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RESUMEN

La tuna (Opuntia ficus-indica) es una importante fuente natural de compuestos
bioactivos, destacandose los polifenoles y las betalainas (betacianinas y betaxantinas),
que se presentan como una opcién interesante para el desarrollo de alimentos
funcionales y/o saludables, debido a las caracteristicas antioxidantes y a la capacidad
colorante que estos otorgan. El presente estudio tuvo como objetivo determinar la
estabilidad de betalainas en una mezcla seca para bebida refrescante adicionada con
microparticulas de pulpa de tuna purpura (P) y extracto ultrafiltrado (UF). La P y UF se
encapsularon por secado por atomizacion utilizando Capsul® y K-4484 como agentes

encapsulantes.

Las microparticulas de los cuatro sistemas (P-C, P-K, UF-C y UF-K) se
caracterizaron fisico-quimicamente y morfolégicamente. El contenido de betacianinas y
betaxantinas de los sistemas de microparticulas estudiados (P-C, P-K, UF-C y UF-K),
mostr6 un rango de 0,343-0,361 mg betanina/g polvo y de 0,145-0,160 mg
indicaxantina/g polvo, respectivamente. Se obtuvo una alta eficiencia de encapsulacion
para betacianinas y betaxantinas, con valores entre 99,1-99,6% y 98,3-99,3%,

respectivamente.

Se estudio la estabilidad de las betalainas en las mezclas secas adicionadas de
microparticulas de los sistemas (P-C, P-K, UF-C y UF-K), almacenadas (20 semanas)
en estufa a 30°C y oscuridad. La retencién, tanto de betacianinas como de
betaxantinas en las mezclas secas con microparticulas de los sistemas P-C, P-K, UF-C
y UF-K, alcanzaron valores entre 94-69% y 95-75%, respectivamente a las 20 semanas
de almacenamiento a 30°C. La mezcla seca con microparticulas del sistema UF-K,
presentd retenciones de betacianinas significativamente mayores respecto a P-K

(efecto tipo de extracto) y UF-C (efecto tipo de agente encapsulante).
Proyecto FONDECYT N° 1110126

Palabras claves: Microparticulas, colorantes naturales, estabilidad de betalainas.



ABSTRACT

The cactus pear (Opuntia ficus-indica) is an important natural source of
bioactives compounds, as polifenols and betalains (betacyanins and betaxanthins).
These compounds are an interesting option to desing functional and healthy foods, due
to its antioxidant properties and coloring capacity. The aim of this study was determine
the stability of betalains in a dry mix added of purple cactus pear pulp (P) and
ultrafiltrated extract (UF) micropatrticles.

P and UF were encapsulated by spray drying, using Capsul and K-4484 as
encapsulating agent. Microparticles (P-C, P-K, UF-C and UF-K) were characterized
morphology and physicochemically. The betacyanin and betaxanthin contents of P-C,
P-K, UF-C y UF-K microparticles systems, ranging from 0.343 to 0.361 mg betanin/g
powder and 0.145 to 0.160 mg indicaxanthin/g powder, respectively. A high
encapsulation efficiency (> 98%) for betacyanin and betaxanthin were obtained,
between 99.1-99.6% and 98.3-99.3%, respectively.

The stability of betalains in dry mix added of P-C, P-K, UF-C y UF-K
microparticles were stored during 20 weeks, at 30°C and darkness. The retention of
betacyanins and betaxanthins in the dry mixes reached values between 69-94% and
75-95%, respectively. The dry mix with microparticles of UF-K system, had betacyanins
retention percentage significantly higher than P-K (type of extract effect) and UF-C

(encapsulating agent effect).

Project FONDECYT N° 1110126

Keywords: Microparticles, natural colorants, betalains stability.



[. INTRODUCCION

El color es uno de los atributos mas importantes de los alimentos, considerado
como un indicador de calidad y un factor determinante en su aceptacion. En la
actualidad colorear los alimentos es una practica comun, ya sea para resaltar,
recuperar o uniformar el color original, debido a que durante el procesamiento y/o

almacenamiento muchos alimentos son susceptibles a perder color.

En la industria se dispone de colorantes naturales y artificiales, sin embargo, ha
habido un creciente interés en el desarrollo y uso de pigmentos naturales desde que
las regulaciones oficiales en EEUU y UE han restringido el uso de colorantes sintéticos
como aditivos, debido a sus posibles efectos cancerigenos (Tsuda et al., 2001). Los
colorantes naturales tienen muchas ventajas en comparacion a los artificiales, en
ensayos toxicoldgicos, se ha demostrado que un 42,11% de los colorantes naturales y
un 7,14% de los colorantes artificiales, se pueden utilizar con IDA sin restriccion. Al
comparar los valores de toxicidad aguda, bajo el parAmetro de DLso, en general éstos
son mas bajos para los artificiales, es decir, cantidades menores tienen un efecto letal

sobre el 50% de los grupos de prueba (Parra, 2004).

En el caso particular de los colorantes rojos, el Reglamento Sanitario de los
Alimentos de Chile sélo acepta la utilizacion de betanina (rojo de betarraga), carmin de
cochinilla y eritrosina (RSA, 2011). En este contexto, las betalainas se presentan como
una alternativa de colorantes rojo-parpura. Sin embargo, existen pocas fuentes de
betalainas en la naturaleza, sélo se presentan en la betarraga, el amaranto, la acelga
roja y algunas cactaceas como la tuna (Opuntia sp), pitaya (Stenocereus sp.) y
pitahayas (Hylocereus undatus) (Saenz, 2006; Castellar et al., 2003; Piattelli y Minale,
1964).

Para que las betalainas se utilicen como colorante natural y pigmento
antioxidante en alimentos, se deben estabilizar, siendo la tecnologia de encapsulacion

una herramienta que permite proteger activos como las betalainas, de su interaccion



con otros componentes del alimento o bien para controlar su liberacion (Yafiez et al.,
2005). En este contexto, esta investigacion esta enfocada a mejorar la estabilidad de
betalainas mediante el uso de la tecnologia de microencapsulacién, como es el secado
por atomizacion, para su posterior utilizacién en aplicaciones industriales (Desai y Park,
2005).

1. Antecedentes generales de la tuna purpura (Opuntia ficus-indica)

La tuna es la fruta del nopal, una planta arbustiva que pertenece a la familia
Cactacea, género Opuntia y se caracteriza por su anatomia y morfologia adaptada a
condiciones de fuerte estrés ambiental (zonas aridas) (Saenz, 2006). En el mundo se
conocen aproximadamente 300 especies, las que son originarias de México, y estan
presentes en todo el continente americano, desde el norte de Canada hasta el sur de
Chile, también en Sudéfrica y paises de la cuenca del Mediterrdneo (Butera et al.,
2002; S4enz, 2006). La especie mas comun es Opuntia ficus-indica que se caracteriza
por tener frutos dulces, jugosos, de distintos colores (purpura, rojo, naranjo o amarillo),
con abundante pulpa, con numerosas semillas y céscara generalmente delgada,

cubierta de pequefios grupos de espinas (Saenz, 2006).

Tanto los frutos como los cladodios o paletas de la planta son fuente de
componentes bioactivos, entre los que destacan la fibra dietética que incluye
hidrocoloides como los mucilagos, pigmentos de diversos colores como las betalainas
y en menor proporcién carotenoides, minerales como calcio y potasio, vitaminas, como
la vitamina C, aminoacidos libres (en particular prolina, glutamina y taurina) y
polifenoles (Stintzing et al., 2001). Todos estos compuestos son apreciados desde el
punto de vista de una dieta saludable y también como ingredientes para el disefio de

nuevos alimentos (Saenz, 2004).

La tuna puarpura (Opuntia ficus-indica) es una de las pocas fuentes de
betalainas en la naturaleza, por lo tanto es una atractiva alternativa para obtener

colorantes naturales, otorgando beneficios a la salud a través de su capacidad



antioxidante (Stintzing y Carle, 2004; Tesoriere et al., 2005). La pulpa se caracteriza
por su alto pH, baja acidez, alto contenido de azlcar y delicado aroma.

Las betalainas son compuestos hidrosolubles derivados del acido betalamico y
se clasifican en dos grupos, las betacianinas responsables de los colores rojo-parpura
y las betaxantinas responsables de los colores amarillo-naranjo (Saenz, 2006; Castellar
et al., 2003; Piattelli y Minale, 1964). Las betacianinas presentan el grupo 3,4—
dihidroxifenilalanina (DOPA), que puede o no estar glicosilado. Las betaxantinas
presentan conjugaciéon con aminoacidos o derivados de aminoacidos (Castellar et al.,
2003; Allegra et al., 2005; Azeredo, 2008; Herbach et al., 2006).

Las betalainas poseen en su estructura un cromoforo (acido betalamico), centro
absorbente no saturado, que permite el estudio de éstos pigmentos por absorbancia en
el espectro UV-Vis. Debido a su naturaleza organica, se caracterizan por presentar
transiciones de electrones n o 1 al estado excitado 7%, las energias que se requieren
para estos procesos conducen a peaks entre 200 y 700 nm (Skoog et al., 2003). Las
betacianinas presentan un maximo a 535 nm y las betaxantinas entre los 460 y 480

nm.

