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RESUMEN

El pigmento carotenoide capsantina presente en el pimenton (Capsicum annuum L.) se encuentra
parcial y/o totalmente esterificada con &cidos grasos, sin embargo, es susceptibles a degradacion
frente a condiciones medioambientales, por este motivo, la tecnologia de microencapsulacion se
presenta como una herramienta para su proteccion. El objetivo de este trabajo fue estudiar el
efecto de la esterificacion de la capsantina sobre la interaccion oleorresina-agente encapsulante y

estabilidad durante el almacenamiento.

Se elaboraron extractos de hojuelas de pimenton saponificado y sin saponificar y se aisld
capsantina por columna abierta. Cada extracto se adiciond a un aceite vegetal, obteniéndose tres
oleorresinas: oleorresina de extracto de pimentén sin saponificar (OSS), oleorresina de extracto
de pimentén saponificado (OS) y oleorresina de capsantina aislada (OC). Se prepararon
microparticulas por secado por atomizacion para los sistemas OS-C y OSS-C, utilizando un
disefio composito central, centrado en la cara, con un total de 10 experimentos para cada uno. La
temperatura del aire de entrada al secador (150-200°C) y la relacion oleorresina/Capsul (1:1-1:3)
fueron las variables independientes y la eficiencia de encapsulacion correspondid a la variable
dependiente. Para optimizar la variable respuesta en cada sistema, se utilizo Metodologia de
Superficie Respuesta. Las microparticulas obtenidas bajo condiciones optimas (1:3 y 200°C)
para los sistemas OS-C, OSS-C y OC-C), mostraron que la esterificacion de capsantina (OSS-C)
aumento significativamente la eficiencia de encapsulacion respecto a los sistemas OC-C y OS-C,
porque los acidos grasos que esterifican a la capsantina podrian interactuar con los sitios

hidrofobicos del Capsul.

Las microparticulas obtenidas bajo condiciones 6ptimas se almacenaron a 40, 50 y 70 + 1° C en
una estufa con control de temperatura y ausencia de luz. La degradacion de capsantina en los tres
sistemas sigui6 una cinética de primer orden a las tres temperaturas estudiadas. No se observaron
diferencias significativas en la velocidad de degradacion, energia de activacion, entalpia de
activacion (AH”) y entropia de activaciéon (AS?) entre las microparticulas de los sistemas OC-C,
0S-C y OSS-C. Se obtuvo una relacion lineal en el grafico de AH” vs AS” (= 0,99), éste efecto

de compensacion sugiere que independiente de la forma en que se encuentre la capsantina, ésta
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se degrada por un mecanismo similar y la esterificacion no tuvo efecto sobre los parametros

termodinamicos.
SUMMARY

The capsanthin carotenoid pigment present in paprika (Capsicum annuum L.) is partially and/or
fully esterified with fatty acids, however, it is susceptible to degradation by environmental
conditions. For this reason, microencapsulation technology is presented as a tool for protection.
The aim of this work was to study the effect of the esterification of capsanthin on the
oleoresin/encapsulant interaction and the stability during storage. Saponified and unsaponified
extracts from paprika flakes were prepared and capsanthin was isolated by open column. Each
extract was added to vegetable oil, obtaining this way three different kinds of oleoresin:
unsaponified extract paprika oleoresin (OSS), saponified extract paprika oleoresin (OS) and
isolated capsanthin oleoresin (OC). Microparticles were prepared by spray drying for systems
OSS-C and OS-C, using a central composite design, centered on the face, with a total of 10
experiments for each. The inlet air temperature to the dryer (150-200 ° C) and the relation
oleoresin/Capsul (1:1-1:3) were the independent variables and the encapsulation efficiency was
the dependent one. To optimize the variable response in each system, we used Response Surface
Methodology. The microparticles obtained under optimum conditions (1:3 and 200 ° C) for OS-
C, OSS-C and OC-C systems, showed that the esterification of capsanthin (OSS-C) significantly
increased the encapsulation efficiency over OC-C and OS-C system, since the fatty acids
esterified to the capsanthin might interact with the hydrophobic sites of Capsul. The
microparticles obtained under optimal conditions were stored at 40, 50 and 70 £ 1 ° C in an oven
with temperature control and the absence of light. The degradation of the capsanthin in all three
systems followed first order kinetics at the three studied temperatures. No significant differences
in the degradation rate, activation energy, activation enthalpy ((AHi) and activation entropy
(AS;&) between the microparticles of OC-C, OS-C and OSS-C systems were observed. A linear
relation was obtained in the graph AH” vs AS” (r* = 0.99), this compensatory effect suggests
that, independent from the form in which capsanthin is presented, it is degraded by a similar

mechanism and the esterification had no effect on thermodynamic parameters.
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1. INTRODUCCION

En los ultimos afios ha aumentado el interés en elaborar alimentos o suplementos alimenticios
en base a ingredientes funcionales de origen natural que entreguen beneficios tanto desde el
punto de vista de salud humana como animal. Entre estos ingredientes, se encuentra la

capsantina extraida desde el pimentén rojo (Capsicum annuum L.).

Las especies de Capsicum son originarias de América Central y del Sur desde donde se
introdujeron a Europa, siendo las primeras hortalizas empleadas como condimentos ocupando el
segundo lugar tanto econémica como productivamente en el comercio mundial de condimentos

(Rodriguez et al., 2007).

El pimenton se utiliza tradicionalmente en forma de polvo (paprika) obtenido a partir de la
molienda de los frutos secos 6 como oleorresina concentrada (extracto liquido del pimentdn)
obtenida mediante extraccion con solventes, la cual por su intenso color rojo se ha utilizado
como colorante y/o antioxidante en la industria de alimentos, farmacéutica y cosmética,

sustituyendo a otros aditivos sintéticos (Hornero-Méndez et al., 2000; Restrepo, 2006).

En la industria de alimentos, la oleorresina de pimentén se utiliza como agente colorante en
carnes, salchichas, encurtidos y otros alimentos procesados (Shin et al., 2001). La principal
ventaja de la oleorresina de pimentéon con respecto al producto en polvo es que se puede
estandarizar el contenido de carotenoides. Sin embargo, los carotenoides en la oleorresina
pueden degradarse y perder su estabilidad por factores como la temperatura, el oxigeno y la luz
(Pérez-Galvez y Minguez-Mosquera, 2001; Burns et al., 2003; Meléndez-Martinez et al., 2004).
Ademas, la estabilidad de la oleorresina de pimentdén puede verse afectada por el grado de
esterificacion de las =xantofilas, el procesamiento para su obtencion y el posterior
almacenamiento (Biacs et al., 1989; Govindarajan, 1986; Biacs et al., 1992; Pérez-Galvez y
Minguez-Mosquera, 2002b).

Existen escasos estudios donde se evaltie la estabilidad de la oleorresina de pimentdn en aceites
comestibles, en emulsiones y en forma encapsulada. En este contexto, solo se ha establecido que
el tipo de aceite, temperatura de almacenamiento y el tipo de agente encapsulante influirian
significativamente en la estabilidad de la oleorresina (Beatus et al., 1985, Biacs et al., 1992;

Pérez-Galvez et al., 2000; Pérez-Galvez y Minguez-Mosquera 2002b; Rascon et al., 2011).



Uno de los mecanismos utilizados para estabilizar la capsantina es la microencapsulacion, la
cual permite la incorporacion de sustancias dentro de una matriz o sistema pared con el objeto
de proteger estos compuestos, impidiendo que sufran reacciones debido a la luz, humedad y/o
al oxigeno e interacciones no deseables con otros componentes (Biacs et al., 1992; Ramesh et
al., 2001; Pedroza, 2002). Sin embargo, no existen estudios que evaluen el efecto de la
esterificacion de la capsantina sobre la eficiencia de encapsulacion y estabilidad de la capsantina

encapsulada.



1.1 Revision bibliografica
1.1.1 Caracterizacién de los pimentones

Los pimentones se caracterizan por poseer una amplia gama de carotenoides, llegando a
identificarse hasta 30 de ellos en el extracto sin saponificar (Schweiggert et al., 2005). En estado
verde poseen diferentes carotenoides, tales como: violaxantina, neoxantina, luteina y p-
caroteno, este ultimo con funcidén de provitamina A (Minguez-Mosquera Yy Hornero-Méndez,
1994a; Matsufuji et al., 1998; Landrun y Bone, 2001). Durante la maduracion del pimenton rojo
se producen una serie de cambios como: transformacion de cloroplastos en cromoplastos,
biosintesis de carotenoides que no estaban presentes en los frutos verdes, desaparicion de
pigmentos como luteina y neoxantina y un incremento en la concentracion de P-caroteno,
violaxantina, capsantina y capsorrubina (Minguez-Mosquera Y Hornero-Méndez, 1994b). La
sintesis y/o transformacion de los pigmentos carotenoides asociado con la maduracion del
pimentén rojo llevan a su esterificacion y acumulacion en los plastoglobulos (Matus et al.,

1991; Markus et al., 1999; Hornero-Méndez y Minguez-Mosquera 2000; Marin et al., 2004).

Los pimientos rojos en estado fresco tienen un alto contenido de vitamina C (Marin et al.,
2004), poseen una baja cantidad de y-tocoferol, pero altos niveles de a-tocoferol (Matsufuji et
al., 2007), son una rica fuente de flavonoides y otros componentes fenolicos (Czinkotai et al.,
1989; Markus et al., 1999; Goémez et al., 2002). Los polifenoles presentes corresponden a
luteolina y quercetina (Hasler, 1998; Sun et al., 2007), que no tienen afinidad alguna con los
solventes organicos hidrofobicos y se excluye su evaluacion en los métodos convencionales

(Marin et al., 2004).

El intenso color rojo del pimenton se debe a los pigmentos capsantina y capsorrubina, que estan
presentes exclusivamente en el género Capsicum, siendo sus precursores los pigmentos de color
amarillo zeaxantina, violaxantina, anteraxantina, P-criptoxantina, -caroteno y capsoluteina.
Segun el estado de madurez la capsantina corresponde a cerca del 30 — 60% de los carotenoides
totales en frutos completamente maduros (Bekker et al., 2001; Deli et al., 2001). Ittah et al.
(1993) estimaron que capsantina y capsorrubina comprenden entre el 70-80% del contenido

total de carotenoides en el pimenton en polvo o paprika.



1.1.2 Consideraciones estructurales de la capsantina

Los carotenoides son tetraterpenos naturales derivados de la unién de 8 unidades de isopreno,
que originan un esqueleto de 40 4&tomos de carbono. En general los carotenoides se clasifican en
dos grandes grupos: carotenoides y xantofilas, los primeros estan compuestos solo de carbono e
hidrogeno y las xantofilas ademas contienen oxigeno (Rodriguez, 1999). Los carotenoides
pueden presentar una estructura aciclica o ciclica de cinco o seis carbonos en uno o ambos
extremos de la molécula. Dado el gran niumero de dobles enlaces de la cadena central, los
carotenoides pueden existir en conformaciones cis/trans, aunque la mas estable y por tanto

presente en la naturaleza es la conformacion trans (Minguez-Mosquera et al., 2006).

La capsantina, que contiene 11 dobles enlaces, un grupo ceto conjugado y un anillo
ciclopentano (Fig. 1), se encuentra esterificada parcial y/o totalmente con acidos grasos segun el
estado de maduracion. Los acidos grasos que esterifican a la capsantina son principalmente los
acidos laurico (12:0), miristico (14:0) y palmitico (16:0) (Minguez-Mosquera y Hornero-
Meéndez, 1994b). La capsantina esterificada se acumula con mayor facilidad en los globulos
lipofilicos de los cromoplastos del pimentdn, aunque no esta clara atin la real significancia de
las formas esterificadas frente a la luz y lipooxigenasas (Biacs et al. 1989; Goda et al. 1997,
Pérez-Galvez y Minguez-Mosquera, 2002a). Las xantofilas actan como antioxidantes
(Hirayama et al., 1994) y se sugiere que la capsantina esterificada presenta una mayor accion
antioxidante para atrapar radicales libres con respecto al B-caroteno debido al grupo ceto

conjugado de la cadena poliénica en la molécula (Matsufuji et al., 1998).

H

o, cH, HyC H
0 M\\/\ e \ﬁ‘c\x

CH,

OH

Fig. 1. Estructura de capsantina.



1.1.3 Importancia bioldgica de la capsantina

La capsantina es un antioxidante bioldgico que inactiva a los radicales libres producidos en la
auto-oxidacion de lipidos y/o atrapa oxigeno singlete en la foto-oxidacion de lipidos. La
actividad antioxidante de los carotenoides se relaciona con su estructura, debido a la presencia
del amplio sistema de dobles enlaces conjugados (Nachtigal, 2007). Los carotenoides que tienen

9 0 mas dobles enlaces otorgan la méxima proteccion (Rodriguez, 1999).

