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RESUMEN

Las fuentes naturales de pigmentos rojos son escasas y comunmente se utiliza la
betanina que se obtiene de la betarraga (Beta vulgaris). La tuna purpura (Opuntia
ficus-indica) es una fuente de betalainas, las cuales podrian utilizarse
potencialmente como colorantes en la industria de alimentos. Tradicionalmente,
las betalainas se obtienen por extraccién con solventes y son inestables frente a
factores ambientales (luz, oxigeno, temperatura y agua) por lo cual pueden

degradarse perdiendo su capacidad colorante y antioxidante.

En este contexto, la utilizacion de la tecnologia de membranas y la encapsulacion
se presentan como herramientas para la obtencion y proteccion de estos
pigmentos, respectivamente. De acuerdo a estos antecedentes, el objetivo de esta
tesis fue estabilizar las betalainas del extracto obtenido por tecnologia de
membranas y la pulpa de tuna, utilizando microencapsulacién. Para la obtencion
del extracto de tuna purpura se aplicé microfiltracion (MF) y ultrafiltracion (UF),
evaluando membrana cerdmica y polimérica. La MF permitio clarificar la pulpa
de tuna obteniéndose mejores resultados con membrana tipo cerdmica. El extracto
UF correspondié a una solucion clarificada (sin mucilago), con un contenido de

betalainas similar al de la pulpa, pero con un menor contenido de azUcares.

Se encapsul6é extracto UF y pulpa de tuna parpura (P) mediante secado por
atomizacion utilizando Capsul (C) y K4484 (K) como agentes encapsulantes de
acuerdo a un disefio experimental Composito central mas punto axial para cada
sistema de microparticulas estudiado (P-C, P-K, UF-C y UF-K). La temperatura
del aire de entrada al secador y la relacion (P 6 UF)/agente encapsulante tuvieron
un efecto significativo sobre la eficiencia de encapsulacion (EE), la recuperacion
(R) de betacianinas y betaxantinas y el rendimiento del proceso. La condicion

Optima de la temperatura de secado estuvo determinada por el tipo de agente
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encapsulante y la relacién (P 6 UF)/(C o0 K) por el tipo de extracto y agente
encapsulante. En los sistemas con pulpa (P-C, P-K) se incorpor6 menor cantidad

de polimero, sugiriendo la participacion del mucilago como agente encapsulante.

Todos los sistemas de microparticulas obtenidos bajo condiciones Optimas
mostraron EE de betacianinas y betaxantinas sobre 98% debido a una fuerte
interaccion betalainas-polimero por interacciones electrostaticas y/o formacion de
puentes de hidrogeno. Las recuperaciones de betacianinas y betaxantinas
alcanzaron valores entre 68,5 — 77,8 % y 79,2 - 100%, respectivamente y sobre
62% de rendimiento.

Se estudio la cinética de degradacion de betacianinas y betaxantinas desde
microparticulas obtenidas bajo condiciones éptimas, durante el almacenamiento a
30, 45y 60°C. La degradacion de betalainas siguié una cinética de pseudo-primer
orden a todas las temperaturas y sistemas estudiados. Las constantes de velocidad
de degradacion de betacianinas y betaxantinas fueron significativamente mayores
en el sistema P-C respecto a P-K, UF-C y UF-K. No se observaron diferencias
significativas en la energia, entalpia (AH”) y entropia (AS”) de activacion entre las
microparticulas de los sistemas estudiadas. Se obtuvo una relacion lineal en el
grafico (AH?) versus (AS?) (R?=0.995), este efecto de compensacion sefiala que
todos los sistemas de microparticulas siguieron un mismo mecanismo de

degradacion de betalainas, siendo la hidrolisis el principal.

Se formulé una mezcla seca para bebida refrescante con los sistemas de
microparticulas obtenidas bajo condiciones Optimas y se evalud su estabilidad
durante el almacenamiento a 30°C. Las microparticulas obtenidas en este estudio
podrian ser aplicadas como colorantes con actividad antioxidante en la industria
de alimentos para el disefio de productos instantaneos como jugos, sopas entre

otros, debido a su alta estabilidad y solubilidad en agua.

XVi



ABSTRACT

Natural sources of red pigments are scarce, and betanin obtained from beetroot (Beta
vulgaris) is commonly used in the food industry. Purple cactus pear (Opuntia ficus-
indica) is a source of betalains, which could be used as colorant for foods. Usually,
the betalains are obtained by solvent extraction and are unstable to environmental
factors (light, oxygen, temperature and water) losing its colorant and antioxidant

capacity.

In this context, membrane and encapsulation technologies appear as tools for
obtaining and protecting, respectively, these pigments. Therefore, the aim of this
thesis was to stabilize a cactus pear betalains extract obtained by membrane
technology, and cactus pear pulp, using microencapsulation techniques.
Microfiltration (MF) and ultrafiltration (UF), was used to obtain the purple cactus
pear extract, assessing ceramic and polymeric membrane. The MF allowed clarifying
the cactus pear pulp, obtaining better results with the ceramic membrane. UF extract
corresponded to a clarified solution (without mucilage) with similar betalains content

than cactus pear pulp, but with lower sugar content.

UF extract and purple cactus pear pulp were encapsulated by spray drying using
Capsul (C) and K4484 (K) as encapsulating agents, according to an experimental
design (Central Composite Design (CCD) plus axial point) for each microparticles
system studied (P-C, P-K, UF-C and UF-K). The inlet air temperature and the (P or
UF)/encapsulating agent ratio showed significant effect on the encapsulation
efficiency (EE), the betaxanthins and betacyanins recovery (R) and vyield. The
optimum condition of the drying temperature was dependent on the encapsulating
agent, and the (P or UF)/(C or K) ratio by the extract type and encapsulating agent.
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Systems with pulp (PC and PK) allowed greater amount of extract incorporation,
suggesting the mucilage contribution as encapsulating agent.

The betalains (betacyanins and betaxanthins) encapsulation efficiency (EE) reached
values about 98% for all the systems studied, without significant differences among
the microparticle systems, revealing a high interaction betalain-polymer due to
electrostatic interactions and/or hydrogen bond. The recovery (R) of betacyanins and
betaxanthins was between 68.5 to 77.8 % and 79.2 to 100%, respectively, and over
62% yield.

The betaxanthins and betacyanins degradation kinetics of microparticles obtained
under optimum conditions during storage at 30, 45 and 60 °C was studied. Betalains
followed pseudo-first order degradation kinetics in all temperatures and systems
studied. The degradation rate constants of betaxanthinss and betacyanins were
significantly higher in P-C system compared with P-K, UF-C and UF-K. No
significant difference in the activation energy, enthalpy (AH?) and entropy (AS?)
between the microparticles systems studied was observed. A linear relationship was
obtained in the graph grafico (AH?) versus (AS?) (R?=0.995), this compensation
effect showed that there is a similar betalains degradation mechanism in all

microparticles systems, being hydrolysis the main pathway.

A dry mix for soft drinks was formulated with microparticles obtained under
optimum conditions of each system studied, and the storage stability was evaluated at
30 °C. The microparticles obtained in this study could be applied as a colorant with
antioxidant activity in the food industry for the formulation of instant products such

as juices or soups, among others, due to its high stability and solubility in water.

XViii



INTRODUCCION

El color es uno de los atributos mas importantes en los alimentos y se considera un
indicador de calidad y aceptabilidad (Azeredo, 2008). Durante el procesamiento y/o
almacenamiento, los alimentos son susceptibles a perder color, por lo cual la
industria de alimentos utiliza colorantes para resaltar, recuperar o uniformar el color

original.

Los colorantes pueden ser de origen natural 0 artificial, siendo estos dltimos los méas
utilizados. Sin embargo, las regulaciones oficiales de la Unién Europea y EEUU han
restringido el uso de colorantes artificiales debido a sus posibles efectos adversos
sobre la salud (Tsuda et al., 2001; Amin et al., 2010). En la actualidad existe un
creciente interés en el desarrollo, utilizacion y consumo de colorantes naturales
(Stintzing y Carle, 2004; MolRhammer et al., 2007).

Las betalainas son pigmentos naturales hidrosolubles que podrian ser utilizados
potencialmente como colorantes (rojos y amarillos), que poseen ademas actividad
antioxidante (Tesoriere et al., 2003; 2004a-b y 2005; Cai et al., 2005; Allegra et al.,
2005; Moreno et al., 2008). Estos pigmentos son particularmente escasos en la
naturaleza; se encuentran en la betarraga (Beta vulgaris L. spp. vulgaris), semillas y
hojas de amaranto (Amaranthus sp.) y en algunas cactaceas del genero Opuntia y
Hylocereus, como la tuna puarpura, las pitayas y pitahayas (Cai y Corke, 1998;
Stintzing et al., 2002; Vaillant et al., 2005).

Las betalainas usualmente se extraen con solvente (agua, etanol y metanol) con o sin
aplicacion de temperatura (Delgado Vargas et al., 2000). Una alternativa es la
aplicacion de tecnologia de membranas, utilizando bajas temperaturas para obtener
extractos con diferentes caracteristicas fisicas y quimicas (libre de mucilagos 6 con

menor contenido de azUcares).



Estos pigmentos son inestables frente a factores ambientales como luz, oxigeno, pH
y temperatura, entre otros (Castellar et al., 2003; Stintzing et al., 2005; MoRhammer
et al., 2005; Herbach et al., 2006; Azeredo, 2008), por lo cual pueden degradarse
perdiendo sus atributos de color y capacidad antioxidante. En este contexto, la
utilizacion de la tecnologia de encapsulacion se presenta como una herramienta para

proteger y mejorar la estabilidad de las betalainas.

Considerando los antecedentes anteriores y que la pulpa y extracto ultrafiltrado de
tuna purpura (Opuntia ficus-indica) tendrian diferentes contenidos de azucares y
mucilago, esta tesis se enfocd a evaluar el efecto del tipo de extracto y agente
encapsulante sobre la encapsulacion y la estabilidad de las betalainas en las

microparticulas.

1.1 Compuestos bioactivos de la tuna purpura (Opuntia ficus-indica)

La tuna es el fruto del nopal, el cual pertenece a la familia de las Cactéceas,
subgénero Opuntia crece en regiones aridas y semiaridas (Pimienta-Barrios y del
Castillo, 2002). En el mundo se conocen aproximadamente 300 especies, las que son
originarias del continente americano y se encuentran distribuidas ampliamente en
México, presentes desde el norte de Canada hasta el sur de Chile, también en

Sudafrica y paises de la cuenca del Mediterraneo (Butera et al., 2002; Saenz, 2006),

La especie mas utilizada es Opuntia ficus-indica que se caracteriza por tener frutos
dulces, jugosos, de distintos colores (purpura, rojo, anaranjado o amarillo), con
abundante pulpa, numerosas semillas y cascara generalmente delgada, cubierta de
pequefios grupos de espinas (Saenz, 2006). El ecotipo verde es bien conocido y
cultivado desde hace afios en Chile y en otras regiones del mundo (Tesoriere et al.,
2005; Castellar et al., 2006; Diaz et al., 2006). Sin embargo, los ecotipos purpuras
son menos cultivados y consumidos, debido a que poseen pobres caracteristicas

texturales.



Tanto los frutos como los cladodios de la tuna son fuente de compuestos bioactivos,
entre los que destacan la fibra dietética, que incluye hidrocoloides como los
mucilagos; pigmentos de diversos colores como las betalainas, y en menor
proporcion, carotenoides (frutos anaranjados); también minerales, como calcio y
potasio y algunas 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).

En el ecotipo purpura los pigmentos responsables del color son las betalainas, los
cuales derivan del acido betalamico (Figura 1 A) y son solubles en agua. Se
clasifican principalmente en dos grupos: las betacianinas, responsables del color
rojo-pdrpura y las betaxantinas, de coloracion amarillo-anaranjado. En las
betacianinas el &cido betaldmico estd unido al grupo 3,4-dihidroxifenilalanina
(DOPA), que puede estar o no glicosilado, mientras que en las betaxantinas esta
unido con aminoacidos o derivados aminos. Ambos pigmentos absorben a distintas
longitudes de onda; las betacianinas a 535-550 nm y las betaxantinas a 475-480 nm
en el rango de luz visible (Allegra et al., 2005; S&enz, 2006; Forni et al., 1992;
Delgado Vargas et al., 2000; Castellar et al., 2003).

Dentro de las betacianinas de la tuna puarpura (Opuntia ficus-indica) se han
identificado principalmente la betanina (Figura 1 B) y en menores niveles la
isobetanina (Saenz et al., 2009). Dentro de las betaxantinas se ha identificado sélo la
indicaxantina (Figura 1 C) (Butera et al., 2002; Fernandez—Ldpez et al., 2002;
Castellar et al., 2003; Allegra et al., 2005). Betacianinas y betaxantinas se encuentran
presentes tanto en la cascara como en la pulpa del fruto (Sepdlveda et al., 2003;
Odoux y Dominguez Lépez, 1996; Castellar et al., 2003). En otras variedades de
tuna parpura, como Opuntia undulata, se ha identificado la presencia de los mismos
compuestos, mientras que en Opuntia stricta solamente se han detectado
betacianinas, betanina e isobetanina (Fernandez-Lopez et al., 2002; Castellar et al.,
2003).
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Figura 1. Estructura quimica del &cido betalamico (A), betanina (B) e indicaxantina (C)
(Allegra et al., 2005; Azeredo, 2008)

En tunas pdrpuras (Opuntia ficus-indica) cultivadas en Chile, el contenido de
betacianinas presente en el fruto entero (con cascara) fluctia entre 16,6 y 62,4 mg
100 g™ expresado como betanina (Septlveda et al., 2003). Otros estudios reportan
que el contenido de betanina en Opuntia ficus-indica varia entre 14 y 19 mg 100 g™
(Forni et al., 1992; Castellar et al., 2003; Fernandez-Lopez et al., 2002). Estudios
recientes, han reportado diversos contenidos tanto de betanina como de indicaxantina
en pulpa de tuna parpura (Opuntia ficus-indica). Saenz et al. (2009) encontraron
contenidos de 28,09 mg 100 g™* de betacianinas expresadas como betanina y 9,96 mg
100 g™ de betaxantinas expresadas como indicaxantina. Otros autores han informado
41,05 mg 100 g* y 18,65 mg 100 g™ de betacianinas y betaxantinas, respectivamente
(Stintzing et al., 2005). El contenido de betalainas depende del cultivar o variedad,
madurez, clima y procedencia del fruto (Odoux y Dominguez-L6pez, 1996; Stintzing
y Carle, 2004; Saenz, 2004; Sepulveda et al., 2003).

