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RESUMEN

1. Resumen

El objetivo de este trabajo fue obtener y evaluar pigmentos microencapsulados a partir del
fruto xkijit (Renealmia alpinia Rottb. Mass, Zingiberaceae) y su incorporacién en un sistema
modelo, evaluando su uso como colorante, nivel de aceptabilidad y estabilidad al
almacenamiento. Para lo cual se consideraron 4 etapas en el desarrollo de la investigacion:
etapa 1 Obtencién y caracterizacion del fruto; etapa 2 Obtencion de pigmentos
microencapsulados (Secado por aspersion), alimentando diferentes mezclas a un secador por
aspersion, usando diferentes agentes (maltodextrina MDX, goma arabiga, GA y una mezcla
1:1); etapa 3 Evaluacion de los microencapsulados, evaluando rendimiento, tamafio de
particula, humedad, color, humectabilidad, densidad aparente y compacta, ademas,
antocianinas o carotenoides, compuestos fendlicos y la capacidad antioxidante y su
conservacion durante 28 dias de almacenamiento a 4 y 25°C; etapa 4 Incorporacion de los
microencapsulados, en dos matrices diferentes jugo y yogurt para microencapsulados de
pericarpio y de pulpa respectivamente, observando los cambios de color durante 28 dias a

4°C, asimismo se evaluaron sensorialmente.

Se observd un mayor contenido de antocianinas en comparacion del contenido de
carotenoides. Los mayores rendimientos y menor humedad se observaron con la combinacién
[1:1] MDX-GA. La conservacion de las antocianinas y compuestos fendlicos en los
microencapsulados de pericarpio se vio beneficiada por el recubrimiento GA (4, 25°C),
mientras que la retencién de carotenoides, asi como su conservacion se mantuvo con MDX
(25°C). Adicionalmente, los encapsulados del pericarpio y pulpa presentaron una
significativa retencion del color y las propiedades de reconstitucion se ven favorecidas por
MDX. Especificamente, los microencapsulados de pericarpio incorporados en la matriz
alimentaria conservaron mejor el color en comparacién con los de pulpa, estos ultimos fueron
mas estables con el recubrimiento de GA en comparacion con el extracto sin encapsular
incorporados al yogurt. El color generado por los microencapsulados en la matriz tiende a
disminuir, conservando mejor el color en polvos de pericarpio cubiertos con MDX. Los
microencapsulados de pulpa se ven influenciados por la GA. Las pruebas sensoriales indican
preferencia por los encapsulados de pericarpio; sin embargo, el aspecto global del yogurt
indica una buena aceptabilidad del producto. Se logré la encapsulacion de los pigmentos con



el uso de diferentes agentes, asegurando su estabilidad a diferentes condiciones de
almacenamiento, los cuales fueron incorporados en dos diferentes matrices, cumpliendo su
funcion como colorante; ademas, estos tuvieron un alto nivel de aceptabilidad por parte de

los evaluadores.



INTRODUCCION

2. Introduccioén

Los aditivos son usados comunmente en alimentos procesados ya que estos mejoran su
apariencia, flavor, sabor, color, textura, valor nutricional y conservacion; estos factores
son muy importantes para la seleccién de un producto por parte del consumidor
(Hathcock y Rader, 2003). Los colorantes sintéticos sobresalen dentro de estos aditivos
(Ashfag y Masud, 2002; Clydesdale, 1993; Carocho et al., 2014; Ray et al., 2015; Shim
et al., 2011), debido a que existen varias investigaciones que han identificado como el
color influye en la preferencia, percepcion de la calidad y aceptabilidad de un producto
(Downham, 2000; Delgado-Vargas y Paredes-Lopez, 2003; Shim et al., 2011). Por tanto,
la adicién de colorantes se ha vuelto imprescindible en alimentos. Sin embargo, su uso
en alimentos es muy controversial, ya que no sélo no son adicionados por sentido estético
(Clydesdale, 1993), sino que son usados para compensar el color natural de los alimentos,
que se pierde durante el procesamiento o su almacenamiento (Minioti, 2007; Barrows et
al., 2003). Sin embargo, algunos de estos colorantes han sido relacionados con diversos
efectos sobre la salud, los nifios ese consideran un grupo muy vulnerable, causando
hiperactividad, déficit de atencidn, hipersensibilidad, provocando urticaria y liberacion
de histamina la cual intensifica los sintomas del asma (Gupta, 2004; Clydesdale, 1993;
Poldnio, 2002; Vidotti et al., 2006). En consecuencia, el uso y preferencia de pigmentos
naturales en los alimentos ha aumentado, para su incorporacion en bebidas, dulces y
golosinas (Yoshioka, 2007), lo cual demanda el desarrollo de nuevos aditivos que puedan

sustituir a los colorantes sintéticos para su uso industrial.

Algunos pigmentos naturales son las clorofilas, betalainas y carotenoides, se encuentran
en vegetales, frutas, hongos y algas (Dufossé et al., 2005), ademas, algunos son fuente
importante de vitamina A (Rodriguez-Amaya, 1997). Especificamente el -caroteno,
licopeno, luteina y zeaxantinas se les atribuyen colores amarillos a rojos (McClements et
al., 2009). Las antocianinas, son un grupo importante el cual es soluble en agua (Clifford,
2000; Davies et al., 2012), estan presentes en mayor cantidad en frutas, pero también
pueden encontrarse en raices, tubérculos, bulbos, algunas legumbres y cereales, hojas y
flores (Bridle y Timberlake, 1997; Delgado-Vargas y Paredes-Lépez, 2003; Castafieda-
Ovando et al., 2009).



INTRODUCCION

En México existen alrededor de 23,424 especies de plantas; y usadas en las comunidades
rurales para elaborar alimentos, medicinas, utensilios, bebidas, combustibles, entre otros
(Schultes & Von Reis, 1995; Gerique, 2006). Las condiciones edafoclimaticas en la
Sierra Norte del Estado de Puebla permiten la explotacion de diferentes recursos
vegetales. Encontrando a Renealmia alpinia (Rottb.) Mass (Zingiberaceae), conocido
como xKijit, su consumo es local y limitado a la pulpa, sin embargo, al igual que la uva
después del proceso de vinificacion el pericarpio es considerado un desperdicio y puede
ser una fuente alternativa e importante de colorantes naturales (Shrikhande, 2000).
Algunos pigmentos poseen propiedades antioxidantes y actan como conservadores
(Komes et al., 2011; He y Giusti, 2010; Martinez-Flérez, 2002, Carocho et al., 2014;
Delgado-Vargas y Paredes-Lopez, 2003; Rodriguez-Amaya, 2016). Sus propiedades
antioxidantes estan relacionadas con la prevencion de padecimientos (Wu et al., 2005 a,
b). Sin embargo, pueden ser inestables a diferentes condiciones ambientales (Cevallos-
Casals y Cisneros-Zevallos, 2004). Ante esto la microencapsulaciéon puede resultar una
alternativa que contribuya a preservar y/o protegerlos. Se define como una tecnologia que
puede ser usada para cubrir ingredientes (componente bioactivo) en pequefias particulas
0 gotitas mediante una barrera fisica (Gharsallaoui, 2007; Pszczola, 1998; Brazel, 1999;
Gibas et al., 1999, Ahmed et al., 2010; Bakowska-Barczak y Kolodziejczyk, 2011;
Barros y Stringheta, 2006). Controlando la eliminacion de sabores, reduce la volatilidad,
y reactividad, incrementando la estabilidad de productos bajo condiciones ambientales

adversas (Favaro et al., 2010).

De ahi que la presente investigacion pretenda conocer la viabilidad de obtener de
pigmentos conservados a partir de la microencapsulacién provenientes de pulpa y
pericarpio del fruto xKkijit (Renealmia alpinia), con la finalidad de lograr su incorporacion

como colorante natural en productos alimenticios.



OBJETIVOS

3.  Objetivos
3.1 Objetivo General:

Obtener y evaluar pigmentos microencapsulados a partir del fruto xkijit (Renealmia alpinia)
y su incorporacion en un sistema modelo, evaluando su uso como colorante, nivel de

aceptabilidad y estabilidad al almacenamiento.
3.2 Objetivos Especificos:

e Caracterizar fisicoquimicamente el fruto fresco incluyendo sus propiedades
antioxidantes

e Obtener pigmentos de pulpa y pericarpio a partir del fruto fresco y deshidratado y
compararlos en relacion con sus propiedades antioxidantes.

e Determinar las condiciones de proceso (temperatura de entrada y salida, flujo de
alimentacion, presion en la alimentacion y velocidad de aire del soplador),
concentraciones de los agentes encapsulantes y ajuste de sélidos para la obtencion de
pigmentos microencapsulados del fruto de xkijit.

e Evaluar los pigmentos microencapsulados mediante pruebas de calidad y estabilidad
en relacion con los cambios de color, compuestos antioxidantes y pruebas
microbioldgicas.

e Incorporar los pigmentos microencapsulados en un sistema modelo (bebida y yogurt)
y evaluar su funcion como colorante, estabilidad en el almacenamiento y su nivel de

aceptacion en el producto.



MARCO TEORICO

4. Marco Teorico

En la siguiente seccion se realizd una revision bibliografica correspondiente a tres apartados
incluyendo informacidon obtenida del xkijit (Renealmia alpinia), posteriormente se menciona
la revision sobre colorantes naturales y finalmente se aborda el apartado de

microencapsulacion.
4.1 Xkijit (Renealmia alpinia)

En este apartado se abordan las diferentes caracteristicas del fruto, incluyendo su descripcion
botanica, asi como los diferentes usos y formas de consumo, ademas se mencionan algunos

reportes que confirman su utilidad dentro de la industria alimentaria.
4.1.1 Generalidades

El género Renealmia pertenece a la familia Zingiberaceae (Negrelle, 2015) descrito por Carl
Von Linné en 1782. Es una planta herbacea (Tabla 1), monocotileddnea llega a medir de 0.5
a 2.5 m de alto, con rizomas de 1 a 3 cm de didametro y hojas elipticas de 20 a 70 cm de largo
y 13 a 18 cm de ancho. La inflorescencia es un racimo basal, de 20 a 30 cm de largo con
flores de color amarillo-naranja y su fruto es eliptico, cuyo pericarpio es de color rojo cuando
no estad maduro y morado casi negro al llegar a su madurez de consumo. El fruto en su parte
interna presenta un color amarillo intenso con numerosas semillas, llega a medir de 1.8 a 3
cm de largo y 0.5 a 1.5 cm de ancho (Lascurain et al., 2010; Macia, 2003; Maas, 1977)
(Figura 1).

Tabla 1. Informacién taxonémica de Renealmia alpinia xKkijit.

Reino Plantae

Clase Lilipsida

Orden Zingiberaceae

Género Renealmia

Epiteto especifico Alpinia

Nombre cientifico Renealmia alpinia (Rottbh.) Maas
Determinador P.J.M. Maas

Fecha de determinacion 1998-12-31

Informacion extraida de Instituto de Biologia, 2010.



XKIJIT (Renealmia alpinia)

Figura 1. Fruto xkijit (Renealmia alpinia).

A Renealmia alpinia se le conoce con diferentes nombres dependiendo de la regién o el pais
donde se cultive; el nombre “Xkijit” proviene del dialecto totonaco, significa “planta silvestre
de frutos comestibles” (Garcia, 2007), existen algunas variaciones como Ixquihity, X quijit,
usadas en el estado de Veracruz (Lascurain et al., 2010). Otros nombres comunes con los que
se le conoce es Mishquipanga (Quechua) en zonas de Pert, Naiku en Colombia, entre otros
(Tabla 2).

Tabla 2. Nombres comunes de Renealmia alpinia segun su ubicacion.

Nombre comun Pais Referencia
Tapioka-kumpia (Awajun) Ecuador Namicela, (2010)
Matandrea Colombia
Achiria de monte Colombia Arango et al., (2007)
Cardamomo México )

Huilimul México Lascurain et al., (2010)
Mardi gras Trinidad y Tobago Lans et al., (2001)
Corovahiiba Perd Delgado, (2004)

La germinacion seminal es poco exitosa y para su propagacion se necesita generar vastagos
a partir de su rizoma (Macia, 2003). Alarcén et al., (2008) lograron una propagacion exitosa
in vitro usando Bencilaminopurina, ademas encontraron la presencia de metabolitos de tipo
cumarinas en hojas provenientes de plantas in vitro y ex vitro. Crece en areas abiertas, a
orillas de rios (Maas, 1977), su distribucion es generalmente en Sudamérica como se muestra
en la Figura 2 (Renealmia alpinia-Jengibre de jardin, Discover Life, 2016). En México
podemos encontrar 4 especies Renealmia cernua, R. mexicana, R. occidentalis y R. alpinia,

distribuidas en los estados de Zacatecas, Chiapas, Veracruz, Oaxaca y Puebla.
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Particularmente en la Sierra Norte del estado de Puebla se cultivan y utilizan frutos de R.
alpinia (Macia, 2003).

Figura 2. Distribucion geogréafica de Renealmia alpinia.

Macia (2003) reporta que la cosecha de R. alpinia en el estado de Puebla es en los meses de
septiembre y noviembre. Los frutos se cosechan alcanzando su madurez ya que una vez que
florece la planta muere; los pobladores recomiendan cortar el tallo después de la cosecha,
cuando sus hojas estan secas, para que la raiz no se pudra y asi los nuevos vastagos puedan

crecer.

4.1.2 Composicion proximal del fruto

Existen pocos reportes acerca de la composicién proximal y caracterizacion del fruto R.
alpinia. Ceron (2013), determiné las propiedades fisicoquimicas del fruto lo cual concuerda
con ldagarra (2015) y se enlistan en la Tabla 3. Particularmente Cer6n (2013) menciona que
los compuestos fendlicos que se extraen de R. alpinia pueden ser usados como un aditivo
nutracedtico en la industria alimentaria, lo cual coincide con lo reportado por Noriega et al.,
(2011) quienes evaluaron la toxicidad del pericarpio y concluyen que es inocuo y seguro

como colorante natural.
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Tabla 3. Composicion fisicoquimica de Renealmia alpinia

Propiedad Pericarpio Pulpa y semillas
Porcentaje del fruto 68.70 % 31.20 %
Humedad 84.08 £ 1.25 49.73 £ 3.64
Cenizas 1.25+04 0.98 £ 0.00
Solidos solubles (°Bx) - 4.03+0.15
Acides - 0.65+0.14
Compuestos fendlicos (mg GAE 100g™) 4844 +13.5 -
Capacidad antioxidante (mg TE g}) 21.143 + 0.602 -
Antocianinas totales (p/p)* 27.9 %

Informacion extraida de Ceron, 2013; Idarraga, 2015; *Noriega et al., 2011

4.1.3 Propiedades y usos

Macia (2003), reporta los usos que la etnia Totonaca en la Sierra Norte del Estado de Puebla
realiza con Renealmia alpinia, la pulpa rodeada de semillas se muele en un metate, para
después remover las semillas de forma manual, obteniendo una crema espesa misma que se
hierve y se consume con tortillas o se mezcla con salsas. Asimismo, dependiendo de la parte
de la planta que se utilice, tallos, raiz, hojas o frutos, se les adjudican diferentes usos, por
ejemplo, dentro de la cocina las hojas son usadas para envolver pescado, verduras, carne o
una mezcla de ellas y asado a fuego directo a este platillo se le conoce como Tonga y es
preparado en Ecuador (Van den Veerle et al., 2004). En Per( se prepara un platillo que es
conocido como Patarashca que consiste en picar el fruto con todo y semillas y acompafarlo
con pescado (Espinosa, 2014), también en Peru existen reportes que los frutos son utilizados
para preparar guarniciones de diferentes platillos (Figura 3) (dmaz, S.A.). Virga (S.A.) nueva
empresa, que, para la elaboracion de ginebra seco, maceran semillas de xkijit con enebro

(Juniperus communis) y semillas de cilantro (Coriandrum sativum) (Virga, sin afio).

Existen estudios sobre R. alpinia, los cuales mencionan su uso para la extraccién de
colorantes, para la elaboracion de tinta para tatuajes en la piel (NTBG, National Tropical
Botanical Garden, S.A.), o para la decoracion de diferentes productos artesanales (Mantilla
et al., 2007).
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(-

Figura 3. Uso de Renealmia alpinia en la gastronomia colombiana.

Noriega et al., (2011) realizaron extracciones del pericarpio para obtener diferentes tintas,
las cuales se sometieron a distintos valores de pH y solventes, obteniendo diferentes
tonalidades dependiendo del solvente utilizado como se observa en la siguiente Figura 4. Con
las raices es posible obtener colorantes amarillos-naranjas (RFC, Rainforest Conservation
Found, S.A.), combinado con Curcuma longa se pueden obtener tonos rosados, marrones o

con greda, azul oscuro (del Aguila, 2009).

Figura 4. Comportamiento del colorante a diferentes valores de pH (Noriega et al.,
2011).

Existen algunos reportes que mencionan el uso ornamental de R. alpinia, pueden ser
cultivadas en macetas y presenta flores muy atractivas con coloraciones amarillo-

anaranjadas, como se observa en la Figura 5 (Cerdn, 2013).
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Figura 5. Flores de xkijit (Renealmia alpinia).

Godmez-Betancur et al., (2015), demostraron que los extractos metandlicos y acuosos de R.
alpinia tienen efectos significativos como analgésico, ellos concluyen que estas propiedades
se relacionan con el contenido de ciertos flavonoides, mismos que pueden ser utilizados en
la medicina tradicional (Borgi, et al., 2008). De igual forma, Gomez (2014), comprobé las
propiedades analgésicas de aceites esenciales provenientes de las hojas, ayudando a
disminuir el dolor de cabeza o reducir la fiebre (Arango et al., 2007), otros usos que se le
atribuyen a esta planta son los reportados en el tratamiento de infecciones cutaneas y herpes
(Gonzélez, 2013). La infusién de la raiz en Las Guyanas, la usan como emético y como
remedio contra la gastralgia. Asimismo, existen reportes de su efecto como antidoto para
neutralizar el veneno de picaduras de viboras (Nufiez et al., 2004; Otero et al., 2000 a, b);
ademas bafios con R. alpinia ha funcionado como relajante muscular (Lans, 2001). Otros
usos medicinales se relacionan en tratamientos de conjuntivitis y el efecto antifungico para

remover la caspa (Pityriasis Simplex o Furfuracea).
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4.2 Colorantes naturales

Actualmente, y debido a diferentes razones el color en alimentos se pierde y deben ser
afiadidos productos que puedan otorgar un mejor aspecto a productos alimenticios, por lo
cual el uso de colorantes de origen natural ha aumentado, debido a que muchos de estos son
asociados a diferentes beneficios a la salud, principalmente por sus propiedades
antioxidantes. En la siguiente seccion se describira: el origen, la clasificacion y usos de estos

compuestos.
4.2.1 Generalidades

La ETAD (Ecological and Toxilogical Association of Dyes and Organic Pigment
Manufacturers) define a un colorante como una sustancia organica, la cual imparte color, por
diferentes absorciones de la luz (ETAD, S.A.). Las principales caracteristicas del color son
el tono (Hue) el cual identifica el color como rojo, amarillo, verde o azul, luminosidad
(lightness) indica que tan brillante puede ser un color, ya sea que este refleje o absorba la luz
y la saturacion (croma) que es la saturacion del color (Socaciu, 2007), por lo cual, estos

parametros podrian indicar la eficacia de un colorante.

El consumo de los alimentos puede estar influenciado por la percepcién sensorial; ya que el
color es un atributo muy importante al momento de seleccionar los alimentos, debido a que
es un indicador de calidad (Socaciu, 2007). Este es el primer atributo que observamos de un
alimento (van de Laan et al., 2011; van de Laan et al., 2015), desde nifio se ensefia al
consumidor que ciertos alimentos deben tener determinada apariencia (Frick, 2003; Delgado-
Vargas y Paredes-Lopez, 2003; Shim et al., 2011), lo cual lleva a clasificar a los alimentos

por su color, asociando con un sabor.

Existen varias razones por las cuales se tienen que adicionar colorantes a los alimentos, que
van desde la pérdida durante el procesamiento, no poseer color por si mismos, el color puede
variar y debe ser estandarizado, cumplir con las exigencias o expectativas del consumidor,
ademas de ciertas condiciones de almacenamiento, luz, aire, temperatura, humedad que

pueden degradar el color (Frick, 2003; Cejudo-Bastante et al., 2013).

12



COLORANTES

En la mayoria de los paises es necesario declarar el uso de colorantes de forma individual
debido a que algunos no estan permitidos o debe evitarse su uso para el publico (Frick, 2003),
ya que pueden ser toxicos después de su uso prolongado y causar problemas a la salud
incluyendo algunos efectos carcinogénicos (Carocho et al., 2014; Amchova et al., 2015;
Kobylewski y Jacoboson, 2010). Ademas, se ha asociado al consumo de colorantes con
ciertas enfermedades como asma, intolerancia a algunos alimentos, hiperactividad e
hipersensibilidad en nifios (McCann et al., 2007; Nigg et al., 2012).

Algunos colorantes sintéticos son compuestos quimicos organicos derivados de petroleo, son
mas economicos, estables, brillantes y relativamente presentan menos problemas (Frick,
2003). Sin embargo, actualmente existe la demanda por parte del consumidor por productos
mas naturales (Kobylewski y Jacoboson, 2010) alimentos minimamente procesados y que

ademas contribuyan a la salud.

Algunas de las aplicaciones tipicas de los colorantes naturales son: bebidas, dulces,
reposteria, alimento para mascotas, usos en la industria cosmética y farmaceutico o como

nutracetico (Hari et al., 1994; Rodriguez-Amaya, 2016).
4.2.2 Colorantes y sus propiedades antioxidantes

Los colorantes naturales alimentarios, han recibido gran atencion ya que ademés de su
funcion de atribuir color al producto, pueden proveer ciertos beneficios sobre la salud
(Delgado-Vargas y Paredes-Lopez, 2003; Shim et al., 2011; Gengatharan et al., 2015),
debido a su efecto como antioxidantes y diferentes propiedades funcionales (Delgado-Vargas
y Paredes-Ldpez, 2003; Kaimainen et al., 2015; Rodriguez-Amaya, 2016). Ademas, estos
son mas seguros y brindan ciertas caracteristicas organolépticas.

El color de los pigmentos puede ser un indicador del tipo de compuesto presente en el
alimento; al rojo podria atribuirse la presencia de licopeno el cual funciona como un
antioxidante (Oberoi y Sogi, 2015), el color morado de las betacianinas (Cai et al., 1998). En
la Tabla 4 se presenta un listado de posibles fuentes de pigmentos reportados en la

bibliografia, ademas de su posible efecto antioxidante asociado a dichos compuestos.
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4.2.3 Clasificacion y obtencion de colorantes naturales

Existen ciertas divergencias en cuanto a la clasificacion de estos colorantes, en Estados
Unidos de Norte América, solo se considera como colorante natural si es agregado a la misma
fuente de procedencia. La Union Europea no distingue entre colorantes naturales y
artificiales, mientras que en Japon, un colorante natural es el que proviene de fuentes
naturales y que no ha sido quimicamente modificado (Frick, 2003). Delgado-Vargas et al.,
(2000) los definen como compuestos quimicos que pueden absorber la luz en el rango de
onda perteneciente a la regién visible, produciendo color dependiendo de su estructura
molecular. Sin embargo, con la creciente demanda de consumir alimentos e ingredientes
provenientes de fuentes naturales, libres de efectos tdxicos y problemas a la salud (Martins
etal., 2016) se puede hacer uso de frutas y vegetales como fuentes naturales y brindan colores
asociados a diferentes compuestos bioactivos. Por ejemplo, verdes de las clorofilas, amarillo
de los carotenoides, azul-morado de las antocianas y rojo de las betalainas (Rodriguez-
Amaya, 2016). Hendry y Houghton, (1996) hacen una clasificacion de colorantes naturales
de la siguiente forma tetrapirroles, tetra-terpenoides, quinonas, O-heterociclicos, N-

heterociclicos y metalo-proteinas, los cuales tienen diferentes coloraciones como se observa

en la Tabla 5.
Tabla 5. Colorantes naturales
Grupo Nombre alternativo Ejemplo Color predominante
Tetrapirroles Porfirinas y  sus Clorofilas Verde
derivados Haems Rojos
Bilinas Azul-verde-amarillo-
rojo
Tetraterpenoides  Carotenoides Carotenoides Amarillo-rojo
Xantdfilas Amarillo
Compuestos O- Flavonoides Antocianinas Azul-rojo
Heterociclicos Flavonoides Amarillo-blanco
Flavonas Blanco-crema
Quinonas Compuestos fendlicos Naftaquinonas Rojo-azul-verde
Antraquinonas Rojo-morado
Alomelaninas Amarillo-café
Taninos Café arojo

Informacion extraida de Hendry y Houghton, 1996.
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Tabla 5. Colorantes naturales (Continuaciéon)

Grupo Nombre alternativo Ejemplo Color predominante
Compuestos  N- Indigoides 'y los Betalainas Amarillo-rojo
Heterociclicos derivados del indol Eumelaninas Negro-café
Feomelaninas Cafeé
indigo Azul-rosa
Pterinas Blanco-amarillo
Purinas Blanco opaco
Flavinas Amarillo
Fenoxazinas Amarillo-rojo
Fenazinas Amarillo-morado
Metaloproteinas Cu-proteinas Azul-verde
Hemeritrina Rojo
Hemovanadinas  Verde
Adenocromos Morado-rojo

Informacion extraida de Hendry y Houghton, 1996.

