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ABSTRACT

The optimal conditions for encapsulation of anthocyanin extract from Zea mayzs L. (purple corn) by using, a mixed
design, was investigated. This study determined the best mixture ratio of Maltodextrin and Arabic gum as encapsulant
agents and the effect of the inlet temperature on the response variables: yield, moisture and total anthocyanins
concentration. The physico-chemical and morphological characterization of the obtained encapsulates was
performed. The heat effect at temperatures of 45°, 60° and 75°C on the concentration of total anthocyanins was also
evaluated as well as the color variation of the encapsulates at room temperature in a two-month-period.
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RESUMEN

Spanish title: Encapsulacion, caracterizacion y estabilidad térmica de antocianinas de Zea mays L (maiz
morado). En e presente trabajo se investigaron las condiciones dptimas para la encapsulacion del extracto de
antocianinas del marlo de Zea mayz L. (maiz morado) mediante un disefio mixto, determinandose las mejores
proporciones de maltodextrina y goma arébiga en la mezcla encapsulante y el efecto de la temperatura de entrada
sobre las variables respuesta: rendimiento, humedad y antocianinas totales. A partir de |os encapsulados obtenidos, se
realizd su caracterizacion fisicoquimica y morfolégica. Finalmente, se evalud e efecto de la temperatura en la
concentracion de antocianinas totales en condiciones extremas de almacenamiento, a tres diferentes temperaturas:
45°,60° y 75 °Cy lavariacién de color atemperatura ambiente en un periodo de dos meses.

INTRODUCCION

Actualmente se presta un gran interés al uso y consumo de los colorantes naturales en la industria alimentaria,
cosmética y farmacéutica reemplazando a los colorantes sintéticos debido a su naturaleza quimica, inocuidad y
funcionalidad. EI maiz morado es una variedad pigmentada del Zea mays L. cultivada en Bolivia, cuyos granos y
marlo presentan coloracion morada. Los compuestos mayoritarios responsables de dicho color fueron identificados
como: pelargonidina 3-O-B-D-glucésido, peonidina 3-O-B-D-glucésido y cianidina 3-3-O-f-D-6-malonilglucésido.
(1]

La estabilidad de las antocianinas depende de la combinacion del medio ambiente y factores quimicos. Los
factores que afectan la estabilidad son: la temperatura, pH, luz, oxigeno, enzimas, la presencia de copigmentos, iones
metalicos, acido ascorbico, dioxido de sulfuro y azucares [2].
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Para prolongar la estabilidad de las antocianinas se puede utilizar la técnica de encapsulacién mediante secado por
aspersion (spray drying), que es uno de los procesos mas antiguos y mas utilizados para encapsular agentes activos.
Es un método de bajo costo y su eficiencia de operacion es comparablemente mayor que la de otros tipos de
secadores [3] para producir un producto seco y estable. Investigaciones de la encapsulacion de antocianinas mediante
secado por aspersion muestran que la utilizacion de maltodextrina conjuntamente con goma ardbiga [4] produce
encapsulados con un rendimiento de 14, 9 %y con una pérdida de 1.5 % de antocianinas.

EXPERIMENTAL

Las muestras de marlos de maiz morado utilizadas en la investigacion fueron recolectadas del Municipio de Sorata
de las comunidades de Chagjlaya, Cufiapata, Tahana, San Isidro, Quehuaya y Villa “Siempre Unidos” del
departamento de La Paz, Bolivia; éstas fueron identificadas mediante comparacion con especimenes voucher que se
hallan depositados en €l Herbario Nacional de Bolivia (LPB) al momento de esta investigacion.

Extraccion y cuantificacién de antocianinas

La materia prima fue pulverizada a un tamafio de particula de 2 mm utilizando un cernidor con tamafio de poro de 20
Mesh. La extraccion se realizd con una mezcla de etanol a 60% acidificado con 0,5% de HCI en una relacion soluto
— solvente de 1:10 [4], a una temperatura de 50 °C [5] y un tiempo de extraccién de 3 hr [7]. El nimero optimo de
extracciones para lograr la maxima eficiencia fue de 2 con una agitacion de velocidad media. El extracto obtenido se
filtrd y se concentré a una temperatura de 40°C. Se determiné el contenido de antocianinas totales expresado como
cianidina-3-glucosido mediante el método de pH diferencia de acuerdo a Giusti & Wrolstad [8] utilizando un
espectrofotémetro UV-VIS.