Actualmente, la betarraga (Beta vulgaris) es la fuente comercial de betanina, la cual
se utiliza como colorante natural en la industria de alimentos desde hace afios (Serris
y Biliaderis, 2001). La betanina, también llamada “rojo-betarraga” se encuentra
aceptada en diversas legislaciones y clasificada como aditivo E-162 (EU) y 73.40
(FDA, EEUU). Se utiliza principalmente para colorear alimentos que no son tratados
térmicamente, como yogurt, helados, jarabes, etc. (Lozano, 2009; Diaz et al., 2006;
Forni et al., 1992). La tuna pdrpura comparada con la betarraga al ser una fruta y no

una raiz, presenta considerables ventajas tecnoldgicas y sensoriales, no contiene



nitratos, es méas aromatica, no posee el olor presente en la betarraga debido a la
geosmina y el 3 sec-butil-2-metoxipirazina, no muestra toxicidad y sus pigmentos no
provocan ninguna reaccion alérgica (Butera et al., 2002; Piga, 2004; Stintzing et al.,
2001 y 2005). Asi, la pulpa de tuna parpura es una alternativa para la produccion de
betanina, que no necesitaria una nueva certificacion, ya que son los mismos

pigmentos de la betarraga (Castellar et al., 2006).

Ademas, la tuna purpura posee compuestos fendlicos, lo cual también contribuye a la
actividad antioxidante (Butera et al., 2002; Galati et al., 2003; Kuti, 2004; Tesoriere
et al., 2005; Stintzing et al., 2005). El ecotipo purpura (Opuntia ficus-indica), es el
que presenta la mayor concentracion de polifenoles totales, alrededor de 660 mg L™
de jugo (Stintzing et al., 2005). Otros autores han reportado valores méas elevados del
orden de 777,4 mg L™ y 900 mg L™ de pulpa (Séenz et al., 2009; Morales et al.,
2008).

1.2 Importancia bioldgica de las betalainas y otros compuestos bioactivos de la

tuna

La tuna es una fruta que esta siendo considerada como un alimento de importancia
nutracéutica y funcional, ya que posee constituyentes conocidos como funcionales y
promotores de la salud (Piga, 2004). Varios autores han reportado que las betalainas
(betanina e indicaxantina) presentes en tuna pUrpura poseen actividad antioxidante,
por lo que su consumo se asocia a la proteccidon contra enfermedades relacionadas
con el estrés oxidativo (Stintzing et al., 2005; Butera et al., 2002; Tesoriere et al.,
2005). La actividad antioxidante de las betalainas se atribuye al grupo fendlico y
grupo amino ciclico presentes en su estructura, por lo cual podrian donar atomos de
hidrogeno y/o electrones a radicales libres (Kanner et al., 2001; Moreno et al., 2008).
En betacianinas la glicosilacion reduce la actividad antioxidante. Ademas la
estructura 6-O-glicosilada produce valores mas elevados que la 5-O-glicosilada y la
posicién C-5 de los grupos hidroxilo en agliconas mejora la actividad antioxidante
(Kanner et al., 2001; Cai et al., 2003 y 2005). La naturaleza catiénica de las

betalainas favoreceria la interaccion de estas moléculas solubles en agua con



moléculas polares de las membranas y de las lipoproteinas de baja densidad (LDL)
(Kanner et al., 2001).

La evidencia cientifica describe beneficios del consumo de la tuna, como efectos
antiulcerosos y efectos hepatoprotectores en ratas (Galati et al., 2003; Livrea y
Tesoriere, 2006). Diversos experimentos in vitro e in vivo muestran que las
betaxantinas y betacianinas poseen actividad antioxidante en ambientes bioldgicos
como membranas celulares y células (Tesoriere et al., 2003; 2004a-b; 2005; Allegra
et al., 2005). También se han evidenciado acciones antiinflamatorias en células
endoteliales y efectos sobre células de lineas tumorales (Gentile et al., 2004;
Sreekantah et al., 2007). Wu et al. (2006) reportaron que las betalainas presentes en
frutos de pitaya roja tienen un fuerte poder inhibidor sobre la proliferacion de células
cancerigenas in vitro. Gentile et al. (2004) observaron que las betalainas protegen
celulas endoteliales contra la oxidacion, lo que indicaria un efecto protector contra

procesos inflamatorios conducentes a problemas cardiovasculares posteriores.

Investigaciones en seres humanos han demostrado que el consumo de pulpa de tuna
puede disminuir el estrés oxidativo en individuos sanos y que la betanina y la
indicaxantina son altamente biodisponibles. Ademas se detectd la incorporacion de
betalainas en LDL, lo que sugiere que tanto betanina como indicaxantina pueden
participar en la proteccion del LDL contra modificaciones oxidativas (Tesoriere et
al., 2004a y 2005).

Pruebas clinicas mostraron que el consumo de la fruta influye positivamente en el
balance redox del organismo disminuyendo el dafio oxidativo de los lipidos, en tanto
que la ingesta de jugo de betarraga retarda la oxidacion de los lipidos, efectos que se
atribuyen a las betalainas (Moreno et al., 2008). Los estudios in vivo que han sido
reportados coinciden en sefialar que las betalainas estarian relacionadas con diversos
efectos protectores contra procesos oxidativos en el organismo, contribuyendo por lo

tanto a prevenir la incidencia de enfermedades no transmisibles.



La tuna purpura posee compuestos fendlicos, los cuales presentan propiedades
antioxidantes en sistemas bioldgicos que se atribuyen a su capacidad para inactivar
radicales libres y quelar metales. Se han descrito mecanismos por: donacion de un
atomo de hidrégeno a traves de la ruptura homolitica del enlace O-H y transferencia
de electrones (Leopoldini et al., 2011). En pulpa de tuna de diversos ecotipos se han
identificado polifenoles como: quercetina, kaempferol y derivados de isoramnhetina
(Kuti, 2004), isoramnhetina-3-rutinosido, rutina y kaempferol-3-rutinosido entre
otros (Galati et al., 2003). La tuna parpura es la variedad que contiene mayor
cantidad de flavonoides totales y valores ORAC (Kuti, 2004; Stintzing et al., 2005).

1.3 Estabilidad de las betalainas

1.3.1 Factores que afectan la estabilidad de las betalainas

La estabilidad es un factor importante a considerar para la utilizacién de estos
pigmentos como colorantes y/o antioxidantes en alimentos. La estabilidad de las
betalainas ha sido estudiada en pigmentos obtenidos de betarraga (von Elbe et al.,
1974; Sapers y Hornstein., 1979; Delgado Vargas et al., 2000; Herbach et al., 2006;
Azeredo, 2008), en betalainas de tuna purpura (Butera et al, 2002; Castellar et al.,
2003, Stintzing et al., 2005; MoRhammer et al., 2005; Herbach et al., 2006; Azeredo,
2008) y en betalainas de amaranto (Cai y Corke, 1998 y 2000). Se ha establecido que
los principales factores que influyen en la estabilidad de las betalainas son:
temperatura, pH, actividad de agua, luz, presencia o ausencia de oxigeno y de
metales, accion enzimatica, siendo la temperatura el factor mas influyente en la

degradacidn de las betalainas (Herbach et al., 2006).

e Temperatura: La degradacion de las betalainas depende de la temperatura y
sigue una cinética de reaccion de primer orden, dependiente del pH (Huang y
von Elbe., 1985; Castellar et al., 2003). Al calentar soluciones de betanina se
produce una reduccion gradual del color rojo caracteristico de este pigmento con
la aparicion de pardeamiento (von Elbe et al., 1974).

e pH: las betalainas son estables en el rango de pH entre 3,5-7, rango en el que se

encuentran la mayoria de los alimentos (Delgado Vargas et al., 2000; Castellar



et al., 2003; Stintzing et al., 2005), fuera de este rango el color decrece. El pH
Optimo para la estabilidad de las betalainas de betarraga, en presencia de oxigeno
se encuentra a pH 5,5-5,8, mientras que en condiciones anaerobicas a pH 4,0-5,0
(Huang y von Elbe, 1985).

Actividad de agua (ay): Las betalainas presentan mayor estabilidad en
alimentos o sistemas modelo con un bajo contenido de humedad y ay, debido a
que el agua estd menos disponible para que ocurran reacciones quimicas.
Valores de a, por debajo de 0,63 mejoran la estabilidad de la betanina de
betarraga (Delgado Vargas et al., 2000). Ademas, métodos para reducir la ay,
como la concentracion y el secado por atomizacion han demostrado
proporcionar estabilidad a las betalainas, en pigmentos provenientes de tuna
purpura (Opuntia stricta) (Castellar et al., 2006) y de amaranto Cai y Corke,
2000).

Luz: Existe una relacion inversa entre la estabilidad de las betalainas de
betarraga y la exposicion a la luz. La degradacion de betalainas sigue una
cinética de primer orden que es oxigeno dependiente, ya que los efectos de la
exposicién a la luz son insignificantes bajo condiciones anaerobias (Attoe y von
Elbe, 1981). Otros autores, observaron que la adicion de 0,1% de &cido
isoascorbico y 1% de &cido ascorbico a jugo de betarraga y pitaya inhibio la
degradacion inducida por la luz durante el almacenamiento de betacianina (Bilyk
et al., 1981; Herbach et al., 2006).

Oxigeno: Segun lo observado por Attoe y von Elbe (1985), en betalainas de
betarraga, estas reaccionan con el oxigeno molecular, causando el
oscurecimiento del producto y la pérdida del pigmento. La estabilidad de la
betanina disminuye linealmente con el aumento en la concentracion de oxigeno
(Czapski, 1990) siguiendo una cinética de primer orden en presencia de oxigeno,
pero en ausencia de oxigeno su comportamiento se desvia de este modelo. Se ha
recomendado que para aumentar la estabilidad del pigmento es necesario colocar
las muestras en atmosferas con bajas concentraciones de oxigeno, incorporando
antioxidantes (Attoe y von Elbe, 1985; Han et al., 1998) o utilizando atmdsferas
con nitrégeno (Attoe y von Elbe, 1982 y1985; Drunkler et al., 2006).



1.3.2 Vias de degradacion de las betalainas

La degradacion de betacianinas se ha descrito especialmente para betanina (Herbach
et al.,, 2004 y 2006). La Figura 2 muestra las posibles vias de degradacion de

betanina, asociando los productos de degradacion con el color que presentara cada
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Figura 2. Vias de degradacion de betanina (modificado de Herbach et al., 2006)

Las principales vias de degradacion que se han descrito son: isomerizacion,
descarboxilacién, desglicosilacion, deshidrogenacién e hidrdlisis, las cuales se
describen a continuacion:

e Isomerizacion: la isomerizacion se considera una modificacion estructural mas
gue una reaccion de degradacion. Las betacianinas estan siempre acompafiadas de
su isomero en relaciones variables dependiendo del tipo de fuente. La betanina se
isomeriza en el carbono Cjs a isobetanina, la cual presenta propiedades cromaticas
idénticas a la betanina. Se ha observado que la isomerizacion se produce en
condiciones &cidas, alcalinas y en tratamientos térmicos (von Elbe et al., 1981,

Herbach et al., 2004 y 2006). El acido betalamico y la indicaxantina son



susceptibles a isomerizacion y la indicaxantina también es susceptible a
epimerizacion en Cy; (Herbach et al., 2006).

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

Hidrolisis: La hidrdlisis de la betanina se produce por la ruptura hidrolitica del
enlace aldimina, esta ruptura se ha observado en tratamientos térmicos y en
condiciones de pH superiores a 6. La hidrolisis de betanina disminuye la
intensidad del color, debido a que la ruptura de la betanina genera &cido
betalamico (amarillo brillante) y ciclo-Dopa-5-O-B-glucésido (incolora) (Herbach
et al., 2006). La ruptura del enlace aldimina es reversible con una condensacion
de base de Schiff y pH dependiente (reaccion favorecida a pH 6) (Huang y von
Elbe, 1985 y 1987). Se ha observado recondensacion de acido betalamico y ciclo-
Dopa a betanina después de cortos tratamientos térmicos (bajas temperaturas)
(Huang y von Elbe, 1985).

Descarboxilacién: Teoricamente, la descarboxilacién puede ocurrir en los
carbonos C,, Ci5 ¥ Cy7 de las betacianinas y en los carbonos Cy; y Ci3 de las
betaxantinas. La descarboxilacion produce un desplazamiento hipsocrémico, que
puede ser explicado por una disminucidn en la deslocalizacion de los electrones «
(Herbach et al., 2006). Varios estudios han corroborado que la betanina puede ser
descarboxilada en las posiciones C, Cis y/o Cyi7. No obstante, cuando la
descarboxilacién ocurre en C, y Cy5 se puede considerar una ventaja ya que se
mantienen las caracteristicas cromaticas de su precursor, la betanina, mientras que
cuando ocurre en el Cy;7 esas caracteristicas cambian (compuesto de coloracién
(rojo-anaranjado) (Herbach et al., 2006).

Deshidrogenacion: Reacciones de deshidrogenacion de betacianinas generan el
compuesto llamado neobetanina que se caracteriza por ser de color amarillo. La
formacion de neobetanina se ha confirmado en jugo de betarraga sometido a un

tratamiento térmico bajo condiciones anaerdbicas (Herbach et al., 2004).
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1.4 Tecnologia de membranas

En la industria de alimentos, la tecnologia de membranas se ha utilizado con diversos
objetivos, incluyendo pasteurizacion en frio y clarificacion de jugos. En comparacion
con los métodos tradicionales de separacion y concentracion, la tecnologia de
membranas se presenta como un proceso factible e innovador para trabajar con
pigmentos como las betalainas. Es una tecnologia de un costo accesible, que trabaja a
bajas temperaturas (15-35 °C) evitando la degradacion de compuestos sensibles al
calor (Pap et al., 2010) y no requiere del uso de agentes quimicos (Cassano et al.,
2010)

El potencial de la tecnologia de membranas radica en su capacidad para concentrar
(remover agua) y/o fraccionar en dos 0 mas componentes una mezcla. El proceso se
fundamenta en que la membrana actGa como una barrera selectiva permitiendo el
paso de ciertos componentes y reteniendo otros desde una mezcla, bajo un gradiente
de presion hidrostatica. La separacion se lleva a cabo principalmente por diferencias
de tamafio (Cheryan, 1998). Los procesos tradicionales de tecnologia de membranas
en la industria de alimentos son la microfiltracion (MF), ultrafiltracion (UF),
nanofiltracion (NF) y la osmosis reversa (RO). Los materiales de membrana se
clasifican principalmente en dos tipos, poliméricos y ceramicos, con grupos
hidrofébicos e hidrofilicos, dependiendo de la aplicacion.