Asimismo, los colorantes pueden provenir microbianas. Santos-Ebinuma et al., (2015)
realizaron la extraccién de colorante rojo natural a partir de Penicillium purpurogenum,
concluyendo que los hongos o0 microorganismos son una fuente importante para la obtencién

de colorantes naturales.
4.2.4 Antocianinas

Las antocianinas son colorantes naturales estudiados con mayor frecuencia (Martins et al.,
2016), debido a su baja toxicidad (Brouillard, 1982, Tonon et al., 2010). Sin embargo, a
diferencia de otros colorantes como las betacianinas o las betalainas (E162), las antocianinas
no han sido aprobadas para su uso en alimentos. Por lo tanto, el estudio de las antocianas ha
aumentado debido a sus propiedades nutracelticas, ya que por pertenecer al grupo de los
flavonoides (Bridel y Timberlake, 1999; Giuliani et al., 2015), se les relaciona por inhibir
radicales libres contribuyendo a disminuir el riesgo de padecer enfermedades cardiacas y
cancer (Wang et al., 1997). Se estima que la ingesta diaria de antocianinas va de los 500 mg
a 1 g dependiendo del individuo (Lila, 2004).

Dichos compuestos pertenecen al grupo mas importante de pigmentos solubles en agua; se
acumulan en las vacuolas de las plantas (Pietrini et al., 2002; Horbowicz et al., 2008) y llevan
a cabo diferentes reacciones bioquimicas. Son glucésidos de las antocianidinas (gliconas) y
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azucares, el principal es la glucosa, pero puede estar unida a otros aztcares como la xilosa,
galactosa, arabinosa, o la rutinosa (Horbowicz et al., 2008). Los principales grupos de las
antocianinas presentes en la naturaleza son: pelargonidina (naranjas), cianidina (naranja
rojizo), peonidina (rojo morado), delfinidina (morado, azul), petunidina (rojo oscuro o
morado) y malvidina (morado). En la Figura 6, se observa la estructura basica de estos

compuestos (He y Giusti, 2010; Giuliani et al., 2015).

OH

Pelargonidina

Delfinidina Petunidina Malvidina

Figura 6. Estructura quimica de algunas antocianinas. R1: COOH (Adaptado de Giuliani et
al., 2015; He y Giusti, 2010)
Es comun encontrar mezclas de dos o0 mas de diferentes tipos de antocianinas en frutas, flores,
vegetales, etc., (Delgado-Vargas y Paredes-Lopez, 2003); no obstante, la mas abundante es
la cianidina (Harborne, 1998). Existen méas de 400 antocianinas en la naturaleza (Mazza y
Miniati, 1993) las cuales dependiendo del pH y otros factores daran como resultado una gran
variedad de tonalidades de color (Hou, 2003).

4.2.4.1 Extraccion, uso y estabilidad

Las antocianinas pueden provenir de diferentes fuentes como: flores, hojas, raices frutos

(Wang et al., 1997; Doughall et al., 1998), ayudando a que animales polinicen las flores o la
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dispersion de las semillas por el color atractivo (Stintzing y Carle, 2004), son ademas un
filtro contra la luz UV, ya que pueden proteger a los organelos que contienen clorofila,
resguardando a los cloroplastos de la alta intensidad de luz, lo cual previene o reduce la
fotoinhibicion (Pietrini et al., 2002). En el cuerpo humano la cianidina-3-glucosido y la
pelargonidina-3-glucosido pueden ser absorbidas intactas por la pared gastrointestinal (Fang,
2014)

El uso de las antocianinas como colorante o alimento funcional es limitado, ya que estas
tienden a ser inestables frente a diversos factores, como pH, temperatura, humedad, salinidad,
almacenamiento, copigmentacion debido a la presencia de otros flavonoides, proteinas, entre
otros (Francis, 1989; Mazza y Miniati, 1993; Rodriguez-Saona, et al., 1999; Ersus y
Yurdagel, 2007), los cuales pueden estar presenten en la matriz alimenticia y pueden

aumentar o disminuir la intensidad del color.

La estabilidad de las antocianinas disminuye mayoritariamente debido a los cambios de pH
(Mahdavi et al., 2014), provocando que el color varie (Doughall et al., 1998; Giuliani et al.,
2015). En condiciones acidas estos pigmentos presentan una coloracién rojiza y en
condiciones alcalinas toman tonalidad entre azules y verdes (Horbowicz et al., 2008). Siendo
valores de pH menores o iguales a 3.5 los ideales, en la Figura 7 se muestra el efecto del pH
sobre la estructura de las antocianinas. Por efecto de la temperatura, se ha reportado que se
deteriora lentamente, especificamente un incremento de la temperatura favorece la forma

chalcona la cual no es estable y puede degradarse a productos cafés (Horbowicz et al., 2008).
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Figura 7. Efecto del pH sobre la estructura de las antocianinas

Se han reportado diversas formas de extraccion de estos pigmentos, entre los cuales podemos
encontrar la ultrasonicasion (Celli et al., 2015), los campos eléctricos pulsados (Medina-
Meza y Barbosa-Cénovas, 2015), el calentamiento éhmico (Loypimai et al., 2015) vy el
método méas comun: la extraccion con solventes; debido a que las antocianinas poseen anillos
aromaticos los cuales contienen grupos sustituyentes polares y residuos de glicosilo, juntos
producen una molécula polar, més soluble en agua que en solventes no polares (Delgado-
Vargas et al., 2000). Ademés, se han realizado extracciones de diferentes fuentes tanto
vegetales como semillas, por ejemplo, antocianinas provenientes de uva (Vitis labrusca)
(Brito de Souza et al., 2014), zanahoria negra (Ersus y Yurdagel, 2007), blueberry (Reque et

al., 2014), algunos de ellos se enlistan en la Tabla 6.
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Tabla 6. Tecnicas selectas reportadas para extraccion de antociaininas de frutas

Fuente Meétodo de extraccion Zona ‘?"}‘ Referencia
extraccion

Acai Extraccién de jugo Pulpa Tonon et al., 2010

Cainito .

Cajt amarillo Liofilizacién (-56°C) 48 hrs y molido Pericarpio %i%-HUChm etal,

Caju rojo
Secado (34 °C, 24 hrs) molidos,

Azafran extraccion con etanol acidificado y Pétalos ~ Mahdavee et al., 2014
concentrado en rotavapor (40°C)

Jambul

Espinacas ceylon

Jamaica

Pitaya roja

Papaya

Uva roja

Camote rojo

Khae rojo

Col morada Secado (50°C, 48 hrs) molidos :

Ciruela extraccign coryl metan)ol (HCL 6.1 N) Fruto Chaiyasut et al., 2016

Toronja

Berenjena

Conchita Azul

Ma kiang

Lentejas moradas

Lechuga morada

Cereza

Taro
Etanol (96%, 25°C, 2 hrs), rotavapor Jiménez-Aguilar et

Blueberry 35°C ( ) P Fruto al., 2011 g

Barberry m:)l,lfgt’a?/):g?;c(l fgogn etanol (50°C, 2 Fruto Akhavan et al., 2016

Col morada Fruto seco se humedeci6 toda la noche Hojas

Garcinia cowa con agua, autoclave 30 min y filtrado, Fruto Ezhilarasi et al., 2013
evaporador flash (60°C) para concentrar

Uvas rojas Extraccion con diferentes solventes Pericarpio Revillaet al., 1998
(Metanol, Agua, Acetona, HCI Fruto entero
Extraccion acelerada con solventes,

Trigo azul Extraccion asistida por microondas, Entero Abdel-Aal et al., 2014
Extraccion convencional con solventes

Maiz azul

Arroz negro Campos eléctricos pulsados Jugo Zhou et al., 2015

Blueberry

Col morada Ultrasonido y métodos convencionales Hojas Demirddven, 2015

Berenjena Ultrasonido y 2-propanol Pericarpio Dranca, 2016
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Diversos autores han evaluado su uso en diferentes alimentos, debido a sus propiedades como

pigmento y antioxidante, otorgando cierta funcionalidad al producto. Un ejemplo es el fruto

del acai, con un alto poder antioxidante y cuyos extractos se han adicionado como colorante

en yogurt (Coisson et al., 2005; Del Pozo-Insfran et al., 2004). Otros alimentos a los cuales

se les han adicionado antocianinas provenientes de diversas fuentes naturales son las bebidas

(De Rosso y Mercadante, 2007), o bien en alimentos de consumo diario como jaleas, jugos

0 en vino tinto (He y Giusti, 2009). Actualmente, la Unién Europea ha permitido el uso de

antocianinas en productos acidos (bebidas o jugos, frutas en conserva, confiteria, productos

congelados, productos lacteos y bebidas alcohodlicas) (Giuliani et al., 2016).

Tabla 7. Estructura y caracteristicas de algunos carotenoides comunes en alimentos

Estructura

Nombre y
caracteristicas

Licopeno

Aciclico, Rojo
o-Caroteno
Biciclico, Amarillo

B-Caroteno
Biciclico, Naranja

B-Criptoxantina
Biciclico, 1 grupo
hidroxido, Naranja

Zeaxantina
Biciclico, 2 grupos
hidroxido,
Amarillo-Naranja
Luteina

Biciclico, 2 grupos
hidréxido,
Amarillo

Informacion extraida de Rodriguez-Amaya, 1997.
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4.2.5 Carotenoides

Otros pigmentos naturales son los carotenoides, los cuales estdn conformados a base de
hidrocarburos organicos (Chapman, 2012); la mayoria de las plantas los contienen, asi como
algunas algas, algunas bacterias y hongos, estos pueden impartir diversos colores, ademas de
poseer diferentes propiedades bioactivas (Hornero-Meéndez y Minguez-Mosquera, 2007;
Rizk et al., 2014; Martins et al., 2016). Asimismo, los carotenoides presentan tonalidades
amarillas-naranjas (Berg et al., 2000) o rojas como el licopeno (Rizk et al., 2014), su
estructura y sus maltiples dobles enlaces son la parte que brindan el color por la forma en la
que se absorbe la luz (Tabla 7) (Rodriguez-Amaya y Kimura, 2004), son necesarios por lo
menos 7 enlaces dobles (Rodriguez-Amaya, 2001) y pueden tener hasta 40 cadenas de
carbono (Gul et al., 2015).

4.2.5.1 Extraccién, uso y estabilidad

A los carotenoides se les han atribuido propiedades bioactivas, ya que aportan beneficios a
la salud, tienen cierto potencial antioxidante, por lo cual han sido usado en la industria
alimenticia como conservador natural (Dias et al., 2009; Rodriguez-Amaya, 2016),
relacionando su consumo con la reduccion del riesgo a padecer cancer (Flagg et al., 1995;
Giovannucci et al., 1995). Ademas, ya que el humano no es capaz de sintetizarlo, siendo
necesario obtenerlos mediante la dieta (Rodriguez-Amaya 2004; Haskell, 2012) pues son
precursores de la vitamina A (Gul et al., 2015; Gongalves et al., 2016). Chapman (2012),
menciona que la cantidad de vitamina A obtenida de la dieta varia dependiendo de la edad

de la persona ya que sus requerimientos varian (Tabla 8).

Tabla 8. Cantidad recomendada para el consumo de vitamina A en la dieta humana

Edad Cantidad (pg/d)
1 a 8 afios 400-600
Mas de 8 afios 600-800
Hombres adultos 900
Mujeres adultas 800
Mujeres durante el embarazo 700

Informacion extraida de Chapman, (2012)

Se han aislado méas de 650 carotenoides provenientes de fuentes naturales, no obstante, solo

60 son los que se encuentran en la dieta humana (During y Harrison, 2004). Existen diferentes
22
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fuentes de donde se pueden obtener carotenoides, como son los vegetales de hoja verde o
frutas y vegetales amarillos (Giuliani et al., 2015), paprika, caléndula o por fermentacion
microbiana (Rodriguez-Amaya, 2016). Richter et al., (1996) menciona que la extraccidn por
solventes a pesar de no ser la mejor, por los problemas que presenta como el tiempo de
extraccion, la baja selectividad o los bajos rendimientos, ademas de la excesiva generacion

de solventes toxicos, es la més tradicional, este y otros métodos se enlistan en la Tabla 9.

Tabla 9. Extraccion de carotenoides de algunas frutas

Fuente Método de extraccion Zona C.j? Referencia
extraccion
Cainito o .
. . Liofilizacién (-56°C) 48 horas y .. Moo-Huchin et
Caju amarillo . Pericarpio
L molido al., 2015
Caju rojo

[hexano, acetona, cloroformo,
hexano:acetona (1/1 v/v),
hexano:cloroformo (1/1 viv) y

Naranja acetona:cloroformo (1/1 viv)] Pericarpio  Ghazi, 1999
durante 5 min y centrifugado a
10000 RPM )
. Tratadas con NaCl y/o Acido Jaramillo-Flores
Zanahoria " . Fruto
acetico y Enzimas et al., 2005

Extraccion con solventes y

presiones elevadas

Extraccion con fluidos supercriticos Fruto
Caju (amarillo,  Extraccion con metanol/acetato de
naranjay rojo)  etilo/petréleo

Schweiggert et
al., 2016

Mamey Acetona Pulpa Chacon-Ordofiez

etal., 2017

de Carvalho et
Calabaza Acetona Pulpa al., 2012
Tomate Deshidratacion y extraccion con Pericarpio Rizk et al., 2014

etanol, acetona/hexano

La cantidad y composicion de los carotenoides puede variar dependiendo de diferentes
factores, entre los que se encuentran: cultivo, variedad, clima y estacion. Sin embargo, su
aplicacion esta limitada ya que estos en presencia de oxigeno y luz durante el procesamiento
los vuelve propensos a la degradacion quimica (Bustos-Garza et al., 2013; Giuliani et al.,
2015; Rodriguez-Amaya, 2016). Los carotenoides han sido usados principalmente para

productos con alto contenido de acidos grasos, como la mantequilla, margarinas, productos
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lacteos. Hari et al., (1994) recopilan y enlistan diferentes usos de algunos carotenoides en la

industria alimenticia (Tabla 10).

Tabla 10. Carotenoides usados como aditivo alimentario

Producto alimenticio Pigmento
Productos de reposteria

Bebidas

Productos grasos u oleosos

Productos lacteos p-Caroteno
Productos de yema de huevo congelada y deshidratada

Palomitas

Productos a base tomate Cantaxantinas
Especias secas Apocarotenal
Mezclas de panaderia -Caroteno
Confiteria Cantaxantinas

Informacion extraida de Hari et al., 1994
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4.3 Encapsulacion

La microencapsulacion contribuye al recubrimiento de ingredientes, favoreciendo su
conservacion frente a diferentes condiciones ambientales, en el siguiente apartado se enfoco
a revisar aspectos relacionados con la microencapsulacion mediante secado por aspersion,
ademas se menciona el uso de la encapsulacion en diferentes componentes vegetales y las

aplicaciones de los microencapsulados.
4.3.1 Generalidades

Existen diferentes procedimientos para llevar a cabo la encapsulacion, algunos ejemplos son
la coacervacion, co-cristalizacion, polimerizacion interfacial, gelificacion ionica,
incompatibilidad polimérica, atrapamiento por liposomas e inclusion molecular. También se
puede llevar a cabo por métodos mecanicos o fisicos como el secado por aspersion, secado
por congelamiento/enfriamiento y extrusion (Ré, 1998; Yafez et al., 2002; Madene et al.,
2006; Crittenden et al., 2006; Goderska et al., 2008; Mokarram et al., 2009). Los
encapsulados pueden variar en su tamafio (0.2-5000 um) y forma, dependiendo de diversos
factores, tales como el método de obtencidn o el material de recubrimiento (Balassa y Fanger,
1971). Algunos tipos de encapsulados que podemos encontrar son los de tipo reservorio y los
de tipo matriz (Zuidam y Shimoni, 2010; Giro-Paloma et al., 2016) (Figura 8), y a su vez
estos pueden tener diferentes morfologias (Figura 9) (Giro-Paloma et al., 2016). La eleccion
del método de encapsulacién dependera del tamafio de particula deseado, la aplicacién que

se le dard, los costos, entre otros (Ré, 1998).

Figura 8. Tipos de capsulas, a) Tipo reservorio, b) Tipo matriz, ¢) Tipo matriz recubierta,
d) Matriz multi pared (Zuidam y Shimoni, 2010; Giro-Paloma et al., 2016).
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CODEE

Figura 9. Posibles morfologias, a) Irregular, b) Simple, ¢) Multi pared, d) Nucleos
multiples, e) Matriz de particulas (Giro-Paloma et al., 2016).

Entre los principales agentes encapsulantes se encuentran los carbohidratos, gomas de origen
natural, ceras, gelatina y algunos polimeros (Dziezak, 1998; Gharsallaoui et al., 2007; Young
etal., 1993).

4.3.2 Encapsulacion mediante el secado por aspersion

La encapsulaciéon consiste en la formacion de una pelicula de compuestos poliméricos
Ilamada pared, la cual recubren a una gota liquida, particula sélida o gaseosa, llamada nucleo
(Young et al., 1992; Madene et al., 2006; Araneda y Valenzuela, 2009), el recubrimiento
seraresistente, delgado, casi esférico y semipermeable, su superficie puede ser lisa o irregular
con o sin poros (Pérez-Leonard et al., 2013) transformando un fluido liquido en particulas
deshidratadas (Masters, 1985). Los fluidos son atomizados dentro de una camara de
deshidratacion donde se forman las microesferas (Anandharamakrishnan et al., 2007;
Ezhilarasi et al., 2014). El tamafio de las gotas dependera de la composicion de la emulsion
(Parra, 2010) y la eficiencia de la encapsulacion podra variar debido a distintos factores,
como las temperaturas de entrada y de salida, el flujo de alimentacién, la presion de
atomizacion, la concentracion del agente encapsulante, entre otros (Tonon et al., 2008; Pérez-
Leonard, 2013).

De acuerdo con Ré (1998) las etapas de la microencapsulacion consisten en: preparacion de
la emulsion o la matriz donde el material a encapsular serd incorporado, un mezclado
vigoroso para formar una dispersion o emulsién, la cual es alimentada en el secador por
aspersion, donde la mezcla se convertira en pequefias gotas y por el efecto del flujo de aire

caliente, el agua sera evaporada.
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El secado por aspersion presenta ciertas ventajas sobre otras técnicas de encapsulacion,
siendo una de las mas usadas para ingredientes alimenticios (Filkova et al., 2007; Fang y
Bhandari, 2010). Lépez y Gomez (2008) sugieren que esta técnica puede alcanzar
rendimientos hasta del 100% en comparacion con otras técnicas, ademas de proteger al
principio activo contra diversas condiciones adversas de procesamiento, empacado y
almacenamiento (Ré, 1998; Yarfiez et al., 2002); contribuye al enmascaramiento de olores y
sabores (Ré, 1998; Ersus y Yurdagel, 2007; Fang y Bhandari, 2010), asi como evitar la
interaccion entre estos Gltimos (Versic, 1988; Reineccius, 1989). Otras utilidades de esta
tecnologia son la liberacién gradual del compuesto encapsulado, facilita la transportacion y
manejo, el cambio de ciertas caracteristicas (humedad, densidad e higroscopicidad)
mejorando su distribucién al momento de la incorporacion, estabilizacion de compuestos y

sobre todo en la transformacion de liquidos a sélidos (Astray et al., 2009).

4.3.3 Agentes encapsulantes

El uso de diferentes agentes encapsulantes puede tener distintos efectos en el producto
obtenido, ya que no solo las condiciones de operacién afectan las propiedades del polvo,
también lo hacen los agentes usados (Medina-Torres et al., 2013) disminuyendo el contenido

de humedad o actuando como barrera (Wang et al., 2009)

Existen distintos tipos de agentes encapsulantes, como los polisacaridos, lipidos, proteinas,
por mencionar algunos, encontramos al almidén, la carboximetil celulosa, gelatina,
maltodextrina, alginato de sodio, caseina de sodio, pectina, goma arabiga, goma guar,

quitosano, asi como ceras, lecitinas y fibras (Fuch et al., 2006; Ravichandran et al., 2012).

La maltodextrina es uno de los principales agentes formadores de pared (Gibbs et al., 1999;
Ahmed et al., 2010; Ramirez et al., 2015), sobre todo por su costo y efectividad, ya que tiene
una baja viscosidad y proporciona una alta cantidad de sélidos, es inodora, incolora y no
enmascara el sabor original (Garcia et al., 2004; Rocha et al., 2009; Souza et al., 2014), el
peso molecular puede variar dependiendo de los equivalentes de dextrosa (Madene et al.,
2006) y puede favorecer diferentes caracteristicas en el producto. La adicién de maltodextrina
puede minimizar adherencia y la higroscopicidad (Patil et al., 2014) favoreciendo la

atomizacion, ya que reduce de forma significativa la viscosidad (Pierucci et al., 2007) lo cual
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provoca que el tamafio de las gotas sea mas grande y como resultado se obtendran esferas

mas grandes (Jinapong et al., 2008).

La goma arabiga es muy usada en la encapsulacion por aspersion de sabores y colores
(Beristain et al., 1999; Ramirez et al., 2015); es un heteroglicano complejo altamente
ramificado (cadena principal D-galactoriranosa unida por enlaces [B-D-Glicosidicos)
(Whistler y Daniel, 1990) la cual puede contener algunas propiedades nutricionales, ya que
es altamente digerible y tiene un impacto benéfico en el indice glicémico, ademas de poseer
un bajo contenido calorico (Badreldin et al., 2009). Por otro lado, incrementa la temperatura
de transicion vitrea, sirve como emulsificante y coloide protector en la mezcla de
alimentacion (Thevenet, 1988; Sansone et al., 2011; Pérez-Leonard et al., 2013), asimismo,

son solubles y de baja viscosidad (Madene et al., 2006).