Encapsulacion mediante secado por aspersion

El extracto fue mezclado con el agente encapsulante (maltodextrinay goma arébiga) en unarelacion 1:1, agitandose a
una velocidad constante durante 20 minutos. La mezcla fue secada mediante el Spray dryer Y C- 015, el mismo que
funciona segun el principio de flujo co-corriente y utiliza para la atomizacion una boquilla a presion de dos fluidos.
La temperatura de entrada fue de 120 a 130 °C con flujo constante de alimentacion de 7 mL/min. El polvo fue
recolectado en frascos al abrigo de laluz y amacenado en un desecador para su posterior andlisis.

A partir de los resultados se realiz6 un andlisis de varianza (ANOVA) mediante el software Design Expert v.7.0,
considerando valores dep < 0,05 significativos. El andlisis mixto usado contempl6 el factor de andlisis de temperatura
de entrada'y componentes de mezcla, donde las variables de respuesta fueron: rendimiento, humedad y concentracién
de antocianinas totales.

Caracterizacion de los encapsulados

Se determind el porcentaje de humedad mediante la balanza de humedad Moisture Analyzer MAC modelo 110/ WH
utilizandose 0,5 g de muestra. La actividad de agua se determind mediante €l equipo Rotronic Hygropalm modelo
HP22-A2. Se realiz6 un andlisis colorimétrico mediante colorimetro CHROMA METER CR-400 midiendo los
valores de luminosidad (L*, negro-blanco), croma (a*, verde-, rojo+) y tono (b*, azul-, amarillo+). Los valoresde L*,
a* y b* se usaron para calcular: la cromaticidad (C), indice de oscurecimiento (10), angulo hue (h°) y la perdida de
color resultante del proceso de secado, utilizando las siguientes formulas:

Cromaticidad: C =@ +bH)? _
. . [a+1.75L) —_pai
indice de oscurecimiento: 10 = 10[ » SE5ctz2m201h)

B.172

Angulo hue: h = t;m"*L—J
Perdidadecolor:  AE = [(AL®)* + (Aa#)? + (Ab =)*]*2

Donde AE es la diferencia de color en general; AL es la variacion de L* de coordenadas; Aa es la variacion de la
coordenada a*; Ab es la variacion de la coordenada b*.
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Se realiz6 un andlisis morfolégico con el mejor tratamiento del disefio experimental mediante un microscopio

Optico marca OPTIKA B-350 italy también con un microscopio electrénico de barrido JEOL JSM-T108.

Estabilidad térmica

Se redlizaron ensayos de estabilidad térmica de las antocianinas encapsuladas en condiciones extremas de
almacenamiento a 45°, 60° y 75 °C. Se llenaron tubos a cabalidad con las muestras, que posteriormente, fueron
calentadas en un digestor por un tiempo total de 6 hr. La variacién de la concentracion de antocianinas fue medida a
través del método de pH-diferencial cada media hora, utilizando un espectrofotémetro UV-VIS. Ademas, se evalud
la vida de anaquel a abrigo de la luz a temperatura ambiente (20°C) por un periodo de 60 dias, registrandose los
cambios de color cada 4 dias mediante el colorimetro CHROMA METER CR-400.

RESULTADOS Y DISCUSION

Caracterizacion de los encapsulados de antocianinas

La tabla N°1 muestra los resultados obtenidos en cada uno de los tratamientos de las 8 combinaciones 'y 2 réplicas,
donde A es la concentracion de maltodextrina, B es la concentracion de goma ardbiga y C es la temperatura de
entrada. Asi mismo se presenta la caracterizacion fisicoquimica de todos los polvos encapsulados obtenidos y los

resultados de |as mediciones colorimétricas.