Los procesos de tecnologia de membranas seleccionados para aplicar en este estudio
fueron MF y UF. La MF trabaja en el rango de separacion de 10 pum hasta 0,1um
aproximadamente, y normalmente se utiliza en la industria de alimentos para la
clarificacion, pasteurizacion en frio o separacion de caseinas (Cancino et al., 2008;
Espina et al., 2010). La UF trabaja en un rango de 0,05um hasta 1 kDa, y se utiliza
para separar macromoléculas, proteinas y clarificar diferentes tipos de jugos (Cissé et
al., 2011; Cassano et al., 2010 y 2007; Rai et al., 2006; Todisco et al., 2002). Cada
proceso, dependera del tamafio de particula, propiedades quimicas de las soluciones
filtradas, distribucién del tamafio de poro y de las propiedades quimicas de la
membrana (Raventds, 2005). Sin embargo, una de las limitantes de los procesos de

membranas es el ensuciamiento de la membrana que se produce a medida que se
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concentra el producto y aumenta la viscosidad, lo cual limita el grado de
concentracion que se puede alcanzar y el tiempo de proceso.

En los procesos de membrana se pueden identificar tres flujos: el de alimentacion, el
retenido o concentrado y el permeado. El retenido o concentrado es la solucion que
no pasa a través de la membrana, mientras que el permeado es el flujo obtenido
cuando la solucion pasa a traves de la membrana y se representa como el flux de
permeado (Jp; el flujo de permeado se divide por la superficie de la membrana
utilizada). La ecuacion 1 muestra el modelo de resistencia para explicar el
comportamiento entre la presion transmembrana (P+) y el J, (Cheryan, 1998; Cancino
et al., 2009).

P —AIl
J:T/JT (EC 1) RT :Rm+Rf +ch
.
(Ec. 2)
donde:

ATI, es la presion osmotica de la solucién, la que es importante cuando se usa RO o
NF. La viscosidad (u) del fluido es dependiente de la temperatura. Ry es la
resistencia total que se describe en la ecuacion 2 la que incluye la resistencia de la
membrana (Rn), resistencia al ensuciamiento (R¢) y resistencia de concentracion de

polimerizacion (Rep).

La tecnologia de membrana se ha utilizado para obtener betalainas como colorante
preservando su estabilidad durante el proceso de separacion. La UF se ha aplicado a
jugo de betarraga con membranas poliméricas (Real y Cerezal, 1995; Bayindirli et
al., 1988). Por otro lado, en jugo de tuna amarilla se compararon membranas
poliméricas para MF y UF (Cassano et al., 2010). No se registran trabajos en los que
se separen o concentren las betalainas de tuna purpura mediante esta tecnologia. Sin
embargo, su uso seria interesante ya que permitiria obtener un extracto de betalainas
de tuna libre de mucilago, con menor contenido de azlcares de bajo peso molecular,

evitando el uso de temperaturas elevadas y la degradacion de los pigmentos.
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1.5 Microencapsulacion

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 activos del
medioambiente, de su interaccion con otros componentes del alimento o bien para

controlar su liberacion (Yéafez et al., 2002).

Para definir el método de encapsulacion y el agente encapsulante mas apropiado es
importante definir: cudl sera la aplicacion de las microparticulas, la composicion de
los ingredientes, el mecanismo de liberacion, tamafio de particula, forma fisica final

y el costo, entre otros (Desai y Park, 2005).

1.5.1 Métodos de encapsulacion

Algunas de las técnicas usadas para microencapsulacion son: secado por
atomizacion, liofilizacion, extrusion, recubrimiento por lecho fluidizado,
atrapamiento por liposomas, coacervacion (Gibbs et al., 1999; Santinho et al., 2002),
inclusion, extrusion centrifuga, suspension rotacional, separacion y polimerizacion
interfacial (Wang et al., 2004) entre otros. La seleccion del método de encapsulacion
se basa en los costos, en las propiedades del material a encapsular, en el tamafio
deseado de las microparticulas, en la aplicacion y en el mecanismo de liberacion
(Pedroza, 2002).

El secado por atomizacion es el método de encapsulacion mas utilizado en la
industria de alimentos para encapsular compuestos activos y proteger materiales, de
forma economica, simple y continua (Ré, 1998; Desai y Park, 2005; Gharsallaoui et
al., 2007), siendo seleccionado en este estudio como método de encapsulacion.
Mediante esta técnica la solucion o dispersion de alimentacién se atomiza (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 rapida evaporacion del agua

(Gharsallaoui et al.,, 2007). Una de las ventajas de esta técnica ademas de su
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simplicidad es su utilidad para encapsular materiales sensibles al calor, ya que el
tiempo de exposicién a temperaturas elevadas es muy corto (5 a 30 s) (Gibbs et al.,
1999; Gouin, 2004).

Mediante este método es posible obtener microparticulas en polvo con baja actividad
de agua lo que facilita el transporte, manipulacion, almacenamiento del producto y
permite asegurar la calidad microbiologica (Hayashi, 1989). Las variables mas
importantes del proceso son la temperatura y el flujo de alimentacion, la temperatura
del aire de entrada al secador y la temperatura de salida del producto (Liu et al.,
2004). La temperatura de ingreso del aire es proporcional a la velocidad de
evaporacion (velocidad de secado) y al contenido final de agua de las
microparticulas. Temperaturas de ingreso bajas producen microparticulas mas
himedas y con facilidad para aglomerarse. Temperaturas muy altas causan excesiva
evaporacion, lo cual lleva a fracturas de las microparticulas exponiendo al activo
encapsulado a una degradacion 6 liberacién anticipada (Zakarian y King, 1982). En
algunos equipos de laboratorio la temperatura de salida del aire no puede ser
directamente controlada y depende de la temperatura de ingreso (Shu et al., 2006).
Por ello resulta muy conveniente la aplicacion de disefios estadisticos para analizar la

influencia de estos parametros y optimizar el proceso.

1.5.2 Materiales encapsulantes

Se ha estudiado una gran variedad de materiales encapsulantes para aplicaciones en
alimentos, sin embargo, es importante considerar caracteristicas como la solubilidad
en agua, permeabilidad, facilidad de aplicacion, baja viscosidad en soluciones
concentradas y naturaleza hidrofdbicas o hidrofilicas de los mismos. Todos estos

factores influiran en las caracteristicas del producto final (Gibbs et al., 1999).

Como materiales encapsulantes se han utilizado: carbohidratos (almidones de
diferentes fuentes: papa, arroz, maiz, entre otros) (Loksuwan, 2007), maltodextrinas
de diferente equivalente de dextrosa (ED) (Wagner y Wathersen, 1995; Desobry et
al., 1997), ciclodextrinas, carboximetilcelulosa; proteinas (Chen et al.,
2006);,gelatina (Robert et al., 2003), caseinatos (Hogan et al., 2001; Santinho et al.,
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2002), aislado proteico de soja, suero de leche, zeina y aislado proteico de suero
(Kim y Morr, 1996; Dziezak, 1998); grasas; gomas (goma ardbica, goma mezquita);
alginato de sodio, carragenina y quitosano (Souza et al., 2005). En general, estos
agentes encapsulantes han mostrado una funcién protectora sobre el agente activo
contra el dafo oxidativo, siendo la estabilidad del activo dependiente del tipo de
agente encapsulante (Robert et al., 2003).

Por otro lado, se ha reportado que el mucilago del nopal presenta propiedades
encapsulantes (Medina-Torres et al., 2013). EI mucilago es una mezcla compleja de
polisacaridos con estructura similar a las pectinas (<50%) y esta compuesto por una
fraccion insoluble (44,3 %) formada por &cido uronico, xilosa, ramnosa, y galactosa,
y una fraccion soluble (15,6 %) compuesta por acido urdnico, arabinosa y galactosa.
La pulpa de tuna contiene aproximadamente 3,8% de éste hidrocoloide (Matsuhiro et
al., 2006).

Los agentes encapsulantes utilizados en este estudio fueron Capsul y K4484. El
Capsul es un almidén modificado quimicamente derivado del maiz, que incorpora a
su estructura un componente lipofilico, presentando tanto propiedades hidrofilicas
como hidrofébicas. Solubiliza completamente en agua a temperaturas sobre 82°C,
tiene muy baja viscosidad y su pH varia entre 3 y 4. EI K4484 es una dextrina de

tapioca con alta solubilidad en agua a temperaturas sobre 70°C.

1.5.3 Microencapsulacién de betalainas

La microencapsulacion de betalainas ha sido poco estudiada. Se han realizado
estudios mediante secado por atomizacion para jugo de betarraga con goma arabica
(Pitalua et al., 2010); extracto de betarraga con maltodextrina (10ED) (Azeredo et
al., 2007) y maltodextrina (20ED) (Ravichandran et al., 2012); extractos de amaranto
con maltodextrinas y almidon (Cai y Corke, 2000); extracto de indicaxantina con
maltodextrina (Gandia-Herrero et al., 2010); pulpa de tuna purpura (Opuntia ficus-
indica) y su extracto hidroalcohdlico con maltodextrina, inulina (Tapia, 2007; Saenz

et al., 2009) y mezclas de aislado proteico de soja con maltodextrina e inulina
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(Torres, 2008). Y por liofilizaciébn para jugo de betarraga con pululano y
maltodextrina (5 y 20 ED) (Serris y Biliaderis, 2001) y

Otros trabajos se relacionan con la obtencion de polvos colorantes a partir de
diferentes fuentes sin la formacion de microparticulas. Opuntia ficus-indica cv.
Gialla (tuna amarilla) por liofilizacion y secado por atomizacion usando como
carrier maltodextrina (18-20 ED) (Mophammer et al., 2006); diferentes tunas
purpuras (Opuntia stricta, Opuntia streptacantha, Opuntia lasiacantha) mediante
secado por atomizacion utilizando como ayudantes de secado maltodextrina (10, 20
ED) (Rodriguez-Hernandez et al., 2005; Diaz et al., 2006) o jarabe de glucosa (29
ED) (Obon et al., 2009).

Las betalainas pueden ser usadas como ingredientes en la industria de alimentos,
especificamente en la industria lactea y de bebidas refrescantes (MoBhammer et al.,
2005 y 2006). Obon et al. (2009) aplicd un colorante obtenido de jugo de Opuntia
stricta en yogurt y bebida refrescante. Los alimentos presentaron una tonalidad rojo-
purpura muy atractiva para los consumidores, que no varié después de un mes de
refrigeracion. Torres (2008) estudi6é la adicion de microparticulas de compuestos
bioactivos obtenidos de pulpa de tuna parpura (Opuntia ficus-indica) en yogurt
manteniendo un alto porcentaje de retencion de betalainas y un color purpura intenso

durante todo el periodo de estudio (30 dias a 5°C).
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1.6 Hipdtesis

La velocidad de degradacion de betalainas desde microparticulas de un extracto de

betalainas de tuna purpura (ultrafiltrado), obtenido usando tecnologia de membrana,

sera menor con respecto a las microparticulas de pulpa de tuna. Este comportamiento

se espera tanto para el almacenamiento de las microparticulas en polvo como en

mezclas secas.

1.7 Objetivos

1.7.1 Objetivo general
Estabilizar las betalainas de tuna purpura obtenidas por tecnologia de membranas y

la pulpa de tuna, utilizando microencapsulacion.

1.7.2 Objetivos especificos

1.

2.

Caracterizar la pulpa de tuna parpura por analisis fisicos y quimicos.

Estudiar el fraccionamiento de betalainas desde tuna purpura, usando tecnologia
de membranas, considerando en la ultrafiltracion temperatura y presion
transmembrana como las variables independientes y el factor de concentracion de
betacianinas como la variable dependiente, aplicando un disefio Composito central
mas punto axial optimizado por Metodologia de Superficie Respuesta (MSR).

. Estudiar la relacion (pulpa 6 extracto UF)/agente encapsulante (Capsul 6 K4484) y

la temperatura de secado (variables independientes) sobre la eficiencia de
encapsulacion y la recuperacion de betacianinas y betaxantinas, y el rendimiento
del proceso (variables dependientes) aplicando un disefio Composito central mas

punto axial optimizado por MSR.

. Caracterizar fisica, quimica y morfoldgicamente las microparticulas obtenidas bajo

condiciones dptimas para cada extracto y agente encapsulante estudiado.

. Estudiar la estabilidad de las betalainas desde microparticulas obtenidas bajo

condiciones dptimas a tres temperaturas (30, 45 y 60°C).

. Adicionar las microparticulas con betalainas en sistemas de alimentos modelos

(mezclas secas) y estudiar su estabilidad a 30°C.
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MATERIALES Y METODOS

2.1.- Materiales

Los frutos de tuna purpura (Opuntia ficus-indica) se obtuvieron del Jardin de
variedades de la Estacion Experimental “Antumapu” (cosecha 2011), perteneciente a
la Facultad de Ciencias Agronémicas de la Universidad de Chile, Santiago (Latitud -
33° 34' 10.24", Longitud -70° 38' 6.22"). Los agentes encapsulantes: Capsul
(almiddn ceroso de maiz modificado) y K4484 (dextrina de tapioca) se obtuvieron de
National Starch, S.A.

