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RESUMEN

El mortifio (Vaccinium floribundum) es un fruto de la sierra del Ecuador con un alto contenido
de compuestos fendlicos sensibles a factores extrinsecos, como la temperatura y el pH.
La microencapsulacion con pectina y alginato, podria atrapar antocianinas en hidrogeles y
mantener su actividad. El objetivo de este trabajo fue encapsular antocianinas utilizando una
mezcla polimérica en diferentes concentraciones y composiciones (Pectina:Alginato) para
mejorar la estabilidad, liberacion en el tiempo, y estudiar su potencial aplicacion en alimentos
de acidez intermedia, como el yogurt. Para ello, se utilizaron dos disefios completamente
aleatorizados (DCA) con arreglos factoriales 3x3x4 para evaluar la estabilidad de las
microparticulas mediante un analisis de peso perdido, y un arreglo 5x2x3 para determinar el
porcentaje de liberacion de antocianinas encapsuladas por medio de espectrofotometria.
También se realizd un analisis morfolégico de las microcdpsulas aplicando microscopia
electronica de barrido. Después de realizar un analisis de varianza (ANOVA) y pruebas de
diferencia de medias de Tukey a un nivel de confianza del 95 % (p<0.05), se encontrd que las
capsulas con menor estabilidad fueron las de composicion 75:25 y las de mayor estabilidad
fueron de 50:50. Por otro lado, para la liberacion de antocianinas, no se encontré diferencia
significativa entre las composiciones utilizadas, pero si en la concentracidn de polimero, siendo
las de 2 % (p/v) las que liberaron la menor cantidad de antocianinas en el tiempo. Estos
resultados, demostraron la factibilidad de la encapsulacion para el uso en fuentes alimenticias
de acidez intermedia (yogurt), otorgandoles caracteristicas funcionales.

Palabras clave: antocianinas, microencapsulacion, hidrogeles, pectina, alginato



ABSTRACT

Andean blueberry (Vaccinium floribundum) is a fruit of the highlands of Ecuador with a high
content of phenolic compounds sensitive to extrinsic factors, such as temperature and pH. The
microencapsulation with pectin and alginate, encapsulate anthocyanins in hydrogels and
maintain their functional activity. The objective of this work was to encapsulate anthocyanins
using a polymer mixture in different concentrations and compositions (Pectin:Alginate) to
improve stability, release over time, and study their potential application in intermediate acidity
foods, such as yogurt. For this, two completely randomized designs (DCA) with 3x3x4 factorial
arrangements were used to evaluate the stability of the microparticles by a lost weight analysis,
and a 5x2x3 arrangement to determine by spectrophotometry, the percentage of encapsulated
anthocyanins released. A morphological analysis of the microcapsules was performed by
scanning electron microscopy. After performing a variance analysis (ANOVA) and Tukey's
mean difference test at a confidence level of 95 % (p <0.05), it was found that the 75:25
capsules were the least stables and 50:50 capsules were the most stables. On the other hand,
for the release of anthocyanins, no significant difference was found between the compositions
used. Nevertheless, the polymeric concentration was significant, being the 2 % capsules (w/v),
the ones with the least amount of anthocyanins released over time. These results demonstrated
the feasibility of encapsulation for use in food sources of intermediate acidity (yogurt), giving
them functional characteristics.

Key words: anthocyanins, microencapsulation, hydrogels, pectin, alginate
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INTRODUCCION

En Ecuador se han identificado tres especies de mortifio, Vaccinium floribundum,
Vaccinium distichum y Vaccinium crenatum, que se encuentran en zonas de la sierra y
oriente, siendo la primera especie la de mayor distribucion (Pérez, 2007). Este fruto puede
inhibir la oxidacion de lipidos y proteinas debido a la presencia de compuestos fenolicos,
como las antocianinas, cuyos extractos alcoholicos han demostrado un efecto
antimicrobiano sobre cepas de Streptococcus mutans, causantes de las caries dentales
(Jacome, 2016).

Las antocianinas son pigmentos que se presentan desde tonalidades rojas hasta
violetas, de acuerdo al pH al que se encuentran (Avendafio & Lbépez, 2013).
Schreckinger (2010), caracterizé las antocianinas de muestras de polvo comercial de
mortifio (Vaccinium floribundum) y de bayas liofilizadas, identificAndose cinco tipos
principales: delfinidina 3-galactosida, cianidina-3-galactosida, delfinidina-3-arabinosa,
cianidina-3-glucosida y cianidina-3-arabinosa. La mayor proporcion fue para delfinina-3-
arabinosa con 42.45 % y cianidina-3-arabinosa con 31.25 %.

Se ha confirmado su poder antioxidante, siendo pH 1 el ideal para inhibir radicales
libres y evitar la oxidacion de LDL (Low density lipids), promoviendo la salud
cardiovascular. Sin embargo, su incorporacion en alimentos procesados es limitada debido
a su baja estabilidad durante el procesamiento y almacenamiento. Algunos factores como
la estructura quimica, pH, temperatura, presencia de oxigeno y &cido ascorbico,
concentracion y actividad de agua de la matriz afectan las propiedades de estos flavonoides
(Garzén, 2008). Estas limitaciones se pueden superar parcialmente aplicando tecnologias
como la microencapsulacion, que las protege de las condiciones desfavorables y aumentan
su disponibilidad y accién en periodos prolongados de almacenamiento. De este modo, se

podria aplicar en alimentos procesados como el yogurt, que, debido a su pH, ayudaria a
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mantener la estabilidad de las antocianinas y seria potencializado con la
microencapsulacion de estos antioxidantes.