En la tuna puarpura (Opuntia ficus—indica), se han identificado dentro de las
betacianinas, la betanina (Figura 1) y la isobetanina, en bajos niveles (Saenz et al.,
2009) y en las betaxantinas, la indicaxantina (Figura 2) (Butera et al., 2002;
Fernandez-Lépez y Almela, 2001; Castellar et al., 2003; Allegra et al., 2005), las
cuales se encuentran presentes tanto en la cascara como en la pulpa del fruto
(Sepulveda et al., 2003; Odoux y Dominguez L6pez, 1996; Castellar et al., 2003).
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Figura 2. Estructura quimica de las betaxantinas (Allegra et al., 2005)

En otras variedades de tuna purpura, como Opuntia undulata, se ha identificado
la presencia tanto de betacianina (betanina e isobetanina) como betaxantina
(indicaxantina), mientras que en Opuntia stricta solamente se han detectado
betacianinas (betanina e isobetanina) (Fernandez-L6pez y Almela, 2001; Castellar et
al., 2003).

En tuna parpura (Opuntia ficus-indica), se han reportado contenidos de
betacianinas y betaxantinas de 28,09 - 41,05 mg betanina 100g™ fruta fresca y 9,96 —
18,65 mg indicaxantina 100g™ fruta fresca (S&enz et al., 2009; Stintzing et al., 2005),
siendo afectado por factores como: el cultivar o variedad, madurez, clima y
procedencia (Odoux y Dominguez-Lépez, 1996; Stintzing y Carle, 2004; S4enz, 2004,
Sepulveda et al., 2003).



Las betalainas poseen actividad antioxidante en sistemas bioldgicos (Tesoriere
et al., 2005; Allegra et al., 2005), que se atribuye a la presencia de un grupo fendlico y
un grupo amino ciclico, capaces de donar electrones y atomos de hidrégeno
estabilizando radicales libres (Kanner et al., 2001; Moreno et al., 2008). Por otro lado,
la naturaleza catiénica de las betalainas favoreceria la interaccién de éstos pigmentos
solubles en agua con moléculas polares de las membranas (Kanner et al., 2001).
Ademas, las caracteristicas estructurales de las betalainas (posicién de glicosilacion,
posicion de los grupos hidroxilos y el nimero de residuos hidroxilo y amino) influencian
su actividad antioxidante (Kanner et al., 2001; Cai et al., 2003 y 2005). Otras
propiedades biolégicas descritas para betalainas son actividad antiulcerosa y
hepatoprotectora en ratas (Galati et al., 2003; Livrea y Tesoriere, 2006), accién anti-
inflamatoria en células endoteliales (Gentile et al., 2004) y poder inhibitorio sobre la

proliferacion de células in vitro (Wu et al., 2006).

La tuna purpura ademas contiene polifenoles, con valores entre 660 y 909 mg/L
de pulpa (Stintzing et al., 2005; Saenz et al., 2009), a los cuales también se les ha

atribuido propiedades antioxidantes (Heim et al., 2002).

2. Rutas de degradacion de las betalainas

Las rutas de degradacion de betalainas como isomerizacion, descarboxilacion,
desglicosilacién, deshidrogenacién e hidrolisis, se han descrito principalmente para
betanina e isobetanina (Herbach et al., 2006). En la Figura 3 se muestran las posibles

vias de degradacién de estos compuestos.

e Isomerizacién: las betacianinas, especificamente la betanina, se isomeriza en
el carbono Cys a isobetanina, la cual presenta propiedades cromaticas idénticas
a la betanina (Schwartz y von Elbe, 1983). El acido betalamico y la
indicaxantina (Wilcox et al., 1965) son susceptibles a isomerizacion y la

indicaxantina es también susceptible a epimerizacion en Cy;.



e Desglicosilacion: bajo condiciones fuertemente &cidas, altas temperaturas y
presencia de R-glucosidasa, la molécula de glucosa puede separarse de la
betanina, provocando un desplazamiento batocrémico cercano a 4 nm,
obteniéndose un color rojo violeta profundo por la formacion de una aglicona de
menor estabilidad dada su mayor susceptibilidad a la oxidacion (Herbach et al.,
2006).

e Hidrdlisis: en tratamientos térmicos, la ruptura hidrolitica del enlace aldimina
de las betalainas se observo a pH superiores a 6. La hidrélisis de betanina
disminuye la intensidad del color, debido a que la ruptura de la betanina genera
acido betalamico (amarillo brillante) y ciclo-Dopa-5-O-R-glucésido (incolora)
(Herbach et al., 2006). La ruptura del enlace aldimina es reversible con una

condensacion de base de Schiff a pH 6 (Huang y von Elbe, 1985 y 1987).
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Figura 3. Rutas de degradacién de betanina e isobetanina (Herbach et al., 2006).



Descarboxilacion: teéricamente, la descarboxilacion puede ocurrir en los
carbonos C,, Ci5 ¥ Cy7 de las betacianinas y en los carbonos Cy; y Cy3 de las
betaxantinas. La descarboxilacion produce un desplazamiento hipsocrémico,
gue puede explicarse por una disminucion en la deslocalizacién de los
electrones T (Herbach et al., 2006). Varios estudios han observado que la
betanina puede ser descarboxilada en las posiciones Cisy/o Cy7 (Herbach et al.,
2005).

Deshidrogenacién: estudios sobre el efecto de la deshidrogenacion han
mostrado que a partir de la isobetanina (color rojo) se produce neobetanina
(14,15-dehidroxibetanina) que se caracteriza por un color amarillo (Alard et al.,
1985). La formacion de neobetanina se ha confirmado en jugo de betarraga
sometido a un tratamiento térmico bajo condiciones anaerébicas (Herbach et
al., 2004).

Multiples descarboxilaciones y deshidrogenaciones: se ha observado que
puede ocurrir mas de un mecanismo de reaccién, como en el caso de la
neobetanina deshidrogenada bidescarboxilada (estructura indolizada) la que se
produce durante el tratamiento térmico de soluciones de betaninas (Herbach et
al., 2005).

Estabilidad de las betalainas

La estabilidad de las betalainas ha sido estudiada por varios investigadores y se

ha demostrado que éstas se ven afectadas por factores como el pH, actividad de agua,
exposicion a la luz, actividad enzimatica y la temperatura, siendo éste ultimo el
principal factor que influye en la descomposicién de betalainas (Castellar et al., 2003;
Huang y von Elbe., 1985; Stinzing et al., 2005; Herbach et al., 2006).

Temperatura: se puede considerar como el factor mas importante en la

estabilidad de las betalainas durante el procesamiento y/o almacenamiento de



alimentos. En el tratamiento térmico, las betacianinas pueden ser degradadas
por isomerizacion y/o descarboxilacion. Si bien, el color de la betanina se
mantiene, se produce un efecto hipsocromico al desplazar el pick de absorcion
de 538 a 505 nm, lo que resulta en un color naranja-rojo (Azeredo, 2008). La
deshidrogenacion e hidrélisis de la betanina e isobetanina genera un color
amarillo brillante, obteniéndose producto de la hidrélisis el acido betalamico y
ciclodopa-5-O-glucosido (Herbach et al., 2006).

pH del medio: la tonalidad del color brindado por las betalainas no se ve
afectada cuando el pH del medio oscila entre 3,0 y 7,0, rango de la mayoria de
los alimentos. Por debajo de pH 3,0 el color cambia a violeta y por sobre pH 7,0
el color es més azulado, siendo mayor la intensidad a pH 9,0 (Sanchez, 2006).
El pH o6ptimo para la maxima estabilidad de la betacianina y betaxantina en
presencia de oxigeno esta entre 5,5-5,8 (pH normal de la pulpa de tuna) y entre
5,0-6,0, respectivamente (Delgado-Vargas et al., 2000).

Luz: existe una relacion inversamente proporcional entre la estabilidad de las
betalainas y la intensidad de la luz (Delgado-Vargas et al., 2000). La
degradacién sigue generalmente una cinética de primer orden, oxigeno
dependiente (von Elbe et al., 1974; Herbach et al., 2006). La susceptibilidad de
betalainas a la degradacién inducida por la luz se explica por la absorcién de la
luz en el rango UV-Vis, que conduce a la excitacion de los electrones del

cromoforo de las betalainas a un estado mas energeético.