La capsantina puede actuar como atrapador de oxigeno singlete ('O,) en la foto-oxidacion de
materias grasas. E1 'O, se forma por el traspaso de energia de un sensibilizador (Sen) excitado
como la clorofila, al oxigeno triplete (°O,) (Ec. 1). El 'O, es atrapado posteriormente al
transferir su energia a los carotenoides, sin produccion de compuestos de oxidacion (Ec. 2). La
capsantina triplete retorna a su estado basal por la disipacion de energia en forma de calor, de

acuerdo con la ecuacion 3 (Nachtigall, 2007).

Sen+°0, — >Sens +'0, (Ec. 1)
'0,+CAP —  ’0,+°CAP (Ec. 2)
SCAP —  CAP + calor (Ec. 3)

Las reacciones en cadena que dan origen a la formaciéon de hidroperdxidos durante la auto-
oxidacion de lipidos, pueden ser interrumpidas por los carotenoides a través de tres posibles
mecanismos: transferencia de electrones, donacion de hidrégeno o por adicion, como se muestra

en las ecuaciones 4,5 y 6, respectivamente.

CAP +ROO° — CAP*"+ROO (Ec. 4)
CAP+ROO° — CAP +ROOH (Ec. 5)
CAP+ROO° — ROO-CAP’ (Ec. 6)

La proteccion de los pigmentos carotenoides frente al cancer y a otras enfermedades cronicas, se
deberia ademas de sus propiedades antioxidantes a su capacidad de filtrar la luz UV y a su
participacion en la diferenciacion de células epiteliales (Stahl y Sies, 2003) ya sea mediante la
inhibicion de la proliferacion de células, mejoramiento de la diferenciacion celular y

estimulacion de la comunicacion intercelular (Meléndez et al., 2004). Junto a las propiedades
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anteriores, Aizawa y Inakuma, (2009) demostraron que la ingesta de capsantina incrementa de

forma significativa los niveles de colesterol HDL en ratas de forma dosis dependiente.
1.1.4 Extraccion de capsantina

Los métodos tradicionales para la extraccion de componentes bioactivos desde plantas son la

destilacion por vapor y la extraccion con solventes organicos (maceracion o técnica Soxhlet).

Especificamente, los pigmentos carotenoides son compuestos liposolubles que normalmente se
extraen con solventes organicos tales como: acetona, éter de petrdleo, benceno, hexano, éter
dietilico, cloroformo, etanol y metanol (Park et al., 2007). Sin embargo, el uso de solventes
presentan algunas desventajas como: la degradacion y pérdida de los componentes bioactivos,
utilizacion de grandes volumenes de solventes, el tiempo requerido, el alto costo de los insumos
y la mano de obra (Sovova et al., 2004). Ademas, es frecuente encontrar residuos de solventes
en los extractos. El interés en alternativas a la extraccion con solventes convencionales, tales
como el didéxido de carbono supercritico (SC-CO,) es cada vez mayor, ya que el CO, no es

inflamable y no ocasiona dafio al medio ambiente (Gao et al., 2009).

Los principales parametros para la seleccion de una tecnologia de extraccion son: las
caracteristicas bioquimicas de las moléculas extraidas, la rapidez, la limitacion del uso de
solventes, reproducibilidad, rendimiento de la extraccion, la selectividad, la proteccion de las
moléculas extraidas para que no sufran transformaciones quimicas y costo (Pasquet et al.,

2010).
1.1.5 Microencapsulaciéon

La microencapsulacion es una técnica mediante la cual agentes activos (solidos, liquidos 6
gaseosos) se introducen en una matriz o sistema pared de naturaleza polimérica (agente
encapsulante). En el ambito alimentario, la microencapsulacion permite proteger los compuestos
bioactivos desde factores del medio ambiente (oxigeno, luz y humedad entre otros) y controlar

la liberacion del activo (Gibbs et al., 1999; Desai y Park, 2005; Mozafari et al., 2008).

La microencapsulacion tiene aplicaciones importantes en la industria alimentaria para
proteger materiales sensibles como son los compuestos volatiles, aceites esenciales y

oleorresinas, mejorando su estabilidad. Las microparticulas formadas tienen un amplio rango



de tamafio que va de 0,2 a 5000 um, con multiples formas dependiendo del material y

métodos utilizados para su preparacion (Shaikh et al., 2006).

Las técnicas de encapsulacion incluyen: secado por atomizacion, extrusion, coacervacion,
gelificacion i6nica, liposomas, liofilizacion, cocristalizacion y emulsion, entre otros (Gibbs et

al., 1999; Desai y Park, 2005; Augustin y Hemar, 2009).
1.1.5.1 Secado por atomizacion

Entre los métodos de encapsulacion existentes, el secado por atomizacion es el método mas
antiguo y utilizado para encapsular ingredientes alimenticios sensibles al calor (aromas,
lipidos, carotenoides), de una manera econdmica, simple y continua (Ré, 1998). En este
método, el compuesto activo se homogeneiz6d con el material encapsulante, usualmente en
agua. Luego, el fluido resultante que puede ser una solucidn, suspensiéon o una emulsion es
alimentada a un secador spray (Fig. 2) y atomizada mediante un disco rotatorio o una
boquilla de pulverizacion formando pequeiias gotas. El contacto entre la gota y el aire
caliente permite una rapida evaporacion del solvente y la formacion de una pelicula (costra)
sobre la superficie de las particulas obteniéndose instantaneamente un producto en polvo
(Gharsallaoui et al., 2007; Flores-Martinez et al., 2004). La formacion de esta pelicula es
mas rapida a medida que aumenta la concentracion de solidos disueltos, debido a la menor
evaporacion de agua desde el sistema. De esta forma es posible obtener altas eficiencias de
encapsulacion, ya que la costra o pelicula sobre la gota permite selectivamente la difusion del
agua pero retiene el compuesto activo (Schwartz M., 1989). Una vez secas las
microparticulas se trasladan a un separador de ciclon para ser recolectadas y el polvo
obtenido debe reunir algunas caracteristicas de calidad, tales como: densidad, color
apropiado, facilidad de reconstitucion, degradacion minima de los constituyentes, sabor y

aroma, entre otros (Gibbs et al., 1999).

Los principales factores a ser optimizados en el secado por atomizacion son la temperatura
de alimentacion, temperatura del aire de entrada y salida, la concentracion de solidos y la

viscosidad (Schwartz, 1989; Gharsallaoui et al., 2007).



Fig. 2. Secador spray.

1.1.5.2 Tipos de encapsulantes utilizados en la microencapsulacion a través de secado por

atomizacion

Dependiendo del compuesto a encapsular se pueden seleccionar materiales encapsulantes
naturales y sintéticos. Estos deben tener una buena solubilidad, buenas propiedades
emulsificantes, ademas de poseer baja viscosidad en soluciones concentradas. Se han utilizado
diferentes agentes encapsulantes para la microencapsulacion por secado por atomizacion, estos
incluyen polisacaridos (almidon, maltodextrinas de diferente equivalente de dextrosa (DE),
jarabes de maiz), gomas (goma arabiga), lipidos (acido estearico, mono y diglicéridos) y
proteinas (gelatina, caseina, suero de leche, soya y trigo), siendo las maltodextrinas las mas
utilizadas (Krishnan et al., 2005a b; Loksuwan, 2007; Saénz et al., 2009). Las maltodextrinas
permiten obtener una buena retencion y estabilidad oxidativa de los aceites, pero tienen escasa
capacidad emulsificante (Gharsallaoui et al., 2007), por lo cual usualmente se mezclan con

proteinas y gomas.

El almidoén es un biopolimero sintetizado por las plantas, compuesto por dos unidades (amilosa

y amilopectina), es de bajo costo, de gran disponibilidad y resiste el procesamiento térmico



(Kaplan, 1998). Algunos estudios han utilizado almidén modificado (octenil succinato) como
alternativa para reemplazar total o parcialmente la goma arabica que tiene un costo mayor
(Trubiano y Lacourse, 1988; Soottitantawat et al., 2005; Shaikh et al., 2006; Kanakdande et al.,
2007). Capsul® es un almidon modificado quimicamente, derivado de maiz ceroso, que
incorpora en su estructura un componente lipofilico. Presenta propiedades emulsificantes, por lo
cual es tutil para obtener emulsiones del tipo aceite en agua de alta estabilidad (Reineccius,
1991; Shahidi et al., 1993; Marchal et al., 1999; Finotelli y Rocha, 2005). Su baja viscosidad
permite la preparacion de emulsiones con alto contenido en so6lidos, obteniéndose
microparticulas con alta retencion del compuesto activo (Kolanowski et al., 2004; Jonsdottir et
al., 2005). El Capsul se ha utilizado principalmente en la encapsulacion de sabores, aromas,

vitaminas y especias.
1.1.5.3 Microencapsulacion de la oleorresina de pimentén

La encapsulacion de oleorresina de Capsicum annuum L. se ha realizado utilizando
diferentes técnicas, entre ellas: secado por atomizacion utilizando agentes encapsulantes
como gelatina, goma arabica, caseinato de sodio, almidon modificado, mezclas de maltosa-
dextrina y almidén de arroz-gelatina (Beatus et al., 1985; Xiang et al., 1997; Santos et al.,
2005); coacervacion utilizando alginato de calcio y una barrera intermedia compuesta de
aislado proteico de suero (Rosenberg y Lee, 2004) y “spray cooling” con aceite de canola
(Meunier et al., 2007). En estos estudios los objetivos se han enfocado principalmente en
evaluar: las pérdidas de color de la oleorresina bajo diferentes condiciones de luz,
temperatura y humedad (Beatus et al., 1985), la eficiencia de encapsulacion y porcentaje de
recuperacion de la oleorresina (Xiang et al., 1997), morfologia y tamafio de particula (Santos
et al. 2005), solubilidad de las microparticulas con distintos solventes (Jung y Sung, 2000),
estabilidad oxidativa de la oleorresina encapsulada (Rosenberg y Lee, 2004) y la cinética de

liberacion en el intestino delgado de cerdos (Meunier et al., 2007).

Considerando los antecedentes anteriores, esta tesis se enfoca en la encapsulacion de una
oleorresina de pimentoén saponificado y sin saponificar utilizando Capsul como agente
encapsulante y secado por atomizacion como método de encapsulacion, para evaluar el
efecto de la esterificacion de la capsantina sobre la eficiencia de encapsulacion y su

estabilidad durante el almacenamiento a distintas temperaturas.



1.2 Hipédtesis

La estabilidad de la capsantina en las microparticulas de oleorresina de pimentén esterificada
sera mayor en relacion a las microparticulas de oleorresina sin esterificar y a la capsantina
aislada.

1.3 Objetivos

1.3.1 Objetivo general

Estudiar el efecto de la esterificacion de la oleorresina de pimentoén y de la capsantina aislada
sobre la interaccion oleorresina-agente encapsulante y en la estabilidad durante el
almacenamiento.

1.3.2 Objetivo especificos

1.- Identificar y cuantificar los principales pigmentos carotenoides presentes en las hojuelas de

pimenton (Capsicum annuum L.) por HPLC.

2.- Extraer los pigmentos de pimentén por diferentes metodologias y aislar la capsantina por

columna abierta.

3.- Estudiar la razén oleorresina/agente encapsulante y temperatura de secado (variables

independientes) sobre la eficiencia de encapsulacion de capsantina (variable dependiente).

4.- Estudiar la estabilidad de la capsantina en microparticulas de oleoresina esterificada, sin

esterificar y capsantina aislada a tres temperaturas (40, 50 y 70° C).
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2. MATERIAL Y METODOS
2.1 Materiales
2.1.1 Muestra

- Hojuelas de pimenton peletizado (Capsicum annuum L.) con un 6% de humedad,
proporcionadas por la Universidad Catolica de Chile (obtenidas de Invertec Foods,

Rengo, Chile).

2.1.2 Materiales

- Capsul®, adquirido en National Starch, USA.

- Aceite de girasol (Helianthus annuus) (AG), refinado, sin antioxidantes sintéticos,
Natura®

- Acetona, etanol, éter de petrdleo, éter dietilico, metanol y hexano grado p.a.

- Acetonay agua grado HPLC.

- Nitroégeno ultra puro, AGA, Santiago, Chile.

- Sulfato de sodio (Na,SOy) p.a., Merck Darmstadt, Alemania.

- Celite 545, Merck, Darmstadt, Alemania.

- Oxido de Magnesio, Merck, Darmstadt, Alemania.

- Placa de silica gel 20 x20 cm, 0,5 mm de espesor (Merck).

Estandares de tocoferoles (a, B, y, 8) Merck, Darmstadt, Alemania.
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2.2 Metodologia

2.2.1 Identificacion de pigmentos carotenoides en hojuelas de pimenton peletizado

(Capsicum annuum L.) y determinacién del contenido de capsantina.