Lamicroencapsulacion es un proceso en el que un compuesto de interés es atrapado
en un agente encapsulante. Las microcapsulas ayudan a crear una barrera funcional y
protectora del nucleo de factores como calor y humedad, permitiendo mantener su
estabilidad, viabilidad, valor nutritivo y apariencia del producto (Yéanez, 2013). Existe gran
interés en pigmentos naturales y antioxidantes por la demanda de productos alimenticios
saludables, y es por esto que la industria requiere de tecnologias que conserven estos
pigmentos debido a su alta inestabilidad (Cano, 2011).

La pectina es un tipo de fibra soluble que se encuentra presente en la pared celular
de las plantas y en mayor concentracién en las cascaras de las frutas (Pereira et al., 2016).
En la industria se aprovecha sus caracteristicas gelificantes, emulsificantes y espesantes.
Se clasifican en pectinas de alto metoxilo y bajo metoxilo, dependiendo del grado de
esterificacion, que es determinado por el contenido de grupos metoxilo presentes en la
composicion de la pectina. Las pectinas de alto metoxilo forman geles en presencia de
azlcar y acido, mientras que las de bajo metoxilo requieren la presencia de calcio para la
formacion del gel (Boatella, 2014). Debido a su bajo costo, la pectina puede sustituir a la
goma arabiga, ya que, su capacidad de gelificacion es ideal para formar hidrogeles
biodegradables, peliculas y recubrimientos para propésitos de microencapsulacion
(Humblet, 2011).

Por otra parte, los alginatos son polisacaridos presentes en las algas marinas
formados por dos acidos, p-D-manurdnico y a-L-gulurénico ordenados en blogues con
secciones alternadas de cada uno. La estructura quimica del alginato permite formar geles
por entrecruzamiento cationico. Esto se debe a la unién de dos cadenas de bloques de acido

gulurénico que forman bucles entre ellas, dejando lugar para que interactie un catién



12

divalente. A la vez, los grupos carboxilicos y atomos de oxigeno electronegativos del
alginato permiten el enlazamiento con el catién (como Ca?*), que solidifican la solucion de
alginato formando el gel (Gonzélez, 2009). Por esto, son utilizados en postres, productos
de panaderia, helados, bebidas y geles de reposteria (Avendafio & Lépez, 2013).

Actualmente, una alternativa muy utilizada y econdémica para la
microencapsulacion de sustancias es el uso de polimeros como el alginato y la pectina
(Ersus & Yurdagel, 2007). En un estudio realizado por Singh (2018), se microencapsulé a.-
tocoferol con diferentes composiciones de alginato y pectina, con una eficiencia de
encapsulacién del 55.97 %, mejorando la estabilidad y viabilidad de esta vitamina. Jaya
(2009) analiz6 los efectos de diferentes concentraciones de alginato y pectina en la
microcapsulacion y liberacion de farmacos en medios acidos, y observo que la combinacion
de estos polimeros cred matrices Optimas para la liberacion controlada de acido
acetilsalicilico (aspirina).

Debido a las propiedades de estos polimeros y la amplia disponibilidad de fuentes
de pectina en Ecuador, el presente proyecto tuvo como objetivo estudiar la
microencapsulacion de antocianinas de mortifio en matrices de pectina y alginato con
diferentes concentraciones y composiciones (P:A) y su liberacion controlada en un medio

que simule las condiciones de temperatura y acidez, para la aplicacion en yogurt.
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METODOLOGIA

1. Materiales

El mortifio (Vaccinium floribundum) se obtuvo de un mercado local (mercado
Ifaquito) de la ciudad de Quito. Se eligieron los frutos en buen estado, sin dafios en la
superficie, y con un grado de madurez entre 4 y 5, de acuerdo a la escala presentada en
la Figura 1. Se escogid este grado de madurez porque la cantidad de compuestos
fendlicos incrementa en frutos maduros (Coba et al., 2012). Para la elaboracion de
microcapsulas se utilizo pectina citrica distribuida por LAQUIN CIA. LTDA y alginato
de sodio de grado alimentario con 91 % de pureza, marca Loba Chemie.

Los reactivos quimicos utilizados fueron HCI en solucion acuosa 37 % (MW
36.458 g/mol), NaOH en pellets (MW 39.997 g/mol) y CaCl: dihidratado (MW 147.01

g/mol) marca Fisher Scientific International, Inc.

Figura 1. Escala de madurez del mortifio (Vaccinium floribundum)

Fuente: (Buitrago, 2014)

2. Disefo experimental

Para la formacién de microcapsulas se aplicdé un Disefio Completamente
Aleatorizado con arreglo factorial 3x3x4 correspondiente a la combinacion de los

factores: tiempo (1, 2 y 5 dias), concentracién polimérica (1, 2, 3 % (p/v)) y



14

composicion pectina:alginato (P:A) (75:25, 50:50, 25:75 y 0:100). Se realizaron cinco
repeticiones, obteniéndose 180 unidades experimentales y se evalud el porcentaje de
pérdida de peso, como variable de respuesta.