2.2.- Métodos

2.2.1 Preparacion y caracterizacion de pulpa de tuna

La pulpa de tuna parpura (Opuntia ficus-indica) se obtuvo trozando las tunas
previamente peladas y procesandolas en una pulpadora de tornillo sin fin, provista de
un tamiz de 2 mm. La pulpa se envaso en bolsas de polipropileno de 500 g y se

congel6 a -20°C hasta el momento de su utilizacion.
Para caracterizar la pulpa de tuna se realizaron los siguientes analisis:

e Humedad, sélidos solubles (°Brix), pH y acidez: se determinaron de acuerdo a
los métodos descritos en AOAC (1996).

e Contenido de azucares totales: se determino a través del método de Antrona
(Oshborne y Voogt, 1986), utilizando un espectrofotometro UV/Vis ATI UNICAM
(Cambridge, UK), a una longitud de onda de 620 nm (Anexo 2).

e Contenido e identificacion de betalainas (betacianinas y betaxantinas): el
contenido se determin6 de acuerdo al método espectrofotométrico descrito por
Stintzing et al. (2005) (Anexo 3), utilizando un espectrofotometro UV/Vis ATI
UNICAM (Cambridge, UK). La identificacion de las betalainas (betacianinas y
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betaxantinas) se realiz6 por HPLC de acuerdo a Fernandez-Lépez y Almela
(2001) (Anexo 4).

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

e Contenido de polifenoles totales: se determind por medio del método de Folin
Ciocalteu (Singleton y Rossi, 1965), mediante espectrofotometria utilizando un
espectrofotometro UV/Vis ATI UNICAM (Cambridge, UK) (Anexo 5).

e Turbidez: se determind usando un turbidimetro Hanna (Modelo HI 93703)
(USA).

2.2.2 Obtencién de un extracto ultrafiltrado usando fraccionamiento por
membranas

Se realizaron dos procesos de filtracion por membranas, microfiltracion seguida por

ultrafiltracion.
2.2.2.1 Microfiltracion

La microfiltracion (MF) se utilizé con el objetivo de clarificar la pulpa de tuna
purpura, por lo tanto, el permeado obtenido del proceso fue el flujo de interés de esta
etapa. La solucion de alimentacion para MF fue pulpa de tuna diluida en agua
destilada (1:1). Se evaluaron dos tipos de material de membrana: ceramica y
polimérica. En la Tabla 1 se presentan las caracteristicas de las membranas utilizadas
para MF. Todas las experiencias de MF se realizaron en un médulo en condicién no-
estacionaria (batch), retirando el permeado del sistema. La Figura 3 muestra el

diagrama del médulo utilizado para el proceso de MF.
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Tabla 1.Caracteristicas de las membranas utilizadas en el proceso de microfiltracion

Caracteristicas Membrana Polimérica Membrana Cerémica
Material y denominacién Polisulfona, GRM 0.1PP TiO,+ZrO,

Proveedor Alfa Laval — Denmark Tami - France
Tamafio de poro (um) 0,2 0,2

Area (m?) 0,0104 0,0047

Configuracion Plana en forma de disco Monotubular
Resistencia de la membrana (m™) " 2,50 - 10" 2,46 - 10

"Resistencia de la membrana se calculé experimentalmente a 20 °C con agua destilada (conductividad menor a 10
pS/cm), de acuerdo al método descrito por Cancino-Madariaga et al. (2011).

En el proceso de MF se alimentaron 3 L de pulpa diluida en agua a 20°C. La
temperatura se controlé utilizando un RESUN Chiller model C-1500 vy el flujo de
permeado se midi6 utilizando una balanza Shimadzu Co. balance (BX 4200). Se
evaluaron 2 condiciones de presion transmembrana (PTM), 0,64 y 0,84 bar, para
membrana polimérica y ceramica, respectivamente; el tiempo de proceso fue de 240
min para cada tipo de membrana y condicion de PTM estudiada. La alimentacion se
impulsé por bombas de desplazamiento positivo, modelo PA411 para membrana

ceramica y PA2511 para membrana polimérica (Fluid-o-Tech, US).

El proceso de MF se evalud en términos del flujo de permeado (g/h), Flux de
permeado (J, m*m? s) (ecuacién 3), eficiencia de clarificacion (e. %) (ecuacion 4),
recuperacion de masa de betalainas (betacianinas y betaxantinas) (RM, %) (ecuacion
5), recuperacion en concentracion de betalainas (betacianinas y betaxantinas) (RC,

%) (ecuacion 6) y razén de reduccién del volumen (VRR) (ecuacion 7).

J=- (Ec. 3)

Donde, Pt es la presion transmembrana, W es la viscosidad y Ry es la resistencia total

de la membrana.
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NTU
e.(%)=|1- ? 1x100 (Ec. 4)
NTU

a

Donde, NTU, y NTU, son la turbidez del permeado y la turbidez de la solucion de
alimentacion, respectivamente.

m
RM (%) = —* -100 (Ec. 5)
m

Donde, m, y m, son la masa de betalainas (betacianinas y betaxantinas) en el
permeado y la masa de betalainas (betacianinas y betaxantinas) en la solucién de
alimentacion, respectivamente.

CP
RC (%) = —2-100

C. (Ec. 6)
Donde, C,y C, son la concentracion de betalainas (betacianinas y betaxantinas) en el
permeado y la concentracion de betalainas (betacianinas y betaxantinas) en la
solucion de alimentacion, respectivamente.
V,
VRR =2

V,

c

(Ec. 7)

Donde, V,y V. son el volumen de alimentacién al inicio del proceso y el volumen de

concentrado al final del proceso, respectivamente.

Concentrado i j Q
3
4

_E Permeado
—

o 2 Q 1

N 4

\Z

3 Alimentacién

Figura 3. Diagrama del médulo del sistema de filtracion por membranas utilizado en
MF y UF, condicion no-estacionaria (batch) (1) Membrana, (2) bomba, (3) manémetros
y (4) valvula
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Caracterizacion del permeado de microfiltracion
La caracterizacion fisica y quimica de los flujos de alimentacion, retenido y

permeado se realizo determinando:

e Humedad, sélidos solubles (°Brix), pH, acidez, contenido de azUcares totales,
contenido e identificacion de betalainas (betacianinas y betaxantinas),
parametros de color (L, a*, b*, C* y h°), contenido de polifenoles totales y
turbidez de acuerdo a los métodos descritos en la seccion 2.2.1.

2.2.2.2 Ultrafiltracion

Para el proceso de ultrafiltracion (UF) se utiliz6 como alimentacion el permeado
obtenido en la etapa anterior por MF (membrana ceramica; 0,64 bar). El flujo de
interés en esta etapa correspondio al retenido. Se evaluaron dos tipos de material de
membrana: polimérica y cerdmica. La Tabla 2 muestra las caracteristicas de las
membranas utilizadas en el proceso de UF. Todas las experiencias de UF se
realizaron en un médulo en condicién no-estacionaria (batch), retirando el permeado

del sistema (Figura 3).

Como solucion de alimentacion se utilizo el permeado de MF (1,5 L). La temperatura
de proceso (19-31°C) se controlé utilizando un RESUN Chiller model C-1500. El
flujo de permeado se midio utilizando una balanza Shimadzu Co. balance (BX 4200).
El tiempo de proceso fue de 100 min para cada tipo de membrana y condicion de
temperatura y PTM estudiada. La alimentacion se impulsé por bombas de
desplazamiento positivo, modelo PA411 para membrana ceramica y PA2511 para

membrana polimérica (Fluid-o-Tech, US).

Tabla 2. Caracteristicas de las membranas utilizadas en el proceso de ultrafiltracion

Caracteristicas Membrana polimérica Membrana cerdmica
Material y denominacion PVDF+celulosa, ETNA 0,1PP TiO,+ZrO,

Proveedor Alfa laval- Denmark Tami - France

Tamafio molecular (kDa) 1 1

Area (m°) 0,0104 0,013

Configuracion Plana en forma de disco Multi tubular (7 canales)
Resistencia de la membrana(m™)” 1,88 - 10% 2,03 - 10"

"Resistencia de la membrana se calculd experimentalmente a 20 °C con agua destilada (conductividad menor a 10
uS/cm), de acuerdo al método descrito por Cancino-Madariaga et al. (2011).
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2.2.2.2.1 Disefio experimental para ultrafiltracion

Se aplicé un disefio Composito central mas punto axial con un total de 12
experimentos (4 puntos experimentales, 4 puntos axiales y 4 puntos centrales), para
cada tipo de material de membrana estudiado (polimérica y ceramica). Las variables
independientes fueron la temperatura (X;) y la presion transmembrana (X;) (Tabla
3). La variable respuesta fue el factor de concentracion (FC) de betacianinas
calculado de acuerdo a la ecuacion 8. Para optimizar la variable respuesta se aplico
Metodologia de Superficie Respuesta (MSR).

FC =—= Ec.8
c (Ec.8)

a

Donde C.y C, son la concentracion de betacianinas en el concentrado y la solucion

de alimentacion, respectivamente.

Tabla 3. Variables independientes y niveles en el disefio composito central mas punto
axial para el proceso de ultrafiltracion utilizando membrana polimérica y cerdmica

Variables independientes Niveles
-2 -1 0 1 2
Temperatura (°C) X, 19 20 25 30 31
Presion Transmembrana (bar) X, 1,2 1,8 4.9 7,9 8,5

2.2.2.2.2 Caracterizacion del extracto de UF obtenido bajo condiciones dptimas

La caracterizacion fisica y quimica del extracto UF, que correspondié al flujo de
retenido de UF obtenido bajo condiciones 6ptimas se realizé determinando:

e Humedad, sélidos solubles (°Brix), pH, acidez, contenido de azUcares totales,
contenido e identificaciébn de betalainas (betacianinas y betaxantinas),
parametros de color (L, a*, b*, C* y h°), contenido de polifenoles totales y
turbidez de acuerdo a los métodos descritos en la seccion 2.2.1.
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2.2.3 Microencapsulacion de betalainas

2.2.3.1 Elaboracion de microparticulas

Las microparticulas de pulpa de tuna (P) y extracto ultrafiltrado (UF) se prepararon
por secado por atomizacion, utilizando Capsul (C) y K-4484 (K) como agentes
encapsulantes (P-C, P-K, UF-C y UF-K).

Para la elaboracion de las microparticulas se consideraron 100 g de dispersion de
alimentacion. C y K (5,5-51,72 g) se disolvieron en agua destilada (64,5 — 18,28 q)
con agitacién constante y temperatura (sobre 82°C para Capsul y sobre 70°C para K-
4484). Luego, se enfrié hasta 30°C (para evitar la degradacion de las betalainas) y se
agreg6 P 6 UF (30 g). Finalmente la dispersién se homogeneizé por 3 minutos con
un homogeneizador Polytron PT 2100 a 11000 rpm. Las soluciones resultantes se
alimentaron a un mini secador B-290 (Suiza), con alimentacion y flujo de aire en
paralelo. Las condiciones de secado fueron: temperatura del aire de entrada al
secador 133-219°C para los sistemas con Capsul (P-C y UF-C) y 110-217°C para los
sistemas con K4484 (P-K y UF-K). El flujo de aire, la razén de alimentacion y la
presién de atomizacién fueron 600 L/h, 3 mL/min (5%) y 5 bar, respectivamente para
todos los sistemas estudiados. Las microparticulas obtenidas fueron almacenadas en
oscuridad y a -20°C hasta ser analizadas.

2.2.3.2 Disefio experimental para la microencapsulacion

Se aplicdé un disefio Composito central mas punto axial con un total de 12
experimentos (4 puntos experimentales, 4 puntos axiales y 4 puntos centrales) para
cada sistema estudiado (P-C, P-K, UF-C y UF-K). Las variables independientes
fueron la relacién (P 6 UF)/agente encapsulante (K 6 C) (X;) y la temperatura del
aire de entrada al secador (X;). Las variables dependientes 0 respuesta
correspondieron a la eficiencia de encapsulacion (EE) y recuperacion (R) de
betacianinas y betaxantinas, y rendimiento del proceso. Para la optimizacién se
utiliz6 MSR, aplicando la funcién deseabilidad. Esta funcién permite asignar un
puntaje entre 0 y 1 a un set de variables respuestas donde 1 representa la
maximizacion de cada variable (en el caso de este estudio 1 representaria 100% de
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eficiencia de encapsulacion y recuperacion de betacianinas y betaxantinas y del

rendimiento del proceso).

En la Tabla 4 se presentan las variables independientes y los niveles del disefio
experimental utilizado para la encapsulacion de los sistemas de pulpa y ultrafiltrado
con Capsul y K4484 (P-C, P-K, UF-C y UF-K).

Tabla 4. Variables independientes y niveles en el disefio Composito central mas punto
axial para la de encapsulacion de los sistemas P-C, P-K, UF-C y UF-K

Variables independientes Niveles
-2 -1 0 1 2
Relzjlc:lon (P 6 UF)/agente encapsulante X, 0,58:1 11 31 51 5.42:1
(K6 Q)
Temperatura del aire de entrada N c 133 140 175 210 219
2

al secador (°C) K 110 120 165 210 217

P: pulpa de tuna; UF: extracto ultrafiltrado; C: Capsul; K: K4484

2.2.3.3 Caracterizacion de las microparticulas

La caracterizacion de los cuatro sistemas de microparticulas obtenidas bajo
condiciones 6ptimas (P-C, P-K, UF-C y UF-K) se realiz6 de acuerdo a los
parametros que se describen a continuacion:
e Humedady actividad de agua: se realizaron de acuerdo a AOAC, (1996).
e Higroscopicidad: Se determind de acuerdo al método descrito por Cai y
Corke (2000). Las microparticulas de cada sistema (P-C, P-K, UF-C, UF-K)
(2 g), se colocaron en vidrios reloj y en un desecador sellado herméticamente,
que contenia una solucion saturada de Na,SO,, a 25 °C y una humedad
relativa de 93 %. Después de una semana se pesd cada uno de los seis
sistemas. Los resultados se expresaron como g de humedad por 100 g de
solidos secos (g/100 g).
e Contenido betalainas totales: se pesaron microparticulas (100 mg) de los
sistemas P-C, P-K, UF-C y UF-K y se adicionaron 2 mL de metanol:acido
acético:agua (50:8:42 v/v/v), se agitd en un vortex (1 min), se sonicd por 50

min y luego se centrifugo a 11200g por 5 min. El contenido de betalainas
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EE (%)=

(betacianinas y betaxantinas) se cuantificO espectrofotométricamente de
acuerdo al método descrito por Stintzing et al. (2005) (Anexo 3).

Contenido de betalainas superficiales: se pesaron microparticulas (200 mg)
de los sistemas P-C, P-K, UF-C y UF-K y se adicionaron 2 mL de
etanol:metanol (1:1 v/v) la solucion fue agitada en un vortex (1 min) y luego
centrifugada a 11200 g por 5 min. El contenido de betalainas (betacianinas y
betaxantinas) se cuantifico espectrofotométricamente de acuerdo al método
descrito por Stintzing et al.(2005) (Anexo 2).