La extraccion de los pigmentos carotenoides desde las hojuelas de pimentdn se realizd de

acuerdo al método descrito por Minguez-Mosquera y Hornero-Méndez (1993) (Anexo 1).

La identificacion de los carotenoides de las hojuelas de pimenton se realizd por cromatografia

en placa (TLC), columna abierta (CA) y cromatografia liquida de alta eficiencia (HPLC).
2.2.1.1 Cromatografia en placa

El extracto saponificado de hojuelas de pimenton se aplico sobre una placa de silica gel de 20 x
20 cm y 0,5 mm de espesor (Merck). Como fase movil se utilizo: éter de petréleo:acetona
(10,5:4,5). Los pigmentos obtenidos se cromatografiaron por HPLC segun el método descrito
por Minguez-Mosquera y Hornero-Méndez (1993). Los carotenoides se identificaron en base a

su valor Rf.

2.2.1.2 Columna abierta

Los pigmentos carotenoides del extracto saponificado de hojuelas de pimenton obtenido segun
el método descrito por Minguez-Mosquera Y Hornero-Méndez (1993) se separaron utilizando
una columna de vidrio de 25 cm de largo y 3 cm de didmetro. Como fase estacionaria se utilizo
oxido de magnesio-celite (1:1) y como fase mévil de polaridad creciente se utilizo éter etilico,
éter de petroleo y acetona los que fueron mezclados en distintas proporciones (Rodriguez.,

1999) (Anexo 3). Cada fraccion obtenida se inyectd al HPLC.

2.2.1.3 Cromatografia liquida de alta eficiencia (HPLC)

El analisis de los carotenoides se llevo a cabo por HPLC, empleando un equipo Merck Hitachi
D-600, con bomba L-6200 Intelligent Pump, detector de arreglo de diodo (Waters 996),
conectado al software Empower Pro (Waters). Se utilizo6 una columna C-18 (3 pm tamafio de
particula, 4,6 d.i. x 15 cm, Atlantis, Waters). Como fase movil se utiliz6 acetona: agua en
distintas proporciones, flujo de 1 mL/min y volumen de inyeccion de 20 pl (Anexo 2). Los

pigmentos carotenoides se detectaron a 450 nm. La capsantina se identifico6 comparando los
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tiempos de retencion con los de un estandar y la cuantificacion se realizé de acuerdo a una curva

de calibracion de capsantina (1,04 — 3,48 pg/mL, R? 0,9956).
2.2.1.4 Solucién estandar de capsantina

La capsantina se obtuvo desde las hojuelas de pimentén. El pigmento se purifico por
cromatografia en columna abierta con fase estacionaria MgQO:Celite (1:1), de acuerdo al método
descrito por Rodriguez-Amaya et al., (1999). La concentracion de capsantina se determind por
espectofotometria en un equipo Unicam UV-3 a 460 nm, utilizando el coeficiente de extincion

en acetona (E'” = 2300) (Rodriguez, 1999; Uquiche et al., 2004).
2.2.2 Preparacion de un extracto de hojuelas de piment6n peletizado

La extraccion de los pigmentos carotenoides desde las hojuelas de pimentdn se realizo por dos
métodos: A) extraccion con acetona y posterior saponificacion, de acuerdo al método descrito
por Minguez-Mosquera y Hornero-Méndez (1993) y B) extraccion con saponificacion
simultanea de acuerdo al método descrito por Hojnik et al. (2008). Con el método B (Anexo 1)

ademas se confecciono una cinética de extraccion.

| Obtencion extractos de capsantina |

— T

Minguez-Mosquera y Hojnik et al., 2008
Hornero-Méndez, 1993

| |

10 g de hojuelas
Extraccion y saponificacion
simultanea

v

¢ 10 g hojuelas de pimenton
Saponificacion * 100 mL solventes (acetona,
KOH-MeOH al 10% por 12 etanol, acetato de etilo,
hrs hexano)
* 75 mL KOH-MeOH al 10%
*Todo mezclado en un
matraz 500 mL

¥

Cinética de extraccion

2 g de hojuelas.
Extraccion con acetona
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2.2.3 Elaboracion de las oleorresinas

Se utilizé el método A de Minguez-Mosquera Yy Hornero-Méndez (1993) para la obtencion de
los extractos de carotenoides de hojuelas de pimentoén saponificados y sin saponificar. La
capsantina aislada se obtuvo por columna abierta. Cada extracto se adiciond en forma
independiente a aceite de girasol (AG), obteniéndose las oleorresinas con extracto saponificado
(OS), extracto sin saponificar (OSS) y capsantina aislada (OC). En la Tabla 1 se presentan los
principales acidos grasos del aceite de girasol, utilizado para la preparacion de las oleorresinas

(El método de determinacion se presenta en el Anexo 4).

Tabla 1. Composicion de los principales acidos grasos del aceite de girasol utilizado en la
elaboracion de las oleorresinas

Acidos grasos Nombre % Esteres metilicos + DS

C16:0 Ac. Palmitico 6,5+0,1
C18:0 Ac. Esteérico 3,9+0,01
C18:1 w9 cis Ac. Oleico 26,2+0,1
C18:2 w6 Ac. Linoleico 57,1+0,3
TOTAL SATURADOS 11,9 +0,02
TOTAL MONOINSATURADOS 28,4+ 0,03
TOTAL POLIINSATURADOS 59,8 + 0,08

2.2.4 Caracterizacion de las oleorresinas

2.2.4.1 Contenido de capsantina
El contenido de capsantina para las oleorresinas con extracto saponificado (OS), extracto sin

saponificar (OSS) y capsantina aislada (OC), se determiné por HPLC.

2.2.4.2 Perfil de tocoferoles

La determinacion de los tocoferoles presentes en el aceite y en las oleorresinas (OS, OSS y OC)
se realizé de acuerdo al método oficial AOCS Ce 8-89 (AOCS, 1993), utilizando un equipo
HPLC compuesto de una bomba Merck-Hitachi L-6200 A, detector de fluorescencia Merck-
Hitachi F-1050 acoplado a un computador con software Clarity (version 2.4.1.43, Merck,
Darmstadt, Alemania). Se utilizo una columna LiChrocart Superspher Si-60 (5 um x 4 d.i. x 250

mm, Merck). La fase movil correspondié a 2 propanol:hexano (0,5:99,5 v/v) con un flujo de 1
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mL/min. La identificacion y cuantificacion se realizd por comparacion con estandares de

tocoferoles (Calbiochem) (Anexo 5).

2.2.5 Microencapsulacion
2.2.5.1 Preparacion de las dispersiones

Se prepararon emulsiones que contenian Capsul®, agua y oleorresina. Se utilizaron relaciones
oleorresina/agente encapsulante 1:1 (10% de oleorresina, 10% de Capsul® y 80% de agua); 1:2
(10% de oleorresina, 20% de Capsul® y 70% de agua) y 1:3 (10% de oleorresina, 30% de
Capsul® y 60% de agua), correspondiente a un contenido tedrico de un 50%, 33% y 25% de

oleorresina en el polvo obtenido, respectivamente.

El Capsul® se disolvid en agua a 70° C, con agitacion constante. Luego se dejo enfriar a 30°C y
se adiciond la oleorresina. La emulsion resultante se homogeneizé en un homogenizador
Polytron PT 2100 (Kinematica AG) y posteriormente se alimentd a un secador spray para

obtener las microparticulas (Anexo 6).
2.2.5.2 Secado por atomizacion

Se utilizé un secador mini Spray-Dryer B-290 (Biichi) con alimentacion y flujo de aire de
secado en paralelo. El equipo operd a una temperatura de ingreso del aire que fluctiio entre
150°C - 200 °C. El flujo de aire, la velocidad de alimentacion y la presion de atomizacion
correspondieron a 600 L/h, 5 mL/min, y 5 bar, respectivamente. Las microparticulas
resultantes se almacenaron en bolsas de polipropileno a -20° C hasta el momento de su

utilizacion.
2.2.5.3 Diseiio estadistico

Se empled un disefio composito central centrado en la cara (2%), con un total de 10 experimentos
para cada sistema (oleorresina de extracto sin saponificar-Capsul® (OSS-C) y oleorresina de
extracto saponificado-Capsul® (OS-C). La relacion oleorresina/Capsul® y la temperatura del
aire de entrada al secador se evaluaron como variables independientes. La variable de respuesta
o dependiente correspondié a la eficiencia de encapsulacion de capsantina. A partir de las

condiciones Optimas obtenidas para OSS-C y OS-C se prepararon las microparticulas de
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oleorresina de capsantina aislada-Capsul (OC-C). En la Tabla 2 se presentan los niveles para las

variables independientes utilizadas en el disefio experimental.

Tabla 2. Niveles para las variables independientes
usadas en el disefio experimental para la
encapsulacion de los sistemas oleorresina saponificada
(OS) y oleorresina sin saponificar (OSS).

VARIABLES NIVELES

-1 1
Oleorresina/Capsul® 1:1 1:3
Temperatura (°C) 150 200

2.2.5.4 Caracterizacion de las microparticulas obtenidas bajo condiciones optimas

Las microparticulas obtenidas bajo condiciones optimas OS-C y OSS-C y las microparticulas de
OC-C se caracterizaron de acuerdo a su contenido de capsantina total, capsantina superficial,

eficiencia de encapsulacion, morfologia y contenido de humedad (Anexo7).

- Contenido de capsantina superficial: Se pesaron 100 mg de microparticulas en un tubo a los
que se agregd 3 mL de hexano:éter etilico (relacion 50:50 v/v), se agitdé manualmente por 30
segundos y se retird el sobrenadante. El sobrenadante se saponifico con KOH al 10% en

metanol durante 12 h y el contenido de capsantina superficial se determiné mediante HPLC.

- Contenido de capsantina total: Se pesaron 100 mg de microparticulas en un tubo a los que
se agregd 1 mL de agua bidestilada y se homogeneizaron en un Vortex por 1 minuto.
Posteriormente se utilizd como solvente de extraccion (10 mL) una mezcla de acetato de etilo:
etanol:hexano:agua bidestilada (1:1:1:1 v/v), se agitaron en un vortex y se centrifugé a 3000
rpm, se retird el sobrenadante y se repitid esta operacion hasta que no se observo presencia de
color en la porcion residual de los tubos. El sobrenadante recolectado se saponifico con KOH al

10% en metanol durante 12 h y el contenido de capsantina se determiné mediante HPLC.
- Eficiencia de encapsulacion (EEC): Se determin6 segun la ecuacion 7:

EEC = Capsantina total-Capsantina superficial x 100 (Ec. 7)
Capsantina total
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- Morfologia: La estructura de las microparticulas obtenidas bajo condiciones Optimas se
estudi6 por microscopia electronica de barrido (SEM). Las muestras se recubrieron con
oro/paladio utilizando un evaporador al vacio Varian PS 10E y analizaron usando un
microscopio JEOL JSM 25-SII (Jeol, Tokio, Japon) operado a 30 kV. Las imagenes se
obtuvieron con una camara Mamiya Roll Film Holder (Modelo 2) acoplada al microscopio,

usando una pelicula Kodak T-Max ISO 100.

- Contenido de humedad: Se determiné en una estufa a 105° C segun el método AOCS (Ai 2-
75, 1993).

2.2.6 Estudio de estabilidad de capsantina

Las microparticulas obtenidas bajo condiciones 6ptimas de los sistemas C-C, OS-C y OSS-C se
almacenaron a 40, 50 y 70 £ 1° C en una estufa (Memmert BE 500, Alemania) con control de
temperatura y ausencia de luz. Se colocaron 50 mg de polvo en tubos de vidrio de 20 mm de
largo, sin tapa. Los tubos se removieron a intervalos de tiempo especificos, de tal forma de
obtener 7 puntos para la construccion de la curva de degradacion de capsantina. Los ensayos se
realizaron por duplicado y el contenido de capsantina total se determin6 por HPLC, de acuerdo

al método descrito en el punto 2.2.1.3.
2.2.6.1 Analisis cinético

El orden de degradacion se obtuvo por el ajuste de correlacion, para cinéticas de primer orden

(ecuacion ).
[C]=[Cle ™' (Ec. 8)

Donde, C es la concentracion a tiempo t, C, es la concentracion inicial, t tiempo y k la constante

de velocidad.

La energia de activacion (E,) y factor de frecuencia (A) se determinaron a partir de la ecuacién

de Arrhenius (ecuacion 9).
k= Ag ERIT (Ec. 9)

Donde R es la constante de los gases y T es la temperatura en grados Kelvin.
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La entalpia de activacion (AH”) y la entropia de activacion (AS”) se obtuvieron de la ecuacién

de Eyring (ecuacion 10).