Asimismo, se utilizé un Disefio Completamente al azar con arreglo factorial
5x2x3 con cuatro repeticiones (120 unidades experimentales) para evaluar el porcentaje
de liberacion de antocianinas encapsuladas. Los factores estudiados fueron: tiempo (30,
60, 120, 300 y 1440 minutos), concentracion polimérica (1 y 2 % p/v) y composicién

P:A (75:25, 50:50 y 0:100).

. Extracciéon de antocianinas de mortifio

Se realiz6 de acuerdo al protocolo establecido por Bonilla (2008). En la Figura
2, se muestra un diagrama de flujo de la extraccion de antocianinas. Se pesé el mortifio
en una balanza (Mettler Toledo PB3002-S + 0,1) y se trituré en un procesador de
alimentos (Continental Electric modelo CE22361) durante 5 minutos hasta obtener 100
g de una pasta homogénea. Esta pasta fue colocada en un erlenmeyer y se afiadieron
400 ml de etanol al 20 %, previamente acidificado con HCI hasta un pH 1. La mezcla
se agito durante 20 segundos y se introdujo en la estufa (ECOCELL LSIS-B2V / EC
111) a 60 °C durante 4 horas. Finalmente, se filtr6 en papel filtro sin cenizas (Macherey
Nagel MN 640 w, diametro 125 mm) y se concentré el extracto utilizando un rotavapor

(Buchi R-200) a 54°C y 15 inHg de presion por 4 horas.
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EXTRACCION
DE

ANTOCIANINAS

Mortifio .
= Balanza electronica
(100 g)
L
. . Procesador de
Trituracidn alimentos
40ml EtOH 20% pH 1
i
Agitacion
{20 s)
Secado = Estufa (60 °C x 4 h)
Filtracion R Papel filtro (125 mm)
¥
Extraccidn Rotavapor (15 inHg x
Antocianinas | 540C)

Figura 2. Diagrama de flujo de extraccion de antocianinas de mortifio (Vaccinium
floribundum)

4. Cuantificacion de antocianinas
Las antocianinas se cuantificaron de acuerdo al método de pH diferencial, que
consistio en preparar un buffer pH 1.0 de cloruro de potasio (KCI 0.025M) y un buffer
pH 4.5 de acetato de sodio (CH3CO2Na*3H20 0.4M). Se tomaron alicuotas de la
muestra de antocianinas y se afor6 con las soluciones buffer en balones de 50 ml. Al

final, se obtuvieron dos diluciones de la muestra de antocianinas (una con cada buffer)
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y se realizaron las mediciones de absorbancia a dos longitudes de onda especificas
(AOAC, 2016).

Las lecturas de las absorbancias de las soluciones preparadas se realizaron a 520
y 700 nm, en el espectrofotdmetro (Thermo Scientific Genesys 30) y la absorbancia

final fue medida contra un blanco y calculada con la férmula (1).

(1)

A = (ASZO nm -~ A700 nm)pH 1,0 (ASZO nm ~ A700 nm)pH 4.5

La concentraciéon de pigmentos monoméricos en el extracto se obtuvo con la
formula (2) y se expresé en mg de cianidin-3-glucésido / 100 g de mortifio (PM: 449.2;
€: 26900 (Kuskoski, 2005)), y se calculd en funcién del volumen de extracto y el peso

de la muestra.

A X PMx FD x 100
e x1

Antocianinas monoméricas (mg/100 g) = (2)
A: absorbancia calculada en (1); PM: peso molecular; FD: factor de dilucion;

¢: coeficiente de absortividad molar.

5. Calculo de la concentracion de antocianinas con base en el método de

estandar externo

Para el célculo de liberacion controlada en el tiempo y eficiencia de
encapsulacion de antocianinas fue necesario realizar curvas de calibracion para emplear
el método de estandar externo utilizando patrones de antocianinas con concentraciones

conocidas.
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Se hizo un barrido espectral en el extracto de antocianinas de mortifio utilizando
un espectrofotometro (CECIL CE 2041), para obtener la longitud de onda donde se
observa la maxima absorbancia. Se realizaron diluciones en porcentajes (100, 75, 50,
25 y 10) del extracto de antocianinas en el medio simulado, se colocaron en celdas de
cuarzo de 2 ml y se midieron las absorbancias para obtener la curva de calibracion a la
longitud de onda conseguida en el barrido.

El método se adapt6 a un lector de microplacas (SEAC Sirio-S) de longitudes
de onda estandar (A = 492 nm y A = 540 nm). Para esto, se colocaron 50 ul de las
diluciones en microplacas de 96 pocillos, y se midieron las absorbancias a ambas
longitudes de onda. De estas se obtuvieron dos curvas de calibracion. Luego, otras
soluciones de concentraciones conocidas se analizaron a ambas longitudes de onda a
fin de determinar cudl de las dos curvas era mas apropiada para la estimacion directa
de concentracion de antocianinas. Esta seria luego utilizada en los ensayos de liberacion

para estimar el porcentaje acumulativo de extracto liberado (Seccion 3.4).