Actividad de agua (ay): reconociendo la importancia del agua en muchas
reacciones bioquimicas de degradacién, no es sorprendente que la actividad de
agua (aw) se incluya entre los principales factores que afectan la estabilidad de
las betalainas y por lo tanto el color. La a,, €s un factor importante a considerar,
debido a que favorece la ruptura del enlace aldimina del pigmento (Herbach et
al., 2006), observandose una mayor estabilidad de la betanina cuando a, esta

por debajo de 0,63. Las betalainas en sus matrices naturales son mas estables



gue en soluciones puras, porque hay menos agua disponible para reacciones
hidroliticas favoreciendo otros mecanismos de degradacién (Herbach et al.,
2005). Un aumento de la estabilidad se ha encontrado después de aplicar
métodos para reducir la actividad del agua, como la concentracién (Castellar et
al., 2003) y el secado por atomizacién (Cai y Corke, 2000).

e Oxigeno: las betalainas reaccionan con el oxigeno molecular, produciendo la
degradacion del pigmento en solucién saturada de aire. La cinética de
degradacion en atmosfera de aire sigue un modelo de primer orden, mientras
gue en ausencia de oxigeno se desvia del primer orden. Para aumentar la
estabilidad de las betalainas se deben utilizar atmdsferas con bajos niveles de
oxigeno. Estudios de almacenamiento de sistemas modelos con betalainas (6
dias a 15°C y pH 7), mostraron que en atmdsfera con oxigeno la degradacion
del color aumenté un 15% con respecto a la atmosfera con nitrégeno (von Elbe
et al., 1974). Por otra parte, en soluciones calentadas de betanina (pH 4,75, 130
min, 15 °C) la retenciébn aument6 desde un 54 a un 92% al utilizar bajos niveles

de oxigeno (Huang y von Elbe, 1987).

e Presencia de metales: con un menor efecto que los factores anteriores, la
presencia de algunos cationes metalicos, tales como hierro, cobre, estafio y
aluminio aceleran la degradacion de las betacianinas. El complejo metal-
pigmento con hierro y aluminio, puede presentar un efecto batocrémico
(desplazamiento hacia mayores longitudes de onda o de menor energia)
(Azeredo, 2008). Sin embargo, en jugo de remolacha el efecto de los iones
metalicos es menor en comparacién con soluciones puras de betanina, debido

a la presencia de agentes complejantes de metales en el jugo.

4. Tecnologia de membranas en la separacién y concentracion de betalainas

El desarrollo de la tecnologia de membranas ha permitido ampliar las técnicas

de filtracion de liquidos con el proposito de separar y/o concentrar diversos



compuestos, entre ellos compuestos bioactivos y pigmentos. Esta técnica se basa en la
transferencia de materia a través de una membrana que permite el paso selectivo de
sustancias. El flujo de estas sustancias puede depender de diferentes fuerzas
impulsoras, principalmente: la presion, concentracion y potencial eléctrico. La
selectividad permitird enriquecer o empobrecer una corriente en una o varias
sustancias (Reis y Zydney, 2007) y depende del tamafio de poro y de su afinidad
guimica (Guizard, 1999). Entre estas técnicas de separacién y concentracion se

encuentran la microfiltracion, ultrafiltracion y nanofiltracién (Jesus et al., 2006).

e Ultrafiltracion: es una técnica de separacion que opera gracias a una
diferencia de presion como fuerza impulsora, con un corte de masa molecular
entre 1-500 kDa. Los solutos tales como azlcares, sales, aminoacidos y las
moléculas de bajo peso molecular pasaran a través de la membrana, quedando
retenidas las mas grandes. Es por ello que, la principal aplicacion de la
ultrafiltracion es la concentracion, fraccionamiento y purificacion de
macrosolutos en solucion acuosa, tales como proteinas y carbohidratos
(Cassano et al., 2010). En la ultrafiltracién el tamafio de poros se expresa en
términos del peso molecular de las sustancias que pueden ser retenidas por la
membrana, teniendo como referencia el tamafio de las proteinas globulares
(Ramirez, 2006).

Cuando se examina en forma detallada el mecanismo de transporte, es
posible darse cuenta que estas membranas presentan igualmente un desempefio
especifico tal como una selectividad de separacién entre iones monovalentes e iones
multivalentes, asi como también entre moléculas del mismo tamafio (Jesus et al.,
2006).

5. Microencapsulacién

La microencapsulacion es una técnica mediante la cual compuestos activos,
solidos, liquidos o gaseosos (antioxidantes, sabores, bactericidas, etc.) se introducen

en una matriz o sistema pared de naturaleza polimérica con el fin de proteger los
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activos del medioambiente, de su interaccién con otros componentes del alimento o
bien para controlar su liberacion (Yafiez et al., 2005). La técnica de encapsulacion ha
permitido solucionar algunos problemas presentes en la aplicacion de ingredientes y
aditivos alimentarios, como por ejemplo, enmascarar sabores indeseados, reducir la
volatilidad e incrementar la estabilidad de activos a condiciones ambientales adversas

(Champagne y Fustier, 2007).

Diversos factores se deben considerar al momento de aplicar la tecnologia de
encapsulacion, por ejemplo: cuél sera la aplicacion de las microparticulas, la
composicion de los ingredientes, el mecanismo de liberacién, tamafio de particula,
forma fisica final, el costo, entre otros. De acuerdo a estas consideraciones se
determina el método de encapsulacion y el agente encapsulante mas apropiado (Goud
et al., 2005).

En la actualidad existen diversos métodos para la elaboracion de
microparticulas. En general, estos métodos se pueden dividir en tres grupos (Goud et
al., 2005).

= Procesos fisicos: secado por atomizacion, extrusion y lecho fluidizado.
= Procesos quimicos: coacervacion, atrapamiento en liposomas y gelificacion
iGnica.

= Procesos fisico-quimicos: polimerizacion interfacial e inclusién molecular.

De todos los métodos de encapsulacién, el secado por atomizacion es
ampliamente utilizado en la industria de alimentos, porque es un método econémico y
efectivo para proteger materiales (Wagner y Warthesen, 1995; Desobry et al., 1997;
Hogan et al., 2001, Minemoto et al.,, 2002; Robert et al.,, 2003). En este proceso el
material es atomizado en estado liquido, como solucién o dispersion (con boquilla o
disco giratorio), en forma de finas gotas en un flujo de aire caliente. Cuando las
pequefias gotas de liquido entran en contacto con el aire caliente, se obtiene

instantaneamente un polvo, debido a la rdpida evaporacion del agua (Gharsallaoui et
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al., 2007). Este método se puede utilizar en operaciones de recubrimiento de sélidos y
liquidos porque a medida que se evapora el disolvente, el material de recubrimiento
envuelve las particulas, lo que puede ser Gtil para enmascarar aromas y sabores y

mejorar la estabilidad (Lopez, 2010).

En este estudio, la encapsulacion mejoraria la vida util del agente activo
preservando sus propiedades funcionales (De Vos et al., 2010) y aumentando su
estabilidad durante el almacenamiento. De esta forma, se dispondria de un colorante
natural con propiedades saludables el cual podria adicionarse a alimentos como
bebidas, helados, postres, dulces, mezclas secas, productos lacteos y productos
carnicos (Rodriguez-Hernandez et al., 2005; Obén et al., 2009; Delgado-Vargas et al.,
2000).

En la encapsulacién de extractos de tuna (acuoso e hidroalcohélico) mediante
secado por atomizacion se ha logrado mayor retencion de betalainas y polifenoles con
el extracto acuoso de pulpa (Saenz et al. 2009), sugiriendo que el mucilago de la pulpa
ayuda al proceso de encapsulaciéon de los compuestos bioactivos. La pulpa de tuna
contiene un 3,8% de mucilago, compuesta por una fraccidn insoluble en cetrimide
(44,3%) formada por acido urénico (28%), xilosa, ramnosa, y galactosa, y una fraccion
soluble (15,6%) compuesta por acido uronico (16%), arabinosa y galactosa. El
mucilago es una mezcla compleja de polisacaridos (<50%), con estructura similar a las
pectinas (Matsuhiro et al., 2006).

6. Materiales encapsulantes

En el area de alimentos se pueden utilizar diferentes tipos de agentes
encapsulantes tales como carbohidratos (almidones de diferentes fuentes: papa, arroz,
maiz, entre otros (Loksuwan, 2007), maltodextrina (Wagner y Wathersen, 1995;
Desobry et al., 1997), ciclodextrinas, carboximetilcelulosa, goma arabiga, alginato de
sodio, carragenina y quitosano (Souza et al., 2005)), proteinas (Chen et al., 2006)
(gelatina (Robert et al., 2003), caseinatos (Hogan et al., 2001; Santinho et al., 2002),

aislado proteico de soya, suero de leche, zeina y aislado proteico de suero (Kim and
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Morr, 1996; Dziezak, 1998) y grasas. Estos agentes encapsulantes muestran una
funcién protectora sobre ingredientes sensibles contra el dafio oxidativo (Robert et al.,
2003). Sin embargo, es importante tener en cuenta caracteristicas como la flexibilidad,
resistencia, permeabilidad, facilidad de aplicacion y naturaleza hidrofébicas o
hidrofilicas de los mismos, ya que todos estos factores influiran en las caracteristicas
del producto final (Gibbs et al., 1999).