Ln(k/T)=In (kg/h) + AS?/R - AH/RT (Ec. 10)
donde kg es la constante de Boltzmann y h es la constante de Planck.
2.2.7 Analisis estadistico

Las condiciones Optimas para cada sistema se obtuvieron mediante Metodologia de Superficie
Respuesta (MSR). Para determinar las constantes de velocidad de degradacion de capsantina se
empleod regresion lineal. Para determinar diferencias estadisticas entre los sistemas estudiados
para constantes de velocidad de degradacion, energia de activacion, entalpia de activacion,
entropia de activacion, porcentaje de superficiales, eficiencia de encapsulacion, porcentaje de
recuperacion de capsantina y contenido de o-tocoferol se aplico analisis de varianza
(ANDEVA) y la prueba de rango multiple de Tukey. Todos los analisis estadisticos se
realizaron utilizando el software Statgraphics version 7.0 (Manugistics Inc., Statistical Graphics

Corporation, Rockville, MA).
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3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 Identificacion de pigmentos carotenoides en hojuelas de pimenton (Capsicum annuum

L.)

En la Tabla 3 se presenta la identificacién de los pigmentos carotenoides en las hojuelas de
pimenton (Capsicum annuum L.) de acuerdo a los métodos de columna abierta, HPLC (tr) y
TLC (Rf).

Tabla 3. Separacién por columna abierta e identificacion de pigmentos
carotenoides en hojuelas de pimentén (Capsicum annuum L.) por HPLC y

TLC.
Pigmentos Columna abierta HPLC TLC
solvente de elucion tr (min) Rf

Capsorrubina 5% Agua en Acetona 4,574 0,21
Violaxantina 5% Agua en Acetona 4,831 0,27
Capsantina 100% Acetona 6,757 0,32
Capsantina 5,6 epoxido 70% Acetona/EP 7,957 0,27
cis-capsantina 100% Acetona 9,549 0,27
Anteraxantina 50% Acetona/EP 10,215
Capsoluteina 30% Acetona/EP 10,927 0,45
Zeaxantina 20% Acetona/EP 11,548 0,58
Cis- Zeaxantina 30% Acetona/EP 12,280
Criptocapsina 30% Acetona/EP 14,378 0,72
B-Criptoxantina 10% Acetona EP 15,112 0,77
cis-p-Caroteno 5% ET/EP 17,788
B-Caroteno 100% EP 17,888 0,87

EP: éter de petroleo; ET: éter etilico;  tg: Tiempo de retencion;

Ry Distancia recorrida por el compuesto

Los pigmentos carotenoides capsoluteina, Cis-zeaxantina y criptocapsina presentan la misma
polaridad y se separan con 30% de acetona en EP al utilizar la técnica de separacion por
columna abierta. El mismo comportamiento se observo para capsantina y CiS-capsantina que
eluyeron juntos con 100% de acetona. La capsantina comenzé a eluir cuando se utilizd la
relacion 70% acetona en EP pero en baja cantidad, siendo eluida completamente con 100% de
acetona. Para la separacion de capsorrubina y violaxantina es necesario aumentar la polaridad
por lo que se agrega agua a la acetona. Algunos autores discuten que la aparicion de Cis-

zeaxantina, Cis-capsoluteina y cis-capsantina se deberia a procesos de degradacion de los
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pigmentos carotenoides que se producen por efecto de los solventes y la exposicion a
condiciones ambientales (Markus et al., 1999; Pérez-Galvez y Minguez-Mosquera, 2004; Pérez-

Galvez et al., 2005).

Los pigmentos carotenoides identificados corresponden a los encontrados por otros autores
(Almela et al., 1991; Minguez-Mosquera y Hornero Méndez, 1993; Minguez-Mosquera Y
Hornero-Méndez, 1994a y b; Markaus et al., 1999), indicando que la variacion en los pigmentos
carotenoides en las hojuelas de pimenton (Capsicum annuum L.) se da principalmente en el
contenido de ellos y no en el tipo de pigmentos, independiente de las condiciones de cultivo y
zona geografica (Minguez-Mosquera et al., 1994a; Pérez-Galvez et al., 2007). No se detecté la
presencia de luteina y neoxantina, ya que éstos desaparecen durante el proceso de maduracion
del pimenton y por el contrario aumenta el contenido de violaxantina y B-caroteno y son
biosintetizados zeaxantina, capsantina, capsorrubina, -criptoxantina y capsoluteina (Markus et

al., 1999; Deli et al., 2001).

La capsantina en la placa de TLC se presenta como una banda de gran tamafio de color rojo
intenso facilmente identificable con un Rs de 0,27, el cual fue menor al obtenido por Minguez-
Mosquera Yy Hornero-Méndez (1993) con un R¢ de 0,37, debido a diferencias en la fase de
elucion. El valor R varia de acuerdo al solvente de elucion utilizado, fase estacionaria, espesor
de la placa y al grado de esterificacion de los carotenoides (Biacs et al., 1989; Matsufuji et al.,
1998).

En la Figura 3 se muestra el cromatograma obtenido por HPLC para los pigmentos carotenoides
de las hojuelas de pimenton (Capsicum annuum L.). Los pigmentos identificados fueron:
capsorrubina, violaxantina, capsantina, capsantina-5,6-epOxido, anteraxantina, CiScapsantina,

capsoluteina, zeaxantina, CiS-zeaxantina, criptocapsina, f-criptoxantina y f-caroteno.
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Figura 3. Perfil de pigmentos carotenoides por HPLC en las hojuelas de pimentén
(Capsicum annuum L.)

(1) capsorrubina; (2) violaxantina; (3) capsantina; (4) capsantina 5,6 epoxido; (5) anteraxantina; (6) Cis-capsantina;
(7) capsoluteina; (8) zeaxantina; (9) cis-zeaxantina; (10) criptocapsina; (11) B-criptoxantina; (12) B-caroteno.
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3.2 Extracto de hojuelas de pimenton

La obtencion de extractos de hojuelas de pimenton se realizé por dos métodos (A) extraccion
con acetona y posterior saponificacion (Rodriguez-Amaya, 1999) y (B) extraccion con
saponificacion simultanea utilizando acetona, acetato de etilo, etanol y hexano (Hojnik et al.,

2008).

Se estudid la influencia del tipo de solvente en la extraccion y saponificacion simultdnea
(método B) manteniendo constantes el volumen, concentraciéon de la solucion de alcali y la
temperatura de extraccion (40° C). El contenido de capsantina extraida se expres6 como ug de

capsantina/g de hojuela de pimenton. Los resultados se presentan en la Figura 4.
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Figura 4. Cinética de extraccion de capsantina desde hojuelas de pimentén (Capsicum
annuum L.) por el método de extraccion y saponificacién simultinea. Etanol (=), acetona
(¢), acetato de etilo (¢) y hexano (A).
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El grafico para la cinética de extraccion de capsantina desde hojuelas de pimenton (Fig. 4)
muestra un perfil limitante para todos los solventes estudiados. Tanto acetona como etanol son
excelentes solventes para la extraccion de capsantina, alcanzando valores de 1259 + 57 y 1490 +
7 ug/g de hojuela de pimentén a los 300 min, respectivamente. Distinto a lo que ocurre con
hexano y acetato de etilo en que el maximo de extraccion de capsantina a los 300 minutos fue de
189 + 6 y 255 + 2 pg/g de hojuela de pimentdn, respectivamente, valores muy inferiores a los

alcanzados para acetona y etanol (Anexo 8).

El efecto del solvente sobre la extraccion de capsantina desde hojuelas de pimenton se deberia a
las distintas caracteristicas fisico-quimicas de cada solvente utilizado como: peso molecular,
viscosidad dinamica, habilidad de mezclarse con el agua y grado de polaridad que a medida que
aumenta, también aumenta la cantidad de pigmento extraido (Amaya et al., 1997). La
temperatura es otra variable que influye en el proceso de transferencia de los pigmentos al
solvente debido a que disminuye la viscosidad del solvente junto a cambios en la estructura
celular de la matriz bioldgica del pimentén. Sin embargo, una temperatura excesiva puede
provocar pardeamiento del material. Una temperatura de 40° C se ha establecido como
temperatura 6ptima para la extraccion de los pigmentos presentes en el pimenton (Rafajlovska

etal., 2007).

El contenido de capsantina en el extracto de hojuelas de pimentén saponificado utilizando el
método convencional (A) fue de 1620 + 85 ug/g de hojuelas de pimenton, similar al contenido
reportado por Minguez-Mosquera y Hornero-Méndez (1994¢) y Pérez-Galvez et al. (2007) en
paprika en polvo (1590 = 61 y 1510 + 29 pg/g polvo, respectivamente) y superior al contenido
reportado por Minguez-Mosquera et al. (1994a) en pimenton fresco durante la primera cosecha

(635,78 ug/g pimentdn fresco).

En la Figura 5 se muestra el contenido de capsantina en el extracto de hojuelas de pimenton
aplicando el método de extraccion y saponificacion simultanea (B) comparado con el método de
extraccion convencional (A). El contenido de capsantina en el extracto de hojuelas de pimenton
aplicando el método convencional (A) fue significativamente superior (p < 0,05) al método de
extraccion (B) utilizando acetona, acetato de etilo y hexano. Sin embargo, no se encontraron
diferencias significativas (p > 0,05) entre el método convencional (A) y el método (B) con

etanol.
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Figura 5: Contenido de capsantina aplicando el método de extraccion y saponificacion

simultanea con distintos solventes (300 minutos) y el método convencional.

En acuerdo con este estudio, Rafajlovska et al. (2007) y Martin et al. (2006), encontraron que la
acetona fue un buen solvente de extraccion para capsantina sin saponificar desde pimenton seco,
debido a su alta capacidad de mezclarse con el agua de la matriz y su baja viscosidad dinamica
que facilita la extraccion de los pigmentos carotenoides. Sin embargo, Santamaria et al. (2000)
y Cardona et al. (2006), propusieron utilizar etanol para extraer capsaicinoides de aji seco y
licopeno en tomate seco, respectivamente, porque el etanol presenta un mayor rendimiento
debido a la alta solubilidad de los compuestos grasos y carotenoides, pero se co-extraen otras

sustancias diferentes a los carotenoides, conduciendo a un alto rendimiento en la extraccion de

la oleorresina.

De acuerdo a los resultados, se selecciond el método convencional (A), que si bien consume
tiempo permite realizar la extraccion de capsantina desde una mayor cantidad de hojuelas y

resulta economico por la menor cantidad de solvente a utilizar durante la extraccion.

3.3 Caracterizacion de las oleorresinas

La Tabla 4 muestra el contenido de capsantina y o-tocoferol (a-TOH) en las oleorresinas de

hojuela de pimenton.
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Tabla 4. Contenido de capsantina y a-tocoferol en las oleorresinas de hojuelas de
pimenton.

Oleorresina a-tocoferol Capsantina
(mg/100 g de (ng/g
oleorresina) oleorresina)

Aceite de girasol 46+0,4° nd

oC 46+2,4° 74,6 +£ 0,03 c

(0N 62+0,5° 92,9+0,05a

0SS 54+03° 85,9+ 0,04 b

OS: oleorresina saponificada; OSS: oleorresina sin saponificar; OC: oleorresina de capsantina aislada; nd: no
detectado; *Letras distintas indican diferencias estadisticamente significativas (p < 0,05) entre oleorresinas.

El contenido de o-TOH en la oleorresina saponificada (OS) y sin saponificar (OSS) fue
significativamente mayor con respecto al aceite de girasol y la oleorresina de extracto de
capsantina aislada (OC) (Anexo 9.8). Estos resultados son esperables debido a que en el
procedimiento de separacion de capsantina por columna abierta se pierde el a-TOH que esta

presente en forma natural en el pimenton.

La cantidad de a-TOH presente en los extractos estudiados de pimentdon es superior a lo
reportado para espinacas, esparragos, aji rojo (Daood et al., 1996) y pimentén en materia fresca

(Kanner et al., 1979; Ching y Mohamed 2001).
3.4 Microencapsulacion de las oleorresinas

En las Tablas 5 y 6 se observan los resultados del disefio Composito central, centrado en la cara,
para la encapsulacion de oleorresinas de extracto de hojuelas de pimenton saponificado (OS-C)
y sin saponificar (OSS-C) con Capsul® por secado por atomizacion. Los resultados se presentan
como porcentaje de capsantina superficial, eficiencia de encapsulacion y recuperacion de

capsantina.
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Tabla 5. Eficiencia de encapsulacion de capsantina de acuerdo al disefio composito central
centrado en la cara para oleorresina de extracto de hojuelas de pimentén saponificado
encapsulado con Capsul® (OS-C).