Diversos autores mencionan que el uso de un solo agente no posee todas las caracteristicas
requeridas para llevar a cabo una correcta microencapsulacion y posterior secado (Bhandari
etal., 1992; Fuch et al., 2006; Kaushik y Roos, 2007), por lo cual el uso de diferentes agentes
en una misma matriz podria resultar en esferas mas resistentes, mas uniformes, entre otros
aspectos que aseguran la calidad de los polvos. Esta calidad dependera de diferentes
caracteristicas morfologicas (tamarfio, estructura, densidad), rendimiento, contenido del
material activo, liberacion, estado fisico y la interaccion polimero-material activo (Pérez-
Leonard et al., 2013)

4.3.4 Aplicaciéon de la microencapsulacion en alimentos

La microencapsulacion ha sido utilizada en diferentes areas industrialies, farmacéutica, textil,
cosmeética, entre otras (Ré, 1998; Fuchs et al., 2006; Dutta et al., 2009; Rai et al.,
2009).Especificamente, en la industria de los alimentos se han desarrollado diversos estudios
como la produccion de colorantes a partir de productos vegetales, existen reportes de la
encapsulacion del colorante rojo proveniente de frutos como Opuntia stricta y su
incorporacion en varios productos alimenticios logrando tonalidades atractivas para los
consumidores (Obon et al., 2009), en otro estudio realizado por Ge et al., (2009) obtuvieron
pigmentos rojos de rosas rojas (Rosa hybridum) los cuales resultaron estables a diversas

condiciones de temperatura. Mientras que Santhalakshmy et al., (2015) utilizaron diferentes
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temperaturas de entrada para la encapsulacion de jugo de jambul (Syzygium cumini) el cual
es rico en antocianinas, encontrando que la temperatura 6ptima de microencapsulacion fue
de 150°C. Otras investigaciones se han enfocado a la a extraccion, encapsulacion y uso de
betalainas a partir de Basella rubra (Sravan Kumar et al., 2014). Tonon et al., (2010)
evaluaron la actividad antioxidante y la estabilidad de las antocianas de acai (Euterpe
oleracea Mart.) concluyendo que la maltodextrina 10 DE fue el mejor recubrimiento del
colorante. Otros ejemplos de encapsulacion de antocianinas y otros pigmentos como
betalainas y carotenoides provenientes de col morada, tuna morada y zanahoria han sido
desarrollados por Zaidel et al., 2014, Lim et al., 2016; Otalora et al., 2015; Ersus y Yurdagel,
2007.

La encapsulacion de sabores mediante secado por aspersion es una de las técnicas mas usadas
(Liu et al., 2004; Krishnan et al., 2005), de igual forma los agentes encapsulantes utilizados
con mayor regularidad son el almidén, maltodextrina y goma ardbiga (Bhandari y Howes,
1999; Gouin, 2004; Santhalakshmy et al., 2015). Especificamente Krishnan et al., (2005)
realizaron la comparacion de agentes encapsulantes en oleoresinas de cardamomo,
encontrando que la goma aradbiga es mas efectiva. Otros ejemplos adicionales son la
encapsulacion de sabores de orégano, mejorana y citronela (Baranauskiené et al., 2006) son

presentados a continuacion (Tabla 11).
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La microencapsulacion puede ser usada para la proteccion de compuestos bioactivos
(Champagne, 2007; Bouwmeester et al., 2009; Dias et al., 2015), Ribeiro et al., (2015)
observaron el efecto de microcapsulas de compuestos antioxidantes como ingrediente en
queso cottage, concluyendo que los microencapsulados conservan mejor la actividad
antioxidante en relacion al almacenamiento. Asimismo, Cam et al., (2014) encapsularon
compuestos fendlicos provenientes de la cascara de granada los cuales fueron afiadidos en
helado obteniendo mejoras en las propiedades funcionales del producto. Por su parte, los
reportes de Pasrija et al., (2015) se enfocaron a la encapsulacion de polifenoles de té verde y
su incorporacién en productos de panaderia, Ezhilarasi et al., (2013) consiguieron encapsular

extractos de Garcinia cambogia, estos y otros ejemplos se enlistan en la Tabla 12.

Tabla 12. Incorporacion de microencapsulados en alimentos
Fuente Aplicacién Referencia

Compuestos fendlicos de cdscara Enriquecimiento de helado en una

de granada proporcion de 0.5y 1% (w/w) Cametal., 2014

Compuestos antioxidantes de

extracto de hongo (Suillus luteus) Incorporacion en queso cottage  Ribeiro et al., 2015

Polifenoles de té verde Fortificacion de pan Pasrija et al., 2015

Incorporacion de microcapsulas
Extractos de fruta Garcinia cowa en harina para la elaboracion de  Ezhilarasi et al., 2013

pan
Betaninas de extractos acuosos Elaboracion de jugos modeloy  Kaimainen et al.,
de betabel evaluacion de la estabilidad 2015

. ) ) ) Incorporacion en jalea de fresas
Pigmentos rojos de jamaica

(Hibiscus sabdariffa L.) Incorporacién en caramelos como
colorante

Selimet al., 2008

Incorporado en yogurt y pudin de

Betacaroteno soluble en agua . .
tapioca para evaluar la digestion

Donhowe et al., 2014

Compuestos fenolicos de piel de Fortificacion de puré de manzana Lavelli et al., 2016

uva

Licopeno Incorporacion en pastel Aguiar et al., 2012
C?argtgnmdes naturales y Yogurt y pan Rutz et al., 2016
sintéticos

Carotenoides de piel de tomate Espagueti Rizk et al., 2014
Carotenoides de aceite de palma Yogurt y pan Rutz et al., 2017
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5. Metodologia

La metodologia de esta investigacion se dividié en 5 etapas, las cuales inician con la
obtencion y caracterizacion del fruto (pulpa y pericarpio) y culminan con la obtencion,

evaluacion e incorporacion de microencapsulados (Figura 10). Cada una de las etapas son

descritas a continuacion.

Obtencion y caracterizacion del fruto

Obtencion de pigmentos microencapsulados

Evaluacion de los microencapsulados

Incorporacion de los microencapsulados
(Estabilidad y aceptabilidad)

Analisis de los resultados

Figura 10. Diagrama general de trabajo
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5.1 Etapa 1 Obtencidén y caracterizacion del fruto (Renealmia
alpinia) xkijit

La etapa 1 consisti en la recoleccion, acondicionamiento del fruto para su posterior uso.
Ademas, se realizé la evaluacion de algunas propiedades fisicoquimicas y la determinacion

de sus compuestos funcionales separando pulpa y pericarpio (Figura 11).

Recoleccion en la Sierra
Norte, Cuetzalan del
progreso, Puebla, México

Lavado y desinfeccion, pelad manual,
almacenamiento de pulpa y pericarpio
(-20°C)

Acondicionamiento de la
materia prima

PH, °Bx, %Ac, Indice de madurez

Caracterizacion
fisicoquimica

Color (L*, a*, b*, Hue, Croma)

Capacidad antioxidante (Pulpa y pericarpio)

Compuestos fenolicos (Pulpa y pericarpio)

Analisis de las propiedades
antioxidantes (Pulpa y

pencarpio) Antocianinas totales (Pericarpio)

Carotenoides y clorofila a, b (Pulpa)

Figura 11. Diagrama general de la Etapa 1; Obtencion y caracterizacion del fruto
Renealmia alpinia xKkijit.
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5.1.1 Obtencion de la materia prima

5.1.1.1 Obtencién y almacenamiento del material vegetal

El material vegetal xKkijit (Renealmia alpinia) se recolectd6 manualmente en la zona de la
Sierra Norte en la comunidad Cuetzalan del Progreso, en el estado de Puebla, México; se
seleccionaron frutos libres de dafio fisico y microbioldgico, ademas, se observaron aspectos
como: color, tamafio, firmeza, descartando los que no cumplieran con los criterios

anteriormente mencionados.
5.1.1.2 Acondicionamiento de |la materia prima

Los frutos fueron lavados y desinfectados con una solucidon hipoclorito de sodio al 5% (v/v),
cada uno fue pelado manualmente y fueron retiradas las semillas de la pulpa. El pericarpio,

la pulpa y las semillas se almacenaron por separado a -20°C, hasta su uso.
5.1.2 Caracterizacion fisicoquimica de la pulpay pericarpio

La determinacion de pH de los frutos frescos (pericarpio y pulpa) se realizé en el jugo de la
muestra con ayuda de un potenciémetro (DENVER INSTRUMENT UB-10), obteniendo
(AOAC Official Method 981.12, 2000). En relacion con los sélidos solubles fueron
determinados con ayuda de un brixémetro (Atago, Mod 3840) y se reportaron en (°Bx)
(AOAC Official Method 932.12, 2000). La acidez titulable en los frutos se determind por
titulacion con NaOH al 0.1 N (Golden Bell, Materiales y Abastos especializados S.A. de
C.V.) hasta alcanzar un pH 8.0 £ 0.2 con ayuda de un potencidmetro. Debido a que las
muestras fueron solidas fue necesario molerlas en un mortero y filtrar para eliminar los
residuos de mayor tamafio (AOAC Official Method 942.15, 2000). Este pardmetro se calculd

usando la Ec (1) en términos del acido citrico para la pulpa y tartérico para el pericarpio.

A( g )_ V N mEq.wt 100
100mL/ — 1000 v Ec (1)
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Donde V es el volumen en mL de NaOH usado para la titulacion; N es la normalidad de la
solucion de NaOH; mEqg.wt es el peso miliequivalente del &cido estandar; v es el volumen de

la muestra.

Finalmente, el indice de madurez se determing utilizando la siguiente relacién

. °Bx
Indice d d =
ndice ce madurez Acidez titulable Ec (2)

5.1.2.1 Determinacion de color

El color del pericarpio y en la pulpa se determiné con ayuda de un colorimetro (HunterLab
Color Flex 45/0 Spectrophotometer), tomando en cuenta los valores de las cromatidas L*
(claro/oscuro), a* (rojo/verde) y b* (amarillo/azul). Con estos pardmetros se evaluaron los
indices croma (saturacién del color) y Hue (dngulo de matiz o pureza de color) de acuerdo

con las ecuaciones 3 y 4 respectivamente:
C* = (a*Z + b*Z)l/Z Ec (3)

El valor del angulo de matiz (conocido como Hue) El valor del angulo de matiz puede ser 0°,
90°, 180°, 270° los cuales denotan colores puros, rojo, amarillo, verde y azul
respectivamente. Por lo tanto, el angulo de matiz representa la percepcién del color (Kaushik
y Roos, 2007).

b*
H° =tan! (—*>

a Ec (4)

5.1.3 Analisis de propiedades antioxidantes de la pulpa y

pericarpio.

Para hacer la determinacion de la capacidad antioxidante y compuestos fendlicos, se tomaron

100 g de fruto, pericarpio o pulpa y se mezclaron con 500 mL de etanol al 95% (v/v),

37
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siguiendo la metodologia propuesta por Khonkarn et al. (2010) con algunas modificaciones.
La mezcla fue molida con una licuadora y se mantuvo en agitacion durante 90 min,
posteriormente fue filtrada con manta de cielo y se centrifugd (Hettich Zentrifugen, Universal
320R) a 4000 rpm durante 15 min a -4°C.

Para la extraccion de las antocianinas se utilizo la misma proporcién, 100 g de pericarpio y
500 mL de etanol (95% v/v) acidificado 1% con HCI. La mezcla fue molida con una licuadora
y se mantuvo en agitacion durante 90 min, posteriormente fue filtrada con manta de cielo y
se centrifugo (Hettich Zentrifugen, Universal 320R) a 4000 rpm durante 15 min a -4°C. Para
realizar las determinaciones se tomd el sobrenadante y se hicieron diluciones en caso de ser

necesarias.
5.1.3.1 Capacidad antioxidante

La capacidad antioxidante de fue evaluada neutralizando el radical libre DPPH (2,2-difenil-
1-pricrilhidrazil) (Sigma Aldrich). La actividad antiradical se midié mediante el descenso en
el valor de la absorbancia a 517 nm, siguiendo lo propuesto por Mongkolsilp et al., (2004)
con algunas modificaciones. Previamente se realizd la curva a diferentes concentraciones de
Trolox (Anexo 9.1). Para esto se us6 1 mL de la muestra, y 1 mL de DPPH, almacenados 30
min en condiciones de oscuridad, se midié la absorbancia en un espectrofotometro UVvisible
(Jenway, Mod 6405 UV/Vis). Determinando el porcentaje de inhibicién de la muestra con la
ecuacion 5 y la concentracién con la ecuacién 6 la cual parte del Anexo 9.1. El valor de la

capacidad antioxidante se reporté como mg de Trolox/100 g de muestra en base seca.

(AbSDPPH - AbSMuestra)
Abspppy Ec (5)

% de inhibicion =

y = 6.2705x — 1.30 Ec (6)

Donde a Absmuestra Se le ha restado el valore del blanco; Y es igual al % de inhibicion
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5.1.3.2 Antocianinas totales

Para la determinacién de las antocianinas se utiliz6 un método espectrofotométrico
diferencial de pH (Giusti y Wrolstad, 2005). Utilizando buffer de cloruro de potasio pH 1y
buffer de acetato de sodio pH 4.5 (Anexo 9.2). Se determind la absorbancia de la solucion
(20%, 10%, 5% v/v con buffer pH 1) de 400 a 700 nm para determinar el factor de dilucién,
midiendo el pico més alto el cual no excediera el valor de 1.2 en la absorbancia (valor maximo
de Abs 510 a 520nm). Utilizando el factor de dilucion se midié la absorbancia a 510 y 700
nm a dos diferentes valores de pH1 y pH 4.5, dejando reposar durante 15 minutos en
oscuridad, y midiendo con un espectrofotdmetro UVvisible usando agua destilada como
blanco. El contenido total de antocianinas (mg/L) fue calculado usando las siguientes
ecuaciones (7 y 8) y el valor total se expres6 como mg cianidina-3-glucésido/100 g de

muestra en base seca.

ABS 475 X MW x DF x 1000
(e x D) Ec (7)

Contenido de antocianinas totales =

ABSgirr = (ABSs10 — ABS700)pr1.0 — (ABSs10 — ABS700) pHas Ec (8)

Donde ABSqifs es la diferencia de las absorbancias a pH 1.0 y 4.5, MW es el peso molecular
de la cianidina-3-glucosido, DF es el factor de dilucion, € es la absortividad molar igual a

26,900 I/mol*cm y la trayectoria de la longitud es 1.0 cm (1).
5.1.3.3 Carotenoides

El contenido de carotenoides para la pulpa se evalu6 de acuerdo a lo descrito por
Lichtenthaler y Wellburn (1983), tomando un 1 g de muestra y macerandolo con 5 mL en
una solucién de acetona al 80% (J.T. BARKER, 99.06%) (v/v), una pequefia porcion de
carbonato de calcio para evitar la acidificacion de la muestra debido a la ruptura de los
cloroplastos y una pequefia porcion de arena de mar para romper el tejido; la mezcla fue

centrifugada a 3500 rpm a temperatura ambiente durante 10 min. Se evalu6 la absorbancia
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del sobrenadante a 750, 663.2, 646.8 y 470 nm, y determinar las clorofilas a, b y el total de
carotenoides, usando acetona (80% v/v) como blanco; utilizando las siguientes ecuaciones.

Ca = 12.21abs663.2 - 2.81ab5646.8 EC (9)

Cb ES 20'13ab5646.8 - 5'03ab5663.2 EC (10)

¢ _ 1000 absyyy —3.27 Ca — 104 Ch
€= 229 Ec (11)

Donde Ca corresponde a clorofila a, Cb clorofilas b y Cc es el contenido de carotenoides

presentes en la muestra expresado en pg de carotenoides/100 g de muestra en base seca.
5.1.3.4 Compuestos fendlicos totales

Los compuestos fendlicos totales se determinaron usando el procedimiento de Folin-
Ciocalteu, descrito por Singleton y Rossi (1965) y modificaciones de Vega et al., (2017);
tomando 1 mL del extracto y mezclandolo con 1 mL del reactivo de Folin-Ciocalteu
(SIGMA, Suiza, 2M, >98.0%) dejando reposar la mezcla durante 3 minutos en oscuridad,
posteriormente se agregd 1 mL de carbonato de sodio (0.05% p/v) (GOLDEN BELL,
Meéxico) y se dejo reposar 30 minutos, para poder leer los valores de absorbancia con un
espectrofotometro a una longitud de onda de 765 nm. El contenido de compuestos fendlicos
totales se expres6 como mg Eq de acido galico/ 100 g de muestra en base seca, previamente
se realizo una curva patron con diferentes concentraciones de acido galico y se obtuvo la

siguiente ecuacion para determinar la concentracion (Anexo 9.3).

y = 0.0185x + 0.0303 Ec (12)

Donde Y es el valor de la absorbancia menos el valor del blanco para cada muestra.

40



METODOLOGIA

5.2 Etapa 2 Obtencion de pigmentos microencapsulados mediante

secado por aspersiéon

La etapa 2 consistio en la obtencidén de los concentrados de pigmentos provenientes de
pericarpio y pulpa (sometidos a los tratamientos de secado por aspersion), se seleccionaron
las condiciones de operacion del secador, ademas, se analizaron las propiedades fisicas y las
propiedades antioxidantes de los microencapsulados después del secado y su estabilidad al

almacenamiento (Figura 12).

Meétodo 1 (M1) Maceracion
Meétodo 2 (M2) Deshidratacion

Obtencion de los extractos

Ajuste de solidos; M1 (°Bx), M2 (% p/v)

Microencapsulacion

Mezcla de los agentes MDX 100%, GA
100% y mezcla [1:1]

Temperatura de entrada 150+2°C
Temperatura de salida 96+2°C
Temperatura de alimentacion 22°C
Velocidad de flujo de aire 60%
Flujo de alimentacion 6.5 RPM
Presion 8.5 LPM (M1) y 6.5 LPM (M2)

Condiciones de
encapsulacion

Condiciones oscuridad 4 y 25°C

Evaluando compuestos antioxidantes

Evaluacion a los 0, 7, 14 y 28 dias

Figura 12. Diagrama general correspondiente a la etapa 2, Obtencién de pigmentos
microencapsulados mediante secado por aspersion.
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5.2.1 Obtencion de los extractos

Los pigmentos de pulpa y pericarpio se obtuvieron mediante dos métodos: Método 1 a partir
del fruto fresco (M1) y el Método 2 a partir de fruto deshidratado (M2).

5.2.1.1 Método 1

5.2.1.1.1 Pericarpio

Para obtener el extracto concentrado del pericarpio se siguio el procedimiento propuesto por
Khonkarn et al., (2010) con algunas modificaciones, donde se molieron 100 g de muestra
(pericarpio) en una licuadora comercial con etanol al 95% (v/v) y se mantuvo en agitacion
con ayuda de un agitador magnético durante 90 minutos, posteriormente los extractos fueron
filtrados con manta de cielo y papel filtro (filtracion de velocidad media). Se realizaron
lavados consecutivos de la muestra con etanol para garantizar la extraccion. Finalmente, para

evaporar el solvente con un rotavapor (Heidolph, Hei-Vap Value Digital HL/G3) a 55°C.
5.2.1.1.2 Pulpa

La obtencion del extracto concentrado de pulpa se realizé mediante la extrusion del tejido,

mismo que fue filtrado con manta de cielo y papel filtro.

Ambos extractos se almacenaron en refrigeracion (4°C) en recipientes color ambar hasta su

uso.
5.2.1.2 Método 2

Para el método 2 fue necesario secar el pericarpio a 45 °C durante 8 horas, posteriormente,
para reducir el tamafio de la particula, se molieron las muestras deshidratadas usando una
licuadora comercial y un molino de café. Los polvos del pericarpio se tamizaron con un tamiz

(Mont Inox) con una apertura de malla de 149 um.
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5.2.1.3 Evaluacioén de los extractos concentrados

A los extractos concentrados se les evaluo el color (5.1.2.4) y compuestos funcionales
(capacidad antioxidante, antocianinas, carotenoides, y compuestos fendlicos totales) se
realizaron siguiendo la metodologia del apartado 5.1.3. Ademas, se evalud la estabilidad del
color a diferentes valores de pH agregando 100 pL del extracto de pericarpio a un buffer de
fosfatos(2% p/v fosfato dibasico de sodio y 2% p/v acido citrico) y ajustando el pH con HCI
1.5 N y NaOH 0.5 N, realizando un barrido en la absorbancia (390-690) en un espectro
UVvisible, evaluando a los 0, 1, 2, 7, 14, 28 dias.

5.2.2 Microencapsulacion de los pigmentos

Para la microencapsulacion de los extractos de pigmentos concentrado, se utilizaron
diferentes mezclas de los agentes encapsulantes, maltodextrina (Aldrich, USA, ED 4.0-7.0),
Goma arabiga (Meyer, México) y las condiciones de operacién del equipo permanecieron

fijas durante todos los experimentos, cada experimento se realizo por triplicado.
5.2.2.1 Ajuste de solidos para la microencapsulacion

Las mezclas fueron preparadas con los extractos obtenidos por M1 y los agentes
encapsulantes: maltodextrina MDX (DE 4.0-7.0, Sigma-Aldrich, USA), Goma ardbiga GA
(Meyer, México), en una proporcion 1:4 y un ajuste de sélidos de 20°Bx, (Laokuldilok &
Kanha, 2015). Los encapsulantes se adicionaron en concentraciones MDX 100%, MDX
50%-GA 50%, GA 100% y homogenizados por agitacién a temperatura ambiente, para

determinar la cantidad de goma se utilizé el cuadro de Pearson.

En M2 se determiné la humedad del polvo después de 8 horas de deshidratacion para conocer
porcentaje de agua remanente en la muestra y tener el peso real de polvo a utilizar, la suma
de la muestra y el o la mezcla de los agentes encapsulantes (100 % maltodextrina, 50%
maltodextrina-50% goma arabiga, 100% goma arabiga), fue el equivalente a 3% (p/v) de
solidos de la mezcla final y estos se ajustaron en diferentes proporciones 20-80, 50-50, 30-

70 (Agente encapsulante-polvo de pericarpio).
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5.2.2.2 Condiciones de encapsulacién

Se utiliz6 un secador por aspersion (PRENDO SEV, Meéxico) para realizar la
microencapsulacion, se encapsulados a la siguientes condiciones de operacion: temperatura
de entrada 150°C, temperatura de salida 96°C, flujo de aire 60% de su capacidad, presion de
aire (8.5 LPM para muestras obtenidas por M1 y 6.5 para M2), flujo de alimentacion (6.5
rpm), temperatura de alimentacion (22°C), y se mantuvo en agitacion constante los

tratamientos de secado.
5.2.3 Estabilidad de los microencapsulados

Se realizaron las pruebas variando las condiciones de concentracion y proporcion de agentes
encapsulantes descritas en el apartado 5.2.2.1 y 5.2.2.2 asi como el método de obtencion de
los extractos, para seleccionar las mejores condiciones de encapsulacion, se tom6 como
variable de respuesta el rendimiento y el color, la medicion del color se describi6 en el
apartado 5.1.2.4.

5.2.4 Almacenamiento de los pigmentos microencapsulados

Para determinar el efecto de la temperatura de almacenamiento sobre el contenido de los
compuestos bioactivos, los pigmentos microencapsulados fueron almacenados en recipientes
ambar a dos temperaturas: 4 y 22°C (refrigeracion y ambiente), durante 4 semanas, realizando

mediciones a diferentes tiempos (0, 7, 14 y 28 dias).
5.2.4.1 Reconstitucién de los polvos

Se evalud la capacidad antioxidante y compuestos fendlicos totales, asi como los pigmentos
(antocianinas y carotenoides): para la reconstitucion de los polvos se tomaron 20 mg por 20
mL de agua destilada y se agitaron durante 3 minutos en vortex a velocidad alta, siguiendo
la metodologia descrita en el apartado 5.1.3.1, 5.1.3.2 y 5.1.3.4 para la capacidad
antioxidante, el contenido de antocianinas y los compuesto fendlicos totales respectivamente
los cuales se reportaron como mg de Trolox/g de polvo, mg cianidina-3-glucosido/g de polvo

y mg GAE/g polvo.
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5.2.4.2 Carotenoides

El contenido de carotenoides de los microencapsulados de pulpa se evalué de acuerdo a lo
descrito por Desobry et al., (1997) con algunas modificaciones de Loksuwan, (2007) y
modificaciones de los autores, tomado 5 mg del polvo y agregando 1 mL de agua destilada
se agitaron durante 3 minutos en vortex a maxima velocidad, posteriormente se le agregd 3
mL de hexano y se agito durante 3 minutos mas, finalmente la parte del sobrenadante se

midid en un espectrofotometro a 454 nm.
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5.3 Etapa 3 Evaluacién de los microencapsulados

Se realizaron pruebas fisicas y morfologicas, ademas de sus propiedades antioxidantes y
pruebas microbiologicas, a los pigmentos microencapsulados obtenidos, en el siguiente

diagrama se explica de forma breve (Figura 13)

Rendimiento, actividad de agua, humedad,
humectabilidad, densidad aparente y
densidad compacta

Pruebas fisicas y :
morfologicas Color (L*, a*, b*, Croma y Hue)

Microscopia electronica de barrido (SEM)

Hongos y levaduras

Pruebas microbiologicas Coliformes totales

Bacterias mesofilas aerobias (BMA)

Figura 13. Diagrama general de trabajo correspondiente a la etapa 3, Evaluacion de los
microencapsulados.
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5.3.1 Pruebas fisicas y morfolégicas de los pigmentos

microencapsulados

5.2.1.1 Rendimiento

El rendimiento se determind después del secado por aspersion utilizando la siguiente formula
(Fang y Bhandari, 2012).