. Andlisis de datos

Los valores obtenidos fueron analizados estadisticamente mediante un analisis
de varianza multifactorial (ANOVA) y prueba de diferencias de medias de Tukey,
utilizando el software Minitab (Minitab version 18, Minitab Inc., USA). Se utiliz6 un

nivel de confianza del 95 % (p<0.05).

. Formacion de microcapsulas

Se prepararon soluciones de una mezcla polimérica a concentraciones 1,2 y 3
% (p/v) con diferentes composiciones P:A (100:0; 75:25; 50:50; 25:75 y 0:100) apH 7.

Se tomo 50 pl de las soluciones con una micropipeta y se colocé en placas con pocillos
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de 10 ml con una solucién de CaCl2 1M para formar las microcapsulas. Las placas se
colocaron a 4 °C durante 1 h y el producto formado se pesé en una balanza analitica
(RADWAG AS 60/220.R2), estableciendo el peso como punto de partida (t = 0). Las
microcapsulas se transfirieron a placas de 6 pocillos con 10 ml con medio simulado de
yogurt (agua destilada a pH 4 y temperatura 4 “C) para ser pesadas en los dias 1, 2,y 5.
El porcentaje de pérdida de peso fue calculado en funcién del tiempo con la formula
(3).

PO_Pf

Peso perdido (%) = X 100 (3)

0

donde, P, es el peso inicial y P el peso medido a los dias 1, 2, y 5.

. Formacion de microcapsulas con extracto de antocianinas

Con una micropipeta se colocaron 700 ul de CaCl2 en tubos de ensayo de vidrio
de 5 ml (previamente cubiertos con papel aluminio) y 300 pl de extracto de mortifio y
se mezclaron en un homogeneizador Vortex. Por Gltimo, se afiadieron 200 pl de las
soluciones de mezclas poliméricas con las diferentes relaciones P:A (75:25, 50:50 y
0:100), con un pH 7, en concentraciones de 1 y 2 % (p/v). Se permitié el
entrecruzamiento por 5 minutos, y las microcdpsulas formadas se transfirieron a una
placa de 96 pocillos con 100 ul de medio simulado de yogurt, que fue analizado
espectrofotométricamente, en el lector de microplacas, a los 30, 60, 120, 300 y 1440
minutos. La absorbancia de la solucion de CaClz y extracto resultante después de la
encapsulacion se utilizé para determinar la eficiencia de encapsulacion, por medio de

la formula (4):

- Co—Cr
Encapsulacion (%) = v x 100 (4)
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donde, C, es la concentracion inicial de antocianinas y Cr es la concentracion de
antocianinas no encapsuladas, luego del proceso de encapsulacion.
La cinética de liberacion se presenta como el porcentaje acumulado de

liberacion (calculado a través de la curva de liberacion de la seccion 3.4) en el tiempo.

. Microscopia electronica de barrido (SEM, por sus siglas en inglés)

Se formaron capsulas por triplicado, afiadiendo 80 pl de las soluciones
poliméricas (75:25, 50:50 y 0:100) al 1 y 2 % (p/v) y 800 pl de CaCl.. Después de una
hora, las microcapsulas formadas se colocaron en tubos eppendorf de 1.5 ml y se
congelaron. A las 12 horas, las muestras deshidratadas en un liofilizador (BIOBASE
BK-FD10P) fueron observadas en un microscopio electrénico de barrido (JEOL JSM-

IT300LA) utilizando 50.0 Pa de presion y un voltaje de 10.0 kV.



20

RESULTADOS Y DISCUSION

1. Cuantificaciéon de antocianinas

La primera parte del estudio tuvo como propdsito la extraccion y cuantificacion
de antocianinas del mortifio, para luego encapsular una concentracion conocida y
determinar la liberacion acumulativa en el tiempo. El contenido de antocianinas
calculado para la fruta en un estado de madurez entre 4 y 5 (Figura 1) del mortifio fue
de 140. 27 mg/100 g fruta. Este valor se encuentra en el rango previamente reportado
por Montoya et al. (2012), quienes cuantificaron el contenido de este compuesto entre
0.42 mg/100 g y 271.9 mg/100g y determinaron que las antocianinas se encuentran en
la cascara y mesocarpio y la cantidad depende de la diversidad genética del fruto y el
estado de madurez, siendo este el principal determinante y encontrdndose en mayores
cantidades en los frutos mas maduros. Por otra parte, Schreckinger et al. (2011),
presentaron valores del contenido total de antocianinas de 10.6 mg/g y 3.4 mg/g en
muestras de bayas liofilizadas y polvo de mortifio, respectivamente. Esto indica que el
procesamiento en alimentos reduce significativamente el contenido de antocianinas en
el producto. Por lo tanto, la extraccién a partir del fruto fresco es apropiada para este
tipo de procesos.

Vasco (2009), expreso la cuantificacion de antocianinas con base en el area de
los picos de longitud de onda de absorcion como glucdsidos de cianidinas y delfininas.
En el grupo de cianidinas se mencionan la cianidina galactosida, cianidina glucésida y

cianidina arabinosa, mientras que en las delfininas estan la galactosida y arabinosa.
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2. Estabilidad de las microparticulas en un medio simulado

La estabilidad de microparticulas en el medio simulado de yogurt se realiz6 con
la finalidad de escoger las mejores formulaciones para la encapsulacion y liberacion de
antocianinas (Seccién 3.4). Las que presentaban menor pérdida de peso en el tiempo,
eran las que menos se degradaban y por ello podian ofrecer mejor estabilidad en el
producto.