Eficiencia
Relacion Encapsulacion Recuperacion
Oleorresina/ Temperatura  Capsantina superficial capsantina capsantina
Capsul® (°C) (% +DE) (% + DE) (% + DE)
1:1 150 57,5+ 2,6 42.5+2.6 32,7413
1:1 175 64,9+ 44 35,1+4.4 31,9+ 1,3
1:1 200 59,9+ 0,4 40,1 + 0,4 31,9+0,2
1:2 150 33,3+0,4 66,7 + 0,4 54,6 + 0,4
1:2 175 32,4+49 67,6 4,9 52,6 1,7
1:2 175 33,6 £0,2 66,4 + 0,2 502+ 1,1
1:2 200 26,8 +4,7 732447 55,9+ 1,3
1:3 150 16,0 = 0,9 84,0+ 0,9 74,5 +2.5
1:3 175 143+15 85,7+ 15 71,1 £0,3
1:3 200 169+ 1,5 84,4 +33 74,5+ 1,8

DE: desviacion estandar

Tabla 6. Eficiencia de encapsulacion de capsantina de acuerdo al disefio composito central
centrado en la cara para oleorresina de extracto de hojuelas de pimenton sin saponificar
encapsulado con Capsul® (OSS-C).

Eficiencia
Relacion Capsantina Encapsulacion Recuperacion
Oleorresina/  Temperatura superficial capsantina capsantina
Capsul® (°C) (% +DE) (% + DE) (% + DE)
1:1 150 47,0 +0,7 53,0+ 0,7 28,6 + 0,6
1:1 175 52,6 +2.8 474428 28,0 0,5
1:1 200 61,9+ 0,3 38,1 +0.,3 29,6 +2.,0
1:2 150 424406 57,6 £ 0,6 55,9 +0,1
1:2 175 32,3+0,3 67,7+0.,3 54,6 +0,5
1:2 175 32,712 673+1.2 57,7425
1:2 200 30,5+ 1,2 69,5+ 1,2 58,4+12
1:3 150 9,3+0,3 90,7 0,3 65,125
1:3 175 10,7 +2.4 89,3 + 2.4 69,6+ 1,1
1:3 200 8,4+0,4 91,6 £ 0,4 69,9 2.5

DE: desviacion estandar

En los sistemas OS-C, OSS-C el contenido de capsantina superficial vario entre 14,3% -64,9%y

8,4%-61,9%, respectivamente; la eficiencia de encapsulacién de capsantina vario entre 35,1%-
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85,7% y 38,1%-91,6%, respectivamente y la recuperacion de capsantina entre 31,9%-74,5% y
28,0%-69,9%, respectivamente.

En los sistemas OS-C y OSS-C a medida que se incremento el contenido de agente encapsulante
disminuy6 el porcentaje de capsantina superficial, mejorando en forma sustancial la eficiencia
de encapsulacion y la recuperacion de capsantina. El mayor contenido de material encapsulante
incrementa la velocidad de formacion de una costra sobre la superficie de las gotas lo que
permite la difusion de agua desde el interior de las microparticulas y aumenta la retencion de
los pigmentos carotenoides (Soottitantawat et al., 2005). Capsul® es un almidén modificado que
posee baja viscosidad, lo que permite una alta incorporacion de solidos en la solucion a secar, lo

que explicaria una mejor retencion del compuesto encapsulado (Reineccius, 1991).

Al utilizar secado por atomizacion se encuentran resultados variables de eficiencia de
encapsulacion de pigmentos carotenoides dependiendo del agente encapsulante empleado. Se
han reportado valores de eficiencia de encapsulacion sobre un 90% para licopeno con goma
arabiga y sacarosa (Larroza y Mercandante, 2007) y para B-caroteno con copolimero de By %
carragenato (Laos et al., 2007), mientras que, valores inferiores a los obtenidos en este estudio
se han reportado para licopeno con gelatina y sacarosa (Shu et al., 2006) y para -caroteno con

maltodextrina (DE 25) (Desobri et al., 1997).

La recuperacion de capsantina después del proceso de secado alcanzé valores de 31,9-74,5% y
28,0-69,9% en los sistemas OS-C y OSS-C, respectivamente. La temperatura de secado y la
velocidad de formacion de la costra son los principales factores que afectan la recuperacion de
pigmentos carotenoides durante el proceso de secado (Gharsallaoui et al., 2007). Por otro lado,
Capsul es un almidén modificado que puede crear una red continua unida por enlaces de
hidrogeno, lo que resulta en la formacion de un gel que atrapa los carotenoides (Loksuwan,
2007). Recuperaciones similares a la de este estudio obtuvieron Robert et al. (2003) al
encapsular mediante secado por atomizacion una oleorresina de rosa mosqueta utilizando
almidon de papa como agente encapsulante, con valores de 71%, 54% y 57% de recuperacion
para B-caroteno, licopeno y rubixantina, respectivamente. Una recuperacion mayor al maximo
de este estudio se obtuvo al encapsular B-caroteno mediante secado por atomizacidén con

almidon modificado de tapioca (82,2%) (Loksuwan, 2007).
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3.5 Microparticulas obtenidas bajo condiciones optimas

La metodologia de Superficie Respuesta se aplicod para optimizar la eficiencia de encapsulacion
de capsantina para los sistemas OS-C y OSS-C, considerando las formas lineales, cuadraticas e
interaccion de las variables independientes (temperatura y relacion oleorresina/ Capsul®) para

cada sistema estudiado.

La degradacion de capsantina se ha asociado con reacciones de oxidacion y/o degradacion
inducidas por la temperatura, sin embargo, la temperatura de entrada al secador en su forma
lineal, cuadratica y su interaccion con la relaciéon oleorresina/Capsul® no presentaron un efecto
significativo sobre la eficiencia de encapsulacion de capsantina (p > 0,05) para los dos sistemas

estudiados (OS-C y OSS-C) (Anexo 9.1 y 9.2).

Por otro lado, la variable relaciéon oleorresina/Capsul® en su forma lineal presentd un efecto
significativo sobre la eficiencia de encapsulacion de capsantina (p < 0,05) para los sistemas OS-
C y OSS-C (Anexo 9.1 y 9.2). Al analizar el grafico de Pareto se observa que hay un efecto
positivo de la relacion oleorresina/Capsul® sobre la eficiencia de encapsulacion. El componente
cuadratico de la relacion oleorresina/Capsul® solo fue significativo en el sistema OS-C. El valor
1” ajustado indica que el modelo explica el 97,3% y 90,6% de la variabilidad en la eficiencia de

encapsulacion en los sistemas OS-C y OSS-C, respectivamente.

Las Figuras 6 y 7 muestran los graficos de Superficie Respuesta estimada para el disefio
composito central centrado en la cara para los sistema OS-C y OSS-C, respectivamente. En
estas figuras se observa que en la medida que se incrementa la relacion oleorresina/Capsul,
mejora la eficiencia de encapsulacion de capsantina. La temperatura no ejerce un efecto
significativo sobre la eficiencia de encapsulacion, sin embargo, a mayores temperaturas de
secado mejora la retencion de capsantina debido a un aumento en la velocidad de secado,

reduciendo el tiempo de residencia de los pigmentos carotenoides (Rosenberg et al., 1990).
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Figura 6. Grafico de Superficie Respuesta estimada para el disefio composito central
centrado en la cara para el sistema OS-C.
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Figura 7. Grafico de Superficie Respuesta estimada para el disefio composito central
centrado en la cara para el sistema OSS-C.

29



En la Tabla 7 se presentan las condiciones Optimas de elaboracion de las microparticulas de los
sistemas OS-C y OSS-C. Para el sistema OC-C se consideraron las mismas condiciones optimas

de los sistemas anteriores.

Tabla 7. Condiciones y caracterizacion de las microparticulas obtenidas bajo condiciones
optimas para los sistemas OS-C, OSS-C y OC-C.

Relacion Eficiencia
Oleorresina/ Temperatura Capsantina Encapsulacion Recuperacion
Sistemas Capsul® de entrada  superficial de capsantina de capsantina
(9] (% +DE) (% = DE) (% = DE)
0OS-C 1:3 200 16,9 +1,5° 83,1 £1,5° 74,5 £1,8°
0OSS-C 1:3 200 8,4 +0,3° 91,6 £ 0,3" 69,9 £ 2,5°
0oC-C 1:3 200 11,2+£04"  888+04" 68,2 +0,2"

OS-C: oleorresina saponificada-Capsul®; OSS-C: oleorresina sin saponificar-Capsul®; OC-C: oleorresina
capsantina aislada-Capsul®. *Letras distintas en columnas, indican diferencias significativas (p < 0,05)

El porcentaje de recuperacion no mostrd diferencias significativas (p>0,05) entre los sistemas
estudiados, porque las microparticulas se prepararon utilizando las mismas condiciones
optimas de oleorresina/Capsul y temperatura de entrada al secador, siendo el efecto del tipo de
oleorresina el principal efecto a evaluar. Asi, los resultados muestran que los sistemas donde la
capsantina estaba libre (OS-C y OC-C) presentaron una eficiencia de encapsulacion
significativamente menor (p<0,05) con respecto al sistema OSS-C (Anexo 9.5), mostrando que
los acidos grasos que esterifican a la capsantina en el sistema OSS-C favorecen su interaccion

con los sitios hidrofébicos del Capsul®, disminuyendo el porcentaje de superficiales.

En la Tabla 8 se presenta el contenido de humedad y tamafo de las microparticulas de los

sistemas OC-C, OS-C y OSS-C obtenidas bajo condiciones optimas.

Tabla 8. Contenido de humedad y tamafio de las microparticulas de los sistemas OC-
OS-C y OSS-C, obtenidas bajo condiciones optimas.

Sistema Humedad Tamaiio de particula
(e £ DS) D(3,2) (um)
ocC-C 5,3+0,10° 3.9
OSS-C 5,6 +£0,20* 3,9
0S-C 3,4+0,09° 4.4

OS-C: oleorresina saponificada-Capsul®; OSS-C: oleorresina sin saponificar-Capsul®; OC-C: oleorresina
capsantina aislada-Capsul®. *Letras distintas indican diferencias significativas entre sistemas (p < 0,05).

30



La humedad presentdé un rango de 3,4 a 5,6% (Anexo 9.4), que se encuentra dentro del rango
esperado para microparticulas elaboradas utilizando secado por atomizacion como método de

encapsulacion, permitiendo asegurar la calidad microbioldgica de las microparticulas.

Como se observa en la Tabla 8 el tamafio de las microparticulas elaboradas en condiciones
optimas se presenta de acuerdo al valor D (3,2), el cual fluctud entre 3,9 y 4,4 pm y esta dentro
de los rangos reportados en la literatura en procesos de secado por atomizacion (Gharsallaoui

etal., 2007).

Tamafios de particula dentro del rango encontrado en este estudio se han reportado para
microparticulas de oleorresina de pimienta negra con almidén modificado (Shaikh et al., 2006)
y licopeno con una mezcla de gelatina y sacarosa (Shu et al., 2006), con rangos de 1,38-24 um,
5-15 pm y 2-15 pm, respectivamente. Rangos de tamafio de particula mas amplios se
encontraron en microparticulas de oleorresina de pimenton con granulos porosos de almidon
de arroz/gelatina (2-60 um) y con goma arabiga (2-50 um) (Santos et al., 2005); B-caroteno
con almidoén de tapioca modificado (75-150) um, almidon de tapioca nativo (106-250 um) y
maltodextrina (DE 24) (106-250 pm) (Loksuwan, 2007); d-limoneno con goma arabica,
maltodextrina y mezclas de ambas utilizando como emulsificante éster de sacarosa, éster de

poliglicerol y pectina de remolacha azucarera (13,8-35,1 pm) (Paramita et al., 2010).

La Figura 8 (A, B, C) muestra las curvas de distribucion de tamafio para las microparticulas de
los sistemas OC-C, OS-C y OSS-C obtenidas bajo condiciones 6ptimas, respectivamente. La
distribucion de tamafio para los tres sistemas estudiados fue unimodal, con particulas en solo

un rango de tamao.
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Figura 8: Distribucion de tamafio de particula para las microparticulas de los
sistemas OC-C (A), OS-C (B) y OSS-C (C) obtenidas bajo condiciones 6ptimas.

La Figura 9 (A, B y C) muestra las fotografias por microscopia electronica de barrido (SEM) de
las microparticulas de los sistemas OC-C, OS-C y OSS-C, obtenidas bajo condiciones optimas,

respectivamente.

En los tres sistemas se observan microparticulas con forma esférica y paredes lisas, junto a
microparticulas con superficie contraida. Ambos tipos de microparticulas presentan paredes
continuas y aparentemente sin presencia de fisuras o grietas. La formacion de microparticulas
con abolladuras es una caracteristica usual del secado por atomizacion. El encogimiento de las

particulas durante el proceso de secado se puede producir a bajas o altas temperaturas de
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entrada al secador (Alamilla-Beltran et al., 2005). A bajas temperaturas, existe una menor
difusion del agua y las particulas tienen mas tiempo para encogerse, mientras que a altas
temperaturas, la rapida evaporacion del agua y la alta presion en el interior de las particulas,

también produce encogimiento.