Rendimiento (%) = Polvo obtenido por el secado (g) % 100
endimiento (/o) = Jugo de fruta (g) + agente encapsulante (g) Ec (13)

5.3.1.2 Humedad

El contenido de humedad de los polvos se analiz6 por gravimetria, secando 1 g de polvo, por
triplicado a 105 °C hasta peso constante en una estufa de conveccion natural.

5.3.1.3 Actividad de agua (aw)

La actividad de agua de los polvos se determiné utilizando un aqualab (AQUALAB Mod
series 3TE) a (25+0.1 °C). Las muestras fueron analizadas por triplicado y el valor de aw se

reporté como el promedio de los valores obtenidos.
5.3.1.4 Humectabilidad

La humectabilidad se evalud segin el método descrito por Vissotto et al. (2010) con algunas
modificaciones, considerando el tiempo requerido para que 0.1 g de polvo esparcido sobre la

superficie del liquido se sumerja completamente en 100 mL de agua destilada a 25 °C.
5.3.1.5 Densidad aparente y compacta

La densidad aparente (pA) y compactada (pC) se determinaron con ayuda de una probeta
graduada de 10 mL a la cual se le vertieron 2.5 g de los microencapsulados (m0) evitando
que este se adhiriera a las paredes. El volumen inicial (VO) se midid directamente en la

probeta y se utilizo para el calculo de la densidad aparente (pA=m0/V0). Para la densidad
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compactada (pC), al mismo polvo se le aplicaron ligeros golpes para favorecer la salida del
aire entre las particulas, hasta obtener un volumen constante en la probeta (\n). Los célculos
se realizaron con la siguiente ecuacion (pC =mO0/Vn) de acuerdo a lo propuesto por (Tonon
et al., 2010 y Jangam y Thorat, 2010).

5.3.1.6 Color

El color de los microencapsulados se midio con ayuda de un colorimetro usando los mismos

parametros que se describieron en la Etapa 1 en la seccion 4.1.2.4.
5.2.1.7 Microscopia electrénica de barrido

Para evaluar la morfologia de los polvos se utilizd un microscopio electrénico de barrido, las
muestras se montaron en porta muestras con una cinta de carbdn doble adhesiva y cubiertas
con una capa fina de oro en un ionizador de metales (QUORUM, Q150RS). Finalmente, cada
muestra se observd en un microscopio electronico de barrido (QUANTA FEG 250)
pericarpio y (JEOL JSM-6610 LV) pulpa. El tamafio de particula fue determinado midiendo

aleatoriamente las particulas que se localizaban en las imagenes tomadas por el microscopio.
5.3.2 Propiedades antioxidantes

Se determinaron las propiedades antioxidantes de los microencapsulados, siguiendo lo

descrito previamente en el apartado 5.2.4, 5.2.4.1 y 5.2.4.2 que corresponden a la etapa 3.
5.3.3 Pruebas microbioldgicas

Se realizaron pruebas microbiolégicas a los pigmentos microencapsulados obtenidos, se
analizaron los grupos indicadores hongos y levaduras (NOM-111-SSA1-1994), coliformes
totales (NOM-113-SSA1-1994) y BMA’s (bacterias mesoéfilas aerobias) (NOM-092-SSA1-
1994); agregando 5 g de la muestra a 45 mL de agua peptonada estéril y homogenizando,
posteriormente se realizaron diluciones seriadas, agregando 1 mL de cada dilucién a 9 mL
hasta 107, y agregando en placas con diferentes medios, los medios y sus condiciones para
Ilevar a cabo el recuento se describen en la Tabla 13. La preparacion de los medios de cultivo

se explica en el Anexo 4.
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Tabla 13. Procedimiento y condiciones para las pruebas microbioldgicas en
microencapsulados

Condiciones de

Prueba Medio Procedimiento ) y Recuento
incubacion
Agregar 1 mL de la muestra, ) Seleccionar placas
Hongos y . Invertida a 25 °C
PDA verter 15 mL del medio y . con 10 a 150
Levaduras de 3 a5 dias. .
mezclar manualmente colonias
Agregar 1 mL de la muestra, ] Seleccionar placas
) o . Invertida a 35 °C
Coliformes totales  Rojo bilis  verter 15 mL del medio y oah con 15a 150
or .
mezclar manualmente P colonias
Agregar 1 mL de la muestra, ) Seleccionar placas
Cuenta ) Invertida 55+£2°C
BMA ] verter 15 mL del medio y con 25 a 250
estandar por 48 h )
mezclar manualmente colonias
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5.4 Etapa 4 Incorporacion de los pigmentos microencapsulados y
su evaluacion de estabilidad y aceptabilidad en una matriz

alimenticia

En esta etapa se aplicaron los pigmentos microencapsulados en una matriz alimenticia, y se

le hicieron pruebas de aceptabilidad y estabilidad (Figura 14).

Jugo (0.3 g/L. Ac. Ascorbicoy 9 g/L. Ac.
Citrico)
Yogur natural sin aztcar

Incorporacion de los microencapsulados
Jugo (0.3 g/100mL)
Yogur (0.5 g/100mL)

Color (L*, a*, b*, Croma, °Hue,)

Estabilidad del pigmento
en la matriz (0, 7, 14 y 28
dias)

Actividad antioxidante DPPH

Matriz + 100 g/L de sacarosa

Prueba de aceptacion del 1) Pigmentos microencapsulados [0.5
consumidor 2/100mL y 1 g/100mL] (Pulpa y pericarpio)
2) Extracto fresco [1 mL/100 mL y 3

mL/100 mL] pulpa y pericarpio
respectivamente

Nivel de aceptacion del Escala hedonica de 7 puntos, evaluando
consumidor (Aspecto, olor, color)

Figura 14. Diagrama de trabajo de la etapa 4, Incorporacién de los pigmentos
microencapsulados y su evaluacién de estabilidad y aceptabilidad en un jugo.
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5.4.1 Preparacion de la matriz modelo

5.4.1.1 Matriz para la incorporacion de encapsulados pericarpio

Los jugos modelo para los microencapsulados provenientes de pericarpio fueron preparados
para simular un jugo real, pero con una composicion muy simple. Se preparo la base para
cada jugo, con una solucion de 9 g/L de acido citrico y 0.3 g/L de acido ascorbico en agua
(Kaimainen et al., 2015).

5.4.1.2 Matriz para la incorporacion de encapsulados de pulpa

Para la incorporacion de los microencapsulados de pulpa, se utilizd un yogurt comercial

natural (Alpura).
5.4.1.3 Estabilidad de microencapsulados en las matrices

Se evaluo la estabilidad de los microencapsulados agregando 3 g de microencapsulados/L 5
g de microencapsulados/L, 1 mL de extracto/L y 3 mL de extracto/L para jugo y yogurt
respectivamente, en funcidn de su capacidad como colorante midiendo el color de la bebida
y el yogurt, en el caso de la medicion del color del jugo esta se evalué con un
espectrofotometro leyendo a (420, 520, 620nm), con las cuales se determind la intensidad del
color, el &ngulo de Hue segln lo propuesto por Sudraud, (1958), con algunas modificaciones
de Glories, (1984), utilizando las ecuaciones (14 y 15). Ademas, se calcularon los porcentajes
de color amarillo, rojo y azul con las ecuaciones 16, 17 y 18 respectivamente. Para la
determinacion del color del yogurt se utilizaron los indices y ecuaciones que se presentan en
el apartado 5.1.2.4 de la Etapa 1.

Intensidad del color (croma) = AbS,,o + Abss,o + AbSga, Ec (14)

Abs,50
Abssy Ec (15)

Tonalidad (°Hue) =
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marito = ( )e1
(Amarillo)% Intensidad de color * 100 Ec (16)
AbSSZO
R0jo)% = 1
(Rojo)% (Intensidad de color) * 100 Ec (17)
Azul)Y =< ) 00
(Azul)% Intensidad de color) Ec (18)

Se evalu6 la actividad antioxidante del jugo y yogurt con tres tipos diferentes de
recubrimiento (MDX, MDX-GA, GA), extracto y sin ningun colorante (Blanco) (etapa 1,
5.1.3) y la turbidez del jugo midiendo los valores en espectrofotometro a 900nm, durante 4

semanas de almacenamiento (0, 7, 14, 28 dias) bajo condiciones de refrigeracion 4°C.
5.4.2 Prueba de aceptacion del consumidor

Para realizar la prueba de aceptacion del consumidor, la mezcla base se endulzé con 100 g/L
de sacarosa y se afiadieron los 3 colorantes microencapsulados (0.5 g/100 mL o 1 g/100 mL,
pulpa y pericarpio respectivamente), extracto del fruto fresco (pulpa 3 mL/100 mL y
pericarpio 1 mL/100 mL) y un colorante artificial (DecoBakery, México), el cual fue

adicionado obteniendo una tonalidad similar.
5.4.2.1 Nivel de aceptacion del consumidor

Se reclutaron 50 voluntarios para evaluar los parametros de aspecto, olor y sabor. Utilizando

una escala hedonica de 7 puntos (donde 1= muy desagradable y 7= muy agradable).

Al final de la evaluacion respondieron las siguientes preguntas “;Qué tan importante es para
ti agregar colorantes a los alimentos? y ¢ Te importa el uso de colorantes naturales?” en una
escala desde 1 (no importa) a 5 (extremadamente importante). Las muestras se presentaron

en orden aleatorio y los datos fueron recolectados para su analisis final.
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5.5 Etapa 5 Andlisis de los resultados

Se realiz6 el analisis estadistico correspondiente a los resultados obtenidos para cada etapa y
asi observar el efecto de las variables independientes sobre las variables dependientes,
utilizando un andlisis estadistico de tipo ANOVA (0=0.05) y ademés de andlisis de
comparacion de medias, mediante pruebas de Tukey para determinar si existia diferencia

significativa entre los resultados (P<0.05). Se utilizé el software Statistix version 8.1.
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6. Resultados y discusion

6.1 Caracterizacion fisicoguimica de xkijit (Renealmia alpinia)

Se realiz0 la caracterizacion fisicoquimica del fruto tanto de pulpa como de pericarpio cuyos
valores se reportan en la Tabla 24. Si bien el pericarpio es la parte mayoritaria del fruto con
aproximadamente un 68+5.26% del total del fruto, esta es en su mayoria agua ya que tiene
una humedad promedio del 95.23+£0.50%, algunos de los pocos reportes donde mencionen
las propiedades fisicoquimicas del fruto son los de Idarraga, 2015y Cerén, 2013, sin embargo
no realizan una caracterizacion mas completa, no obstante en ambos trabajos se reportan
(84.08%), similar al reportado en este trabajo, la cual puede ser comparable con otros frutos;
por ejemplo, el pericarpio de la Manzana Malaya 89.28% (Sysygium malaccense) (Nunes et
al., 2016), los frutos de acai 85.96% (Euterpe oleraceae Mart.) (Tonon et al., 2008), pulpa
de blackberry 91.96% (Ferrari et al., 2013), o los pétalos de la flor de azafran 87.11%
(Mahdavee Khazaei et al., 2014). Por otro lado, la pulpa sin semillas representa en un
9.26+3.20% del fruto, siendo esta la parte comestible, con una humedad del 74.33+2.25% la
cual no se reporta en los trabajos consultados, sin embargo, el contenido de humedad fue

similar a frutas como el zapote negro 75.72%, mamey 79.87% (Moo-Huchin et al., 2014).

En cuanto al pH en el pericarpio (3.75+0.01) result6 ser similar al 6ptimo (pH 3.5) para
favorecer la estabilidad del contenido de antocianinas (Fossen et al., 1998; Cabrita et al.,
2000; Horbowicz et al., 2008; Giuliani et al., 2016), Santhalakshmy et al., (2015), reportan
que este valore inhibe el crecimiento microbiano y disminuye las reacciones asociadas al
deterioro. El pH de la pulpa fue méas alto 5.23+0.02 en comparacion con el pericarpio, de
igual forma este valor posiblemente esté contribuyendo sobre la estabilidad de los
carotenoides, la cual se da en un rango entre 2-7 (Bunnell et al., 1958; Bavernfeind y Bunnell,
1962). Los valores de pH en el caso del pericarpio son similares a los reportados para
manzana Malaya (3.60) (Nunes et al., 2016), pericarpio de diversas variedades de manzana
Fuji, Granny Smith, Pink Lady, Red Delicious, Royal Gala (4.10 a 4.90) (Henriquez et al.,
2010), pulpa de blackberry 3.31 (Ferrari et al., 2013).
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Asimismo, existe una relacion entre el pH, la acidez y °Bx ya que los azucares presentes en
el fruto son precursores de los acidos orgénicos (Kays, 2004; Yoon et al., 2006), por lo cual
un incremento en la acidez del fruto puede deberse a la presencia de una alta cantidad de
azucares. Dichos valores valores se reportan en la Tabla 14 y fueron mas altos en pulpa a
diferencia del pericarpio, lo cual se relaciona con el indice de madurez del fruto y con el
sabor, debido a la acumulacién de algunos azucares (Pinzon et al., 2007; Wojdyto et al.,
2017). Asimismo, frutos con valores entre 0.08% y 1.95% tienen un sabor suave y suelen ser
bien aceptadas (Paiva et al., 1997) ambos pulpa y pericarpio entran dentro de esta categoria,
por lo cual los acidos organicos juegan un papel importante en la percepcion del sabor
(Jayasena y Cameron, 2008), los valores reportados fueron de 0.372+0.027 y 0. 332+0.054,
pericarpio y pulpa respectivamente y se encuentran dentro del rango, sin embargo el sabor
de la pulpa a pesar de su alto contenido de azUcares se prefiere en platillos salados. Por otro
lado, Bottcher et al., (2010) observaron que el contenido de antocianinas se correlaciona con
los °Bx en algunos frutos, entre mayor contenido de sélidos solubles mayor contenido de

antocianinas

Tabla 14. Propiedades fisicoquimicas de pulpa y pericarpio de xkijit (Renealmia alpinia)

I Valores
Analisis - -
Pericarpio Pulpa
% Fruto 68.47+5.26 9.26+3.20
Peso 6.61+2.08 0.86+0.25
Humedad (%) 94.23+0.50 74.33+2.25
Acidez (% &cido) 0. 372+0.027" 0. 332+0.054
pH (25°C) 3.75+0.01 5.23+0.02
Sélidos solubles totales (°Brix) 2.46+0.05 9.45+1.19
indice de madurez 7.40+1.25 28.97 +5.59
Variables de color

L* 4.87+0.34 48.92+5.33

a* 16.9+1.06 18.85+4.17

b* 3.28+0.91 73.77+7.05

C* 17.21+1.21 76.23+7.22

H° 10.98+2.31 75.66+3.00

1+ representa la desviacion estandar de las pruebas hechas por triplicado.
2'miliequivalentes de acido citrico, "miliequivalentes de &cido tartarico.

Los parametros L*, a* y b*, para pericarpio y pulpa de Renealmia alpinia (Tabla 14)

presentaron las dos tonalidades caracteristicas en el fruto, con un valor alto en b*+ (amarillo)

55



CARACTERIZACION FISICOQUIMICA

para pulpa y en a*+ (rojo) para pericarpio. Particularmente los parametros triestimulo de
color se asemejan a otros alimentos vegetales como el maiz azul (Salinas et al., 2005),
Sysygium cumini conocida como jamun (Santhalakshmy et al., 2015), la superficie de algunas
mulberrys cultivadas en China (Lee y Hwang, 2017). Por otro lado, la pulpa recién removida
del pericarpio y sin semillas presentaba un amarillo brillante asociado a valores altos en L*,
reportes indican que la presencia de ciertos compuestos brinda el color y debido a los dobles
enlaces en el B-caroteno puede resultar en una coloracion amarilla (Steenbock y Gross, 1920;
Sant’Anna et al., 2013). Sin embargo, con la exposicion al oxigeno, pueden favorecer la
oxidaciony el oscurecimiento del fruto, algunos ejemplos similares para la pulpa son el nance
amarillo (Byrsonima crassifolia) (Moo-Huchin et al., 2014), chabacano (Prunus armeniaca
L.) (Ayour et al., 2016).

Por su parte, los valores de °Hue (tono) y croma (saturacion de color), nos sittan en distintos
cuadrantes del plano polar, (Hue=360° y Hue=90°), indicando tonos de color puro rojo y
amarillo respectivamente. Los resultados obtenidos en esta investigacion nos ubicarian en el
primer cuadrante donde encontramos ambos tonos (rojo y amarillo). Ademas de estar
asociado a la saturacion del color, como lo indican los valores de croma (17.21+1.21 y
76.23£7.22). Lo cual sugiere altos contenidos de diferentes compuestos como antocianinas

y carotenoides.

6.1.1 Estabilidad de las antocianinas de pericarpio a diferentes

valores de pH

Debido a la inestabilidad de las antocianinas a cambios de pH se evalu6 el efecto de este
durante el almacenamiento, encontrando que la absorbancia méxima es para pH 1 en todos
los dias de evaluacion (Figura. 15). Se observo un pico maximo en el tiempo 0 horas a 515
nm. Esta tendencia se repite para los valores de pH desde 1 hasta el 4. Selim et al., (2008),
reporté un comportamiento similar ya que el pico de absorcién maxima se encontraba en 520
nm para antocianinas de jamaica, el comportamiento se mantiene hasta el Gltimo tiempo (28
dias), y esto coincide con lo observado en antocianinas de frutos como blueberry, frambuesa

y fresas, con picos maximos entre 520 y 550nm (Teoli et al., 2016).
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Figura 15. Efecto del pH sobre el espectro visible (390-690 nm) de extractos concentrados
de pulpa a diferentes tiempos a) 0 dias, b) 1 dia, c) 2 dias, d) 7 dias, €) 14 dias, f) 28 dias.
En la Figura 16, se observan como el color rojizo disminuye por efecto del pH cuando se
acerca a la zona alcalina. De acuerdo con Fossen et al., (1998), la disminucion de en la
coloracion puede atribuirse a la presencia de Cyd-3-Glu y petanina, las cuales llegando a pH

arriba de 5 son practicamente incoloro. Ademas, si bien el cambio después de los 28 dias no
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es tan perceptible, la saturacion del color disminuyd, sobre todo en pH mas alcalinos,
comprobando lo reportado por otros autores, el efecto a ciertos valores de pH en la estructura
de las antocianinas las vuelve mas inestables (Brouillard, 1988; Malien-Aubert et al., 2001).

Dia 28

pH1 pH15 pH2 pH25 pH3 PpH35 pH4 pH5 pH 6 pH7
Figura 16. Cambio de color asociado al pH, al inicio y final de la evaluacién

Ademas, algunos flavonoides que pueden brindar color a la solucion coexisten con diferentes
formas de las antocianinas modificadas por el pH, lo cual ocasiona que el color se pierda
rapidamente (Gauche et al., 2010). De acuerdo con Brouillard, (1988) y Malien-Aubert et
al., (2001), las antocianinas existen en su forma de ion flavonoide a pH bajo, entre 4-6 en su
forma hemiacetal y por arriba de 6 como su base quinoidal, En la Figura 17 se observa el
valor maximo de absorbancia para cada pH, donde pH 1 y 1.5, presentan la mayor
degradacion se dio en las primeras 48 horas, lo cual se debe al paso de las antocianinas de
monoméricas a poliméricas (Pasku, 2005). Sin embargo, pasado este tiempo se mantuvieron
estables hasta la ultima medicion. También se observa una mayor estabilidad a valores de pH
2.5y 3 durante el periodo de almacenamiento. En pH 3 el comportamiento es similar a valores
de pH mas bajos con una disminucién en los primeros tiempos y estabilidad en los durante
el resto del periodo de almacenamiento, pH cercanos a la zona alcalina presentan
comportamiento mas erratico, tanto en la Figura 15 como en la Figura 17 podemos observar

el descenso del valor maximo de absorbancia.
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Figura 17. Valor maximo de absorbancia (Abs) de extractos de antocianinas a diferentes
valores de pH
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6.1.2 Propiedades antioxidantes del fruto (Renealmia alpinia)

Se determinaron el contenido de los diferentes compuestos bioactivos presentes en el fruto
(pulpa y pericarpio) los cuales se reportan en la Tabla 15. A estos pigmentos se les ha
relacionado con brindar color a frutas, verduras, semillas. Ademas de brindar ciertas
propiedades benéficas en el organismo, puesto que, este tipo de compuestos tienen cierta
actividad antioxidante, la cual puede ser util en la prevencion de enfermedades

cardiovasculares causadas por los radicales libres (Yao et al., 2004).

En el caso del pericarpio los compuestos fenolicos en el xkijit (Renealmia alpinia) son
similares o superiores a los de la uva (2348 mg de GAE/100 g FW) (Orak, 2007), la
carambola (22752£0.36 mg de GAE/100 g), (Saikia et al., 2015), el cainito (695.1+45.7 mg
de GAE/100 g DM), (Moo-Huchin et al., 2014) y la fresa (363.70 mg de GAE/100 g FW),
(Lin y Tang, 2007). La cantidad de antocianinas fue superior a la reportada para arandanos
(60-200 mg/100 g), (Timberlake, 1988), cascara de manzana (21-216 mg/100 g) y cerezas
(350-450 mg/100 g) (Eder, 2000).

El contenido de carotenoides es comparable con otros frutos como: las olivas (400-800
pg/100 g) (Gallardo-Guerrero et al., 2012), saramuyo verde y morado (1300g, 1440 ug/100
g FW respectivamente) (Moo-Huchin et al., 2014), mombin, maracuya, (1422.77+142.30,
1362.07£136.22 pg/100 g DW) (Silva et al., 2014) y algunos alimentos mas comunes
reportados por Mangels et al. (1993) incluyen el mango, calabaza, guayaba o zanahoria (23-
3700, 490-20000, 435-1190, 1830-14700 ug/100g).

El contenido de compuestos fendlicos en la pulpa de xkijit fue similar al zapote
(209.45+20.03) (Silva et al., 2014), mombin (260.21+11.89) (Tiburski et al., 2011), nanche
amarillo (240.76+16.61) (Moo-Huchin et al., 2014) todas reportadas como mg GAE/100 g.

La mezcla de carotenoides y compuestos fendlicos aportan cierta capacidad antioxidante en
los alimentos (Moo-Huchin et al., 2014; Rufino et al., 2010; Pérez-Jiménez et al., 2008). En
el xkijit presentan un valor de 90.34+1.47 mg TE/100 g, siendo superior la capacidad
antioxidante del pericarpio. Sin embargo, esta actividad antioxidante puede verse
comprometido por la exposicion a diferentes condiciones ambientales (Desai y Park, 2005),

los resultados sugieren que los compuestos fenolicos tienen mayor influencia en la actividad
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antioxidante de ambos pulpa y pericarpio, lo cual es similar a lo reportado por Moo-Huchin
et al., (2014) ademas, los autores enlistan diferentes trabajos donde se observa una
correlacion entre compuestos fendlicos y actividad antioxidante. Los resultados demuestran
que el xKkijit puede ser una fuente importante de compuestos bioactivos con alta capacidad

antioxidante.