Eficiencia de encapsulacion (EE) y Recuperacion (R) de betalainas: EE y
R de betalainas (betacianinas y betaxantinas) se calcularon de acuerdo a las
ecuaciones 9y 10, respectivamente.

Contenido de betalainas _totales - cont,enldo betalinas superficiales 100 (Ec.9)
Contenido de betalainas totales

Contenido de betalainas totales (Ec. 10)

R (%)= x100

Contenido de betalainas tedricas

Morfologia de las microparticulas

La estructura externa de las microparticulas obtenidas bajo condiciones
Optimas se analiz6 mediante microscopia electronica 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 Electronica Ltd., Cambridge, UK) operado a 20 kV. Las
imagenes se obtuvieron digitalmente utilizando un software EDS 7424
(Oxford Instruments, Oxford, UK).

Tamarno de particula

El tamafio de las particulas se midié mediante difraccion de luz laser (DLL)
en un equipo MastersizerX (Malvern Instruments, Worcestershire, UK), con
un lente de 300 mm. Las muestras se dispersaron en propilenglicol antes de

medir el patron de difraccion.
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2.2.4 Cinética de degradacion de betalainas

Las microparticulas obtenidas bajo condiciones 6ptimas (P-C, P-K, UF-C y UF-K) se
almacenaron a 30, 45 y 60 £ 0,1 °C en estufa con aire forzado (Memmert modelo
UFE 500, Alemania) y en oscuridad. Se pesaron 100 mg de las microparticulas de
cada sistema estudiado en tubos de ensayo de vidrio sin tapa (16 x 100 mm). Se
cuantifico betalainas (betacianinas y betaxantinas) retirando de la estufa tubos en
triplicado de la siguiente manera: a 30 °C se tomaron muestras cada 7 dias durante
1,5 meses, luego cada 15 dias durante 2 meses y cada 2 meses durante 7,5 meses. A
45 °C y 60 °C se tomaron muestras cada 7 dias durante 1,5 meses, luego cada 15 dias
durante 2 meses y cada 1 mes durante 3 meses. Los datos obtenidos se ajustaron a

modelos cinéticos de primer orden de acuerdo a la ecuacion 11.
LnC=1InCy - kt (Ec.11)

Donde, C es la cantidad de betalainas (betacianinas y betaxantinas) a tiempo t, Co es
la cantidad inicial de betalainas (betacianinas y betaxantinas) en las microparticulas y

k es la constante de velocidad de degradacion de primer orden.

La energia de activacion (E,) y factor de frecuencia (A) se determinaron a través del
modelo de Arrhenius de acuerdo a la ecuacion 12.

k= AelFa/RTl (Ec.12)

Donde k es la constante de velocidad, E, es la energia de activacion, A es el factor de
frecuencia, R es la constante de los gases (8,314 J/mol K 6 1,987 cal/mol K) y T es la

temperatura absoluta (°K).

La entalpia de activacion (AH?) y entropia de activacion (AS”) se obtuvieron de la
pendiente e intercepto de un grafico de In(k/T) vs. (1/T), respectivamente (ecuacion
13).

In(k/T) = In(ke/h) + AS?/ R - AH? / RT (Ec.13)

Donde kg es la constante de Boltzmann (1,4 x 1022 J/K), h es la constante de Planck

(6,6 x 10'34Js), R es la constante de los gases, T es la temperatura absoluta, AH” es la
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entalpia de activacion (J/mol) y AS” la entropia de activacion (J/mol K) (Robert et
al., 2003).

La cuantificacion de las betalainas (betacianinas y betaxantinas) se realizd
espectrofotométricamente de acuerdo al método descrito por Stintzing et al. (2005)
(Anexo 3).

2.2.5 Adicion de las microparticulas en mezclas secas

2.2.5.1 Elaboracion y caracterizacion de las mezclas secas

Se formularon mezclas secas para bebida compuestas por sacarosa (86 g/L),
microparticulas (9,8 g/L), saborizante de frambuesa (0,5 g/L), acido citrico (1,5 g/L),
sorbato de potasio (0,18 g/L), benzoato de sodio (0,14 g/L) y acido ascorbico (0,02
g/L) (Obdn et al., 2009).

Para la elaboracion de las mezclas secas adicionadas con microparticulas de P y
extracto UF para bebidas refrescantes, se utilizo el método de “mezcla en bolsa” y se

determiné que el tiempo 6ptimo de mezcla fue 12 minutos (Anexo 6).

Cada formulacion de mezcla seca elaborada con los sistemas de microparticulas P-C,

P-K, UF-C y UF-K, se caracterizo de acuerdo a los siguientes analisis:

e Contenido de betalainas (betacianinas y betaxantinas): se cuantificaron por
espectrofotometria de acuerdo al método descrito por Stintzing et al. (2005)
(Anexo 3).

e Solubilidad: se determind 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
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 secd en estufa a 105°C
durante 5 horas. La solubilidad se calculd por diferencia de peso y se expresé en

porcentaje.
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2.2.5.2 Estudio de la estabilidad de betalainas en las mezclas secas durante el

almacenamiento a 30°C

El estudio de estabilidad de betalainas (betacianinas y betaxantinas) para las mezclas
secas elaboradas con microparticulas de los sistemas P-C, P-K, UF-C y UF-K, se
realizd pesando 100 mg de cada mezcla seca en tubos de ensayo de vidrio sin tapa
(16x100 mm) los cuales se almacenaron en estufa con aire forzado y oscuridad a
30°C. Se tomaron muestras (en triplicado) cada 7 dias durante 1,5 meses, luego cada
15 dias durante 2 meses y cada 1 mes durante 2 meses. Se cuantifico el contenido de
betacianinas y betaxantinas de acuerdo al método espectrofotométrico descrito por
Stintzing et al. (2005) (Anexo 3).

2.2.6 Andlisis estadisticos

Las condiciones Optimas para cada disefio (ultrafiltracion y encapsulacion) se
obtuvieron mediante Metodologia de Superficie Respuesta (MSR). Para determinar
las constantes de velocidad de degradacion de betacianinas y betaxantinas, la energia
de activacion, entalpia de activacion y entropia de activacion se empled regresion
lineal. Para determinar diferencias estadisticas entre los sistemas estudiados para los
parametros de microfiltraciéon, el factor de concentracion de betacianinas, la
eficiencia de encapsulacion de betacianinas y betaxantinas, la recuperacion de
betacianinas y betaxantinas, el rendimiento del proceso de secado, las constantes de
velocidad de degradacion y los parametros termodinamicos, se aplicd andlisis de
varianza y la prueba de rango multiple de Tuckey. Todos los andlisis estadisticos se
realizaron utilizando el software Statgraphics version 7.0 (Manugistics Inc.,
Statistical Graphics Corporation, 1993, Rockville, MA, USA).

Esta Tesis forma parte del proyecto Fondecyt N° 1110126 “Cactus pear (Opuntia
ficus-indica) colorants obtained by membrane technologies separation and

microencapsulation. Stability and applications in food”
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RESULTADOS Y DISCUSION

3.1.- Caracterizacion de la pulpa de tuna purpura (Opuntia ficus-indica)

En la Tabla 5 se muestran las caracteristicas fisicas y quimicas de la pulpa de tuna

purpura (Opuntia ficus-indica). Los parametros de humedad, solidos solubles,

azUcares totales, pH y acidez estuvieron dentro del rango informado por otros autores

para estos pardmetros en pulpa de tuna purpura de la misma especie (Séenz y
Sepulveda, 2001; Piga, 2004; Stintzing et al., 2005; Morales et al., 2008; Saenz et

al., 2009).

Tabla 5. Caracteristicas fisicas y quimicas de pulpa de tuna purpura (Opuntia ficus-

indica)
Parametro Pulpa de tuna parpura
(X £ DS)
Humedad (%) 86,1+0,2
So6lidos solubles (°Brix a 20°C) 14,0+0,1
Azlcares totales (%) 13,2+0,0
pH 6,3+0,1
Acidez (% 4acido citrico) 0,036 + 0,001
Turbidez (NTU) 2453,4 £ 64,2
Parametros de color
L 125+0,9
a* 432+12
b* 21,0x15
c* 48,0+ 1,7
H° 259+10
Betacianinas (mg EB/L) 254,01 0,2
Betaxantinas (mg EI/L) 854+0,1
Polifenoles totales (mg EAG/L) 5348+4,4

NTU: unidad de turbidez nefelométrica; EB: expresado como equivalente a betanina; El: expresado como
equivalente a indicaxantina; EAG: equivalente de acido galico; X: promedio; DS: desviacion estandard (n= 3).



El contenido de betacianinas y betaxantinas obtenidos en la pulpa fueron mayores a
los informados por Morales et al. (2008), de 111,0 mg EB/L y 29,3 mg El/L y
menores a los descritos por Stintzing et al. (2005) de 431 mg/L y 195,8 mg/L,
respectivamente y por Séaenz et al, (2009) de 280,1 mg/L y 99,6 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 la pulpa fue menor al descrito por Stintzing et al. (2005)
de 660 mg EAGI/L y por Saenz et al. (2009) de 909,47 mg EAG/L. Estas diferencias
se pueden atribuir a factores como la temporada de cosecha, cultivar o variedad,
madurez, clima y procedencia, entre otros, que afectan el contenido de betalainas y
polifenoles (Odoux y Dominguez-Lopez, 1996; Stintzing y Carle, 2004; Saenz, 2006;
Sepulveda et al., 2003; Miletic et al., 2012).

En la Figura 4 (A y B) se presentan los cromatogramas HPLC obtenidos para la
identificacion de betalainas en pulpa de tuna a 480 y 535 nm, respectivamente. Los
peaks 2 y 3 corresponden a betanina e isobetanina, respectivamente, mientras que el
peak 1 corresponde a indicaxantina, resultados que estan de acuerdo con lo
informado por otros autores para la misma especie de tuna (Fernandez-Lo6pez y
Almela, 2001; Séenz et al., 2009).

A
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T T T T T T T T T
5,00 10,00 15,00 20,00 25,00 30,00 35,00 40,00 45,00 50,00
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0‘010—5 3

T T T T T T T T T
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Figura 4. Cromatogramas obtenidos por HPLC de betalainas de pulpa de tuna a 484
nm (A) y 535 nm (B). Indicaxantina (1), betanina (2) e isobetanina (3)
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3.2 Obtencién de un extracto ultrafiltrado usando fraccionamiento por

membranas

3.2.1 Microfiltracion (MF) de pulpa de tuna (Opuntia ficus-indica).

La Figura 5 muestra la evolucion del Flux de permeado (J) durante el tiempo de
proceso de MF para membrana ceramica y polimérica, a PTM 0,64 y 0,84 bar. Se
observa una caida en J los primeros 50 min para ambas PTM y ambos tipos de
material de membrana, que se atribuye al ensuciamiento de la membrana con
moléculas de gran tamafio como el mucilago presente en la pulpa (S&enz et al., 2004;
Matsuhiro et al., 2006) que son retenidas por la membrana formando una capa gel.
Este comportamiento de polarizacion-concentracion de la membrana es responsable
de la disminucion de J en el proceso (Girard y Fukumoto, 2000). Por otro lado, entre
los 50 y 240 min se observé que la evolucién de J a lo largo del proceso se mantuvo
contante. Un comportamiento similar describieron Cassano et al. (2010) en la MF de
jugo despectinizado de tuna amarilla usando membrana polimérica. Los valores de J
fueron significativamente mayores a menor PTM, tanto para membrana ceramica
como polimérica, lo cual se atribuye a la menor compactacion del mucilago sobre la
superficie de la membrana. También se observa (Fig. 5) el efecto del tipo de material
de membrana, dado que se obtuvieron valores de J significativamente mayores
cuando el proceso de MF se realiz6 con membrana tipo cerdmica. Este resultado se
atribuye a que la membrana cerdmica tiene una resistencia significativamente menor

que la membrana polimérica.
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Figura 5. Evolucién del Flux de permeado a través del tiempo en el proceso de
microfiltracién de pulpa de tuna, utilizando membrana polimérica a PTM
0,64 (0) y 0,84 (0) bar y membrana ceramica a PTM 0,64 (x) y 0,84 (A) bar a
20°C.

La Tabla 6 muestra los parametros de proceso para la MF en membrana ceramica y
polimérica para ambas condiciones de PTM estudiadas. En todas las condiciones se
obtuvieron permeados completamente clarificados (0 NTU y e. 100%). Se obtuvieron
valores de flujo de permeado, J.40, MR y VRR significativamente mayores (p<0,05)
a condiciéon de PTM menor tanto para membrana ceramica y polimérica. Un
comportamiento similar reportd Carvalho y da Silva (2010) al ultrafiltrar jugo de
pifia con membrana polimérica. En cuanto al tipo de material de membrana, se
observa que con membrana ceramica se alcanzaron los valores mayores de flujo de
permeado, Jo4, RM y VRR.
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Tabla 6. Parametros de proceso de microfiltracion de pulpa de tuna, utilizando
membrana polimérica y cerdmica, a PTM 0,64 y 0,84 bar y 240 min de operacion

Polimérica Ceramica
Membrana / PTM (bar)
0,64 0,84 0,64 0,84

Turbidez (NTU) 0,0+0,0a 0,0+0,0a 0,0+0,0a 0,0+0,0a
e (%) 100+0,0 a 100£0,0 a 100+£0,0 a 100£0,0 a
Flujo de permeado (g/h) 140,0£0,0 b 127,5+0,0 b 210,0+0,0 a 140,0£0,0 b
Joao (M3 M? s) 5,44-10° ¢ 2,50-10° d 2,30-10° a 1,13-10° b
RC (% EB) 62,0+0,3 b 69,5£0,9 a 70,2+0,5 a 67,4£0,0 a
RC (% EI) 60,645,8 b 72,740,1a 70,7433 a 66,6+0,0 b
RM (% EB) 13,2+0,1 b 10,3+0,2 b 20,6+0,1a 12,8+0,0b
RM (% EI) 13,4+1,1b 10,7+0,01b 20,4+0,8 a 13,1+0,0 b
VRR 1,2+0,0b 1,2+0,0b 1,4+0,0a 1,240,0 b

NTU: unidad de turbidez nefelométrica; e, (%): eficiencia de clarificacion del permeado; J,40: flux de permeado a
240 min de operacion; RC (%EB): recuperacion en concentracion de betalainas expresado como betanina; RC
(%EI): recuperacién en concentracion de betalainas expresado como indicaxantina; RM (%EB)’ recuperacion de
masa de betalainas expresado como betanina; RM (%EIl): recuperacion de masa de betalainas expresado como
indicaxantina; VRR: razon de reduccion del volumen; a — b: Letras distintas indican diferencias estadisticamente
significativas entre membranas para cada PTM (p < 0,05).

