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RESUMEN

Se realiz6 una recopilacion, consolidacion y andlisis sobre los procesos de extraccion,
estabilizacion y pruebas de estabilidad de las antocianinas con miras a ser usadas como
colorante natural. Se inicié con una busqueda y sistematizacion de informacién de
dichos temas en bases de datos reconocidas con publicaciones que fueran mayores al
afio 2000. En total se revisaron 200 publicaciones entre articulos y reviews. Se
identificaron las metodologias de extraccion mas reportadas (extraccion por solvente
y extraccion por ultrasonido), sus condiciones de evaluacidn (solventes, tiempos,
temperaturas, entre otros) y su efecto sobre la calidad del extracto. También se realizd
el mismo analisis para los procesos de estabilizacion, encontrando que la
microencapsulacion es la tecnologia mas reportada, seguido de la copigmentacion. La
liofilizacion y el secado por aspersion fueron las tecnologias de microencapsulacion
mas reportadas. De estas dos tecnologias se definieron las condiciones méas reportadas
y su efecto en la calidad de la estabilizacion. Se encontraron estudios que evaluaron la
estabilidad de las antocianinas después del proceso de extraccion y estabilizacion con
buenos resultados que abren las expectativas de encontrar nuevas fuentes de colorantes

naturales a través de las antocianinas.



ABSTRACT

“Anthocyanins: Literature review of sources, processing technologies and
potential as a natural food colorant™

A compilation, consolidation, and analysis of the processes of extraction, stabilization
and stability tests of anthocyanins to be used as a natural colorant was carried out. We
started with a search and systematization of information on these topics in recognized
databases with publications older than year 2000. A total of 200 publications were
reviewed, including articles and reviews. The most reported extraction methodologies
(solvent extraction and ultrasound extraction), their evaluation conditions (solvents,
times, temperatures, among others) and their effect on the quality of the extract were
identified. The same analysis was also performed for stabilization processes, finding
that microencapsulation is the most reported technology, followed by
copigmentation. freeze drying and spray drying were the most

reported microencapsulation technologies. From these two technologies, the most
reported conditions and their effect on stabilization quality were defined. Studies were
found that evaluated the stability of anthocyanins after the extraction and stabilization
process with good results that open expectations of finding new sources of natural

colorants through anthocyanins.



1. INTRODUCCION

1.1. Colorantes: definicion

Los colorantes son sustancias que incorporan determinadas longitudes de onda y tienen
la capacidad de adherirse a otras sustancias dandoles color, gracias a una estructura
dentro de la molécula conocida como cromoforo (Delgado-Vargas et al., 2010). El
color es el resultado de propiedades de superficie, propiedades de transmision y
propiedades de emision de un objeto y estos factores relacionados llevan a la mezcla
de longitudes de onda de luz que se emiten desde una determinada superficie y son

aceptadas por el ojo humano (Chattopadhyay et al., 2008).

Se encuentran 4 tipos de clasificacion de colorantes, por su origen, por la estructura
quimica del cromdéforo, por las caracteristicas estructurales de colorante natural y por

su solubilidad:

1. Por su origen, esto teniendo en cuenta la fuente de donde proviene, pueden ser:
= Naturales

= |dénticos al natural

= Sintéticos

2. Por la estructura quimica del croméforo (Delgado-Vargas et al., 2010):

Cromdforos con sistemas conjugados

Porfirinas coordinadas con metales.



3. Por las caracteristicas estructurales de los pigmentos naturales (Delgado-
Vargas et al., 2010)

= Derivados del tetrapirrol: clorofilas
= Derivados del Isoprenoide: carotenoides
= Compuestos N- Heterociclicos diferentes del tetrapirrol.
= Derivados del benzopirano: antocianinas y algunos flavonoides.
» Quinonas: Benzoquinona.
= Melaninas.

4. Por su solubilidad (Amchova et al., 2015):
= Solubles.
= Insolubles.

1.2.¢Por qué se usan los colorantes en la industria de alimentos?

Los colorantes son adicionados a los alimentos por las siguientes razones: (i) buscando
compensar un color ya existente el cual desaparecié o disminuy6 su intensidad debido
al proceso productivo o almacenamiento, (ii) minimizar las variaciones entre lotes, (iii)
potenciar un color o hacerlo mas atractivo, (iv) adicionar color a un producto que no
lo tiene (Amchova et al., 2015; Juan, 2013; Lakshmi, 2014), (v) para proteger el sabor
y las vitaminas que sean susceptibles a la luz (haciendo un soporte de pantalla de luz)
(Chattopadhyay et al., 2008) o (vi) por otra condicién especial de estrategia de venta
o diferenciacion que sea requerida para lograr el objetivo que es que el cliente compre

el producto (Lakshmi, 2014).

1.1. Legislacion de colorantes



En primer lugar, el Codex Alimentarius cuenta con una serie de normas generales para
aditivos alimentarios, las cuales busca armonizar las normas internacionales sobre
aditivos, este organismo identifica los aditivos alimentarios bajo un Sistema
Internacional de Numeracion (INS) que contiene en la lista de ingredientes de uso

alimentario a los colorantes identificados con un nimero de 3 cifras.

En cuanto a la Union Europea, por medio de la EFSA se realiza un dictamen cientifico
de los colorantes, que incluye informacion sobre especificaciones quimicas y técnicas
del colorante, descripcion del proceso de fabricacién, métodos analiticos utilizados
para la determinacion, reactividad quimica con los alimentos, resumen de la
autorizacion de uso actual, rango de dosis, informacion toxicocinética (absorcion,
distribucion, metabolismo y excrecion), datos toxicolégicos como toxicidad oral
aguda, toxicidad subcronica, y crénica, carcinogenicidad, genotoxicidad, toxicidad
para el desarrollo y la reproduccion e hipersensibilidad a la sustancia (Amchova et al.,
2015). En esta region debe cumplirse con el reglamento CE1333/2008 para que un
colorante pueda ser usado. En cuanto a la identificacion los colorantes aprobados se

registran con una la letra E seguido por un namero del 100 al 199 (Carmona, 2013).

En Estados Unidos los colorantes son regulados por la FDA y se clasifican en dos,
colorantes certificados y colorantes libres de certificacion, los primeros son producidos
sintéticamente y se identifican con un prefijo FD&C o D&C, el color y un namero,
ejemplo: FD&C Yellow N° 6, este es tartrazina, los segundos incluyen pigmentos de

origen natural (Carmona, 2013).



En cuanto a Chile, en el reglamento sanitario de los alimentos se tiene una lista que
define los colorantes que pueden ser adicionados a productos alimenticios (articulo
145). En esta lista se hace referencia al N° SIN (Sistema Internacional de Numeracion),

el nombre segln el Codex, el sindnimo y el limite maximo.

Adicional, en dicha lista se incluye una numeracion de i al iii en la que se referencia
algunas condiciones particulares de uso del colorante. (i) solo se puede usar en
conservas de cerezas, macedonia de frutas y marrosquino, (ii) solo para decoraciones

y (iii) rotular en forma destacada.

1.2. Colorantes artificiales

Los colorantes artificiales son aquellos que no existen naturalmente y son producidos
por sintesis quimica. Han sido ampliamente usados (Amelia et al., 2013) debido a sus
propiedades fisicoquimicas, amplios rangos de color, rendimiento y estabilidad en la
matriz aplicada (Arici et al., 2016) logrando cumplir el objetivo de su aplicacion y es
que los alimentos sean atractivos (Siti Azima et al., 2017). En la Tabla 1 algunos
colorantes artificiales con su nombre comun, sinébnimo y su identificacion en la Unién
Europea.

Tabla 1. Colorantes artificiales, nombre comin y su identificacion en la Unién

Europea.
Nombre comun Sinénimo N° UE Descripcion
Azoico, se presenta en forma de polvo o
. Amarillo E102 granulos. Color naranjo claro, soluble en
Tartrazina

agua e insoluble en etanol.



Azorrubina

Allurared AC

Negro brillante BN

Amarillo creplsculo

Azul brillante

Camoisina

Rojo 40

Nd

Amarillo

0caso

Azul 2

E122

E129

E151

E110

E133

Color rojo a castafio. Es soluble en agua, uso
en amplios valores de pH 3 a 8 y resistente a
la luz.

Azoicos, color rojo oscuro. Buena estabilidad
apH 3 a8, luz y alta temperaturas.

Azoico, color negro. Su presentacion es en
polvo o granulos. Establa a pH 3 a 8 y frente
a la exposicion de la luz.

Azoico, rojo a anaranjado, soluble en agua e
insoluble en etanol. Buena estabilidad a altas
temperaturas, a la luz, y a pH entre 3 — 8.
Azul rojizo, se usa para dar tonalidad
morada. Soluble en agua y escasamente
soluble en etanol. Buena estabilidad a altas
temperaturas.

1.2.1. Problemas de los colorantes artificiales

No es un secreto que de la industria alimentaria, la adicion de colorantes artificiales

es una de las actividades mas controversiales (Gomes et al., 2014; X. Ge et al., 2009).

Se tienen hallazgos de diferentes efectos por diversos autores como: (i) presencia de

compuesto toxicos a los que se les atribuyen efectos como la hipercinesia y las

dificultades de aprendizajes (Sagdic et al., 2013), (ii) desarrollo de alergias en nifios ,

aumento de riesgo de cancer (Gomes et al., 2014), toxicidad (Amelia et al., 2013) y

(iii) reacciones de hipersensibilidad, urticaria, edema y asma (Arici et al., 2016).

De acuerdo con lo anterior, algunos colores rojos han sido prohibidos en algunos

paises: en Estados Unidos se prohibi6 el FD&C Red N°2 (amaranto), el scarlet GN y

ponceau GR en Francia y el Naranja RN en el Reino Unido (Gomes et al., 2014).



1.3. Colorantes naturales

Dentro de esta clasificacion se encuentran aquellos colorantes que tienen como fuente

un origen natural tal como plantas (flores, hojas raices, frutas), animales, minerales y

microorganismos. Dada la creciente bldsqueda de alimentos libres de colorantes

artificiales y la conciencia de los consumidores por consumo de productos que generen

un valor adicional, existe un impulso a la industria e investigadores de todo el mundo

a explorar estas alternativas. Algunos ejemplos de colorantes naturales y sus fuentes

son mostradas en la Tabla 2.

Tabla 2. Ejemplos de colorantes naturales y sus fuentes. (Chattopadhyay et al., 2008;

Sigurdson et al., 2017)

Colorante Fuentes
Clorofila Espinaca
Luteina Tagetes erecta
Licopeno Tomate

Antocianinas aciladas

Antocianinas

Carotenoides

Zanahoria negra

Piel de uva o su extracto,
berries, zanahoria, repollo
Tagetes erecta, Crocus

sativus

Adicional al uso como colorantes, algunos de estos compuestos se les atribuye otras

funciones tales como:



(1) Preservante de alimentos, se ha visto que algunos colorantes como las
antocianinas muestran un papel antagénico frente a algunas bacterias, virus
y hongos protegiendo a los alimentos del dafio.

(i)  Propiedades terapéuticas ya que varios colorantes tienen funciones frente a
diferentes temas asociados a la salud, como trastornos relacionadas con el
estrés (productos de la remolacha roja), propiedades antioxidantes
protegiendo de dafios del envejecimiento, degeneracion muscular y
cataratas seniles ( xantofilas de luteina, zeaxantina y astaxantina), entre

otros (Chattopadhyay et al., 2008).

1.3.1. Problemas de los colorantes naturales

Los colorantes naturales tienen ciertas desventajas vs los artificiales como los
siguientes: (i) la disponibilidad para producir las cantidades demandadas por la
industria no es suficiente en muchos casos (Chattopadhyay et al., 2008), (ii)
generalmente son méas costosos, (iii) se requiere gran cantidad de materia prima para
su produccion, (iv) pueden otorgar algunos sabores desagradables al producto y (v) su
estabilidad es mas susceptible que la de un color artificial a factores como el pH, la
luz, la temperatura u otras condiciones de la matriz en las que es aplicado (Sigurdson

etal., 2017).

En cuanto a la disponibilidad de fuentes para la produccion de colorante naturales esta

es limitada, entendiéndose que son metabolitos secundarios de plantas. Ademas, se



menciona que la agricultura debe seguir centrdndose en la produccion de alimentos
para una poblacion en crecimiento y que los colorantes naturales sin duda no importan

para millones de personas (Delgado-Vargas et al., 2010).

Adicional a esto, Delgado-Vargas et al., (2010) también mencionaron que el nimero
de colorantes investigados que estan aprobados para ser usados en la industria es muy
limitado porque no logran cubrir los requisitos econémicos, legales y de seguridad que
solicitan los gobiernos a los aditivos alimentarios. Muchos investigadores han puesto
sus esfuerzos para obtener colorantes de nuevas fuentes, pero esto ha sido en vano
debido a la dificultad de aprobacion por parte de la Unidn Europea o la FDA (Food

and Drug Administration).

1.3.2. Antocianinas: generalidades

Los polifenoles hacen parte del metabolismo secundario de plantas. Dentro de este
grupo, de los llamados compuestos fendlicos existen una gran variedad que se
caracterizan por tener un anillo aroméatico con uno o mas sustituyentes hidroxilo, como
los flavonoides. Los flavonoides quiza estan entre los mas importantes y abundantes

metabolitos secundarios en las plantas (Cendrowski et al., 2017).

Las antocianinas son descritas como colorantes naturales de origen fendlico (Amelia
et al., 2013; Siti Azima et al., 2017), solubles en agua (Sagdic et al., 2013), incluidos

dentro de la clase de los flavonoides (Amelia et al., 2013) y son responsables del color



de diversos tejidos vegetales de flores y frutas(Arici et al., 2016; Siti Azima et al.,

2017) incluidas sus hojas, raices y tallos (Bueno et al., 2012).

Se encuentran acumuladas en la vacuolas de la célulaa un pH de 5,5 aproximadamente
(Islam, 2016), en flores estdn normalmente en las células epidérmicas y cumple
distintas funciones fisioldgicas/ ecolégicas como fendmenos de simbiosis (Delgado-
Vargas et al., 2010), atraccion de polinizadores para dispersar semillas, proteccion de
los efectos ultravioleta y contra la contaminacion viral y microbiana a la planta (Gloria

Astrid Garzon, 2010).

Es importante nombrar que las antocianinas cambian su concentracion y estructura
quimica de acuerdo con el tejido vegetal donde se encuentren (Islam, 2016), hay
plantas que tienen un solo tipo principal de antocianinas y otras contienen mezclas,
como es el caso de las rosas (Delgado-Vargas et al., 2010). Por ejemplo, Rosa rugosa
de la familia Rosacea, contiene dentro de sus compuestos activos antocianinas tales

como cianidinas, pelargonidinas, y peonidinas.

Los colores que se pueden observar en los distintos tejidos vegetales gracias a las
antocianinas pueden ser rosado, rojo, naranja, purpura, violeta, azul entre otros (Arici
et al., 2016; Islam, 2016) y dentro de las principales fuentes naturales de estas se
encuentran las bayas de frutos rojos como, sauco, moras, arandanos, frambuesa, etc.,
piel de berenjena, cereza, arroz negro, zanahoria negra, uvas, repollo rojo, granadas y

pétalos de flores (Islam, 2016; J. H. Lee et al., 2011).



1.3.3. Estructura de las antocianinas

La estructura de las antocianinas tiene como base un esqueleto C6-C3-C6, formando
2 anillos aromaticos A y B, unidos a un anillo C (Figura 1), son glicosiladas
polihidroxi o polimetoxi derivados del 2 — fenilbenzopirilio, su peso molecular puede
ser de 400 a 1200 (Bueno et al., 2012), la estructura con la carga positiva es conocida
como ion flavilium (Islam, 2016). EI cromoforo de las antocianinas es ion 7-
hidroxiflamante, este es el responsable del color rojo anaranjado a azul violeta

producido por las antocianinas en condiciones acidas.

Figura 1. Estructura béasica de las antocianinas

La estructura de las antocianinas es conformada por dos o tres unidades quimicas, (i)
una base de aglicon o un anillo de flavilo (antocianidina), (ii) azucares y posiblemente
(iii) grupos acilantes (Bueno et al.,, 2012). Se menciona la existencia de 17
antocianidinas o aglicones con algunas diferencias en los grupos hidroxilo y metil éter
en cuanto a ubicacion y numero, sin embargo, de estas solo 6 se consideran relevantes
y son: pelargonidina, cianidina, delfinidina, peonidina, petunidina y malvidina (Q. Ge

& Ma, 2013a).
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Las diferencias entre estds 6 antocianidinas estan en la posicion 3"y 5°del anillo B
(Bueno et al., 2012). Cada uno de estos aglicones o antocianidinas pueden ser acilados
o glicosidados por distintos &cidos y azucares respectivamente, que pueden ser tanto
aromaticos como alifaticos (Bueno et al., 2012) y es asi como es posible formar las
diferentes antocianinas a través de la sustitucion de los iones hidroxilo, por reacciones

de tipo, metilacion, acilacion y glicosilacion.

La glicosilacion es posible con azlcares como glucosa, galactosa, xilosa, ramnosa,
entre otros que podria unirse a las antocianinas y la acilacion puede darse con &cidos
organicos como, 4&cido cafeico, acido p-cumérico &acido sindpico, acido p-
hidroxibenzoico, &cido ferulico, acido maldnico, &cido malico, acido succinico y &cido
acético y dependiendo de esto pueden darse origen a un nimero de antocianinas en la

naturaleza de aproximadamente 600 (Q. Ge & Ma, 2013a).

1.3.4. Elcolory las antocianinas

“De un mismo pigmento se puede dar lugar a diferentes colores” (Bueno et al., 2012)
y este es el caso de las antocianinas ya que, por diversos factores, es posible dar la
gama de tonalidades que pueden ir de color rosado, rojo, hasta violeta y azul, algunos
factores que son responsables de esta variedad son (Bueno et al., 2012):

e Naturaleza y concentracién de la antocianidina de la que se deriva.

e Tipo de antocianina y sus sustituyentes (glucosilacion y acilacion).

e Complejos metalicos existentes.
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e Formacion y proporcion de estructuras secundarias de antocianidina (formas
de equilibrio que se describiran més adelante).

e Naturaleza de la copigmentacion la cual es una forma de estabilizar colores
naturales y es posible gracias a que las antocianinas pueden reaccionar con
alcaloides, aminodcidos, acidos benzoicos, cumarico, cindmico y otros
(Delgado-Vargas et al., 2010). Esto permite que en medio natural el color

muestre tal intensidad.

El pH es uno de los factores que més influencia sobre el color de las antocianinas en
el medio. Por ejemplo, es posible ver como en una solucién a un pH entre 4y 6, pueden
darse diversas estructuras debido a fendmenos como la hidratacion, la transferencia de
protones y las reacciones de tautomerizacion. En estas condiciones pueden obtenerse
cuatro principales estructuras secundarias en equilibrio que son: cation flavilium (color
rojo), base quinoidal (color purpura), pseudobase de carbinol (incoloro) y pseudobase
chalcona (amarillo) (Islam, 2016), siendo el color resultante una proporcién existente

entre cada una de las estructuras en equilibrio (Figura 2).

Algunos otros ejemplos dados por las conclusiones obtenidas por diversos estudios

sobre el color en las antocianinas son los siguientes:

(i)  ApH1-3, las estructuras del ion flavilim de color rojo predominan en la
solucion.
(i) A pH 5 la pseudobase de carbinol es incoloray a pH 7 — 8 se forma base

quinoidal azul purpura
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Figura 2. Estructuras y color de las antocianinas de acuerdo con el pH. tomado de

(Ozgiir & Cimen, 2018).

(ili)  Cuanto mayor es el nimero de grupos hidroxilo en el anillo B méas azul es
su tonalidad.

(iv) La acilacién aromaética provoca un cambio de color azul y estabiliza las
antocianinas.

(v)  Laacilacion alifatica no cambia el color, pero aumenta la solubilidad y la
estabilidad.

(vi)  Los pigmentos derivados de pelargonidina y cianidina producen tonos rojos
y purpura respectivamente, mientras que los derivados de delfinidina una

tonalidad azul y purpura (las rosas y claveles de raza clasica carecen de
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derivados de delfinidina por eso no hay especies azules o violetas) (Bueno
etal., 2012).
(vii) EnlaFigura 3 puede verse las 6 antocianidinas principales y el color al que

estan relacionadas.

Pelargonidina Cianidina Peonidina Delfinidina Petunidina  Malvidina

Figura 3. Antocianidinas y el color con el que estan relacionadas, tomado de (Ozgir

& Cimen, 2018).

1.3.5. Antocianinas como colorante natural

Es bien conocido y reportado por diversos autores que las antocianinas son catalogadas
como uno de los colorantes de origen vegetal mas importantes (Arici et al., 2016;
Assous et al., 2014; Delgado-Vargas et al., 2010; Q. Ge & Ma, 2013a). Actualmente
se cree que las antocianinas pueden llegar a ser una alternativa segura y efectiva
(Amelia et al., 2013) frente a colorantes sintéticos en la industria alimentaria (Assous

et al., 2014; Duangmal et al., 2008).

En particular, existe gran interés por las alternativas de reemplazo de antocianinas de

tonos sintéticos rojos donde podria llegar a ser muy popular (Duangmal et al., 2008).

Uno de los colorantes artificiales que es candidato a ser reemplazado es el FD&C Red
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No. 40 (Assous et al., 2014), el cual no es recomendado para ser consumido en nifios
por la Union Europea y en el mundo se usa para dar color a golosinas, helados, postres,

bebidas sin alcohol, complementos alimentarios y cosméticos (Juan, 2013).

Algunas aplicaciones actuales de las antocianinas como colorante natural incluyen
refrescos, conservas de frutas, productos de confiteria productos lacteos, mezclas secas
(bebidas en polvo, mezclas de postres acidas), productos congelados (de hielo y

crema), siendo los refrescos las aplicaciones mas importantes.

1.3.6. Estabilidad de las antocianinas

Se reportan problemas de estabilidad durante el almacenamiento y el procesamiento
de las antocianinas. Condiciones como la luz, la temperatura, pH, actividad de agua
de la matriz y la presencia de oxigeno pueden deteriorar y causar decoloracion de estos
compuestos (Bakowska-Barczak, 2005; Cendrowski et al., 2017; Duangmal et al.,

2008; Gloria Astrid Garzon, 2010; Sagdic et al., 2013).

Para dar mayor claridad, algunas evidencias encontradas por diversas investigaciones
sobre algunos de los factores o condiciones que afectan la estabilidad de las

antocianinas a continuacion:

e pH: en la estabilidad de las antocianinas ya fue descrito, sin embargo, es

relevante nombrar que para la aplicacion de las antocianinas es importante que

se realice sobre productos acidos por debajo de 3,5, en caso de que se requiera
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aplicar color rojo, ya que en este rango serd mas estable (Cavalcanti et al.,

2011).

Temperatura: La estabilidad de antocianinas decrece durante el
procesamiento o almacenamiento cuando la temperatura aumenta y puede
afectar el contenido de antocianinas (Cavalcanti et al., 2011). Se tienen estudios
que reportan el decrecimiento de la concentracién de antocianinas conforme la

temperatura va en aumento (Patras et al., 2010).

Los incrementos de temperatura, teniendo en cuenta que en alimentos que lo
requieren y son procesados a temperaturas entre 50 - 150 °C (Patras et al.,
2010), pueden generar la pérdida del azucar glicosilante y apertura del anillo
produciendo chalconas incoloras y degradacién de las antocianinas (Gloria

Astrid Garzon, 2010; Khoo et al., 2017).

Estructura: De acuerdo a la influencia de la estructura puede verse que (i)
cuando aumenta la hidroxilacion disminuye la estabilidad, cuando incrementa
la metilaciéon incrementa, (ii) las antocianinas que tienen galactosa en su
estructura son mas estables que aquellas que tienen arabinosay (iii) la acilacion
aumenta la estabilidad de las antocianinas (Bakowska-Barczak, 2005; Giusti

& Wrolstad, 2003).

Presencia de antocianidinas: Las antocianidinas de las que se derivan las

antocianinas también influyen su estabilidad ya que aquellas ricas en
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pelargonidina, cianidina o delfinidina son menos estables que aquellas que

tienen petunidina o malvidina.

Oxigeno: amplifica el impacto de otros procesos de degradacién, por ejemplo,
cuando aumenta la temperatura en presencia de este se ha observado que es la
combinacion mas perjudicial para el deterioro en jugos de bayas. También se
ha reportado un impacto positivo y es que en los primeros dias de
almacenamiento (0-7 dias) puede aumentar el contenido de antocianinas, pero
después esto empieza a disminuir (Cavalcanti et al., 2011).

Luz: esta es esencial para la biosintesis de antocianinas, sin embargo, también
acelera su degradacion. Es asi como estas se conservan mucho mejor cuando
no estan en contacto con luz, de esta forma no se verd afectado el contenido de

antocianinas (Cavalcanti et al., 2011).

Presencia de acido ascorbico: el &cido ascorbico y los productos de su
degradacion aumentan la tasa de degradacion de antocianinas originando en

algunos casos perdida de color (Cavalcanti et al., 2011).

1.3.7. Procesamiento

En la literatura existe variedad de metodologias que buscan lograr tanto la extraccion

de antocianinas como su estabilizacion para obtener un producto que permita aplicarse

en una matriz alimentaria garantizando su estabilidad, efectividad y rentabilidad. A

continuacion una descripcion de estas dos etapas (extraccion y estabilizacion).
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1.3.8. Proceso de extraccion

Para el proceso de extraccion es importante garantizar el mejor vehiculo que permita
aumentar la solubilidad del compuesto a extraer y su difusion a traves de las paredes
celulares. En el caso de las antocianinas que son moléculas polares gracias a sus
sustituyentes hidroxilo, carboxilo, metoxilo y residuos de glicésido, el agua y otros
compuestos polares como el etanol o el metanol (Delgado-Vargas et al., 2010) son un

buen vehiculo para la extraccion.

Para los procesos de extraccion en donde se requiere obtener las antocianinas a partir
de las vacuolas de las células vegetales (donde se encuentran las antocianinas) se han
empleados diferentes tecnologias. La extraccion con solvente, altas presiones
hidrostaticas, campo eléctrico pulsado, extraccion asistida por sonicacion, ultrasonido,
irradiacion gamma, extraccion de fluido supercritico (Yousuf et al., 2016), extraccion
enzimatica, tecnologia de membrana (Lakshmi, 2014; Pinela et al., 2019), microondas

y cultivo de células vegetales son algunas de ellas (Delgado-Vargas et al., 2010).

1.3.9. Estabilizacién del extracto

Al terminar laetapa de extraccion, inicia el proceso para la estabilizacion de
antocianinas. Este proceso busca definir de forma eficaz y eficiente, una tecnologia
que permita proteger las antocianinas de las condiciones que las afectan y asi poder

ser almacenadas y aplicadas a una matriz alimentaria (Yousuf et al., 2016).
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Cavalcanti etal., (2011) y Guan & Zhong, (2015) reportaron que existen dos diferentes
enfoques para estabilizar antocianinas, microencapsulacion y reacciones de asociacion
como: adicién de copigmentos, autoasociacion entre antocianinas y asociacion con
metales como magnesio y aluminio con o- grupos hidroxi de las antocianinas

(Cavalcanti et al., 2011; Cortez et al., 2017; Guan & Zhong, 2015).
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2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA Y APORTE AL
CONOCIMIENTO
La demanda por productos con etiquetas limpias, es decir, con tecnologias menos
invasivas para los alimentos y libre de ingredientes artificiales como colorantes, entre
otros, estd en aumento. La investigacion de antocianinas es una de las respuestas desde
la academia a esta necesidad debido a sus potenciales usos como colorante natural e

ingrediente funcional.

Para lograr lo anterior, y usar las antocianinas en nuevos productos, hay varias etapas
esenciales en el proceso de investigacion que de acuerdo con su naturaleza deben
contemplarse. Algunas de estas son, la extraccion, la estabilizacion y sus consecutivas

pruebas de estabilidad.

En diversas bases de datos y fuentes técnicas, existe una amplia y variada informacion
asociada a cada una de las anteriores etapas. Dicha informacién es esencial en
diferentes momentos de futuras investigaciones y en algunos casos puede requerir una
considerable cantidad de tiempo para encontrarla, ordenarla, sistematizarla y

analizarla, debido tanto a su cantidad como su variedad.

Es por esto, que se hace la propuesta de este trabajo con el objetivo de aportar y hacer
mas agiles aquellas etapas de planteamiento, analisis y comparacién de informacion
para procesos de extraccion, estabilizacién y pruebas de estabilidad de antocianinas en

futuras investigaciones.
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3. OBJETIVO GENERAL

Consolidar y analizar las condiciones de los procesos de extraccion - estabilizacion y

pruebas de estabilidad de las antocianinas para ser usadas como colorante natural.

3.1.0Dbjetivos especificos

e Recopilar y estudiar las fuentes de antocianinas mas estudiadas.

e Recopilar y analizar las condiciones de tecnologias de extraccién y
estabilizacion de antocianinas mas reportados.

e Estudiar las pruebas de estabilidad realizadas a las antocianinas para ser usadas

como colorante natural.
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4. METODOLOGIA

Para dar cumplimiento a los objetivos de este trabajo la informacion fue recopilada,

organizada y analizada a través de siete fases tal como se observa en la Figura 4.

Recoleccion de informacion

Aplicacion de criterios de inclusion - exclusién

Consolidaciény codificacion de la informacion

Clasificacion de la informacién

Creacion de bases de datos

Establecimiento de relacidnes entre los datos
recolectados

Tratamiento de datos

Figura 4. Fases definidas para la investigacion,

4.1. Recoleccion de informacion

Se realizé busqueda en diversas fuentes de bases de datos y otras fuentes técnicas que
permitieran dar cumplimiento a los objetivos propuestos. La busqueda fue realizada
en Web of Science, Wiley Online Library, Springerlink, Taylor & Francis, Scopus,

MDPI, ACS Publications, google scholar. También se usaron referencias citadas en
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los articulos encontrados. La gestion de las referencias fue realizada con el software

Mendeley.

Los términos de busqueda més usados fueron: extraction of anthocyanins, degradation
of anthocyanins in natural food colorant, stabilization methods, extraction of natural
dye of anthocyanins for, enhanced stability of anthocyanin, anthocyanins natural

colorants.