Figura 9. Microfotografias SEM para las microparticulas de los sistemas OC-C (A); OS-C
(B) y OSS-C (C), obtenidas bajo condiciones optimas (Mag. 300 Kx).

Una morfologia similar se observo en microparticulas de B-caroteno con almidén de tapioca
modificado, almidén de tapioca nativo y maltodextrina (24 DE) como agentes encapsulantes
(Loksuwan, 2007), de licopeno con Capsul (Rocha et al., 2012), de oleorresina de comino con

goma arabica, maltodextrina (18 DE) y almidon modificado (Hi Cap-100) (Kanakdande et al.,
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2007), de 1-mentol con Capsul® y Hi Cap-100 (Soottitantawat et al., 2005) y de oleorresina de
pimienta negra con goma arabica y Hi Cap-100 (Shaikh et al., 2006).

A diferencia de lo encontrado en este estudio, Santos et al. (2005) y Soottitantawat et al. (2005)
reportaron que las microparticulas preparadas con goma arabiga presentaron mayores
abolladuras que las microparticulas obtenidas con Capsul®, Hi Cap-100 y almidén de arroz.
Ademas, Krishnan et al. (2005b) encontraron que las microparticulas preparadas con almidon de
arroz-gelatina presenta intersticios y poros, debido a que la gelatina no forma una pelicula
continua en la superficie comprometiendo su capacidad de actuar como material de barrera,
similar a lo reportado en la encapsulacion de oleorresina de cardamomo utilizando Hi Cap-100 y

maltodextrina.

La morfologia de las microparticulas depende de diferentes parametros que intervienen en el
secado como: temperatura de alimentacion al secador, temperatura del aire de entrada al secador

y solvente utilizado entre otros factores (Kosaraju et al., 2006).
3.6 Estudio de estabilidad de capsantina

La cinética de degradacion de capsantina fue monitoreada durante el almacenamiento de las
microparticulas de los sistemas OC-C, OS-C y OSS-C obtenidas bajo condiciones 6ptimas a 40,
50 y 70° C. Se determind el orden de la reaccion, constantes de velocidad, vida media y

parametros termodinamicos.

La Figura 10 (A, B, C) muestra el logaritmo natural del porcentaje de retencion de capsantina
versus tiempo (h) para las microparticulas de los sistemas OC-C, OS-C y OSS-C obtenidas bajo
condiciones 6ptima, almacenadas a 40, 50 y 70° C. A partir de la pendiente de estos graficos, se
obtuvieron las constantes de velocidad de degradacion de capsantina para cada sistema y

temperaturas estudiadas.
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Figura 10. Cinética de degradacion de capsantina para las microparticulas de los sistemas
OC-C (A), OS-C (B), OSS-C (C) obtenidas bajo condiciones éptimas ®(40°C), o (50°C) y
A(70°C).
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El coeficiente de determinacion (R?) se utilizd como criterio para determinar el orden de
reaccion. La degradacion de capsantina en los tres sistemas siguié una cinética de primer orden
a las tres temperaturas estudiadas. Resultados similares se reportaron para: oleorresina de
pimenton (Jarén-Galan y Minguez Mosquera, 1999; Rascon et al., 2011), extracto de pimenton
disuelto en agua (Shin et al., 2001) y solucion estandar de capsantina esterificada y no
esterificada (Pérez-Galvez y Minguez-Mosquera, 2002b). La misma cinética de degradacion se
reportd para B-caroteno (Ramoneda et al., 2011), y para trans-p-caroteno, trans-licopeno y
trans-rubixantina (Robert et al., 2003). Contrariamente, en oleorresina de paprika
microencapsulada se encontrdé una cinética de degradacion de carotenoides de segundo orden

(Beatus et al., 1985).

La Tabla 9 muestra las constantes de velocidad de degradacion de capsantina (k) en las
microparticulas de los sistemas OSS-C, OS-C y OC-C obtenidas bajo condiciones Optimas,

almacenadas a 40, 50 y 70° C.

Tabla 9. Constantes de velocidad de degradacion (K) de capsantina en las microparticulas
de los sistemas OSS-C, OS-C, OC-C obtenidas bajo condiciones éptimas, almacenadas a
40,50 y 70° C.

SISTEMAS
Temperatura 0SS-C 0S-C OC-C
(°0) k(h") £ DE k (h") £ DE k (h") £ DE
40 24x10°+£0,9x 10* 24x10°+£28x10* 2,0x10°+£2,8x 10
50 40x10°+3,5x 10 40x10°+2,8x 10 42x10°+1,4x10%
70 23x107+1,6x 107 23x102+1,6x 107 22x10%+£2,1x10™%

OC-C: oleorresina capsantina- capsul; OS-C: oleorresina saponificada-capsul; OSS-C: oleorresina sin saponificar-
capsul. Letras distintas indican diferencias significativas

Un incremento en la temperatura de almacenamiento llevd a un aumento en la constante de
velocidad de degradacion (k) de capsantina en los tres sistemas estudiados. La velocidad de
degradacion de capsantina encontrada es menor a lo indicado para otros carotenoides como
rubixantina, licopeno y B-caroteno encapsulados con almidon y gelatina (Robert et al., 2003),
sugiriendo que la estabilidad de los pigmentos carotenoides depende de su estructura quimica y

de la naturaleza del polimero utilizado como agente encapsulante.
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No se observo isomerizacion de la capsantina durante el estudio de estabilidad de las
microparticulas de los tres sistemas a las tres temperaturas estudiadas, en acuerdo con lo
encontrado por Wagner y Warthesen (1995) para a y B-caroteno encapsulados con almidon

hidrolizado almacenados a temperaturas entre 37 y 65° C.

La velocidad de degradacion de capsantina en las microparticulas con capsantina aislada (OC-
C), saponificada (OS-C) y sin saponificar (OSS-C) no mostrd diferencias estadisticamente
significativas (p>0,05) a cada una de las temperaturas estudiadas (Anexo 9.6), indicando que la
esterificacion de la capsantina no influye sobre la estabilidad de este pigmento. En estudios con
otros carotenoides esterificados con acidos grasos poliinsaturados se observd un aumento en la
constante de velocidad de degradacion debido a que un ambiente mas oxidativo aceleraria la
degradacion de los pigmentos al compararla con las formas sin esterificar (Pérez-Galvez y
Minguez-Mosquera, 2002a). Estas diferencias se podrian atribuir al tipo de acido graso que
esterifica a la capsantina ya que, en pimentoén la capsantina esta esterificada preferentemente

con acidos grasos saturados.

Los estudios acerca del efecto de carotenoides esterificados y no esterificados sobre la
oxidacion de lipidos son controversiales. Goda et al. (1997) y Matsufuji et al. (1998) reportaron
que la capsantina esterificada y no esterificada inhibe la oxidacion por el mismo mecanismo, lo
que sugiere que la habilidad de la capsantina de atrapar radicales libres no es influenciada por la
esterificacion, sino que estaria dada principalmente por la presencia del grupo ceto en su
estructura. Sin embargo, Biacs et al. (1989) reportaron que la capsantina esterificada es mas
estable hacia lipoxigenasas de las semillas que la capsantina no esterificada. Mientras que Jarén-
Galan y Minguez-Mosquera (1997) encontraron que la capsantina diesterificada y el B caroteno

son mas inestables que la capsantina no esterificada.

La Tabla 10 presenta los pardmetros de Arrhenius, vida media y parametros termodindmicos
para capsantina de las microparticulas en los tres sistemas estudiados (OC-C; OS-C; OSS-C)
almacenadas a 40, 50 y 70°C. En la Figura 10 se muestra la linea isocinética de degradacion de

capsantina.
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Tabla 10. Parametros de Arrehenius, vida media, y parametros termodinamicos de
Capsantina en las microparticulas de los sistemas OSS-C, OS-C y OC-C, obtenidas bajo

condiciones 6ptimas.

Sistemas Energia Intercepto R? Vida media Entalpia de Entropia de R?
activacion (In A) calculada a 25°C activacion activacion
(Kcal/mol) (dias = DE) (Kcal/mol) (cal/mol K)
0C-C 17,3 +0,86 21,5+ 1,26* 0,99 62 16,6 = 0,86* -20,9 +£2,51* 0,99
08-C 16,5 + 0,28 20,5 +0,34° 0,98 53 15,9 +0,28° -22,9 4+ 0,68 0,98
0Ss-C 15,9 +0,41° 19,5 +0,69a 0,98 48 15,3+0,42a 24,8+ 1,37* 0,98

OC-C: oleorresina capsantina- capsul; OS-C: oleorresina saponificada-capsul; OSS-C: oleorresina sin saponificar-

capsul.

La entalpia de activacién (AH?) y entropia de activacion (AS”) se obtuvieron de la pendiente e
intercepto, respectivamente del grafico de In (k/T) vs 1/T. El andlisis estadistico no mostrd
diferencias significativas para la energia de activacion, entalpia de activacion y entropia de
activacion entre los sistemas estudiados (OC-C, OS-C y OSS-C) (Anexo 9.7). Pérez-Galvez et
al. (2000) reportaron la misma energia de activacion para la fraccion roja de oleorresina de
pimentén, sin embargo, la entalpia de activacion fue superior y la entropia de activacion

inferior, a lo reportado en este estudio, debido a que la capsorrubina se incluyo en la fraccion

roja y ésta es mas estable que capsantina.

La vida media estimada de capsantina a 25° C wa mayor a lo reportado para microparticulas de
oleorresina de rosa mosqueta encapsulada (Robert et al., 2003), de B-caroteno (7-27 dias a
25°C) (Desobry et al., 1997) y de carotenoides de oleorresina de aji (18-25 dias a 35°C)

(Rodriguez —Huezo et al., 2004), todos utilizando secado por atomizacion como método de

encapsulacion.

Por otro lado es posible observar que a mayor entalpia disminuye la entropia de activacion, la
existencia de dicha inversion supone un punto isocinético que podria conducir matematicamente

a una relacion lineal entre la entalpia y la entropia de activacion como un efecto de

compensacion (Labuza, 1980).

En la Figura 11 se presenta el grafico de entalpia de activacion versus entropia de activacion
(r*= 0,999), que sugiere que la capsantina, independiente de la forma en que se encuentre, se

degrada por un mecanismo similar (Ulgen y Ozilgen, 1991). El mismo efecto fue reportado por



Henry et al. (1998) en la cinética de degradacion oxidativa de licopeno, luteina, 9-Cis y trans-f-

caroteno en aceite de azafran.
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Figura 11. Linea isocinética para degradacion de capsantina.
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4. CONCLUSIONES

En este trabajo se estudio el efecto de la esterificacion de capsantina sobre la eficiencia de
encapsulacion y la estabilidad de capsantina. Los resultados obtenidos mostraron que la

hipétesis y objetivos planteados se cumplieron.

1. En la encapsulacion de oleorresinas de hojuelas de pimentén, la variable relacion
oleorresina/capsul tuvo un efecto significativo sobre la eficiencia de encapsulacion de

capsantina, la cual aumento6 con la mayor incorporacion de Capsul en la formulacion.

2. Las microparticulas con oleorresina de hojuelas de pimentén donde la capsantina se
encuentra esterificada (OSS-C) mostraron una eficiencia de encapsulacion mayor con
respecto a aquellas microparticulas con capsantina sin esterificar (OS-C y OC-C),
sugiriendo que los acidos grasos que esterifican a la capsantina en el sistema OSS-C

favorece su interaccion con los sitios hidrofobicos del Capsul®.

3. Las constantes de velocidad de degradacion de capsantina fueron iguales para los tres
sistemas de microparticulas (OSS-C, OS-C y OC-C) estudiadas, mostrando que la

esterificacion de la capsantina no afecta su estabilidad.

Los resultados obtenidos en este trabajo permitirian el desarrollo de microparticulas de

oleorresina de hojuelas de pimenton con potencial aplicacion como ingredientes funcionales.
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6. ANEXOS
ANEXO 1

PREPARACION DE EXTRACTOS DE CAPSANTINA A PARTIR DE HOJUELAS DE
PIMENTON PELETIZADO

Extraccion 1 (Método de Minguez-Mosquera v Hornero-Méndez, 1993)

1. Para la extraccion se pesaron 2 g de hojuelas de pimentdén deshidratado, las que fueron

molidas en un mortero. Se agregaron 2 g de Celite® para facilitar la molienda.

2. Una vez molidas, se colocaron en un embudo con papel filtro y se fue agregando acetona p.a,
la que fue recolectada en un matraz junto con los pigmentos, hasta que no se observo color en

las hojuelas molidas.

