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RESUMEN

Se realizo la extraccion de carotenoides de los pétalos de flores amarillas de mastuerzo
(Tropaeolum majus L.) con hexano, cloroformo y éter de petroleo a 12, 24 y 48 horas;
el mayor rendimiento se obtuvo con cloroformo a 24 horas, el que se purificdé para ser
solubilizado con aceite de oliva. Luego se microencapsul6 con maltodextrina y goma arabiga.
La dispersion se llevo a un Mini Spray Dried B-290 a temperaturas de secado de 130 °C, 150 °C
y 170 °C; en el microencapsulado se evaluod el % de recuperacion de carotenoides totales
encontrandose diferencia (p<0,05) por efecto de la interaccion del agente encapsulante y
la temperatura de secado, los mayores % de recuperacion fueron 74,10% y 83,76% a 130
°C y 150 °C, respectivamente, con goma arabiga; no se evidencia diferencia (p>0,05) en la
actividad antioxidante las que van de 393,00 a 470,97 umol-TE/g. de muestra. Con respecto
al % de humedad, % de higroscopicidad, densidad aparente (g/cm?®) y % de rendimiento se
evidencia diferencia (p<0,05). En el % de solubilidad no se evidencia diferencia (p>0,05), la
microcapsula de carotenoides puede ser usada como alimento funcional.

Palabras clave: Tropaeolum majus L., microencapsulacion, carotenoides, actividad
antioxidante, spray drying.
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EVALUATION OF STABILITY OF CAROTENOIDS
AND ANTIOXIDANT ACTIVITY OF NASTURTIUM
FLOWERS (Tropaeolum majus L.) IN SPRAY-DRYING
MICROENCAPSULATION

ABSTRACT

Carotenoids were extracted from the petals of yellow nasturtium flowers (Tropaeolum majus
L.) with hexane, chloroform and petroleum ether at 12, 24 and 48 hours; The highest yield
was obtained with chloroform at 24 hours, which was purified to be solubilized with olive
oil. It was then microencapsulated with maltodextrin and gum arabic. The dispersion was
carried to a Mini Spray Dried B-290 at drying temperatures of 130 °C, 150°C and 170 °C;
In the microencapsulation the % recovery of total carotenoids was evaluated (p<0.05) due to
the interaction of the encapsulating agent and the drying temperature, the highest recovery
rates were 74.10 % and 83.76 % At 130 °C and 150 °C respectively, with gum arabic; No
difference (p>0.05) was found in antioxidant activity ranging from 393.00 to 470.97 pmol
TE/g. shows. With regard to % humidity, % hygroscopicity, bulk density (g/cm?) and % yield
difference was evident (p<0.05). In the % solubility no difference (p>0.05) is evident, the
microcapsule of carotenoids can be used as functional food

Key words: Tropaeolum majus L., microencapsulation, carotenoids, antioxidant activity,
spray drying.

INTRODUCCION

Las exigencias de la alimentacion, en la actualidad, se han incrementado respecto a la calidad
(organoléptica, microbioldgica y nutricional), asi la demanda de productos de caracter
nutracéutico y funcional va en aumento; debido a que mejoran la salud y/o previenen ciertas
enfermedades.

Los colorantes generalmente empleados en la industria de alimentos son de caracter
sintético, estos cumplen bien sus funciones de tincion, sin embargo no aportan valor nutritivo
considerable. Recientemente, se ha puesto de manifiesto que la relevancia de los carotenoides
vamas alla, de que algunos de ellos poseian actividad provitaminica A, al haberse demostrado
que juegan un papel importante en la prevencion de diversas enfermedades degenerativas
humanas.

Los pétalos de la flor amarilla del mastuerzo (7ropaeolum majus L.) son una fuente importante
en carotenoides, encontrandose la presencia de [-caroteno, Y-caroteno, e-caroteno y
licopeno'; con un potencial como fuente de compuestos antioxidantes. Sin embargo, al ser
sometidas a calentamiento, pérdida de integridad celular, extraccion, cambios de pH, luz,
temperatura; se tornan mucho mas labiles.
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A través de proceso de microencapsulacion se puede estabilizar las propiedades nutracéuticas
de los carotenoides extraidos de los pétalos del mastuerzo. La microencapsulacion de
compuestos bioactivos consiste en la extraccion del compuesto activo, emulsificacion y
secado por atomizacion; este ultimo, implica fendmenos de transferencia de calor y masa
durante la formacion de la microcapsula. La adicion de agentes encapsulantes permiten el
aumento del contenido de solidos totales, reduciendo la humedad del producto, facilitando
asi el secado y reduciendo la pegajosidad. Las que deben evaluarse a fin de permitir el
incremento de la estabilidad del producto protegiéndolo. El secado por spray-drying presenta
la mayor retencion de la actividad antioxidante?.