Los agentes encapsulantes utilizados en este trabajo son Capsul® y K-4484. EI
Capsul® es un polvo fino blanquecino que corresponde a un almidén quimicamente
modificado derivado del maiz, que presenta tanto propiedades hidrofilicas como
hidrofébicas. Es soluble en agua fria (90%) y se solubiliza completamente a
temperaturas sobre 82°C, tiene muy baja viscosidad y su pH varia entre 3 y 4. Entre las
aplicaciones que posee se encuentran la alta eficiencia de encapsulacion de sabores,
fragancias u otros activos hidrofébicos (National Starch & Chemical, 2001%). El K-4484
es un polvo fino blanquecino que corresponde a una dextrina refinada obtenida a partir
de almiddn de tapioca. Presenta propiedades reolégicas que lo hacen adecuado como
fuente de hidratos de carbono para todo tipo de sistemas alimentarios liquidos, pero
también en aplicaciones para el recubrimiento y formacién de peliculas. ElI K-4484
presenta una buena solubilidad a bajas temperaturas otorgando estabilidad a la
solucion y presenta muy baja viscosidad a altas temperaturas en comparacion con

almidones espesantes normales (National Starch & Chemical, 2001°).
7. Aplicaciones de betalainas en sistemas alimentarios

Los estudios de aplicacion de extractos de tuna encapsulados en alimentos son
escasos. Algunos trabajos se han enfocado principalmente en la adicibn de
microparticulas de pulpa o extractos de tuna puarpura (Opuntia ficus-indica) en yogur
(Tapia, 2007; Torres, 2008; Alfaro, datos no publicados') y Obon et al. (2009) aplicaron

un colorante obtenido de jugo de Opuntia stricta en un yogur y bebida refrescante.

! Tesis Magister en Ciencias Agropecuarias, M. Prod. Agro. Francisco Alfaro. Universidad de
Chile.
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Los alimentos mantuvieron un alto porcentaje de retencion de betalainas y un color

purpura intenso durante todo el periodo de estudio (30 dias a 5°C).

En este contexto, estudiar la estabilidad del color en una matriz alimentaria es
importante para su aplicabilidad industrial. De acuerdo a estos antecedentes este
estudio se enfocO en evaluar la estabilidad de betalainas en una mezcla seca para
bebida refrescante formulada con pulpa de tuna purpura (Opuntia ficus-indica) y

extracto ultrafiltrado encapsulados.
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Il. HIPOTESIS

La degradacion de las betalainas desde microparticulas obtenidas de un
extracto ultrafiltrado de tuna purpura adicionadas a una mezcla seca para bebidas

refrescantes, serd menor con respecto a las microparticulas de pulpa de tuna.
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1. OBJETIVOS

1. Objetivo general

Determinar la estabilidad de las betalainas en una mezcla seca para bebidas
refrescantes adicionada con microparticulas de pulpa y extracto ultrafiltrado de tuna

purpura (Opuntia ficus-indica).
2. Objetivos especificos

e Caracterizar la pulpa de tuna purpura (P) y el extracto ultrafiltrado (UF)

mediante analisis fisicos y quimicos.

e Elaborar y caracterizar las microparticulas de pulpa y extracto UF de tuna
pUrpura, obtenidas bajo condiciones 6ptimas® (Eficiencia de encapsulacién de
betalainas, porcentaje de recuperacién de betalainas y rendimiento del proceso
de encapsulacion), mediante secado por atomizacion, utilizando como agentes

encapsulantes K-4484 y Capsul®.

e Estudiar la estabilidad de las betalainas en la mezcla seca para bebidas
refrescantes adicionada con microparticulas de pulpa y extracto UF de tuna

purpura durante el almacenamiento en estufa.

! Tesis Doctorado Nutricion y Alimentos. Cristina Vergara. Universidad de Chile.
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IV. MATERIALES Y METODOS

1. Lugar de Trabajo

La parte experimental se llevé a cabo en el Laboratorio de Quimica de
Alimentos del Departamento de Ciencia de los Alimentos y Tecnologia Quimica de la
Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacéuticas y en el laboratorio de Productos
Vegetales, del Departamento de Agroindustria y Enologia de la Facultad de Ciencias

Agronomicas; ambos pertenecientes a la Universidad de Chile.

2. Materiales

e Tunas purpuras (Opuntia ficus-indica), provenientes del Jardin de variedades
de la Estacion Experimental Antumapu de la Universidad de Chile, ubicada en
la ciudad de Santiago (Latitud -33° 34' 10.24", Longitud -70° 38' 6.22"). Cosecha
2012.

e Extracto ultrafiltrado (UF)' obtenido en membrana ceramica, multitubular de 7
canales, con tamafio de poro 1 kDa y area de filtracién de 0,013 m?, utilizando

como alimentacion el permeado de un proceso de microfiltracién anterior.

e Agentes encapsulantes: Capsul® (C) (almidén modificado de maiz) y K-4484

(K) (dextrina de tapioca), obtenidos de National Starch.

¢ Ingredientes para la formulacién de la mezcla seca para bebidas: sacarosa,
acido citrico, sorbato de potasio, benzoato de sodio, acido ascérbico,

saborizante de frambuesa (Obdn et al., 2009).

! Comunicacién personal: Las condiciones 6ptimas fueron definidas por Cristina Vergara en su
tesis doctoral.
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3. Métodos

La metodologia para este proyecto se dividio en 3 etapas, las cuales se

describen a continuacion.

ETAPA 1. Caracterizaciéon de la pulpa de tuna parpura (P) y extracto ultrafiltrado
(UF)

La pulpa de tuna y el extracto se caracterizaron de acuerdo a:

e Humedad, solidos solubles y pH: se determinaron de acuerdo al método
descrito en AOAC (1996).

e Parametros de color (L* a* b* C* y h°: se determinaron usando un
espectrofotdmetro HunterLab modelo UltraScan Pro (USA). La pulpa se
centrifugd durante 5 minutos a 5000 rpm en una centrifuga modelo 5804 R
Eppendorf AG (Espafa) con el fin de extraer particulas en suspension. Los

pardmetros de color se midieron en el sobrenadante.

e Contenido de azlicares totales: se determin6 a través del método de Antrona,
utilizando un espectrofotémetro UV/Vis ATl UNICAM (Cambridge, UK), a una
longitud de onda de 620 nm (Osborne y Voogt, 1986) (Anexo 1).

e Contenido de polifenoles totales: se determiné por medio del método de Folin
Ciocalteu (Singleton y Rossi, 1965), mediante espectrofotometria utilizando un
espectrofotdmetro UV/Vis ATI UNICAM (Cambridge, UK) (Anexo 2).

e Contenido de betacianinas y betaxantinas: se determiné de acuerdo al

método espectrofotométrico descrito por Stintzing et al. (2005) (Anexo 3),
utilizando un espectrofotdmetro UV/Vis ATI UNICAM (Cambridge, UK).
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1.1. Andlisis estadistico

Cada determinacion analitica se realizo por triplicado. Se efectu6 un analisis de
varianza (ANDEVA) entre P y UF para cada parametro medido y se aplico el test de
Tukey.

ETAPA 2. Obtencion y caracterizacion de microparticulas
Las microparticulas con pulpa (P)* y extracto ultrafiltrado (UF)? con Capsul® (C)
0 K-4484 (K), se elaboraron bajo condiciones Optimas establecidas previamente, de

acuerdo a lo indicado en el Cuadro 1.

Cuadro 1. Condiciones Optimas de elaboraciéon de microparticulas
de pulpa (P) y extracto ultrafiltrado (UF) con Capsul® y K-4484

Sistema Temperaturade entrada Extracto AE  Relacidn

al secador (%) (%) (P 6 UF)/AE
)
P-C 133 30 10 3:1
P-K 110 30 10 3:1
UF-C 133 30 12 2,5:1
UF-K 110 30 30 1:1

P-C: pulpa-Capsul, P-K: pulpa-K-4484, UF-C: ultrafiltrado-Capsul, UF-K:
ultrafiltrado-K-4484, AE: agente encapsulante.

2.1. Preparacion de las soluciones para microencapsular

Los agentes encapsulantes (10-30%), se disolvieron en agua destilada con
agitacion constante y temperatura (sobre 82°C para Capsul® y sobre 70°C para K-
4484). Luego, se enfrié hasta 30°C (para evitar la degradacién de las betalainas) y se
agrego la pulpa o el extracto ultrafiltrado (30%), finalmente se homogeneiz6 por 2

minutos con un homogeneizador Polytron PT 2100 a 11000 rpm (Cuadro 1).

2 Comunicacion personal: Las condiciones éptimas fueron definidas por Cristina Vergara en su
tesis doctoral.

19



2.2. Secado por atomizacion

Las soluciones resultantes de los sistemas (P-C, P-K, UF-C y UF-K) se

alimentaron a un secador Bichi-290 (Suiza), con alimentacién y flujo de aire en

paralelo. Las condiciones de secado fueron: alimentacion (5%), aspiracion (100%), flujo

de aire (600 L/h) y presion de atomizacion 5 bar.

2.3. Caracterizaciéon de las microparticulas obtenidas bajo condiciones 6ptimas

La caracterizacion de los cuatro sistemas de microparticulas obtenidas bajo

condiciones optimas (P-C, P-K, UF-C y UF-K) se realizé de acuerdo a los parametros

gue se describen a continuacion:

(Ec.1)

% EE =

Humedad: los analisis se realizaron de acuerdo a la descripcion realizada en la

Etapa 1.