4.2. Aplicacion de criterios de inclusion y exclusion

Las publicaciones revisadas fueron desde el afio 2000 hasta el afio 2020 (Figura 5) y
estas debian ser a partir articulos de investigacion, reviews, tesis de magister o
doctorados y libros. La basqueda de informacion se realizd durante la ejecucion del

trabajo de tesis desde diciembre de 2019 a marzo de 2021.

Los siguientes criterios de exclusion también fueron impuestos: (i) publicaciones de
bases de datos que no fueran reconocidas, (ii) publicaciones més antiguas al afio 2000,

(iii) noticias o reportes de fuentes no cientificas.

En la Figura 5 es posible ver los afios de publicacion de la informacion técnica y
cientifica revisada vs el continente generador. Se observa que todas las referencias
fueron publicadas después del afio 2000 y que la mayoria se publico después de 2010

(aproximadamente el 75%) cumpliendo con el criterio previamente mencionado.
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Figura 5. Relacion de investigaciones por continente a través del tiempo desde el afio
2000 hasta el afio 2020. Gréafico usado: matriz. En este tipo de gréfico es posible ver
la relacion de los afios de publicacion vs el continente de generacion por medio de
cuadrados que aumentan su tamafio de acuerdo con el aumento de publicaciones de

cada continente en el afo.

Por otro lado, en la Figura 6 se visualiza el porcentaje de referencias por tipo de
documentos y el 65% de las fuentes son articulos cientificos seguido por reviews y

libros.

a. m Articulo mLibro mReview mTesis

0%

29%

65%
6%

Figura 6. Diagnostico de la informacion revisada (a) Porcentaje de referencias
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4.3. Consolidacién y codificacion de la informacion

Recopilacion de titulos, objetivos, afio de publicacion, base de datos, revista, pais
donde se realizo la investigacion. Todas las referencias aceptadas fueron codificadas

numéricamente para tener trazabilidad.

4.4. Clasificacion de la informacion

Cada uno de los articulos fue revisado y clasificado de acuerdo con si contenia 0 no
informacién y/o estudios sobre: (i) fuentes de antocianinas, (ii) tecnologias de
extraccion de antocianinas (iii) tecnologias de estabilizacién de antocianinas, (iv)
pruebas de estabilidad de antocianinas y (v) aplicacién y estudios de antocianinas

como colorante natural.

4.5. Creacion de bases de datos

Se consolidé el detalle requerido de cada uno de los anteriores temas, en cuanto a
condiciones de operacion, pruebas realizadas, resultados, ensayos de optimizacion,

etc.

4.6. Establecimiento de relaciones entre los datos recolectados

Se analizaron los datos e informacion de cada uno de los temas revisados con el
objetivo de encontrar puntos de comparacion y de relacion y con esto poder generar

informacion visual para comunicar la informacion recolectada.
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4.7. Tratamiento de datos

Se generaron distintas tablas y figuras que permitieron interrelacionar diferentes
variables para poder hace un tratamiento y andlisis de datos més efectivo. Las tablas
dentro del documento fueron creadas en Microsoft Excel y las figuras se obtuvieron

de las siguientes aplicaciones, Datawraper, Rawgraphs, Flourish y Mapchart

En estas aplicaciones, ademas de graficos de torta, también se usaron los siguientes
tipos de graficos como diagrama aluvial, circulos de embalaje, grafico de sankey, de
burbujas, de rayos solares, beeswarm y casco convexo. Para ver una descripcion de

estos graficos ir al Anexo 1.

4.8. Analisis de color

Otro analisis que se realizo en este estudio fue el efecto de distintas variables en el
color de las muestras de antocianinas. Algunos articulos expresaron esta informacién
en parametros de color CIELab o CIElch. Para hacer una comparacion visual se utilizé
una herramienta para mostrar los tonos de color y ademas para convertir entre estas

dos unidades y asi poder comparar valores. Esta herramienta fue Colormine.

4.9. Términos relevantes mencionados durante el documento

A lo largo del documento se pueden encontrar algunas palabras o frases que es

importante aclarar a que hacen referencia:

e Muestra o publicaciones revisadas: se refiere a la informacion cientifica

revisada en este trabajo.
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e Porcentaje de reporte: hace referencia a la relacion de articulos revisados con

los que se obtuvo la informacion o el dato que se mencione.

[TS%IN

e “n”: hace referencia al numero de articulos o publicaciones revisados que

llevaron al resultado mencionado.

e Fuente o matriz de extraccion: hace referencia a la especie(s) vegetales de las

que se extrajeron las antocianinas.

4.10.  Esquema de trabajo

Con el objetivo de facilitar la lectura de esta revision, se presenta el esquema resumen

en la Figura 7 con los temas a tratar durante el desarrollo y discusion de este trabajo:

. +Pasises de investigacion de antocianinas
1. Generalidades -
«Fuentes de extraccion

«Métodos de extraccion mas usados, ventajas y
desventajas.
*Profundizacion en condiciones de extraccion por
solvente y ultrasonido

2. Extraccion

*Métodos més usados de estabilizacion,
copigmentacion, liofilizacién y secado por aspersion.
3.Estabilizacion «Condiciénes de operacion.

Efectos
*Ventajas y desventajas

*Pruebas de estabilidad a temperaturay pH.
*Pruebas de estabilidad por proceso de
copigmentacion.

«Estudios relacionados a cada condicion.

+Estudio de los parametros de color CIELab y CIELch
5. Pruebas de color de acuerdo con diferentes condiciones de
estabilizacion y de aplicacion en producto.

Figura 7. Etapas en las que se desarrollaran los resultados y la discusion durante este

trabajo.
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S. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1. Distribucién estudios de antocianinas

Actualmente las antocianinas estan siendo estudiadas en muchas partes del mundo. En
la Figura 8 se visualiza la distribucion de los paises en los que se han reportado
investigaciones, relacionando la intensidad del color de cada pais con su % de aporte
en la investigacion sobre antocianinas. Se evidencia que se encontraron reportes de 26
paises, siendo Estados Unidos y China aquellos con mayor nimero de publicaciones
conel 16 %y el 11 % respectivamente. Le siguen Brasil, India 'y Chile con el 8%, 7%

y 7% (Figura 16).

Porcentaje de
reportes

B Mayor10%

B 5-9%
3-4%
Igual al 1 %

Figura 8. Distribucion de estudios de antocianinas en el mundo de acuerdo con la

muestra de literatura revisada. n=180.
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En la Figura 8 también se observa que el continente asiatico es el que tiene méas paises
con porcentajes de estudios superior al 5 %, estos paises son, China, India Tailandia y
Malasia. Por su parte Europa no tuvo ningln pais con reportes superiores al 5 %. En

Sur América, Chile y Brasil destacan en los estudios de antocianinas en la region.

5.2.Fuentes de antocianinas investigadas

Las antocianinas, son pigmentos de origen natural encontrados dentro de las vacuolas
de algunas células vegetales (Arici et al., 2016; Siti Azima et al., 2017). Las
publicaciones revisadas dentro de este estudio contemplan como materia de extraccion

tejidos de frutos, pétalos de flores, cereales, hortalizas, legumbres y tubérculos.

En la Figura 9, es posible ver que, en la muestra revisada, los frutos y las flores son
las fuentes mas estudiadas con el 48 y el 32% respectivamente, seguido en menor
proporcion por los cereales, las hortalizas y los tubérculos. Este resultado puede estar
asociado a que en flores y frutos aquellas tonalidades dadas por la presencia de
antocianinas como rojas, purpuras, azules, rosadas, entre otras, son mas frecuentes y

abundantes que en otros tipos de fuentes naturales.
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Frutos [J] Flores [} Cereales [ Hortalizas [J] Tubérculos

Cereales
10%

Figura 9. Porcentaje de reporte por tipo de fuente de antocianinas en los estudios

revisados n=124. Referencias ver en Anexo 2.

Con el objetivo de evaluar si la ubicacion geografica tiene una relacion sobre la fuente
de extraccién de antocianinas, se realizd una revision entre el pais de estudio vs la
fuente de extraccion (Figura 10). Referente a algunos paises latinoamericanos
reportados, se observa como Chile y Brasil han trabajado en mayor proporcion con los
frutos. En el caso de Chile, es muy conocido por su abundancia en frutos rojos. Se
encuentran reportes de estudios que destacan bayas nativas chilenas, las cuales son

frutas pequefias que carecen de semillas grandes y se puede comer entera, tales como
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el arrayan, chequen, calafate, meli, maqui y murta, ademas del arandano, estos frutos
han sido de gran interés por su contenido de antocianinas y poder antioxidante (Brito
et al., 2014; Ramirez et al., 2015; Turcz et al., 2020). En cuanto a Brasil dentro de los
frutos investigados se encuentran destacados Jaboticaba pomace, Myricia jaboticaba,

Vitis labrusca, Punica granatum, entre otros.

Con respecto a las flores, se puede ver que ademas de Estados Unidos y China, otros
paises asidticos como Tailandia, India, Turquia, Iran y Malasia tienen la mayor
proporcion de investigaciones en flores. Esto se corrobora con un estudio previo
realizado sobre las flores en donde se observa que la mayor cantidad de investigaciones

se presentan en paises asiaticos.

También se evidencia en la Figura 10, que Estados Unidos y China son los dos paises
que han estudiado mas clases de fuentes de extraccién y en su mayoria han sido frutos,
flores y cereales. También se observa en menor proporcion estudios para legumbres,

hortalizas y tubérculos.
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Frutog

Flores
Cereales

Frutos

T Roes

Figura 10. Fuentes de extraccion reportadas por pais con investigacion en

antocianinas. Gréfico de rayos solares. n=124. Referencias ver en Anexo 2.

5.2.1. Especies mas reportadas

EnlaFigura 11, se consolidaron las especies mas reportadas en la muestra de articulos

revisada.
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Figura 11. Relacion de las 6 especies mas reportadas en la muestra revisada.
Adicional, se relaciona el color con el tipo de fuente vegetal (flor, cereal, tubérculo,
etc) y el tamafio de los cuadrados con la cantidad de reportes por cada especie (5 a 13).

Tipo de grafico: grafico matriz. n=49. Referencias ver en Anexo 2.

En esta Figura 11, puede observarse que la especie mas estudiada es una flor, Hibiscus
sabdariffa con 13 reportes, sequido por Daucus carota (hortaliza) y Zea mays (cereal),
cada uno con 9 reportes, Oryza sativa con 8 reportes, Ipomoea batatas (Tubérculo)

con 6 y Vaccinium corymbosum con 5 (fruto).

Se observa que al menos se tiene un representante de los grupos mencionados como
fuentes de antocianinas en la Figura 9. Es de resaltar que a pesar de que los cereales
de forma global fueron la tercera categoria en cuanto a cantidad de estudios, al revisar
por especies, es el Unico que tiene dos representantes dentro de las seis especies mas

estudiadas, Oryza sativa y Zea mays (Figura 11).

En cuanto a las especies mas reportadas puede asociarse por cada una a lo siguiente:
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Los calices de Hibiscus sabdariffa son conocidos por ser ricos en antocianinas, son
usados ampliamente en Indonesia, Tailandia, México, Sudan entre otras, (Abou-Arab
etal., 2011; de Mouraetal., 2018) en productos como bebidas que promueven la salud
por su alto contenido de antioxidantes. Esta planta tiene 1.5 g de antocianinas por 100
g de peso seco de célices florales (Duangmal et al., 2008; Idham et al., 2012). En otra
publicacion se reporta una cantidad de antocianinas superior a 2.5g/ 100 g pesos seco
(Sinela et al., 2017). Segun Idham et al., (2012) puede ser usada como una fuente
promisoria de color rojo brillante, ademés de considerarse una fuente econémica
(Abou-Arab et al., 2011). Las antocianinas mas abundantes en esta especie son
delfinidina 3-O- sambubiosido y cianidina 3-O- sambubiosido (Duangmal et al., 2008;

Sinela et al., 2017).

Daucus carota ha sido ampliamente estudiada ya que tiene una caracteristica muy
importante a nivel de estabilidad y es su alto contenido de antocianinas monoaciladas
con tres azucares que aumentan la retencion de color en el pH de los alimentos y
también muestran una mayor estabilidad térmica (Assous et al., 2014). Tiene 168.7 mg
antocianinas/100 g de base fresca. Sus mayores constituyentes son cianidin-3-xilosyl-
glucosyl-galactoside acilado con acido ferdlico (33.65%), cianidina-3-xilosyl-
glucosyl-galactoside acilado con &cido cumarico (29.85%) y cianidina-3-xilosyl-

galactoside (28.70%).

Se menciona que Daucus carota es una fuente considerada como buena opcién para

colorear jugos de frutas néctares, refrescos, jaleas y dulces (Assous et al., 2014).
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Zea mays también se considera una especie abundante en antocianinas. Es considerada
una fuente de bajo costo y tiene la opcion de ser obtenida desde desechos para
agregarles valor (Chen et al., 2018). (Yang & Zhai, 2010) menciona que tiene gran
potencial para ser usado como colorante natural y antioxidante. Las antocianinas mas
abundantes en esta fuente son cianidia-3-dimalonilglucosido- cianidina-3-glucosido,

pelargonididna-3-glucosido y peonidina-3-glucosido.

Oryza sativa conocida por ser fuente de antocianinas de color purpura oscuro.
Contiene alrededor de 3.31 mg/g de antocianinas (Loypimai et al., 2015) y también se
ha reportado como fuente promisoria de antocianinas a partir de cereales (Loypimai et

al., 2016).

De Ipomoea batatas en varios paises se han desarrollado cultivos por la demanda
creciente de mercados saludables de las papas moradas. Se han desarrollado ya
diferentes productos como colorantes naturales, pasta y harina purpura que se usan en
jugos, pan, fideos y mermeladas. Algunos estudios han reportado que las antocianinas
extraidas desde este tubérculo tienen buena capacidad antioxidante, anti mutagénica y

que reduce la presion arterial alta (Truong et al., 2012).

Vaccinum corymbosum es un fruto rojo con amplia capacidad antioxidante (J. Lee &
Wrolstad, 2004). Esta clase de frutos son reportados por la FAO (Food and Agriculture
Organization) como uno de los 5 alimentos mas importantes para la salud humana

(Martynenko & Chen, 2016).
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Igualmente Wang et al., (2010) mencionaron que ademas de los beneficios para la
salud también tiene un futuro interesante como colorante natural en alimentos. Se
reporta que puede tener 25 antocianinas diferentes, las cuales en su mayoria son a partir
de malvidina, delfinidina, petunidina y cianidina (Martynenko & Chen, 2016). El

contenido de antocianinas puede ser desde los 25-495 mg/ 100 g (Wang et al., 2010).

5.3. Extraccion de antocianinas: métodos

La obtencién de colorantes naturales inicialmente incluye una etapa de extraccion a
partir de una fuente (Zhang et al., 2018) y es una etapa clave en el resultado final en
cuanto ala calidad del extracto obtenido (Azmir et al., 2013; Junior et al.,
2014). Existen diversos métodos de extraccion de antocianinas, algunos
considerados como métodos convencionales y otros no convencionales. Los
primeros se basan en el uso de diferentes solventes y la aplicacion de temperatura y/o
la agitacion. En los no convencionales se habla del uso de enzimas, extraccion asistida
por microondas y ultrasonido y también el uso de fluidos supercriticos, entre otros

(Vegaetal., 2017).

Segun Mishra et al.,, (2012), los extractos ricos en antocianinas se obtienen
generalmente mediante extraccion sélido-liquido (tecnologias convencionales) que a
menudo consume tiempo, energia y grandes cantidades de agua o solventes derivados
del petréleo nocivos para el medio ambiente y ademas generando una gran cantidad

de residuos.
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La anterior es una de las desventajas encontradas en los procesos de extraccion que
también realiza la industria y es el uso de grandes cantidades de solventes organicos
volatiles e inflamables, que afecta el rendimiento medioambiental y econdémico de la

extraccion global (Martins et al., 2019).

Estas desventajas han llevado a que se investigue y reporten tecnologias de
extraccion no convencionales, basadas en el uso recursos vegetales renovables y
solventes alternativos que pueden permitir reducir las inversiones de energia, costos y
tiempo (Vega et al., 2017). Algunos de los métodos no convencionales como la
extraccion asistida por ultrasonido, extraccion asistida por enzimas, extraccion asistida
por microondas, extraccion con fluido supercritico y extraccion con liquido a
presion se consideran "técnicas ecoldgicas"”, ya que cumplen con los estandares

establecidos por la Agencia de Proteccion Ambiental de EE. UU (Azmir et al., 2013).

En la Figura 12, se consolidan los métodos de extraccion que fueron publicados en
diferentes articulos cientificos de la muestra revisada en este trabajo. La extraccion
por solvente es el método con mayor nimero de publicaciones con un 68 % de reporte
seguido por la asistida por ultrasonido con un 23 %. Las demas tecnologias tuvieron
un porcentaje de reporte menor al 2 %. Este resultado coincide con Zhang et al., (2018)
y Zou et al., (2011) quiénes mencionan que la extraccion por solvente es la mas comun

para la obtencion de antocianinas a pesar de ser una tecnologia convencional.
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Extraccion con solvente [l Asistida con ultrasonido ] Asistida con microondas
[ Extraccion con liquido presurizado  [JJj Otros

69%

Figura 12. Tecnologias de extraccion reportadas para extraer antocianinas. n=95.

Referencias ver en Anexo 2.

De acuerdo con la Figura 12, es importante resaltar como se han venido desarrollando
métodos no convencionales que ademas de buenos resultados a nivel calidad del
extracto, también son conocidos por ser procesos respetuosos con el medio
ambiente buscando la diminucion del uso de solventes, tiempos de operacion y uso de

temperaturas elevadas (Azmir et al., 2013).
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Estos métodos de extraccion no convencionales en la
muestra de las publicaciones revisadas han sido probados en la extraccion de
antocianinas desde frutos, flores y cereales (Aryanti et al., 2019; Babova et al., 2016;
X. Ge et al., 2009; Loypimai et al., 2015; Machado et al., 2015; Nontasan et al., 2012).
La extraccion por ultrasonido es la tecnologia méas reportada de las no convencionales

en la muestra de articulos revisada con un porcentaje de reporte del 23%.

5.4.Tecnologias de extraccion objeto de estudio

Con el objetivo de profundizar en las condiciones definidas en los métodos de
extraccion, se eligidé que se va a profundizar sobre la extraccion por solvente y en
algunos puntos en la extraccion por ultrasonido. Estas dos tecnologias fueron las mas
frecuentemente reportadas en la muestra revisada y por tanto aquellas de las que mas
datos se tienen para poder realizar comparaciones y evaluaciones. En el Anexo 3 se

encuentra la definicion de los demas métodos de extraccidn reportados.

5.5. Métodos de extraccidon convencional: extraccion con solvente

La extraccion convencional es la méas frecuente de las tecnologias de extraccion
(Castafieda-Ovando et al., 2009) e implica la difusion de los componentes del extracto
de la planta a través de la pared de las células de tejidos de una matriz gracias a la
combinacion de diversos factores como el uso de solventes, temperatura, agitacion,

tiempo, etc (Adjé et al., 2010).
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De acuerdo con Zhang et al., (2018), el proceso de extraccion se da en 4 pasos, (i) el
solvente penetra en la matriz sélida, (ii) el soluto se disuelve en el solvente, (iii) el
soluto por difusién sale de la matriz sélida y (iv) y se da la recoleccién de los solutos
extraidos. Los autores mencionan que cualquier factor que pueda mejorar alguno de
los anteriores pasos facilitara el proceso de extraccion. En la Figura 13 un esquema
de una de las opciones de proceso de extraccion con solvente que podria darse (Bouras

et al., 2015).

Salida de agua
- Condensador
Entrada de agua

* Termometro

Tanaue de muestra

. Solvente de extraccion
Muestra

Agua caliente

Figura 13. Esquema de un proceso de extraccion por solvente. Tomado (Bouras et al.,

2015).

A continuacion, se ira revisando cada uno de los factores o condiciones relevantes en
el proceso de extraccion con solvente tales como, tipos de solventes y concentracion
usada, uso de acidos, temperatura, tiempo, relacion solido- liquido y se revisaran
algunos resultados de estudios que buscaban evaluar la relacion entre algunas de estas

variables.
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5.5.1. Solventes de extraccién: generalidades

El solvente usado y su concentracion son de las condiciones de extraccion que en el
100% de los articulos revisados reportaron. Esto se relaciona a que la
influencia del o de los solventes usados y su concentracion sobre la calidad de las
antocianinas en el extracto ha sido comprobada (Arici et al., 2016; Martins et al.,
2019). Los solventes buscan facilitar la liberacién de las antocianinas desde las
vacuolas y romper algunos enlaces con proteinas, polisacaridos y otros componentes
para obtenerlas en sus estados libres en el extracto, por tanto, se requiere que el
solvente elegido tenga una muy buena caracteristica de accesibilidad (S. Silva et al.,

2017).

Las caracteristicas importantes para tener en cuenta en la eleccion del solvente pueden
ser en dos direcciones, las que son propias del solvente y las que dependen de las
condiciones de extraccion. En el primer caso es importante considerar y conocer la (i)
solubilidad, (ii) costo y (iii) que tan inocuo es el solvente (Zhang et al., 2018) y en el
segundo caso se debe tener en cuenta (i) la matriz vegetal de extraccién y (ii) las

propiedades quimicas del colorante a obtener (Martins et al., 2019).

En cuanto a la naturaleza quimica del compuesto a extraer, es bien sabido que las
antocianinas son compuestos hidrofilicos, con una buena solubilidad en solventes
polares (Amelia et al., 2013); Vega et al., (2017) mencionaron que la afinidad entre la
polaridad del solvente y el compuesto de interés juega un papel importante en los

procesos de extraccion. Asi que, considerar el efecto del solvente seleccionado sobre

41



la solubilidad, la cinética de difusion y la transferencia de masa del compuesto a extraer

es relevante.

5.5.2. Solventes usados

Se reporta que para la extraccion de antocianinas se pueden utilizar solventes como
etanol, metanol, N-butanol, acetona fria, propilenglicol, mezcla de metanol, acetona y
agua (Khazaei et al., 2016), pero segun Castafieda-Ovando et al., (2009); Yamashita
et al., (2017) y Yousuf et al., 2016), mencionan que el etanol, metanol y acetona son
los mas habituales. En esta revision se encontr6 que efectivamente el etanol y
el metanol fueron los solventes més usados en la extraccion de antocianinas de
distintas especies vegetales con un porcentaje de reporte de estos solventes de 48
y 26% respectivamente, seguido por agua (24%), acetona (1%) y acetonitrilo -TFA

(1%) (Figura 14).

En cuanto a la diferencia del % de reporte del etanol vs metanol (48% vs 26%
respectivamente), puede evidenciar el interés de algunos autores en preferir el uso del
etanol sobre el metanol, ya que este compuesto es considerado como téxico (Ozgiir &
Cimen, 2018)y no incluido dentro de la denominacion GRAS (generalmente

considerado seguro).
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Etanol [l Metanol [l Agua Acetona [l Acetonitrilo + TFA

Etanol
48%

Figura 14: Porcentaje de los solventes reportados en la muestra de articulos revisados

para la extraccion por solvente n=54. Referencias ver en Anexo 2.

El uso de etanol como solvente si es considerado seguro para la salud humana
(Castafieda-Ovando et al., 2009; Khazaei et al., 2016; Ozgir & Cimen,
2018). También se encontrd que aproximadamente el 86 % de las publicaciones que

reportaron metanol como solvente fueron publicadas antes del afio 2011, y por otro
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lado casi el 50 % de las publicaciones que usan etanol fueron publicadas después del

ano 2015, corroborando esto la tendencia de uso de etanol en los Gltimos afios.

Otro hallazgo relevante esté relacionado al uso de agua como solvente, ya que el 78 %
de los estudios que usaron agua son de los afios 2016 a 2020. Por tanto, son estudios
mas recientes evaluando un solvente amigable para el ambiente en el proceso de
extraccion de antocianinas. En el Anexo 4 se podra observar una figura en la que se

muestra la relacion evidenciada entre los afios de publicacion y los solventes usados.

5.5.3. Etanol

En la revision se evidencié que en las distintas metodologias reportadas la
concentracion de etanol fue usada en un amplio rango de concentraciones. Ozgir &
Cimen, (2018) menciona que la concentracion de etanol varia de 10 al 90 % en
diferentes estudios. En esta revision se encontraron reportes de concentraciones de

etanol acuoso desde 12.5 % hasta etanol sin dilucion.

De este rango, la concentracion del 50 % de etanol agua fue la més usada en el 33 %
de los estudios revisados, seguida porla concentracion de etanol sin
diluir, con el 23 % de los reportes. También se reportan
otras concentraciones (35%, 40%, 67.6 %, 70% 80%, 85 %, 96% y 98 %) pero estas

no tienen un namero de estudios representativo (de 1 a 2 reportes).
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Khazaei et al., (2016) reportaron que a medida que se tiene una solucion de etanol con
mayor concentracion, la polaridad de la solucion disminuye y por tanto se reduce la
solubilidad de antocianinas. Esta afirmacion cuestiona el resultado obtenido del uso de

etanol sin dilucion en el 23 % de los estudios revisados.

Para complementar lo anterior, Ozgir & Cimen, (2018) indica que para una
mejor extraccion con etanol es importante realizar una mezcla acuosa. Ellos vieron que
concentraciones mayores a 80 % disminuia el rendimiento en la extraccion. Esto lo
asocian a que los grupos polares en la moléculade antocianinas no son
facilmente solubles en solventes no polares o en el caso del etanol, medianamente
apolar.

5.5.4. Metanol

Al revisar las concentraciones usadas en los procesos de extraccion con metanol en
esta revision, se evidencia que la concentracion de uso de este solvente es al 100% o
al 80%. No se evidencia un amplio rango de concentraciones a diferencia del uso del
etanol. Segun Castafieda-Ovando et al., (2009), la extraccién de antocianinas con
metanol es la méas eficiente. Se reporta una investigacion de extraccion de antocianinas
de pulpa de uva que la extraccion con metanol es 20% mas efectiva que con etanol y
73% maés efectiva que solo agua (Castarieda-Ovando et al., 2009). Vega et al., (2017)
también reportaron que el metanol fue el solvente con mejores resultados en la
extraccion de antocianinas a partir de pieles del fruto xkijit, esta prueba fue realizada

haciendo mezclas con etanol y acetona y con etanol puro.
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5.5.5. Agua

Algunos autores mencionan que el aguaes un solvente con una alta polaridad y
poca fuerza para extraer polifenoles de las células (Liu et al., 2000). Sin embargo, un
estudio realizado por Adjeé et al., (2010) hizo una revision de la extraccion con 3 tipos
diferentes de solventes, agua acidificada con acido sulfurico, agua acidificada con
acido citrico y metanol agua con HCI. En esta revision su variable de respuesta fue
concentracion de polifenoles y antocianinas y encontraron que los resultados fueron
similares entre solventes. Adjé et al., (2010) sugieren el uso de agua acidificada sobre

solventes metanolicos para escalar proceso de extraccion.

En otra investigacion, Aryanti et al., (2019) hicieron una comparacion de la extraccion
de antocianinas a partir de una matriz de flores (Hibiscus sabdariffa) usando como
solventes etanol sin diluir y agua. Ellos sostienen que los solventes altamente polares
tienen mejor comportamiento para extraer compuestos polares que los solventes de
baja polaridad.

5.5.6. Indice de polaridad de los solventes

Como se revisé en cada una de las descripciones de los solventes mas usados, la
polaridad es una de las caracteristicas mas nombradas para definir qué tan bueno o no
es un determinado solvente para extraer antocianinas. Esto partiendo de que el

compuesto de interés es de caracteristica polar.
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A continuacion, se citaran algunas de las afirmaciones realizadas sobre la polaridad

del solvente en relacion con la extraccién en diferentes articulos (Arici et al., 2016;

Aryanti et al., 2019; Liu et al., 2000; Mehmood et al., 2019; Ozgiir & Cimen, 2018):

(i)

(iii)

(iv)

v)

Entre mas polar sea el solvente es més efectivo.

Un solvente altamente polar como el agua tiene poca fuerza de extraccion
de polifenoles (grupo al que pertenecen las antocianinas).

Los grupos polares en la moléculade antocianinas no son
facilmente solubles en solventes no polares 0 medianamente apolares.

Las antocianinas al ser hidrofilicas tienen muy buena solubilidad en
solventes polares.

Las antocianinas al ser moléculas polares los solventes méas usados son

mezclas acuosas de etanol, metanol y acetona.

En este trabajo se usé el pardmetro de Snyder P~ (indice de polaridad) para hacer una

relacion entre los solventes usados y una escala de polaridad. Este indice mide la

atraccion intramolecular entre un soluto y un solvente, basandose en las medidas de

solubilidad para la sustancia en cuestion. Dicho indice de polaridad se relaciond

ademas con el tipo de matriz de extraccion como se visualiza en la Figura 15.

47



indice de

po laridad

I Etanol acuoso 35%
Fuente : Metaxiol 80%

Hortaliza Etanol acuoso 12.5%

- . . Etanol acuoso 25%
Etanol acuoso 85%
Etanol acuoso 98%
Etanol acuoso 80%
Etanol acuoso 96%

5218 Etanol acuoso 67%
\ ettt 24 Etanol acuoso 40%

\\ \V L Acetona acuosa 70%

\ ////’—— Etanol acuoso 70%

i~ Etanol

’\

[Etanol acuoso 50%

Figura 15. Relacion entre las matrices de extraccion vs indice de polaridad de los
solventes usados. Grafico de Sankey. EI tamafio de los rectangulos en las partes
laterales del grafico representa el valor de cada item. Los items con mayor valor hacia
el menor estan organizados de abajo hacia arriba. El tamafio de los flujos también
representa el valor del item sobre la muestra de datos. En la parte derecha del grafico
se relaciona los solventes y las concentraciones que equivalen al indice de polaridad
n=54. Los numeros en los nodos bajo cada item corresponde a su valor (nimero de

reportes). Referencias ver en Anexo 2.
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En la Figura 15 es posible evidenciar que no se observa una relacion entre las fuentes
de extraccion con lo solventes usados o el indice de polaridad. Si se observa que los
frutos tuvieron una tendencia a probar diferentes concentraciones de etanol sobre las

flores que tuvieron concentraciones de etanol mas limitadas.