En la Figura 3, se observan las curvas de estabilidad de las particulas. Se puede
apreciar que las capsulas con una concentracion polimérica 1 % presentaron la mayor
pérdida en los dias 1, 2 y 5 para las diferentes composiciones P:A, en comparacion con
las capsulas 2 y 3 % (p<0.05). La pérdida de peso maxima se obtuvo en las capsulas de
composicion 75:25, mientras la menor pérdida se registr6 en la composicién 50:50, para
los tres casos de concentracion polimérica estudiados. Visualmente, en el desarrollo de
hidrogeles se observd que las capsulas que tenian mayor contenido de pectina en su
composicion eran mas grandes, mientras que las que tenian mayor contenido de alginato
fueron mas pequefias.

El tamafio de las microcépsulas tiene influencia directa sobre su permeabilidad,
aumentando la pérdida de peso. Segun Munarin (2010), las microcéapsulas con base en
alginato difieren significativamente de aquellas con pectina en tamafio y forma. Varios
estudios muestran que el alginato y la pectina interactdan sinérgicamente entre si para
formar hidrogeles mixtos que tienen microestructuras diferentes a los formados por los
biopolimeros individuales (Chen et al., 2018). Los diametros de capsulas de pectina
tienen un rango desde 500-900 pm, que dificulta la formacion de esferas estables vy al
cabo de algunas horas estas llegan a perder su morfologia hasta degradarse a un gel
deforme. Otro factor que influye en el tamafio de particulas, segin Chen (2018), es el

tipo de instrumento que se utiliza para formar los microgeles. En su investigacion se
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obtuvo una correlacion de 0.991 entre el didmetro del microgel y el de la boquilla del
instrumento para encapsular. También se ha reportado un aumento del tamafio de
microgeles de alginato de calcio cuando se aumenta el tamaiio de la boquilla utilizando
un método de goteo (Davarci et al., 2017). En el presente trabajo, al utilizar una punta
de micropipeta, fue dificil controlar este parametro, lo que puedo haber resultado en
una gran variabilidad evidenciada en los datos de estabilidad.

Como se puede observar en la Tabla 1 y Anexo 1, el tiempo, la concentracion
polimérica y la composicion P:A de las capsulas influyeron significativamente en la
pérdida de peso (p<0.05). A medida que se incrementaba la concentracion polimérica,
la pérdida de peso disminuia y aumentaba significativamente en el tiempo, lo que indica
que las cépsulas se van degradando lentamente, hasta llegar, en muchos casos, a un
equilibrio.

La pectina, al ser metoxilada tiene menor cantidad de grupos carboxilicos
(COOH). A pH neutro, estos acidos se transforman en carboxilatos cargados
negativamente (COQ"), lo cual permite la interaccién con una de las cargas positivas
del calcio (Ca?*) y la formacién de geles. Sin embargo, al tratarse de una pectina de alto
grado de metoxilacion, la interaccion entre cargas es menor, obteniendo una baja
estabilidad en gel formado (Wang et al., 2019). Por otro lado, el alginato tiene mayor
cantidad de carboxilatos disponibles para la interaccion, por lo que se tendrian geles
mas estables en el tiempo (Liling et al., 2016). Esto fue evidente en las microcapsulas
al 1 % (p/v) con composicion 75:25, ya que, al haber menos moléculas por volumen,
este efecto fue menos significativo, que en aquellas de 2 y 3 % respectivamente.

A pesar que las capsulas de alginato tienden a formar geles mas estables, en
Ecuador la produccion de algas marinas pardas (fuente de extraccion de alginatos) es

prohibida por considerarse especies invasivas (Ocafia, 2016). Por otro lado, las fuentes
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de pectina son muy abundantes en los desechos de frutas alrededor del pais, por lo que
la incorporacién de pectina en la mezcla fue importante en este estudio. Para observar
las diferencias en la liberacidn acumulativa de antocianinas, se utilizaron las
microcapsulas con una concentracion del 1y 2 % (p/v) para evaluar las diferencias de

capsulas con mayor, igual y menor composicion de pectina (75:25, 50:50 y 0:100).
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Figura 3. Pérdida de peso de microcapsulas en el tiempo, elaboradas con diferentes
composiciones P:A, con concentracion de a) 1 %, b) 2 % y ¢) 3 % (p/v)
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Tabla 1. Peso perdido por las microcapsulas en el tiempo, con diferentes concentraciones
poliméricas y composicion P:A

Concentracion polimérica (%)