Morfologia y tamafio de las microparticulas: la estructura externa de las
microparticulas obtenidas bajo condiciones 6ptimas, se analizé mediante
Microscopia Electrénica de Barrido (SEM). Las muestras se cubrieron con
oro/paladio utilizando un equipo Varian Vacuum Evaporator PS 10E y se
analizaron utilizando un microscopio LEO 1420VP (LEO Microscopia
Electrénica Ltd, Cambridge, Reino Unido) operado a 20 kV. Las imagenes se
obtuvieron digitalmente utilizando un software EDS7424 (Oxford Instruments,
Oxford, Reino Unido).

Contenido de betacianinas y betaxantinas totales y superficiales: se
cuantificaron por espectrofotometria de acuerdo al método descrito por Stintzing
et al. (2005), utilizando un espectrofotometro UNICAM UV/vis modelo UV 3

(USA), acoplado a un computador (Anexo 4).

Eficiencia de encapsulaciéon (EE): se calculé utilizando la ecuacion 1.

Betacianinas o Betaxantinas totales—Betacianinas o Betaxantinas super ficiales x 100

Betacianinas o Betaxantinas totales 20




e 2.4. Andlisis estadistico

Cada determinacion se realiz6 por triplicado, posteriormente se efectué un
andlisis de varianza (ANDEVA) entre los sistemas de microparticulas P-C, P-K, UF-C y
UF-K, para cada parametro medido y se aplico el test de Tukey.

ETAPA 3. Estabilidad de betalainas en mezcla seca para bebida, adicionada con

microparticulas de pulpa de tuna (P) y extracto UF con Capsul® y K-4484.

3.1. Elaboracion y caracterizacion de la mezcla seca para bebida refrescante

En el Cuadro 2, se presenta la formulacién para la mezcla seca para bebida
refrescante elaborada con microparticulas del sistema P-C, P-K, UF-C 6 UF-K,

utilizando como base la formulacion descrita por Obon et al. (2009).

Cuadro 2. Formulacion de mezcla
seca para bebida con microparticulas
de los sistemas P-C, P-K, UF-C, UF-
K para bebida refrescante.

Ingrediente g/L
Sacarosa 86
Microparticulas 9,8

Saborizante frambuesa 0,5

Acido citrico 1,5
Sorbato de potasio 0,18
Benzoato de sodio 0,14
Acido ascérbico 0,02

Para la elaboracién de las mezclas secas adicionadas con microparticulas de P
y extracto UF para bebidas refrescantes, se utilizé el método de “mezcla en bolsa”. Se
elaboré 500 g de mezcla seca adicionada de microparticulas del sistema P-C, para lo

cual los ingredientes se tamizaron previamente (tamiz WWR, USA, ASTM E11
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Specification, malla NO.50). La mezcla se efectu6 de acuerdo a las cantidades
relativas de cada ingrediente agregando en primer lugar el ingrediente en mayor
cantidad (sacarosa) y luego cada ingrediente de menor a mayor -cantidad,

homogenizando por 2 minutos cada vez que se adicioné un ingrediente.

Para determinar el tiempo de mezclado de los polvos, se tomaron muestras en
5 puntos de la bolsa (Figura 4) cada 4 minutos durante 20 minutos, a cada una de ellas

se le determiné el contenido de betacianinas.

El tiempo y técnica de mezclado se replicaron para la elaboracién de las

mezclas secas adicionadas de microparticulas de los sistemas P-K, UF-C y UF-K.

Figura 4. Mezcla seca donde se muestran los puntos de muestreo para la cuantificacion
de betacianina.

3.2. Caracterizacion de la mezcla seca

Cada formulacion de mezcla seca (P-C, P-K, UF-C, UF-K) se caracterizé de

acuerdo a los siguientes analisis:

e Contenido de betacianinas y betaxantinas: se cuantificaron por
espectrofotometria de acuerdo al método descrito por Stintzing et al. (2005),
utilizando un espectrofotometro UNICAM UV/vis modelo UV 3 (USA), acoplado

a un computador (Anexo 4a).

e Solubilidad: se determiné de acuerdo al método descrito por Cano-Chauca et

al. (2005). Las mezclas secas (0,1 g en 10 mL) disueltas en agua destilada se
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centrifugaron a 3000 rpm en una centrifuga Hettich ROTOFIX 32 (Alemania),
durante 5 minutos. Finalmente, se transfiri6 una alicuota de 2,5 mL del
sobrenadante a placas Petri, previamente pesadas y se seco en estufa a 105°C
durante 5 horas. La solubilidad se calcul6 por diferencia de peso y se expreso
en porcentaje.

e pH: se determiné de acuerdo con el método de la AOAC (1996), en un equipo
pH meter CORNIG (USA).

3.3. Estudio de la estabilidad de betalainas en las mezclas secas para bebida

refrescante durante el almacenamiento.

El estudio de estabilidad se realiz6 para las mezclas secas formuladas con
microparticulas de los sistemas P-C, P-K, UF-C y UF-K. En tubos abiertos (16x10 mm)
se coloc6 0,1 g de cada mezcla seca y se almacenaron en estufa de aire forzado y
oscuridad a 30°C por cinco meses. Se tomaron muestras cada 7 dias y a cada muestra

se le realiz6 por triplicado las siguientes determinaciones:

e Contenido de betacianinas y betaxantinas: Se determiné de acuerdo al
método espectrofotométrico descrito por Stintzing et al. (2005), utilizando un
espectrofotdmetro  UNICAM UV/vis modelo UV 3 (USA), acoplado a un
computador (Anexo 4c). Los porcentajes de retencion de betacianinas y
betaxantinas para cada sistema de mezcla seca estudiado, se expresaron en

un gréfico %retencion versus el tiempo.
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V. RESULTADOS Y DISCUSIONES

ETAPA 1. Caracterizaciéon de la pulpa de tuna parpura (P) y extracto ultrafiltrado

(UF).

El Cuadro 3 muestra las caracteristicas fisicas y quimicas de la pulpa de tuna

parpura (P) (Opuntia ficus-indica) y extracto ultrafiltrado (UF).

Cuadro 3. Caracteristicas fisicas y quimicas de la pulpa (P) y extracto ultrafiltrado

(UF).

Sistema/Parametro P UF
(X £ DS) (X £ DS)

Humedad (%) 844+638a 920+050a
pH 5,87 £0,03 a 5,03+£0,01b
Sdlidos solubles (°Brix) a 20°C 12,03+0,29 a 8,1+0,00b
Azlcares totales (%) 15,7 +0,33 a 9,2+0,30b
Turbidez (NTU) 2453,4+t642a 0,0 +0,0b
Betacianinas (mg EB/L) 2049+367a 247,9+4,3Db
Betaxantinas (mg EI?/L) 948+1,19a 886+1,16b
Polifenoles totales (mg EAG®/L) 761,3+181a 659,7+250b
Parametros de color*

L 179+0,04b 178+0,08 b
a* 51,8 0,02 a 51,2+0,08 b
b* 30,2 +0,09a 29,9+0,00b
C* 60,0+x0,05a 59,3+£0,10b
he 30,2 £0,07 a 30,3+0,07 a

P: pulpa de tuna; UF: extracto ultrafiltrado; ) EB: expresado como equivalente a betanina;
@ El: expresado como equivalente a indicaxantina;  EAG: equivalente de acido galico;
NTU: unidad de turbidez nefelométrica; X: promedio; DS: desviacion estandar (n= 3).

Letras distintas entre columnas indican diferencias significativas (p < 0,05).

LVer Anexo 5
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El contenido de betacianinas y betaxantinas obtenidos en P fueron menores a
los descritos por Stinzing et al., (2005), de 431 mg/L y 195,8 mg/L, respectivamente y
similares a los encontrados por Saenz et al., (2009) de 292,5 mg/L y 103,7 mg/L,
respectivamente. Sin embargo, en todos los casos predominaron las betacianinas por
sobre las betaxantinas, pigmentos caracteristicos de frutos de tuna rojo—purpura. El
contenido de polifenoles en P (761,3 mg EAGI/L) fue mayor al descrito por Stinzing et
al. (2005) de 660 mg EAG/L y menor al descrito por Saenz et al. (2009) de 909,47 mg
EAGI/L. Estas diferencias se pueden atribuir a factores como el cultivar o variedad,
madurez, clima y procedencia, que afectan el contenido de betalainas y polifenoles
(Odoux y Dominguez-L6pez, 1996; Stintzing y Carle, 2004; Sadenz, 2004; Sepulveda et
al., 2003).

Por otro lado, los valores de betalainas para UF en este trabajo fueron mayores
a los encontrados por Cassano et al., en estudios realizados (2007 y 2010) para jugo
de tuna puarpura ultrafitrado con valores para betacianinas de 34,93 y 32,8 mg/L,
respectivamente y para betaxantinas de 46,93 y 61,6 mg/L, respectivamente. El
contenido de polifenoles en el UF (659,7 mg EAG/L) fue mayor a descrito por Cassano
et al. (2010), de 552,17 mg EAG/L para la el mismo tipo de tuna sometida a

ultrafiltracion.