En cuanto al solvente mas usado en la extraccion, se evidencia que para frutos fue el
metanol y para las flores con una diferencia mas leve entre solventes fue el etanol al
50%. En cuanto al indice de polaridad se evidencia que esta en un rango de 4.3 con
etanol sin dilucion y 10.2 con el agua. No se observé una relacion entre el indice de
polaridad vs los solventes méas usados ya que estos tienen indices de polaridad muy

diferentes (metanol 5.1, agua 10.2 y etanol acuoso al 50 % 7.1).

5.5.7. Acidificacion de solventes

La adicion de acidos es comunmente usada en la extraccion de antocianinas. Abou-
Arab et al., (2011 y Khazaei et al., (2016) reportaron que la adicion de acidos al
solvente mantiene el pigmento estableen la forma de ion flavilio durante la

extraccion debido a su accion de reduccion del pH.

Abou-Arab et al., (2011) ademas concluyeron en sus investigaciones que la adicion de
acido al medio de extraccion tuvo un efecto positivo en la estabilizacion de las
antocianinas, por lo que aumento la eficiencia de extraccion y que el etanol acidificado
ayuda a desnaturalizar las membranas celulares y simultaneamente disuelve las

antocianinas y las estabiliza.
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En la revision realizada en este trabajo se encontrd que al 60% de los solventes usados
en los procesos de extraccion se les adicion6 un &cido organico o inorganico y el 40%

se trabajaron sin acidificacion (Figura 16).

Con acido
60 %

Sin acido
40 %

METANOL

9%

Figura 16. Porcentaje de procesos de extraccion a los que se les adicion6 un &cido vs
a los que no (los dos circulos grandes del gréafico). Ademas, internamente dentro de
cada circulo esta la relacion de cuales fueron los solventes mas o menos acidificados
(circulo morado) o mas o menos no acidificados (circulo verde). El valor dentro de
cada relacion estada dado por el tamafio de los circulos. n= 52. Referencias ver en

AnNexo 2.

En la Figura 16 se observa que los solventes mas acidificados dentro del grupo de

aquellos a los que se les adicion6 un acido fueron etanol con un 41 % y metanol con
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un 38% y dentro del grupo de los no acidificados los solventes méas reportados fue

agua con un 40% de los reportes y etanol con un 40%.

Al revisar los solventes acidificados y los que no, no se logré encontrar una razén
publicada por la que algunos investigadores no acidificaron, ademas de que el objetivo

fuera investigar comportamientos de extraccion sin acidificacion

5.5.8. Acidos usados y su concentracion
0

Al igual que para los solventes, también hay un amplio espectro de &cidos y
concentraciones reportadas para el proceso de extraccion. La concentracion adicionada
de acido al solvente debe ser decidida con atencion ya que en exceso podria hidrolizar

residuos labiles, acilo y azlcar.

En este trabajo se encontré que el HCI es el acido méas reportado con un 61 % de
participacion, seguido por el acido citrico con un 27% vy el &cido férmico con un 12%.
Otros &cidos como citrico, tartarico, lactico y fosforico fueron probados de forma

puntual.

En la Figura 16, es posible ver por cada solvente los tipos de &cido y las

concentraciones usadas en las investigaciones consolidadas y revisadas en este trabajo.
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HC10.01% Ormi HCl0.1% HCI 1%

Acido HCl 1
citrico
0.05 %

citrico
2%

Figura 16. Acido Acidos usados por solvente de extraccion. El grafico incluye tres
circulos, uno por cada solvente. Dentro de cada circulo se encuentran los &cidos y las
concentraciones reportadas. El tamafo de los circulos indica el valor del item en la

muestra. n=36. Referencias ver en Anexo 2.

En la Figura 16, fue posible ver que el HCI evidentemente se reporta en mayor
proporcion en todos los solventes, pero en diferentes concentraciones. Para el caso del
etanol, se logra detectar una tendencia al uso de HCI 0.01 % y para el metanol

concentraciones de HCl al 0.1 % y HCl al 1%.

El &cido citrico se reporta en concentraciones desde el 0.01 % hasta el 2%, sin

embargo, esto solo para el agua y para el etanol. No se encontré reportes del uso de
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acido citrico en metanol en la muestra de investigaciones revisada. Del &cido férmico

se reportd su uso en concentraciones desde 0.1 % a 2%.

Abou-Arab et al., (2011) reportaron que, para aumentar el rendimiento de extraccion
de antocianinas, se recomienda el uso de acidos organicos débiles (acido férmico,
acido acético, acido citrico, acido tartarico y acido fosforico) y bajas concentraciones
de 4cidos fuertes, como 0,5-3,0% de A4cido trifluoroacéticoy <1,0% de

acido clorhidrico lo cual coincide con los valores de concentracion reportados.

5.5.9. Uso de HCI

El &cido clorhidrico, a pesar de ser el mas reportado como se ha visto en los resultados
anteriores, es conocido por tener propiedades corrosivas (Bayram et al., 2015).
Algunos autores registran ademas que puede causar la deformacién de las

antocianinas como las citadas a continuacion:

e Hidrolisis en condiciones &cidas durante la evaporacion en un evaporador
rotatorio ya que cuando se requiere un paso de concentracion posterior al
proceso de extraccion. La  concentracion de  antocianina  en
una solucion aumenta debido a la eliminacion del solvente de
extraccion, pero también lo hace la concentracion de acido y, por lo tanto, la

hidrolisis de antocianinas puede tener lugar (Silva et al., 2017).
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Desacilacion de antocianinas aciladas con &cidos alifaticos que pueden ocurrir
a temperatura ambiente (Silva et al., 2017) .

Pueden causar la hidrolisis de un enlace glicosidico lo cual tiene como
resultado la liberacién del azlcar de las antocianinas produciéndose
una antocianidina mas un resto de azucar (Liu et al., 2000).

Las antocianinas aciladas pueden degradarse (reaccion de hidrolisis) y en el
caso de las antocianinas de 3 mondsidos, los enlaces glucosidos podrian
destruirse (Abou-Arab et al., 2011; Castafieda-Ovando et al., 2009).

Puede alterar la forma nativa de los pigmentos complejos al romper las

asociaciones con metales o copigmentos (Abou-Arab et al., 2011)

5.5.10.Comparacion HCI vs otros &cidos

Ademas de las limitaciones anteriormente nombradas para el uso de HCI, Padma &

Dhara, (2011) reporta que a pesar de que el protocolo HCI- metanol es de los més

empleados, se probaron méas &cidos y esta combinacion no fue la mejor para la

extraccion (Castafieda-Ovando et al., 2009)

Algunos otros estudios por el contrario evidencian que el HCI tiene mejores resultados.

Abou-Arab et al., (2011) hicieron una revision de la extraccion usando dos solventes

(etanol y agua) y dos acidos (HCI y é&cido citrico). Los resultados de su estudio

fueron que HCI fue mas eficaz que el acido citrico. El etanol acidificado con HCI 1,5

N mostrd la mayor influencia en la cantidad de antocianinas extraidas (1386 mg / 100

g de Roselle seca), seguido de una solucion de acido citrico al 2% (1063 mg / 100 g
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de Roselle seca) y etanol acidificado con &cido citrico al 1% (693 mg / 100 ¢
de Roselle seco). Mientras que el agua destilada extrajo solo 545,39 mg / 100 ¢

de Roselle seco).

A pesar de lo anterior, paraevitar o minimizar la descomposicion de las
antocianinas aciladas las cuales son conocidas por ser muy estables, se han preferido
los acidos organicos como el acético, el citrico o el tartarico, que son mas faciles de
eliminar durante la concentracion de antocianinas (Abou-Arab et al., 2011). Ademas,
se menciona, que en el &cido citrico es menos corrosivo que el &cido clorhidrico, quela
los metales, mantiene un pH bajo y puede tener un efecto protector durante el proceso

(Abou-Arab et al., 2011; Bayram et al., 2015).

Otros autores reportan sobre el uso de alternativas de HCI: acido acético, citrico (se
reporta que tiene un efecto protector en las antocianinas) (Chen et al., 2018), férmico
o perclérico (Delgado-Vargas et al., 2010), teniendo en cuenta que los sistemas acidos
pueden disolver la citomembrana de la planta, asi como los pigmentos solubles en agua
facilitando la extraccion (Chen et al., 2018).

5.5.11.Soluciones sulfuradas

Aungue el uso de soluciones sulfuradas (como el SO2) como agentes acidificantes en
las publicaciones revisadas en este trabajo fue minimo; se decidi6 que era relevante
nombrarlo ya que algunos autores reportan que trabajar con este tipo de soluciones es
viable e incluso mas eficaz, dada la posible hidrolisis mediada por los acidos (S. Silva

et al., 2017), las limitaciones estan relacionadas a que a pesar de no tener un riesgo
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desde el punto de vista de inocuidad alimentaria (ya que es un conservante conocido)
si puede generar reacciones adversas en individuos hipersensibles (S. Silva et al.,

2017).

J. Lee & Wrolstad, (2004) realizaron un estudio de optimizacion de la extraccion de
antocianinas adicionando SO- y &cido citrico a agua como solvente. Hallaron que la
adicion de SO aumentaba la extraccion de antocianinas. Esto lo atribuyen a que este
compuesto disminuye la constante dieléctrica del agua lo cual permitiria una mejor
extraccion al aumentar la solubilidad de compuestos fenolicos.Adjé et al.,
(2010) report6 también un mejor desempefio para la extraccion de antocianinas a partir

de Delonix regia con el uso de agua con acido sulfurico que con &cido citrico.

5.5.12. Temperatura

La temperatura es una de las condiciones mas relevantes en el proceso de extraccion.
La baja estabilidad de las antocianinas a altas temperaturas, pero el aporte que también
pueden dar al proceso de extraccion evidencia que su definicion debe ser muy

cuidadosa para no afectar la efectividad y eficiencia del proceso (Khazaei et al., 2016).

Se conoce, que el aumento en la temperatura de extraccion también incrementa el
contenido de antocianinas en el extracto. Lo anterior se atribuye aque con el
incremento en la temperatura también mejora la solubilidad y el coeficiente de
difusion de las antocianinas (Arici et al., 2016; Castafieda-Ovando et al., 2009;

Khazaei et al., 2016).
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A nivel fisioldgico, Mojica et al., (2017) reporta que debido a que las antocianinas se
encuentran en las vacuolas y, a menudo, en el tejido de la piel de las fuentes de
extraccion, una temperatura alta podria ayudar a romper estas estructuras. Esto facilita
la liberacion de pigmento durante la extraccion. Khazaei et al., (2016) también
menciona que la temperatura alta ayuda a la desnaturalizacion de las paredes de las

células vegetales facilitando la extraccion.

De esta forma, un aumento en la temperatura de extraccion es favorable, pero debe
definirse cuél es ese valor 6ptimo en el que se obtiene el mejor rendimiento para no
afectar la calidad del extracto. De lo contrario el deterioro de pigmentos en pigmentos
poliméricos marrones o incoloros y la desaparicion del color deseado del extracto es

posible (Khazaei et al., 2016).

Algunas de las consecuencias que pueden darse tras un aumento en la temperatura es
que la tasa de extraccion empezaré a disminuir. Con esto diferentes reacciones como
degradacion de las antocianinasy aumento de reacciones de hidrélisis y
oxidacion podran tener lugar en el proceso (Castafieda-Ovando et al., 2009). También
se reporta por Yamashita et al., (2017) que temperaturas demasiado altas puede
provocar la pérdida de disolventes, lo que conduce a impurezas indeseables en el

extracto (Khazaei et al., 2016).

5.5.13. Temperatura y tiempo
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En la Figura 17 se definen las temperaturas que fueron consolidadas de las
investigaciones revisadas en este trabajo. Estas temperaturas se relacionaron con el
tiempo de extraccion y la fuente. Se evidencia un amplio rango de temperaturas
evaluadas desde 4 a 100 °C por diferentes tiempos desde 0.16 hasta 24 h (Figura 37).

Temperatura °C Tiempo (h)

Fuente s 1

=183 1
0161

1001
1

2

2

12I3

Figura 17. Relacion entre las temperaturas de extraccion, fuente y el tiempo de
proceso. Gréafico alluvial n=37. Los numeros en los nodos laterales e inferiores en el

eje central corresponden a su valor. Referencias ver en Anexo 2.

No se evidencia una tendencia entre las fuentes de extraccion y las temperaturas. Para

frutos, flores y legumbres se evidenciaron temperaturas de extraccion en rangos
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bastante amplios, flores y frutos entre 4 °C a 100 °C, legumbres entre 4 °Cy 70 °C y

cereales entre 4 y 35 °C (Figura 17).

En cuanto a la relacion de la temperatura con el tiempo si se muestra una tendencia.
Para temperaturas de 4 °C a 25 °C los tiempos de extraccion son més largos, entre 12
y 24 horas, con excepcidn de unas investigaciones puntuales que tuvieron tiempos de
extraccion de 1y 2 horas. Por el contrario, las temperaturas mas altas desde 40 °C a

100 °C los tiempos de extraccion fueron mas cortos, entre 0.16 a 2 horas. 70 y 100 °C

evidenciaron los tiempos de extraccién més cortos (Figura 17).

Adicional a lo anterior, se evidencia que las temperaturas mas reportadas estan entre 4
°C y 35 °C, siendo temperatura ambiente y 4°C la de mayor reporte y las mas altas,

70, 80 y 100°C las de menos reporte (Figura 17).

Con estos resultados es posible ver que a pesar de que se reporta que la temperatura
alta afecta positivamente la extraccion, algunas investigaciones prefieren no causar
posibles dafios en las antocianinas y optan por temperaturas bajas y tiempos largos.
Adicional es importante tener en cuenta que estos tiempos largos tienen efecto en el
balance energetico del proceso y en su eficiencia y es una de las razones por las que se

trabajan en otros métodos que disminuyan tiempos de extraccion.

5.5.14.Relacion solido - liquido
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La relacion sélido liquido (S/L) hace referencia a la proporcion de materia solida
(fuente de extraccion) y solvente. Se reporta que esta condicién afecta el pardmetro
de transferencia de masa también el cual es modificado de acuerdo con el volumen de

solvente (Aryanti et al., 2019).

Aryanti et al., (2019) reporta que, al aumentar el volumen de solvente, los materiales
extraidos disueltos seran mas altos, dando como resultado un mayor rendimiento de
extraccion. La relacion es la siguiente: a mayor volumen de solvente, se producird

una mayor transferencia de masa y una difusion mas acelerada en el medio.

En las investigaciones realizadas se encuentra un amplio rango de valores de relacién
S/L de los procesos de extraccion. En la Figura 18 es posible ver las relaciones S/L
que fueron consolidas de las investigaciones revisadas en este trabajo. Estas relaciones

S/L fueron evaluadas junto con la fuente de extraccion que se uso y el solvente.

Se evidencia en la Figura 18 relaciones desde 1:2 hasta 1:50 siendo la méas reportada
1:5 con el 22 % de los datos. La siguen 1:20, 1:10 y 1:3. Se observa que las relaciones
con mayor adicion de solvente, tales como 1:15 a 1:50 (a excepcion de 1:20) son las

que tienen menos reportes.

Pinela et al., (2019) mencionaron que el volumen de solvente debe ser suficiente solo

para disolver los compuestos objetivo y promover la transferencia de masa. A escala

industrial, son deseables relaciones sélido / liquido (S / L) maés altas para maximizar
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el rendimiento de extraccién con un consumo minimo de solvente, haciendo asi el

proceso mas productivo y sostenible.

Relacién S/L

Fuente

Solventes usados
1

w = e

14

16

Figura 18: Relacion S/L vs fuentes de extraccion y solventes usados. Grafico alluvial.
n=37. Los numeros en los nodos laterales y en la parte inferior del item corresponden
a su valor (nimero de reportes). Referencias ver en Anexo 2.

No se evidencia una tendencia entre la fuente de extraccion con la relacion S/L, por el
contrario, se evidencia la amplia variedad de opciones que han sido investigadas

(Figura 18).

En cuanto a la relaciéon con el solvente también puede verse la gran variedad de

relaciones S/L investigadas, entre 6 y 8 para etanol, metanol y agua. Se observa una
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leve mayoria para la relacion de 1:5 en etanol, 1:2 en metanol y 1:3 en agua (Figura

18).

Ozgir & Cimen, (2018) realizaron un experimento con 3 g de muestra usando varios
vollimenes de la solucién de extraccion (1:10, 1:20, 1:30, 1:40, 1:50, 1:60y 1:80 g /
mL). Encontraron que cuando la cantidad de solvente era demasiado baja, las
antocianinas no se extraian. La eficiencia de extraccion aumentd cuando la proporcion
de solido a solvente aumentd de 1:20 a 1:40 g / mL y luego tendié a permanecer
constante en las proporciones de 1: 40 —1: 80 g / mL. Desde un punto de vista
econdmico, se encontrd que la proporcion de materia prima a disolvente de 1:40 g / ml

era la mas rentable.

5.5.15.0ptimizacion de variables

En la Tabla 3, se evidencia un consolidado con 10 investigaciones. Cada una con las
variables a analizar, los rangos evaluados y las condiciones dptimas elegidas. Entre los
parametros investigados y optimizados estan el solvente, la concentracion, el tipo de

acido, la temperatura, el tiempo y la relacion S/L.
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Tabla 3. Ensayos de optimizacion de condiciones de la extraccion con solvente.

NuUmero Total, de
de Matriz Nombre Variables Condiciones evaluadas Condiciones 6ptimas antocianinas / Referencia
ensayo rendimiento
Agua destilada e (Kimetal.,
1 Fruto Acan_t hopanax Tipo de solvente Metanol acidificado con HCI Metanol acidificado 60.3 mg/100 g 2011)
sessiliflorum 0.01% con HCI 0.01%
Relacion S/L 1:20
Tiempo de 1:20, 1:50 y 1:80 24 h
. 1609.11 mg/L .
. extraccion 8, 16 y 24 horas 25°C o= (Khazaei et
2 Flor Crocus sativus Temperatura 25, 50, 75°C Etanol acuoso al Basag_o fﬁcg':ilggdma al., 2016)
Porcentaje de Etanol acuoso al 25, 50y 75 % 25,02% g
etanol
Agua con acido sulfarico M?d.'o de agua con
e acido sulfurico 5.5 umol g-1
. . Tipo de solvente Agua con acido citrico Agua con acido equivalente cianidina  (Adjé et
3 Flor Delonix regia i Metanol agua con HCI B
Relacion S/L Relacion S/L citrico 5.6 umol g-1 al., 2010)
1:250, 1:200, 1:100, 2:100 y 4:100 equivalente cianidina
1/100
Agua
Etanol al 12.5% con &cido férmico
al 2% Etanol 24 % acido
Solvente y e T .
. 2 Etanol al 25% con acido formico foérmico 32 mg /g DW (Aguilera
Frijol negro concentracion o L
4 Legumbre . al 2% 29°C Total antocianinas etal.,
Phaseolus vulgarisL ~ Temperatura . -
- Temperaturas evaluadas 1:40 monoméricas 2016)
Relacion S/L o
4,22y 40°C
Relacion S/L

1:30, 1:40y 1:50
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Flor

Flor

Flor

Flor

Flor

Fruto

Hibiscus rosa
sinensis

Hibiscus sabdariffa

Hibiscus sabdariffa

Hibiscus sabdariffa

Tulipa gesneriana L

Vaccinium
angustifolium

Acidificacién

Tipo de Solvente
Relacion S/L

Tipo de solvente
Acidificacion

Tiempo
Temperatura
Concentracion
Concentracion de
etanol
Temperatura
Tiempo

Temperatura
Acidos usados

Metanol con HCI 0.1 % (v/v)
Metanol con Acido citrico 4%
(wiv)

Etanol o agua destilada
1:10y 1:15
Etanol con 1.5 N/L HCI (85:15,
A%)

Etanol con 1% acido citrico.
Solucioén de acido citrico al 2%
en agua destilada
55- 150 min
20-90 °C
Etanol 0 - 100%

Etanol acuoso de 0 - 100%
25 -55°C
30, 75y 120 min

7.7,26y 79 °C
Acidificacion (Solvente etanol)
Sin acido (pH 5.4)
HCI (pH=4.1)
Acido Citrico (pH=4,9)
Acido Tartarico (pH=5)
Acido Léctico (pH=4,8)
Acido fosfdrico (pH=4,6)

Metanol acidificado
con acido citrico 4%

Agua destilada
1:15

Agua acidificada con
acido citrico 2 %

90 min
90 °C
Etanol 50%
Etanol acuoso 35%
54 °C
116 min

79°C
Acido fosférico.

166 mg/kg

nd

1063 mg/100g

Nd

28.9 mg/g
Cianidina-3-

glucosido eq/g DW

(Padma &
Dhara,
2011)

(Abou-
Arab et al.,
2011)

(Arici et
al., 2016)

(Nicoué et
al., 2007)




Es importante resaltar que se hizo un intento por consolidar datos que evidenciaran la
calidad de las extracciones tales como rendimientos o total de antocianinas, sin
embargo, debido a la variabilidad de las fuentes de extraccion, las tecnologias y
condiciones del proceso y las diferencias en las unidades de reporte de los resultados
esto no fue posible (S. Silva et al., 2017). Por tanto, se decidio consolidar diferentes
investigaciones de optimizacion de procesos de extraccion que permitieran evaluar el
efecto de diferentes variables sobre rendimientos y total de antocianinas por cada

investigacion de forma individual.

5.5.16.0ptimizacion del tipo de solvente

Los ensayos 1,3, 4, 6 y 7 de la Tabla 3 hicieron la evaluacién del tipo de solvente. La
eleccion del solvente 6ptimo fue a traves de la comparacion del valor de concentracion

de antocianinas o rendimiento entre los solventes propuestos.

En el ensayo 1 el solvente éptimo elegido fue metanol acidificado con HCI al 0.01%,
en el ensayo 3 agua con acido sulfarico y agua con &cido citrico. En el ensayo 4 se
eligio etanol acuoso al 24% acidificado con acido formico. En el ensayo 6 se eligio

agua acidificada con acido sulfarico y en el ensayo 7 agua destilada con &cido citrico

al 2% (Tabla 3).

Con estos resultados es posible ver que de 5 ensayos 3 eligieron el agua acidificada

como el solvente 6ptimo sobre otros solventes como metanol y etanol acidificado o no

y por tanto demuestra la necesidad de realizar optimizaciones de solventes ademas de
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tener informacion teorica al respecto. Esto teniendo en cuenta que como se reviso

anteriormente el agua no es el solvente mas recomendado por las investigaciones.

5.5.17. Optimizacion de la concentracion del solvente

Los ensayos de optimizacion de concentraciones de solvente estan enfocados en etanol
como solvente. Posiblemente esto se debe a que en este trabajo se evidencio que la
variabilidad en la concentracion de solvente estd asociada mas en etanol que en
metanol. De este Gltimo solo se reportd metanol sin diluir y metanol al 80 % por el

contrario en etanol se reportaron concentraciones desde 12,5 % hasta etanol sin diluir.

Los ensayos 2, 4, 8 y 9 evaluaron diferentes concentraciones de etanol acuoso, 25 %y
75 % el ensayo 2, 12.5y 25% el ensayo 4 y entre 0 a 100% en los ensayos 8 y 9. Los
hallazgos fueron: para el ensayo 2 y 4, la concentracion optima fue de 25%, para el

ensayo 8 etanol al 50% y para el ensayo 9 etanol al 35 % (Tabla 3).

Se observa que las concentraciones 6ptimas de etanol acuoso elegidas estan en un
rango de 25% a 50 %, no superando el 80 %, el valor en el que Ozgir & Cimen, (2018)

define empieza a disminuir el rendimiento de la extraccion con este solvente.

Con los anteriores resultados también es posible confirmar la necesidad de optimizar

condiciones de extraccién. Se observa como el ensayo 8 y 9, que evaluaron de etanol

de 0 a 100% encuentran resultados completamente diferentes entre los dos (Tabla 3).
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Otras variables de extraccion como la temperatura de extraccion, el tiempo y el tipo

de antocianinas también podrian influir (Arici et al., 2016).

Es importante tener en cuenta que los resultados a pesar de que se estén dando de forma
individual por variable solvente, en los ensayos, otras condiciones como temperaturas

y tiempos son diferentes y también pueden tener influencia en el resultado.

5.5.18.0Optimizacion de tiempo y temperatura

Los ensayos 2, 4, 8,9y 10 evaluaron temperatura y el 2, 8 y 9 ademas de la temperatura
también el tiempo de extraccion. Las evaluaciones estan desde un rango de
temperatura de 4°C a 90 °C por un tiempo que puede ir desde los 30 minutos hasta las

24 horas (Tabla 3).

El tiempo maés alto elegido como Optimo fue de 24 horas (ensayo 2) y fue para la
temperatura mas baja elegida, 25°C por el contrario las temperaturas mas altas elegidas
cdémo optimas tienen tiempos considerablemente méas cortos, para 90 °C 90 minutos

(ensayo 8) y para 54°C 116 minutos (ensayo 9) (Tabla 3).

Esto coincide con lo encontrado en la Figura 15 donde se concluye que a temperaturas
mas altas tiempos mas cortos y a temperaturas mas bajas tiempos mas largos de
extraccion. También se observa la variabilidad que se puede encontrar entre las

condiciones Optimas elegidas.
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Aricietal., (2016) reportaron que la temperaturay el tiempo son variables que afectan
directamente la concentracion de antocianinas, por tanto, su definicion debe ser
cuidadosamente estudiada. Arici et al., (2016) encontraron que el contenido de
antocianinas de las muestras extraidas en diferentes condiciones tanto de temperatura
como tiempo oscilaba entre 351 y 680 ppm y vieron que el aumento de la temperatura

y el tiempo de extraccién aumentaba el rendimiento de antocianina extraida.

5.5.19.0ptimizacion de la acidificacion de solventes

En el ensayo 10 se registrd una optimizacion que tuvo en cuenta acidos organicos e
inorganicos con diferentes valores de pH. Se evidencid que el acido fosforico tuvo
mayor rendimiento que los demas, incluso sobre HCI. Este es uno de los ensayos que
evidencia que en algunos casos es posible hacer un cambio en el &cido mas
frecuentemente usado y que no siempre es el que genera mejores resultados

(Castafieda-Ovando et al., 2009; S. Silva et al., 2017).

Mojica et al., (2017) reportaron que el rendimiento de la extraccidn de antocianinas de
arandano se vio notablemente afectado tanto por el tipo de acido como por la
temperatura de extraccion. Por tanto, ellos mencionan que las antocianinas extraidas
no se pueden explicar en términos de efectos separados de la temperatura y el tipo de

acido ya que observaron una interaccion muy significativa entre estos dos parametros.
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En el ensayo reportado por Mojica et al., (2017) mencionaron que esta interaccion fue
lineal para las antocianinas. El efecto de la temperatura vari6 segun el tipo de cido

para la extraccion de antocianinas.

5.5.20.0Optimizacion relacion S/L

Esta variable fue optimizada en los ensayos 2, 3, 4 y 5 (Tabla 3). Se realizaron
variedad de combinaciones y no en todos los casos la relacion con mayor cantidad de
solvente fue la que tuvo mayor rendimiento. Esto corrobora lo mencionado por Pinela
et al., (2019) que debe evaluarse que la cantidad de solvente sea la cantidad necesaria

Y no se acepte un gasto innecesario sin realizar una evaluacion previa.

5.6.Extraccion por ultrasonido

Se menciona por Golmohamadi et al., (2013) que la accion del ultrasonido es en 3
etapas, (i) romper las paredes celulares, (ii) difundir el solvente a través de la matriz
celular y (iii) lavar el contenido celular. Sus beneficios son (i) dafiar la pared de las
células, (ii) aumentar la absorcién del solvente en la célula y aumentar el rendimiento

de extraccion (Golmohamadi et al., 2013)

Para esta tecnologia, las investigaciones pueden registrar las siguientes condiciones de

operacion: (i) solvente y concentracion, (ii) acidos para la acidificacion del solvente,

(iii) relacion S/L, (iv) temperatura, (v) tiempo, (v) frecuenciay (vi) poder.
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En esta seccion, la mayoria de los parametros se describirdn puntualizando en la
consolidacion de los hallazgos en cuanto a las condiciones de experimentacion
anteriormente nombradas. Muchos de los principios tratados en la extraccion con
solvente aplican también en ultrasonido a excepcion de la frecuencia y el poder que

son tratados en este numeral.

5.6.1. Solvente

Al hacer la revision de los solventes usados en las investigaciones por ultrasonido, se
encuentra que el etanol y el agua fueron los mas reportados con un 47 y 37 %

respectivamente. El metanol los sigue con un 16% de los reportes (Figura 19).

Etanol
47%

Figura 19. Porcentaje de participacion de los solventes usados en las extracciones

por ultrasonido. n=20. Referencias ver en Anexo 2.
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Es importante resaltar de la Figura 19, como el agua se sobrepone sobre el metanol a
diferencia que en la extraccion con solvente. Lo anterior puede deberse a que debido
al fendmeno y efecto sobre la extraccion de la fuerza de cavitacion es posible pensar
en usar solventes mucho méas amigables con el medio ambiente que en la extraccion

por solventes que requieren solventes con mayor poder de extraccion.

Lo anterior no quiere decir que la eleccion del solvente sea menos importante en la
tecnologia por ultrasonido. Pero si es posible que la existencia del fendmeno de
cavitacion pueda facilitar la extraccion y por tanto ser mas viable usar agua como

solvente.

Con respecto a la acidificacion del solvente, al igual que en la extraccién con solvente,
HCI fue el &cido mas usado en el proceso de extraccion con un 45 % de participacion
(Figura 20). Acido citrico, 4cido formico y acido sulfrico con un 36 %, 9% y 9%

respectivamente también fueron reportados.
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Acido sulfirico
9%

HCI
45%

Acido citrico
36%

Figura 20. Porcentaje de reporte de &cidos en la extraccion por medio de ultrasonido.
n=20. Referencias ver en Anexo 2.