PARTE EXPERIMENTAL

Materiales y reactivos

Se trabajo con pétalos de mastuerzo color amarillo, recolectados de la estacion experimental
Mantaro de la Universidad Nacional del Centro del Perti. Ubicado en el distrito de Mantaro,
provincia de Jauja, departamento de Junin.

Obtencion del microencapsulado del extracto de carotenoides de los pétalos del
mastuerzo (Tropaeolum majus L.) color amarillo

El extracto obtenido es exclusivamente de los pétalos de color amarillo de la flor de mastuerzo,
una vez purificado, se mezcld con aceite de oliva, y se encapsulo con goma arabiga para luego
ser llevado a secado por spray-drying, para tal fin se prosiguio el siguiente diagrama de flujo:
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FLOR DE MASTUERZO (Tropaeolum majus L.)

T°: Ambiente (15 a 18°C
Aprox). Sobre papel bond
limpio v protegido de la luz

©: 1 min. (Licuadora 50/60Hz 220 V,
marca Ostereizer)
Pasado por tamiz malla N° 40 (ASTM)

Relacion 1:10 (Harina: Solvente)
+0,5 g de adsorbentes (Relacion 0,5:0,25:0,25
(Celite: Tierra diatomea: Magnesio activado))
+ 0,08 g de ascorbato sédico, por ©: 24 Horas

Lavado con solucion saturada
de sulfato de sodio anhidro

35°Cy 450 RPM a
condiciones oscuras

50 g de Oleorresina (Extracto de carotenoides:
aceite de oliva relacion 1:50) + 19 g de caseinato de
sodio + 200 ml de agua

53,8 g de agente encapsulante (20% con respecto
ala pre emulsion) + 269 g de la pre emulsion +
677,2 ml de H,O destilada

Agitacion constante a 30°C
Durante toda la alimentacion al atomizador

Secado a 130 y 150°C En un Mini Spray Dried
B-290, Flujo de alimentacion 20 ml/min, 100%
de aspiracion, flujo de entrada de aire 50 m*/h y
presion de 20 psi
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Pétalos amarillos
Lavado con H,0 destilada

En condiciones oscuras, filtrado y
concentrado en rotavapor Buchi
Modelo R-IT a 35°C y 450 RPM.
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15000 RPM

©: Imin.
15000 RPM

Bolsas de polietileno
Llevadas a -20°C

Figura 1. Diagrama de flujo de la microencapsulacion por spray-drying del extracto de
carotenoides los pétalos de mastuerzo (7Tropaeolum majus L.) color amarrillo

Cuantificacion de carotenoides, actividad antioxidante, caracteristica quimica y

fisicoquimica

En la cuantificacion de los carotenoides totales, actividad antioxidante, caracteristica quimica
y fisicoquimica de la materia prima fresca, seca, extractos y las microcapsulas de carotenoides,
se utilizo reactivos y protocolos debidamente validados.

Determinacion de carotenoides
Carotenoides totales?

Determinacion de la actividad antioxidante

Método ABTS*

Determinacion de la caracteristica quimica y fisicoquimica

Humedad?, Higroscopicidad®, Solubilidad®, Densidad aparente®, Rendimiento.
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Recuperacion de carotenoides: Su calculo se baso en la cuantificacion de carotenoides antes y
después de encapsular hallandose el % de recuperacion mediante la siguiente formula:

Carotenoides totales después de encapsular
%R = x 100 ...(1)
Carotenoides totales antes de encapsular

Analisis estadistico

Para la evaluacion estadistica se utilizo el DCA y el DCA con arreglo factorial de 2x3
cuyo analisis de varianza se trabajo con p<0,05 de significancia; al encontrar diferencia
significativa (p<0,05) se procedio a realizar la prueba de comparacion de medias de Tukey.
Los datos fueron procesados con la ayuda de los programas estadisticos Minitab V_16 y la
hoja de calculo Microsoft Excel 2010.