De acuerdo a los resultados obtenidos en el proceso de MF se selecciond la
membrana cerdmica a una condicion PTM 0,64 bar para continuar el estudio en la
etapa siguiente de UF de modo que el permeado del proceso de MF sera el que se

utilizar4 como alimentacion del proceso de UF.

e Balance de masa del proceso y caracterizacion del permeado de
microfiltracion

En la Tabla 7 se presenta el balance de masa del proceso de MF con membrana
ceramica a PTM de 0,64 bar. El retenido alcanz6 sobre un 70% de retencion de
betalainas (betacianinas y betaxantinas), lo cual sugiere que el mucilago que es
retenido por la membrana, al tener gran capacidad de absorber agua retiene también
gran parte de las betalainas (Sdenz et al., 2004; Matsuhiro et al., 2006). En el
permeado se obtuvo una recuperacion de un 20% de betalainas respecto de la
alimentacion. Sin embargo, el permeado a pesar de tener un bajo contenido de
betalainas presenta la ventaja de corresponder a una solucién clarificada (libre de

mucilago).
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Tabla 7. Balance de masa del proceso de microfiltracion de pulpa de tuna con
membrana ceramica a PTM de 0,64 bar

Pardmetro Alimentacion Permeado Retenido Pérdida
Masa () 3000 840 (28%)* 2000 (67%)* 5%
Betacianinas (mg EB) 395,1 81,5 (21%)* 2914 (74%)* 5%
Betaxantinas (mg EI) 146,1 29,2 (20%)* 1046 (72%)* 8%
Polifenoles totales (mg EAG) 590,1 218,2 (37%)* 2415 (41%)* 22%

EB: expresado como betanina; El: expresado como indicaxantina; EAG: equivalente de acido galico; * %
respecto a la masa de alimentacion

La Tabla 8 muestra las caracteristicas fisicas y quimicas de la alimentacion
permeado Y retenido obtenidos en MF utilizando membrana ceramica a PTM 0,64

bar.

Tabla 8. Caracteristicas fisicas y quimicas de la alimentacién, permeado y retenido
obtenidos por MF de pulpa de tuna con membrana ceramica a PTM 0,64 bar

Parédmetro Alimentacion Permeado Retenido
(Pulp&:;’;\gga (1:1)) X+DS) (X +DS)
Soélidos solubles (°Brix a 20°C)  7,1+0,5a 6,9+0,2 a 7,1+0,3 a
Azcares totales (%) 6,6+0,0 a 7,2£09 a 7,3x0,0 a
pH 6,410,2 a 6,7£0,1a 6,8+0,1 a
Acidez (% acido citrico) 0,020+0,00 ¢ 0,056 +£0,003 a 0,035+0,01 b
Densidad (g/mL) 1,04640,021 a 1,017+0,04 a 1,021+0,03a
Turbidez (NTU) 1226,7+64,3 b 0,0£0,0 ¢ 2283,3t56 a
Parametros de color
L 21,2+0,5b 30,5+0,1a 17,6+0,5¢
a* 54,4+0,7 b 66,9+0,2 a 49,240,7 c
b* 33,9+0,6 a 33,2+0,3a 28,6+0,7b
c* 64,1+09b 74,740,0 a 56,9+1,0c
he 32,0£0,1a 26,4+0,2 c 30,2+0,3 b
Betacianinas (mg EB/L) 131,7¢1,1 b 97,0+0,2 ¢ 145,7+0,1 a
Betaxantinas (mg EI/L) 48,7£0,7 b 34,7£0,1 ¢ 52,3+0,1 a
Polifenoles totales (mg EAG/L)  196,7+0,0 b 2453140 a 120,8+8,9 ¢

NTU: unidad de turbidez nefelométrica; EB: expresado como betanina; El: expresado como indicaxantina; EAG:
equivalente de acido galico; X: promedio; DS: desviacion estandard (n= 3); a, b, c: Letras distintas indican
diferencias estadisticamente significativas entre alimentacion, permeado y retenido para cada parametro (p <
0,05).

En la Figura 6 (A y B) se presentan los cromatogramas HPLC de betalainas a 480
y 535 nm, respectivamente, para el permeado obtenido en proceso de MF de pulpa

de tuna utilizando membrana ceramica y PTM 0,64 bar. Los peaks identificados
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coinciden con los que presenta la pulpa de tuna purpura (Fig.4), no observandose la
aparicion de compuestos de degradacion a estas longitudes de onda.
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Figura 6. Cromatograma obtenido por HPLC de betalainas a 484 nm (A) y 535 nm (B)
para el permeado de microfiltracion de pulpa de tuna, utilizando membrana
ceramica a PTM de 0,64 bar. Indicaxantina (1), betanina (2) e isobetanina (3).

3.2.2 Ultrafiltracion (UF) del permeado de MF aplicando un disefio
experimental

En la Tabla 9 se presentan las condiciones experimentales y el factor de
concentracion (FC) de betacianinas para el disefio Composito central mas punto axial
aplicado en el proceso de UF del permeado de microfiltracion de pulpa de tuna,

utilizando membrana cerdmica y polimérica.

El FC se calcul6 en el flujo del retenido, variando entre 0,6 y 2,5 para membrana
ceramica y entre 0,4 y 1,6 en membrana polimérica. Los valores de FC entre
experimentos presentaron diferencias significativas (p<0,05) para cada membrana

estudiada. Se observd un aumento en los valores de FC cuando se utiliz6 membrana
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cerdmica, siendo el FC significativamente mayor (p<0,05) en el experimento 7,
donde la condicién de temperatura (30°C) y PTM (7,9 bar) fueron altas.

Tabla 9. Condiciones experimentales y factor de concentraciéon (FC) de betacianinas
para el diseflo composito central mas punto axial aplicado en el proceso de
ultrafiltracion del permeado de microfiltracion, utilizando membrana ceramica y
polimérica

FC betacianinas
Temperatura PTM

Experimento Membrana Ceramica  Membrana Polimérica
(°C) (bar) (X +DS) (X+DS)
1 19 4,9 1,0 £ 0,00 0,8+0,04
2 20 1,8 1,3+0,03 1,4 +0,06
3 20 7.9 1,5+0,00 1,6 £0,03
4 25 1,2 1,0+0,00 0,4+0,01
5 25 8,5 1,6 £ 0,05 1,0+0,03
6 30 1,8 1,1+0,01 1,3+0,01
7 30 7,9 25+0,11 1,5+0,01
8 31 4,9 1,1+0,00 0,9+0,01
9 25 4,9 0,6+0,02 0,8 £ 0,02
10 25 4,9 0,8+0,01 0,7+0,01
11 25 4,9 0,7+0,01 0,7+0,01
12 25 4,9 0,7+0,01 0,8+0,01

FC: factor de concentracion; X: promedio; DS: desviacion estandard (n=3)

Para la optimizacion del FC en membrana ceramica y polimérica se utilizd
Metodologia de Superficie Respuesta (MSR). El criterio general para determinar el
ajuste de la variable respuesta fue el coeficiente de determinacién (R-ajustado
corregido por grados de libertad) y la obtencion de residuales bajos (< 6) (Romero y
Zuiiica, 2005). Se considero la forma lineal, cuadratica y la interaccion para las

variables independientes estudiadas a un nivel p<0,05.

En la Figura 7 (A y B) se muestran los graficos de Superficie Respuesta de los
disefios Composito central para el proceso de UF con membrana ceramica y

polimérica, respectivamente.
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Figura 7. Gréfico de Superficie Respuesta para el disefio aplicado al proceso de
ultrafiltracién con membrana polimérica (A) y ceramica (B)

La membrana polimérica se descarto respecto de la cerdmica primeramente porque el
coeficiente de determinacién (R%-ajustado corregido por grados de libertad) para el
disefio experimental con membrana polimérica fue 44%. En segundo lugar, porque el
disefio para membrana polimérica mostro un bajo ajuste y valores significativamente

menores (p<0,05) de FC respecto a membrana cerdmica.

El disefio para membrana cerdmica tuvo un alto ajuste (92,7%) y el analisis de
varianza indicé que las variables independientes temperatura y PTM tuvieron un
efecto significativo (p<0,05) sobre FC. La temperatura modifica la viscosidad de la
solucion de alimentacion, a mayores temperaturas la viscosidad decrece y aumenta
FC (Barros et al., 2003; Cancino-Madariaga et al., 2012). La PTM tiene un efecto
sobre el J porque a mayor PTM aumenta J lo que permite alcanzar mayores valores
de FC (Raventos, 2005; Ruby et al., 2011; Marti-Calatayud et al., 2010). En la
Figura 7 B se observa que la respuesta se maximiza a los maximos valores de

temperatura y PTM, siendo las condiciones dptimas 31°C y 8,5 bar.
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e Balance de masa y caracterizacion del extracto UF obtenido bajo
condiciones éptimas

La Tabla 10 presenta el balance de masa del proceso de UF para la obtencion del

extracto UF bajo condiciones éptimas (31°C y 8,5 bar).

Tabla 10. Balance de masa del proceso de ultrafiltraciéon de pulpa de tuna ultrafiltrada,
utilizando membrana ceramica bajo condiciones éptimas

Parametro Alimentacion Permeado Retenido Pérdida
(Permeado MF)

Masa (g) 1500 920 (61%)* 460 (31%)* 8%

Betacianinas (mg EB) 140,4 28,2 (19%)* 111,7 (80%)* 1%

Betaxantinas (mg EI) 46,9 11,1 (24%)* 34,6 (74%)* 2%

Polifenoles Totales (mg 4815 190,5 (40%)* 280,5 (58%)* 2%

EAG)

EB: expresado como betanina; El: expresado como indicaxantina; EAG: Equivalente de A&cido gélico;
* % respecto a la masa de alimentacion.

El extracto de UF (retenido) obtenido bajo condiciones dptimas presentd un 80 y
74% de retencion de betacianinas y betaxantinas, respectivamente. Resultados
similares reportaron Real y Cerezal (1995) quienes obtuvieron 78,2 y 80,5% de
retencion de betacianinas y betaxantinas, respectivamente, en un proceso de UF de
jugo de betarraga utilizando membrana polimérica. Bayindirli et al. (1988) report6
un 59% de retencién de betacianinas en UF de un extracto de betarraga, mientras que
Cassano et al. (2007) inform6 un 56% de retencidon de betaxantinas al ultrafiltrar

jugo de tuna amarilla despectinizado, utilizando membrana polimérica.

La Tabla 11 muestra las caracteristicas fisicas y quimicas de la alimentacion
(permeado de MF), permeado y retenido del proceso de UF con membrana ceramica
obtenidos bajo condiciones dptimas (8,5 bar y 31 °C). El contenido de betacianinas,
betaxantinas y polifenoles totales en el retenido fue significativamente mayor
(p<0,05), respecto a la alimentacion y al permeado. EI FC de betacianinas obtenido

en el proceso de UF bajo condiciones ptimas fue 2,8.
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En el proceso de UF se obtuvo un extracto UF bajo condiciones dptimas, el cual
presentd un contenido de betalainas (betacianinas y betaxantinas) similar al de la
pulpa. Sin embargo, con un contenido de solidos solubles y azlcares totales

significativamente menores (p<0,05) respecto de la pulpa de tuna (Tabla 5).

Tabla 11. Caracteristicas fisicas y quimicas de las soluciones de alimentacion,
permeado y retenido obtenidas por ultrafiltracion con membrana ceramica bajo
condiciones optimas (8,5 bar y 31°C)

Paradmetro Alimentacién Permeado Retenido
(Permeado MF) ~ **P9) (X£DS)
(X +DS)

Solidos solubles (°Brix a 20°C) 6,07+0,12 c 6,5+£0,06 b 8,1+£0,00 a
Az(cares totales (%) 7,2+0,9 a 7,6+£1,0 a 9,2+0,3 a
pH 6,7+ 0,09 a 5,67+0,1b 5,56+0,1 b
Acidez (% &cido citrico) 0,056 +£0,003 b 0,058+0,0 b 0,154+0,0 a
Densidad (g/mL) 1,017£0,04 a 1,017£0,01 a 1,024+0,0 a
Turbidez (NTU) 0,0+0,00 a 0,0+0,00 a 0,0+0,00 a
Parametros de color
L 30,5+0,1 b 40,1+0,0 a 17,8+0,1¢
a* 66,9+0,2 b 76,9+0,1a 51,2#0,1¢
b* 33,2+0,3a 12,702 ¢ 29,9+0,1 b
Cc* 74,7£0,0 b 77,9+0,1a 59,3+0,1¢
he 26,4+0,2 b 9,4+0,1¢ 30,3t0,1a
Betacianinas (mg EB/L) 97,0+0,20 b 30,7+£0,11 ¢ 242,9+101a
Betaxantinas (mg EI/L) 34,7+0,06 b 12,1+0,05 ¢ 75,3+0,01 a
Polifenoles Totales (mg EAG/L) 245,3+4,04 b 207,3+8,33 b 659,7+25,0 a

NTU: unidad de turbidez nefelométrica; EB: expresado como betanina; El: expresado como indicaxantina; EAG:
equivalente de é&cido galico; X: promedio; DS: desviacion estandard (n=3); a, b, c: Letras distintas indican
diferencias estadisticamente significativas entre la alimentacion, permeado y retenido para cada parametro (p <
0,05).
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3.3.- Microencapsulacion de betalainas

Se encapsulé pulpa (P) de tuna pdrpura (Opuntia ficus-indica) y extracto ultrafiltrado
(UF) de tuna purpura con Capsul (C) y K4484 (K) como agentes encapsulantes
utilizando secado por atomizacion como método de encapsulacion. Se estudiaron
cuatro sistemas de microparticulas, pulpa - Capsul (P-C), pulpa - K4484 (P-K),
extracto ultrafiltrado - Capsul (UF-C) y extracto ultrafiltrado - K4484 (UF-K).