Tabla 15. Compuestos bioactivos de pulpa y pericarpio de xkijit (Renealmia alpinia)

e Valores
Analisis - -
Pericarpio Pulpa
Capacidad antioxidante (mg Trolox/100 g PS) 1532.39+3.62 90.34+1.47
Antocianinas totales (mg cianidina-3-glucosido /
+ -
100 g PS) 1916.63+25.03
Clorofilas a (ug/100 g PS) - 215.69+16.11
Clorofilas b (ug/100 g PS) - 405.84+81.45
Contenido de carotenoides (pg/100 g PS) - 1366.38+251.98

Compuestos fendlicos totales (mg de acido
galico/100 g PS)

L+ representa la desviacion estandar de las pruebas hechas por triplicado.
2PS peso seco.

2218.19+54.13 252.60+17.62
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6.2 Obtencidn de los extractos para la microencapsulacion

Durante la etapa 2 se realizé la obtencion de los extractos que fueron alimentados al secador
por aspersion para la obtencion de los microencapsulados. Los rendimientos de M1y M2
para pericarpio fueron de 9.08+£1.50% y 3.16+0.24% respectivamente, teniendo una actividad
antioxidante mayor en M1 (Tabla 16), Esto puede estar asociado a la deficiente extraccion
de compuestos como antocianinas y compuestos fenolicos presentes en el pericarpio seco ,
los cuales otorgan en parte esta capacidad antioxidante en plantas (Tlili et al., 2014).
Asimismo, M2 se sometio a procesos de calentamiento mas prolongados, algunos autores
reportan que existe la volatilizacion de compuestos bioactivos debida a la temperatura en el
rotavapor (Krishnaiah et al., 2011), aunque dicho proceso no es tan severo como en el secado
por conveccion en M2, ya que esta se realiza durante periodos méas prolongados y

temperaturas mas altas.

Otro aspecto que cabe resaltar es el hecho de que al deshidratar la pulpa para llevar a cabo
M2 no fue posible el tamizado, ya que la muestra se apelmazaba imposibilitando el paso a
través del tamiz. Por lo cual se decidi6 descartar M2 para la obtencion de extractos.

Concluyendo que M1 como método para la obtencidn de los extractos que serian utilizados
en el secador por aspersion fue mas eficiente y por consiguiente elegido como método de

obtencion.

Tabla 16. Actividad antioxidante de pulpa y pericarpio de xkijit (Renealmia alpinia) para
los extractos obtenidos por M1y M2

e Valores
Analisis - -
Pericarpio Pulpa
Método 1 24301.42+1338.61°2 90.34+1.47
Método 2 antes del molido 562.06+20.04° -
Método 2 después del molido (177 um) 2366.33+422.54° -
I+ representa la desviacion estandar de las pruebas hechas por triplicado.
23mg TE/100ss.
3bmg TE/100g.
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6.3 Obtencion y evaluaciéon de los microencapsulados

6.3.1 Rendimiento

De acuerdo a Can Karaca et al., (2016), el rendimiento disminuira por la pegajosidad de la
mezcla y esta relacionado con el contenido de solidos, por otro lado Tonon et al., (2008) y
Santana et al., (2016) establecen que el rendimiento en la encapsulacion esta relacionado con
la concentracién de solidos totales en la mezcla de alimentacion, debido a que pueden afectar
otros factores en el proceso, como la adherencia en las paredes de la cdmara del secador
durante el secado del producto, ademas de estar influenciado no Unicamente por los solidos
afiadidos, sino por otros solidos pertenecientes al extracto como glucosa y fructosa
(Papadakis et al., 2006).

Los valores promedio para el rendimiento y otras propiedades fisicas de los encapsulados
son presentados en la Tabla 17 y 18. La mezcla del recubrimiento MDX-GA, incrementaron
significativamente (P<0.05) el rendimiento, en comparacion con los tratamientos MDX 'y GA
usados como agentes independientes. Este resultado concuerda con lo obtenido por Tonon et
al., (2008), quienes reportan la relevancia de los dos agentes encapsulantes y concluyen que
mezclas con mayor contenido de MDX disminuye el rendimiento durante la encapsulacion.

Esto fue asociado a la viscosidad en la emulsién, causado por la adicion de MDX.

Los resultados de los rendimientos obtenidos para la microencapsulacion de extractos de
pulpa no presentaron diferencias significativas con el uso de diferentes agentes encapsulantes
(P<0.05), resultados similares son los obtenidos por Krishnaiah et al., (2012) en la
encapsulacion de noni (Morinda citroflora), los cuales van desde 14.54% hasta 39.16%, con
el uso maltodextrina observando que a mayores temperaturas aumentaban el rendimiento,

pero disminuye en concentraciones mas altas del agente.

Rutz et al., (2013), sugieren que la interaccion inducida dipolo-dipolo entre los grupos metilo
de los carotenoides con algunos grupos en MDX (Wang y Wang, 2000) y algunos grupos
metilo en GA (Daoub et al., 2016) asegurarian la encapsulacion de los carotenoides, ademas
la adicion de estos agentes aumentaria la temperatura de transicion vitrea (Quek et al., 2007;
Samborska et al., 2015) favoreciendo el proceso de secado. Por otro lado, Papadakis et al.,
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(2006) mencionan que el secado se considera exitoso incluso si una pequefia parte de polvo

es obtenida.
6.3.2 Humedad

Multiples trabajos mencionan la importancia de la humedad en la produccion de polvos
mediante el secado por aspersion, ya que esta relacionado tanto con las condiciones de
proceso, asi como con la estabilidad de los mismos (Santhalakshmy et al., 2015; Ferrari et
al., 2012). Quek et al., (2007) reportan que, por el contenido de azlcar en los
microencapsulados, las condiciones de almacenamiento son muy importantes debido a que
afectan a la higroscopicidad de los polvos, sin embargo, bajos contenidos de humedad son
necesarios para asegurar que no existan apelmazamientos. Dicho fenbmeno es un precursor
de la aglomeracion de particulas, lo cual dificulta el flujo y la retencién del compuesto activo
(da Silva et al., 2013).

El contenido de humedad de los microencapsulados de pericarpio de xkijit presentaron
valores entre 2.06% y 2.47% sin tener diferencias significativas entre los agentes que
conformaban la pared, lo cual sugiere una buena transferencia de calor y evaporacion del
agua del recubrimiento (Mahdavi et al., 2016). La humedad puede estar relacionada con el
contenido de sélidos, ya que Shishir et al., (2014) observaron una reduccién en el porcentaje
de humedad si estos aumentaban, sin embargo, esto produce polvos méas higroscopicos
(Otélora et al., 2015).

Diaz-Bandera et al. (2015) utilizaron siete diferentes agentes para la encapsulacion y no
encontraron diferencias con respecto a la humedad, asi como Mahdavee-Khazaei et al. (2014)
con el uso de MDX 7DE y la combinacion MDX-GA, similar a lo encontrado en esta

investigacion.

De forma similar las pruebas estadisticas evidenciaron que los valores de humedad para
microencapsulados de pulpa no variaron significativamente entre los agentes que conforman
la pared de los microencapsulados. Especificamente los resultados obtenidos con MDX
fueron similares a los reportados por Papadakis et al. (2006), quienes encapsularon jugo de
pasa con MDX de diferentes equivalentes de dextrosa, encontrando que la humedad

disminuydé conforme los equivalentes de dextrosa (DE), con valores de entre 6 y 12
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obtuvieron contenidos de humedad del 2.5 y 3.5 %, respectivamente, y la combinacion de
MDX (10DE) y GA vy otros agentes fueron evaluados por Cameiro et al., (2013), en la
encapsulacion de aceite de linaza encontrando valores entre 1% y 3%, los cuales son muy

similares a los obtenidos en este estudio.

En ambos casos, (encapsulacion de extractos de pulpa y pericarpio) esto puede estar asociado
por el lado de la MDX que es una molécula larga y puede dificultar la difusion de las
moléculas de agua (Bicudo et al., 2015), mientras que GA por la presencia de cadenas mas
cortas y alto contenido de grupos hidrofilicos en su estructura quimica, presentan una alta
capacidad para retener el agua (da Silva et al., 2013; Du et al., 2014), es posible que el
namero de sitios donde el agua puede ligarse sea similar para MDX y para GA, reduciendo

el porcentaje de agua libre para llevar a cabo la evaporacion.
6.3.3 Actividad de agua (aw)

El almacenamiento de los polvos esta influenciado por numerosos factores, siendo aw uno
de los méas importantes, ya que este parametro es relevante en la estabilidad bioquimica de
compuestos como carotenoides, antocianinas y algunos fenoles, ademas de la actividad
microbioldgica de los polvos (Tonon et al. 2010; Kingwatee et al., 2015; Du et al., 2014
Santana et al., 2016; Vardin y Yasar, 2012), ya que valores de aw altos implicarian una vida

atil mas corta.

Las microcapsulas presentaron diferencias significativas (P<0.05) con las tres condiciones
de encapsulacién (Tabla 17), Du et al., (2014) evaluaron la aw de encapsulados de kaki con
diferentes agentes MD, GA, SSOS, WPC y EA (maltodextrina, goma ardbiga, almidén de
sodio octenilsuccinato, proteina de suero de leche y albumina de huevo, respectivamente),
encontrando diferencias entre MDX y GA, siendo menor la aw para en MDX, sin embargo
esto puede deberse principalmente al contenido de solidos (MDX 45% y GA 30%) y no tanto
a la variacion en la estructura molecular. Lo anterior debido a que en el presente trabajo con
el recubrimiento se GA obtuvo un valor de aw menor (0.195) en comparacion con las otras

dos mezclas.

En relacion con los valores de actividad de agua de los microencapsulados de pulpa, no

presentaron diferencias significativas entre si, ain con el uso de los diferentes agentes
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encapsulantes. Asimismo los resultados obtenidos fueron similares a los reportados en
encapsulados de jugo de pasas (Papadakis et al., 2006), y guayaba (Osorio et al., 2011), y
sandia (Quek et al., 2007), Otélora et al., (2015) en la encapsulacion de betalainas con
mucilago de nopal-maltodextrina, Oberoi y Sogi, (2015) con jugo de sandia y maltodextrina
en diferentes concentraciones, y Du et al., (2014) pulpa de kaki, obtuvieron valores alrededor
de 0.2, similares a los observados en este estudio, En ambas matrices, los valores contintan
por debajo de los limites microbioldgicos y bioquimicos (0.3) asegurando su estabilidad y

vida de almacenamiento, sin que presenten apelmazamiento.
6.3.4 Tamafo de particulay morfologia

Las microscopias electronicas de barrido para los polvos del pericarpio pulpa (Figura 18 y
21) fueron obtenidas para determinar la morfologia y para determinar el tamafio de particula.
Los microencapsulados preparados con diferentes agentes encapsulantes presentaron dos
morfologias diferentes, lisas sobre la superficie y semiesféricas con irregularidades. En
cuanto a los tamarfios de particula de polvos de pericarpio presentaron valores entre 1.10-
23.75 um,1.04-26.21 pm, 1.0-46.53 pum para MDX, MDXGA y GA respectivamente. Las
distribuciones de tamafio tan irregulares son comunes en la encapsulacién con el uso de
secado por aspersion (Santana et al., 2013). EI tamafio se vio afectado por la adherencia de
particulas, ya que algunas de las particulas mas pequefias se adherian a la superficie de las
mas grandes, este fendmeno fue observado por Silva et al., (2013).

Se observaron formas similares en estudios anteriores en la encapsulacion de extractos ricos
en antioxidantes como antocianinas con MDX, GA y gelatina (Mahdavi et al., 2016),
betalainas con MDX y mucilago de cladodio (Otalora et al., 2015) y pulpa de jussara con
GA, almidén modificado, aislado de proteina de soya y concentrado de proteina de suero de
leche (Santana et al., 2016).

De acuerdo con Beristain et al., (2001), el tamafio de los microencapsulados aumentaba
posiblemente por la relacidn entre el contenido de sélidos totales y la viscosidad ya que
ambas generaban tiempos mas largos en la formacion de las gotas durante la deshidratacion.
Mientras tanto, particulas con rugosidad, colapso e imperfecciones sobre la superficie son
provocadas por la rapida evaporacion del agua durante el proceso de secado por aspersion.

La mezcla compleja de polisacaridos y glicoproteinas puede causar cambios en la superficie
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de las esferas, posiblemente debido a la desnaturalizacion de las glicoproteinas en GA (Kuck

y Norefia, 2016).
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Figura 18. SEM de microencapsulados de pericarpio de xkijit con a) Maltodextrina, b)
Maltodextrina-Goma arabiga y ¢) Goma arabiga.
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Kapoor y Juneja, (2009), consideran que las concavidades pueden estar relacionadas con
tamafios moleculares mas grandes, aquellos con cadenas muy largas pueden impedir la salida

de agua durante la evaporacion (Bhusari et al., 2014).

La distribucién de tamafios para los polvos producidos con diferentes agentes encapsulantes
y extractos de pericarpio, muestran una distribucion de tipo trimodal y cada pico representa
el tamafio predominante (Figura 19), Tonon et al., (2010) menciona que particulas pequefias
pueden penetrar entre los espacios de particulas més grandes, ademas particulas de mayor

tamafo pueden generar procesos de aglomeracion (Ferrari et al., 2012).
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Figura 19. Distribucion de tamafio de particula para los microencapsulados obtenidos del
pericarpio de xkKijit.
De acuerdo con la Figura 20 se estimaron tamafios promedio de particula para
microencapsulados obtenidos de pulpa 5.04, 4.58, 3.78 um para MDX, MDX-GA y GA
respectivamente, siendo el recubrimiento MDX el que generaba particulas mas grandes,

reduciendo el tamafio con la incorporacion de GA. Algunos reportes mencionan que
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particulas mas grandes pueden colisionar y adherirse a las paredes del secador (Di Battista et
al., 2015). En la Figura 20, se observa la distribucion de tamafio con diferentes tendencias,
la mayoria de las particulas estan entre los 0 y 8 um, sin embargo, MDX genero otros tamafios
de particula entre 15y 20 um y GA entre 8 y 15 um, Medina-Torres et al. (2016) realizaron
la encapsulacién de infusiones de laurel con MDX, encontrando que la velocidad de
alimentacion al secador puede variar el tamafio de la particula y no solo el uso de diferentes

agentes.

— MDX
MDX-GA

Frecuencia [%]

Tamano de Particula [um]
Figura 20. Distribucién de tamafio de particula para los microencapsulados obtenidos de
la pulpa de xkijit.
Encontrar las condiciones 6ptimas de encapsulacion depende de multiples factores, como son
temperatura de aire, concentracion de solidos, atomizacion, entre otros (Bimbenet et al.,
2002), Evitar la formacion de fracturas sobre la superficie, siendo una de las principales
caracteristicas de calidad en los polvos (Di Battista et al., 2015). Alamilla-Beltran et al.,

(2005), reportan que entre mayor es la temperatura de secado la superficie de las capsulas es
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mas rigida y con menos imperfecciones. La Figura 21, muestra las microscopias con los tres
diferentes recubrimientos, observando particulas semiesféricas y con superficie irregular.
Ademaés, en el caso de MDX (Figura 22a) y MDX-GA (Figura 22b) se observa algunas
microesferas que colapsaron. Para los tres agentes se generaron aglomerados, por lo cual, el
uso de diferentes agentes puede generar 0 mejorar la superficie de las capsulas, evitando la
formacion de rugosidades o huecos (Soottitantawat et al., 2005; Krishnan et al., 2005;
Carvalho et al., 2014)
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Figura 21. SEM de microencapsulados de pulpa de xkijit con a) Maltodextrina, b) Maltodextrina-
Goma arabiga y ¢) Goma arabiga.
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6.3.5 Densidad aparente y compacta

La variacion en la densidad de los polvos puede estar influenciada por variables de procesos
como temperatura y concentracion de agentes (Shishir et al., 2014), asi como por
caracteristicas de las particulas, tamafio, forma e interacciones moleculares, como las fuerzas
de Van der Waals (Shrestha et al., 2007; Barbosa et al., 2005).

Cuando se utiliza GA como agente de la pared de recubrimiento, la densidad aparente y
compacta incrementaron (Tabla 17), los valores observados son similares a los reportados
por Kim y Morr (1996) con el uso de GA en la encapsulacion de emulsiones de aceite de
naranja (0.27 g/mL and 0.46 g/mL densidad aparente y compacta, respectivamente). Esta
misma tendencia es observada por Mahdavee Khazaei et al., (2014) donde la densidad
aparente de extractos de pétalos de azafran disminuyo con la adicion parcial (50%) o total de
MDX (7DE).

Agentes encapsulantes con mayor peso molecular (GA cercano a 250,000 g/mol mientras
MDX DE 5 cercano a 2000-2500 g/mol), promueven el movimiento de las particulas hacia
areas vacias, lo cual reduce el volumen total y aumenta la densidad aparente. De acuerdo con
Bicudo et al., (2015) y Kingwatee et al., (2015) mayores valores para ambas densidades
favorecen la fluidez del polvo, solubilidad y la capacidad de empacado. Mientras que la
densidad compacta aumenta, cuando se reduce la cohesion entre particulas, favoreciendo la

consolidacién del polvo (Luna-Guevara et al., 2017).

Como se esperaba, MDX presentd, los menores valores de densidad (0.209 g/cm® y 0.322
g/cm?® para densidad aparente y compacta, respectivamente), ya que la adicion de MDX
disminuye la pegajosidad lo cual se relaciona con la densidad. Los valores fueron mayores a
los reportados por Goula y Adamopoulos, (2008), quienes obtuvieron valores de densidad
aparente en el rango de 0.09-0.12 g/mL, en la encapsulacion de pulpa de tomate con MDX y
diferentes DE.

Por el lado de los microencapsulados de pulpa no presentaron diferencias significativas
(P<0.05), con valores entre 0.2 a 0.3 para densidad aparente y alrededor de 0.45 para densidad
compacta (Tabla 18). Esta tendencia puede estar relacionada a la presencia de otras moléculas

en el extracto, como proteinas, azlcares, algunos acidos organicos, grasas etc. Los valores
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fueron similares a los obtenidos por, Osorio et al (2011) en extractos de guayaba con MDX
y MDX-GA (0.23 y 0.34 respectivamente), diferentes proporciones y concentraciones de
solidos MDX, GA y MDX-GA en la encapsulacion de miel reportadas por Samborska et al.
(2015) y Lim et al. (2016) usando aislado de proteina de soya y GA para obtener particulas
de carotenoides con capa simple y doble (0.49 y 0.50).

6.3.6 Humectabilidad

La humectabilidad estd relacionada con parametros como el tamafio de particula y la
densidad, generando mas o menos espacios abiertos o canales entre los encapsulados en los
cuales se favorece la incorporacion de agua y la humectacion del polvo (Kim et al., 2002;
Cynthia et al., 2015). Los valores de humectabilidad se presentan en la Tabla 17 y es el
tiempo obtenido para que los microencapsulados se humedecieran por completo. El uso de
MDX obtuvo los tiempos mas bajos encontrados en este estudio con 232 segundos, lo cual
puede relacionarse con la densidad aparente, debido a que MDX como agente de
recubrimiento para las antocianinas de xkijit resulto tener la densidad més baja, posiblemente
con mayor numero de vias para la movilidad del agua entre particulas, dandole mejores

propiedades de reconstitucion.

Los valores més altos correspondieron a los polvos MDX-GA y GA (Tabla 17). De acuerdo
con Ferrari et al. (2012) y de Barros et al. (2014), la humectabilidad en los encapsulados con
MDX y GA se debe a los grupos hidrofilicos presentes en ambos, permitiendo la
reconstitucion de los polvos. Sin embargo, la baja velocidad de reconstitucion en estos dos
recubrimientos puede deberse como se menciond con anterioridad, a la densidad, con los
valores mas altos, ya que a mayor peso del material de recubrimiento el acomodo en espacios
vacios entre particulas es mas facil (Santhalakshmy et al., 2015) y por otro lado GA presentd
tamafos de particula mayores, los cuales posiblemente se deben al apelmazamiento
impidiendo la penetracion de agua y con ello se aumento el tiempo para que se lleve a cabo

la reconstitucion.

Esta misma tendencia se observa en los microencapsulados de pulpa, ya que la adicion de
GA increment¢ el tiempo de humectacion siendo GA el doble de tiempo que para MDX. La
posible presencia de aglomerados de particulas pudo ayudar a la penetracion del agua por
fuerzas de capilaridad (Hogekamp y Schubert, 2003). Ferrari et al., (2012), mencionan que
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la aglomeracion de particulas puede reducir el tiempo de 120 a 15 segundos en
microencapsulados de blackberry. Mientras que, en ambos casos, Jinapong et al. (2008)
menciona que un mayor contenido de azlcares presentes en la MDX podria hacer al polvo
mas higroscopico y absorber la humedad con mayor facilidad y debido a la presencia de
glicoproteinas en GA (Islam et al., 1997) podrian afectar el tiempo de absorcion y por

consiguiente de reconstitucion.

Tabla 17. Propiedades fisicas de los microencapsulados de extractos del pericarpio de

xkijit
MDX MDX-GA GA
Rendimiento (%) 18.59+0.30° 21.58+1.02° 19.47+0.78°
Humedad (%) 2.47+0.16% 2.45+0.58% 2.06+0.08%
aw 0.209+0.001° 0.202+0.005° 0.195+0.001°
Humectabilidad (seg) 232.66+6.42° 321.33+35.72° 416.33+£27.792
Densidad aparente (g/cm?) 0.209+0.009° 0.223+0.023? 0.230+0.030?
Densidad compacta (g/cm?®) 0.322+0.022° 0.401+0.0022 0.410+0.010?

L+ representa la desviacion estandar de las pruebas hechas por triplicado.
2 Superindices diferentes en la misma fila indican diferencias significativas (P<0.05).

Tabla 18. Propiedades fisicas de los microencapsulados de extractos de pulpa de xkijit

MDX MDX-GA GA
Rendimiento (%) 17.17+0.272 18.01+4.292 18.43+2.262
Humedad (%) 3.29+0.032 2.62+0.772 2.93+1.642
aw 0.261+0.0242 0.190+0.0962 0.164+0.033?
Humectabilidad (seg) 86.5+£9.19 150.5+9.19 199+12.21
Densidad aparente (g/cm?) 0.309+0.018? 0.276+0.0.0482 0.263+0.0172
Densidad compacta (g/cm?®) 0.455+0.011° 0.469+0.045? 0.464+0.0222

L+ representa la desviacion estandar de las pruebas hechas por triplicado.
2 Superindices diferentes en la misma fila indican diferencias significativas (P<0.05).

6.3.7 Color

Las propiedades de color estan relacionadas con los pigmentos los cuales pueden ser
protegidos con la microencapsulacién y asi prolongar su vida atil. Sin embargo, por la misma
naturaleza del proceso, estos pueden presentar variaciones en las propiedades de L*, a* y b*.

Ya que diferentes estudios indican que el color puede verse afectado por el material de
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encapsulacion (Obon et al., 2009), concentracion del agente (Ahmed et al., 2010),

temperatura de deshidratacion, entre otros.

En la Tabla 19 y 20 se observan los valores de L*, a*, b*, croma y Hue. Los resultados
obtenidos usando solo MDX como agente de recubrimiento son similares a los reportados
por de Souza et al. (2015) en encapsulados de uva con 10% en la concentracion de MDX,
dichos autores, observaron una influencia debida a la concentracion de MDX y a la
temperatura de proceso, debido a la generacion de reacciones como la caramelizacion en la
superficie de la esfera, lo cual posiblemente se redujo con la adicion de GA en la mezcla ya

que las muestras MDX-GA 50% y GA 100% tuvieron valores mas altos en este parametro.

Los valores de a* presentaron diferencias significativas entre las muestras con diferentes
recubrimientos (P<0.05), siendo mayores para el tratamiento MDX-GA y MDX favoreciendo
tonos mas rojos, mismos que estan asociados con el contenido de antocianinas y actividad
antioxidante de los encapsulados (Jiménez-Aguilar et al., 2011; Tatar et al., 2015) y que a su
vez pueden estar influenciados por la tonalidad inicial de los agentes de recubrimiento. MDX
puede generar capsulas mas brillantes (L*) por la coloracién blanca, a diferencia de GA ya
que este tiene un color amarillo (+b*) caracteristico del agente.

