo 1 Gréafica de determinacion de la presencia de antocianinas

Grafico de variacion de Abs muestra Flor de Jamaica
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Anexo 2 Valores obtenidos de la extraccion y cuantificacion de antocianinas de Flor de

Jamaica con distintos tratamientos mediante espectrofotometria UV-Vis.

DISOLVENTE ETANOL 96% CON ACIDO CLORHIDRICO 37 % EN
RELACION 85:15

Relacion | Trat | Réplica | Absorban | Promed |Concentrac % Solidos
- tiempo | amie cia (520 i0 ion Humedad | totales
nto nm) (mg/100g)
1:20a15 T,M, 4 0,2182 7,069 99,23 0,77
min T,M; | T;M,, 0,2173 | 0,2159 7,043 99,16 0,84
T, M, 5 0,2123 7,012 99,21 0,79
1:95 2 15 M, 0,1750 6,049 98,87 1,13
min T,M, | T;M,, 0,1747 | 0,1748 6,034 99,06 0,94
M, 5 0,1749 6,045 99,11 0,89
1:20 230 T,M; ; 0,1890 6,537 99,23 0,77
' mi?] T,M; | T,M;, 0,1820 | 0,1855 6,284 99,08 0,92
T;M; 5 0,1854 6,376 99,15 0,85
1:95 2 30 T,M, ; 0,1435 5,094 99,12 0,88
min T,M, | T,M,, 0,1417 | 0,1421 4,921 99,20 0,80
T,M, 5 0,1410 4,854 98,97 1,03
DISOLVENTE AGUA
Relacion | Trat | Réplica | Absorban | Promed |Concentrac % Sélidos
- tiempo | amie cia (520 io ién Humedad | totales
nto nm) (mg/1009)
120215 T, M, 4 0,2082 | 0,2059 7,822 99,724 0,276
min T,M; | TIM,, 0,2073 7,789 99,728 0,272
T,M; 5 0,2023 7,601 99,726 0,274
1:95 2 15 M, 0,2690 | 0,2654 8,085 99,729 0,271
' min T,M, | Ty4M,, 0,2620 7,875 99,712 0,288
M, 5 0,2654 7,977 99,747 0,253
1:20 2 30 T,M; ; 0,2120 | 0,2132 7,965 99,805 0,195
' min T,M; | T,M;, 0,2137 8,029 99,812 0,188
T;M; 5 0,2139 8,037 99,815 0,185
195 3 30 T,M, ; 0,2735 | 0,2720 8,521 99,828 0,172
' min T,M, | T,M,, 0,2710 8,146 99,817 0,183
T,M, 5 0,2717 8,167 99,835 0,165
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Anexo 3 Andlisis de Varianza para la determinacion de la concentracién de antocianinas

Fuente Suma de Gl Cuadrado Razon-F | Valor-P
Cuadrados Medio
A:Relacion MV-VD 0,194565 1 0,194565 13,66 0,0101
B:Tiempo extraccion 0,245388 1 0,245388 17,23 0,0060
AB 0,000507 1 0,000507 0,04 0,8565
Blocks 0,0569572 2 0,0284786 2,00 0,2160
Total error 0,0854322 6 0,0142387
Total (corr.) 0,58285 11
R-cuadrada = 85,3423 porciento
Optimizar respuesta
Factor Bajo | Alto | Optimo
Relacion MV-VD 20,0 | 25,0 25,0
Tiempo extraccion 15,0 | 30,0 30,0

Anexo 4 Concentracion de antocianinas de Flor de Jamaica antes y después de ser

encapsuladas

Muestra liquida Muestra en polvo
Réplicas Abs (520nm) | Concentracion | Abs (520nm) | Concentracion
(mg/100q) (mg/100q)
1 0,2735 8,521 0,2705 8,427
2 0,2710 8,146 0,2762 8,302
3 0,2717 8,167 0,2769 8,323
Anexo 5 Rendimiento del microencapsulado
Muestra Peso Peso final de | Rendimiento
maltodextrina | la muestra- (%)
@) polvo (9)
10 6,742 67,42
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Anexo 6 Obtencion del microencapsulado de antocianinas

Anexo 7 Determinacion del contenido de antocianinas por andlisis de pH diferencial

Muestra Buffer Muestra Buffer
pH1 pH4,5
Réplicas | Abs Abs Abs Abs | Concentracion

(522 (700 (522 (700 (mg/100 g)
nm) nm) nm) nm)

1 0,5686 | 0,0292 | 0,0857 | 0,0793 8,908

2 0,5422 | 0,0289 | 0,0835 | 0,0698 8,350

3 0,5597 | 0,0304 | 0,0902 | 0,0744 8,583

Anexo 8 Analisis de varianza para antocianinas de Flor de Jamaica

Grupos homogéneos

Fuente Suma de Gl | Cuadrado Medio |Razon-F | Valor-P
Cuadrados
Entre grupos 0,076921 1 0,076921 0,7603 | 0,2131
Intra grupos 0,007920 2 0,004567
Total (Corr.) 0,020833 3
Casos| Media

Microencapsulado 3 8,351 X
(Después)
Sin microencapsular| 3 8,278 X
(antes)
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Anexo 9 Andlisis de varianza para determinar el potencial antioxidante in vitro

Fuente Suma de Gl | Cuadrado Medio |Razén-F| Valor-P
Cuadrados
Entre grupos 17860,7616 2 17860,7616 480,07 | 0,0000

Intra grupos 26,3677333 6 13,1688667
Total (Corr.) 17894,4685 8

Anexo 10 Curva de calibracion entre el % de inhibicion vs. umol equivalentes de Trolox

Curva de Calibracion
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