3. Posteriormente los pigmentos que quedaron en la acetona utilizada en el paso 2, fueron
transferidos a éter etilico en un embudo de decantacion, realizando sucesivos lavados con agua
destilada para eliminar la acetona e impurezas. Una vez traspasados los pigmentos a éter etilico,
la mezcla fue tratada varias veces con sulfato de sodio anhidro (Na,SO,) para remover toda el

agua.

4. La fase éter, que contiene los pigmentos en diferentes estados de esterificacion con acidos
grasos, fue saponificada con solucion de KOH-Metanol al 10% por 12 horas en la oscuridad

(relacion fase éter: KOH-Metanol al 10% fue de 50:50).

5. Posteriormente, la fase organica, que contiene los pigmentos saponificados, fue lavada varias

veces con agua destilada hasta pH neutro.

6. Finalmente, la muestra fue filtrada haciéndola pasar por Na,SO,, recolectada y almacenada a

-20°C hasta su analisis.

Extraccion 2 (Método de Hojnik et al., 2008)

1. La extraccion de los pigmentos carotenoides combiné la extraccion con una saponificacion

simultanea.
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2. Se utiliz6 hexano, etanol, acetona 0 etil acetato grado p.a. como solvente (relacion
solvente/materia prima de hojuelas de pimenton 1 L/100 g) y solucion de hidroxido de potasio

al 10% p/v (relacion solucion alcali/materia prima de hojuelas de pimenton, 7,5 mL/g).

3. Se colocaron las hojuelas de pimenton molidas, el solvente y la solucion de saponificacion al
mismo tiempo en un matraz, manteniendo la muestra en agitacion constante y a temperatura de

40° C.

4. Se tom6 1 mL de extracto desde el matraz a los 2, 4, 8, 15, 30, 60, 120, 180 y 300 minutos,

para la elaboracidn de la cinética de extraccion de capsantina saponificada.

5. A las muestras obtenidas en el paso 4 se les realizaron sucesivos lavados con agua destilada,

se filtro en papel filtro y se llevo a sequedad utilizando nitrogeno.
6. Las muestras se mantuvieron congeladas a -20° C hasta su analisis.

7. Los extractos fueron analizadas mediante HPLC, llevandolos a un aforo de 5 ml, 10 ml y 25
ml para que las areas obtenidas estuvieran dentro de la curva de calibracion y se calculd la

concentracion de capsantina saponificada.

49



ANEXO 2
CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA (HPLC)

Se empledé un equipo MERCK HITACHI D-600, con detector L-4250 UV visible y una bomba
L-6200 Intelligent Pump, conectada a un microprocesador y un registrador computarizado. Se

utilizé una columna RP-18 MERCK 3 um.

Las condiciones de trabajo fueron las siguientes: longitud de onda de 450 nm, la fase movil se

presenta en la tabla 1.

Tabla 1. Fase mévil en equipo HPLC

Tiempo min % Acetona % Agua

0 75 25
5 75 25
10 95 5
17 95 5
22 100 0
27 75 25
37 75 25

El flujo fue de 1 mL/min y el volumen de inyeccion de 20 pL.

Calculo de la concentracion

El calculo de la concentracion de capsantina se realizd de acuerdo a la siguiente formula,

utilizando el coeficiente de extincion en acetona (E' = 2300).

X (ng)= A*y(mL)* 10°
A" ¥100

X (ng/g) = X (1g)
peso de la muestra (g)

.« . .y 0, .
Donde X es la concentracion de capsantina, A la absorcion y A" es el coeficiente de
absorcion especifico.
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Curva de calibracion

1. La curva de calibracion de capsantina se preparo a partir de la capsantina aislada por columna
abierta, utilizando un espectofotometro UV-Vis a 460 nm, la concentracion se estimoé utilizando

el coeficiente de extincion en acetona (E'”* = 2300).

2. La solucion stock tuvo una concentracion de 3,48 ug/ml de capsantina, preparandose una
serie de diluciones a partir de esta. La curva de capsantina se construyé utilizando las diluciones
de 1,04, 1,96, 2,48, 3,48 ug/ml. Luego se realizo la regresion lineal graficando el area bajo la
curva versus la concentracion de capsantina. Se obtuvo un coeficiente de correlacion R* =

0,9956 y la ecuacion Y= 110064x — 14938.

400000 -+

350000 - y =110064x - 14938
R?=0,9956

374591

300000 -
250000 -
Area bajo 200000 +
la curva 150000 -
100000 -
50000 -

0 T T

249715
196526

0 0,5 1 15 2 2,5 3 3,5
Concentracion de capsantina (ug/ml)
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ANEXO 3

SEPARACION DE CAPSANTINA POR COLUMNA ABIERTA Y PREPARACION DE
ESTANDAR

1. Los carotenoides obtenidos segun el método descrito por Minguez-Mosquera Yy Hornero-
Méndez (1993) se separaron utilizando una columna de vidrio de 25 cm de largo y 3 cm de

diametro.
2. La columna se sujeté a un soporte metalico mediante pinzas y se aplico vacio.

3. En la columna se coloc6 una mezcla de 6xido de Mg:Celite (1:1) hasta alcanzar una altura de

12 cm, enseguida se afiadieron 2 cm de Na,SO,4 anhidro.

4. Se agregd la fase modvil de iniciacion (éter de petroleo p.a.) hasta que se distribuyo

uniformemente en toda la columna antes de agregar la muestra con los pigmentos.

5. Una vez afiadida la muestra se fue cambiando la fase mévil en polaridad creciente para lograr

una adecuada separacion de los pigmentos carotenoides.

6. Los solventes utilizados fueron: 100% éter de petrdleo (EP), 5% éter etilico en EP, 5-70% de

acetona en EP, 100% acetona, 5% agua en acetona.

7. A cada fraccion se le evaporo el solvente en un evaporador rotatorio y fueron inyectadas para
su identificacion en un equipo HPLC utilizando el método descrito por Minguez-Mosquera y

Hornero-Méndez (1993).
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ANEXO 4
CARACTERIZACION DE LOS ACEITES POR CROMATOGRAFIA DE GASES

Se utiliz6 un cromatdgrafo Hewlett Packard (HP) 5890 serie II con detector FID, integrador
HP 3395, con columna SP-2560, 100 m x 0,25 pum film x 0,20 d.i. (Supelco, USA). Para
preparar los ésteres metilicos se usod el método de la AOCS Ce-2 66, de acuerdo al siguiente

protocolo:

1. Se pesaron 100 mg del extracto de capsantina esterificada, sin esterificar y capsantina aislada
2. Agregar 5 mL de solucion de NaOH 0,5 N

3. Calentar por 5 minutos, luego enfriar.

4. Agregar 5 mL de trifloruro de boro en metanol y calentar por 3 minutos.

5. Enfriar y agregar NaCl saturado

6. Agregar 1.5 mL de hexano y agitar suavemente.

7. Agregar carbon activado a esta solucion y retirar la fase hexano, filtrandola en embudo con

papel filtro y recolectandola en un tubo con tapa. Repetir este proceso 3 veces.

Luego se inyectaron 0.5 microlitros de la fase hexano al cromatografo de gases. La temperatura
inicial del horno fue de 160° C durante tres minutos y luego programada con un incremento de
2° C/min hasta alcanzar 200° C. La temperatura del inyector y la del detector correspondi6 a
240° C. El gas portador correspondié a hidrogeno. La identificacion de cada acido graso se
efectué mediante la determinacion de los tiempos absolutos y relativos de retencion de cada

acido graso, comparado con estandares puros Calbiochem (Merck, Darmstadt, Alemania).
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ANEXO 5
DETERMINACION DE TOCOFEROLES POR HPLC

Reactivos
1-. Hexano HPLC

2-. Estandares de tocoles.

Procedimiento:

Se pesaron 100 mg de aceite filtrado y anhidro, en un matraz ambar aforado de 10 mL, aforando
con hexano HPLC. Se inyectaron 20 pl de la solucion anterior al equipo HPLC con detector de
fluorescencia, de acuerdo al método de la AOCS Ce 8-89. El equipo HPLC estuvo compuesto
de una bomba Merck-Hitachi L-6200 A (Merck, Darmstadt, Alemania), inyector Rheodyne
77251, loop 20 pL, detector de fluorescencia Merck-Hitachi F-1050 acoplado a un computador
con software Clarity. Los peaks fueron detectados a 290 nm (longitud de onda de excitacion) y
330 nm (longitud de onda de emision). Se utilizé una columna LiChrocart Superspher Si60 (250
x 4di, Sum Merck, Alemania). La fase mévil correspondié a 2-propanol en hexano (0,5:99,5
v/v) con un flujo de ImL/min. La identificacién y cuantificacion de tocoferoles se realizd

usando un estandar Calbiochem (Merck, Darmstadt, Alemania).

La identificacion y cuantificacion se realizdé por comparacion con los estandares de tocoferoles

de concentracion conocida, mediante la siguiente formula:

Ppm Tocol=(ax Cx V xd)/ (A x P); donde:
a= Area del peak del tocol en la muestra

C= Conc. Del tocol en el estandar (ug/ml)
V= Volumen del matraz aforado (ml)

D= Factor de dilucion (si correspondiera)
A= Area del peak del tocol en el estandar

P=Peso de la muestra (g)
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ANEXO 6

PREPARACION DE LAS DISPERSIONES PARA MICROENCAPSULACION

1. Para preparar 100 g de emulsion se utilizo un vaso de precipitado de 250 ml. Se prepararon
emulsiones que contenian Capsul®, agua y oleorresina, empleando en los experimentos una
relacion oleorresina/agente encapsulante 1:1 (10% de oleorresina, 10% de Capsul® y 80% de
agua); 1:2 (10% de oleorresina, 20% de Capsul® y 70% de agua) y 1:3 (10% de oleorresina,
30% de Capsul® y 60% de agua), correspondiente a un contenido teorico de un 50%, 33% y

25% de oleorresina en el polvo obtenido, respectivamente.

2. La emulsion se prepard calentando el agua hasta 70° C y se fue agregando lentamente el
Capsul ® hasta su completa disolucion que demor6 aproximadamente 30 minutos y durante ese

tiempo fue mantenida en agitacion constante con un iman rotatorio.

3. Una vez disuelto el encapsulante, se enfrido la solucion de Capsul®, colocando el vaso
precipitado en agua fria, hasta que alcanzé la temperatura ambiental. Se retird el iman del vaso
precipitado y posteriormente se afiadio la oleorresina en forma uniforme sobre la solucion de

Capsul ® y agua.

4. La emulsion resultante se homogeneiz6é en un homogenizador IKA modelo 750, Alemania

segun las siguientes condiciones:
- 15000 revoluciones por minuto (rpm) por 2 minutos
- 19000 rpm por 2 minutos.
- 22000 rpm por 1 minuto

y fue alimentada a un secador “spray”.
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ANEXO 7

CARACTERIZACION DE LAS MICROPARTICULAS OBTENIDAS BAJO
CONDICIONES OPTIMAS

Contenido de capsantina superficial

Para la determinacion de capsantina superficial, se pesaron 100 mg de microparticulas en un
tubo con tapa, al cual se agregaron 3 mL de hexano:éter etilico (50:50) grado p.a. Se agitod en
forma manual por 30 segundos. Una vez que el polvo decantd se retiro el sobrenadante, que
contenia la capsantina superficial, con pipeta pasteur llevandolo a sequedad con Nitrogeno
liquido. Posteriormente ese sobrenadante se disolvié en éter etilico y se saponificd segun
método descrito por Minguez-Mosquera Y Hornero-Méndez (1993). La determinacion del
contenido de capsantina se realizé por HPLC segtin el método descrito por Minguez-Mosquera

y Hornero-Méndez (1993).

Contenido de capsantina total

Para la determinacion de capsantina total, se pesaron 100 mg de polvo en un tubo con tapa, se
agregd 1 mL de agua bidestilada, homogeneizandolo en agitador eléctrico Vortex® (Cenco
Instrument B.V. Breda, Holanda) durante 1 minuto. Posteriormente se agregaron 2.5 ml de
acetato de etilo, 2.5 mL de etanol, 2.5 mL de hexano y 2.5 mL de agua bidestilada, se
homogeneizo6 en forma manual y se centrifugaron los tubos a 3000 rpm durante 2 minutos para
posteriormente retirar el sobrenadante con pipeta pasteur el que fue depositado en un matraz de
corazon, esta operacion fue repetida hasta que no se observd presencia de color en el residuo
que quedod en el tubo. Posteriormente se evapord el solvente del matraz de corazén en un
evaporador rotario a 40° C y la muestra seca se disolvid en éter etilico y se realizd la
saponificacion segun método descrito por Minguez-Mosquera y Hornero-Méndez (1993). La
determinacion del contenido de capsantina se realizd por HPLC segun el método descrito por

Minguez-Mosquera Y Hornero-Méndez (1993).
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ANEXO 8

CONCENTRACION DE CAPSANTINA SAPONIFICADA DURANTE EL
PROCEDIMIENTO DE EXTRACCION Y SAPONIFICACION SIMULTANEA

Tabla 1. Concentracion de capsantina saponificada durante el proceso de extraccién y
saponificacion simultanea desde hojuelas de pimentén deshidratado.