1 2 3
Tiempo Composicion Peso perdido (%)*
(dias) (P:A)
75:25 (28.07£1.56)* (10.98+2.09)0A2 (11.78+3.87)A
1 50:50 (17.94+2.27)3 (8.60+3.63)0C? (5.70+0.76)°¢2
25:75 (20.47+1.39)%82 (15.76+1.06)°®? (15.23+1.05)°B?
0:100 (26.20+1.56)342 (24.22+0.73)0A2 (18.77+2.58)A
75:25 (35.47+0.90)2AY (25.00+2.51)0AY (19.27+2.54)AY
’ 50:50 (15.64+1.84)2Y (15.62+7.12)bCY (10.94+45.87)°%y
25:75 (27.21+1.35)28Y (21.76+0.44)0BY (17.40+1.56)°BY
0:100 (26.90+1.10)2AY (21.11+1.33)bAY (19.64+3.27)°AY
75:25 (42.04+0.77)3Ax (23.57+1.61)PAx (27.49+1.40)°A*
5 50:50 (19.33+3.16)%x (17.05+4.51)bx (14.26£3.47)°Cx
25:75 (25.53+3.84)%Bx (16.84+2.55)bBx (20.59+5.87)°Bx
0:100 (31.86+1.85)2Ax (24.70+0.87)0Ax (19.40+3.52)cAx

*Medias de cinco repeticiones + error estandar.
Medias para la misma composicion y tiempo a diferente concentracion condistinta letra (a-c) son significativamente diferentes

(p<0.05) segln la prueba de Tukey.

Medias para la misma concentracion y tiempo con diferente composicion con distinta letra (A-C) son significativamente
diferentes (p<0.05). Medias para la misma composicién y concentracién obtenidos a diferente tiempo con distinta letra (x-z)

son significativamente diferentes (p<0.05) segun la prueba de Tukey.

3. Curvas de calibracion por el método de estandar externo

Para realizar el calculo de las concentraciones de liberacion, se aplico el método

de estandar externo, donde se utilizan las curvas de calibracién para calcular la

concentracion de las sustancias desconocidas de manera directa. Este método se uso

como reemplazo a la cuantificacién por medio del pH diferencial, ya que este requiere

de la dilucién de las muestras en los buffers (Seccion 2.4) y para ello se necesita

cantidades grandes de muestra. Al estar realizando un estudio de liberacion, las

cantidades utilizadas son pequefias (aprox. 50 L) para lograr hacer una cuantificacion

de este tipo. Una dilucion excesiva podria resultar en concentraciones que no estén

dentro del rango de deteccién del método.
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Para poder desarrollar un método directo de cuantificacién, fue necesario
determinar un pico caracteristico del extracto. Del barrido espectral se obtuvo este pico,
con una maxima absorbancia a un Amax de 513.5 nm (Figura 4). En otro estudio, al
realizar extracciones y cuantificaciones similares de antocianinas de distintos frutos, se
encontré en mayor cantidad la cianidina-3-glucosido con un Amax @ 523 nm en las
muestras de mortifio (Santacruz, 2011). Ademas, se indica una pérdida del color rojo
de este pigmento a medida que el pH aumentaba, por lo que es importante que se
mantenga en valores inferiores a 4.5, siendo ideal para aplicacion en alimentos de

acidez intermedia como el yogurt.
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Figura 4. Barrido espectral para determinacién de longitud de onda méaxima para el extracto
de antocianinas de mortifio (Vaccinium floribundum)

Para la cuantificacién de antocianinas por el método de estandar externo, se
obtuvieron tres curvas de calibracion, la primera con un A de 513.5 nm con un
coeficiente de determinacién r2 = 0.991. Como se realizaron las curvas de calibracién
del ensayo utilizando un lector de microplacas (SEAC Sirio-S) se utilizaron longitudes
de onda predeterminadas (A 492 nm y A 540 nm) por el equipo. Se obtuvieron

coeficientes de determinacion r? = 0.9992 y r? = 0.9974 respectivamente (Figura 5).



27

La curva de calibracién que presentd un coeficiente de determinacion mas
cercano a 1 fue escogida para las pruebas de encapsulacion (Tabla 2) y liberacién

(Figura 6).
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513.5 nm, b) 492 nm y c¢) 540 nm

4. Eficiencia de encapsulacion y liberacién acumulativa de antocianinas

La evaluacion de la eficiencia de encapsulacién se muestra en la Tabla 2, con
los porcentajes alcanzados en las mezclas poliméricas con diferentes concentraciones.

Todos mantuvieron una eficiencia de encapsulacién por debajo del 70 %, logrando la
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mayor eficiencia (68.42 %) en la mezcla polimérica 75:25 (P:A) al 1 % y la menor
eficiencia (62.82 %) en la mezcla polimérica 50:50 al 1 %. La importancia de una
adecuada microencapsulacion estd en que ademas de ser una barrera fisica para el
compuesto encapsulado, también permite la asociacién molecular entre las antocianinas
y la pectina para aumentar la estabilidad del hidrogel (Hubbermann et al., 2006). En el
trabajo de Maier (2009), la encapsulacién maxima inicial fue 84.8 % para extracto de
uva cuando se utilizo pectina de alta metoxilacion como agente encapsulante. Li et al.
(2019) analizo el efecto de la encapsulacion de Bifidobacterium en particulas realizadas
con pectina de bajo grado de metoxilacidn, para adicionar en yogurt, obteniendo una
eficiencia de encapsulacién superior al 99 %.

Estos resultados sugeririan, que la encapsulacion utilizando pectinas de baja
metoxilacién podria incrementar significativamente la eficiencia de encapsulacion de

compuestos.