RESULTADOS Y DISCUSION

Cuantificacion de carotenoides y actividad antioxidante en los pétalos de mastuerzo
(Tropaeolum majus L.) color amarillo

La cuantificacion de los carotenoides totales y actividad antioxidante se efectuaron sobre
los pétalos de mastuerzo (Tropaeolum majus L.) color amarillo en estado fresco con una
humedad de 92,06 % y estado seco con una humedad 11,23 %.

Tabla 1. Contenido de carotenoides totales y actividad antioxidante de los pétalos amarillos de
mastuerzo (Tropaeolum majus L.).

Condicién Carotenos totales Actividad antioxidante
i
(mg B-caroteno /100 g en base Seca) (umol-TE/g muestra en base seca)
Fresco 358,01 = 10,82° 1922,34 +23,05°
Seco 254,83 +3,04° 739,81 + 18,41°

Valores con diferentes letras (a y b) dentro de cada columna denotan significancia en la prueba de Tukey
(p<0,05), valores promedio de 4 repeticiones + desviacion estandar.

En la tabla 1 se observa que existe diferencia significativa (p<0,05) entre las muestras,
encontrandose un mayor contenido de carotenoides totales y actividad antioxidante en los
pétalos frescos respecto a los deshidratados; Rodriguez-Amaya® sefiala que en el lento secado
de cuatro vegetales de hoja verde se dio una retencion mas baja de carotenoides, debido a la
activacion de las enzimas y esta aumenta al pulverizarla ya que se pierde la integridad causando
la degradacion e isomerizacion de los pigmentos amarillos que contienen -carotenos, estos
factores sumados al tiempo de almacenamiento son los principales responsables de su
pérdida; con respecto a la actividad antioxidante del mastuerzo Garzén y Wrolstad” reporta
458 umol-TE/g para flores naranjas; Arellano et al.?, 587,01 pmol-TE/g para flores amarillas;
estos valores son menores a los hallados en la investigacion; la variabilidad del contenido de
carotenoides esta influenciado por el clima, variedad, parte de la planta, estado de madurez,
clima, cosecha, manejo post cosecha, procesamiento y almacenamiento®.
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Cuantificacion de carotenoides en los diferentes extractos de pétalos de mastuerzo
(Tropaeolum majus L.) color amarillo

La caracterizacion de los carotenoides totales en los diferentes extractos de pétalos de
mastuerzo obtenido de los diferentes tiempos de extraccion, se muestran en la tabla 2.

Tabla 2. Contenido de carotenoides totales (mg B-caroteno /100 g muestra en base seca) de los
diferentes extractos de los pétalos amarillos de mastuerzo (Tropaeolum majus L).

Extracto Tiempos de extraccion (Horas) Carotenos totales
12 246,08 + 1,43
Hexano 24 256,87 £ 1,06°
48 329,14+ 1,02
12 241,94 + 0,98°

Cloroformo 24 358,05+0,81°
48 301,32+0,59 ¢

12 244,92 40,72
Eter de petroleo 24 2584+ 1,46°¢
48 297,97 + 1,14 ¢

Valores con diferentes letras (a y g) dentro de cada columna denotan significancia en la prueba de Tukey
(p<0,05), valores promedio de 4 repeticiones + desviacion estandar.

En la tabla 2 se reporta el contenido de carotenoides totales por efecto de la interaccion
del solvente y tiempos de extraccion las que muestran diferencias significativas (p<0,05);
encontrandose que el mejor tratamiento dio como resultado 358,05 + 0,81 mg -caroteno /100
g muestra, usando cloroformo durante un tiempo de lixiviacion sélido-liquido de 24 horas;
en la misma linea de investigacion, Cornejo® obtuvo la mejor extraccion de carotenoides de
la flor de Senna multiglandulosa con cloroformo comparado con éter etilico, isopropanol
y éter de petroleo; Esta variabilidad en la composicion de las mezclas de extraccion esta
condicionada a la naturaleza y complejidad quimica de la fuente de pigmentos.