5.6.2. Temperatura

Las extracciones por ultrasonido que registraron temperatura en la muestra de articulos
revisada estuvieron en un rango entre 25 a 55°C. También Se tienen estudios de
optimizacion puntuales en los que evaluaron temperaturas hasta 100 °C (Arici et al.,
2016). Zou et al., (2011) mencionaron que, asi como el aumento de la temperatura, la
velocidad de difusion del disolvente y la intensificacion de la transferencia de masa
puede aumentar también la disolucion de impurezas y la descomposicion de moléculas

termolabiles como las antocianinas también.
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Se reportaron varias investigaciones que buscaban optimizar la temperatura en el
proceso de extraccion por ultrasonido. El ensayo 1, 2 y 3 (Tabla 4) evaluaron rangos
de temperaturas desde 40 a 80 °C, 20 a 60 °C y 20 a 100 °C respectivamente. Para los
ensayos 1y 2 la temperatura optima fue de 40 °C y para el ensayo 3 de 30 °C. El
resultado podria explicarse por lo mencionado en la investigacion de (Zou et al., 2011)
que desde los 40 °C el rendimiento de extraccion empezé a disminuir probablemente

por la degradacién de antocianinas.

Con los anteriores resultados también puede verse que las temperaturas reportadas en
las optimizaciones de los procesos de ultrasonido y aquellas que fueron reportadas en
las demaés investigaciones no fueron mayores de 60 °C. Esto diferencia con la
extraccion por solvente en donde se encontraron temperaturas hasta 100°C (Figura
17).

5.6.3. Tiempo

Esta es una de las variables que el ultrasonido mejora con respecto a la extraccién por
solvente. En esta revision se encontraron reportes de investigaciones desde las 0,5
horas hasta 2 horas de extraccion. Golmohamadi et al., (2013) reportaron que el tiempo
en general usado por ultrasonido es de 10 a 60 minutos. En esta investigacion el rango

encontrado fue un poco mas amplio.
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Tabla 4. Optimizaciones de procesos de extraccion por ultrasonido.

NUmero Total de
de Matriz Nombre Variables evaluadas Condiciones evaluadas Condiciones 6ptimas antocianinas / Referencia
ensayo rendimiento
Tiempo de extraccion 30, 45y 60 min 45 min
1 Flor  Clitoria ternatea Temperatura 40,60y 80 °C 40 °C Nd (Salacheep et al., 2020)
Relacion S/L 1:5,1:7.5y 1:10 (w/v) 1:10 (wiv)
Tiempo de extraccion 20 — 100 min 40 min 64.70 + 0.45 mg/g
2 Fruto Morus alba Temperatura 20— 60 °C 40 °C polvo (Zou et al., 2011)
1:10, 1:20, 1:30, 1:40, 1:60 y 1:80 320.4 mg
Pétalos de rosas Relacién S/L (wiv) 1:40 (wlv) L N .
3 Flor rojas Tiempo 5, 10, 20, 30, 40, 50 y 60 min 30°C agtt;‘(’)'sggnfgé 20%% (Ozgir & Gimen, 2018)
Temperatura 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 y 100 °C 15 min por 3 veces P |
Tiemoo 20, 35, 50, 65 y 80 min 35 min 3.625 +0.125 g /kg
4 Cereal Zea mays L. P 100, 200, 300, 400 y 500 W mg de cianidina -3-O- (Chen et al., 2018)
Poder 400 W .
glucosido
Etanol
Hibiscus Tipo de solvente Agua Agua .
5 Flor sabdariffa L. Relacién S/L 1:10y 1:15 (wiv) 1:15 (wiv) Nd (Aryanti etal., 2019)
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Comparando este resultado del tiempo de extraccién con la extraccion por solvente,
evidentemente los tiempos son mucho menores ya que para la segunda fueron

reportados tiempos hasta por 24 horas (Figura 17).

Salacheep et al., (2020) reportaron que un aumento en el tiempo de extraccién por
ultrasonido puede ser perjudicial ya que puede degradar- destruir compuestos
fendlicos. El tiempo ademéas de ser importante en términos de rendimiento de
antocianinas, es una condicion que puede generar una disminucién o aumento de

costos de operacion y eficiencia (Salacheep et al., 2020).

En varios estudios se ha visto como a pesar de obtener una mayor extraccion
con tiempos més largos de operacion, eligen un tiempo menor, con buenos resultados
y que ademas puede significar un ahorro en costos del proceso global (Salacheep et

al., 2020).

Zou et al., (2011) realizaron una evaluacion de la extraccion de 20 a 100 minutos
(Tabla 4 ensayo 2), encontraron que desde los 40 minutos el rendimiento de
extraccion era constante por tanto fue este el limite de tiempo seleccionado como
optimo. El rendimiento de extraccion no aumentara asi dure el proceso mas tiempo si

ya se llego al equilibrio.

En la Tabla 4 también se observa los tiempos evaluados entre 30 y 60 minutos en el

ensayo 1y entre 20 y 80 minutos en el ensayo 4, se escogié como tiempo optimo entre

los 35 y 45 minutos en ambos. También se reporta que si se supera el tiempo optimo
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en procesos ultrasonido pasado este tiempo pueden empezarse a degradar las
antocianinas disminuyendo su cantidad y calidad (Salacheep et al., 2020).

5.6.4. Relacion S/L

En cuanto a la relacion S/L, al igual que en la extraccion convencional, también se
reporta que a mayor volumen de disolvente se aumentara la eficiencia de extraccion
(Aryanti et al., 2019). Adjé et al., (2010) mencionaron que la relacion sélido-liquido
tuvo una influencia significativa en el rendimiento de extraccion de antocianinas. Con
el aumento del volumen de extraccion, el total de antocianinas de salvado de maiz

morado aumentd gradualmente.

En la Tabla 4 en los ensayos 1, 3 y 4 se realizaron estudios de optimizacion de la
relacion S/L. En el ensayo 1 se evalu6 1:5a1:10y 1:10 fue elegida como optima 1:10.
En el ensayo 3 se hizo una amplia evaluacion desde 1:10 hasta 1:80 y la relacién
escogida fue 1:40 y en el ensayo 4 se evalud 1:5 y 1:10 eligiendo esta Gltima como
Optima. En esta comparacion es posible ver la importancia de la optimizacion de las
variables y ojala en rangos amplios de prueba. Se observa que el ensayo 1y 4 eligieron
su maxima relacion probada ya que no tenian opciones mayores, por el otro lado en el

ensayo 3 que evalud un rango mas amplio se eligid una relacion intermedia (Tabla 4).

5.6.5. Frecuenciay poder

Estas dos condiciones no fueron reportadas en todas las investigaciones revisadas. Y
de aquellas en las que se reportaron sus condiciones estuvieron en un rango de:

e Frecuencia 20 kHz a 40 kHz
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e Poder de 100 a 500 W

Golmohamadi et al., (2013) reportaron que generalmente la extraccion por ultrasonido
usa frecuencias de 20 kHz a 40 kHz lo cual coincide con el hallazgo en esta revision.

Se observa en la Tabla 4 que solo se tuvo una optimizacion para la variable de poder
en el ensayo 4 en un rango de 100 a 500 W y la condicion elegida como optima fue de

400 W.

Los autores mencionan que se demostré que la potencia de la energia ultrasénica tiene
efecto sobre el total de antocianinas las cuales pueden destruirse en condiciones de alta
potencia. Su evaluacion mostré ademas que el total de antocianinas tuvo un aumento
al incrementar el poder desde 100 a 400 W y su degradacion se observé a una

condicion de 500 W.

5.6.6. Ultrasonido vs extraccion convencional

Son varios los reportes que hacen la comparacion de la eficacia del ultrasonido vs los
métodos convencionales y varias publicaciones reportan que el ultrasonido puede
ser mas efectivo, amigable con el medioambiente yeconémico que
el método convencional (Aryanti et al., 2019; Chen et al., 2018; Mehmood et al.,
2019).

Una de las principales causas de lo anterior ya fue revisaday es el fendmeno de

cavitacion. Ademéas Mehmood et al., (2019) reportaron un dato interesante y es que
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en el proceso de extraccion una capa de solvente rodea la superficie de la matriz de
extraccion y esto actlia como barrera de difusion durante el proceso; esta capa no puede
romperse en la extraccion convencional, pero puede romperse o eliminarse bajo la

influencia del colapso de la burbuja de cavitacion durante la extraccion ultrasonica.

A pesar de lo anterior, en la Tabla 5 se resumen algunos estudios que compararon
ambas tecnologias (ultrasonido y extraccion con solvente asistida como temperatura)

y muestra en algunos casos como el ultrasonido no tuvo los mejores resultados.

En la Tabla 5 se reporta ademas que, aunque en la extraccion con solvente y en la
extraccion con ultrasonido se compartan parametros relevantes como tipo de solvente,
concentracion, temperatura y tiempo, las condiciones pueden varian entre una y otra

tecnologia debido al fundamento de cada una.

Un ejemplo es dado en la investigacion realizada por Leichtweis et al., (2019) que se
observa en la Tabla 5 ensayo 1. Ellos compararon la extraccion con solvente asistida
con calor vs la asistida con ultrasonido en Prunus spinosa L. Los pardmetros evaluados
fueron concentracion de solvente, tiempo y temperatura. Los hallazgos fueron:
extraccion con solvente asistida con calor requirié un tiempo de 49 minutos, etanol al
50 % y una temperatura de 90 °C para obtener un rendimiento del 50.89%. La
extraccion asistida por ultrasonido obtuvo un rendimiento de 68.60 % con 5 min de
proceso, etanol al 47,98 % y 400 W de poder. No se reportd temperatura para este

ultimo Tabla 5 ensayo 1.
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Tabla 5. Comparacion extraccion por ultrasonido y extraccion por solvente asistida por calor.

NUmero .
de Matriz Nombre Tee(;(rgl?;ggilgnde Variables evaluadas  Condiciones evaluadas Condiciones 6ptimas Conclusién Referencia
ensayo
Tiempo
. Asistida por Temperatura ]
1 Fruto Prunus spinosa temperatura Concentracion de go— 830”1'8 Nd
solvente - i imi
Etanol 0 — 100 % Mejor r_e,ndlm_le_nto (Leichtweis
extraccion asistida
. etal., 2019)
por ultrasonido
) Tiempo
Ultrasonido Poder 5a 25 min 5 min
Concentracion de 100 - 400 W 400 W
solvente Etanol acuoso de 0-100% Etanol 47% viv
Tiempo
Asistida por Temperatura 1 - 150 min 5 min
temperatura Concentracion de 30-90°C 90 °C
solvente Etanol 0 — 100 % Etanol 80 % Mejor rendimiento en (Lépez et al
2 Fruto Arbutus unedo Tiempo extraccién asistida P B
. . 2018)
Ultrasonido Poder_ 3a25min 27.6 min por temperatura
Concentracion de 100 — 500 W 243.7W
solvente Etanol acuoso de 0-100% Etanol 59.9 %
Mvrciaria TFl)grgepro 5-25 min 24.44 min Mejor rendimiento en (Albuguerque
3 Fruto 'agoticaba Ultrasonido Concentracion 100 - 500 W 500 W extraccién asistida etal gozg)
) Etanol 0 — 100 % Etanol 34.47 % viv por temperatura N
solvente
Tiempo . .
Asistida por Temperatura g(; Sgonllg 2417.81r?(|:n
temperatura Concentracion de » '
Etanol 0 — 100 % Etanol 9.1% v/v
solvente
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En la anterior investigacion es evidente que con ultrasonido se obtuvo un mejor
rendimiento a un menor tiempo y sin la necesidad de usar temperatura para el proceso.
Esto lleva a un mejoramiento en los rendimientos, costos de proceso y al uso de una

tecnologia méas amigable con el medio ambiente (Leichtweis et al., 2019).

Lépez et al., (2018) también hicieron una comparacion y optimizacion de extraccion
por ultrasonido vs extraccion con solvente asistida por calor (5 min, 90 °C y etanol al
80% acidificado) en Arbutus unedo (Tabla 5 ensayo 2). En esta investigacion el
resultado fue contrario al anterior y la tecnologia asistida por calor tuvo mejores

resultados en cuanto al rendimiento de la extraccion de antocianinas.

Los autores mencionan que esto pudo estar asociado a que la eficacia del ultrasonido
puede ser muy baja cuando los compuestos objetivo o los solventes son no polares o
cuando son volatiles, adicional de que los compuestos pudieron degradarse durante la
durante la extraccion. Las condiciones dptimas de extraccion por ultrasonido fueron

27.6 min, 243.7 W y etanol al 59 % (Tabla 5 ensayo 2).

Los resultados anteriores muestran la importancia de realizar una comparacion entre
métodos para asegurar que si sea el més efectivo para el tipo de fuente de extraccion
y/o las condiciones planteadas. Un ensayo similar se realizo por Albuquerque et al.,
(2020) (Tabla 5 ensayo 3) en el epicarpo de Myriciaria jaboticaba y también se

obtuvo un mayor rendimiento en la tecnologia de extraccion asistida por calor.
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5.7. Estabilizacion de antocianinas

En la Figura 21 a es posible ver algunas de las tecnologias mas reportadas en la
muestra de investigaciones revisadas. La microencapsulacion notablemente es la méas
reportada con un 84% de los reportes, seguido por la copigmentacion con un 16%. En
cuanto a las tecnologias de microencapsulacion mas reportadas, en la Figura 21 b se
observa que el secado por aspersion y la liofilizacion son las técnicas mas
frecuentemente usadas (Yu & Lv, 2019). Guan & Zhong, (2015) y Yousuf et al.,
(2016) reportan que el secado por aspersion, la liofilizacién, la gelificacion ionica,
coacervacion 'y la gelificacion térmicason las mas usadas para estabilizar

antocianinas.

Copigmentacion
16%

Microencapsulacion
B84%
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Figura 21. A. Tecnologias de estabilizacion de antocianinas reportadas en las
muestras de articulos revisada y b. Tecnologias de microencapsulacion mas

reportadas. n=59. Referencias ver en Anexo 2.

5.7.1. Microencapsulacion
5.7.2. Liofilizacion

Idham et al., (2012) y Jafari et al., (2016) mencionaron que la liofilizacion es uno
de los metodos preferidos para estabilizar pigmentos sensibles a la temperatura a pesar
de ser 30 — 50 veces mas costoso que el secado por aspersion. Esta técnica promueve
la deshidratacion de la mezcla congelada de materiales de pared y material a encapsular

por medio de la sublimacion bajo vacio y bajas temperaturas (Jafari et al., 2016).
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En cuanto a la morfologia de las microparticulas liofilizadas estas se observan como
una  estructura  de  vidrio roto en diferentes  tamarios. Es
una estructura considerada vitrea de forma irregular (Figura 22). Este tipo de
estructura podria ser positiva para la proteccion de las antocianinas al calor y al

oxigeno (Yamashita et al., 2017).

| s TS |

15.0kV x1.00k SE ' TN Ts0.0um

Figura 22. Micrografia de antocianinas de Rosa rugosa encapsuladas por liofilizacion

con maltodextrina y goma arabiga como material de pared (1000X) (Yu & Lv, 2019).

Ademas de lo anterior, se conoce que las particulas obtenidas desde la liofilizacién son
de gran tamafio y Yamashita et al., (2017) reportaron que esto se debe al proceso de
baja temperatura y a la falta de resistencia necesaria para romper las gotas congeladas
o alterar la superficie durante el secado. Adicional menciona que el tamafio podria
afectar la solubilidad ya que una mayor solubilidad se relaciona con tamafios

de particulas mas pequefios.
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5.7.3. Condiciones de operacion

Al igual que para la extraccion de antocianinas, existen dentro de esta tecnologia
diferentes métodos que varian en sus condiciones de operacion. Algunas de las
condiciones que son relevantes y varian entre una investigacion y otrason la
temperatura y tiempo de liofilizacion, los agentes encapsulantes, la relacion entre estos
con el compuesto a encapsular, si existe 0 no congelacion previa de la muestra y

algunos también reportan la presion en el proceso.

Las temperaturas de liofilizacidn reportadas en los estudios revisados estan en un rango
entre -20 a — 100 °C estando el 50% de los datos en temperaturas entre -50 y -60 °C
como se ve en la Figura 23a. Por su parte, el tiempo de liofilizacion se encontr6 en un
rango entre las 15 y las 96 horas, estando el 46 % de los datos reportados entre 15y

25 horas y también con el 46% los datos entre 40 y 50 horas (Figura 23b).

En los estudios revisados no se encontraron optimizaciones de la liofilizacién en sus
condiciones de operacion tales como tiempo, temperatura o presion. Las
optimizaciones estaban mas enfocadas en los agentes encapsulantes, su proporcion vs

el material a encapsular, combinaciones de materiales de pared, etc.

En esta seccion del trabajo de acuerdo con lo anterior, se realizara una revision de los

agentes encapsulantes en la liofilizacién entendiendo que fue la informacion en la que

maés se enfocaron los estudios consolidados.
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-50a-60
50%

Figura 23. Relacion de las condiciones de liofilizacion reportadas en los estudios
revisados a. temperatura de liofilizacion y b. tiempo de liofilizacién n=15. Referencias

ver en Anexo 2.
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5.7.4. Agentes encapsulantes

Quiza una de las condiciones mas importantes en el disefio de la encapsulacion por su
impacto directo en la eficiencia de encapsulacion y la estabilidad de las microcapsulas

(Yamashita et al., 2017).

Para la eleccion de estos compuestos debe tenerse en cuenta informacién como:
(i) capacidad de formacion de
pelicula, (ii) biodegradabilidad, (iii) viscosidad, (iv) costo (v) naturaleza quimica de
la matriz en la que se aplicard y del compuesto a encapsular y (vi) funcion esperada de
las microcapsulas en dicha matriz (Jafari et al., 2016; Yamashita et al., 2017).
Ejemplo, para bebidas se prefiere que los materiales de pared tengan baja viscosidad

y que sean solubles en agua.

Entre los agentes encapsulantes para antocianinas en el proceso de liofilizacion, la
goma ardbiga y la maltodextrina se utilizan con mayor frecuencia debido a su
propiedad emulsionante, dispersabilidad, alta solubilidad y baja viscosidad (Yu & Lv,
2019). Yousuf et al., (2016) también reportaron para la liofilizacion la maltodextrina

y goma arabiga como los més usados.

En la Figura 24 pueden verse los materiales encapsulantes mas empleados de acuerdo
con las investigaciones revisadas. Efectivamente la goma arabiga y la maltodextrina
fueron los mas reportados con un 63% y 16 % de participacion. La proteina de soya,

la goma guar y la pectina los siguen con un 11%, 5% y 5% respectivamente.
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Proteina de soya
1%

Maltodextrina
63%

Figura 24. Porcentaje de participacion de los encapsulantes mas reportados para el

proceso de liofilizacion. n=23. Referencias ver en Anexo 2.

Algunos estudios se han enfocado en buscar nuevas alternativas de agentes
encapsulantes como Jafari et al., (2016) que hicieron una investigacion para encapsular
antocianinas a partir de Crocus sativus con un hidrocoloide extraido de semillas de

berro (Tabla 6 ensayo 1).
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Tabla 6. Optimizaciones y pruebas realizadas en el proceso de liofilizacion.

Nlé':se;;ode Matriz Nombre Variables independientes Condiciones evaluadas Conclusién Referencia
Maltodextrina a partir de arroz partido
. DE 10 . . (Laokuldilok
. Fuente de maltodextrinas DE20 Maltodextrina DE=20 tuvo mejor
1 Cereal Oryza sativa L. - & Kanha,
Efecto de valor DE DE30 rendimiento.
. . 2015)
Maltodextrina de tapioca
DE 10
Agentes encapsulantes probados:
Maltodextrina DE20 y DE7
Goma arébiga (GA)
Hidrocoloide de semillas de berro (CSG) El hidrocoloide a partir de semillas de
2 Flor Crocus sativus Fuente de agente encapsulante berro puede ser una buena opcion para ser  (Jafari et al,
9 P Combinaciones ensayadas: material de pared de acuerdo con los 2016)
DE20-CSG resultados obtenidos.
GA-DE20
DE20-DE7
DE20
El DE no tiene influencia en la solubilidad
y el didmetro.
A mayor DE el contenido de humedad
Maltodextrina DE 10 disminuye y menor retencion de (YYamashita
3 Fruto Rubus spp. Agente encapsulante Maltodextrina DE20 antocianinas. etal., 2017)
DE 10 arrojé una menor higroscopicidad. N
Puede estudiarse para ser usado como
colorante natural esta fuente de
antocianinas.
La maltodextrina a una concentracion de
Agente encapsulante Maltodextrina DE10 39/100 ml de extracto evidencia un mejor
. . 5 . (Duangmal
4 Flor  Hibiscus sabdariffa Relacion agente encapsulante Trehalosa comportamiento.
. et al., 2008)
extracto 2-39/100 ml Puede estudiarse para ser usado como
colorante natural
Maltodextrina malfcl)(;?:ijt(r)irngosTnpr? irlgarSr:Zn(t:g;ubei r?gt?ién (Pereira
5 Fruto  Jaboticaba pomace Material de pared Aislado de proteina de soya X 9 " Souzaetal.,
Es posible obtener colorantes naturales 2017)

Pectina

microencapsuladas desde este fruto/
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Las semillas de berro absorben agua rapidamente y producen grandes cantidades de
mucilagos o resinas con altos pesos moleculares. Algunas de sus caracteristicas
podrian favorecerlo como material de pared como bajos costos, propiedades

reoldgicas adecuadas para el procesamiento de alimentos y capacidad de formar geles

estables (Jafari et al., 2016).

Esta investigacion buscaba comparar dicho hidrocoloide con otros agentes
encapsulantes y determinar si era viable su uso (Tabla 6 ensayo 1). De las
conclusiones del ensayo se obtiene que si es viable usar el hidrocoloide de semillas de

berro como agente encapsulante (Jafari et al., 2016).

5.7.5. Materiales de pared mas usados

Como se reviso anteriormente, los materiales de pared méas usados son maltodextrina,
goma ardbiga y proteina de soya segun la muestra de estudios revisados. A
continuacion, hablaremos de cada uno dejando de ultimas a la maltodextrina debido a

que de esta se encontré mas informacion.

5.7.5.1.Goma arabiga

La goma arabiga es un exudado de polisacarido vegetal incoloro natural de acacia. Es
un material de pared eficaz y ha sido usado por muchos afios (Cheng et al., 2017). Es
un hetero polimero de azlcares altamente ramificado, que contiene una pequefia

cantidad de proteina unida covalentemente a la cadena de carbohidratos, que actla
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como un excelente agente formador de pelicula y, por lo tanto, tiene una muy buena
capacidad para atrapar la molécula encapsulada (Mahdavi, et al.,
2016). Ademas, tiene baja viscosidad, es soluble en agua, tiene una gran habilidad
de formar emulsiones estables y estar en un amplio rango de condiciones iénicas y de

acidez (Guan & Zhong, 2015).

A pesar de estas propiedades, en los Ultimos afios debido al alto precio, su
inaccesibilidad e impurezas, la aplicacién de goma aradbiga ha disminuido. Los
investigadores estan tratando de usar AG en combinacion con otros materiales de pared
0 reemplazarlo por completo con otros biopolimeros. Mahdavi, et al., (2016)
realizaron una investigacion y encontr6 que la mejor eficiencia de encapsulacion en

sus estudios fue la combinacion de goma ardbiga con maltodextrina.

5.7.5.2.Proteina de soya

Consiste principalmente en subunidades de glicina y B-conglicina y ha sido
ampliamente utilizado en la industria debido a sus costos, alto valor nutricional y buen
funcionamiento. Mansour, et al (2015) reporta que un estudio que tuvo una retencion
de antocianinas de 36 % por tanto proponen combinar el aislado de proteina de soya
con goma arabiga para mejorar sus resultados. En este estudio encontraron eficiencias
de encapsulacion desde el 93.05 al 98.87 %. Se probo aislado de proteina de soya y

goma arabiga de forma individual y en combinacion.
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5.7.5.3.Maltodextrina

Algunos autores nombran la maltodextrina como el agente encapsulante mas comun
lo cual es contrastado con el resultado evidenciado en la Figura 24. Hay varias
caracteristicas que lo favorecen como su alta solubilidad en agua, baja viscosidad y

bajo contenido de azucar (Mahdavi, et al., 2016; Yamashita et al., 2017).

Fuentes de maltodextrinas existen varias como las obtenidas a partir de tapioca o
jarabes de maiz. Algunas investigaciones han buscado estudiar otras fuentes que
ademas permitan agregar valor a algunos subproductos agricolas. Laokuldilok &
Kanha, (2017) hicieron una evaluacion y comparacion de maltodextrina DE 10, DE 20
y DE30 obtenidas a partir de las fracciones de arroz partido vs una maltodextrina
comercial de tapioca. Los resultados de su investigacion sugieren que es posible usar

esta nueva fuente de maltodextrina (Tabla 6 ensayo 2).

A continuacién, se revisaran algunas investigaciones con maltodextrina para mostrar

en casos aplicados su accion y efectos. Los estudios para revisar son relacionados con:

e El efecto del valor DE de la maltodextrina usada en la microencapsulacion.

e Investigacion de la dosificacion de maltodextrina al extracto y la comparacion
con otro material de pared

e Adicion de maltodextrina en combinacion con otros materiales de pared a

través de dos investigaciones.
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5.7.5.4. Efecto del valor DE en la microencapsulacion por liofilizacion

Comenzando con la revision del efecto DE o equivalente de dextrosa de las
maltodextrinas, es importante saber que este es una medida de hidrolisis del almidon
a azucares reductores. Dextrosa pura tiene un valor DE 100 y el del almidon es 0

(Nayak & Rastogi, 2010).

En algunos estudios se ha evaluado el valor de DE sobre las microcapsulas o sus
propiedades. En la Tabla 6 ensayo 3 hay un ejemplo y es posible ver una comparacion
entre la maltodextrina DE 10 y DE 20y su relacion con diferentes caracteristicas como
total de antocianinas, higroscopicidad y contenido de agua (Yamashita et al., 2017).

Este ensayo fue realizado con antocianinas extraidas de Rubus spp.

Los autores encontraron (Tabla 6 ensayo 3) (YYamashita et al., 2017) que la MD con
un DE mas bajo tiene un porcentaje mas alto de oligosacaridos de cadena larga por lo
que tiene un peso molecular mas alto. La maltodextrina DE20 es més hidrolizada y al
tener mayor nlmero de ramificaciones con grupos hidrofilicos,
absorben facilmente agua afectando resultados de higroscopicidad y
por tanto las reacciones de una posible degradacion. Adicionalmente en la Tabla 6 se
puede visualizar las conclusiones sobre el tamafio, la solubilidad y el contenido de

agua.

El valor DE también podria tener efectos sobre la morfologia de los polvos liofilizados.

En la Figura 25a se observa la comparacion de polvos liofilizados con maltodextrina
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DE 10 y DE 20 como materiales de pared. Los tamafios de particula oscilaron entre 7
— 127 um. Los autores reportan que las muestras con DE 20 tiene particulas mas
pequefias que las muestras con DE 10 sin embargo, las diferencias no fueron

significativas (Yamashita et al., 2017).

En otro estudio reflejado en la Figura 25b donde compararon la morfologia de
particulas liofilizadas con DE10, DE20 y DE30 observaron que las estructuras son
similares de forma irregular entre los diferentes DE, pero se evidencio que a un DE 30
se mostraron las superficies un poco mas colapsadas. Este ensayo fue a partir de

antocianinas extraidas de Oryza sativa L (Laokuldilok & Kanha, 2017).

5.7.5.5.Dosificacion de maltodextrina al extracto

En la Tabla 6 ensayo 4, se evalué maltodextrina DE 10 y trehalosa, ambas aplicadas a
una concentracién de 2 y 3 g/100 ml de extracto para encapsular antocianinas a partir
de calices de Hibiscus sabdariffa. En este ensayo se encontré que la maltodextrina
tuve un mejor resultado que la trehalosa y que ademas se tuvo una mayor proteccién
aplicada a 3 g/100 ml de extracto. Este estudio sugiere que el resultado podria deberse

a la capacidad de la maltodextrina para reducir la movilidad de los reactivos.
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Figura 25. Micrografias de la encapsulacion por liofilizacién con maltodextrina de diferentes valores de DE de antocianinas de a. Rubus

spp. (1000X) y b. Oryza sativa L (3000X) (Laokuldilok & Kanha, 2017; Yamashita et al., 2017).
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5.7.5.6. Efecto combinacion de agentes encapsulantes

En la Tabla 6 ensayo 5, los autores realizaron una mezcla entre aislado de proteina de
soya y maltodextrina como material de pared para encapsular antocianinas a partir
de Jaboticaba pomace. Para la preparacion del material de pared se us6 con 5% de

proteina aislado de soya y 15 % de maltodextrina.

Durante el estudio se evidencio que esta combinacién disminuyo la solubilidad debido
a la interaccion hidrofilica de las antocianinas con la proteina. La parte hidrofilica de
las antocianinas es caracterizada por grupos hidroxilo los cuales forman puentes de
hidrogeno con los grupos carbonil y amino de la proteina. Adicionalmente la
parte hidréfoba de la molécula de antocianina, anillo de benceno, interactta con las
regiones no polares de la proteina y esto en presencia de agua tienden a asociarse por
fuerzas de Van der Waals disminuyendo las areas superficiales expuestas al agua

(Pereira Souza et al., 2017).

Mahdavi, et al., (2016) también realizaron estudios para comparar las eficiencias de
encapsulacion entre la combinacién de distintos materiales de pared. Este estudio
comparé maltodextrina + gelatina, maltodextrina + goma arabiga y maltodextrina sola.
De estas la primera tuvo mas antocianinas superficiales, por lo que tuvo una eficiencia
menor en comparacion que maltodextrina con goma arabiga. El uso de maltodextrina
sola como material de la pared proporcioné la menor eficiencia probablemente debido

a su falta de emulsificacion y baja capacidad de formacion de pelicula.
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5.8.Secado por aspersién

Algunos de los factores que pueden afectar la eficiencia de encapsulacion del secado
por aspersion son: los parametros de secado tales como temperaturas de entrada y
salida, caudal de alimentacion, flujo de aire, la relacion ncleo material de pared y las
propiedades de los agentes encapsulantes (Mahdavi, et al., 2016). La temperatura de
entrada y la eleccion de los agentes encapsulantes son los dos factores méas reportados
en los estudios revisados, por tanto, esta seccion se dedicaré a la revision de estos dos.
En la Figura 26 se observa las temperaturas més reportadas para el proceso de secado
por aspersion de antocianinas, 150 y 140 °C cada una con el 23% y 180 °C con el 17
%. En el porcentaje de otros que es el mayor encontrado (24%) se encuentran variedad

de temperaturas como 120, 130 °C entre otras.