Tabla 2. Eficiencia de encapsulacion de antocianinas a diferentes concentraciones
poliméricas y composiciones

Concentracién polimérica (%) (p/v)

1 2
Eficiencia (%)*
o 0:100 66.09 + 4.00 64.40 £ 0.57
Composicion
(P:A) 50:50 62.82 +2.96 65.58 + 0.42
' 75:25 68.42 + 4.61 66.60 + 0.27

*Medias de 4 determinaciones + error estandar

Por otro lado, los ensayos de liberacion son una prueba fisicoquimica que
determina la cantidad de compuesto que se disuelve y la cantidad acumulativa de un
principio activo en una solucién, en funcion del tiempo, bajo condiciones

estandarizadas (Brown et al., 2004).
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Estos ensayos son importantes para la industria alimentaria, donde se realizan
procesos a diferentes condiciones de temperatura, humedad, acidez, etc., que afectan
negativamente la liberacion, estabilidad y degradacion de antocianinas en el producto
final, ademas de generar coloraciones que pueden alterar las caracteristicas
organolépticas (Zapata et al., 2014). En la Figura 6, se observa que las capsulas
presentaron la misma tendencia al equilibrio conforme iba aumentando el tiempo.
Después de las 24h de exposicion en el medio simulado, la liberacion méxima (12.8 %)
fue alcanzada por las capsulas con composicion polimeérica 50:50 a concentracion de 1
% Yy una retencion del 87.2 %. En cambio, cuando la concentracién aumento al 2%, la
liberacion maxima (5.68 %), presentaron las capsulas de composicion 0:100, con una
retencion del 94.32 %. En estudios previos en geles de pectina, se demostré que la
retencion de antocianinas de uva fue del 71 % para un tiempo de dos semanas (Maier,
2009).

La liberacién acumulativa de antocianinas en el tiempo se muestra en la Tabla
3. Se observa que la concentracion polimérica influyo significativamente sobre la
liberacion de antocianinas de las microcapsulas formadas, ya que se obtuvo una menor
liberacion cuando la concentracion aumenté de 1 a 2 % (p/v). Por otro lado, los factores

tiempo y composicion no afectaron significativamente, la liberacion de antocianinas.
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Figura 6: Liberacion acumulativa en el tiempo de antocianinas a partir de microcapsulas
elaboradas con diferentes composiciones P:A, con concentracion de a) 1 % y b) 2 % (p/v)

La estabilidad de las microcapsulas y la velocidad de liberacion estan
relacionadas directamente con la concentracién del polimero, por lo que su efecto debe
tenerse en cuenta para el porcentaje de liberacion de compuestos encapsulados. Como
se presenta en la Tabla 1, las capsulas de composicion 75:25 mostraron ser las mas
inestables. Sin embargo, en la liberacion de estos compuestos fendlicos no sucedio lo
mismo. Esto pudo deberse a que al juntar el extracto de antocianinas (pH 1.0) con la

mezcla polimérica, la acidez de la mezcla disminuyd, mejorando las propiedades de



32

gelificacion de la pectina. Moreira (2014) explica que la pectina presenta una
degradacion e incapacidad para gelificar en soluciones con pH 5.35 o superior. Por lo
tanto, las soluciones de pectina con valores de pH que varian de 3.2 a 3.8 se eligieron
para producir los geles.

Tabla 3. Liberacion acumulativa en el tiempo de antocianinas a partir de
microcépsulas con diferentes concentraciones poliméricas y composicion P:A

Concentracion polimérica (%)(p/v)

1 2

(r-:\li?]TtF())cs)) Corregc:)zl)mon Antocianinas liberadas (%)*
75:25 (4.44+1.74) (2.50+0.09)°
30 50:50 (6.22+2.48)? (2.63+0.30)°
0:100 (4.57+1.42)2 (3.09+0.40)°
75:25 (5.56+2.26)? (4.56+0.01)°
60 50:50 (7.38+2.67)? (3.51+0.27)°
0:100 (6.58+1.64)? (4.26+1.11)°
75:25 (9.05+3.04)? (5.05+0.18)°
120 50:50 (10.47+4.26)2 (4.34+0.06)°
0:100 (8.91£2.93)? (6.99+2.02)°
75:25 (10.19+2.66)2 (5.52+0.02)°
300 50:50 (12.21+4.83)2 (4.56+0.03)°
0:100 (10.13+3.21)2 (6.22+0.05)°
75:25 (10.96+3.88)2 (5.22+1.08)°
1440 50:50 (12.81+5.14)2 (4.44+0.60)°
0:100 (10.17+3.18)2 (5.68+1.15)°

*Medias de cuatro repeticiones * error estandar.
Medias para la misma composicion y tiempo a diferente concentracion condistinta letra (a-b) son significativamente diferentes
(p<0.05) segun la prueba de Tukey.

5. Evaluacién morfoldgica de las microcapsulas

En la Figura 7 se observan iméagenes de las microcapsulas utilizadas para la
encapsulacion y determinacion de la liberacién acumulativa de antocianinas en el
tiempo. Para las particulas a una concentracion de 1% (p/v) existio mayor porosidad

en todas las composiciones P:A, mientras que al 2% (p/v) la cantidad de poros
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disminuyé en gran cantidad, viéndose una superficie mas lisa en todas las
composiciones P:A. El analisis de microscopia electrénica ha demostrado que la
uniformidad de la red de biopolimeros y el tamafio de los poros cambia cuando se varia
la proporcién del alginato y pectina (Walkenstrom et al., 2003).