Tabla 19. Parametros de color de los microencapsulados de extractos de pericarpio de

xkijit
MDX MDX-GA GA

L* 22.97+0.90° 28.30+1.87° 25.30+1.66°

a* 21.85+0.91° 23.1243.43 18.2420.90°

b -7.06+0.61 -6.58+1.06% -7.48+0.53°

Croma 22.97+0.82° 24.10+3.02° 19.72+0.74P

°Hue 347.0621.82% 348.6424.67° 342.6622.13

'+ representa la desviacion estandar de las pruebas hechas por triplicado.
2Superindices diferentes en la misma fila indican diferencias significativas (P<0.05).

En cuanto al parametro b*, no se observaron diferencias significativas (P<0.05) entre los
tratamientos y fueron semejantes a los valores obtenidos en la encapsulacion antocianinas de
pétalos de azafran obtenidos por Mahdavee Khazaei et al., (2014) utilizando MDX (7 DE)
MDX-GA y GA obteniendo los valores -5.62, -6.77 y -5.79. Los valores de Hue en todos los
tratamientos correspondieron al cuarto cuadrante indicando tonalidades moradas (342-348°)
y se vieron influenciados por el pardmetro de a*, siendo el valor de MDX-GA el mas alto y
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cercano a los tonos rojos (Hue=360) (Figura 18). En cuanto a Croma se aprecia una mayor
pureza de color con los encapsulados con MDX-GA, caracteristica deseable en el producto,
lo cual puede deberse al grosor de la misma esfera, ya que pesos moleculares més altos como
los de GA podrian generar paredes mas gruesas impidiendo la entrada de luz (Castafieda-
Ovando et al., 2009) que podria degradar estos pigmentos, pero a su vez disminuiria la

saturacion del color (croma) con esferas palidas en la superficie.
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Figura 22. Angulo de °Hue y valores de Croma para las muestras de microencapsulados
de pulpay pericarpio e Pericarpio, » Pulpa.
Los resultados obtenidos para los microencapsulados de pulpa, la luminosidad tuvo un
aumento con la combinacién de MDX-GA, lo cual puede deberse a la coloracién de ambos
agentes, ya que uno es blanco y brillante y el otro tiene una tonalidad amarilla. Daza et al.
(2016) reportan que entre mayor sea la concentracién de los agentes la luminosidad (L*)

tiende a aumentar, debido a la reduccién de los valores de croma.
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Contrario a lo obtenido en el pericarpio, los valores de a* no presentaron diferencias
(P<0.05), sin embargo, b* tuvo un aumento con la adicion de GA, lo cual como se menciond
previamente, puede estar relacionado con el color del agente. Ademas de tener mayor
influencia en los valores de Croma, GA presentdé una mayor saturacion del color, lo cual
indicaria que los otros dos recubrimientos generaron particulas mas péalidas, Oberoi y Sogi,
(2015) concuerdan con Quek et al., (2007), ambos mencionan que la adicién de MDX tiene

un efecto significativo en croma.

Por otro lado, el calculo de °Hue nos sitla en el segundo cuadrante (Figura 18) con valores
cercanos a Hue=90° que indican tonalidades amarillas, ademas, no presentaron diferencias
significativas (P<0.05) en este parametro. No obstante, el mayor cambio se vio con la adicion
de MDX en la mezcla, lo cual puede estar explicarse ya sea por la dilucion del color, o el
recubrimiento no ofrece la mejor proteccion para los pigmentos, reduciendo la cantidad del
grupo cromoforo perteneciente a la molécula de los carotenoides, debido al efecto de la
temperatura, ya que existen reacciones de isomerizacion y oxidacion durante procesos de

calentamiento (Zepka et al., 2009).

Tabla 20. Parametros de color de los microencapsulados de extractos de pulpa de xkijit

MDX MDX-GA GA
L* 70.01+5.19° 75.85+1.762 75.96+1.772
a* -1.940.46° -2.16+0.50? -2.00+0.242
b* 45.75+1.42° 47.26+4.17° 51.60+2.54
Croma 45.75+1.43° 47.31+4.16° 51.64+2.55?
°Hue 92.36+0.522 92.65+0.672 92.18+0.232

L+ representa la desviacion estandar de las pruebas hechas por triplicado.
2 Superindices diferentes en la misma fila indican diferencias significativas (P<0.05).
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6.4 Propiedades antioxidantes

Debido a la distinta naturaleza de los compuestos bioactivos, en cuanto a su peso molecular,
polaridad, solubilidad etc., es necesario el uso de diferentes técnicas o materiales en la
encapsulacion, Augustin 'y Hemar, (2009) sugieren que esto tiene influencia en las

caracteristicas fisicas y moleculares de los polvos obtenidos.
6.4.1 Contenido y estabilidad de las antocianinas

Diferentes agentes encapsulantes han sido probados para la encapsulacion de antocianinas,
se ha reportado que el tipo de agente encapsulante tiene efecto sobre las propiedades fisicas
y proteccion de los compuestos encapsulados. Tonon et al., (2010) evaluaron la estabilidad
de antocianinas de acai con MDX 10DE, 20DE, GA y almiddn de tapioca, concluyen que
MDX 10DE seguido por GA produjeron las particulas con mayor tiempo de vida
almacenadas a 25 y 35 °C, de igual forma Bakowska-Barcsaz y Kolodziejck (2011), reportan

microcapsulas de antocianinas de grosella negra mas estables producidas con inulina.

Debido a lo anterior se puede observar que ademas del agente encapsulante, la temperatura
juega un papel importante en el comportamiento de las antocianinas en los
microencapsulados almacenados, los resultados de las dos condiciones de almacenamiento

(4 y 25 °C) durante 28 dias se presentan en la Figura 23.

Al inicio del almacenamiento no se observo diferencia significativa (P<0.05) entre los tres
recubrimientos y se mantuvo esta tendencia hasta los 14 dias, a partir de este tiempo
unicamente los encapsulados con MDX a 4°C mantuvieron constante el contenido de
antocianinas hasta los 28 dias. Lo anterior puede deberse a que MDX es mas compatible con
las antocianinas que son colorantes hidrofilicos, favoreciendo la formacién de la emulsion
con agua (Mahdavi et al., 2016). Asimismo, Moser et al., (2017) reporta que recubrimientos
con MDX y 10% de proteina de soya favorecen la estabilidad de las antocianinas
almacenadas a 25 y 35 °C, la cual puede asociarse con la formacién de ciertos complejos
entre la forma cationica “flavilo” de las antocianinas y las dextrinas, evitando la produccion

de compuestos mas inestables.

Por otro lado, el efecto de la temperatura de almacenamiento demostré que el

almacenamiento a 25°C, ocasiond una reduccién el contenido de la antocianinas hasta un
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63.40% y 88.52% con MDX, GA respectivamente (Figura 23a, 23c) de acuerdo con Jiménez
et al., (2010), este comportamiento se debe a la produccién de reacciones de Maillard
(oscurecimiento no enzimatico) entre los azlcares y las proteinas, generadas durante la
deshidratacion de las esferas, generando furfurales o hidroxifurfurales quienes reaccionan
con las antocianinas (Debicki-Pospisil et al., 1983).

En relacion con el recubrimiento MDX-GA (Figura 23b) fueron las condiciones de
almacenamiento a 25°C las que favorecieron la estabilidad de los encapsulados. La mezcla
de estos encapsulantes también fue evaluada por Mahdavee et al., (2014) en la encapsulacién
de antocianinas de pétalos de azafran, observando que el contenido de antocianinas en los
microencapsulados almacenados a 35°C (condiciones para evaluar vida media acelerada) se
mantuvieron constantes hasta por 10 semanas de almacenamiento. De acuerdo con Tonon et
al. (2010) y Bakowska-Barczak y Kolodziejczyk (2011) la retencion de las antocianinas con
lamezcla de MDX y GA se favorece debido que la emulsion puede formar particulas huecas,

en las cuales se puede retener mejor a la matriz encapsulada (extracto de fruta).

Mientras que el recubrimiento GA (Figura 23c), no presentd diferencia significativa a través
del tiempo, lo que podria implicar que este recubrimiento pudo proteger mejor a las
antocianinas evitando su degradacion hasta los 28 dias con ambas temperaturas de
almacenamiento. Brownmiller et al. (2008) mencionan que la estabilidad de las antocianinas
almacenadas por periodos prolongados se encuentra relacionada con su capacidad de
polimerizacion, la cual se produce debido a que estas sufren reacciones de copigmentacion

con otros compuestos fendlicos y algunos aminoacidos.
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Figura 23. Contenido y estabilidad de las antocianinas en los microencapsulados de
pericarpio a diferentes temperaturas utilizando diferentes agentes de recubrimiento a)

MDX, b) MDX-GA, ¢) GA .
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6.4.2 Contenido y estabilidad de los compuestos fendlicos

La estabilidad de los compuestos fendlicos se puede observar en la Figura 24, inicialmente
los contenidos fueron muy similares sin diferencias significativas (P<0.05) entre si, con
valores de 9.85+0.48, 9.66+0.22 y 9.35+0.14 para MDX, MDX-GA, GA, respectivamente y
se mantuvieron estables hasta el dia 14 con los tres recubrimientos. En relacion con los
encapsulados obtenidos de MDX se obtuvo una mayor estabilidad de los compuestos
fendlicos con la temperatura de refrigeracion (4°C). De acuerdo con Cam et al. (2014), la
estabilidad de los compuestos fendlicos microencapsulados no solamente depende de las
condiciones de almacenamiento, sino también de la concentracion de MDX utilizada, es decir
con mayores proporciones de material de recubrimiento se generan capsulas con una menor
cantidad de polifenoles expuesta a reacciones de oxidacién, sin embargo, es necesario
mantener un balance adecuado con el material cobertura. Los encapsulados con GA 100%
mantuvieron contenidos de compuestos fendlicos de 7.58+0.51 y 8.70+1.28 almacenados a
25°C y 4°C, respectivamente. Estos Gltimos concuerdan con los resultados reportados por
Bakowska-Barcza y Kolodziejczyk (2011) en microencapsulados de polifenoles en grosella
negra almacenados los polvos a 8°C. De acuerdo con Burin et al., (2011), los tratamientos
de secado por aspersion con GA permiten una buena retencion de los compuestos fendlicos,
debido a su estructura molecular ya que es un heteropolimero altamente ramificado con
pequefias proteinas que generan una pelicula efectiva durante la encapsulacion. Por lo
anterior el recubrimiento GA en las condiciones de almacenamiento 4 y 25°C aseguran la

mejor estabilidad de los compuestos fendlicos.
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Figura 24. Contenido y estabilidad los compuestos fendlicos en los microencapsulados
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6.4.3 Estabilidad de la capacidad antioxidante

La capacidad antioxidante de los encapsulados disminuyo durante los primeros 7 dias de
almacenamiento con ambas temperaturas (4 y 25°C) con los tres tipos de recubrimiento
(Figura 25), aunque no se presentaron diferencias significativas (P>0.05) entre los tiempos
de 7 a 14 dias de almacenamiento. Observandose una reduccion antes de los 28 dias en la
mayoria de las condiciones. Sin embargo, las capsulas recubiertas con MDX (Figura 25a) se
mantuvieron constantes a 4°C durante 28 dias, esta tendencia fue similar a la obtenida con
los valores de antocianinas y compuestos fendlicos. Un comportamiento similar fue
reportado por Fang y Bhandari, (2011) en encapsulados de bayberry con maltodextrina,
quienes confirmaron que las mejores condiciones de almacenamiento de los compuestos
antioxidantes (antocianinas y compuestos fendlicos), se presentaron a 5°C y disminuyeron a
25°C. Finalmente para los otros dos recubrimientos MDX-GA y GA (Fig. 25b, 25c) con
ambas temperaturas y 28 dias de almacenamiento, no se observd una disminucién
significativa en la capacidad antioxidante. Esta estabilidad puede deberse a que la pérdida
inicial de compuestos antioxidantes en los primeros 7 dias de almacenamiento es compensada
por la formacion de nuevos compuestos con igual o mayor actividad antioxidante, como es

la formacidn de procianidinas o &cidos fendlicos (Moser et al., 2017).
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Figura 25. Contenido y estabilidad de la capacidad antioxidante en los
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de recubrimiento a) MDX, b) MDX-GA, c¢) GA.
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6.4.4 Contenido y estabilidad de los carotenoides

Oberoi y Sogi, (2015), mencionan que la mayor pérdida de compuestos se da durante el
proceso de encapsulacion, ya que estos estan expuestos a altas temperaturas y la presencia de
oxigeno. Sin embargo, el mayor contenido de carotenoides en los encapsulados se obtuvo
con el recubrimiento de MDX (Figura 26a), seguido por la mezcla de MDX-GA (Figura 26b),
esta ultima no presentd diferencia significativa (P>0.05) con el tratamiento GA (Figura 26c¢).
Diferentes autores reportan el efecto del agente de recubrimiento y condiciones de
microencapsulacion sobre la retencidn de carotenoides, (Loksuwan, 2007; Quek et al., 2007;
Rutz et al., 2013; Coronel-Aguilera y Martin-Gonzalez, 2014; Oberoi y Sogi, 2015).

En relacién a la estabilidad de los carotenoides a diferentes temperaturas de almacenamiento
se puede observar que MDX 25 y 4°C mantuvo el contenido de carotenoides hasta el tercer
tiempo de evaluacion, a diferencia del resto de encapsulados y condiciones de
almacenamiento. Asimismo, GA 4°C también mostro buenas propiedades de
almacenamiento de los carotenoides, sin embargo, la disminucién al dia 28 fue mayor que
para MDX.

Particularmente para MDX a los 28 dias de almacenamiento el contenido de carotenoides se
redujo a un 48.24+31.24% y 17.36+2.44%, MDX-GA 6.33+4.53% y 17.87+16.18% y GA
22.65%14.57 y 24.82+22.10% para 25 y 4°C respectivamente, del contenido de carotenoides

totales al primer tiempo.

La mayor degradacion se da entre los dias 14 y 28 en MDX (4°C) y GA (25°C), entre los 7
y 14 dias para MDX-GA (25°C), Coronel-Aguilera y San Martin-Gonzalez, (2914) reportan
que la mayor degradacion de encapsulados de carotenoides se da en los primeros 7 dias de
almacenamiento, mientras Rutz et al., (2013) observaron que dependiendo del agente de
recubrimiento, las condiciones de almacenamiento tendrian diferentes efectos sobre el
contenido de carotenoides, lo cual puede deberse al contenido de carotenoides en la superficie

de las esferas y a la capacidad de realizar la emulsién con cada agente.
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Figura 26. Contenido y estabilidad de los carotenoides en los microencapsulados de
pulpa a diferentes temperaturas utilizando diferentes agentes de recubrimiento a) MDX,
b) MDX-GA, ¢) GA.
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6.4.5 Contenido y estabilidad de los compuestos fendlicos

Las Figuras 27 a-c muestran la estabilidad de los compuestos fenolicos presentes en los
microencapsulados almacenados a diferentes temperaturas, en ellas se observa que a
diferencia del contenido de carotenoides los compuestos fendlicos se encuentran en menor
proporcion para MDX y mayores para los otros dos recubrimientos que no presentaron

diferencias significativas (P>0.05) entre ellos.

La mayor pérdida de los compuestos fendlicos se dio a los 28 dias de almacenamiento,
teniendo una disminucion entre el 50-80% aproximadamente, se observa que la temperatura
4°C presentd la mayor pérdida de estos compuestos, en especial para MDX. Rutz et al.
(2013), asocian este comportamiento a diferentes variables ambientales que no son
consideradas, como la humedad relativa, el cual puede ser un factor critico en el

almacenamiento de microencapsulados (Yoshii et al., 2001).

Los resultados sugieren que las condiciones de almacenamiento idoneas para los compuestos
fendlicos presentes en los encapsulados seria 25 °C, Después de los 28 dias de
almacenamiento, el recubrimiento que tuvo mayor retencion de estos compuestos fue la
combinacion de los agentes MDX y GA ya que tuvo una retencion de 82% lo cual puede
estar relacionado con la disminucion de la interaccion de los compuestos fenélicos debida a
la MDX sirve como estabilizador y en combinacion de la GA, generaron una mayor

proteccion a las condiciones de almacenamiento.
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Figura 27. Contenido y estabilidad los compuestos fenolicos en los microencapsulados
de pulpa a diferentes temperaturas utilizando diferentes agentes de recubrimiento a)
MDX, b) MDX-GA, c) GA.
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6.4.6 Estabilidad de la capacidad antioxidante

El comportamiento de los compuestos fenolicos recubiertos con los tres tipos de
recubrimiento fue similar a la capacidad antioxidante, siendo mayor la proteccion generada
por GA, no obstante, si se observa la Figura 28 la capacidad antioxidante esta ligada a los
compuestos fenolicos y no al contenido de carotenoides, ya que los primeros se encontraron
en mayor proporcion, similar a lo mencionado en la determinacion de las propiedades
antioxidantes del fruto fresco. En especifico el recubrimiento GA mostro una menor cantidad
de carotenoides, pero mayor capacidad antioxidante y MDX lo contrario. Los distintos
recubrimientos otorgan diferentes caracteristicas las cuales pueden proteger o preservar
diferentes compuestos bioactivos, previniendo su volatilizacion o deterioracion (Krishnaiah
etal., 2012).

La temperatura y el tiempo de almacenamiento generaron diferentes comportamientos de
acuerdo con s el agente encapsulante empleado. Sin embargo, en todos los casos a los 7 dias
de almacenamiento hubo una reduccion en la capacidad antioxidante y se mantuvo constante
hasta los 28 dias de almacenamiento en MDX (25°C) y MDX-GA (4°C) siendo estas ultimas
las mejores condiciones para la obtencion de microencapsulados y retencion de sus
propiedades antioxidantes durante el almacenamiento. En el resto de las muestras se observa
una ligera disminucion de la capacidad antioxidante (GA ambas temperaturas, MDX 4°Cy
MDX-GA 25°C).
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Figura 28. Contenido y estabilidad de la capacidad antioxidante en los
microencapsulados de pulpa a diferentes temperaturas utilizando diferentes agentes de
recubrimiento a) MDX, b) MDX-GA, c) GA.
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6.5 Incorporaciéon de los microencapsulados

El uso de la cascara de diferentes frutos que es considerada un desperdicio, teniendo un uso
potencial en la industria para la obtencién de colorantes naturales (Silva et al., 2013), aunado
a esto, el uso de microencapsulados en la industria ha aumentado, ya que estos, pueden
controlar la liberacion de compuestos activos provenientes de estos pigmentos (Bastos et al.,
2012). Sin embargo, el uso de colorantes naturales es limitado, por su inestabilidad, es
necesario conocer su posible degradacion, asi como las condiciones ideales de
almacenamiento (Fernandez-Lépez et al., 2013). Por lo cual, en este estudio se evalud la
incorporacion de los microencapsulados tanto de pulpa como pericarpio, y debido a sus
caracteristicas, ademas, tras haber evaluado la actividad microbioldgica mediante los grupos
indicadores hongos y levaduras, coliformes totales y bacterias mesofilas aerobias, estos
fueron negativos, ya que, debido a los bajos niveles de humedad y aw, no se espera
crecimiento microbiano y pueden ser usados como colorantes en alimentos, sin comprometer

la inocuidad, se adicionaron en dos tipos de matrices: bebida o jugo y yogurt.

6.5.1 Estabilidad del color en jugo después de la adicion de

microencapsulados de pericarpio en la bebida

En la Figura 29, se observan los porcentajes de color rojo, amarillo y azul de los
microencapsulados provenientes del pericarpio que influyeron sobre la tonalidad final del
producto. En el tiempo inicial el porcentaje de color azul esta por debajo del 10%, el cual de
acuerdo con Giosanu y Vijan, (2013) y Daudt y Fogaca, (2013), puede ser comparado con
los valores de los vinos Burgund, Cabernet Sauvignon, Merlot y Pinot Noir. El porcentaje de
amarillo fue mayor al 30%, el cual pudo estar relacionado con el tipo de agente encapsulante
utilizado, particularmente con el uso de GA. Como se menciono previamente tuvo un efecto
sobre los parametros b* debido a la tonalidad amarilla inicial de la goma, lo cual caus6 un
aumento de este porcentaje al momento de la incorporacién. No obstante, los pigmentos rojos

son los que sobresalen en todas las bebidas (microencapsulados o extracto).

La influencia del tiempo tuvo un efecto sobre los tres parametros, posiblemente por el efecto
de copigmentacion entre las antocianinas y los fenoles (Daudt y Fogaca, 2013; Poiana et al.,
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2007), aumentando en el caso de los porcentajes de azul y amarillo y disminuyendo en
porcentaje de rojo, siendo méas evidente en el jugo al cual se le agregd el extracto sin

encapsular.

Giosanu y Vijan, (2013) evaluaron los pardmetros cromaticos en vino tinto, mencionando
que el indice °Hue es inversamente proporcional a la intensidad de color (Croma), obteniendo
resultados similares a los alcanzados en este estudio (Tabla 21). Existe una degradacion en
la intensidad de color con el paso del tiempo para los tres recubrimientos, similar a lo
obtenido por Obon et al., (2009) quienes adicionaron pigmentos microencapsulados
provenientes de Opuntia stricta y los almacenaron durante 31 dias. Ljiljana et al., (2016)
mencionan que existe una disminucidn en el valor de croma con el paso de tiempo en vinos,
de forma similar a lo reportado en este trabajo, mientras que el valor de °Hue aumenta
ligeramente con el tiempo, el efecto es mas evidente en la Figura 30. Por otro lado, entre los
3 recubrimientos GA presento los valores mas altos de °Hue y no se observan diferencias
significativas (P>0.05) entre MDX y MDX-GA, observando la misma tendencia en croma,
lo cual puede explicarse por el contenido de pigmentos microencapsulados y estabilidad de
las capsulas, ademas, la turbidez del jugo al agregar los polvos ya que esta aumenta para GA

esta aumento con el paso de tiempo, encontrando el valor mas alto entre los 14 y 28 dias.
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Figura 29. Estabilidad de color de los microencapsulados de pericarpio de xkijit
incorporados en la matriz a) % Rojo, b) % Amarillo, ¢) % Azul.
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Figura 30. Degradacion del color expresada como tono (°H) y matiz (Croma) en la
matriz después de la incorporacion de microencapsulados de pericarpio, —— MDX,
—+— MDX-GA, —¢— GA, —— Extracto sin encapsular.

6.5.2 Cambio de Ila turbidez en jugos adicionados con

microencapsulados de pericarpio

De manera particular el efecto del tiempo tuvo un aumento considerable en la turbidez (Tabla

21) tuvo un aumento para los 3 recubrimientos, llegando a formar incluso precipitados, el

aumento mas grande se dio entre 14 y 28 dias para MDX, MDX-GA y GA, mayor para este
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ultimo, lo cual concuerda por lo reportado por Mirhosseini et al., (2008) ya que ellos
mencionan que GA provee sabor, color y aumenta la turbidez en jugos y bebidas, MDX y
MDX-GA no presentaron diferencias significativas a partir del dia de la incorporacion hasta
los 7 dias. Santhalakshmy et al., (2015), reportan que existe una diferencia en la turbidez de

microencapsulados de jugo de jamun reconstituidos obtenidos con diferentes temperaturas

de secado.

Tabla 21. Estabilidad de parametros de color y turbidez de los microencapsulados de

pericarpio de xkijit incorporados en la matriz

Tipo de recubrimiento Tle,mpo °Hue Intensidad de Turbidez
(dias) color
MDX 100% 1 19.68+0.21°8 2.74+0.0828 0.026+0.006%8
7 19.88+0.31%B 2.37+0.10>C 0.029+0.004°8
14 22.25+0.46"B 1.96+0.11¢¢ 0.084+0.00228
28 23.90+0.53*8 1.36+0.10%B 0.070+0.002"E
MDX 50%-GA 50% 1 19.98+0.12%B 2.80+0.06%® 0.024+0.002"8
7 20.39+0.12°8 2.53+0.05%8 0.031+0.002"B
14 22.45+0.238 2.18+0.06"8 0.090+0.001%8
28 25.01+1.06%8 1.70+0.23¢48 0.084+0.01928
GA 100% 1 23.45+0.49>4 3.19+0.06%4 0.064+0.007¢4
7 25.73+0.60%A 3.24+0.03%>A 0.112+0.009"8
14 27.57+0.96%A 2.92+0.08°4 0.168+0.006%8
28 28.87+2.77%A 2.04+0.27 0.136+0.033®A

L+ representa la desviacion estandar de las pruebas hechas por triplicado.