Figura 26. Porcentaje de reporte de temperaturas de entrada en los procesos de secado

por aspersion revisados en este trabajo n=30. Referencias ver en Anexo 2.
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Es importante resaltar teniendo en cuenta la perdida de estabilidad de las antocianinas
a altas temperaturas que reportaron Fredes et al., (2018), que este método es bueno
para compuestos sensibles a la temperatura debido a que durante el secado por
aspersion los tiempos de aumento de temperatura son muy cortos de 5 a 30 s. En la

Figura 27 se observa un esquema de un equipo usado para el secado por aspersion.

Atomizador

B_Dmhg
Calentador A pemtijh':a Aspirador
L [ K b 1 1-
T ) Muestra [
_ Sensor de T® :
Entrada de aire b
. ,
Camara de secado o
Ciclon

Filtro
Vastja recolectora

Figura 27. Esquema de un equipo usado para el secado por aspersion (Franceschinis
etal., 2014).
5.8.1. Efectos de la temperatura de entrada

Algunas investigaciones reportaron los efectos que tiene la temperatura de entrada en
el proceso de encapsulacion, estas son el rendimiento, la retencion de antocianinas, la

solubilidad y el contenido de humedad. A continuacion, la revision de cada una.
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5.8.1.1.Efecto sobre el rendimiento

A medida que incrementa la temperatura de entrada aumenta el rendimiento del
proceso (Laokuldilok & Kanha, 2015). Fue a la conclusion que llegaron Laokuldilok
& Kanha, (2015) al evaluar 3 temperaturas de entrada, 140, 160 y 180 °C con
maltodextrinas con diferentes valores DE para encapsular antocianinas de Oryza sativa

L.

La temperatura elegida como optima fue 180 °C. Los autores mencionan qué el uso de
una temperatura de entrada alta puede reducir la cantidad de polvo adherido a la pared
del secador, aportando esto a un aumento en el rendimiento. EI aumento fue desde un

64.7% a un 82.16% al aumentar la temperatura de entrada de aire.

5.8.1.2.Efecto sobre la retencidon de antocianinas

En el mismo ensayo anterior (Laokuldilok & Kanha, 2015), se evalud el efecto de la
temperatura del aire de entrada sobre la retencion de antocianinas, en este estudio se

encontraron % de retencion desde 47.67% a 71.96%.

Ellos observaron que a un aumento de la temperatura de 140°C a 180 °C tuvo una
tendencia a disminuir la retencion de antocianinas y atribuyen a que esta disminucion
probablemente es por la inestabilidad térmica de las antocianinas (Laokuldilok &

Kanha, 2015).
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Jiménez-Aguilar et al., (2011) realizaron un ensayo en el que variaron entre dos
temperaturas de entrada para la microencapsulacion de antocianinas de Vaccinum spp.
con goma mezquita 140 — 160 °C. En este ensayo midieron la temperatura
de salida y encontraron que esta tiene un efecto en la perdida de antocianinas totales,
dado que, durante el proceso de secado por aspersion el producto ésta expuesto
a esta temperatura. Por tanto, la temperatura de entrada elegida en este estudio fue 140

°C ya que se observé la menor perdida de contenido de total de antocianinas y color.

Al ver estos dos estudios, se visualiza la importancia de estudios de optimizacion que
logren evidenciar para el estudio puntual a realizar cual es la temperatura éptima. De
acuerdo con estas dos investigaciones, en una de ellas la temperatura seleccionada por
sus buenos resultados fue la mayor evaluada (180°C) y en la otra investigacion fue la

menor evaluada (140 °C).

5.8.1.3.Efecto sobre la solubilidad

El aumento en la temperatura del aire de entrada incrementa la solubilidad. Lo anterior
fue reportado por Laokuldilok & Kanha, (2015) que hicieron una revisién con
diferentes temperaturas de entrada (140,160 y 180 °C) para encapsular antocianinas a

partir de Oryza sativa L y encontraron solubilidades desde 76.23 a 91,79%.

Los autores mencionan que la formacion de grumos puede disminuirse con el

incremento en las temperaturas de secado gracias a que elimina con mayor fuerza la
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humedad de la superficie de los polvos lo cual favorece la solubilidad (los grumos son

una estructura dificil de disolver) (Ersus & Yurdagel, 2007).

5.8.1.4.Efecto sobre el contenido de humedad

En un ensayo realizado por Jiménez-Aguilar et al., (2011) probaron dos temperaturas
de secado, 140y 160 °C para encapsular antocianinas de Vaccinium spp. Ellos reportan
que, a una temperatura mayor, el contenido de humedad era menor ya que se evapora
mas cantidad de agua. Igualmente hacen referencia a que la temperatura de salida del

aire es responsable del contenido de humedad del polvo.

Laokuldilok & Kanha, (2015) reportaron que una mayor temperatura de entrada de
aire produce una mayor fuerza impulsora en la evaporacién del agua y da como

resultado antocianinas con menor contenido de humedad y menos aw.

5.8.2. Agentes encapsulantes secado por aspersion

Como en el caso de la liofilizacion, los agentes encapsulantes usados y sus efectos
tuvieron gran relevancia en los estudios revisados. Por tanto, se dedicara esta seccién
a revisar por medio de algunos estudios los analisis de los investigadores con respecto
a este tema. Algunas de las caracteristicas que deben revisarse para la seleccion del
agente encapsulante segun Jafari et al., (2016) son la compatibilidad con el producto
alimenticio, la resistencia mecanica, tamafio apropiado de la particula y una disolucién

adecuada.
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Para el secado poraspersion se han utilizado diferentes tipos de agentes
encapsulantes, incluidos polisacéridos (almidones, maltodextrinas, jarabes de maiz y
goma arébiga), lipidos (&cido estearico, mono y diglicéridos) y proteinas (gelatina,
caseina, suero de leche, soja y trigo). Al ser las antocianinas colorantes hidréfilos y
especificamente compatibles con una formulacion de gel a base de agua, se han usado
materiales de pared como pectina y goma, o maltodextrina y almidones (Jafari et al.,
2016). Yousuf et al., (2016) reporta que polisacaridos como, inulina, goma arabiga,
almidon de tapioca, jarabe de glucosa y proteina de soya son usados como materiales
de pared.

En larevision realizada en este trabajo se evidencié de acuerdo con lo anterior, los
siguientes materiales de pared usados en las encapsulaciones por secado por
aspersion. Maltodextrina como el masreportado con el 63%, seguido por
goma arabiga con el 16%, capsul con el 6% y en
menor proporcién polidextrosa, aislado de proteina de soya, gelatina bovina, goma

mezquita, almiddn de tapioca y goma guar (Figura 28).

Para dar algunas premisas de la accion e importancia de los agentes encapsulantes en
el secado por aspersion, se va a revisar por medio de investigaciones de optimizacién
los siguientes temas:

v Relacién nucleo — material de pared y tipo de agente encapsulante.
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Goma arabiga
16 %

Maltodextrina
63 %

Figura 28. Porcentaje de reporte de agentes encapsulantes para secado por aspersion

en las investigaciones revisadas en este trabajo. n=32. Referencias ver en Anexo 2.

v" Efecto del material de pared y sus combinaciones sobre varios parametros de
las microcapsulas.

v’ Efecto valor DE en la maltodextrina usada como material de pared.

5.8.2.1.Relacién nucleo — material de pared y tipo de agente encapsulante

Yousuf et al., (2016) reportaron que la relacién nicleo/pared afecta directamente la

eficiencia de encapsulacion. Los autores mencionan que la relacién material de pared
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= Y4 que fue definida como la mejor opcion para encapsular licopeno, puede funcionar

también para las antocianinas.

En la Tabla 7 ensayo 1, es posible ver un ensayo evaluando diferentes relaciones
nacleo/pared: 12%, 25%, 35% Yy 50% para encapsular antocianinas de Berberis
vulgaris con maltodextrina (MD), maltodextrina con goma ardbiga (GA) o
maltodextrina con gelatina (GE). La relacion optima fue del 25% para maltodextrina +
goma arabiga ya que la eficiencia de encapsulaciéon fue significativamente diferente vs
las demés opciones. Este resultado coincide con la relacion ¥4 mencionada.

Segln Mahdavi, et al., (2016), la eficiencia de encapsulacion en gran medida depende
del material de pared y la relacién entre este con el nlcleo (material a encapsular)

ademas de otras condiciones de operacion de acuerdo con el método definido.

La relacion vista en este ensayo de Mahdavi, et al., (2016) fue que a medida que
aumentaba el contenido de pared a cualquier concentracion constante del nucleo, la

eficiencia de encapsulacion aumentaba. Por el contrario, cuando aumentaba la
relacion del ndcleo vs a una relacion constante de material de pared la eficiencia

disminuia.

5.8.2.2.Efecto combinaciones agentes encapsulantes

Mahdavi, et al., (2016) también hicieron una revision de diferentes agentes
encapsulantes y combinaciones, maltodextrina, maltodextrina con goma arabiga y

maltodextrina con gelatina para encapsular antocianinas desde Berberis vulgaris. En
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Tabla 7. Estudios y optimizaciones realizadas en el secado por aspersion.

Ndmero

Total de antocianinas /

de Matriz Nombre . Varlab_les Condiciones evaluadas and!cmnes rendimiento/Eficiencia de Referencia
independientes optimas -
ensayo encapsulacion
MD (DE=18-20)
Agente encapsulante MD (DE=18-20) + GA .
1 Fruto Berberis vulagris Proporcién MD (DE=18-20) + gelatina MZD;)/GA EE 92.83% (M?hda\”’
core/material de pared 0 etal., 2016)
12, 25,35y 50%
MD DE 11-15
- . (Idham et
2 Flor Hibiscus sabdariffa L. Agente encapsulante MD+GA EE 99.87 al., 2012)
Almidén soluble
. MD DE 21, 0.25% (Nayak &
3 Fruto Garcinia indica Efecto de valor DE Maltodextrina DE 06, 19, 21 goma acaciay 485.20 mg/100 g Rastogi,
fosfato tricalcico. 2010)
Maltodextrina a partir de
arroz partido
maﬁz)edn(;[it?i?]as MD de arroz (Laokuldilok
4 Cereal Oryza sativa L. Efecto de valor DE partido con un 82.16% rendimiento & Kanha,
MD de tapioca DE=20a 180 °C 2015)
Temperatura de entrada
Temperatura de entrada
140, 160y 180 °C
MD29 DE 28-31
Glucodry 210 (DE 20-23)
Stardri 10 (DE 10) (Ersus &
5 Hortaliza Daucus carota, L. Agente encapsulante Temperatura de secgdo Glucodroy 210 630 mg antocianinas/100 g DW Yurdagel,
Temperatura de entrada /temperatura de salida 160 °C 2007)

180/118°C
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esta revision se encontrd que la combinacién maltodextrina con goma arabiga fue la
mejor (Tabla 7 ensayo 1). Esto se asocia a que un solo material de encapsulacion no
posee todas las caracteristicas requeridas y que requiere complementarse con otro para
tener una funcién més efectiva. En este caso, la falta de emulsificacion y baja
capacidad de  formacion de peliculas de la maltodextrina son suplidas por la goma

ardbiga obteniendo mejores eficiencias (Mahdavi, et al., 2016).

La formacion de peliculas de la goma arabiga es posible gracias a que este es un hetero
polimero altamente ramificado, que contiene una pequefia cantidad de proteina unida
covalentemente a la cadena de carbohidratos que actia como un muy buen formador
de pelicula atrapando mejor la molécula encapsulada. Asi logrando la proteccién del

cation flavilo al ataque nucleofilico de moléculas de agua (Mahdavi, et al., 2016).

Idham et al., (2012) hicieron una comparacion entre diferentes materiales pared, tales
como maltodextrina, goma aradbiga, combinacion de las dos y almidén soluble (Tabla
7 ensayo 2) para encapsular antocianinas de Hibiscus sabdariffa. Encontraron que la
combinacion goma arabiga — maltodextrina fue la que obtuvo mayor eficiencia de
encapsulacion, (99,87 %) de antocianinas, seguida de maltodextrina (99,69%), goma
arabiga (98,4 %) y almidon soluble (96,7 %). Corroborando estos resultados lo

mencionado anteriormente.

5.8.2.3.Efecto de la combinacion de materiales de pared sobre el contenido de
humedad
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Mahdavi, et al., (2016) evaluaron el efecto de diferentes materiales de pared sobre el
contenido de humedad. Los materiales de pared probados son los relacionados en la
Tabla 7 ensayo 1. En esta investigacion se encontraron diferencias significativas entre
la humedad de las microcdpsulas con  solo maltodextrina, maltodextrina y
gomaardbigay maltodextrina 'y gelatina, siendo la humedad de esta
ultimo considerablemente mayor. Lo anterior se atribuye a que la gelatina tiene
capacidad de actuar como una esponja cuando es sometida a agitacion y
posteriormente al proceso de secado puede conducir a un mayor contenido

de humedad (Mahdavi, et al., 2016).

5.8.2.4.Efecto de la combinacién de materiales de pared sobre Ila
higroscopicidad

Uno de los factores que Mahdavi, et al., (2016) comprobaron que puede afectar
la higroscopicidad fue el uso de diversos materiales de pared. En la Tabla 7 ensayo 1
se visualiza los materiales de pared estudiados. Ellos identificaron que la

higroscopicidad de la maltodextrina con gelatina fue significativamente mayor.

Mahdavi, et al.,, (2016) reportaron que con el aumento del peso molecular
la transicion vitrea aumenta y por tanto sera menos higroscopicos. La maltodextrina y
la gomaarabigatienen un alto peso molecular que hace que sean

menos higroscopicos.

Mahdavi, et al., (2016) mencionaron ademas qué aplicando el concepto de gradiente

de concentracion, podria pensarse que polvos con menor contenido de humedad
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podrian tener una mayor higroscopicidad Yy quetienen mayor capacidad

para absorber la humedad ambiental.

5.8.2.5.Efecto combinacidn agentes encapsulante en la morfologia

Kuck & Norefia, (2016) realizaron un estudio en el que compararon diferentes agentes
encapsulantes, goma arabiga (GA), polidextrosa (PD) y goma guar parcialmente
hidrolizada (PHGG) para antocianinas extraidas de Vitis labrusca var. Bordo con el
objetivo de evaluar el efecto del agente encapsulante sobre la morfologia y el tamafio

de particula.

Ellos encontraron que el agente encapsulante si afecta el tamafio de particula. Los
tamafios de particula encontrados estuvieron entre 4.8 — 14.3 um y vieron que las
muestras de menor tamafio fueron las encapsuladas con goma ardbiga (GA) y por el
contrario los tamafios de las particulas con PD fueron més grandes que todas las que

no tenian polidextrosa (Kuck & Norefia, 2016).

Segin Kuck & Norefia, (2016), en el secado por aspersion el tamafio de la particula
estd dada por la viscosidad del material de pared, a mayor viscosidad, mayor tamafio
de particula. También mencionan que los tamafios mas grandes pueden deberse a un
proceso de aglomeracion, ya que la formacion de puentes irreversibles conducira a la

formacion de particulas mas grandes.
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A nivel de caracteristicas, se encontr6 que las microcapsulas fueron esféricas, de
diferentes tamarfios y sin fisuras. Se observd también diferencias de acuerdo con el
material de pared, aquellas particulas con GA presentaron concavidades y una

superficie rugosa (Figura 29 a).

Dichas concavidades se forman debido a la rapida evaporacién del agua y su posterior
contraccion. También puede deberse al tamafio de la molécula encapsulante. La
polidextrosa tiene méas bajo peso molecular, seguido por PHGG y por GA. Dichas
concavidades se observaron mas en las capsulas con material de pared GA que con
PHGG, estas fueron més esféricas y con menos cavidades (Figura 29 a) (Ersus &

Yurdagel, 2007).

La mejor microestructura fue vista con los materiales de pared 5% PD y 5% PHGG
(Figura 29a). Esto se definid por que las particulas son mas esféricas, menos rugosas

y con menos concavidades. Las superficies rugosas o agrietadas tienen mala fluidez y
mayor superficie de contacto, por tanto, son mas susceptibles a la degradacién (Ersus

& Yurdagel, 2007).
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Figura 29. Micrografias de la encapsulacion de antocianinas de piel de Vitis labrusca var. Bordo con la adicion de diferentes materiales
encapsulantes. Goma arébiga (GA), polidextrosa (PD) y goma guar hidrolizada (PHGG) en secado por aspersion (2000X) (a) y secado

por liofilizacién (300X) (b).

5% GD 5% PD 10% GA % PHGG Y 5% PD 10% PHGG
a.
FD % PHGG Y 5%
FD 5% GD 5% PD FD 10% GA PD FD 10% PHGG
b.

109



En este estudio ademas se hizo una comparacién con los mismos materiales de pared,
pero liofilizados. Los autores concluyeron que efectivamente las microparticulas
secadas por los dos métodos tienen estructuras muy diferentes (Figura 29). Las
estructuras observadas en la liofilizacién son irregulares, como vidrios rotos y de
varios tamafos. Ellos lo atribuyen a que la liofilizacién se realiza con una estructura
congelada rigida y la falta de agua en estado liquido resulta en una estructura porosa y

sin contraccion.

Adicional las particulas de la liofilizacion son de mayor tamafio (104.3 — 684.9 um)
que las secadas por secado por aspersion (4.8 — 14.3 um). Este mayor tamafio se debe

a las bajas temperaturas usadas en el proceso.

5.8.2.6. Efecto valor DE en la maltodextrina

Al igual que se reviso en el proceso de liofilizacién, para el secado por aspersion
también se ha estudiado el efecto del valor DE. En el Tabla 7 ensayo 3 se comparo el

efecto del valor DE sobre la encapsulacion de antocianinas de Garcinia indica.

En dicho ensayo, los autores evaluaron valores DE, 6, 9, 21 y 33. Encontraron que el
aumento en el valor DE 6 a 21 tiene como resultado un aumento significativo en el
contenido de antocianinas (de 325 a 430 mg/100 g); un aumento adicional en el valor
DE hasta 33 resulto en una disminucion (de 430 a 399 mg/100 g), adicional se encontrd

que la eficiencia de retencion de antocianinas aumentaba de 65,10 a 79,80 % con un
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aumento de los valores de DE 6 a 33 aunque esta eficiencia fue mejor a un DE 21

(Nayak & Rastogi, 2010).

Los autores mencionan que una maltodextrina con bajo DE contiene una proporcion
de sacéridos de cadena larga, que dan como resultado una barrera inflexible durante la
microencapsulacion que es permeable al oxigeno. Cuando el valor DE aumenta,
también la proporcion de sacéridos de cadena corta lo hacen y esto tiene como

resultado un aumento de las propiedades de barrera.

5.8.2.7.Efecto del DE sobre la solubilidad

Laokuldilok & Kanha, (2015) realizaron esta evaluacion de la solubilidad teniendo en
cuenta MD DE 10 a 30 para encapsular antocianinas de Oryza sativa L (Tabla 7
ensayo 4). En este ensayo se evidencidé que el valor de DE tiene efecto sobre la
solubilidad ya que esta aumenté pasando de un DE = 10 a 20 pero disminuy6 cuando

subié a DE=30.

5.8.2.8.Efecto del DE sobre el contenido de humedad

En cuanto a la relacion del contenido de humedad con el valor DE de las
maltodextrinas, en la Tabla 7 ensayo 4, es posible ver que se realizé una prueba con
3 maltodextrinas con un DE 10, 20 y 30. Segln sus resultados, a mayor DE se

incrementa el contenido de humedad y aw.
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Esto se atribuye a que a mayor DE la relacion de cadenas cortas de polisacaridos es
mayor y  absorben la  humedad circundante  gracias a  sus
grupos hidrofilicos (Laokuldilok & Kanha, 2015). Ademas Laokuldilok & Kanha,
(2015) reportan que cuando decrece el peso molecular de las maltodextrinas se

incrementa las propiedades higroscopicas de los polvos.

Nayak & Rastogi, (2010) también reportaron que con el aumento del DE se observé
un aumento de las propiedades higroscopicas de 72% a 85.32% de un DE 6 a un DE
33. Esto se debe a que los sacéridos de cadena corta son mas higroscopicos que los de

cadena larga por su mayor contenido de grupos hidrofilicos.

5.8.2.9.Efecto del DE sobre la morfologia de las microcapsulas

Con respecto al efecto de los valores DE sobre la morfologia de las microcapsulas
Laokuldilok & Kanha, (2017) quiénes evaluaron maltodextrina DE 10, 20 y 30 con
antocianinas extraidas de Oryza sativa L. (Tabla 7 ensayo 4)., reportdé que
maltodextrinas DE 10 proporcionaron en su estudio microcapsulas con una superficie
de particulas méas arrugadas y muchas grietas en la pared. Estas grietas causan
problemas en el almacenamiento debido a la permeabilidad del oxigeno (Figura 30

a).
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Figura 30. Micrografia de microcapsulas de antocianinas de Oryza sativa L.
encapsuladas por secado por aspersion con maltodextrina de diferentes valores DE a.

DE10, b. DE20, c. DE 30 (1000X). (Laokuldilok & Kanha, 2017).

Maltodextrina DE 20 arrojo superficies mas lisas (Figura 30 b), mientras DE 30
particulas esféricas con mas poros y mas particulas con un puente solido en puntos de
contacto dan como resultado particulas méas grandes (Figura 30 c) (Laokuldilok &

Kanha, 2017).

Nayak & Rastogi, (2010) realizaron un ensayo con maltodextrina DE 6, 19, 33 por
secado por aspersion. Los tamafios de las muestras variaban de 2-50 mm. Vieron que
cuando se us6 MD DE 6 y 19 se observaban abolladuras y grietas en las superficies

mientras que las de mayor DE 21y 33 fueron lisas (Tabla 8).

Los autores mencionan que esto se puede dar por un mayor espesor del material de la
pared con el aumento en las extensiones de los valores DE 6 a 33. Es importante
recordar que la maltodextrina con bajo valor DE se secara mas rapido vs la de mayor

DE, por tanto, la velocidad de secado mas rapida producira una fina capa de pared.
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Nayak & Rastogi, (2010) evaluaron un sistema de pared que resulto ser el mas efectivo
en su ensayo (Tabla 8 ensayo 3). El sistema de pared estaba compuesto por 5% de
maltodextrina DE 21, 0.25 % de goma arébiga y 0.25% de fosfato tricalcico. Esta
conclusién se obtuvo porque es el que tenia un tamafio esférico uniforme y sin
abolladuras en comparacion con los demas (Tabla 8). Ademas, que fue el que tuvo

mayor contenido de antocianinas.

5.8.2.10. Efecto del DE junto con la temperatura de entrada

La temperatura de entrada esta vista como una de las condiciones que afecta los
procesos de encapsulacion en el secado por aspersion. Ersus & Yurdagel,
(2007) hicieron una prueba en la que probaron tres temperaturas de entrada (Tabla 7
ensayo 5). Estas evaluaciones de temperatura las realizaron para 3 tipos
de maltodextrinas con diferentes valores DE (10, 20-23 y 28 — 31) para encapsular

antocianinas desde Daucus carota.

Los autores Ersus & Yurdagel, (2007) encontraron que para la maltodextrina con un
DE 10 la temperatura de secado no tuvo efectos significativos en cuanto al contenido
de antocianinas. Sin embargo, para las maltodextrinas con DE 20-23 y DE 28-31 si

hubo un contenido mayor de antocianinas a 160 °C vs 180 y 200 °C.

Con esto, Ersus & Yurdagel, (2007) concluyeron que maltodextrinas con valores

menores DE pueden someterse a temperaturas mayores a 180 °C y hasta 200°C, pero
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Tabla 8. Micrografias de microcapsulas de antocianinas de Garcinia indica encapsuladas con maltodextrina como material de pared con

diferentes valores DE y otra opcidn con adicion de fosfato tricalcico y gomo acacia (Nayak & Rastogi, 2010).

21+ 0.25% fosfato
Valor DE 6 19 21 33 tricalcico y 0.25 %
goma acacia
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para valores DE desde 20 eran mejor temperaturas de 160 °C. Por tanto, a medida que

el DE es mayor, las maltodextrinas son mas sensibles a la temperatura.

Lo anterior se asocia a que el peso molecular es mas bajo y contienen cadenas mas
cortas y las reacciones de oxidacion de los aldehidos en los lados abiertos de
las moléculas pueden conducir a deformaciones estructurales durante los procesos de

calentamiento (Ersus & Yurdagel, 2007).

Laokuldilok & Kanha, (2015) quienes evaluaron maltodextrinas DE 10, DE 20 y DE
30 también explican en su investigacion el efecto de la temperatura en conjunto con el
valor DE. Ellos mencionan que cuando la maltodextrina aumenta su valor DE ocasiona
un aumento en el espesor del material de pared. Un valor DE mas alto se

secard mas lentamente que un valor DE mas bajo a la misma temperatura.

Por tanto, la maltodextrina con un DE 30 tendra una superficie mas humedecida lo que
ocasiona que su polvo sea méas pegajoso. Para este estudio la maltodextrina elegida

con mejores resultados fue DE 20 (Tabla 7 ensayo 4).

5.8.2.11. Efecto del DE y la temperatura de entrada sobre la morfologia

Laokuldilok & Kanha, (2015) (Tabla 7 ensayo 4) también evaluaron la morfologia vs
la temperatura de entrada y el valor DE en las maltodextrinas usados como material de

pared Figura 31 a, b y ¢c. Encontraron que a un mismo valor de DE, el aumento de la
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temperatura del aire de entrada provoca un agrandamiento de las particulas. El

aumento estuvo en valores desde 13.5a23.1 mm.

Los autores de esta investigacion atribuyen a qué a una velocidad de secado mayor,
resulta en una formacion més rapida de la microcapsula con una superficie mas lisa y
una corteza mas dura y por tanto no se puede desinflar la parte hueca cuando como

cuando la temperatura es baja.

Igualmente, también se observéd que las particulas con superficie lisas eran muchas
mas a una mayor temperatura del aire de entrada (Figura312 a, by c). El aumento de
la temperatura de aire provocé una evaporacion del agua mas rapida y permite
la formacion de particulas lisas con costra dura. Por el contrario, a menores
temperaturas la superficie fue mas arrugada (Laokuldilok & Kanha, 2015).
Las microparticulas con superficies mas lisas pueden proteger mas sus ndcleos que las
superficies rugosas que pueden tener grietas y hendiduras superficiales (Laokuldilok

& Kanha, 2015).

Lo anterior puede verse en la Figura 31 a, b y ¢ que a medida que aumenta en todas
las temperaturas y el valor DE la superficie es mas lisa y menos hueca. A una
temperatura de 140°C y un material de pared con valor DE 10 se observa las

superficies mas huecas y menos lisas de las muestras revisadas Figura 31a.
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a. b. c.

DE 10 140°C DE 10 160°C DE 10 180°C

DE 20 140°C DE 20 160°C

\ﬁ

DE 30 140°C DE 30 160°C

Figura 31. Microcapsulas secadas por SD. Evaluacion del valor DE y temperatura de entrada. a. b y ¢ evaluaron antocianinas de Oryza
sativa L. a valores de DE de 10 a 30 a temperaturas de c. 140°C, d 160 °C y e. 180 °C (3000X). (Laokuldilok & Kanha, 2015).
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5.9.Comparacion Liofilizacion — Secado por aspersion

La liofilizacion y el secado por aspersion son dos de los métodos mas usados para
estabilizar antocianinas. Algunos estudios hicieron comparacion entre estas dos
tecnologias y los resultados pueden verse en la Tabla 9. En esta tabla se registra cada

una de las unidades que se usaron en cada investigacion para la comparacion.

Tabla 9. Resultados de antocianinas comparados en secado por aspersion y

liofilizacion.
Ensayo Especie Cuantlfl'cac_lon de Secado_por Liofilizacion  Referencia
antocianinas aspersion
Rosa rugosa Retencion de (Yu& Ly,
1 antocianinas (%) 7585 95.12 2019)
Oryzasativa  Total de antocianinas -61.94- (Laokuldilok
2 (mg cianidina 3 617.29 — 844.38 931' 89 & Kanha,
glucdsido /100 g dm) ' 2017)
Myrica rubra Contenido de (Cheng et al.,
3 antocianinas (mg/g) 0.80 121 2017)
4 Blackberries Retencién de 75 (Franceschinis
antocianinas % 58 et al., 2014)

Es la Tabla 9 es posible ver que, en las diferentes publicaciones de acuerdo con la
unidad de cuantificacion, la liofilizacion tuvo mejores resultados de retencion,

contenido y total de antocianinas.

En el ensayo 1 Tabla 9, Yu & Lv, (2019) hacen referencia a que el oxigeno junto con
la temperatura tiene efectos importantes en las perdidas de antocianinas en secado por
aspersion ya que la superficie expuesta aumenta con el proceso de atomizacién. Igual
también menciona que otros autores han reportado que el efecto de la temperatura es

insignificante debido al tiempo corto de exposicion.
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Con respecto a las perdidas en la liofilizacion se relacionan con el proceso de molienda
posterior al secado ya que esto aumenta la posibilidad de contacto entre el polvo y el
aire provocando reaccion de oxidacion (uno de los principales factores que conducen

a la degradacion de la sustancia activa) (Yu & Lv, 2019).

En el ensayo 2 Tabla 9 por su parte Laokuldilok & Kanha, (2017) reportaron que sus
resultados estan asociados a la mayor temperatura del proceso de secado por aspersién
vs la liofilizacion. Esto debido adicional por el aumento de la superficie de contacto

entre el ambiente caliente con las particulas atomizadas.

Cheng et al., (2017) en el ensayo 3 Tabla 9 hacen mencién de que su comparacion
también obtuvo diferencias significativas y que puede asociarse a que la temperatura
de -50 °C usada en la liofilizacion vs de temperaturas de entradas de 160 °C en el

secado por aspersién influy6 en que el estrés térmico fuera méas bajo en la liofilizacion.

Igualmente, Franceschinis et al., (2014) reportaron que sus resultados entre los dos
procesos tuvieron diferencias significativas y que puede deberse a que el secado por
aspersion usa temperaturas mas altas que la liofilizacion lo cual puede afectar el

contenido de antocianinas.