Para lograr altas eficiencias de encapsulacion (EE), recuperacion (R) y rendimiento
fue necesario optimizar las condiciones de secado (Gharsallaoui et al., 2007). La
temperatura de alimentacion, la temperatura del aire de entrada al secador y la
temperatura de salida son variables de gran importancia en el proceso de secado (Liu
et al., 2004; Gharsallaoui et al., 2007). La temperatura de entrada es uno de los
parametros mas importantes ya que se relaciona con la velocidad de secado de la
gota y con el contenido final de humedad de las microparticulas. La temperatura de
salida se considera un pardmetro de control porque corresponde a la temperatura
final a la que se expondran las microparticulas al término del proceso de
encapsulacion, sin embargo, este parametro no puede ser controlado directamente y
depende de la temperatura de entrada en las condiciones de este estudio
(Gharsallaoui et al., 2007; Fang y Bhandari, 2010; Murugesan y Orsat, 2012). Otro
factor a considerar en algunas ocasiones, es la relacion activo/agente encapsulante,
porque determina el contenido de sélidos del sistema. Cuando el contenido de sélidos
es alto, aumenta la viscosidad y la velocidad de formacién de la costra sobre la
superficie de la gota permitiendo la difusion del agua, pero reteniendo el agente
activo (Gharsallaoui et al., 2007; Kenyon, 1995).

En base a estos antecedentes, en este estudio las variables independientes estudiadas
correspondieron a: la relacion (P 6 UF)/agente encapsulante (K 6 C) (variable de
formulacién) y la temperatura del aire de entrada al secador (variable de proceso).
Las variables respuesta correspondieron a la EE de betacianinas y betaxantinas, R de
betacianinas y betaxantinas, y rendimiento del proceso, de acuerdo a un disefio

experimental Composito central mas punto axial.
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Los criterios para considerar una variable dependiente en la optimizacion maltiple
(deseabilidad) fueron el coeficiente de determinacion (R*-ajustado corregido por
grados de libertad) (Romero y Zufiica, 2005) y los residuales. Cuando el R*ajustado
corregido por grados de libertad fue alto y el valor de los residuales fue menor a 6, la

variable fue considerada. Para todos los casos el “lack of fit” no fue significativo.

En general, los efectos lineales se consideraron para todos los modelos, incluso
cuando no fueron significativos (ej. temperatura), porque el efecto lineal es la base
del experimento. Ademas, el mismo criterio se aplico para el efecto interaccion, ya
que cuando la interaccidn es significativa, el efecto simple también lo es (Romero y
Zufiica, 2005). Para el efecto cuadratico, la variable relacion”2 fue significativa en
todos los casos, mientras que la temperatura®2 no fue significativa, por lo tanto, no
fue incluida en el modelo. Este comportamiento fue consistente en la mayoria de los
sistemas. La variable relacion (P 6 UF)/agente encapsulante mostrd un claro
comportamiento cuadratico en todos los rangos de la experimentacion, mientras que

la temperatura mostré un comportamiento lineal.

Para la optimizacion se utiliz6 MSR para cada sistema de microparticulas estudiado
y se empleo la funcion deseabilidad que permite asignar un puntaje entre 0 y 1 para
un set de variables respuestas donde 1 representa la maximizacion de cada variable
(en el caso de este estudio 1 representaria 100% de EE y R de betacianinas y
betaxantinas, y de rendimiento del proceso), determinandose las condiciones éptimas

para cada sistema de microparticulas estudiado.

3.3.1 Microencapsulacion de pulpa de tuna

En las Tablas 12 y 13 se presentan las condiciones experimentales, la EE de
betacianinas y betaxantinas, la R de betacianinas y betaxantinas y el rendimiento del

proceso para los sistemas de microparticulas P-C y P-K, respectivamente.

La EE de betacianinas y betaxantinas para P-C vario en un rango entre 95,5-99,7% y
94,8-97,9%, respectivamente y para P-K entre 94,8-100% y 88,8-98,8%,
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respectivamente. Los valores de EE alcanzados mostraron una alta interaccion entre
las betalainas (betacianinas ¢ betaxantinas) con ambos agentes encapsulantes. Se ha
establecido que al aumentar el contenido de sélidos en un sistema, mejora la EE
(Gharsallaoui et al., 2007), sin embargo, este efecto no se observo para la
encapsulacion de betalainas de tuna purpura con C 6 K obteniéndose altas EE en
todas las condiciones estudiadas. Similares EE para betacianinas y betaxantinas por
secado por atomizacién se obtuvieron en la encapsulacion de pulpa de tuna parpura
utilizando como agentes encapsulantes polisacaridos como maltodextrina e inulina
(Séenz et al., 2009), proteinas como aislado proteico de soja y mezcla de aislado
proteico de soja y polisacaridos (maltodextrina e inulina) (Torres, 2008).

La R de betacianinas y betaxantinas fluctu6 para P-C entre 25,2-65,4% y 50,1-
77,5%, respectivamente, y para P-K entre 33,8-71,2% y 54,7-81,2%,
respectivamente. Para cada sistema se observo que la R de betaxantinas fue mayor
que la de betacianinas, lo cual se atribuye a que las betaxantinas son méas estables a
altas temperaturas (Saenz et al., 2009). Otros estudios de encapsulacién obtuvieron
valores de R para betacianinas y betaxantinas de 100% en microparticulas de pulpa
de tuna elaboradas con maltodextrina e inulina (S&enz et al., 2009), y de un 88,2%
para betacianinas en microparticulas de jugo de betarraga con goma arabica (Pitalua
etal., 2010).

El rendimiento del proceso fluctué entre 15,5-71,5% para P-C y 1,0-67,6% para P-K.
Un valor intermedio (58%) obtuvo Obon et al. (2009) para microparticulas de jugo
de tuna purpura (Opuntia stricta) con jarabe de glucosa obtenidas por secado por

atomizacion.

43



Tabla 12. Condiciones experimentales, eficiencia de encapsulacion de betacianinas y
betaxantinas, recuperacion de betacianinas y betaxantinas y rendimiento para el disefio
composito central mas punto axial de pulpa con Capsul (P-C)

Experimento Relacion Tgé?g?rr:t;;a BEtEc. BeEtEX. Be?ac. Belt?ax. Rendimiento
P/C entrada fl (%)* (%)* (%)* (%)* (%)*
secador (°C)
1 1.1 140 98,7+12 964 +£16 415+38 623 21 649+21
2 5:1 140 99601 974 £03 59,1+0,2 66,0 £3.1 715%£20
3 1:1 210 955+13 954 +01 428+14 645 +29 64,6+1,8
4 5:1 210 995+02 974%x01 608+28 775 19 155+25
5 0,58:1 175 96,5+0,3 948 +0,2 252+14 50,1 1,2 357+19
6 5,42:1 175 99,7+00 96,6 03 63,4104 76,2 0,8 60,9+ 2,3
7 3:1 133 996+03 979 +£10 58,0+1,3 750 £0,3 70,4 £0,9
8 3:1 217 99,1+0,3 969 0,6 654+3,1 76,7 £0,9 54,4+22
9 31 175 99,2+08 973 x16 50,1+0,6 70,0 £2,6 64,1+£2,0
10 31 175 996+04 976 £09 56,7431 724 x05 61,3+3,6
11 31 175 99401 979 £04 532+0,2 750 =04 66,9+1,6
12 3:1 175 99,4+00 97,3 +0,6 57,7+15 745 +0,2 69,7+2,5

P: pulpa de tuna; C: Capsul; EE betac.: eficiencia de encapsulacion de betacianinas; EE betax.: eficiencia de
encapsulacion de betaxantinas; R betac: recuperacion de betacianinas; R betax: recuperacion de betaxantinas.

Tabla 13. Condiciones experimentales, eficiencia de encapsulacion de betacianinas y
betaxantinas, recuperacién de betacianinas y betaxantinas y rendimiento para el disefio
composito central mas punto axial de pulpa con K4484 (P-K)

Relacién  Temperatura EE EE R R Rendimiento
Experimento P/K del aire de Betac. Betax. Betac. Betax. (%)*
entrada al (%)* (%)* (%)* (%)*
secador (°C)

1 11 120 98,1+0,0 953+11 46,702 614+15 66,1+1,7
2 5:1 120 974+10 936+21 440x13 704+12 676+1.2
3 11 210 95,3+06 891+0,7 502+01 81,2+0,9 58,2+ 0,7
4 5:1 210 99,7+05 988+11 685+05 79,0+0,6 1,0+13
5 0,58:1 165 955+22 888+01 338x12 547+14 21,1+172
6 5,42:1 165 948+05 946+04 409+09 55008 6,1+21
7 31 110 100,0+0,3 968+0,1 651+03 66408 50,2+2,22
8 31 219 100,000 970+£0,2 591+12 805%17 209+15
9 31 165 995+0,0 96,71+06 67412 649+18 46,0+ 1,7
10 31 165 978+03 981+06 629x14 69,8+0,9 56,4+18
11 31 165 988+00 967+05 660x12 685+17 56,4+20
12 3:1 165 969+03 981+05 712+11 720+11 544 +23

P: pulpa de tuna; K: K4484; EE betac.: eficiencia de encapsulacion de betacianinas; EE betax.: eficiencia de
encapsulacion de betaxantinas; R betac: recuperacion de betacianinas; R betax: recuperacién de betaxantinas.
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El andlisis de varianza indic6 que las variables independientes, relacion P/agente
encapsulante (K 6 C) y la temperatura del aire de entrada al secador, tuvieron un
efecto significativo (p<0,05) sobre todas las variables de respuesta en el proceso de
secado de los sistemas P-C y P-K. Estos resultados coinciden con lo reportado en la
literatura, donde se indica que la degradacién del activo durante el proceso de secado
ha sido asociada con reacciones de degradacion inducidas por temperatura,
mostrando la relevancia de la temperatura del aire de entrada al secador durante el
proceso de secado (Liu et al., 2004; Gharsalloui et al., 2007). Ademas confirma que
la relacion activo/agente encapsulante es una variable importante, dado que un
aumento en el contenido de sélidos solubles produce una répida formacion de la
costra durante el proceso de secado que permite la difusion del agua pero retiene el

activo, evitando su degradacion (Gharsallaoui et al., 2007; Kenyon, 1995).

En la Figura 8 (A y B) se muestran los gréaficos de Superficie Respuesta de los
disefios Composito central para los sistemas de microparticulas P-C y P-K,

respectivamente.
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Figura 8. Graficos de Superficie Respuesta para los sistemas de microparticulas:P-C
(A)y P-K(B)
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En la Figura 8 (A y B) se observa que las variables respuesta se maximizaron a
valores intermedios de relacion P/agente encapsulante (K 6 C) y a bajas temperaturas
de secado en el rango estudiado. La condicion éptima para maximizar las variables
respuesta correspondié a una relacion P/agente encapsulante (K 6 C) de 3:1 y
temperatura del aire de entrada al secador de 110°C para K4484, y 133°C para
Capsul. La temperatura del aire de entrada al secador dependié del tipo de agente
encapsulante, mientras que la relacion dependio del tipo de extracto (P). La misma
relacién P/agente encapsulante se obtuvo en encapsulacién de pulpa de tuna de la

misma especie con maltodextrina e inulina (Saenz et al., 2009).

3.3.2 Microencapsulacion del extracto UF

En la Tabla 14 y 15 se presentan las condiciones experimentales, la EE de
betacianinas y betaxantinas, la R de betacianinas y betaxantinas y el rendimiento del

proceso para los sistemas de microparticulas UF-C y UF-K, respectivamente.

La EE de betacianinas y betaxantinas para UF-C vari6 en un rango entre 92,9-100%
y 91,4-97,9%, respectivamente y para UF-K entre 97,5-99,8% vy 96,8-99,7%,
respectivamente. Los altos valores de EE (>91%) obtenidos utilizando UF como
compuesto activo, corroboran que existe una alta interacciéon betalainas-polimero,

como se establecio para la encapsulacion de pulpa de tuna.

La R de betacianinas y betaxantinas fluctué para UF-C entre 44-67,5% y 73,1-100%,
respectivamente y para UF-K entre 15,6-62,1% y 42,2-100%, respectivamente. Para
cada sistema la recuperacion fluctio en un amplio rango, sin embargo, se observa
que para todos los experimentos la recuperacion de betaxantinas fue mayor que la de
betacianinas. Igual comportamiento se observé al encapsular P. Recuperaciones de
betacianinas mayores se reportd6 para microparticulas de extracto de betarraga

elaboradas con maltodextrina (90%) (Azeredo et al., 2007).

El rendimiento del proceso fluctud entre 27,2-73,9% para UF-C y 4,7-78,9% para
UF-K.
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Tabla 14. Condiciones experimentales, eficiencia de encapsulacion de betacianinas y
betaxantinas, recuperacion de betacianinas y betaxantinas y rendimiento para el disefio
composito central mas punto axial de ultrafiltrado con Capsul (UF-C)

Relacion  Temperatu EE EE R R Rendimiento
P/C ra del aire Betac. Betax. Betac. Betax. (%)*
Experimento de entrada (%)* (%)* (%)* (%)*
al secador
9]

1 1:1 140 95,2+0,1 942 +0,0 524 x16 92,9 +0,9 73,913
2 5:1 140 99,2+0,0 97,2 x0,0 675 x0,6 1000 1 47,3+ 2,0
3 1:1 210 92,9+0,3 915 #0,2 57,7 £1,6 100,0 +0,0 67,8+ 1,7
4 5:1 210 100,0£0 97,0 +0,3 44,4 +0,7 73,1 +0,6 27,2+2.3
5 0,58:1 175 945420 914 %12 440 +06 952 +1,2 442+ 22
6 5,42:1 175 98,5+0,0 974 +0,1 599 +14 93,2 +0,0 44,6+ 2,1
7 3:1 133 97,5+0,8 979 +1,1 61,1 £22 100,0 £1,3 61,0+ 1,0
8 31 217 974+14 96,8 £+1,7 589 15 94,1 2,1 65,1+ 1,3
9 31 175 97405 96,6 0,0 57,1 +12 986 +04 45,0+ 1,5
10 31 175 98,0+0,1 96,9 #0,0 60,1 £1,2 91,0 £2,0 49,0+ 1,3
11 31 175 97,6 #0,3 97,8 +0,0 64,1 £05 99,0 +0,0 53,821
12 3:1 175 98,7+0,1 969 #0,1 573 +12 97,0 0,0 48,2+ 2,3

UF: extracto ultrafiltrado; C: Capsul; EE betac.: eficiencia de encapsulacion de betacianinas; EE betax.: eficiencia
de encapsulacion de betaxantinas; R betac: recuperacion de betacianinas; R betax: recuperacion de betaxantinas.