El contenido de sdlidos solubles y azlcares totales en UF fue significativamente
menor que P, mostrando el efecto de la utilizacién de membranas en la ultrafiltracion
de la pulpa. Los valores de sélidos solubles son menores que extractos ultrafiltrados de
jugo de tuna puarpura obtenidos por Cassano et al. (2007 y 2010), de 14,1 y 10°Brix,
respectivamente. Esto se debe a los diferentes tamafios de poro de membrana

utilizada y a las condiciones propias en cada proceso de ultrafiltracion.
El extracto UF obtenido presentd un contenido de betalainas (betacianinas y

betaxantinas) y polifenoles significativamente menor que P. Ademas correspondié a

una solucién clarificada (0 NTU) que a diferencia de P no contiene mucilagos.
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ETAPA 2. Caracterizacion de las microparticulas de pulpa de tuna y extracto
ultrafiltrado con Capsul y K-4484, obtenidas bajo condiciones 6ptimas.

En el Cuadro 4, se presentan las caracteristicas fisicas y quimicas de los
sistemas de microparticulas (P-C, P-K, UF-C y UF-K), obtenidos bajo condiciones
Optimas.

El contenido de betalainas en las microparticulas entre los cuatro sistemas
estudiados, no present6 diferencias significativas. Ademas, se observa que en todos
los sistemas de microparticulas el contenido de betacianinas es mayor al contenido de
betaxantinas, como se ha reportado previamente para tuna purpura (Séenz et al.,
2009).

La eficiencia de encapsulacion (EE) es una medida que indica el grado de
interaccion entre el compuesto activo y el agente encapsulante. En general la EE tanto
para betacianinas como betaxantinas alcanzd valores sobre 98% para todos los
sistemas de microparticulas estudiados. Estos resultados se atribuyen a la fuerte
interaccion betalainas-polimero debido a interacciones electrostaticas y/6 formacion de
puentes de hidrégeno. Valores de EE de betalainas similares a los encontrados en este
estudio se reportaron previamente para microparticulas de Opuntia ficus-indica con
maltodextrina e inulina (Saenz et al., 2009) y aislado proteico de soja (Torres, 2008).
EE entre 90-93% se reportaron para microparticulas de indicaxantina con maltodextrina
(Gandia-Herrero et al., 2010).

Factores como las propiedades del agente encapsulante, caracteristicas del
agente activo, y las condiciones del proceso de secado deben ser consideradas al
momento de disefiar un estudio con la finalidad de lograr altos porcentajes de EE
(Jafari et al., 2008). Sin embargo, no se encontraron diferencias significativas entre los
sistemas de microparticulas estudiados, para las EE de betacianinas y betaxantinas,
mostrando que no hay un efecto del tipo de extracto y tipo de agente encapsulante

sobre la eficiencia de encapsulacion de betalainas.
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La recuperacion de betacianinas y betaxantinas después del secado por
atomizacion alcanzo valores en el rango de 64,8-77,8 y 66,7-100%, respectivamente.
Recuperacion de betanina de 88,2 % y 90% se reportaron para microparticulas de
betarraga con goma arabica (Pitalua et al., 2010) y con maltodextrina (Azeredo et al.,
2007), respectivamente. La recuperacion de betacianinas fue significativamente mayor
(p<0,05) para las microparticulas del sistema UF-K respecto a los sistemas P-C, P-K'y
UF-C. Este resultado se atribuye a que el sistema UF-K tiene mayor contenido de
sblidos (32,4 g para UF-K versus 14,2 g para P-C, P-K y UF-C, contenidos
determinados previamente)', lo cual afecta la velocidad de formacién de la costra sobre
la superficie de la gota durante el proceso de secado permitiendo la difusién del agua
pero reteniendo el agente activo (Gharsallaui et al.,, 2007; Kenyon, 1995).
Similarmente, Ravichandran et al. (2012) encontraron que la mezcla de maltodextrina
con goma ardbica, pectina 0 goma xantana aumentd la retencién de betalainas en
microparticulas de betarraga. Contrariamente, Azeredo (2007) encontré que la
retencion de betanina fue independiente de la relacion maltodextrina/betalainas en
microparticulas de betarraga. Por lo tanto, las caracteristicas del agente encapsulante
(como viscosidad y solubilidad) y su naturaleza pueden afectar la recuperacion del

agente activo en microparticulas obtenidas por secado por atomizacién

El rendimiento estuvo en un rango entre 62,6 y 69,4%, sin diferencias
significativas (p>0,05) entre los 4 sistemas de microparticulas estudiados. El contenido
de humedad de los sistemas de microparticulas estudiados se encontré en el rango de
2,9% - 5,1%; valores habituales para microparticulas obtenidas por secado por
atomizacion. Contenidos de humedad similares se reportaron para microparticulas de
pulpa de tuna purpura con maltodextrina e inulina (2,21 y 4,11%) (Sdenz et al., 2009) y
para pigmentos de amaranto encapsulados con maltodextrina (1,95 y 6,80%) (Cai y
Corke, 2000).

! Tesis Doctorado Nutricion y Alimentos. Cristina Vergara. Universidad de Chile.
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Las microparticulas de los 4 sistemas estudiados presentaron un tamafio de
particula entre 4,4 y 4,7 um, con una distribucién unimodal. Estos resultados estan
dentro del rango establecido para microparticulas obtenidas mediante secado por
atomizacion (Gharsallaui et al., 2007). Estudios previos muestran que pigmentos de
amaranto encapsulados con maltodextrina (Cai y Corke, 2000), y pigmentos de tuna
roja (Opuntia lasiachanta) encapsulados con maltodextrina (Diaz et al., 2006)

encontraron tamafios de particulas entre 5-50 pum y 5-40 um, respectivamente.
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Cuadro 4. Caracteristicas fisicas y quimicas de las microparticulas obtenidas bajo condiciones 6ptimas, de los sistemas de
pulpa (P-Cy UF-C)y extracto UF (UF-C y UF-K).

Sistema/Parametro P-C P-K UF-C UF-K
(X+£DS) (X+£DS) (X +£DS) (X +£DS)
Razén (P 6 UF)/AE 3:1 3:1 2,511 1.1
Temperatura de entrada (°C) 133 110 133 110

Betacianinas (mg EB®/ g)
Betaxantinas (mg EI®/ g)

0,346 +0,012a 0,353 +0,007 a
0,145+ 0,004 a 0,155+ 0,002 a

0,361+0,015a 0,343+0,018a
0,160 + 0,001 a 0,150 + 0,005 a

EE Betacianinas (%) 99,5+0,02 a 99,3+0,29a 99,1+0,40a 99,6 +0,40 a
EE Betaxantinas (%) 98,6 +0,54 a 98,3+0,60a 98,7+0,60a 99,3 +0,60 a
PR Betacianinas (%) 64,8+3,32b 66,0+2,28b 72,4+243b 77.8+2,40a
PR Betaxantinas (%) 66,8 +2,87b 66,7+1,41b 968+2,90a 100 + 0,00 a
Rendimiento (%) 65,3+5,1a 69,4+ 02a 62,6+6,80a 65,7+ 1,80 a
Humedad (%) 3,7£0,40b 3,2+0,16 b 51+0,04a 29+0,19c
aw 0,33+0,00b 0,36+0,00a 0,30+0,0lc  0,30+0,00c
Tamafio de particula D(3,2) (um) 4,7 4,5 4,6 4.4

P-C: sistema pulpa de tuna con Capsul; P-K: sistema pulpa de tuna con K-4484; UF-C: sistema extracto ultrafiltrado de tuna con Capsul;
UF-K: sistema extracto ultrafiltrado con K-4484; PEB: expresado como equivalente de betanina; @El: expresado como equivalente de
indicaxantina; EE: eficiencia de encapsulacion; PR: porcentaje de recuperacion; X: promedio; DS: desviacion estandard (n= 3). Letras
distintas indican diferencias significativas entre los sistemas para cada parametro (p < 0,05).
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2.1. Morfologia de las microparticulas

En la Figura 5 (A, B, C y D) se muestra las microfotografias SEM de los
sistemas de microparticulas de P-C, P-K, UF-C y UF-K obtenidas bajo condiciones

Optimas, respectivamente.

Figura 5. Microfotografias de microparticulas obtenidas bajo condiciones 6ptimas para
los sistemas: P-C (A), P-K (B), UF-C (C) y UF-K (D).

Las microparticulas obtenidas al utilizar Capsul® como agente encapsulante, P-
C y UF-C (5A y 5C, respectivamente) se observan esféricas con notables
indentaciones y rugosidad en su superficie y con tendencia a formar aglomerados.
Mientras que, las microparticulas de los sistemas P-K y UF-K (5B y 5D,
respectivamente) se observan esféricas, de superficie lisa, con menores indentaciones

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

de las particulas, también produce encogimiento.

La naturaleza del encapsulante y parametros que intervienen en el secado
como: temperatura de alimentacion al secador, temperatura del aire de entrada al
secador, temperatura de salida del secador y la naturaleza de la solucion, dispersién 6
emulsion a secar, pueden influir en la morfologia de las microparticulas (Kosaraju et al.,
2006).