De acuerdo con lo anterior, los ultimos reportes asocian a que el secado por aspersion

debido a sus altas temperaturas puede tener un efecto importante en el contenido de

antocianinas, sin embargo, otros estudios como Fredes et al., (2018) y Yu & Lv, (2019)
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mencionaron que la temperatura en el secado por aspersion no tiene efectos
significativos, por tanto, antes de decidir entre estas dos tecnologias para un proceso
de estabilizacion, resultaria interesante y valioso poder optimizarlas y compararlas

antes de tomar una decision.

5.9.1. Comparacion morfoldgica

Yu & Lv, (2019) realizaron una comparacién entre la microestructura secadas por
aspersion y por liofilizacion de antocianinas extraidas a partir de Rosa rugosa. El
material de pared usado fue goma arabiga y maltodextrina. En dicha observacion se
encontré que la mayoria de las microparticulas del secado por aspersién presenta una

estructura esférica sin grietas ni aglomeraciones y el resto tenia una apariencia plana.

También se observaron extensas concavidades y arrugas en la superficie que las hacia
parecer eritrocitos (Figura 32 ay b). Por el otro lado, las particulas con liofilizacion
fueron de forma indefinida, similar a trozos de vidrio quebrado, con forma laminada,
texturas fragiles y compactas se observaron con bordes prominentemente afilados

(Figura 32 cyd).
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SD 2000X SD 5000X

Figura 32. Comparacion morfologias magnificadas de secado por aspersion vs
liofilizacion de antocianinas de Rosa rugosa con goma arabiga y maltodextrina. a.
Secado por aspersion 2000x, b. secado por aspersidon 5000x, c. liofilizacion 1000x y d.

liofilizacion 2000x. (Yu & Lv, 2019).

El secado por aspersion a alta temperatura induce una rapida evaporacién del agua de
las gotas atomizadas, lo que llevd a la formacion de particulas esféricas con
encogimiento en la superficie, en contraste, en el proceso de liofilizacién, el agua de
los materiales se sublimé instantaneamente en forma de hielo, dando como resultado
un ligero cambio de volumen y estructuras sin compresién ni colapso y los espacios

restantes fueron llenados de aire (Yu & Lv, 2019).

Lo anterior también lleva a obtener tamafios de particulas diferentes en ambos

procesos, en este caso, para secado por aspersion se obtuvieron tamafios medios de
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19.05+1.02 y 1.54+0.20 um y para liofilizacion fueron 25.89+0.92 y 6,10+£0.71 pum

(Yu & Lv, 2019).

En la liofilizacion la fuerza no fue suficientemente fuerte como para cambiar la
superficie o las gotas congeladas a baja temperatura y los enlaces irreversibles se
formaron al comienzo del proceso de aglomeracion (congelados por torta) llevando

esto a un tamafo de mayor particula en la liofilizacion (Yu & Lv, 2019).

Adicional a lo anterior, después de terminada la liofilizacion viene un proceso de
molienda lo cual también ayuda a tener tamafios mas grandes. Igual es importante tener
en cuenta, que el secado por aspersion inicia con una suspension liquida y la

liofilizacion no (Yu & Lv, 2019).

A continuacion, algunas diferencias que reportan diferentes autores sobre estas dos

tecnologias:

e Las pérdidas durante el secado por aspersion se relacionan con
la gran superficie expuesta al aire durante el proceso y las altas temperaturas y
en el caso de liofilizacion esta asociada a la molienda del material después de

terminado el proceso de liofilizacion (Yu & Lv, 2019).

e Encuanto a la higroscopicidad, Yamashita et al., (2017) report6 que es posible

que en polvos liofilizado se encuentre una higroscopicidad mas baja debido al

tamano de particula mas grande en comparacion con el producto secado por
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aspersién. Esto debido a que cuanto mayor es el tamafio
de particula, la superficie expuesta es menory en consecuencia la absorcion
de agua también lo es.

e Laokuldilok & Kanha, (2015) reporta que la higroscopicidad de los polvos
producidos por liofilizacién es mas alta y por tanto su formacion de grumos es
posible ya que absorben humedad externa y sus superficies pueden estar mas

himedas.

e El didmetro de particula de los productos secados por aspersion variade 1 a 15

mm, mientras que los productos liofilizados pueden alcanzar los 300 mm.

En el Anexo 5 también se listan algunas ventajas y desventajas planteadas por

diferentes estudios de ambas tecnologias de microencapsulacion.

5.10. Estudios de estabilidad

De los articulos revisados se encuentran variedad de estudios de estabilidad en los que
se evalUa el efecto en las antocianinas con temperatura y pH principalmente. También
hay algunas evaluaciones para la presencia de luz, humedad relativa, tipo de agente
encapsulante, tecnologia de estabilizacion (secado por aspersion o liofilizacion) y

presencia de oxigeno.
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5.10.1.Temperatura: efecto

En la industria de alimentos, muchos productos requieren ser procesados térmicamente
antes de su consumo. Estos buscan garantizar inocuidad, prolongar vida atil y mejorar
sus propiedades funcionales (Sui et al., 2016). Algunos de estos procesos pueden ser,
pasteurizacion (63 — 100 °C), esterilizacion (100 — 130 °C) y tratamiento de ultra alta
temperatura (UHT). Estos tratamientos pueden llevar a la degradacion del color.
Igualmente, ademas de esta etapa del proceso, los productos generalmente son
almacenados por largos o medianos periodos de tiempo a una determinada temperatura
y es esencial que las condiciones de color dadas por la estabilidad de las antocianinas

sigan aceptables hasta consumo (Sui et al., 2016).

De acuerdo con lo anterior y conociendo la inestabilidad de las antocianinas a la
temperatura, se hace relevante que se estudie su comportamiento en la matriz de
aplicacion u otras soluciones modelo de acuerdo con unas determinadas condiciones

con el objetivo de evaluar su desempefio (Sui et al., 2016).

H. Xu et al., (2015) publicaron que, en la degradacion térmica, la inestabilidad de
las antocianinas se atribuye principalmente a su estructura y que el paso reversible de
iones flavilio en formas chalconaes un paso importante en el mecanismo de

degradacion y decoloracion.

Assous et al., (2014) también mencionaron que la degradacion térmica conduce a la

formacion de la chalconay su posterior transformacién en varios productos de

125



degradacion que se condensan para formar compuestos poliméricos marrones

complejos conocidos como pigmentos melanoides.

Al agrupar los factores que pueden afectar la estabilidad térmica de las antocianinas,

Ferndndez-Lopez et al., (2013) mencionaron que estos son tres, (i) su estructura, (ii) la

magnitud del calor y (iii) su duracién. Algunos de los estudios mencionan las

caracteristicas de la estructura de las antocianinas que se pueden relacionar con su

estabilidad a la temperatura. Estads son nombrados a continuacion:

Las antocianinas aciladas son méas resistentes que las no aciladas. Esto fue
comprobado por H. Xu et al., (2015) en su ensayo con pieles de uva: bajo las
mismas condiciones de prueba las antocianinas aciladas fueron mas
resistentes.

El  complejo intermolecular e intramolecular son  mecanismo
de copigmentacion que contribuyen a mejorar la estabilidad de
antocianinas (Bayram et al., 2015)

Sui et al., (2014) compararon la estabilidad de cianidin-3-rutinoside con
cianidina-3-glucoside. Este estudio fue a diferentes temperaturas y encontraron
que la cianidina-3rutinoside es mas estable que la cianidina-3-glucoside. Esto
lo atribuyen a que la primera tiene una glicosilacion adicional lo cual puede
tener un efecto estabilizador. Lo que es que existe un efecto protector de los
azucares que inhiben la formacion de intermediarios inestables (Sui et al.,

2014).
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Teniendo en cuenta lo nombrado, Peng et al., (2019) mencionaron que es importante
que los ensayos de estabilidad puedan ir muy relacionados con la estructura quimica

de las antocianinas en estudio y asi poder tener informacion mas precisa.

5.11. Pruebas de estabilidad: temperatura

Para las pruebas de estabilidad, muchos estudios reportaron la estabilidad en términos
de parametros termodindmicos que podrian proporcionar una comprension del posible
uso de las antocianinas en diferentes matrices de alimentos y condiciones de
almacenamiento o procesamiento. Unos de los pardmetros fue la vida media ti2 y la

constante de velocidad k.

Con la idea de agrupar los estudios relacionados con la temperatura, en esta revision
se va a hablar de dos tipos de evaluaciones de estabilidad; estudios de estabilidad

térmica y estudios de almacenamiento.

5.12. Estudios de estabilidad térmica

Se refiere a tiempos relativamente cortos de hasta 500 min a temperaturas medianas a
altas. La estabilidad térmica busca evaluar la resistencia a la temperatura de las
antocianinas a diferentes tecnologias de alimentos que pueden existir en el

procesamiento de un determinado producto.

En la Figura 33 hay una relacion entre todas las temperaturas evaluadas en las pruebas

de estabilidad térmica vs los tiempos a los que fueron sometidos. La relacion en la
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Temperatura evaluada (°C)

Tiempo de prueba (min)

Figura 33. Relacidn entre las temperaturas evaluadas y tiempos en las pruebas de estabilidad térmica. Gréafico: casco convexo. n=50. Referencias ver en

Anexo 2.
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Figura 33 muestra que a temperaturas mayores de 100 °C los tiempos de prueba son
menores. Lo cual muy posiblemente se debe a que se tienen reportes de que a
temperaturas altas y tiempos largos de exposicion la degradacion de antocianinas se

incrementa (Arici et al., 2016; Peng et al., 2019; Sagdic et al., 2013; Yu & Lv, 2019).

También se observa que la mayoria de las pruebas fueron realizadas entre un rango de
60 — 90 °C. Este rango posiblemente fue evaluado teniendo en cuenta procesos

térmicos frecuentes en alimentos como escaldado, coccién y pasteurizacion (Cevallos-
Casals & Cisneros-Zevallos, 2004). Otras temperaturas mas elevadas que no fueron
tan frecuentemente evaluadas incluyen otros procesos térmicos de alimentos como

horneo y esterilizacion (121°C — 165°C) (Figura 33) (Guan & Zhong, 2015).

5.12.1.Vida media y constante de velocidad en pruebas de estabilidad térmica

En general, lo observado en las pruebas de estabilidad térmica, es lo evidenciado por
Loypimai et al., (2016) en antocianinas liofilizadas con maltodextrina a partir de
Oryza sativa L. En esta investigacion se observo un aumento significativo de la
constante k (por tanto, una disminucién de la vida media) de acuerdo con el incremento

de la temperatura en un ensayo que incluy6 temperaturas de 60 a 100°C.

En este ensayo el valor k fue representado también para antocianinas individuales

como cianidina-3-O-glucosido, cianidina-3-O-
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rutinosido, delfinidina, cianidina y pelargonidina. Se encontré que la cianidia-3-O-

glucosido fue més estable que los demas derivados.

Es asi, como de acuerdo con lo anterior, en términos globales la constante de velocidad
aumenta y la vida media de las antocianinas disminuye conforme aumenta la

temperatura a la que es expuesta.

En la Figura 34 se observa esta tendencia para muestras de investigaciones de
tubérculos, flores y legumbres vista en términos de vida media. Esta fue medida en

horas a muestras de extracto sin ningln agente estabilizador.

Tipo de matriz
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Figura 34: Relacion de la vida media vs la temperatura de prueba de estudios de
antocianinas de flores, legumbres y tubérculos. Grafico: casco convexo (Arici et al.,

2016; J. Li et al., 2013; Peng et al., 2019; Sagdic et al., 2013).

Se puede ver gque se obtuvieron vidas medias entre 10 horas y 100 horas a temperaturas

desde los 60 hasta los 100 °C (Yu & Lv, 2019). En todos los tipos de matrices de
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extraccion se evidencia la disminucion de la vida media con el incremento de la

temperatura (Figura 34).

En la Figura 34 también se observa diferencias que pueden existir en la estabilidad de
antocianinas dependiendo de su fuente de extraccion. En este caso las antocianinas de
tubérculos y legumbres fueron mas resistentes que las de las flores. Esto muy
posiblemente se asocia a lo revisado previamente sobre la influencia de la estructura
de las antocianinas en su estabilidad, ademés de demostrar la variabilidad de

comportamientos que pueden existir entre diferentes fuentes.

5.13. Pruebas de almacenamiento

El segundo tipo de pruebas se evalian tiempos mas largos de prueba de hasta 150 dias
y temperaturas desde la refrigeracion. Estas pruebas buscan evaluar el comportamiento
a diferentes temperaturas de acuerdo con el posible ambiente de almacenamiento de
las antocianinas como ingrediente o de las antocianinas aplicadas en un producto. En

la Figura 35 se muestra la relacion de tiempos y temperaturas reportadas.

Es importante tener en cuenta, que, a diferencia de las pruebas de estabilidad térmica,
las pruebas de almacenamiento en su mayoria fueron realizadas después de realizar un
proceso de estabilizacion de las antocianinas y varias de ellas realizadas con el polvo
de antocianinas (liofilizados o por secado por aspersion). Por lo anterior, es que se
observa que en la Figura 35 los tiempos de evaluacion son en dias y no en horas como

en las pruebas de estabilidad térmica.
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Figura 35. Relacion tiempo de prueba vs temperatura de las pruebas de almacenamiento realizadas en los estudios. Gréafico: casco convexo. n=62. Referencias ver
en Anexo 2.
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En Figura 35 se observa una alta dispersion entre los tiempos y las temperaturas
evaluadas. Los rangos van desde 4 °C hasta 65 °C desde los 5 hasta 150 dias. Las
temperaturas més evaluadas fueron 4 °C y 25°C asociadas a temperaturas de

refrigeracion y temperatura ambiente o climas templados.

Zozio et al., (2011) reportaron el tipo de ambiente que se busca tras la temperatura de
prueba: 4 ° C, representa el control positivo; 20 ° C, equivale a una temperatura
promedio de clima templado; 30 ° C, para simular el almacenamiento en un ambiente
tropical; y 50 ° C, para obtener un envejecimiento acelerado. A continuacion, con el
objetivo de contextualizar la estabilidad de antocianinas bajo condiciones de

temperatura a través de diversas investigaciones se van a revisar los siguientes temas:

Efecto de la microencapsulacion.

e Efecto de diferentes agentes encapsulantes.

o Efecto de la fuente de extraccion de maltodextrina.

e Efecto conjunto de la temperatura y la humedad relativa en la vida media.

e Efecto de proteccion de antocianinas aciladas a la temperatura

5.13.1.Efecto de la microencapsulacion en la estabilidad térmica

Con el objetivo de mostrar el efecto de la estabilizacion por microencapsulacion
(goma arabiga y maltodextrina como material de pared), en la Figura 36 se evidencia
una investigacion que compar0 la estabilidad de antocianinas de Rosa rugosa

liofilizadas, pasadas por secado por aspersion y sin ningin proceso de estabilizacion
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(Yu & Lv, 2019). Esto fue probado en solucion acuosa a temperaturas de 70, 80 y 90

°C
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Figura 36. Efectos de la microencapsulacion con secado por aspersion (SD) y
liofilizacion (L) en la vida media de antocianinas extraidas desde Rosa rugosa

sometidas a temperaturas de 70, 80y 90 °C. Grafico: casco convexo. (Yu & Lv, 2019).

En este ensayo (Figura 36) se observd la clara tendencia de disminucion de la vida
media de acuerdo con el incremento de la temperatura. Ademas, se evidencia que la
vida media tal como se esperaba fue significativamente menor en el extracto sin
microencapsular. EI mejor desempefio de la muestra liofilizada se atribuye al entorno
operativo de vaciocon bajo contenido de oxigenode la liofilizacion, en

la metodologia se reporta que esta se llevo a cabo con 0.45 mbar (Yu & Lv, 2019).
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5.13.2. Efecto de diferentes agentes encapsulantes

Cinco investigaciones hicieron evaluaciones de estabilidad térmica en antocianinas
extraidas de Daucus carota, Hibiscus sabdariffa, Garcinia indica, Oryza sativa L. y
Berberis vulgaris teniendo en cuenta el agente encapsulante ocupado. Estas pruebas
fueron llevadas a cabo en el producto en polvo secados por aspersion y su vida media
fue medida en meses (Akhavan Mahdavi, Jafari, Assadpour, et al., 2016; Ersus &
Yurdagel, 2007; Idham et al., 2012; Laokuldilok & Kanha, 2017; Nayak & Rastogi,

2010).

En la Figura 37 puede verse que en la mayoria se usa maltodextrina (MD) en
diferentes valores DE y en combinacion con otros agentes encapsulantes. Ademas,
también se grafica el control (sin agente encapsulante) que evaluaron algunos de los
estudios. Las temperaturas evaluadas corresponden a temperaturas probables de

almacenamiento de las antocianinas como materia prima 4 — 45°C.

Es importante tener presente que no todos los estudios evaluaron todas las

temperaturas, por tanto, puede que se observen mas 0 menos pruebas en cada

temperatura (Figura 37).
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Figura 37. Resultados de prueba de estabilidad a diferentes temperaturas relacionadas
con el agente encapsulante y la vida media. Las muestras fueron microencapsuladas
por secado por aspersion y los polvos fueron almacenados en botellas de color café
con tapa por el tiempo de duracion de prueba (56 — 150 dias). Las antocianinas fueron
extraidas de Hibiscus sabdariffa (1), Berberis vulgaris (2), Daucus carota (3),
Garcinia indica (4). Los colores reflejan los materiales de pared, en el eje x se define
las temperaturas evaluadas, los circulos y su tamarfio representan la vida media que
puede ir de 0.3 meses a 32 meses. La parte lateral derecha muestra los numeros de
identificacion de las especies de extraccion de 1 a 4 y en color rojo los que tuvieron
mayor vida media a 4°C. Grafico usado: parcela beeswarm. (Akhavan Mahdavi, Jafari,
Assadpour, et al., 2016; Ersus & Yurdagel, 2007; Idham et al., 2012; Laokuldilok &
Kanha, 2017; Nayak & Rastogi, 2010).

Al analizar los resultados obtenidos en la Figura 37, se evidencia la variedad de
comportamientos frente a la temperatura que pueden encontrarse en las antocianinas.
Esta variedad puede ser dada por la fuente de antocianinas, las condiciones de
encapsulacion, el agente encapsulante u otras variables de los ensayos que no fueron

reportadas.

Igualmente, a pesar de esta variabilidad, se pueden observar comportamientos y

tendencias que se esperaban en los ensayos como las siguientes:

e El comportamiento del control en cada una de las temperaturas evaluadas fue

siempre entre los mas bajos en cuanto a su vida media. Comprobando el efecto

de proteccion de la encapsulacion.
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e A unatemperatura de 4 °C se observan las mejores vidas medias en todos los
agentes encapsulantes.
e Latendencia a disminuir la vida media con el incremento de la temperatura a

pesar de contar con un agente estabilizador.

Con respecto a los agentes encapsulantes, se observa que se encontré que
efectivamente estos influyen en el aumento de la vida media de las antocianinas en

todas las temperaturas de prueba.

5.14.  Pruebas de estabilidad al pH

Como es bien sabido, muchos estudios reportan que la estabilidad y el color de las

antocianinas dependen de su estructura y esta es regulada por el pH de la solucion.

El pH es otra caracteristica que afecta fuertemente la estabilidad de las antocianinas. A
pH bajo <3, las antocianinas existen en su forma muy estable de catién flavilio, a un
pH creciente, este cation se transformara en pseudobase de carbinol incoloro y puede
darse también la apertura del anillo para formar sucesivamente compuestos de

chalcona (Peng et al., 2019).

De acuerdo con lo anterior, los estudios de pH para usar antocianinas como colorante

natural se hacen necesarios en pro de asegurar la estabilidad del color. En esta

investigacion se consolidaron los valores de pH evaluados en los estudios de
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estabilidad revisados (Figura 38). En dicha figura se evidencia que el rango de pH

mas estudiado esta entre 3,5 — 6 con un 42% y de 1-3 con un 37%.

3.56 W13 7-10 M 1012

42%

Figura 38. Rangos de pH estudiados en las evaluaciones de estabilidad de las muestras

de articulos revisados n=84. Referencias ver en Anexo 2.

El resultado anterior puede estar asociado a que las matrices de alimentos en general

estan dentro de un pH de 1 a 6. Por ejemplo, yogur pH 4,5 a 6, jugos de fruta

generalmente 3,5, bebidas pH 3, entre otros.
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Igualmente es visible en la Figura 38 como el nivel de reportes de investigacion
disminuyen drésticamente a valores de pH mas elevados (mayor a 7 hasta 12). Esto
posiblemente se relaciona con la baja estabilidad de las antocianinas en estos rangos

de pH.

En la investigacion realizada por Assous et al., (2014) se comprueba el efecto del
incremento del pH sobre las antocianinas. Ellos probaron el efecto del pH en la
retencion de antocianinas extraidas de Daucus carota. Los valores de pH probados

fueron de 1 a 10 por un tiempo de 30 minutos.

Ellos lograron ver que el incremento del pH de 1 a 3 causa una pequefia degradacion
de las antocianinas (3%), pH 5,0 la degradacién sube a 19% yaunpH de 6y 7 la

degradacidn es del 34% y 46 % respectivamente.

Sui et al., (2014) también mostraron el efecto del pH pero sobre antocianinas aisladas,
cianidin-3-rutinoside y cianidina-3-glucoside. Vieron que generalmente las
antocianinas son estables a bajo pH e inestables a alto pH. Observaron una degradacion
dramatica a un pH de 6 y aun pH de 7 y 8 incluso con un corto tiempo de tratamiento

térmico solo se observaron trazas de antocianinas.

También es importante resaltar un hallazgo que ha sido reportado por Jie etal., (2013).
Ellos vieron que las antocianinas tenian una t1/2 més alta a pH 3y 4 que a pH 2. Esto
coincide con lo reportado por otros autores que han estudiado extractos desde papa

dulce, maiz morado y colorantes de zanahoria morada que son mas estables a pH 3 que
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a pH 1 a pesar de ser pH més &cidos. Estas diferencias en comportamientos de

antocianinas podrian atribuirse a diferencias en su estructura vs otras antocianinas.

5.15.  Relacién temperaturay pH

La relacion entre la temperatura y el pH fue ampliamente estudiada en varias
investigaciones debido a su accion conjunta (Sui et al., 2014). En esta seccidn se
revisaran varios de estos estudios que muestran de forma general el comportamiento

de las antocianinas bajo estas dos variables.

Inicialmente, a continuacion, relacionaremos las conclusiones de cinco

investigaciones:

e Unadisminucion en el pH puede reducir los dafios causados por un tratamiento
térmico (Arici et al., 2016; Peng et al., 2019; Sui et al., 2014). En el caso de
Aguileraetal., (2016) reportaron que el efecto de proteccion por pH se observé

en sus estudios a un pH de 3.5 pero no a un pH de 2.5.

e En procesos donde hay coccion es importante mantener pH bajo. Tener un

valor de pH méximo 3 previene la degradacion de las antocianinas y al

aumentarlo a pH 4 genera un efecto fuerte en la estabilidad (H. Xu et al., 2015).

e A una temperatura de 100 °C entre un pH 2 y un pH 4 se observa que la

destruccioén de antocianinas durante el calentamiento es
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mas répida en presencia de oxigeno ya que puede presentarse una hidrolisis

del enlace entre la aglicona y el azicar en la posicion 3 (Assous et al., 2014).

Para representar la anterior relacion entre la temperatura y el pH de forma grafica se

van a presentar los dos siguientes casos de estudio 1y 2:

5.15.1.Caso de estudio 1

Relacionando el efecto de la temperatura y el pH con el valor de vida media, en la
Figura 39, se muestran los resultados que fueron tomados de una investigacion con

antocianinas de Ipomoea batata (Jie et al., 2013).
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Figura 39. Relacién de temperatura de prueba vs vida media y pH de antocianinas

extraidas desde Ipomoea batata. Grafico: casco convexo (Jie et al., 2013).
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A partir de dicha figura (Figura 39) es posible ver la tendencia en los ensayos
realizados. Se observa que a pH entre 3 y 4 se tiene una vida media mayor a todas las
temperaturas evaluadas y con el incremento del pH la tendencia fue a tener las vidas
medias mas bajas. Lo anterior muestra el efecto protector que los pH mas bajos pueden

tener sobre la estabilidad térmica de las antocianinas.

En la Figura 39 se observa una excepcion y es la vida media a pH 2. Se menciona por
los autores Jie et al.,, (2013) que en previos estudios ya han reportado que las
antocianinas de Ipomoea batata, Zea mays y Daucus carota tienen mayor estabilidad
a pH 3 que a pH 1. En el caso de las antocianinas de Oryza sativa, se reporta que su
degradacion aumenta con el incremento del pH desde 1 hasta 6. Esto puede ser dado
por las diferentes estructuras de antocianinas que puede tener cada una de las fuentes

reportadas (Jie et al., 2013).

5.15.2.Caso de estudio 2

Este estudio realizado por Jie et al., (2013) y tuvo como objetivo ver el
comportamiento de las antocianas a diferentes valores de pH en modelos de jugos
(manzana, pera, toronja, naranja, mandarina, kiwi y limon). Estos jugos fueron
sometidos a temperaturas de 80, 90 y 100 °C. El pH de los jugos estaba en un valor de

pH entre 2.23 y 4.22 (Figura 40).
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Figura 40. Estabilidad de antocianinas adicionadas a muestras de jugos de frutas.
Gréafico usado: grafico de burbujas. En el eje "X se representa los valores de pH
evaluados, en el "y se visualizan las temperaturas organizadas de abajo hacia arriba
de acuerdo con las que tuvieron menor a mayor valor de vida media. La vida media
estd representada por los tamafios de los circulos y sus colores son cada una de las

muestras de jugo de frutas. (Jie et al., 2013)

En este estudio se observa que la mejor vida media en todas las temperaturas fue
encontrada en la solucion acuosa control que en los jugos de fruta. En las muestras de
solucion acuosa igual se logra evidenciar que a menor pH en todas las temperaturas
evaluadas, su vida media fue mayor y con el incremento del pH la vida media

disminuyd.
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Con respecto a los jugos de fruta, se observa qué a mayor temperatura de tratamiento,
la vida media disminuye para todas las muestras. En cuanto al pH, no se observa una
tendencia a que aquellos jugos con menores valores tuvieran una mejor vida media, es
mas, el jugo de limdn a pesar de ser la muestra con menor valor de pH (2,23) fue el

que tuvo menor vida media en todas las temperaturas evaluadas.

Lo anterior puede demostrar que el comportamiento de las antocianinas aplicadas a
una matriz de alimentos en donde interaccionan con otro tipo de compuestos no
necesariamente va a tener los resultados iguales a los observados en una solucién
acuosa. Por tanto, resulta necesario desafiar las estabilidades ademas de soluciones

acuosas en modelos alimentarios.

5.16.  Pruebas de estabilizacion por copigmentacién

La copigmentacion es otro de los métodos que se han usado para la estabilizacion de
antocianinas, por tanto, en el Anexo 6 de este trabajo se decidid darle un espacio y
mostrar brevemente 5 investigaciones que relacionan la adicion de diferentes
copigmentos a soluciones de antocianinas con su mejora en la estabilidad a diferentes

temperaturas y condiciones luz y oscuridad.

5.17. Pruebas de color

En diversos estudios se evalu6 el color como variable de respuesta en las pruebas de
estabilidad. Los estudios que se encuentran reportados evaltan el efecto de agentes

encapsulantes en el color, de la temperatura, pH, tiempo de almacenamiento,
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comparacion entre secado por aspersion y liofilizacién, condiciones de operacion del

secado por aspersion y adicion de copigmentos.

En esta revision se encontraron muchos reportes bajo los pardmetros del sistema
CIELab y Munsell, este tltimo sistema incluye pardmetro Chroma que es la saturacion
de color y angulo Hue (H°) que es el color cromético percibido determinado por
longitud de onda (Cortez et al., 2017).

A continuacién se va a revisar el efecto de diferentes factores del proceso de obtencion
0 aplicacion de antocianinas que pueden afectar sus parametros de color. Los factores

que se van a revisar son:

e Efecto de los procesos de estabilizacidn y agentes encapsulantes: liofililzacion
y secado por aspersion. Efecto del agente encapsulante y el almacenamiento.

e Efecto de la aplicacién de modelos de productos y el almacenamiento.

En el Anexo 7 y 8 se van a revisar otros efectos sobre el color debido a:
e Efecto condiciones de secado por aspersion.

e FEfecto del valor DE.

5.17.1.Efecto de los procesos de estabilizacién y agentes encapsulantes:
liofililzacion y secado por aspersion

Kuck & Norefia, (2016) y Yu & Lv, (2019) hicieron ensayos para comparar el efecto
en el color del secado por aspersién y la liofilizacién. En la Tabla 10 se observan los

resultados expresados en términos CIELab.
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Al ver la tabla, lo primero que se observa es el impacto en el valor L* (luminosidad)
en el ensayo 1 en el proceso por liofilizacion el cual arrojé polvos mas oscuros que el

secado por aspersion, los valores L* entre los 20 y los 22 vs 37 y 40 respectivamente.

Los resultados de a* y b* evidenciaron que los resultados se ubicaron en el cuarto
cuadrante (+a*, -b*). Este cuadrante tiene tendencia de ser de azules y rojos y
efectivamente las antocianinas se encuentran en este cuadrante (Kuck & Norefia,

2016).

Segln Kuck & Norefia, (2016), durante la liofilizacion, el color de los productos se
pueden relacionar con el tamafio de los poros de la superficie. EI congelamiento avanza
sobre la formacion de cristales de hielo y se altera la estructura de los poros pasada la

sublimacion de agua.

En cuanto a la influencia de los materiales de pared esta no fue significativa en la
liofilizacion. En el secado por aspersion si se observd que en las muestras con
polidextrosa se disminuyo la L* y por ende los polvos fueron mas oscuros. Los autores
atribuyen esto a la formacion de compuestos oscuros durante el secado a altas

temperaturas (Kuck & Norefia, 2016).
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Tabla 10 . Efecto de los procesos de liofilizacion y secado por aspersion en los
parametros CIELab de antocianinas de Vitis labriusca var Bordo y Rosa rugosa. GA
(goma arébiga), PD (Polidextrosa), PHGG (goma guar hidrolizada), L (liofilizacion),

SD (secado por aspersion).