Cuantificacion de carotenoides en el extracto purificado de pétalos de mastuerzo
(Tropaeolum majus L.) color amarillo

La caracterizacion de los carotenoides totales del extracto purificado por saponificacion en
frio, saponificacion en caliente y lavado se muestran en la tabla 3.

Tabla 3. Contenido de carotenoides totales (mg B-caroteno /100 g muestra en base seca) de los
extractos purificado de pétalos amarillos de mastuerzo (Tropaeolum majus L.).

. ., . . ., . Lavado con solucion saturada de
Saponificacion en caliente Saponificacion en frio . .
sulfato de sodio anhidro

230,53 +1,81° 236,47 +2,93° 319,33 +£3,25°

Valores con diferentes letras (a y ¢) dentro de cada columna denotan significancia en la prueba de Tukey
(p<0,05), valores promedio de 4 repeticiones + desviacion estandar.
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En la tabla 3 se reporta los resultados de los carotenoides totales de los extractos purificados
en las que se aprecia que existe diferencia estadistica (p<0,05) en los distintos métodos,
encontrandose que el mayor contenido de carotenoides se da en el lavado con solucion
saturada de sulfato de sodio anhidro teniendo entre un 25,95 % a 27,80 % de carotenoides
totales adicionales con respecto a la saponificacion en caliente y en frio; al respecto, Arellano'®
sefiala que los carotenoides no son estables a pH extremos; ya que los alcalis pueden provocar
isomerizaciones cis/trans de ciertos dobles enlaces, reagrupamientos y desesterificaciones al
momento de saponificar, por lo que se recomienda no saponificar el extracto de pigmentos; el
isomerismo de los pigmentos de los carotenoides empieza tan pronto como son solubilizados
y no puede ser detenido por el almacenamiento en frio. Jaramillo'' afirma que el proceso de
saponificacion daiia severamente a los pigmentos reflejandose en una fuerte disminucion en
la concentracion de carotenoides totales; por otro lado, Gsaki y Martinez'? sefialan que los
procesos de lavados son muy frecuentes en las atapas de aislamiento y se llevan a cabo para
eliminar restos organicos presentes en un mezcla organica de reaccion. Rodriguez-Amaya®
compard tres métodos de saponificacion, con KOH en metanol al 10 % y observo una pérdida
de 0 a 3 % a temperatura ambiente, mientras que con KOH en metanol al 60 % se obtuvo
mayores pérdidas y con el método de saponificacion en caliente obtuvo pérdidas de hasta el
100 %, por lo que en la investigacion se eligi6 el método del lavado para purificar el extracto
de carotenoides.

Cuantificacion del % de recuperaciéon de carotenoides y actividad antioxidante de las
microcapsulas del extracto de carotenoides de los pétalos de mastuerzo (7ropaeolum
majus L.) color amarillo

La cuantificacion del % de recuperacion de carotenoides totales y la actividad antioxidante
de las microcapsulas de carotenoides, obtenido del extracto purificado de carotenoides de los
pétalos amarillos del mastuerzo, se muestran en la tabla 4.

Tabla 4. % de recuperacion de carotenoides y actividad antioxidante de las microcépsulas del
extracto de carotenoides de los pétalos amarillos de mastuerzo (Tropaeolum majus L.).

Agente Temperatura % Carotenos Actividad antioxidante (umol-
encapsulante secado totales recuperados TE/g muestra en base seca)
130°C 54,82 £0,03 436,43+10,14™
Maltodextrina \
150°C 49,71 +£0,08° 404,94+28,43"™
(20%)
170°C 45,16 £0,02° 398,00+3,37™
130°C 83,76 +0,06” 470,97+20,74™
Goma arabiga
150°C 74,10 £0,01° 418,32+22,45™
(20%) ab '
170°C 68,96 +0,02° 393,38+72,47"