ETAPA 3. Estabilidad de betalainas en mezcla seca adicionada con

microparticulas de pulpa (P) y extracto UF para bebida refrescante.
3.1. Caracterizacion de las mezclas secas

En la Figura 6 se muestra el coeficiente de variacion (CV) de betacianinas frente al
tiempo de mezclado para la formulacién de mezcla seca con microparticulas del sistema

P-C. Se eligié como tiempo de mezcla 12 minutos (Ver Anexo 6).
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Figura 6. Coeficientes de variacion de betacianinas durante el tiempo de mezclado para
la formulacion de mezcla seca con microparticulas del sistema P-C.
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En el Cuadro 5 se presentan las caracteristicas fisicas y quimicas de las
mezclas secas formuladas con microparticulas de los sistemas P-C, P-K, UF-C y UF-K
y reconstituidas.

Cuadro 5. Caracteristicas fisicas y quimicas de las bebidas refrescantes formuladas
con microparticulas de los sistemas P-C, P-K, UF-C, UF-K.

Sistema/Parametro Mezclaseca/ Mezclaseca/ Mezclaseca/  Mezcla secal
P-C P-K UF-C UF-K
(X + DS) (X + DS) (X + DS) (X + DS)
Solubilidad 99 + 0,05 99 + 0,19 99 £+ 0,06 99 £ 0,05
pH 2,79 £ 0,01 2,89+0,01 2,80+0,01 2,82 +0,00

Betacianinas (mg EB™/L) 3,835+0,06 4,094 + 0,04 4,156 + 0,05 3,705 + 0,04
Betaxantinas (mg EI*/L) 1,364+ 0,03 1,460+ 0,02 1,476 + 0,02 1,321 + 0,01

P-C: sistema pulpa de tuna con Capsul; P-K: sistema pulpa de tuna con K-4484; UF-C: sistema extracto ultrafiltrado
de tuna con Capsul; UF-K: sistema extracto ultrafiltrado con K-4484; X: promedio; DS: desviacion estandard (n= 3).

En el Cuadro 5 se observa que no hay diferencia estadisticamente significativa
para la solubilidad entre las cuatro mezclas secas. Las mezclas secas presentaron alta
solubilidad, en linea con la solubilidad de los agentes encapsulantes (Capsul® y K-
4484) y el caracter hidrofilico de las betalainas. Similarmente, Cano-Chauca et al.
(2005), report6 valores cercanos a 92% de solubilidad en microparticulas de pulpa de
mango, obtenidas por secado por atomizacion usando maltodextrina, goma arabica y

almidon ceroso.

Para las mezclas secas reconstituidas, el pH estuvo comprendido entre 2,79 y
2,89 y entre 3,705 a 4,156 mg EBJ/L para betacianinas y entre 1,321 a 1,476 mg EI/L
para betaxantinas. En todos los sistemas se observa que las betacianinas se
encuentran en mayor proporcion que las betaxantinas. Esto es una tendencia para la
tuna purpura (Opuntia ficus-indica) como report6 previamente Saenz et al. (2009).
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3.2.

Estabilidad de betalainas en

las mezclas secas formuladas con

microparticulas de los sistemas P-C, P-K, UF-C y UF-K durante el

almacenamiento.

En la Figura 7 y 8, se presenta el grafico del porcentaje de retencion de betacianinas

y betaxantinas, respectivamente, frente al tiempo de almacenamiento a 30°C, de las

mezclas secas elaboradas con microparticulas de los sistemas P-C, P-K, UF-C y UF-K.
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Figura 7. Porcentajes de retencidon de Betacianinas en el tiempo a 30°C, en mezclas
secas para bebida refrescante formuladas con microparticulas de los sistemas P-C (0),
P-K (O), UF-C (A) y UF-K (X).
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Figura 8. Porcentajes de retencion de Betaxantinas en el tiempo a 30°C, en mezclas
secas para bebida refrescante formuladas con microparticulas de los sistemas P-C (0),
P-K (O), UF-C (A) y UF-K (X).
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En todos los sistemas el porcentaje de retencion de betalainas disminuyo
significativamente en el tiempo.

Cuando se utiliza K como agente encapsulante, el sistema elaborado con
extracto UF tuvo una retencion de betacianinas y betaxantinas significativamente
mayor con respecto al sistema con P (Anexos 7 y 8). Sin embargo, este
comportamiento no se observé cuando se utiliz6 C como agente encapsulante. El
Capsul es un almidon ceroso de maiz modificado quimicamente que incorpora a su
estructura un componente lipofilico (Finotelli y Rocha-Leao, 2005); mientras que K es

un polimero con propiedades hidrofilicas.

Cuando se utiliz6 UF como extracto, K mostré una retencion de betacianinas
significativamente mayor respecto a C (Anexo 7). Sin embargo, cuando se utilizé6 P
como extracto, C mostrd una retencion de betaxantinas significativamente mayor,

respecto a K (Anexo 8).
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VI. CONCLUSIONES

Mediante secado por atomizacién de pulpa y extracto ultrafiltrado de tuna
parpura, se logré un alto porcentaje de encapsulacion (>98%) y recuperacion de
betacianinas y betaxantinas, para los dos agentes encapsulantes (Capsul® y K-
4484) estudiados.

Las mezclas secas adicionadas de microparticulas de P-C, UF-C, P-K y UF-K,
almacenadas a 30°C, mostraron una alta estabilidad, en linea con un alto
porcentaje de retencion de betalainas (betacianinas 69-94% y betaxantinas 75-

95%), después de 20 semanas de almacenamiento.

La mezcla seca con UF-K, presentd mayor porcentaje de retencion de
betalainas (betacianinas e indicaxantina) respecto a la mezcla seca con P-K, a

las 20 semanas de almacenamiento, mostrando el efecto del tipo de extracto.

Se corrobord la hipétesis planteada para la mezcla seca con UF-K, la cual
presentd una menor degradacion de betalainas respecto a la mezcla seca con
P-K.
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VIIl. ANEXOS

Anexo 1. Determinacion del contenido de azlcares totales por el método de Antrona
(Osborne y Voogt, 1986).

Fundamento: Consiste en determinar colorimétricamente el contenido de azlcares
solubles presentes en la muestra, la cual ha sido previamente hidrolizada con acido
perclorico.

Materiales: Acido perclorico al 70%, reactivo de Antrona, solucién de glucosa (0,1%),
agua destilada.

Procedimiento: Se tomaron 2 g de muestra, en un matraz erlenmeyer con tapa y se
mezclaron con 14 mL de agua destilada y 11 mL de acido perclérico al 52%, una vez
agitada la mezcla se dejé reposar por 12 horas para producir la hidrélisis de la muestra.
Después de la hidrélisis, la mezcla se filtr6 en papel filtro y se recibi6 en un matraz
aforado de 250 mL, el filtro se lavé con agua destilada y luego se afor6. De esta
solucion, se tomaron 10 mL y se agregaron a un matraz de 100 mL aforando con agua
destilada. De esta ultima solucion se tomo una alicuota de 1 mL y se agregé a un tubo
con tapa, en el cual se agregaron 5 mL del reactivo de Antrona. El tubo se agité en un
Vortex y se colocé en un bafio a temperatura de ebullicibn por 12 minutos. Luego, se
enfrié rqpidamente con agua fria y se leyé en un espectrofotémetro a una longitud de
onda de 620 nm. Paralelamente se prepararon 2 tubos, uno con 1 mL de agua
destilada méas los 5 mL de reactivo de Antrona (blanco) y otro con 1 mL de glucosa
(0,1%) mas los 5 mL de reactivo de Antrona (patrén).

Para los calculos del contenido de azlicares totales, se realizd una curva de calibracion
de glucosa, Figura 9. (Y=4,564X + 0,046; R?=0,99; donde, X es la concentracién de
glucosa e Y es la absorbancia de la muestra (U.A))).

0,800
0,700 *
0,600 e
0,500 -
0,400 pd
0,300 P
0,200 o
0,100 &
0,000

0,00 0,05 0,10 0,15 0,20

Concentracion (mg/mL)

Absorbancia (UA)

Figura 9. Curva de calibracion de glucosa.
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Anexo 2. Determinaciéon del contenido de polifenoles a través del método de Folin-
Ciocalteu (Singleton y Rossi, 1965).

Fundamento: Consiste en oxidar los compuestos fendlicos presentes en la muestra,
por medio de una mezcla de acidos fosfotingstico y fosfomolibdico conocida como
reactivo de Folin-Ciocalteu, los cuales en presencia de fenoles, son reducidos a 6xidos
azules de tungsteno y molibdeno.

Materiales

e Agua destilada
¢ Reactivo de Folin-Ciocalteu

e Carbonato de sodio al 20%. Se pes6 200 g de carbonato de sodio anhidro y se
disolvié en 800 mL de agua destilada hervida. Después de 24 horas se filtré y
se aforé a 1000 mL con agua destilada hervida.

Preparacion de la muestra de pulpa: Se pesé 8 g de pulpa y se aforé con agua
destilada en un matraz de 25 mL, luego se centrifugd durante 20 minutos a 3000 rpm, y
el sobrenadante se filtré a través de una membrana de 0,45 um.