Concentracion de capsantina saponificada (ug/g de hojuela de pimenton)
Solventes de extraccion

Tiempo (min) Acetona Etanol Hexano Etil acetato

0 0 0 0 0

2 631,39 +£29,20 490,85 + 6,43 0 167,88 + 5,74
4 790,45 + 72,38 771,59 £40,33 62,90 +2,36 162,70 +£20,49
8 715,17 £ 54,37 837,97 +£40,33 81,63 £0,31 182,27 £0,12
15 979,00 + 63,82 1090,01 £ 6,40 143,64 = 11,46 192,64 + 10,23
30 868,55 +46,41 1105,82 £16,35 139,18 + 8,61 209,76 £2,10
60 920,12 £16,90 1194,44 + 33,59 153,21 +£5,07 196,72 £ 10,69
120 1049,50 £ 61,17  1235,37+27,87 158,25 +£2,68 243,67 £ 14,64
180 1077,64 + 38,46  1472,05+ 41,64 186,28 £5,92 246,60 + 1,56
300 1258,68 £ 56,77  1489,87 £ 6,56 189,29 + 5,65 254,69 + 2,08
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ANEXO 9
ANALISIS ESTADISTICO

9.1 Diseino de microencapsulacion por secado por atomizacion de oleorresina de pimenton
saponificada (Capsicum annuum L.) utilizando Capsul® como agente encapsulante.

Tabla 1. Analisis de varianza para eficiencia de encapsulacion de capsantina en la
oleorresina saponificada de Capsicum annuum L.

Fuente Suma de Gl Cuadrado F-Ratio P-valor
cuadrados medio

A:temperatura  3,30042 1 3,30042 0,33 0,5942

B: relacion 3102,65 1 3102,65 314,18 0,0001

AA 15,5746 1 15,5746 1,58 0,2775

AB 2,08803 1 2,08803 0,21 0,6695

BB 111,781 1 111,781 11,32 0,0282

Error total 39,5013 4 9,87533

Total (corr.) 3264,22 9

R-cuadrado = 98,7899 por ciento

R-cuadrado (ajustada por gl) = 97,2772 por ciento
Error Estandar de Est. = 3,1425

Error absoluto de la media = 1,65607

Estadistico Durbin-Watson = 2,62514 (P = 0,8310)
Autocorrelacion residual Lag 1 = 0,319961

Diagrama de Pareto Estandarizada para EFICIENCIA DE ENCAPSULACION
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Fig. 1. Grafico de Pareto estandarizado para eficiencia de encapsulacion de capsantina de
microparticulas de oleorresina de pimenton saponificado.
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Tabla 2. Condiciones dptimas para la obtencion de microparticulas en la oleorresina de
pimentén saponificada.

Sistema Relacion oleorresina/Capsul Temperatura (°C)

OS-C 1:3 200

9.2 Diseiio de microencapsulacion por secado por atomizacion de oleorresina de pimenton
sin saponificar (Capsicum annuum L.) utilizando Capsul® como agente encapsulante.

Tabla 3. Analisis de varianza para eficiencia de encapsulacion de capsantina en la
oleorresina sin saponificar de Capsicum annuum L.

Fuente Suma de Gl Cuadrado Razén-F Valor-P
cuadrados medio

A:temperatura  0,749067 1 0,749067 0,02 0,8876

B: relacién 2951,27 1 2951,27 89,35 0,0007

AA 6,78306 1 6,78306 0,21 0,6739

AB 61,4656 1 61,4656 1,86 0,2442

BB 22,7136 1 22,7136 0,69 0,4536

Error total 132,127 4 33,0318

Total (corr.) 3171,7 9

R-cuadrado = 95,8342 por ciento

R-cuadrado (ajustada por gl) = 90,6269 por ciento
Error Estandar de Est. = 5,74733

Error absoluto de la media = 2,988

Estadistico Durbin-Watson = 1,70023 (P = 0,887)
Autocorrelacion residual Lag 1 = 0,0759568
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Diagrama de Pareto Estandarizada para EFICIENCIA DE ENCAPSULACION
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Fig. 2. Grafico de Pareto estandarizado para eficiencia de encapsulacion de capsantina de
microparticulas de oleorresina de pimento6n sin saponificar.

Tabla 4. Condiciones 0ptimas para la obtencion de microparticulas en la oleorresina de
pimenton sin saponificar.

Sistema Relacion oleorresina/Capsul Temperatura (°C)

OSS-C 1:3 200

9.3 Analisis estadistico de la extraccion y saponificacion simultanea de capsantina

utilizando distintos solventes de extraccion

Tabla 3. Analisis de varianza para los distintos solventes utilizados en la extraccién y
saponificacion simultanea de capsantina a los 300 minutos de extracciéon y comparacion
con el método convencional.

Fuente Suma de Gl Cuadrado Razén-F Valor-P
Cuadrados Medio

Entre grupos  3,80018E6 4 950044, 453,33 0,0000

Intra grupos 10478,6 5 2095,72

Total (Corr.)  3,81065E6 9
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Tabla 4. Test de Tukey de comparacion de los distintos solventes utilizados en la
extraccion y saponificacion simultanea de capsantina a los 300 minutos de extraccion y
comparacion con el método convencional.

Solventes Casos Media Grupos Homogéneos
Hexano 2 189,295 #
Acetato de etilo 2 254,69 A
Acetona 2 1258,68 °
Etanol 2 148987 €
Mét. Convencinal 2 1620,0 ¢

Letras distintas indican diferencias significativas

9.4 Analisis estadistico para comparar el contenido de humedad en las microparticulas de
los sistemas C-C, OS-C y OSS-C obtenidas bajo condiciones optimas

Tabla 5. Analisis de varianza para el contenido de humedad en las microparticulas de los
sistemas C-C, OS-C y OSS-C.

Fuente Suma de Gl Cuadrado Razén-F Valor-P
Cuadrados Medio

Entre grupos  6,06573 2 3,03287 154,74 0,0009

Intra grupos  0,0588 30,0196

Total (Corr.)  6,12453 5

Tabla 6 . Test de Tukey para comparar el contenido de humedad en las microparticulas
obtenidas bajo condiciones 6ptimas en los sistemas C-C, OS-C y OSS-C.

Sistemas Casos Media Grupos
Homogéneos

0S-C 2 335 A

C-C 2 5,28 i

0SS-C 2 5,64 "

Letras distintas indican diferencias significativas
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9.5 Analisis estadistico de superficiales, eficiencia de encapsulacion y recuperacion de
capsantina de las microparticulas obtenidas bajo condiciones 6ptimas en los sistemas C-C,
OS-Cy OSS-C.

Tabla 7. Analisis de varianza para el % de capsantina superficial de las microparticulas
obtenidas bajo condiciones optimas en los sistemas C-C, OS-C y OSS-C.

Fuente Suma de Gl Cuadrado Razén-F Valor-P
Cuadrados Medio

Entre grupos 73,9429 2 36,9714 45,18 0,0058

Intra grupos  2,45485 3 0,818283

Total (Corr.) 76,3977 5

Tabla 8. Test de Tukey para comparar las diferencias en el % de capsantina superficial de
las microparticulas obtenidas bajo condiciones dptimas en los sistemas C-C, OS-C y OSS-

C.
Sistemas Casos Media Grupos Homogéneos
0SS-C 2 842  ©
C-C 2 1,19 °
0S-C 2 16,855 *

Letras distintas indican diferencias significativas

Tabla 9. Analisis de varianza para el % de eficiencia de encapsulacion de capsantina en
las microparticulas obtenidas bajo condiciones 6ptimas en los sistemas C-C, OS-C y OSS-

C.
Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio Razén-F Valor-P
Entre grupos 64,5274 2 32,2637 117,74 0,0014
Intra grupos  0,82205 3 0,274017

Total (Corr.) 65,3495 5

Tabla 10. Test de Tukey para comparar las diferencias en el % de eficiencia de
encapsulacion de capsantina en las microparticulas obtenidas bajo condiciones éptimas en
los sistemas C-C, OS-C y OSS-C.

Sistema Casos Media Grupos Homogéneos
0S-C 2 83,665
C-C 2 88,81 °B
0SS-C 2 91,58 €

Letras distintas indican diferencias significativas
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Tabla 11. Analisis de varianza para % de recuperacion de capsantina de las
microparticulas obtenidas bajo condiciones 6ptimas en los sistemas C-C, OS-C y OSS-C.

Fuente

Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio Razén-F Valor-P

Entre grupos
Intra grupos
Total (Corr.)

43,1923 2 21,5961 6,63 0,0792
9,7657 3 3,25523
52,958 5

9.6 Analisis estadistico para el estudio de estabilidad de capsantina a 40,50 Y 70° C

Tabla 12. Analisis de varianza de la velocidad de degradacion de capsantina en las
microparticulas obtenidas bajo condiciones 6ptimas de los sistemas C-C, OS-C y OSS-C

mantenidas a 40° C.

Fuente Suma de Gl Cuadrado Razoén-F Valor-P
Cuadrados Medio

Entre grupos  2,8E-7 2  1,4E-7 2,63 0,2193

Intra grupos  1,6E-7 3 5,33333E-8

Total (Corr.) 4,4E-7 5

Tabla 13. Analisis de varianza de la velocidad de degradacion de capsantina en las
microparticulas obtenidas bajo condiciones éptimas de los sistemas C-C, OS-C y OSS-C

mantenidas a 50° C

Fuente

Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio Razén-F Valor-P

Entre grupos
Intra grupos
Total (Corr.)

4,33333E-8 2 2,16667E-8 0,29 0,7678
2,2E-7 3 7,5E-8
2,68333E-7 5

Tabla 14. Analisis de varianza de la velocidad de degradacion de capsantina en las
microparticulas obtenidas bajo condiciones 6ptimas de los sistemas C-C, OS-C y OSS-C

mantenidas a 70° C.

Fuente

Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio Razéon-F Valor-P

Entre grupos
Intra grupos
Total (Corr.)

0,0000014633 2 7,31667E-7 0,41 0,6956
0,000005345 3 0,00000178167
0,00000680833 5
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Tabla 15. Analisis de varianza energia de activacion de capsantina en las microparticulas
de los sistemas C-C, OS-C y OSS-C.

Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio Razon-F Valor-P
Entre grupos  1,77103 2 0,885517 2,69 0,2144
Intra grupos  0,98845 3 0,329483

Total (Corr.)  2,75948 5

Tabla 16. Analisis de varianza entalpia de activacion de capsantina en las microparticulas
de los sistemas C-C, OS-C y OSS-C.

Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio Razon-F Valor-P
Entre grupos  1,77053 2 0,885267 2,7 0,2131
Intra grupos  0,98215 3 0,327383

Total (Corr.)  2,75268 5

Tabla 17. Analisis de varianza entropia de activacion de capsantina en las microparticulas
de los sistemas C-C, OS-C y OSS-C.

Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio Razéon-F Valor-P
Entre grupos 15,4514 2 7,72572 2,68 0,2153
Intra grupos  8,6633 3 2,88777

Total (Corr.) 24,1147 5

Tabla 18. Analisis de varianza vida media de capsantina en las microparticulas de
los sistemas C-C, OS-C y OSS-C.

Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio Razon-F Valor-P
Entre grupos 350,661 2 175,331 5,96 0,0902
Intra grupos 88,3179 3 3,29,4393

Total (Corr.) 438,979 5

9.7 Analisis estadistico para el contenido de tocoferoles en la oleorresina de pimenton
saponificada, sin saponificar y capsantina aislada

Tabla 19. Analisis de varianza para el contenido de tocoferoles presentes en la olerresina
de Capsicum annuum L. saponificada, sin saponificar y capsantina aislada.

Fuente Suma de Gl Cuadrado Razén-F Valor-P
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Cuadrados Medio

Entre grupos 248,111 2 124,055 59,24 0,0039
Intra grupos  6,28185 3 2,09395
Total (Corr.) 254,392 5

Tabla 20. Test de Tukey de comparacion del contenido de tocoferol presente en las
oleorresinas de Capsicum annuum L. saponificada, sin saponificar y capsantina aislada.

Oleorresinas Casos Media Grupos Homogéneos
Capsantina aislada 2 459 A
Sin saponificar 2 53,965 °
Saponificada 2 61,65 ¢

*Letras distintas indican diferencias significativas
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