2 Superindices en mintscula diferentes en la misma columna par el mismo agente de recubrimiento indican
diferencias significativas (P<0.05).

3 Superindices en mayuscula diferentes en la misma columna para el mismo tiempo indican diferencias
significativas (P<0.05).

6.5.3 Estabilidad del color en yogurt después de la incorporacion

de microencapsulados de pulpa

El uso de colorantes en yogurt es comun, ya que tiene una influencia en la percepcion del
sabor (Spence et al., 2010) y otras caracteristicas sensoriales (Coronel-Aguilera et al., 2015),
Zhang y Zhong (2013), mencionan que, debido a la falta de colorantes naturales, los

microencapsulados que puedan otorgar color a los alimentos son una propuesta prometedora.
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La adicidon de los microencapsulados en el yogurt resulté en tonalidades similares a las de un
yogurt de pifia comercial. No se encontraron diferencias en los parametros L* y a* (Tabla
22) entre MDX, MDX-GA 'y GA, ni tampoco por influencia del tiempo, sin embargo, el valor
de b* en comparacion del yogurt natural fue mayor en GA, posiblemente esta relacionado a

lo mencionado con anterioridad, ya que GA tuvo una influencia en b*, posiblemente por la

misma tonalidad del agente, lo cual se ve reflejado en el pardmetro de Hue.

Tabla 22. Estabilidad de parametros de color de los microencapsulados de pulpa de

xKijit incorporados en el yogurt

Tipo de

Tiempo

- . L* a* b*
recubrimiento (dias)
MDX 100% 1 79.92+3.75%A -4.33+0.46%A 20.79+1.35%B
7 79.53+4.443A -4.23+0.65%4 19.63+2.45%8
14 76.16+8.372A -4.23+0.65*A 19.01+3.45%8
28 79.42+3.332A -4.66+0.54%A 20.02+1.60%A8
MDX 50%-GA 50% 1 81.66+0.512A -4.17+0.46%A 18.66+0.99%8B
7 80.59+2.323A -4.30+0.31%4 19.35+0.89%8B
14 80.37+1.872A -4.29+0.36%4 18.63+0.72%8
28 80.87+1.88%A -4.61+0.18%4 19.37+1.26%8
GA 100% 1 79.59+0.66%A -4.56+0.07%A 23.38+1.43%A
7 79.92+1.06%A -5.05+0.51%A 23.58+2.092A
14 79.63+0.55%A -4.76+0.33*A 23.38+1.322A
28 80.24+1.142A -4.84+0.45*A 22.46+1.36%A

L+ representa la desviacion estandar de las pruebas hechas por triplicado

2 Superindices en mintscula diferentes en la misma columna par el mismo agente de recubrimiento indican

diferencias significativas (P<0.05).

3 Superindices en mayuscula diferentes en la misma columna para el mismo tiempo indican diferencias

significativas (P<0.05).
La Figura 30, muestra la influencia de los pigmentos microencapsulados y del extracto
adicionados en el yogurt, y efecto del tiempo sobre la estabilidad del color. Coronel-Aguilera
et al., (2014) encontraron un aumento en el pardmetro de Hue y croma, sin embargo, no
observaron diferencias significativas durante el tiempo de evaluacion con la adicion de

microencapsulados obtenidos a 60°C, con resultados similares a lo reportado en este trabajo.

A diferencia del extracto, en las formulaciones con los microencapsulados se observo la

mayor degradacion de croma durante los primeros dias de almacenamiento, lo cual puede
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deberse al reordenamiento convirtiendo molecular de los carotenoides responsables del color,

en diferentes isomeros geométricos y con la interaccion directa de factores ambientales como

luz, oxigeno, temperatura, pudiendo tener como consecuencia la pérdida del color y
propiedades bioldgicas (Parra, 2011; Dias et al., 2010; Zerlotti, 1999).
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Figura 31. Degradacion del color expresada como tono (°H) y matiz (Croma) en el
yogurt después de la incorporacion de los microencapsulados de pulpa, ¢ MDX, ®
MDX-GA, ® GA, V Extracto, 4 Yogurt.

6.5.4 Cambios en

la capacidad antioxidante después de la

incorporaciéon de microencapsulados en la matriz

Ademaés de la degradacidon de color en la matriz (jugo y yogurt), se evalu6 la degradacion de

la capacidad antioxidante en los productos almacenados en condiciones de refrigeracion

(4°C).

Pasrija et al., (2015) mencionan que la incorporacién de microencapsulados de compuestos

bioactivos en los alimentos produce nuevos alimentos funcionales con un impacto minimo

en las caracteristicas de calidad, ademas gracias a la incorporacion de una pared de
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recubrimiento que protege a los compuestos, es posible la liberacion gradual de los mismos
(Somchue et al., 2009).

La incorporacion de los microencapsulados incrementaron en la capacidad antioxidante del
jugo como se observa en la Figura 31 a), Al inicio del almacenamiento, la adicion de los
colorantes encapsulados o sin encapsular, no presentaron diferencia significativa (P>0.05),
sin embargo, tuvieron un aumento en comparacion con el jugo sin la incorporacion de estos.
Herbach et al., (2006) mencionan que entre mayor sea la concentracion de pigmentos puede

tener una influencia en la velocidad de degradacion.

Por otro lado, al final del almacenamiento se presentd una reduccion debido a la degradacion
de los pigmentos. Todos los sistemas evaluados presentaron un comportamiento similar,
posiblemente por la completa ruptura de la capsula al momento de la incorporacion,
incrementando la liberacion de los compuestos bioactivos, dejandolos disponibles para su
absorcion, pero expuesto a la degradacion. Kaimainen et al., (2015) incorporaron
betacianinas microencapsuladas a jugos modelo, encontrando que la degradacion se atribuye

principalmente a la temperatura de almacenamiento.

Assous et al., (2014) observaron un incremento en el indice de perdxidos de aceite tratado
con antocianinas de zanahoria morada (500 y 1000 ppm), teniendo un comportamiento
similar al tratado con BHT (200 ppm), lo cual podria indicar que si bien el uso de antocianinas
como agente antioxidante es eficiente este puede ser comparable con antioxidantes sintéticos.

Con respecto a la incorporacion de los microencapsulados de pulpa en el yogurt, Gomes et
al., (2014) menciona que la adicién de colorantes naturales en este medio puede ser inestables
debido al pH y la acidez del producto, por lo cual diversos estudios se han realizado con el
fin de asegurar que no exista una isomerizacion u oxidacion debida a factores externos, lo

cual generaria una reduccién en las propiedades nutricionales (Gharsallaoui et al., 2007).

Si bien la adicion de los microencapsulados o el extracto no tuvo un aumento importante en
la actividad antioxidante del yogurt, a diferencia de lllupapalayam et al., (2014) quienes
adicionaron cardamomo, nuez moscada y canela observando un aumento en la actividad

antioxidante debida a los diferentes compuestos que pudiesen estar presentes. Sin embargo,
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si observaron una disminucién durante el almacenamiento, debida al tiempo y a las

condiciones de refrigeracion ya que estas pueden alterar los compuestos.

El hecho de no observarse un aumento en la actividad antioxidante podria atribuirse a la
liberacion gradual de los carotenoides (Somchue et al., 2009), ya que posiblemente no existe
una ruptura total de las capsulas a la hora de la incorporacion. Ademas, la cantidad de
carotenoides dentro de la capsula es muy pequefia, debido a que como se menciono
previamente el contenido de carotenoides fue de 17 a 34 ug pB-caroteno/g de polvo, lo cual se
ve reflejado en una actividad antioxidante de 5 mg TE/g de polvo, no influenciando la
actividad antioxidante inicial. Lo anterior debido a que el yogurt presenta diferentes péptidos
bioactivos que se liberan durante la fermentacion de la leche por bacterias acido lacticas
(Farvin et al., 2010). No obstante, Rutz et al., (2016) incorporaron microparticulas de f-
caroteno cubiertas con quitosano y sodio tripolifosfato a yogurt, observando que al inicio
solo existia una liberacion del 40% y se mantuvo constante hasta después de 5 dias donde la

liberacion aumento al 46% .

Adicionalmente, el almacenamiento del yogurt con los diferentes pigmentos afiadidos no
tuvo un efecto en la actividad antioxidante, ya que después de 28 dias de almacenamiento, el

cambio no fue significativo en comparacion con el dia 1.

99



INCORPORACION

) g
S 80
Ee)
S x
o
(5]
o
-
S
o
o
o
Ll
-
()
£
[5]
IS
©
o
x
o
IS
©
- 10 A
[+
=2
=
-‘5‘ O T T T T T T
< 0 5 10 15 20 25 30
Tiempo [dias]
b)
14

0.4 1

0.2 A

0.0

0 5 10 15 20 25 30

Actividad antioxidante [mg TE/100 mL de producto]

Tiempo [Dias]
Figura 31. Degradacion de la Capacidad Antioxidante de los microencapsulados
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6.6 Analisis sensorial

Se seleccionaron dos sistemas para realizar la incorporacion y el andlisis sensorial, ya que
ademas de los aspectos nutricionales que pudiesen brindar los pigmentos, asi como los
cambios de color evaluados en secciones anteriores, era importante conocer los atributos

sensoriales.

Las Tablas 23 y 24, muestran los valores para los distintos atributos sensoriales evaluados,
en el caso del jugo se present6 buena aceptabilidad general con valores promedio entre 4.385
y 5.185 que corresponde a moderadamente agradable de la escala heddnica, siendo los jugos
adicionados con microencapsulados con MDX y MDX-GA como agente formador de pared
los que presentaron un valor mas alto en todos los atributos evaluados. Sin embargo, hay que
considerar que los niveles en la aceptabilidad en todos los sistemas pudieron verse afectados
por el nivel de acidez en todas las bebidas y en particular con el extracto se pudo presentar
un nivel menor de aceptacion por la concentracion de los compuestos fendlicos aumentando

la amargura y la astringencia del producto. (Jaeger et al., 2009)

Los sistemas con pigmentos provenientes del pericarpio de xKkijit, resultaron en valores més
altos de aceptacion, en comparacién con las bebidas con colorante artificial, sin brindar
ningun sabor extra, y mejorando las caracteristicas sensoriales. Por lo tanto, la adicion de
encapsulados del pericarpio puede ser un prometedor colorante con tonalidades rojas en
jugos, aunado a sus propiedades funcionales. Champagne y Fustier, (2007) mencionan gque
la produccién de microencapsulados mediante secado por aspersion produce particulas que

se disuelven con mayor facilidad y no aporta efectos sobre el alimento o bebida.

Los datos obtenidos para la evaluacién sensorial de yogurt (Tabla 24) muestran la siguiente
tendencia Blanco> Colorante> MDX-GA> GA> MDX> Extracto, con respecto a la
aceptabilidad general, lo cual, por los datos de aspecto estarian relacionado con el sabor del
producto, considerando el uso dado por diferentes culturas (Macia, 2003; Van den Veerle et
al., 2004) el xkijit se prefiere en platillos salados.
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Tabla 23. Analisis sensorial de los microencapsulados de pericarpio de xkijit en jugos

Aspecto Olor Sabor Aceptabilidad
MDX 5.233+£1.431 4.667+1.516 4.933+1.639 4.867+1.697
MDX-GA 5.138+1.356 4.724+1.306 4.483+1.661 4.679+1.657
GA 4.933+1.337 4.533+1.408 4.500+1.697 4.600+1.499
Extracto 4.733+1.437 4.533+1.634 4.200+1.627 4.400£1.589
Colorante 4.833+1.206 4.533+£1.570 3.833+1.577 4.067+1.311
Blanco 4.536+1.753 4.607+1.343 4.536+1.644 4.679+1.588

1+ representa la desviacion estandar

Considerando que la microencapsulacion permite la liberacion gradual y ademas previene la
interaccion con otros componentes en el alimento (Champagne y Fustier, 2007), los
pigmentos carotenoides microencapsulados tuvieron menor influencia en el sabor del
producto. No obstante, Illupapalayam et al., (2014) evaluaron la adicién de distintos
colorantes naturales en yogurt encontrando que la apariencia era un factor de gran

importancia en la aceptabilidad.

Tabla 24. Analisis sensorial de los microencapsulados de pulpa de xkijit en yogurt

Aspecto Olor Sabor Aceptabilidad
MDX 4.966+1.210 3.414+1.181 3.034£1.546 3.069+1.387
MDX-GA 5.241+1.057 4.276+1.412 3.933+£1.461 4.033+1.564
GA 4.800+1.270 4.133+1.432 3.733£1.701 3.833+1.663
Extracto 4.103+1.739 3.828+1.537 2.483+1.379 2.786+1.500
Colorante 5.300+1.317 5.167+1.289 5.267+1.741 5.333+£1.583
Blanco 5.345+1.370 5.310+£1.538 5.448+1.639 5.448+1.526

1+ representa la desviacion estandar

Finalmente, tras realizar las preguntas ¢ Queé tan importante es para ti agregar colorantes a los
alimentos? Y ¢ Te importa el uso de colorantes naturales?, se llegé a la conclusion que a las
personas evaluadas no tienen un interés en el uso de colorantes a los alimentos, lo cual difiere
con los estudios revisados, ya que ellos mencionan que el uso de colorantes aumenta la
preferencia, mejorando el aspecto por la pérdida de color en alimentos procesados, lo cual
podriamos asociarlo al desconocimiento de las personas evaluadas en cuanto al uso de
colorantes en alimentos que consumen a diario, sin embargo los resultados de la segunda
pregunta sugieren que a pesar de no importarles el uso de colorantes, si tienen una preferencia

porque estos sean de origen natural. Taksima et al., (2015) reportaron que al informarle al
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consumidor los beneficios del uso de pigmentos de origen natural incremento su disposicion

por adquirir diversos productos que incluyen en su formulacion colorantes de origen natural.
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7. Conclusiones

En relacién con los resultados obtenidos en esta investigacion se proponen las principales

conclusiones, las cuales se mencionan a continuacion.

e Durante la caracterizacion del fruto, asi como la determinacion de las propiedades
antioxidantes, se comprobé que la pulpa y el pericarpio presentan altos contenidos de
antocianinas y carotenoides en comparacion con otros frutos los cuales hacen al xkijit
una fuente importante para la obtencion de pigmentos y su uso en la industria como
colorante natural.

e De los métodos evaluados para la obtencion de los extractos ricos en pigmentos, M1
fue el que mostr6 mejores resultados, ya que las propiedades antioxidantes se
conservan mejor y facilita la encapsulacién mediante secado por aspersion, el cual
result6é en una técnica apropiada para la conservacion de los pigmentos.

e Se concluye que la mezcla de MDX-GA como agente encapsulante alcanzaron los
mejores rendimientos, sin embargo, todos los agentes presentaron tendencias a la
estabilidad ya que tenian contenidos bajos en aw y humedad.

e En cuanto a los microencapsulados de pericarpio con MDX, presentaron las mejores
propiedades de humectabilidad e incorporacion.

e Mientras que los encapsulados de pulpa no tuvieron diferencias con el uso de los
diferentes agentes en los valores de aw y humedad, ya que ademas son bajos,
asegurando la estabilidad.

e En cuanto al color las capsulas de pulpa y pericarpio conservaron las propiedades de
color del extracto después del secado, y en base a croma que es uno de los parametros
deseables en la conservacion de color, MDX y MDX-GA fueron més alto con los
extractos de pericarpio. En comparacion con los de pulpa, GA contribuyo en la
coloracion de los microencapsulados, concluyendo que la naturaleza del agente usado
afecta significativamente las caracteristicas del encapsulado obtenido.

e La conservacion de las propiedades antioxidantes (antocianinas y compuestos
fendlicos) se vieron beneficiadas con el uso de GA a las condiciones de
almacenamiento establecidas, mientras que los encapsulados con MDX fueron

estables a temperaturas de 4°C.
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Para los carotenoides de la pulpa, se presenté una mayor retencion con el uso de MDX
y ademas su conservacion fue mejor a temperaturas de 25°C, a pesar de que GA en
ambas temperaturas logré conservar mejor a estos compuestos la cantidad en las
microcapsulas fue menor.

La capacidad antioxidante de los microencapsulados de pulpa se vio influenciada
principalmente por el contenido de compuestos fendlicos, ya que estos se encontraban
en mayor proporcion, siendo la condicion de 25°C la que mas beneficié su
almacenamiento.

Cabe mencionar que en ambos casos se logra la conservacion de las propiedades
antioxidantes atribuidas a las antocianinas y a los carotenoides hasta los 28 dias de
almacenamiento a 4 y 25°C con todos los agentes encapsulantes.

En el cumplimiento de uno de los objetivos especificos propuestos en esta
investigacion, la incorporacion de los encapsulados como pigmentos en las matrices
alimentarias (bebidas y yogurt), se concluye que el color incremento con la adicion
de las capsulas de MDX y MDX-GA, favoreciendo las coloraciones rojizas a la
matriz, mismas que fueron un indicativo importante del contenido de antocianinas y
compuestos antioxidantes en el producto. Mientras que la conservacién de los
pigmentos carotenoides se da con GA ya que este ayuda al aumento en la tonalidad
caracteristica de algunos carotenoides, pese a no tener influencia en la capacidad
antioxidante del producto.

La estabilidad del color en las matrices después de la incorporacion de los pigmentos
microencapsulados aumento en comparacién con los extractos sin encapsular,
concluyendo que la microencapsulacion protege y conserva el color incluso después
de haber sido agregado en la matriz alimentaria.

Si bien existe una degradacion de la actividad antioxidante en el producto después de
la adicién de microencapsulados, se observa un aumento de compuestos bioactivos
benéficos.

En base a los resultados de aceptabilidad se observa una mayor preferencia por los
pigmentos antocianinas en el producto, tipo bebida en comparacion con los niveles
de aceptabilidad sensorial de yogurt, pues el sabor de la pulpa influencio

negativamente en el yogurt.
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Finalmente, es importante seguir con la investigacion relacionada con el uso de
pigmentos, provenientes de frutos subutilizados en México, debido a sus propiedades
bioactivas y fisicoquimicas para su incorporacién en diversas matrices alimentarias.
Asimismo el secado por aspersion resulto una tecnologia “amigable” para la
conservacion de pigmentos y compuestos antioxidantes presentes en el xkijit, a partir
de los resultados obtenidos se recomienda continuar explorando diferentes
condiciones de secado, incluyendo temperaturas, flujos de aire, velocidad de
alimentacidn, entre otros, con la finalidad de aumentar los rendimientos, mejorar las
propiedades fisicas y antioxidantes de los encapsulados, asi como su incorporacion

en diferentes matrices alimentarias como colorante.
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9. ANnexos

9.1 Anexo 1 Actividad antioxidante

Para la preparacion de DPPH se pesaron 0.004 g y se aforo en un matraz de 100 mL con
etanol absoluto, leyendo la absorbancia del reactivo a 517 nm para obtener un valor en la

absorbancia muy cercano a 1. El reactivo se mantuvo en refrigeracion y en oscuridad.

Para la preparacion del reactivo de Trolox a 200 ppm, usando etanol al 95% como diluyente,
se pesaron 0.0002 g del reactivo y se aforo en un matraz aforado de 10 mL. Se realizaron
diferentes diluciones con etanol y Trolox siguiendo las cantidades enlistadas en la Tabla 25,

para obtener diferentes concentraciones.

Tabla 25 Concentraciones para la preparacion de estandares de Trolox

Trolox [pL] Etanol [uL]  Volumen total [pL] Concentracion ppm
0 1000 1000 0
10 990 1000 2
20 980 1000 4
30 970 1000 6
40 960 1000 8
50 950 1000 10
60 940 1000 12

Para realizar la curva de concentraciéon contra % de inhibicién se tomaron 1 mL de cada
concentracion de Trolox con 1 mL de DPPH, se mantuvo media hora en oscuridad y se ley6
la absorbancia a 517 nm con un espectrofotémetro. Graficando la concentracion (ppm) contra

el % de inhibicién (Figura 32) usando la siguiente férmula para el célculo.

% Inhibicion = T Ec (19)

Abs=Absorbancia del blanco

Abs;=Absorbancia de la muestra
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100

y=6.2705x-1.3005

% de Inibicion

O T T T T T T
0 2 4 6 8 10 12 14

Concentracion de Trolox [mg/L]

Figura 32. Curva de concentraciones para capacidad antioxidante % de Inhibicion contra
concentracion de Trolox
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Anexo 9.2 Antocianinas totales
Preparacion de Buffer de KCI

Se toman 0.1864g de cloruro de potasio en 98mL de agua destilada. Se ajusta el pH a 1.0 con
HCI concentrado y se afora a 100 mL.

Preparacion de Buffer de acetato de sodio (CH3CO2Na)

Se toman 3.2812g de acetato de sodio en 98mL de agua destilada, posteriormente se ajusta

el pH a 4.5 con HCI concentrado y se aforar a 100 mL.
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Anexo 9.3 Compuestos fendlicos totales

Preparacion del reactivo de Folin-Ciocalteu

Para la preparacion del reactivo de Folin-Ciocalteu al 0.1M se partié de una solucion al 2M
para la cual se utiliz6 agua destilada como diluyente. Utilizando 5 mL y agregando agua en
un matraz aforado de 100 mL. El reactivo de Folin-Ciocalteu se preparé en completa

oscuridad y se almaceno en refrigeracion en un recipiente hermetico.
Preparacion del carbonato de sodio

Ademas, se prepard una solucion de carbonato de sodio al 0.05% p/v. Esta solucion se

almaceno en un recipiente totalmente hermético y se mantuvo en refrigeracion.
Preparacion del acido galico

Para la preparacion del acido galico (SIGMA, China, 97.5-102% (titulacion), se preparé a
una concentracion a 1000 ppm pesando 0.01g aforando en un matraz aforad de 10 mL y se
diluyo hasta 100 ppm aforando la solucion hasta 100 mL, se mantuvo en oscuridad y en

refrigeracion hasta su uso.

Tabla 26 Concentraciones para la preparacion de estandares de &cido galico
Acido géalico [uL]  Etanol [uL] Volumen total [uL] Concentracion ppm

50 950 1000 5
100 900 1000 10
150 850 1000 15
200 800 1000 20
250 750 1000 25
400 600 1000 40

Para la obtencion de la curva de acido galico contra la absorbancia se utilizaron las diluciones
de la Tabla 26 se les agrego 1 mL del reactivo de Folin-Ciocalteu a cada concentracion y se
dejo reposar por tres minutos, pasado ese tiempo se agregé 1 mL de carbonato sodio y se
dejo reposar treinta minutos mas, para posteriormente leer los valores de la absorbancia a
765 nm y graficar la concentracion de &cido galico (ppm) contra la absorbancia (Figura 33),

restando la absorbancia del blanco a la absorbancia de cada concentracion.
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Para la preparacion del blanco se usé 1 mL de Agua destilada+250 pL de &cido gélico y 750

pL de etanol al 90% y 1 mL de carbonato de sodio.

1.0

y=0.0185x+0.0303

ABS a 765nm [Sin unidades]

0.0 T T T T
0 10 20 30 40 50

Concentracion de Acido Galico [mg/L]

Figura 33. Curva de concentraciones para compuestos fenolicos totales ABS contra
concentracion de Acido Galico

144



ANEXOS

Anexo 9.4 Preparacion de los medios de cultivo

Agar de dextrosa y papa: Rehidratar 39 g del medio en un litro de agua destilada. Calentar
agitando frecuentemente hasta el punto de ebullicién durante 1 minuto para disolverlo por
completo. Esterilizar en autoclave a 121°C (15 libras de presion) durante 15 minutos. Enfriar

aproximadamente a 45°C y verter en placas.

Rojo bilis Suspender 41,5 g del polvo por litro de agua destilada. Calentando a ebullicion 1

0 2 minutos. Enfriar a 45°C y verter en placas.