Método Folin-Ciocalteu: En un matraz aforado de 10 mL se coloc6 0,1 mL de pulpa
preparada y se agrego 4,9 mL de agua destilada. Luego, se agreg6 0,5 mL de reactivo
de Folin-Ciocalteu, se agitd y se dejo en reposo durante 3 minutos. Posteriormente se
afiadié 1,7 mL de carbonato de sodio al 20%, se aforé con agua destilada y se dejé
reposar por 30 minutos a 20°C. Finalmente se midié la absorbancia a una longitud de
onda de 765 nm en una cubeta de cuarzo de 1 cm.

Se us6 un blanco que estuvo compuesto por 5 mL de agua destilada, 0,5 mL de
reactivo de Folin-Ciocalteu, 1,7 mL de carbonato de sodio y se aforé a 10 mL con agua
destilada. Para los calculos del contenido de polifenoles totales, se realizé una curva
de calibracion con acido galico, Figura 10. (Y=0,001X + 0,065; R?=0,99; donde, X es la
concentracion de polifenoles e Y es la absorbancia de la muestra (U.A.)).
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Figura 10. Curva de calibracién de acido galico
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Anexo 3. Determinacién del contenido de betalainas por espectrofotometria en pulpa y
extracto ultrafiltrado

Materiales

e Buffer Mcllvaine’s pH 6,5: se prepard una soluciéon A de &cido citrico 0,1 My
una solucion B de fosfato monosddico 0,2 M. Para 100 mL de solucion se
mezclaron 29,65 mL de Ay 70,35 mL de B.

e Preparacion de la muestra de pulpa: se pes6é 4 g y se afor6 con agua
destilada en un matraz de 25 mL, posteriormente se sometié a centrifugacion
durante 5 minutos a 5000 rpm en una centrifuga modelo 5804 R Eppendorf AG,
el sobrenadante obtenido se filtr6 a través de una membrana de 0,45 um, se
tomo una alicuota de 1 mL que se aforé en un matraz de 10 mL con la soluciéon
buffer Mcllvaine’s.

e Extracto ultrafiltrado: se tomé una alicuota de 0,25 mL y se aforé con la
solucién de Mcllvaine’s en un matraz de 10 mL.

Para todas estas mediciones de betacianinas y betaxantinas en el espectrofotometro
se usoO una longitud de onda de 538 nm y 480 nm, respectivamente. El contenido de
betacianina y betaxantina en pulpa, extracto ultrafiltrado, microparticulas y mezcla
seca, expresado como betanina e indicaxantina, respectivamente, se calculé de
acuerdo a la ecuacion 2:

A*xFD*PM+V+*1000
exWxL

(Ec.2) B (%) =

Donde, A es la absorbancia corregida a 600 nm, FD el factor de dilucién, V el volumen
de la muestra, W el peso de la muestra, L la longitud de la trayectoria (1 cm) para la
cubeta, PM el peso molecular, para betanina e indicaxantina (550 g/mol y 308 g/mol,
respectivamente), € el coeficiente de extincion molar para betanina e indicaxantina
(60000 L/(mol cm) y 48000 L/(mol cm), respectivamente).
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Anexo 4. Método para determinar betalainas totales y superficiales en microparticulas

a) Betalainas totales

Se peso6 0,2 g de microparticulas, se disolvieron con 2 mL de una solucién compuesta
por etanol:acido acético:agua destilada (50:8:42), y se homogenizaron 1 min, utilizando
un agitador Vortex mixer (Cenco Instrument, breda, Netherlands). Para asegurar la
ruptura de la microparticula se sonicd durante 50 minutos (intervalos de 20 minutos y
10 de reposo), con un sonicador Ultrasonic FS30H. Luego se centrifugd durante 5
minutos a 3000 rpm en una centrifuga Hettich Rotolfix 32. Finalmente, se tomé 1 mL
del sobrenadante y se aforé con reactivo buffer Mcllvaine’s en un matraz de aforo de
10 mL, se determiné la absorbancia y se calcul6 el contenido de betalainas utilizando la
ecuacion 3.

b) Betalainas superficiales

Para la determinacion de betalainas superficiales, se realiz6 una extraccién directa con
0,1 g de microparticulas en 2 mL de una mezcla etanol-metanol (1:1), en un agitador
Vortex mixer (Cenco Instrument, Breda, The Netherlands), durante 1 min. Luego, se
centrifugd durante 5 minutos a 3000 rpm en una centrifuga Hettich Rotolfix 32. Se tomé
1 mL del sobrenadante y se aford con reactivo buffer Mcllvaine’s en un matraz de aforo
de 10 mL, se determiné la absorbancia y se calculé el contenido de betalainas
utilizando la ecuacion 3.

c) Betalainas totales en la mezcla seca para jugo.

Para determinar betalainas totales en la mezcla seca, se llevd a cabo el mismo
procedimiento que para betalainas totales en microparticulas, pero pesando 0,1 g de
polvo y el proceso de centrifugacion se realiz6 durante 10 minutos a 3000 rpm. Se
tomé 1 mL del sobrenadante y se aford con la solucion Mcllvaine’s en un matraz de 10
mL. Luego se determind la absorbancia y se calculd el contenido de betalainas
utilizando la ecuacion 3.
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Anexo 5. Carta de representacion del color

Yellow
Fig. 7: L'a’b* color chart gt b %
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Figura 11. Carta de color (Fuente: Konica Minolta Sensing, INC. 2007).
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Anexo 6. Contenidos de betacianinas durante el tiempo de mezclado para la formulacién
de mezcla seca con microparticulas del sistema P-C.

Tiempo (minutos) Betacianinas (mg/g polvo)

0,011
0,009
0,011
0,011
0,011

0,011
0,077

0,011
0,013
0,011
0,013
0,011

0,012
0,084

0,013
0,011
0,011
0,011
0,007

0,011
0,189

0,024
0,022
0,022
0,020
0,020

0,021
0,072

0,024
0,020
0,016
0,020
0,018

0,020
0,136

0,020
0,018
0,018
0,022
0,022

X
CV

0,020
0,089

X: promedio; CV: coeficiente de variacion.
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Anexo 7. Porcentajes de retencion de betacianinas en mezclas secas adicionadas con
microparticulas de los sistemas P-C, P-K, UF-C y UF-K, para bebidas refrescantes

almacenadas a 30°C.

Tiempo Mezcla seca/P-C Mezcla seca/P-K  Mezcla seca/UF-C  Mezcla seca/UF-K

(semanas) (X +£DS) (X +£DS) (X £ DS) (X £ DS)
0 100 + 0,00 100 + 0,00 100 + 0,00 100 + 0,00
4 100 + 0,00 100 + 0,00 100 + 0,00 100 + 0,00
8 96,71 + 4,51 85,37 £ 6,21 90,39 + 3,71 90,59 + 5,40
12 86,45 + 18,33 79,87 + 17,59 78,01 + 4,69 87,21 +17,20
14 82,67 + 4,68 74,12 + 6,99 68,92 + 0,15 86,49 + 9,69
16 79,84 £ 0,23 62,6 + 0,08 68,96 + 9,16 85,98 + 23,76
20 73,0+£9,84b 73,8+0,83b 69,0+4,33b 84,1+ 3,60 a

P-C: microparticulas pulpa de tuna con Capsul; P-K: microparticulas pulpa de tuna con K-4484; UF-C:
microparticulas de extracto ultrafiltrado con Capsul; UF-K: microparticulas de extracto ultrafiltrado con K-4484; X:
promedio; DS: desviacion estandar (n= 3). Letras distintas entre columnas indican diferencias significativas (p <

0,05).

Anexo 8. Porcentajes de retencion de betaxantinas en mezclas secas adicionadas con
microparticulas de los sistemas P-C, P-K, UF-C y UF-K, para bebidas refrescantes,

almacenadas a 30°C.

Tiempo Mezcla seca/P-C Mezcla seca/P-K  Mezcla seca/UF-C  Mezcla seca/UF-K

(semanas) (X+£DS) (X+£DS) (X £ DS) (X £ DS)

0 100 + 0,00 100 = 0,00 100 + 0,00 100 + 0,00

2 100 + 0,00 100 = 0,00 100 + 0,00 100 + 0,00

4 100 + 6,94 81,48 + 2,75 90,25 + 12,12 95,29 + 6,69
8 94,55 + 6,52 72,60 + 22,09 91,00 * 6,08 95,10 + 6,54
14 94,00 + 14,59 81,66 + 0,25 90,71+ 0,84 99,80 + 7,37
16 99,60 + 0,00 72,48 £ 9,89 90,76 + 1,03 100 + 1,26
20 89,6 +8,72a 75,1+10,49b 91,2+ 13,38 a 95,17+ 7,35a

P-C: microparticulas pulpa de tuna con Capsul; P-K: microparticulas pulpa de tuna con K-4484; UF-C:
microparticulas de extracto ultrafiltrado con Capsul; UF-K: microparticulas de extracto ultrafiltrado con K-4484; X:
promedio; DS: desviacion estandar (n= 3). Letras distintas entre columnas indican diferencias significativas (p <

0,05).
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