*, ns: indican significancia a p<0,05 y no significancia. Valores con diferentes letras (a y c¢) dentro de
cada columna denotan significancia en la prueba de Tukey (p<0,05), valores promedio de 3 repeticiones +
desviacion estandar.
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En la tabla 4 se reporta el % de carotenoides totales por efecto de la interaccion del agente
encapsulante y temperatura de secado, en las que se evidencia diferencia significativa
(p<0,05). La mayor estabilidad de carotenoides se obtiene con el agente encapsulante goma
arabiga y temperaturas de secado de 130 °C y 150 °C dandonos mayores % de recuperacion
de carotenoides. En la misma linea de investigacion, Arellano'® encapsuld luteina de las
flores de tagete (Tagete erecta) teniendo entre un 39,2 % a 42,6 % de recuperacion usando
como agente encapsulante la inulina y como oleorresina el aceite de girasol, estos niveles
bajos de recuperacion lo atribuye a las altas temperaturas de secado (140 °C-180 °C) ya que
ocasiond la oxidacion e isomerizacion de la luteina; Pedroza'® sefiala que el tipo de material
encapsulante tiene influencia en la estabilidad de la emulsion antes de secar, en el tamafio
de particula, en las propiedades de flujo, en las mecanicas y en la vida 1til del material
deshidratado; asimismo, Matsumara et al.', revelan que entre la interaccion existente entre
la goma arabiga y los lipidos esta tlltima previene su oxidacion, la primera tiene la propiedad
de adsorberse en la interfase aceite/agua formando una pelicula viscoelastica, donde los
lipidos contribuyen con la coherencia de la estructura a través de la formacion de empalmes
o uniones por medio de gotitas de aceite en los anclajes de las cadenas de la goma arabiga; al
respecto Larroza y Zerlotti'® sefialan que la goma arabiga podria considerarse una excelente
eleccion como material de pared para la encapsulacion de licopeno por secado por aspersion.
A ello, se le atribuye el mayor % de recuperacion de carotenoides en comparacion del agente
encapsulante maltodextrina, ya que la eficiencia en esta depende del grado de hidrolisis de
las maltodextrinas, ya que muy bajos equivalentes de dextrosa no tienen el efecto positivo'’.

En la actividad antioxidante no se evidencia diferencia estadistica (p>0,05) en los diferentes
tratamientos encontrandose valores que van entre 393,38 a 470,97 umol-TE/g muestra; al
respecto, Saenz et al.?, en la microencapsulacion de extracto etandlico de nopal (Opuntia
ficus-indica) con inulina, reportan 61,7 pmol-TE/g atribuyendo la mayor actividad
antioxidante al agente encapsulante; en misma linea de investigacion, Arrazola, Herazo y
Alvis'®, en la interaccion de la variables temperatura de secado y % de maltodextrina en los
microencapsulados de extracto de antocianinas de la cascara de berenjena, no encontraron
diferencia estadistica sobre la capacidad antioxidante.

Caracterizacion de las microcapsulas del extracto de carotenoides de los pétalos de
mastuerzo (Tropaeolum majus L.) color amarillo.

La caracterizacion del % de humedad, % de higroscopicidad, % solubilidad, densidad
aparente (g/cm®) y el % rendimiento se muestran en la tabla 5.
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Tabla 5. Caracteristicas de las microcapsulas del extracto de carotenoides de los pétalos
amarillos de mastuerzo (Tropaeolum majus L.).

. - - Densidad ..
Agente Temperatura Humedad Higroscopicidad Solubilidad Rendimiento
N aparente 0
encapsulante  de secado % % % 3 %
(g/em’)

130°C 2,428+0,00" 7,501+0,009° 98,24+0,01™  1,068+0,01* 19,20+0,01*
Maltodextrina 150°C 1,934:E0,00b 8,303+0,005° 99,96+0,01™ 1,044:t0,012‘b 15,27:t0,02b
(20%) 170°C 1,650£0,01°  8,622+0,004  99,02+0,01™  1,014+0,01™  18,79+0,02°

130°C 2,285£0,01°  10,811£0,006™  99,06+0,01™  0,946+0,02°  36,27+0,01°
Goma arabiga

(20%)

150°C 1,883+0,01  11,866+0,002  98,85+0,01™  0,961+0,01¢  23,35+0,01™

170°C 1,692+0,00°  14,144+£0,018"  99,15+0,01™  0,926+0,01¢ 28,45 0,03

* ns: indican significancia a p<0,05 y no significancia. Valores con diferentes letras (a y d) dentro de
cada columna denotan significancia en la prueba de Tukey (p<0,05), valores promedio de 3 repeticiones +
desviacion estandar.