Cuenta estandar Suspender 23.5 g del medio en un litro de agua purificada. Calentar con a
ebullicidn. Esterilizar en autoclave a 121°C (15 libras de presion) durante 15 minutos. Dejar

enfriar a una temperatura entre 45°C y verter en placas.
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Anexo 9.5 Formato de evaluacion sensorial

Informacion general

Producto:
Nombre Edad

Género [JMasculino [JFemenino

Informacion del cuestionario

Lea la informacién antes de llenar el
cuestionario

Cuestionario

1 Muy desagradable 5 Moderadamente agradable
2 Desagradable
3 Moderadamente desagradable 7 Muy agradable
4 No me gusta ni me disgusta

6 Agradable

Pruebe las muestras e indique su nivel de agrado (marcando con una x la casilla) en la escala que mejor describe su

reaccion para cada atributo.

Aspecto

Olor

Sabor
Aceptabilidad

[ =

o000 Ooooodl oodo oooo oood

0000 Ooog oooo oooo oodo

Aspecto

Olor

Sabor
Aceptabilidad

[ S =
NN

Aspecto

Olor

Sabor
Aceptabilidad

=
NN

Aspecto

Olor

Sabor
Aceptabilidad

[ S =
NN

Aspecto

Olor

Sabor
Aceptabilidad

[
NN

Aspecto

Olor

Sabor
Aceptabilidad

oood|
oood|

Contesta las preguntas marcando la casilla de acuerdo con lo

que mejor refleje tu opinion

O000 [QOOoOood pooo oooo oood

w w ww

w w w w

oood

4 0O 5 0O 6 O 7 0O
4 O 5 O 6 O 7 0
4 0O 5 0 6 O 7 0
4 0O 5 O 6 O 7 0O
No
4 0O 5 0 6 O 7.0
4.0 5 0 6 O 7 0
4 0O 5 0 6 O 70
4 0O 5 O 6 O 7 0
No
4 O 5 O 6 O 7 0O
4 O 5 0 6 O 7 0O
4 O 5 O 6 O 7 0O
4 O 5 O 6 [ 7 O
No
4 0O s 0O 6 O 70
4 0 5 0O 6 0O 70
4 0O 5 04 e O 70
4 0O 5 0 6 [ 7.0
No
4 O s 0O 6 0O 70
4 0 5 0O 6 O 7 0
4 0O 5 0 6 [ 7.0
4 0O 5 0 6 O 7.0
4 O 5 O 6 O 7 0O
4 0O 5 0 6 O 7 O
4 0O 5 0 6 O 7 0O
4 0O 5 O 6 O 7 O
1 Para nada importante 4 Importante
2 No me importa 5 Muy importante

3 Me resulta indiferente

¢Qué tan importante es para ti agregar colorantes a los alimentos?

10 2 0
éTe importa el uso de colorantes naturales? N
10 2 [

30

3
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Microencapsulation of some bioactive compounds through spray drying
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Resumen

La microencapsulacion (ME) permite la incorporaciion de ingredientes alimentarios en pequerias
cpsulas. Asimismo, favorece la conservacidn de sabores, aromas y compuesios como
acidulantes, antioxidantes v vilaminas, asi como algunos alimentos ¥y materiales mcluyvendo
aceites v microorganismos. La ME es una tecnologia que puede contribuir al procesamiento de
los alimentos al preservar su contenido nutricional, coadyuvar con una liberacidn controlada en la
formulacidn y facilitar su manipulacidén. La liberacidn oportuna de los microencapsulados mejora
la eficacia de los aditives, amplia el campo de aplicacidn de los ingredientes alimentarios v
asegura la dosis dptima, mejorando asi la rentabilidad para el fabricante de alimentos. Por lo
tamio, en esta revision se describen brevemente algunos aspecios relacionados con la ME
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Introduccian

La microencapsulacidn (ME) consiste en el aislamiento de la sustancia activa {en estado liguido,
silido o gaseoso) para obtener productos con una forma esférica ¥ un tamafio micrométnco, en el
cual ¢l material activo o core, es protegidoe por una membrana del medio, facilitando su manejo
(Ko et al, 2002) v permitiendo su liberacion cuando se requieran cantidades muy pequefias
(Kirby, 1991). En este sentido dichas cdpsulas pueden liberar su contemido a velocidades
controladas bajo condiciones especificas (Chen et al., 2003; Kim et al, 2002; Lee et al, 2003; Ko
etal, 2002; Cho et al, 2000; 2003; Parra, 2010; Nesterenko et al., 2013).

La técnica de ME puede ser aplicada para promover la resistencia de los mateniales alimenticios
empleados a las condiciones de procesamiento vy empacado, mejorando el sabor, aroma,
estabilidad, valor nuiritivo v apariencia de sus productos, vy de esa manera profeger susiancias
sensibles al ambiente. Las propiedades de liberacion de los microencapsulados pueden depender
del contenido de las particulas, el rompimienio, la solubilizacion, el calentamiento, el pH, o la
accion enzimdtica. Por otro lado, ayudan a enmascarar sabores ¥ olores desagmdables de las
sustancias {es decir, permiten conirolar la hiberacidn del material hasta el estimulo adecuado)
(Lee, 2003).

La ME tiene diferentes aplicaciones en la industria alimenticia con la finalidad de mejorar las
propiedades v caracieristicas de los ingredientes alimeniarios, un ejemplo es la inmovilizacion de
los ingredientes o la adicion de agentes antimicrobianos (Cha et al., 2003; Cha et al., 2002; Cho
et al.. 2002; Dubey et al., 2009).

Existen varios procesos para producir microencapsulados, entre los gue estin el secado por
aspersion, la aspersidn con enfriamiento, el lecho Muidizado, la coacervacidon/separacion de fase,
la gelacidn, la evaporacidn de solvente, la expansion de fMuido supercritico, la polimerizacion
interfacial {policondensacion), la polimerizacion de la emuncion y la extrusion (Mesterenko et al.,
20013). Elegir la técnica de ME para un proceso en particular depende del tamario, la

Vol. 5, Mam, 10 Julio - Diciembre 2016 ClBA
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ANEXOS

Resumen
Se estudio la bilidad ioxid: de
evalud la actividad id: di

iayel

dimiento (%)

CONSERVACION DE LAS PROPIEDADES ANTIOXIDANTES EN
MICROENCAPSULADOS OBTENIDOS DEL PERICARPIO DE Renealmia alpinia

Oscar Jiménez Gonzdlez®, Ma.Lorena Luna Guevara®*, J.José Luna Guevara®, Carlos Enrique Ochoa Velasco®, Paola Herndndez Carranza®
“ Facultad de Ingenieria Quimica, Benemérita Universidad Auténoma de Puebla, Puebla, Puebla, México,
b Facultad de Cs. Quimica, Benemérita Universidad Auténoma de Puebla, Puebla, Puebla, México

del pericarpio de Renealmia alpmm' encapsulados con diferentes recubrimientos, goma arabiga (GA), maltodextrina (MDX) y sacarosa (S). Se
después de la obtencién de los microenc

secado por ion T, 150°C,

realizando la incorporacion del agente de rel:uhrlmlento en una proporcién 1:4 con respecto a los °Bx del extracto. Los rendimientos fueron mayores al 25% con los tratamientos de GA (100%) y GA-

MDX (50-50%). La actividad antioxidante se vio favorecida con las interacciones MDX-5 y MDX-GA-S con valores de 366.25 + 23.97 y 343.09 +6.45 mg TE/100g,

fue

mayor con GA (100%) (375 £9.37 mg TE/100g) lo cual puede estar relacionade con un mejor recubrimiento y proteccion de los compuestos bioactivos.

Introduccion

Se ha demostrado la relacién entre el consumo de
frutas y vegetales con la reduccién de enfermedades
degenerativas (Ames et al., 1993), por su contenido de
antioxidantes naturales, gracias a sus vitaminas,
flavonoides, antocianinas y otros compuestos fendlicos
(Klimczak et al., 2007). Ademas, muchos de estos
antioxidantes pueden provenir del pericarpio de frutas y asi
aprovechar su uso, ya que poseen gran cantidad de
polifenoles y antocianinas (Témas-Barberan et al., 2001), y
debido a su naturaleza estos pueden ser consumidos y
usados en la industria alimenticia, farmacéutica, ete.

El pericarpio de xkijit se caracterizan por ser color
morado cuando estdn maduros (Macia, 2003). Ya que en la
comunidad de Cuetzalan, Puebla solo se consume la pulpa
y el pericarpio es usado como abono, siendo una fuente
importante de antioxidantes, por su alto contenido de
antocianas, las cuales por su inestabilidad pueden ser
microencapsuladas para proteger de diversas reacciones o
cambios indeseables. Pese a esto, una solo matriz
encapsulante no posee todas las caracteristicas para brindar
una buena proteccién, por lo cual el uso de diferentes
agentes encapsulantes en diferentes proporciones ha sido
estudiado en la proteccion de compuestos bioactivos
(Santana et al., 2016; Akhavan et al., 2016; Mahdavee et al.,
2014; Tonon et al., 2010).

Por lo cual el objetivo del presente estudio fue evaluar
el efecto de la incorporacion de diferentes agentes de
encapsulacién y diferentes proporciones, en la actividad
antmxldante de encapsu\adns de extracto del ericarpio de

GA/"Bx S/°Bx
1 0/25 100/ 10 0/10
2 16.7/3.75 16.7/5 66.7 /10
3 50/6.25 50/10 0/10
4 16.7/3.75 66.7/876  16.7/10
5 33.3/5 333/75 33.3/10
6 0/25 50/6.25 50/10
7 66.7/75 16.78.76 16.7/10
8 0/25 0/25 100/ 10
9 0/10 0/10

0/6.25 50/10

como pigmentos en diferentes alimentos.

. M., Assadpoor. E., & Dehnad,

Se Iogro la proteccmn de \a acn\ndad antioxidante de los extractos de xkijit con los tres tipos de recubrimientos, siendo la §
oma arabiga la que mejores resultados presento, ya que la fuente de donde provienen estos antioxidantes es natural, estos
pueden ser utilizados en la industria alimenticia, ademds, por su relacién con las antocianinas tienen capacidad de servir

Materiales y métodos

Recoleccién (Sierra
Norte,
Cuetzalan del

Progreso, Puebla,
México)

Obtencién del
extracto (500 g
mLde agua,
Secado por molido y filtrado)

aspersion (1:4 °Bx
extracto: “Bx agente
T,,150°C, T, 90°C,
Feed 75. RPM,
Presién 11 LPM)

Disefio de mezclas
(Maltodextrina
Sigma, MDX 4-7

(Extracto + Agente)

Actividad
antioxidante DPPH
(Sigma Aldrich)

méxima velocidad
5 min

inhibicién

AbSgiance = AbSiuesira
Abspianco

‘gum Arahic and gelatin Invernarional

. S. Jafari,
Juuma]afﬂldﬁglml Macromalecules, 85, (2016), 379-385. hnmjﬂdm org/10.1016/].ijbiomac 2016.01.011
B.N., Shigenaga, M. K., & Hagen, T. M. Oxidants, antioxidants, and the degencrative discases of aging. Proceedings of the Natianal Academy of Sciences, 90(17), (1993),

w.wszz. hitps://doi. org/10.1073/pnas 90.17.7915
Ersus, S., & Yurd
hitps/idoi.org/ 10,1016/, jfoodeng 2006.07.009

! hitps fidoi ore/ 10,1016/ jfea 2006.02.012
ia (rotth.)

Mahdavee Khazaci, K., Jafari, S.
hitps Jidoi arg/10.1016/] carbpol 2014.01.042

Planta

Otilora, M. C., Carriazo, J. G., lturriag

a, L.,
(2015), 174-181. hitps:/idoi.org/10.10164. feodclr.m"il]‘U-HJ)U

antana, A. A, Cano-Higuita, D. M., De Oliveira, R A, & Telis, V. R N
hitps:/idoi.ore/ 10,1016/ foodchem 2016,05. 14

hitps:/idoi.org/ 101016/, foodchem 2014.05.040,

1, U. Micracneapsulation of anthocyanin pigments of black carrot (Daucus carota L) by spray dricr. Journal of Food Engineering, 81(3), (2007), 805812,
limezak, L, Malecka, M., Srlachts, M., & Gliszeryfska-Swiglo, A. Effcct of storage on the content of polyphenols, vitamin C and the antioxidant activity of orange juiccs. Joummal of Food Composition and Anaiysis,

la Sierra Norte de Pucbla (México). Anales Jardin Botdinico de Madrid, 60(1), (2003), 183-187.
M., Ghorbani, M., & Hemmati Kakhki, A. Application of maltodextrin and gum Arabic in i i

saffron petal’s

Rice-Evans, C., Miller, N., & Paganga, G. Antioxidant properties of phenolic compounds. Trends in Plani Science, 2(4), (1997), 152-159. htips-fidoi ore/10.1016/51360-1 385(97)01018-2

 actividad antioxidante mds baja en MDX y S al 100%, no
obstante Souza et al., (2014) tuvieron comportamientos

Discusion y resultados

Rendimiento

El rendimiento se ve afectado por los agentes encapsulantes
(Otalora et al., 2015), asi como Sin embargo, el uso de
diferentes agentes de recubrimiento, asi como las
condiciones de proceso aumentardn o disminuirdn el
rendimiento. En este estudio el efecto del agente
encapsulante modifico el rendimiento, donde el uso de GA
en la mezcla de alimentacién lo incremento, a diferencia de
MDX (Figura 2).

Elincremento de los sdlidos
mediante la adicién de sacarosa
no influyo en la obtencién de
los micro encapsulados, sin
embargo, el rendimiento fue
superior a los obtenidos
con MDX 100%.

1 o 1
GA s

Actividad antioxidante
Las antocianinas pertenecen al grupo de los flavonoides
(Tonon et al., 2010), son solubles en agua y se les ha
asociado con una alta actividad
antioxidante (Ersus y Yurdagel,

2007), ya que son capaces e :;:
de inhibir radicales libres BO- 3%

(Rice-Evans et al., 1997)
y reducir el riesgo de
ciertas enfermedades
rénico-degenerativas.

# De acuerdo con el disefio de expenmenms se determlné
la actividad antioxidante de cada muestra, presentando la

similares, ya que realizaron la microencapsulacién de
pigmentos provenientes de uva Bordo (Vitis labrusca) con
diferentes proporciones de maltodextrina.
Por otro lado, el efecto de la GA en la acn\ndad
antioxidante fue mayor, ya que se encontraron valores
mas altos con el uso de esta, como se observa en la figura
3, entre mds se acercaba a GA 100% mayor era el valor de
la actividad antioxidante en los microencapsulados, esto
puede estar relacionado con el rendimiento ya que GA
pudo haber generado un mejor recubrimiento, lo cual dio
mayor proteccién a los annox\dantes

W
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Resumen

En cste trabajo, sc analizaron el rendimiento (%) y actividad antioxidante de extractos del pericarpio de Remealmia
alpinia encapsulados obtenidos por secado por aspersion (T entrada 150°C, velocidad de alimentacion 7.5 RPM y presion 11
LPM) con diferentes recubrimientos: goma ardbiga (GA), maltodextrina (MDX) v sacarosa (S) mcorporados en una
proporcion 1:4 (10 “Bx). Los rendimientos fueron mayores al 25% con los tratamientos de GA (100%) y GA-MDX (50-
50%). La actividad antioxidante fue mayor con GA (100%) (375 £9.37 mg TEN00g) y con las interacciones MDX-S y
MDX-GA-S con valores de 36625 £ 2397 v 343.09 +6.45 mg TEf100g, respectivamentz. Los resultados demostraron que
las propicdades antioxidantes de los encapsulados estuvieron relacionadas con el tipo de recubrimiento, ademas proveer
informacion util para incrementar la estabilidad de los compuestos bioactivos contenidos en el pericarpio de Renealmia
alpimia.

Palabras clave: Palabras clave: Renealmia alpinia, microencapsulacion, antioxidantes, secado por aspersion.

Abstract

The mim of this work, was the study of the yicld and antiocadant activity of pericarp extract from Renealmia alpina obtain
by spray drying (T inlet 150°C, feed velocity 7.5 RPM, pressure 11LPM) with different coating agents: Arabic gum {AG),
maltodextrin (MDX) and sucrose (5). The yields were greater than 25% with treatments of AG (100%) and AG-MDX (50-
50%). Also, the antioxidant activity was increased with AG (100%) (375 = 9.37 mg TE / 100g) and with the MDX-S and
MDX-AG-5 interactions with values of 366.25 = 2397 and 343.09 = 6.45 mg TE / 100g, respectively. The results showed
that the antioxidant properties of encapsulated had a relationship with the wall material, additionally this provide a useful
information to increase the stability of the bioactive compounds contained in in the Renealmia afping pericarp.

Keywords: Renealmia alpinia, microencapsulation, antioxidant activity, spray drying.

1. Introduccidn

Diversos estudios han demostrado que existe una relacian
entre ¢l consumo de frutas y vegetales con la reduccidn
del  riesgp  de  padecer algunas  enfermedades
degenerativas, COMmo cancer, enfermedades
cardiovasculares { Ames ct al., 1993), lo anterior debido a
que estos son fuente importante de antiovidantes natorales
meluyendo vitaminas, flavonoides, antocianinas v otros
compuestos fendlicos (Klimezak et al., 2007).

Actualmente varios antioxidantes de origen natural
pueden ser usados en la industria cosmética, farmacéutica
v alimenticia (Moo-Huchin et al,, 2014), va que pueden
mcluso sustituir a los antioxidantes sintéticos (Moure et
al, 2001). S¢ han realizado diversos estudios sobre la

extraccion de antioxidantes de diversas frutas para su
posible uso en alimentos, en el estudio realizado por
Lavelli et al.. (2016) adicionaron compuestos fendlicos de
uva para la forificacion de puré de manrana; Pasrija et
al,, (2015) utilizaron polifenoles de t¢ verde para la
fortificacion de pan; Kaimainen et al, (2015) evaluaron la
cstabilidad de betalamnas adicionadas en jugos; Cam ct al.,
(2014) reportaron el enriquecimiento de helado con
fenoles de cascara de granada; Ezhilarasi et al., (2013)
incoTporaron extractos microcncapsulados de Garcinia
cowa en harina para elaborar pan. Ademas, se ha tratado
de aprovechar el uso de ciscara de frutas, ya que estas
ticnen una gran cantidad de polifencles y antoctaninas
(Tomas-Barberan et al_, 2001), mismas que normalmente
son desechadas.

32 Revista CiBIyT, afio 12, nfimero 36, septiembra-diciembre de 2017 IBBN: 1870-068X
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ANEXOS

POTENCIAL ANTIOXIDANTE DE ENCAPSULADOS XI X
OBTENIDOS CON EXTRACTOS DEL PERICARPIO DEL

XKIJIT (

Congreso
Intemacnonal

nealmia alpinia)

Jiménez Gonzdlez, O., Luna Guevara, M.L, Luna Guevara, J.J., Ochoa Velasco C., Calderén Ferndndez, M.L. Contreras Cortes, L.E.U.

Infroduccion
El xkijit fruto procedente de la Sierra Norte del Estado de puebl:
cuyo pericarpio posee una alta capacidad iada a las

antocianinas, sin embargo se considera un residuo, ya que el consumo
es inicamente de la pulpa.

Evaliaciia aeior Rendimiento (Fang & Bhandari, 2012).
5 - Polvo obtenido (g)
Rendimiento = a9

Extracto de xkijit (g) + agente (g)

Color (L*, a*, b* Hunter Lab, Color Flex 45/0 Spectrophotometer).
Antocianinas totales (Giusti & Wrolstad, 2005).

Por otro lado, la inestabilidad de las antocianinas a diversos G b L e <'
factores bi les (pH, oxig luz, temperatura) las hacen : 4 * 2
propensas a su degradacién, la cual puede prevenirse con la ReSE".ad?S Yy dlscus_lon. o
microencapsulacién, ya que ayuda a proteger puestos bioactivos Elr (%) no presento diferencias significativas.

por la formacién de una pared que actiia como barrera entre este y el
medio al que se exponga.

Las antocianinas pueden ser utilizadas como un aditivo
alimentario, ya que puede brindar color y a su vez impartir
propiedades antioxid demas de sustituir el uso de colorantes
artlﬁclales perjudiciales a la salud (Kobylewski & Jacobson, 2010).

Objetivo

Tabla 1. Rendimiento tros de color de los polvos con los diferentes agentes encapsulantes.
GA

Rendimiento (%) 18.59+0.30¢ 19.47+0.78*
Pardmetros de Color

L* 22.97£0.90° 25.30+1.66*

a* 21.85+0.91* 18.24+0.90°

b* -7.06+0.61* -7.48+0.53*

Croma 22.97+0.82* 19.72+0.74%

°Hue 347.06=1.82* 342.66+2.13°

+ DS (n=3), subindices diferentes en la misma fila indican diferencias significativas (p<0.05).

Evaluar el efecto de diferentes
agentes encapsulantes en la AT [mg Cyd-3-Glulg
microencapsulacion de extractos polvo]

del pericarpio del fruto xKkijit
sobre los parametros de color
L*, at, b*, capacidad 12
antioxidante y contenido de 10
antocianinas.

Metodologia 6

Seleccién y 5
acondicionamiento -

Recolecciéon manual

MDX GA

Fig. 1 Apariencia general
del fruto xkijit
(Renealamia alpinia) 5

Los parametros de color (Tabla
1), b* fue similar con ambos
recubrimientos, mientras que los
valores de L*mostraron
diferencia significativa (p <0.05)
GA son polves mas brillantes,
mientras que parimetro a*
present6 resultados mas altos con
MDX lo cual estd asociado a
microencapsulados mas rojos
(Jiménez-Aguilar et al., 2011).

MDX tiene mayor saturacién del
color lo cual se correlaciona con
los valores de a*. Los valores de

MAA [mg TE/g polvo]

MDX GA

; iani Fig. 3 Capacidad antioxidante de °Hue en los microencapsulados
;‘;:L&mg: Sekay s zxﬁfﬁfﬁrﬁl’ﬁf - los Polvoz con diferentes con MDX y GA fueron cercanos a
Lavado y pelado ecunimicnion e 360°(Rojo)
Almacenamiento a El ido de (Fig. 2) en las esferas, fue mayor para
4°C GA posiblemente brindando una mejor proteccion en comparaciéon
con MDX (C: iendo de ant ).
- Extraccién de
Maceracion e etanol, 27 lavados = (100g Fi;;l’olvos con difcrcn;cs recubrimientos
l - con 500mL etanol 95% v/v, concentracién en rotavapor a Ciertas antocianinas al
L V4 ‘ 55°C) 2 arse como 0 0
g — o dimeros contribuyen a la capacidad antioxidante (Fig. 3), la cual
en este caso fue evaluada con el radical libre DPPH no present6
diferencia significativa en los polvos comportamiento similar al
s obtenido por Tonon et al., (2010) quienes utilizaron los mismos
agentes para recubrir antocianinas del acai.
MDX maltodextrina y GA goma aribiga como agentes . a
de recubrimiento en proporcién 1:4 con respecto a °Bx | ¥ -4
del extracto, humogenl:za::o a T ambiente B Y | Co nc I usion
kK Los resultados de este dio indican que el uso de MDX o GA

Temperatura de entrada y salida de 150+£2°C y -
MOC Iocid: d de 1 ion de £
6.5RPM y presién de aire de 111 LPM

Bibliografia ‘as wall material. J Food Comp and Anal, 24(6), 889894
Fang, 7, and B, Bhandari. 2011, Effctof spray deying and sorage om the K007 o 0 g 3 oo 2010 Food Dyes A Raiebow of
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produced with different carrier agen L 43(3), 9079
and chemical stability of spray=dried blucherry extract using mesquite gum S il diaiine
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como agentes de recubrimiento en el secado por aspersién de
extractos del pericarpio de xkijit, generan microencapsulados con
alto potencial antioxidante y contenido significativo de antocianinas.
De acuerdo con lo anterior los polvos obtenidos pueden ser
adicionados en una gran diversidad de productos alimenticios,
sirviendo como pigmentos o colorantes naturales.
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