Parametros de color

Matriz de

Ensayo extraccion Encapsulacién Tipo de muestra Color L - - Referencia
5% GA-5% PD - 38.06+0.60 46.28+0.23 -7.42+0.13
D 10% GA - 40.1740.21 46.2940.05 -9.57+0.02
5% PHGG Y 5% PD - 37.89+1.11 46.03+0.11 -5.91+0.02
0,
Vitis 10% PHGG BN 10331014 46224012 -6.33:0.06 (Kuck &
1 labrusca 5% GA-5% PD ) Norefia,
var. Bordo 22461013 27112013 044007 o014
; .
L 10% GA 22.28+0.12 28.36+0.11 2.44+0.03
5% PHGG + 5% PD 20.63+0.44 25.36+0.24 -1.02+0.02
, .
10% PHGG 22.6040.15 29.08+0.24 0.46+0.05
L . . 66.83+0.91 17.40+0.72 1.04+0.21
Rosa Goma arabiga +maltodextrina (Yu &
2 SD 77574034 11.70+1.28 5.68+0.52
rugosa Lv, 2019)
Na Extracto sin encapsulante [ 27.39£0.86 26.01+1.08 5.55:0.24

Las diferencias entre los valores a* de secado por aspersion y liofilizacién fueron muy
distanciadas y en secado por aspersion fueron mayores lo cual se logra ver en la
presencia de un color mas profundo. En cuanto a la diferencia entre los valores b* no
fue relevante (Kuck & Norefia, 2016).Por ultimo, este estudio también obtuvo los
valores para hue y para chroma. En estos fue posible ver que hue estaba entre 348 y
359 lo cual confirma la tendencia de las muestras hacia el rojo. En cuanto al Chroma
fue mayor en secado por aspersion indicado una alta saturacion o un color més puro,

lo cual es una de las caracteristicas deseables (Kuck & Norefia, 2016).
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En la misma tabla (Tabla 10 ensayo 2) se observa que el color de la liofilizacién es
mas oscuro que el del secado por aspersion, aungue no en la misma significancia que
la investigacion anterior. Los autores atribuyen el color oscuro de la liofilizacion de
acuerdo con las propiedades de dispersion de la luz, los espacios vacios despues de la
sublimacion de cristales de hielo dieron como resultado una apariencia mas oscura. En
este ensayo los colores entre la muestra liofilizada y secada por aspersion son méas
homogéneos y mas claros segun por el color blanco de los agentes de encapsulacion

usados (Yu & Lv, 2019).

5.17.2. Efecto del agente encapsulante

En la Tabla 11, se observa el efecto del agente encapsulante sobre los parametros de
color. Es evidente que en todos los ensayos el tipo de agente encapsulante afectd los
parametros de color. En el ensayo 1 (Tabla 11) ademas de ver el color resultante
después del proceso de encapsulacion con el control, se evidencia la proteccidn que
ademas otorga el material de pared a la estabilidad del color en el tiempo de

almacenamiento (70 dias). Este ensayo fue llevado sobre las muestras en polvo.

Es posble ver segiin el AE, que el material de pared con el mejor comportamiento fue
la combinacion entre MD20 y MD7 seguido por MD20 . En este ensayo se evidencia
que a pesar de que anteriormente se habia reportado sobre la combinacion ideal entre
maltodexrina y goma arabiga, en este ensayo esa fue la mezcla con los resultados méas

elevados en AE aun mayores que el control (Jafari et al., 2016).
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Tabla 11. Efecto de los diferentes agentes encapsulantes sobre los parametros de color Maltodextrina (MD), goma arabiga (GA), gelatina (GE),

aislado de proteina de soya (SPI), péctina (PEC). Medicion en AE.

Evaluacion en el tiempo

Ensayo  Matriz de extraccion ~ Encapsulacion Tipo de muestra . L Tiempo final AE Referencia
Tiempo inicial

(dias)

MD DE 16.5-19-5 (M20)

MD DE 4-7 (M7) 4,68

. M20) 8,29 (Jiménez-Aguilar
1 Crocus sativus FD .
Goma arébiga + (M20) 14,7 etal., 2011)
Goma de semillas de berro + M20 9,03
Control 10,3
MD 20% 5.34
. MD 15% +PEC 5% 10.41 (Pereira Souza et
2 m FD
Jaboticaba pomace MD 15% + SP1 5% 913  al,2017)
MD 10% + PEC 5% + SPI 5% 6.54
3 Musa ABB sD MD (Begum & Deka,

6.64 2017)
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Los autores mencionan que los valores de AE pueden estar asociados al resultado de
reacciones adversas del material de pared con las antocianinas o de diferentes
antocianinas entre si durante el tramiento térmico (secado por aspersion) (Jimenez-
Aguilar et al., 2011). Igualmente se observa de acuerdo con el control, que todos los
agentes encapsulantes y sus combinaciones a excepion de MD — GA tuvieron accion

protectora de los parametros de color de las muestras.

Enel ensayo 2 y 3 (Tabla 11) igualmente se evidencia que el AE pasado el tiempo
de almacenamiento tuvo diferencias significativas y todos los cambios son evidentes
al 0jo humano. Se observa que la menor diferencia de color en el ensayo 3 fue dada
por el agente encapsulante MD, las combinaciones de MD con pectina y aislado de

prteina de soya fueron las mas altas.

Con respecto a lo anterior, es importante recordar que se habia reportado que las
combinaciones entre agentes encapsulates era recomendadas en pro de mejorar la
estabilidad de las microcapsulas ( Mahdavi, et al., 2016). Con este ensayo revisado, en
el que las menores variaciones de color en el tiempo se han visto en microcapsulas
con materiales de pared Unicos y no combinados, se muestra la importancia de realizar
analisis de colorantes naturales que incluyan también pardmetros de color antes de

decidir la mejor opcién de encapsulacion.

Adicional a lo anterior, tambien es evidente que los comportamientos entre las

diferentes antocianinas pueden variar, en este caso la mejor opcion fue un material de

pared unico, sin embargo, para otro tipo de antocianinas quiza se requiera combinado.

151



Una explicacion que se ajusta a este y a varios casos que se han revisado durante este
trabajo, es que en la naturaleza existen mas de 500 antocianinas con diferentes
estructuras quimicas, pueden variar entre el nimero de grupos hidroxilados, la
naturaleza y el nimero de azUcares enlazados, los carboxilatos alifaticos o aromaticos
enlazados al azucar presente en la estructura y la posicion de estos enlaces dan como
resultado la amplia variedad de antocianinas que podran comportarse de diferentes

formas a lo definido teéricamente en algunos casos (Arici et al., 2016).

5.17.3.Estudios realizados en productos terminados

Son pocos los estudios de estabilidad que se encontraron que fueron realizados en
productos alimenticios. La idea es resaltarlos teniendo en cuenta que un alimento real
tiene azlcar, sal, grasa, proteinas, entre otros que también son variables que pueden

afectar la estabilidad. Estos estudios se encuentran consolidados en la Tabla 12.

En el ensayo 1 se visualiza la adicion de extractos de 3 flores y un colorante artificial
a un yogur. Se tuvo como control un yogur sin aditivos. Se observa que el valor L* del
control es més alto seguido por el yogur con adicion de Centaurea cyanus, E163, Rosa

damascena y Dahlia mignon (Tabla 12 ensayo 1).
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Tabla 12. Evaluacion de parametros de color de antocianinas aplicadas a producto.

Porcentaje de Tiempo de prueba

Parametros CIELab

. L Solucién de Agente en adicion del Temperatura Tiempo  Tiempo ;
Ensayo Matriz de extraccion de prueba 1€mp €mp AE  Referencia
prueba capsulante colorante al °C) Luz inicial final L* a* b*
producto (%) (dias) (dias)
Control Nd nd 93+1 35+0.1 9.8+0.4
Rosa damascena 0.15 88+1 2.240.1 9-0+0.3
L Ninguno (Piresetal.,
1 Dahlia mignon Yogur (Liofilizadas) 0.05 Nd 84+1 2.1+0.3 17.7+0.4 nd 2018)
-1-
Centaurea cyanus 0.1 901 1402 9.5£0.5
Colorante comercial Nd 0.02 89+1 3.1:05 65:0.5
E163
v i 0.08 14 4.8
. ogur inguno
2 PrunusnepalensisL. o ofidizado  (Liofilizadas) 0.10 4 & Nd 4.3
0.20 S u 42
Control colorante
comercial Yogur Nd nd 4 nd 18 (SV;%flegt al.,
Ni 0.20 8.2 )
. inguno
21 Prunus nepalensis L. Jarabe de (Liofilizadas) 0.30 Ambiente Nd 44
sohiong 0.80 35
Colorante comercial Nd nd 35
Liofilizacion Si 71 23.07
sin MD No 71
Rubus glaucus Benth MD Si 7 12(1)2 (Estupifian et
. . stupifian e
3 Bebida | i filizacion) nd 16 No 7 Nd 835  al,2011)
Colorante comercial Nd Si 71 8.4
Rojo 40 No 71 2.24
L . Macarons
Myrciaria jaboticaba horneados 6 154 (Albuguerque
4 junto con el Nd nd 5 ot al q202%)
Control E163 colorante a 130 6 v
°C 13 min 1.41
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En contraste el control tuvo la menor relacion de a* seguido por Centaurea cyanus y
en los demaés tuvo un valor mas alto sin tener diferencias significativas entre ellos lo
cual indica que la Rosa damascena y el extracto de Dahlia podrian ser alternativas

potenciales para E163 (Tabla 12 ensayo 1) (Pires et al., 2018).

En la Tabla 12 ensayo 2 se visualiza que probaron las antocianinas de Prunus
nepalensis en yogur. Ademas, ensayaron diferentes niveles de dosificacion. Se tuvo
un control con colorante comercial. Esta prueba fue evaluada por 14 dias. En los
resultados se logro evidenciar que el nivel de dosificacion afecta significativamente
los valores a*, b* y L*, ademas del AE. Se evidencio6 que la variacion del AE de color

es menor a medida que aumenta la dosificacion (Swer et al., 2019).

Los autores atribuyen lo anterior al aumento de la concentracion de antocianinas con
el aumento de la dosificacion lo cual promueve las auto asociaciones y mejora los
efectos de la copigmentacion. Igualmente, se observa que el control con colorante
comercial tiene el mejor resultado de AE por tanto su estabilidad fue mejor en los 14

dias de almacenamiento (Swer et al., 2019).

En el ensayo 2.1 (Tabla 12), se visualiza la adicion de antocianinas extraidas también
de Prunus nepalensis pero en Sohiong. En este se observa que el color fue un purpura
mas intenso y también fue aumentando con el nivel de dosificacion. Igualmente se
observa que a medida que aumenta la dosificacion también disminuye el AE. El tiempo
de prueba en este ensayo fue de 90 dias. También se observo que el AE del control y

de la muestra con la adicion de 0,8 % fue similar hasta los 90 dias. Este resultado puede
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significar la posibilidad de uso de este colorante a este nivel de dosificacion (Swer et

al., 2019).

En el ensayo 3 (Tabla 12), se visualiza una prueba con antocianinas de Rubus glaucus
a un modelo de bebida. En este ensayo se hizo una comparacion entre un colorante
artificial, rojo 40, muestras microencapsuladas con maltodextrina y sin
microencapsular. Adicional la muestra estuvo en almacenamiento por 71 dias en

presencia y ausencia de luz (Estupifian et al., 2011).

La comparacion se realiza con base en el AE y se evidencia que este es mayor en las
muestras sin adicion de maltodextrina comprobando el rol protector de la
microencapsulacion durante el almacenamiento del producto. Ademés, también se
evidencia que el AE de todas las muestras incluyendo el colorante artificial, fue mayor
en presencia de luz que en oscuridad. Para el caso de las antocianinas esto demuestra
la sensibilidad de estas a la presencia de luz y la necesidad de disefiar un envase que
proteja el producto de esto (Tabla 12 ensayo 3). De acuerdo con los autores el
parametro L* fue de los que mas aumento en este ensayo y lo reportan como una
indicacion de la decoloracion de las antocianinas. Con respecto al AE obtenido todos
los cambios en las muestras puede ser detectadas por el ojo humano (Estupifian et al.,

2011).

El Gltimo ensayo (Tabla 12 ensayo 4), es con antocianinas de Myriciaria jaboticaba

con un control, colorante E163. Este ensayo tiene una particularidad y es que se realizd
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en un producto de pasteleria francesa los macarons y por tanto fue horneado a 130 °C

por 13 minutos (Albuquerque et al., 2020).

Como se evidencia en la Tabla 12 ensayo 4, los macarons formulados con
antocianinas mostraron una coloracion distinta a la del control. Esta diferencia en el
color, segun los autores puede estar relacionada a la degradacion de las antocianinas
durante el tiempo de horneo a 130 °C. Igualmente, los autores destacan que puede ser
de interés utilizar este aditivo como ingrediente ya que su AE fue bajo en los 6 dias de

almacenamiento (Albuquerque et al., 2020)
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6. CONCLUSIONES

Este trabajo presentd una mirada general del procesamiento de las antocianinas y su
uso como colorante natural. Se evidencié la amplia y variada informacién que se
encuentra en la literatura cientifica a nivel de fuentes vegetales de antocianinas,
tecnologias, condiciones de operacion y resultados de los procesos de extraccion,

estabilizacion, pruebas de estabilidad y pruebas de color.

Las mayores fuentes de obtencion de antocianinas fueron los frutos y las flores con un
48 y 32 % respectivamente. También se tuvieron reportes de tubérculos, cereales y
hortalizas. Las especies mas reportadas fueron en su orden Hibiscus sabdariffa,

Daucus carota, Zea mays, Oryza sativa, Ipomoea batatas y Vaccinum corymbosum.

En cuanto a las tecnologias de extraccion, la extraccion con solvente y la extraccion
con ultrasonido fueron las mas reportadas con un 69 y un 23 % respectivamente.
También se reportaron mas tecnologias de extraccién con liquidos presurizados,
asistida por microondas, extraccion enzimatica, calor hmico y extraccién con fluidos

super criticos.

Por su parte, la estabilizacion fue llevada a cabo por microencapsulacion y
copigmentacién con un 84% y una 16 % de los reportes respectivamente. Dentro de la
microencapsulacion, la liofilizacion y el secado por aspersién fueron las tecnologias
mas usadas. A partir del andlisis de las pruebas de color y estabilidad a pH vy

temperatura, varios autores se muestran optimistas para continuar ampliando el
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portafolio de fuentes de antocianinas para uso como colorante natural debido a

resultados favorables.

En cuanto a las condiciones de operacion tanto en la extraccion como la estabilizacion,
teniendo en cuenta los resultados de esta revision, se concluye que estos procesos
deben ser optimizados previo a definir el método éptimo. Esto debido al impacto que
tienen sobre la calidad del extracto diferentes condiciones (temperatura, tiempo,
solvente, agente encapsulante, entre otros), la amplia diversidad de metodologias y
resultados que publican diferentes investigaciones y la diversidad de estructuras de
fuentes de antocianinas que existen y que no se comportan de la misma forma en los

procesos de obtencion y estabilizacion.
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7. PERSPECTIVAS PARA EL FUTURO

La expectativa de este trabajo es poder ofrecer a futuras investigaciones la
consolidacién, el analisis y la evaluacion de informacion cientifica de los procesos de
extraccion, estabilizacion y resultados de pruebas de estabilidad de las antocianinas
con mirada a ser usadas como colorante natural. Esta evaluacion podra permitir definir
metodologias de anélisis de antocianinas de forma mas eficaz al dar al lector la
consolidacién de datos, andlisis de resultados y fundamentaciones tedricas abstraidas

de diversas publicaciones.

Adicional podra también ser una fuente de informacion para comparar y evaluar
resultados obtenidos por otros investigadores. Tanto en temas asociados a las

tecnologias de extraccion y estabilizacién como las pruebas de estabilidad.

También serd una herramienta de inicio para nuevos investigadores que tengan interés
en estudiar las antocianinas en general y antocianinas para ser usada como colorante
natural. Esto debido a que se ofrece informacion fundamental bésica y robusta
plasmada de forma sistematica y esquematica para facilitar los andlisis y las

evaluaciones.
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ANEXO 1
GRAFICOS USADOS
Diagrama aluvial: correlaciones y proporciones. Muestra correlaciones entre
dimensiones categoricas que las representan como flujos, vinculando
visualmente categorias con elementos compartidos. Cada rectangulo
representa un valor unico en la dimension seleccionada, su altura es
proporcional a su valor. Las correlaciones se representan con lineas curvas
cuyo ancho es proporcional a su valor. La Figura 41 muestra un ejemplo de

como se representa la gréafica.

m

Figura 41. Estilo de gréafico aluvial

Circulo de embalaje: jerarquias y proporciones. Muestra los valores de los
nodos de una estructura jerarquica. La estructura jerarquica se representa
mediante circulos anidados. Una dimension cuantitativa adicional con el
tamafio y una dimensién cuantitativa o categorica con el color. La Figura 42

muestra un ejemplo de como se representa la gréafica.
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Figura 42. Estilo de gréfico circulo de embalaje

Diagrama de Sankey: redes. Representa flujos entre nodos de una red. Los
nodos se representan como rectangulos, la altura representa su valor. Los flujos
se representan con lineas curvas cuyo ancho es proporcional a su valor. La

Figura 43 muestra un ejemplo de como se representa la gréfica.

D
| :
Figura 43. Estilo del diagrama de Sankey
Gréafico de matriz: correlaciones y proporciones. Permite comparar dos
dimensiones categoricas, disponiéndolas en los ejes horizontal y vertical. Cada

glifo (cuadrado o circulo) representa una posible correlacién entre las dos

dimensiones. Las variables cuantitativas asociadas se pueden representar con
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tamafio y / o color. La Figura 44 muestra un ejemplo de cdmo se representa la

grafica.

G... [ ] B
¥ . | .. .
5 .. . . .

Figura 44. Estilo de grafico de matriz.

e Gréfico de burbujas: correlaciones y proporciones. El disefio basico es un
diagrama de dispersion, que permite ver correlaciones entre dos dimensiones
continuas. Una dimension cuantitativa adicional con el tamafio y una
dimensién cuantitativa o categorica con el color. La Figura 45 muestra un

ejemplo de cdmo se representa la grafica.

q @
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Figura 45. Estilo de gréafico de burbujas.

e Diagrama de rayos solares: Muestra datos estructurados jerarquicamente y una
dimension cuantitativa relacionada mediante circulos concéntricos. El circulo

en el centro representa el nodo raiz, con las jerarquias moviéndose hacia afuera
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desde el centro. El &ngulo de cada arco corresponde a la dimension cualitativa.

La Figura 46 muestra un ejemplo de como se representa la gréfica.

D .
: iy

Figura 46. Estilo de grafico de rayos solares.

Parcela Beeswarm: distribucién, proporciones. Muestra la distribucién de
elementos en dimensiones continuas. Cada linea se representa con un punto
colocado en el eje horizontal. La dimensién vertical se utiliza para evitar
superposiciones entre circulos, mostrando su distribucion. El area de puntos se
puede utilizar para codificar una dimension cuantitativa adicional y una
dimensién cuantitativa o categérica con color. La Figura 47 muestra un

ejemplo de cdmo se representa la grafica.
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Figura 47. Estilo de grafico de Beeswarm.
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Casco convexo: correlaciones y proporciones. En matematicas, el casco
convexo es la forma convexa mas pequefia que contiene un conjunto de
puntos. Aplicado a un diagrama de dispersion, es util para identificar puntos
que pertenecen a la misma categoria. La Figura 48 muestra un ejemplo de

como se representa la gréafica.

2,800 —
2,400
2,000 . .
1,600 - . . .
1,200
800 — . .
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T T 1 T T T 1 1
0 50 100 150 200 250 300 350 400

Figura 48. Grafico de casco convexo.
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ANEXO 2

FUENTES BIBLIOGRAFICAS DE FIGURAS

Tabla 13. Fuentes bibliogréficas de figuras.

Figura Fuentes bibliogréaficas

(Ab Rashid et al., 2021; Abou-Arab et al., 2011; Akhavan Mahdavi,
Jafari, Assadpoor, et al., 2016; Akhavan Mahdavi, Jafari, Assadpour, et
al., 2016; Albuquerque et al., 2020; Alexandra Pazmio-Duran et al., 2001;
Arici et al., 2016; Aryanti et al., 2019; Assous et al., 2014; Bao et al.,
2005; Begum & Deka, 2017; Benvenuti et al., 2016; Brito et al., 2014;
Buchweitz et al., 2013; Cevallos-Casals & Cisneros-Zevallos, 2004,
Chatham et al., 2020; Chen et al., 2018; Cheng et al., 2017; Chung et al.,
2015, 2016, 2017; Cisse et al., 2009; L. P. Da Silva et al., 2019; de Moura
et al., 2018; de Moura, Berling, et al., 2019; de Moura, Schettini, et al.,
HY 2019; De Souza et al., 2015; Duangkhamchan & Siriamornpun, 2015;
Duangmal et al., 2008, 2008; Ersus & Yurdagel, 2007; Espin et al., 2000;
Estupifian et al., 2011; Fenger et al., 2021; Fernandez-Lépez et al., 2013;
Fredesetal., 2018; Fuetal., 2018; G. A. Garzon et al., 2009; G. A. Garzon
& Wrolstad, 2009; Q. Ge & Ma, 2013a; X. Ge et al., 2009; Gérard et al.,
2019; Ghada et al., 2020; Gironés-Vilaplana et al., 2012, 2014; B. He et
al., 2017; Y. He et al., 2018; Hellstrom et al., 2013; Ibrahim Silva et al.,

2013; ldham et al., 2012; lorizzo et al., 2020; Islam, 2016; Jafari et al.,

2017; Jiménez-Aguilar et al., 2011; Journal et al., 2014; Junqueira-
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Gongalves et al., 2015; Kara & Ercglebi, 2013; Kim et al., 2011; Kuck &
Norefia, 2016; Lao & Giusti, 2017; Laokuldilok & Kanha, 2015, 2017; J.
H. Lee et al., 2011; J. Lee & Wrolstad, 2004; J. Li et al., 2013; R. Li et
al., 2011; Longo et al., 2007; Longo & Vasapollo, 2005, 2006; Loypimai
et al., 2015, 2016; Luna-Vital et al., 2017, 2018; Mahdavee Khazaei et
al., 2014; Mane et al., 2015; Mapari et al., 2010; Martins et al., 2016;
Martynenko & Chen, 2016; Mehmood et al., 2019; Mishra et al., 2012;
Mojicaetal., 2017; Nayak & Rastogi, 2010; Nicoué et al., 2007; Nontasan
etal., 2012; Obodn et al., 2009; Osorio et al., 2010; Ozgiir & Cimen, 2018;
Padma & Dhara, 2011; Peng et al., 2019; Pereira Souza et al., 2017; Peron
et al., 2017; Pinela et al., 2019; Pires et al., 2018; Piyapanrungrueang et
al., 2016; Quifones & Coy-Barrera, 2015; Rabelo et al., 2018; Ramirez
et al., 2015; Robert et al., 2010; Ruiz et al., 2010, 2013; Sagdic et al.,
2013; Salacheep et al., 2020; Santiago et al., 2016; Sari et al., 2012;
Shikov et al., 2008; Sinelaetal., 2017; Siti Azima et al., 2014, 2017; Song
et al., 2013; Sui et al., 2014, 2016; Swer et al., 2019; Taha et al., 2011;
Tong et al., 2020; Tonon et al., 2010; Truong et al., 2012; Turcz et al.,
2020; Wallace & Giusti, 2008; Wang et al., 2010; Weber et al., 2017; D.
P. Xu et al., 2017; H. Xu et al., 2015; Yamashita et al., 2017; Yang &

Zhai, 2010; Yawadio et al., 2007; Yu & Lv, 2019; Zozio et al., 2011)

19

(Abou-Arab et al., 2011; Aryanti et al., 2019; Assous et al., 2014; Brito
etal., 2014; Buchweitz et al., 2013; Cevallos-Casals & Cisneros-Zevallos,

2004; Chatham et al., 2020; Chen et al., 2018; Chung et al., 2016, 2017,
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2015; Cisse et al., 2009; de Moura et al., 2018; de Moura, Berling, et al.,
2019; de Moura, Schettini, et al., 2019; Duangkhamchan & Siriamornpun,
2015; Duangmal et al., 2008, 2008; Ersus & Yurdagel, 2007; Fenger et
al., 2021; Fernandez-Lopez et al., 2013; Gérard et al., 2019; B. He et al.,
2017; Idham et al., 2012; Lao & Giusti, 2017; Laokuldilok & Kanha,
2015, 2017; J. Lee & Wrolstad, 2004; J. Li et al., 2013; Loypimai et al.,
2015, 2016; Luna-Vital et al., 2017, 2018; Martynenko & Chen, 2016;
Nontasan et al., 2012; Pinela et al., 2019; Piyapanrungrueang et al., 2016;
Quifiones & Coy-Barrera, 2015; Sinela et al., 2017; Song et al., 2013; Sui
et al., 2014, 2016; Truong et al., 2012; Wang et al., 2010; Yang & Zhai,

2010; Yawadio et al., 2007; Zozio et al., 2011)

26

(Ab Rashid et al., 2021; Abou-Arab et al., 2011; Adje et al., 2010;
Aguilera et al., 2016; Akhavan Mahdavi, Jafari, Assadpoor, et al., 2016;
Akhavan Mahdavi, Jafari, Assadpour, et al., 2016; Albuquerque et al.,
2020; Alexandra Pazmio-Duréan et al., 2001; Arici et al., 2016; Aryanti et
al., 2019; Assous et al., 2014; Bao et al., 2005; Bayram et al., 2015;
Begum & Deka, 2017; Benvenuti et al., 2016; Chen et al., 2018; L. P. Da
Silva et al., 2019; De Souza et al.,, 2015; Duangkhamchan &
Siriamornpun, 2015; Duangmal et al., 2008, 2008; Ersus & Yurdagel,
2007; Espin et al., 2000; Estupifian et al., 2011; G. A. Garzon et al., 2009;
Q. Ge & Ma, 2013a; X. Ge et al., 2009; Ghada et al., 2020; Ibrahim Silva
et al., 2013; Idham et al., 2012; Islam, 2016; Jafari et al., 2016; Jiménez-
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ANEXO 3 ,
METODOS DE EXTRACCION

Extraccion Fluidos Super criticos (SFE)

Esta extraccion utiliza fluidos sUper criticos como solventes de extraccion. Estos
fluidos tienen una solubilidad similar al liquido y una difusividad similar al gas. Sus
propiedades de solvatacién cambian dréasticamente cerca de sus puntos criticos por

cambios de presion y temperatura (Zhang et al., 2018).

Segln (Zhang et al., 2018), toda sustancia terrenal tiene tres estados béasicos, solido,
liquido y gaseoso. El estado supercritico es un estado distinto y solo se puede lograr si

se somete a temperatura y presién mas alla de su punto critico.

El punto critico se considera como la temperatura y la presion caracteristicas por
encima de las cuales no existe fase distintiva entre gas y liquido. En este estado las

propiedades gas y/o liquido se desvanecen (Aguilera et al., 2016).

Una de las razones por las que esta tecnologia puede extraer con altos rendimientos y
en poco tiempo, es porque el fluido super critico se conoce que tiene propiedades
similares a los gases de difusion, viscosidad y tension superficial, y densidad y poder

de solvatacion similares a la de los liquidos (Aguilera et al., 2016).
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El S-CO; supercritico se us6 ampliamente en SFE debido a su baja temperatura critica
(31 °C), selectividad, inercia, bajo costo, no toxicidad y capacidad para extraer
compuestos térmicamente labiles (Zhang et al., 2018). Temperatura, presion, tiempo
y porcentaje del co-solventes son de las condiciones tenidas en cuenta en esta

extraccion (Junior et al., 2014).

En la Figura 49 un esquema de un proceso de extraccién por fluidos supercriticos para
la extraccién de antocianinas a partir de Vaccinium myrtillus usando CO- supercritico

y etanol como co-solvente (Babova et al., 2016).

&
C

Co, A

@ r@ Recoleccion del
extracto

S .

PCOy H; ProsorvenTE

Figura 49. Esquema de un extractor de fluidos. (1) Circulacion del fluido supercritico
durante la extraccion. (2) Circulacion del fluido durante la extraccion subcritica. (A)
Tanque de almacenamiento del buffer de CO2. (B) tanque de almacenamiento del co-

solvente. (E) recipiente de extraccion. (S1) Separador gravimétrico. (S2) Separador
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ciclénico. (P) Bombas diafragmaticas. (H1-H3) Intercambiadores de calor. (C)
Condensador. (HV1 — HVg) valvulas de mano. (MV1-MV>) vélvulas de membrana.

Esquema tomado de (Babova et al., 2016).

Algunas de las ventajas y desventajas reportadas para esta tecnologia son:

Ventajas (Junior et al., 2014; Liu et al., 2000; Zhang et al., 2018):

e Uso de fluidos super criticos como solvente.

e Amigable con el medio ambiente.

e Répido, selectivo, productos libres de solventes.

e Libre de cierta degradacion de compuestos labiles o facilmente oxidable.

e Los extractos se conocen como generalmente seguros (GRAS).

¢ Inhibe las enzimas que causan la degradacion de antocianinas.

e Elfluido tiene un coeficiente de difusion mas alto y menor viscosidad y tension
superficial que un solvente liquido. Esto genera una mayor penetracion en la
matriz de la muestra y una transferencia de masa favorable (Azmir et al., 2013).

e Reduccién del tiempo de extraccion.

e El poder de solvatacion puede ajustarse con presion y temperatura, por tanto,
puede tener mayor selectividad.

e La separacion del soluto y solvente puede evitarse mediante la
despresurizacion del fluido super critico.

e Opera a temperatura ambiente.

e Reciclaje y reutilizacion de fluidos supercriticos es posible.
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Desventajas
e Uso obligatorio de un solvente polar (Liu et al., 2000)
e Puede lograrse en algunos casos rendimientos parecidos a la extraccion por
solvente (Liu et al., 2000).
e Altos costos, se asocia con compuestos de alto valor que requieren

cumplimiento de regulaciones (Junior et al., 2014; Liu et al., 2000).

Extraccién asistida por microondas

El fundamento de la extraccion por microondas es generar calor al interactuar con
compuestos polares como agua y algunos solventes organicos en la matriz de la planta
siguiendo los mecanismos de conduccion idnica y rotacion de dipolos (Aguilera et al.,

2016; Zhang et al., 2018).