En la tabla 5 se evidencia que existe diferencia significativa (p<0,05) en cuanto al contenido
de humedad, higroscopicidad, densidad aparente y rendimiento en los diferentes tratamientos
por efecto de la interaccion del agente encapsulante y la temperatura de secado. El contenido
de humedad para el microencapsulado de carotenoides fue menor en los polvos obtenidos a
altas temperaturas de secado; al respecto, Jittanit ez al.'” sefialan que a temperaturas mas altas
de entrada de aire, existe un gradiente de temperatura mayor entre la alimentacién atomizada
y el aire de secado, lo que resulta en una mayor fuerza motriz para la evaporacion del agua,
produciendo polvos con menor contenido de humedad; los valores de humedad obtenidos son
cercanos a los reportados por Fernandes et al.'® en el secado de aceite esencial de romero que
vade 0,26 a 3,16 %.

Con respecto a la higroscopicidad de las microcapsulas esta se incrementa a medida que
se eleva la temperatura de secado, debido al menor contenido de humedad; Al respecto
Tonon et al.’ sefialan que hay una relacion inversa entre la higroscopicidad y el contenido
de humedad de los polvos y que esta relacionado con el gradiente de concentracion de agua
entre el producto y el aire circundante; también se evidencia que la higroscopicidad varia
con respecto al agente encapsulante, teniendo mayor higroscopicidad con el uso de goma
arabiga; por otro lado, Caparino et a/.*® mencionan que la maltodextrina permite obtener baja
higroscopicidad en polvos, ello se corrobora en la investigacion.

Se tienen una mayor densidad aparente de los polvos con la goma arabiga en comparacion de
la maltodextrina; al respecto, Jittanit ef al.'” manifiestan que la temperatura de secado alta trae
una mayor tasa de evaporacion de la humedad de la alimentacion dando como resultado una
mayor porosidad y menor densidad aparente del microencapsulado; el agente encapsulante es
un material de formacion de cubierta y al ser utilizado induce a la acumulacién y atrapamiento
del aire dentro de la particula haciendo que se vuelva menos densa y porosa.
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Con respecto al rendimiento, se observa que el mayor rendimiento se obtuvo con la goma
arabiga a 130°C, se evidencia pérdidas a la hora de obtener el polvo entre 63,73 a 84,73 %;
Salazar-Gonzalez et al.*' atribuyen estas pérdidas al polvo que queda adherido en las paredes
del secador, los mismos autores reportan rendimientos entre 71,3 a 74,9 % en la produccion
de polvos del extracto de la flor de Jamaica usando goma de mezquite.

En cuanto a la solubilidad de los atomizados no se evidencia diferencia (p>0,05) esta
se incrementa a medida que la temperatura de entrada de aire es alta. La temperatura de
secado tiene un efecto positivo sobre la solubilidad ya que altas temperaturas de secado
dan como resultado una mayor porosidad de los polvos'’. La mayor porosidad condujo a la
superficie mas especifica del microencapsulado, dando como resultado la mayor superficie de
contacto entre el polvo y el agua; Cano-Chauca et al.? sefialan que los portadores de secado
maltodextrina y goma arabiga se disuelven facilmente en agua, por ello mejoran la capacidad
de disolucion de las microcapsulas de carotenoides; la solubilidad del polvo secado esta
influenciada principalmente por el tipo y la concentracion de los portadores de secado.

CONCLUSIONES

*  El mejor método de extraccion de carotenoides de pétalos amarillos de mastuerzo fue
usando el cloroformo mediante lixiviacion por un tiempo de 24 horas.

* La saponificacion en frio y caliente del extracto de carotenoides de pétalos amarillos
de mastuerzo (Tropaeolum majus L.) sobre el contenido de carotenoides totales, no es
recomendable, por la alta degradacion que implica este proceso.

* La microencapsulacion de los extractos de carotenoides de los pétalos amarillos de
mastuerzo con agente encapsulante goma arabiga y la temperatura de secado de 130 °Cy
150°C permiten un mayor % de recuperacion de carotenoides (74,10 % y 83,76 %); estas
presentan un alto potencial antioxidante (418,32 y 470,97 umol-TE/g muestra).

* La caracteristica quimica y fisicoquimica de las microcapsulas de carotenoides
permite establecer su uso como aditivo alimentario para su incorporacion en alimentos
funcionales.
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