Tabla N° 1. Resultados de encapsulacion para cada tratamiento

T | VARIABLES VARIABLES RESPUESTA
INDEPENDIENTES
C A B Rend H  mgg Wa (LY & b (C) (H) (I10)  (AE)
(%] (%]
1120 100 0 4703 942 41748 045 1892 1366 6,16 1502 3582 13434 207
405.01
2 1130 10 0 4668 7,95 29146 044 1693 1598 505 1677 17,37 13275 1,99
498.75
31120 0 100 | 3428 874 46423 047 1586 135 394 1838 1626 13498 1,90
475.24
4 (130 0 100 | 37,81 944 44228 040 1386 1061 248 1090 13,16 137,39 2,26
439.61
5120 50 50 |41,74 963 46936 038 1843 2131 7,79 2269 2008 127,63 4,94
451.39 5
6 |130 50 50 |548 607 42794 037 1315 937 27 1307 1593 137,34 354
403.04 5

El andlisis de varianza (ANOVA) muestra la existencia de diferencias significativas p < 0,0001 en e modelo
experimental planteado para cada una de las variables de respuesta y sus coeficientes de correlacion: Rendimiento =+
46.26A + 36.04 B + 28.61 AB (R?= 0.9381); Humedad = + 8.71A + 9.08 B - 4.17 AB - 0.76 AC (R%= 0.9320);
Antocianinas Totales = + 453.21A + 455.34B - 65.36 AB + 41.89 AC - 14.40 BC (R?= 0.9489). Los valores de R-
Squared obtenidos por el programa para cada variable respuesta indican que los modelos de regresion funcionan
correctamente.

De acuerdo a esquema de color CIELAB, los datos obtenidos en la Tabla N° 1 se localizan en e primer
cuadrante, donde los valores de angulo hue (h°) estan entre 13,45 a 35,98, indicando un color rojo- plrpuray con un
indice de oscurecimiento (I0) de 126,75 a 138,04 que muestran una ata intensidad de color. Los valores de
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cromaticidad de 9,2 a 22,75 indican un color brillante asociado a una luminosidad (L) de 12,48 a 19,45. El AE entre
1,16 a 5,25 indica la estabilidad de color en e polvo encapsulado comparado con €l color del extracto original de

antocianinas.
Las particulas poseen morfologias no homogéneas, de miltiples tamafios que oscilan entre 1-15 pym como se

muestraen laFiguraN°® 1.

Figura N°1 1Fotografias del encapsulado de antocianinas de maiz morado. A laizquierda el polvo del encapsulado.
A la derecha una fotografia con microscopio electrénico y amplificacion de 20 X.

En la Figura N° 2, se aprecia las diferentes particulas que presentan formas esféricas y esferas irregulares con
concavidades.

Figura N° 2. Micrografias del encapsulado del tratamiento 6 a 2000X y 1200X obtenidas por SEM.

Estabilidad térmica
Evaluacién colorimétrica

En la Figura N°3 se observan a la izquierda los valores de las coordenadas a* y b* obtenidos a partir de las
mediciones de la permanencia del color realizadas por triplicado durante los dos meses. A la derecha, se obseva la
variacion de la concentracion de antocianinas alo largo del tiempo obtenida a partir del producto de la concentracion
inicial de antocianinas y el porcentaje de permanencia de la cromaticidad calculada para cada punto a partir de los
valoresde @ y b* con respeco alacromaticidad inicial.

Por otro lado, se obtuvieron las curvas de degradacion de las antocianinas encapsuladas a 45°, 60° y 75°C
durante 6 horas. A partir de estos datos, se determind que la cinética de degradacion de las antocianinas es de primer
orden mediante su respectiva linearizacion como se muestraen laFiguraN° 4.

La ecuacion que describe esta cinética de primer orden para cada temperatura esta dada por: InCt — Inc, = -kt,
donde: c: - es la concentracion de antocianinas a un tiempo de reaccion t, ¢, - es la concentracion inicial de
antocianinasy k - es la constante de degradacion. Dichas constantes, asi como el tiempo de vida media calculado para
cada temperatura se determinan con base en la ecuacion t 1, = 0.693/k y se presentan en la Tabla 2.
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Figura N° 3. Variacién de las coordenadas a* y b* alo largo del tiempo (Izquierda); Variacion de la concetracién de
antocianinas durante 2 meses (Derecha)
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Figura N° 4. Cinética de primer orden de degradacion a 20°C (izquierda), 45°C, 60°Cy 75°C (Derecha). Linearizacion dela
concentracion de antocianinas en funcion del tiempo.