El calor es generado porque el medio tiene una resistencia al flujo de iones. Estos iones
mantienen su direccién a lo largo de sefiales que cambian con frecuencia. Este cambio
frecuente de direcciones da como resultado una colision entre moléculas y en

consecuencia se genera calor (Aguilera et al., 2016).

Las microondas son campos electromagnéticos en la frecuencia entre 300 MHz a 300
GHz (Aguilera et al., 2016). La energia microondas al convertirse en calor de manera
instantanea y eficiente calienta los solventes y los materiales vegetales

simultaneamente. El agua de las matrices vegetales generara calor desde el interior lo
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que aumentard la penetracion del solvente y se provocard la ruptura de las células

(Piyapanrungrueang et al., 2016).

Segln Aguilera et al., (2016) se pueden tener tres pasos en la extraccion asistida por
microondas, (i) separacion de solutos de los sitios activos de la matriz de la muestra
bajo mayor temperatura y presion; (ii) difusién del solvente a través de la muestra; (iii)
liberacion del soluto de la matriz al solvente. La transferencia de calor y masa son en
la misma direccion lo que genera un efecto sinérgico mejorando el rendimiento (Zhang

etal., 2018).

Piyapanrungrueang et al., (2016) realizaron una investigacion en Zea mays L.
comparando la extraccion asistida por microondas, calor éhmico, ultrasonido y
calentamiento convencional. De esta revision la mejor extraccion fue la asistida por
microondas con una extraccion de antocianinas totales de 397.1 mg /100 g de polvo

de maiz.

En la Figura 50 se observa un esquema de equipo usado para extraccién por

microondas. Esta imagen fue obtenida de una investigacion que buscaba obtener

polifenoles a partir de Quercus bark (Bouras et al., 2015).
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Figura 50. Esquema extraccion asistida por microondas. Tomado de (Bouras et al.,

2015)

Algunas ventajas y desventajas de esta tecnologia son:
Ventajas (Aguilera et al., 2016; Piyapanrungrueang et al., 2016; S. Silva et al., 2017,
Zhang et al., 2018):

e Aumenta rendimiento de extraccion.

e Disminuye la degradacién térmica

e Calentamiento selectivo del material.

e Tecnologia verde porgue reduce uso de solventes organicos.

e Gradientes térmicos reducidos.

e Tamaiio del equipo reducido

e Mayor rendimiento del extracto

e Selectiva para compuestos organicos y organometalicos

e Bajos tiempos de extraccion.

e Bajos consumo de solvente.

e Reproducible
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o Fécil y rapida.
Desventajas:

e Temperatura puede causar degradacion de antocianinas (Liu et al., 2000).

Extraccion enziméatica

La pared celular y la membrana estdn compuestas por polisacaridos y proteinas las
cuales pueden ser alteradas por la accion hidrolitica gracias a la adicion de enzimas.
Dicha alteracion ocasionara la liberacion de las moléculas a extraer. Enzimas como
celulosa, amilasa y pectinasa son las mas usadas comunmente (Azmir et al., 2013;

Zhang et al., 2018).

Al pensar en la ubicacién de las antocianinas en la célula, estas se encuentran dentro
de las vacuolas, por tanto, el proceso de extraccion debe lograr atravesar la pared
celular, la membrana, el citoplasma y la membrana vacuolar. Al usar las mezclas de

enzimas es posible facilitar el acceso (Liu et al., 2000).

Factores como la composicién de enzimas, el tamafio de la particula, la proporcion de
solido a agua y el tiempo de hidrolisis se consideran claves en este proceso de

extraccion (Azmir et al., 2013).

Algunas ventajas y desventajas de esta tecnologia son:

Ventajas

e Facilita el acceso a la vacuola celular (Liu et al., 2000)

181



Desventajas
e Las enzimas podrian hidrolizar la parte aglicona de las antocianinas y afectar

el rendimiento (Liu et al., 2000)

Extraccion liquido presurizado

También conocido como extraccién de solvente acelerada (ASE). Esta tecnologia
permite una extraccion rapida con bajo consumo de solventes. Se fundamenta en el
uso de alta presion para mantener los solventes liquidos a altas temperaturas. Las altas
temperaturas permiten mejorar la solubilidad de los compuestos, humectacion de

muestras y penetracion de la matriz (Liu et al., 2000).

Para poder usar esta técnica sin afectar los rendimientos, debe encontrarse el equilibrio
positivo entre la cinética de degradacién y la extraccion, ya que hay estudios que
muestran que la degradacién de antocianinas inicia cuando comienza la extraccion

debido a la temperatura aplicada (Liu et al., 2000).

Algunas de sus ventajas y desventajas son:
Ventajas

e Bajo consumo de solvente

e Bajo tiempo de extraccion (Liu et al., 2000).

Desventajas:

e Altas temperaturas usadas pueden causar degradacion de antocianinas.
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En la Figura 51 se observa un esquema del proceso de extraccion por liquidos
presurizados. Esta imagen se obtuvo de una investigacion que buscaba obtener

antocianinas a partir de residuos de Rubus fruticosus L (Machado et al., 2015).

Entada solvente
Esferas de vidrio i
Bagazo de mora

Esferas de vidrio

prargee

1__.‘ Filtro

Lanade
vidrio

Salida solvente v soluto

EC

Figura 51. Esquema del proceso de extraccion por liquidos presurizados.
Tomado de (Machado et al., 2015). R: deposito de disolvente, B: bomba
de disolvente, M: manometro, BV1 y BV2: Vélvulas de bloqueo, EC:
celda de extraccidn con camisa calefactora, MV: valvula micrométrica, T:

controlador e indicador de temperatura, CV: recipiente de recogida.

Extraccion asistida con calor 6hmico

También se conoce como calentamiento electroconductor, utiliza resistencia eléctrica
inherente de un alimento dado para convertir la energia eléctrica en energia térmica

aumentando la permeabilidad celular (Aguilera et al., 2016; Liu et al., 2000).
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Muchos alimentos contienen componentes ionicos tales como sales y &cidos que
permiten la conduccion de corriente eléctrica. Lo anterior es posible usarlo para
generar calor dentro del producto, transformando la energia eléctrica en energia
térmica de forma répida sin necesidad de un medio de calentamiento (Loypimai et al.,

2015).

En esta tecnologia los factores importantes son la corriente eléctrica, las propiedades

eléctricas, el tiempo y la temperatura de extraccion (Piyapanrungrueang et al., 2016).

En la Figura 52 se observa un esquema del equipo de extraccién usado en esta
tecnologia. Este esquema fue obtenido a partir de una investigacién que buscaba

obtener antocianinas de Oryza sativa (Loypimai et al., 2015).
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Figura 52. Equipo de extraccién para el proceso asistido por calor 6hmico. Imagen

tomada de (Loypimai et al., 2015).
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ANEXO 4
RELACION ENTRE EL ANO DE PUBLICACION CON EL SOLVENTE

USADO

En la Figura 53 puede verse el comportamiento de los solventes usados a través del
tiempo, desde el afio 2000 hasta el 2020. Es posible ver como el uso de metanol en la
ultima década no fue tan presente como el agua o el etanol. Del agua se tiene una

notable densidad desde el afio 2016 y del etanol se evidencid el aumento desde el afio

2010.
Solvente
Etanal Dpa oo .. ®
o0
Agua ® .. .... ®
o0
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Figura 33. Relacion solvente vs el afio de publicacion. Grafico parcelas de

beeswarm n=48
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ANEXO 5
Tabla 14. Ventajas y desventajas de la liofilizacion y el secado por aspersion. (Akhavan Mahdavi, Jafari, Assadpoor, et al., 2016;

Cavalcanti et al., 2011; Cortez et al., 2017; Idham et al., 2012; Jafari et al., 2016; Mansour et al., 2020; Yousuf et al., 2016; Yu & Lv,

2019)
Liofilizacién Secado por aspersion
e Proceso continuo.
e Bajas temperaturas de proceso. e Bajo costo.
e Productos facilmente reconstituibles. e Produce particulas secas de buena calidad.
Ventajas e No afecta propiedades sensoriales. e Magquinaria facilmente disponible.
e Mantiene la biofuncionalidad del producto. e Capacidad de producir rapidamente polvo seco.
e Lasolubilidad del producto final puede ser mejor. e La capacidad de controlar la distribucion del tamafio de
particulas.
e Altos costos de operacion. o
) ) » e Altas temperaturas para evaporar la fase liquida.
e Tiempos largos de deshidratacion. o
. ] ) ) e Morfologia diversa.
Desventajas e Las particulas generalmente tienen alta porosidad.

] ] o Puede producirse desperdicio de material con la perdida de
e El equipo debe ser manejado por personas entrenadas. . ) )
particulas finas en el aire de escape.
e Alto uso de energia, largo tiempo.
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ANEXO 6

COPIGMENTACION Y PRUEBAS DE ESTABILIDAD

Es una tecnologia de asociacion que busca mejorar la estabilidad de las antocianinas.
Puede ser copigmentacion intramolecular con grupos aromaéticos de &cidos
hidroxicinamicos e intermolecular con sustancias no coloreadas como flavonoles y

glucésidos de flavona (Cavalcanti et al., 2011).

Es una tecnologia de asociacion que busca mejorar la estabilidad de las antocianinas.
Puede ser copigmentacion intramolecular con grupos aromaticos de &cidos
hidroxicinamicos e intermolecular con sustancias no coloreadas como flavonoles y

glucdsidos de flavona (Cavalcanti et al., 2011).

Uno de los cuestionamientos para el uso de la copigmentacion esta asociado a que hay
procesos que se pueden dar espontaneamente, sin embargo, estos pueden tardar

bastante tiempo y la eficiencia no es tan buena.

Para solventar esto, He et al., (2018) probaron con altas presiones hidrostaticas para
acelerar la copigmentacion de antocianinas con acidos organicos (es una tecnologia de
procesamiento que tiene una gran ventaja y es que no es térmico pero que si tiene un
efecto sobre la disposicion espacial de las moléculas y la reaccién catalitica en un

periodo corto).
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He et al., (2018) realizaron una evaluacion de la estabilizacion de antocianinas
con copigmentacién de acidos organicos pero asistida con altas presiones hidrostaticas
y concluyeron que si es posible usar altas presiones hidrostaticas para acelerar el
proceso de copigmentacion y ademas vieron como esta mejoro la estabilidad de las

antocianinas a altas temperaturas y presencia de luz.

Las investigaciones que se van a revisar estdn consolidadas en la Tabla 15 y las

moléculas adicionadas para ver el efecto de la copigmentacion fueron:

e Ensayo 1: adicién de goma arabiga para mejorar estabilidad a la temperatura.

e Ensayo 2: adicion de polifenoles y una saponina para mejorar estabilidad a la
temperatura.

e Ensayo 3: adicién de BCD (B — ciclodextrina) para mejorar estabilidad a
condiciones de luz y oscuridad y también temperatura.

e Ensayo 4: adicién de acido ferdlico, rutinosa y maltodextrina para mejorar
estabilidad a la temperatura.

e Ensayo 5: adicion de aminodcidos, fenilalanina, tirosina, lisina y triptéfano

para mejorar estabilidad a la temperatura.

7.1.1. Adicién de goma arabiga

La goma arabigaha sido una de las moléculas estudiadas como estrategia de

estabilizacion de antocianinas (Luna-Vital et al., 2018). En este caso la
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Tabla 15. Estudios de estabilidad por medio de la copigmentacion.

Unidad de
Ndmero F“e'i‘te _de Matriz .d,e Variables para Condiciones de ensayo pH Luz T°C t1/2 meduja de Referencia
de ensayo  antocianinas evaluacion evaluar la vida
media
. - 221.47+
Sin goma arabiga
34.80
80
Adicion de goma Con goma arabiga 44513+
Colorante Solucion a9 g g 61.26 . (Guan &
1 . arébiga 5 Nd Min
comercial acuosa . - 16.58+ Zhong, 2015)
Temperatura Sin goma arabiga 292
126 )
Con goma arabiga 30.144
g g 4.70
Solo antocianinas 133
AntOC|an[na§ + acido 262
ascorbico
Antocianinas + acido
ascorbico + 0.2% Q — 2.89
Naturale 200
Adicion de Antocianinas + acido 3.82
ascorbico+ 0.2 Vainillina
compuestos a un
Daucus carota Modelo de modelo de I - . (Chung et al.,
2 L. bebida bebida en Antocianinas +acido 3 Nd 40 513 Dias  5016)
. ascorbico+
presencia de epigaloctocatequina gallate
acido ascdrbico Py g g
Antocianinas + acido 6.73
ascorbico + 0.2 % extracto )
de té verde
Antocianinas + acido 445

ascorbico+ 0.20 %
protocatechualdehido
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Sistema de
bebida con
adicion de
antocianinas
en polvo o en
extracto
acuoso

Phaseolus
vulgaris L.

Efecto de CD
en el polvoy
extracto acuoso
Efecto de
presencia de luz
Efecto de
temperatura de
forma posterior
en oscuridad

Polvo de antocianinas Idaho
Polvo de antocianinas Idaho
Polvo de antocianinas Idaho
+ BCD
Polvo de antocianinas Idaho
+ BCD
Polvo de antocianinas
Otomi
Polvo de antocianinas
Otomi
Polvo de antocianinas
Otomi + BCD
Polvo de antocianinas
Otomi + BCD
Extracto acuoso de
antocianinas Otomi
Extracto acuoso de
antocianinas Otomi
Extracto acuoso de
antocianinas Otomi + Bed
Extracto acuoso de
antocianinas Otomi + BCD
Polvo de antocianinas Idaho
Polvo de antocianinas Idaho
Polvo de antocianinas Idaho
+ BCD
Polvo de antocianinas Idaho
+ BCD
Polvo de antocianinas
Otomi
Polvo de antocianinas
Otomi
Polvo de antocianinas
Otomi + fCD

Nd

Nd

Luz
Oscuras

Luz
Oscuras
Luz
Oscuras
Luz
Oscuras
Luz
Oscuras
Luz

Oscuras

Oscuridad

32

0.074
0.074

13.05

13.49

8.17

9.83

13.92

15.23

6.02

7.53

9.34

9.40

31.80
3.25

77.80

6.72

36.10

2.86

92.42

(Aguilera et
al., 2016)

Dias

Semanas
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Rubus
fruticosus agg.

Daucus carota
L.

Adicion de 4cido
Polvo en cajas ferulico, rutinosa

de Petri y maltodextrina.
Temperatura
Modelo de Adicion de
bebida aminoacidos

Polvo de antocianinas
Otomi + BCD
Extracto acuoso de
antocianinas Otomi
Extracto acuoso de
antocianinas Otomi
Extracto acuoso de
antocianinas Otomi + fCD
Extracto acuoso de
antocianinas Otomi + CD
Antocianinas puras
Antocianinas + acido
ferulico
Antocianinas + rutinosa
Antocianinas puras
Antocianinas + acido
ferulico
Antocianinas + rutinosa
Solo antocianinas
Antocianinas +acido
ascorbico
Antocianinas +acido
ascorbico+0.1% L-
fenilalanina
Antocianinas +acido
ascorbico+0.1% L-tirosina
Antocianinas +acido
ascorbico+0.1% L-
tript6fano
Antocianinas +acido
ascorbico+0.1% e-poli- L-
lisina

Nd

3

Nd

Nd

25

25

25

35

40

5.26

33.65

3.17

51.73

4.26
224+2.3
257+2.6

330+7.9
151+15

158+1.6
193+2.6

315

2.31

3.57

3.70

6.22

3.46

Dias

Dias

(Weber et al.,
2017)

(Chung et al.,
2017)
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goma arabiga se adiciona a lasoluciobn, pero no pasa por un pProceso

como liofilizacién o secado por aspersion (Guan & Zhong, 2015).

La solucién de antocianinas junto como goma arabiga fue sometida a temperaturas de
80 °Cy 126 °C a un pH 5. Ellos definieron un control sin goma arébiga contra el que
realizaron las comparaciones. Encontraron que la constante de degradacion k, decrece
significativamente con la adicién de goma arabiga a ambas temperaturas y por tanto

su t1/2 aumenta como se puede ver en el Tabla 15 ensayo 1.

Segln Guan & Zhong, (2015) la mejora resulta de la formacion de complejos de
atracciones hidrofébicas. Las moléculas de goma ardbiga se involucraron en la
formacion de complejos y la inclusién de las antocianinas en el centro del complejo
resulta mejorando la estabilidad. Con este estudio los autores sugirieron expandir el
uso de goma arabiga para productos con un pH alrededor de 5.

7.1.2. Adicion de polifenoles y una saponina

En la Tabla 15 ensayo2, los autores evaluaron el efecto de la adicion de polifenoles y
una saponina en la estabilidad de las antocianinas en presencia de acido ascorbico. En
primer lugar, en la Tabla 15 se observa el efecto que tienen la adicion de acido
ascorbico (conocido por ser promotor de inestabilidad en las antocianinas) en la

muestra en cuanto al valor de vida media. Esta baja de 133 dias a 2.62 dias.

De los compuestos evaluados el extracto de té verde mejora la vida media de las

antocianinas de Daucus carota L sobre los otros compuestos adicionados. La
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epigallpcatequina gallate también tuvo un buen efecto en el aumento de la vida atil. Se
concluye que la estabilizacion se atribuye a interacciones hidrofébicas entre las
antocianinas con los compuestos afiadidos. Con este estudio se evidencia que estos
compuestos puede ser una buena opcidn para estabilizar el color de las antocianinas

en modelos de bebidas.

7.1.3. Adicién de p — ciclodextrina

En la Tabla 15 ensayo 3 se aplicaron antocianinas en un modelo de una bebida
deportiva, este modelo fue elegido por los investigadores por su pH bajo y su

capacidad buffer ya que la estabilidad de las antocianinas podria ser mejor.

En esta publicacion se ensayaron dos fuentes de antocianinas de Phaseolus vulgaris L
de Idaho y Otomi de diferentes zonas geogréficas (Idaho, cultivo de Estados Unidos y
Otomi, cultivo de México), reportadas como fuente de colorantes naturales. Primero
hicieron un ensayo para probar el efecto de la luz y la oscuridad y seguido a esto

ensayaron almacenamiento en temperaturas de 4 y 25 °C (Aguilera et al., 2016).

Para estos ensayos buscaron evaluar el efecto de BCD (B — ciclodextrina) sobre la
estabilidad de las antocianinas a través de reacciones de copigmentacion. Este
compuesto es formado a partir de una modificacion del almidon, permite la formacién
de complejos de inclusion con una amplia variedad de compuestos organicos que
entran parcial o totalmente en sus cavidades hidrofobas. Al mismo tiempo expulsa las

pocas moléculas de agua de alta energia del interior de su matriz. En otros estudios se
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ha demostrado que este compuesto mejora la estabilidad y previene la pérdida de

antocianinas durante el almacenamiento (Aguilera et al., 2016).

En cuanto al primer ensayo, como se esperaba la degradacion de los compuestos fue
mas baja en condiciones de oscuridad y en presencia de BCD en todas las bebidas
(Tabla 15 ensayo 3). La menor reduccion se encontrd en los polvos y por ultimo en el
la bebida con adicién de extracto acuoso. La mayor vida media fue encontrada en la

prueba con polvo de antocianinas Otomi + BCD 15.23 dias (Tabla 15 ensayo 3).

El segundo ensayo fue llevado en condiciones de oscuridad para evaluar las
temperaturas de 4°C y 25 °C. En este ensayo se encontr6 como BCD mejoro
drasticamente la vida media en temperaturas de almacenamiento de 4° C (Tabla 15
ensayo 3). Los autores concluyeron que resulta muy prometedor el uso de antocianinas
de cascara de frijol ( Phaseolus vulgaris L.) como fuente de colorantes en bebidas bajo

este mecanismo estudiado (Aguilera et al., 2016).

7.1.4. Adicién de rutinosay &cido feralico

Weber et al., (2017) reportaron que una de las formas para estabilizar antocianinas y
evitar la hidratacion del cation flavilio al formar con otros compuestos es formar
complejos no covalentes con las antocianinas por apilamiento de electrones. La rutina
y los &cidos cinamicos como el acido ferulico se consideran muy buenos compuestos

parar formar complejos de copigmentacion.
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Segun los resultados en la Tabla 15 ensayo 4, se confirma que los dos compuestos
adicionados mejoran la estabilidad de las antocianinas aumentando su vida media. Este
efecto se observa en mayor proporcion para la rutinosa. Este resultado se atribuye a
las propiedades antioxidantes de los dos compuestos adicionados y a la prevencién de

la hidratacion de las antocianinas.

7.1.5. Adiciéon de aminoéacidos

En este estudio se propone la adicién de 3 aminoacidos (fenilalanina, tirosina y
triptéfano) y un péptido (e-poli-L- lisina) para mejorar la estabilidad de las
antocianinas y su color en un sistema de bebida. (Chung et al., 2017) reportaron que
eligieron aminoacidos porque en un estudio anterior encontraron que los grupos
fendlicos de la proteinas de suero pueden interactuar con las antocianinas e inhibir su
degradacidon. Otros estudios también han demostrado que los compuestos fendlicos

pueden mejorar la estabilidad por efectos de la copigmentacion.

Otro motivo esta asociado a que el uso de aminoacidos tiene beneficios para la salud

por lo que puede ser un valor nutricional agregado su adicion (Chung et al., 2017).

En cuanto al polipeptido se seleccion6 porgue este tiene una carga muy positiva que
puede usarse en las bebidas como agente antimicrobiano. Ademas de que sus
propiedades cationicas puede proporcionar conocimiento sobre las interacciones
electrostaticas en la capacidad de los pépetidos para alterar la estabilidad quimica de

las antocianinas (Chung et al., 2017).
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En este ensayo se observo en la Tabla 15 ensayo 5 el efecto de la adicion de &cido
ascorbico al comparar las antocianinas puras vs aquellas que se les adicion0 este
compuesto. La disminucion en la vida media es de 315 a 2.31 dias. En cuanto al poder
estabilizador de los amino&cidos sobre las antocianinas, se observa que la adicion con
triptofano fue la mas efectiva. También se observa un aumento leve en la vida media

como la adicién del péptido (Chung et al., 2017).

Se concluye por los autores que la adicion de aminoacidos y péptidos si aumentan la
estabilidad del color de las antocianinas en el modelo de bebida evaluado. En cuanto
a las interacciones dadas entre el péptido y las antocianinas, se logra ver que son a
través de puentes de hidrégeno y algunas interaciones hidrofébicas (Chung et al.,

2017).
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ANEXO 7

EFECTO CONDICIONES DE SECADO POR ASPERSION

Dos estudios realizaron evaluacion de si las condiciones de operacion del proceso de
secado por aspersion podria afectar los pardmetros de color (Tabla 16). Laokuldilok
& Kanha, (2017) evaluaron la temperatura del aire de entrada y el valor DE. Ellos
reportan de acuerdo con los resultados que el incremento de la temperatura del aire de
entrada y el cambio del valor DE cambian el color de la microcapsula y decrece el
valor L* y C e incrementa el valor H° el cual mantiene un color magenta (Tabla 16

ensayo 1).

En la Tabla 16 ensayo 2 también se evalué el efecto de la temperatura del aire de
entrada y el flujo. Este fue probado con un solo material de pared. El color en estas
muestras fue evaluado en muestras liquidas, por tanto el polvo se diluyé antes de los
analisis. Los autores mencionan que el parametro a* fue alto en las muestras el cual
lo atribuyen al contenido de antocianinas. ElI H® fue menor a 10°

en todas las muestras y por tanto se perciben de color rojo. Este angulo es el atributo

de color que es percibido.

Los autores en este ensayo obtuvieron el AE a partir del control previo al proceso de
secado por aspersion Tabla 16 ensayo 2. Se evidencia que los AE del flujo de
alimentacion de 8.5 mL/min tanto a 140 °C como a 160 °C son los mas altos entre
todas las muestras evaluadas. Por su parte los méas bajos son a 140 °C pero a mayor

flujo, 9.1y 9.6 mL/min.
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Tabla 16. Efecto sobre los parametros de color de las condiciones de secado por aspersion. Ensayo (CIELCh), ensayo 2 (HnterLab). No se tiene

dato (nd) y no aplica (na), MD (Maltodextrina)

Condiciones de la operacién de secado por
aspersion evaluadas

Parametros de color

Ensayo :)/(I{ar gg:ig?] ;Lpeostdrg Temperatura Temperatura  Flujode  Color AE Referencia
aire de aire de salida alimentacién L* a* b* Cc* H°
entrada (°C) (°C) (mL/min)
MD DE 10 140 43,77 31.73+0.03 13.73+0.05
MD DE20 140 43.08 31.30+0.02 13.99+0.03
MD DE 30 140 41.74 28.78+0.05 14.75+0.01
MD comercial
DE 10 140 44.83 34.90+0.18 12.90+0.07
MD DE 10 160 43.63 29.91+0.00 13.8640.03
(Laokuldilok
1 S;)ﬂr\;//;al_ MD DE20 160 nd nd 42.88 Nd Nd 2901001 ) 004003 Na & Kanha,
MD DE 30 160 41.05 26.06+0.08 15.00+0.01 2017)
MD comercial
DE 10 160 42.88 34.13+0.31 12.72+0.11
MD DE 10 180 42.65 26.15+0.02 14.1040.04
MD DE20 180 41.62 22.50+0.06 14.4440.04
MD DE 30 180 40.24 21.97+0.01 15.51+0.05
MD comercial
DE 10 180 44,77 31.55+0.06 12 40+0.06
140 81 8.5 38.27+0.60 32.88+0.81 3.06+0.13 33.02+0.82 5.31+0.10 5.66+0.13
140 80 9.1 35.80+0.75 33.33+0.21 3.40+0.03 33.50+0.21 5.33+0.08 3.49+0.26
Vaccinum Goma mesquita 140 80 9.6 35.87+0.90 33.46+0.12 4.15+0.06 33.71+0.12 7.07+0.12 3.25%0.29  (Jiménez-
2 ashei_var. 160 95 8.5 39.48+0.50 34.46+0.05 3.67+0.09 34.55+0.05 6.09+0.14 6.04+0.23 Aguilaret
Rabbiteye 160 95 9.1 37.83+0.03 33.24+0.25 4.88+0.05 33.60+0.05 8.35+0.11 4.87+0.34 al., 2011)
160 92 9.6 36.21+0.56 33.53+0.28 5.89+0.02 34.04+0.08 9.96+0.34 3.62+0.31
C"m;oégre‘”o na na na -33.7010.61 35.82£007 466:03 4o 1o 000 7712060 Na
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Con este ensayo se logré evidenciar el efecto que el flujo de alimentacion y la
temperatura del aire de entrada puede tener sobre el color. Adicionalmente, la muestra
con un AE de 3.49 (el segundo menor de las pruebas realizadas) fue tambien la que
tuvo el mejor comportamiento a nivel de baja degradacion de antocianinas y
compuestos fenolicos totales y la menor pérdidas de activad antioxidante. También fue
una de las muestras con el porcentaje de humedad mas bajo (Jiménez-Aguilar et al.,

2011).
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ANEXO 8

EFECTO DEL VALOR DE

En numerales anteriores se referencié la influencia que tiene el valor DE en algunos
variables evaluadas después de la encapsulacion y ahora también se revisara el efecto
sobre los pardmetros de color. En el estudio realizado por Yamashita et al., (2017)
(Tabla 18 ensayo 1) evaluando maltodextrinas DE 10 y DE 20 se observd que las
microcépsulas con MD DE 10 eran méas oscuras Yy tenian un rojo mas intenso (mayor
valor L* y menos valor a*). Los autores también reportan que el valor a* se atribuye
al contenido de antocianinas, que es el responsable del enrojecimiento. Un valor b*
mas bajo para las microcépsulas representa una mayor amarillez L* y por tanto el polvo
formulado como DE 20 es de color mas claro que el formulado con DE 10. Esto puede
estar asociado a la destruccion de antocianinas en las muestras. Los autores reportan

la claridad del color con la pérdida de antocianinas.

En este ensayo también se reporté C y H° y encontraron que fue afectada
significativamente por el valor DE. Encontrando los polvos con DE 10 con mayor
intensidad de color que los preparados con 20 DE. Con lo anterior los autores

concluyeron que a mayor DE, mayor pérdida de antocianinas (Tabla 18 ensayo 1).

}Nayak & Rastogi, (2010) por su parte, hicieron la evaluacion de un rango mas amplio

DE desde DE 06, 19, 21 y 33. Ellos encontraron que el valor C aumento

significativamente en DE 06 a 19 pero después no hubo un cambio significativo. En
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Tabla 18. Efectos del DE de la maltodextrina usadas como material de pared sobre los parametros de color. Ensayo 1 uso espacio CIELab y a

partir de este con operaciones matematicas hallé H° y C. Ensayo 2 uso espacio CIELCh.

Matriz de Parametros de color
Ensayo o Encapsulacion Tipo de muestra Color Referencia
extraccion L* a* b* He C
1 Rubus spp ED MD DE 10 34.34+0.57 20.96+0.08 6.51+0.06 0.30£0.00 21.94+0.09 (Yamashitaetal.,
' MD DE 20 41.94+0.28 18.84+0.20 4.01+0.05 0.21+0.00 19.26+0.21 2017)
MD DE 06 61.60 11.55+0.34 48.44+1.45
MD DE 19 B 5543 11.38+0.34 52.10+1.56
. Careini i - MD DE 21 L 5687 | , 1222036 SLBALSS (o
arcinia indica MD DE 33 | 5304 n n 13.13+0.39 50.98+1.52  Rastogi, 2010)
Maltodextrina DE 21.025%
fosfato tricélcico y 0.25% 54.78 13.1740.39 54.28+1.62
goma acacia
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cuanto al H® no tuvo un cambio significativo hasta DE 21 pero si aumento cuando se
formuld con DE 33. En cuanto al valor L* tuvo tendencia con el aumento del valor DE
a disminuir, encontrando tonos mas oscuros con el aumento del DE (Tabla 17 ensayo

2).

En este estudio también se evalu6 la adicién de goma arébiga y fosfato tricélcico a la
maltodextrina y fue el que tuvo mayores valores de H° y C (Tabla 18 ensayo 2).
Ademaés, también fue el material de pared elegido como Optimo por tener la menor
higroscopicidad, la mayor actividad antioxidante y el mé&s alto contenido de
antocianinas. Estos dos agentes adicionados son conocidos uno por tener propiedades
emulsificantes y el otro disminuye la higroscopicidad y aumenta actividad antioxidante

(Nayak & Rastogi, 2010).
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