Las capsulas formadas con soluciones mas concentradas de los polimeros,
mostraron una estructura con una mayor densidad y menor porosidad, lo cual coincide
con el estudio realizado por Munarin (2010), donde las microcapsulas con mayor
concentracion perdieron peso con mas rapidez que las de menor concentracion. Esto
se debe a que el incremento de concentracion del polimero puede conducir a la
formacidén de una red de polimeros enredada, que reduce la captacion y liberacion de
agua de las microcépsulas. Segun Jaya et al. (2008), el aumento de pectina en la pared
de la microcapsula puede aumentar el tamafio de particula, por lo que su distribucion
sera mas expandida y de esta manera se tendra una pared mas permeable. Esto causa
que la pared del gel formado sea mas fragil y aumente el porcentaje de liberacién de
farmacos encapsulados. Ademas, en este estudio, todas las capsulas que contenian
combinaciones de pectina y alginato mostraron mayor porcentaje de liberacion en pH
acido (< 4.0), lo que permitiria la incorporacién de estas microcapsulas en alimentos
de acidez intermedia como el yogurt que tiene pH entre 4 y 4.5 (Badui, 2006).

Estos resultados podrian explicar parcialmente lo observado en los ensayos de
liberacion (Figura 6), donde al 1 % se obtuvo mayor liberacion que a mayores
concentraciones poliméricas (2 %), debido a la mayor porosidad (Figura 7), por lo que
las antocianinas tendrian mayor espacio fisico disponible para difundirse fuera de la

matriz de encapsulacion.
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Figura 7: Micrografia electronica (2000x) de microcapsulas elaboradas a diferentes
concentraciones y proporciones P:A (Barra de calibracion:10 pum)
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CONCLUSIONES

La encapsulacion de antocianinas de mortifio en matrices compuestas por pectina 'y
alginato son potencialmente factibles para mantener estos compuestos en productos de
acidez media como el yogurt, lo que podria otorgar una propiedad funcional. El hecho de
haber tenido una retencién alta que se traduce en bajos niveles de liberacion seria
beneficioso para mantener la actividad de las antocianinas.

La concentracion de la matriz polimérica (P:A) se relacion6 directamente con la
estabilidad de las microcépsulas y la liberacion de antocianinas fue independiente de la

composicién polimérica utilizada.
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RECOMENDACIONES

Para realizar la microencapsulacion de antocianinas de mortifio en matrices de pectina
y alginato, no se debe mezclar el extracto directamente con las soluciones P:A, ya que
se produce la gelificacion de los componentes, haciéndose imposible la formacion de
las microcapsulas.

Para obtener céapsulas mas estables con mayor proporcién de pectina en su
composicion, realizar la encapsulacion en un rango de pH de 2.8 a 3.5, ideal para
gelificar este polimero (Badui, 2006).

Realizar pruebas de capacidad antioxidante de los extractos restantes en las
microcapsulas para determinar si la capacidad de estos se mantiene viable en el tiempo.
Para adicionar las microcapsulas en alimentos, hacer evaluaciones de liberacion
acumulada a tiempos mas largos, teniendo en cuenta la vida Gtil del producto al que se

desea adicionar.
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ANEXOS

Anexo 1. Analisis de Varianza (ANOVA) del peso perdido por las microcapsulas en el

tiempo, con diferentes concentraciones poliméricas y composicion P:A

42

* Significativo al 5 % de probabilidad
n.s. No significativo al 5% de probabilidad

Fuentes de variacion GL SC CM Valor p
Tiempo 2 784,62 392,312 0,000*
Composicion (P:A) 3 1976,62 658,872 0,000*
Concentracion 2 1850,00 925,000 0,0008
Tiempo*Composicion (P:A) 6 477,06 79,510 0,000*
Tiempo*Concentracion 4 63,16 15,789 0,127
Composicién (P:A)*Concentracion 6 432,86 72,143 0,000*
Tiempo*Composicion (P:A)*Concentracion 12 209,75 17,479 0,031*

Error 144 611,30 8,490

Total 179 6405,37

Anexo 2. Andlisis de Varianza (ANOVA) de liberacion acumulativa en el tiempo de

antocianinas a partir de microcapsulas con diferentes concentraciones poliméricas y

composicion P:A

* Significativo al 5 % de probabilidad
n.s. No significativo al 5% de probabilidad

Fuentes de variacion GL sC CM Valor p
Concentracion 1 155,28 155,285 0,000*
Tiempo 4 38,39 9,598 0,330"s
Composicién (P:A) 2 1,77 0,883 0,898"s
Concentracion*Tiempo 4 369,91 92,477 0,000*
Concentracion*Composicion (P:A) 2 43,66 21,832 0,076
Tiempo*Composicion (P:A) 8 17,56 2,195 0,974
Concentracion*Tiempo*Composicion (P:A) 8 0,621 0,0776 0,991"s

Error 90 642,189 0,3984

Total 119 1269,38
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