Tabla N° 2 Modelo cinético para cada temperatura, coeficiente de correlacién, constante de degradacion

y tiempo de vida media
Temperatura[°C] Ecuacién R? K[min-]
20 InCA = 7,7053 - 0,0001054 t 0,9820 0,000105
45 InCA =7,7182 - 0,0008137 t 0,9890 0,000814
60 InCA = 7,6878 - 0,001723 t 0,9697 0,001723
75 InCA =7,6275 - 0,003258 t 0,9827 0,003258

Modelo de la ecuacién de Arrhenius

L as constantes de degradacion (k) para cada temperatura se ajustaron a modelo de Arrhenius (FiguraN° 5),

obteniéndose |a Ecuacion:
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donde E es la energia de activacién (cal/mal), R esla constante universal de los gases (1,987 cal/mol K) y T esla
temperatura absolutaen K.

-4,00 . . . ; ; . 3
0,0028 0,0029 0,003 0,0031 00032 0,0033 0,0034 0,0035
5,00 -

6,00 |

Ln K

-7,00 -
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1T R? =0,9881

Figura N°5. Ajuste al modelo de Arrhenius de las constantes de degradacion de las antocianinas a diferentes temperaturas:
20°, 45°, 60° y 75°C.

—12731,3;

k=37213055¢ /RT (Ec. 1)

La energia de activacion para la degradacion del encapsulado es igual a 53,3 KJmol y el tiempo de vida media
calculado a partir del gjuste a la ecuacion de Arrhenius y la ecuacion t 1, = 0.693/k esigual a 4,1 dias a 20°C, 17,5
horas a45°C, 7,0 horasa60°Cy 3,1 horasa 75°C.

CONCLUSIONES

Mediante el proceso de extraccién se determiné el contenido de antocianinas totales en la harina de marlo de maiz
morado. El proceso de extraccion mostré que después de una segunda extraccion se obtuvo una concentracién de
antocianinas de 104 mg antocianinas totales/g de harina de marlo y & rendimiento de extraccion acumulado
(eficiencia de extraccion) fue de 87,9 %. Esto muestra que solo son necesarias dos extracciones para obtener la
mayor cantidad de antocianinas del marlo. Gracias a que e colorante es obtenido de la harina de marlo de maiz
morado, se puede lograr un buen aprovechamiento de los desechos de la materia prima utilizada para obtener otros
productos como €l api.

A través del disefio mixto se determiné que las condiciones mas adecuadas para € secado por aspersion
incluyen una temperatura de entrada de 130 °C y una mezcla de encapsulante con 50 % de maltodextrinay 50 % de
goma ardbiga. El rendimiento obtenido de 54.87 % de antocianinas encapsuladas es 4 veces mayor al rendimiento
reportado de 14.9 % por Villacrez Y. [4]. La concentracion final promedio de antocianinas en el tratamiento 6 es de
415,49 mg/ g de encapsulado. Este valor representa una pérdida del 16,90 % de antocianinas con respecto a la
concentracion inicial del 50% de antocianinas contenida en los sdlidos totales antes del proceso de encapsulado.

Se puede apreciar que los encapsulados obtenidos son microbiol 6gicamente estables debido a su bajo contenido
de humedad 6,25 % y actividad de agua de 0,353. La excelente colorimetria obtenida en el polvo se pudo verificar a
través de su cromaticidad (C) 16,944 y angulo hue (h°) 18,41.

En funcion alos resultados obtenidos de la ecuacion de Arrhenius, la energia de activacion para la degradacion
del encapsulado es igua a 53,3 KJmol y las antocianinas se degradan rgpidamente por encima de 45°C. Por otro
lado, a 20°C, después del 80% de degradacion de las antocianinas, €l color del encapsulado ha cumplido su tiempo
de vida Util dando como resultado un color no caracteristico (coordenadas L=6,00, a*=4,14 y b*=3,14). Este
porcentaje de degradacion equivale a 9 dias a 20°C, sin embargo, este periodo puede ser extendido hasta 33 dias a
4°C lo que implica que el colorante puede ser utilizado en productos refrigerados como jugos y helados manteniendo
una coloracion apropiada.
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