Tabla 15. Condiciones experimentales, eficiencia de encapsulacion de betacianinas y
betaxantinas, recuperacion de betacianinas y betaxantinas y rendimiento para el disefio
composito central més punto axial de ultrafiltrado con K4484 (UF-K)

Relacién  Temperatura EE EE R R Rendimie
Experimento P/IC (:ziltgéz if Betac. Betax. Betac. Betax. nto (%)*
secador (°C) (%)* (%)* (%)* (9%)*

1 11 120 99,0 £+0,0 988 +0,0 312 +13 732 +31 672+18
2 51 120 98,0 £+0,2 978 +0,3 325 +0,2 743 +£0,3 581+23
3 11 210 978 £+0,0 968 +0,0 312 +1,7 754 +11 789+11
4 5:1 210 99,8 +04 99,7 +04 504 £12 1000 £2 4,70+2,0
5 0,58:1 165 98,0 +0,0 979 +01 249 £03 750 09 314+15
6 5,42:1 165 97,7 +00 984 +04 621 +01 1000 £0 29,8+13
7 31 110 985 +01 969 +03 26,1 +09 709 £33 498+1,0
8 31 219 98,7 £+0,2 971 +03 211 +£0,2 542 01 514+21
9 31 165 979 £04 973 +0,2 156 £09 422 +20 482+20
10 31 165 980 £02 974 +09 211 +£11 522 +12 579+19
11 31 165 975 +08 970 +45 193 +14 472 +18 523+18
12 31 165 979 £02 974 +0,3 251 £0,7 50,2 +23 482+20

UF: extracto ultrafiltrado; K: K4484; EE betac.: eficiencia de encapsulacion de betacianinas; EE betax.: eficiencia
de encapsulacion de betaxantinas; R betac: recuperacion de betacianinas; R betax: recuperacion de betaxantinas
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El andlisis de varianza indicd que la relacion UF/agente encapsulante (K 6 C) y la
temperatura de secado tuvieron un efecto significativo (p<0,05) sobre las variables
de respuesta en el proceso de secado para los sistemas UF-C y UF-K. Estos
resultados coinciden con los efectos significativos encontrados al encapsular P con
ambos agentes encapsulantes, mostrando la importancia del contenido de sélidos y
de la temperatura de entrada al secador para la formacion de la costra sobre la

superficie de la gota y la proteccion del activo (Gharsalloui et al., 2007).

En la Figura 9 (A y B) se muestran los gréaficos de Superficie Respuesta de los
disefios Composito central para los sistemas de microparticulas UF-C y UF-K,
respectivamente. Se observa que para el sistema UF-C las variables respuesta se
maximizaron a valores intermedios de relacion y a bajas temperaturas de secado en el
rango estudiado, mientras que para el sistema UF-K (Figura 9 B) la optimizacién se
alcanzo a bajos valores de relacion y temperatura de secado. Las condiciones 6ptimas
de relacion y temperatura correspondieron a 2,5:1 a 133°C para UF-C y 1:1 a 110°C
para UF-K.
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Figura 9. Graficos de Superficie Respuesta para los sistemas de microparticulas: UF-
C(A) y UF-K(B)
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3.3.3 Caracterizacion de microparticulas obtenidas bajo condiciones éptimas

La Tabla 16 muestra las condiciones dptimas, EE y R de betacianinas y betaxantinas
y rendimiento para los sistemas de microparticulas P-C, P-K, UF-C y UF-K.

Tabla 16. Condiciones ¢ptimas, eficiencia de encapsulacion y recuperacion de
betacianinas y betaxantinas, y rendimiento del proceso para los sistemas de
microparticulas P-C, P-K, UF-C y UF-K obtenidos bajo condiciones 6ptimas

Sistema P-C/6ptimo P-K/éptimo UF-C/éptimo UF-K/6ptimo
(X £ DS) (X £DS) (X £ DS) (X + DS)
Relacién (P 6 UF)/agente 31 3:1 2,5:1 1:1

encapsulante (K 6 C)

Temperatura del aire de

entrada al secador (°C) 133 110 133 110

EE Betacianinas (%) 99,3+0,6a 99,6+04a 99,1+04a 99,6+04a
EE Betaxantinas (%) 98,6+0,6a 985+13a 98,7+06a 99,3+0,6a
R Betacianinas (%) 709+19b 68,5+1,0b 724+24b 778+24a
R Betaxantinas (%) 885+20b 792+12hb 96,8+29a 100+£0,0a

Rendimiento (%) 653+5,1a 69,4+ 0,2 a 62,6 +6,8a 657£18a

P: pulpa de tuna; UF: extracto ultrafiltrado; AE: agente encapsulante; K: K4484; C: Capsul; P-C: sistema pulpa
de tuna con Capsul; P-K: sistema pulpa de tuna con K4484; UF-C: sistema UF con Capsul; UF-K: sistema UF
con K4484; X: promedio; DS: desviacion estandard (n= 3); letras diferentes indican diferencias significativas
entre sistemas para cada parametro (p<0,05).

La condicién optima de relacion P/agente encapsulante fue 3:1 independiente del
agente encapsulante Capsul o K4484. Este mismo efecto observé Séenz et al. (2009)
en microparticulas de pulpa de tuna pdrpura con maltodextrina e inulina como
agentes encapsulantes. En los sistemas con UF la relacion optima UF/ agente
encapsulante fue 2,5:1 y 1:1 al utilizar Capsul y K4484, respectivamente, sugiriendo
que la relacién UF/agente encapsulante dependié del tipo de agente encapsulante.
Las diferencias en la relacion (P ¢ UF)/ agente encapsulante se atribuyen a la
presencia de mucilago en la pulpa, al cual se le han descrito propiedades
encapsulantes (Medina-Torres et al., 2013), siendo posible incorporar una menor

cantidad de agente encapsulante en P-C y P-K.
Como ya se indico, la condicion optima de temperatura del aire de entrada al secador

para los sistemas de microparticulas con Capsul (P-C y UF-C) y K4484 (P-K y UF-

K) fue 133 y 110°C, respectivamente. Los resultados muestran que la temperatura de
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secado dependio del tipo y naturaleza del agente encapsulante y no del tipo de
extracto o fuente de betalainas.

La EE de betacianinas y betaxantinas alcanzo valores sobre 98% para los sistemas de
microparticulas P-C, P-K, UF-C y UF-K obtenidos bajo condiciones dptimas, sin
existir diferencias significativas entre ellos. Estos resultados se atribuyen a la fuerte
interaccion betalainas-polimero dada por la naturaleza catidnica que poseen las
betalainas. En su estructura tienen un nitrégeno cargado positivamente (Kanner et
al., 2001; Moreno et al., 2008) y los polimeros presentan carga negativa (Cai y
Corke, 2000), sugiriendo que entre ellos existen interacciones electrostaticas y/0

formacion de puentes de hidrégeno.

La R de betacianinas y betaxantinas en los sistemas de microparticulas obtenidas
bajo condiciones Optimas vario6 en un rango de 68,5-77,8% y 79,2-100%,
respectivamente. La recuperacién de betacianinas para el sistema UF-K fue
significativamente mayor (p<0,05) respecto a P-C, P-K y UF-C. lo cual se atribuye al
mayor contenido de solidos (32,4 g para UF-K versus 14,2 g para P-C, P-K y UF-C).
Asi, un mayor contenido de solidos formaria rapidamente una costra sobre la
superficie de la gota durante el proceso de secado, permitiendo la difusion del agua

pero reteniendo el agente activo (Gharsallaui et al., 2007; Kenyon, 1995).
Respecto del rendimiento no se observaron diferencias significativas entre los
sistemas de microparticulas obtenidas bajo condiciones Optimas y los valores

obtenidos fluctuaron entre 62,6 y 69,4%.

En la Tabla 17, se presentan las caracteristicas fisicas y quimicas de los sistemas de

microparticulas P-C, P-K, UF-C y UF-K obtenidas bajo condiciones 6ptimas.
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Tabla 17. Caracteristicas fisicas y quimicas de los sistemas de microparticulas P-C, P-

K, UF-C y UF-K obtenidas bajo condiciones 6ptimas

Paradmetro P-C P-K UF-C UF-K
(X £ DS) (X £DS) (X £DS) (X £DS)

Humedad (%) 3,7+0,3b 28+0,04c 51+004a 29+0,19c
Actividad de agua (ay) 0,23 +0,01b 0,22+0,01b 0,30+0,003a 0,30+0,003a
Betacianinas (mg EB/ g) 0,36 £ 0,03 a 0,34+0,01a 0,36+001la 0,34+00la
Betaxantinas (mg El/ g) 0,16 +0,04a 015+0,06a 016+00la 015+005a
Polifenoles  Totales (mg 1,0%£0,04a 0,9+0,09a 0,9+0,02a 0,9+0,06a
EAG/qg)
Higroscopicidad (g/100g) 49,7+2,41ab 54,8+3,58a 40,4+0,30c  48,1+3,54b
Tamafio de particula D(3,2) 4,7 4,5 4,6 4,4
(Lm)
Pardmetros de Color
L 69,3+0,1b 66,0+021c 692+006b 718+0,12a
a* 236+0,1b 264+015a 23,7+0,20b 21,0+0,10c
b* -6,6 +0,00 c -6,9+0,00d -62+0,00b -4,7+0,06a
c* 245+0,1b 273%0,15a 245+0,19b 215%0,11c
h° 3444+01c 3453+0,08b 3453+0,1b 3472%01la

P: pulpa de tuna; UF: extracto ultrafiltrado; P-C: sistema pulpa de tuna con Capsul; P-K: sistema pulpa de tuna
con K4484; UF-C: sistema UF con Capsul; UF-K: sistema UF con K4484; EB:expresado como equivalente a
betanina; El: expresado como equivalente a indicaxantina; EAG: equivalente de &cido galico; X: promedio; DS:
desviacion estandard (n= 3); letras distintas indican diferencias estadisticamente significativas entre sistemas para
cada parametro (p < 0,05).

El contenido de humedad vari6 entre 2,8 y 5,1%, valores comunmente alcanzados en
particulas obtenidas mediante secado por atomizacion (Cai y Corke, 2000,
Rodriguez-Hernandez et al., 2005; Gharsallaui et al., 2007; Saenz et al., 2009; Obodn
et al., 2009). Se observa que no existen diferencias significativas en el contenido de
betacianinas, betaxantinas y polifenoles totales para los sistemas de microparticulas
obtenidos bajo condiciones Optimas.

El tamafio de las microparticulas de los sistemas P-C, P-K, UF-C y UF-K obtenidos
bajo condiciones Optimas presentd una distribucion unimodal (un solo rango de
tamafo). De acuerdo al valor D(3,2) los sistemas de microparticulas presentaron un
tamafio de particula entre 4,4 y 4,7 um, dentro del rango establecido para
microparticulas obtenidas mediante secado por atomizacion (Gharsallaui et al.,

2007). Obodn et al. (2009) y Cai y Corke (2000) reportaron valores similares para
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microparticulas de jugo de Opuntia stricta y microparticulas de extracto de

amaranto, respectivamente.

Los parametros de color fueron similares a los reportados por Saenz et al. (2009) en
microparticulas de pulpa de tuna (Opuntia ficus-indica) y por Obdn et al. (2009) en
polvos colorantes de pulpa de tuna (Opuntia stricta). De acuerdo al diagrama de
color, los valores de los parametros medidos para cada sistema corresponden a una

coloracion purpura.

La Figura 10 (A, B, C y D) muestra las microfotografias SEM de los sistemas de
microparticulas P-C, P-K, UF-C y UF-K, respectivamente obtenidas bajo

condiciones éptimas.

Figura 10. Microfotografias de microparticulas obtenidas bajo condiciones éptimas
para los sistemas P-C (A), P-K (B), UF-C (C) y UF-K (D) (Mag 8.00 KX)

Las microparticulas de los sistemas P-C y UF-C presentaron forma esférica, con
superficie rugosa, con numerosas indentaciones y tendencia a aglomerarse. Las
microparticulas de los sistemas P-K y UF-K fueron esféricas, con superficie lisa,
pocas indentaciones y aglomeracion. La formacion de indentaciones ha sido atribuida
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al encogimiento de las particulas durante el proceso de secado y se puede producir a
bajas o altas temperaturas de entrada al secador (Alamilla-Beltran et al., 2005). A
bajas temperaturas, existe una menor difusion del agua y las particulas tienen mas
tiempo para encogerse, mientras que a altas temperaturas, la rapida evaporacion del

agua y la alta presion en el interior de las particulas, también produce encogimiento.
Una morfologia similar se observo para microparticulas de jugo de tuna (Opuntia

lasiachanta) (Diaz et al., 2006) y pulpa de tuna (Opuntia ficus-indica) (Saenz et al.,

2009) obtenidas por secado por atomizacion utilizando maltodextrina e inulina.
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3.4.- Cinética de degradacion de betacianinas y betaxantinas

Se estudio la estabilidad de las microparticulas obtenidas bajo condiciones ptimas
de los sistemas P-C, P-K, UF-C y UF-K durante el almacenamiento a 30, 45y 60°C.

La Figura 11 (A, B, C y D) muestra el logaritmo natural del porcentaje de retencion
de betacianinas versus tiempo (dias) para los sistemas de microparticulas P-C, P-K,
UF-C y UF-K, respectivamente, obtenidos bajo condiciones éptimas y almacenadas a
30, 45y 60° C. Los datos de la retencion de betacianinas en el tiempo se muestran en

el Anexo 9.
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Figura 11. Cinética de degradacién de betacianinas para los sistemas de
microparticulas obtenidas bajo condiciones 6ptimas: P-C(A), P-K (B), UF-C
(C) y UF-K (D), almacenadas a 30°C (A), 45°C (m) y 60°C (¢)

La Figura 12 (A, B, C y D) muestra el logaritmo natural del porcentaje de retencion
de betaxantinas versus tiempo (dias) para los sistemas de microparticulas P-C, P-K,
UF-C y UF-K, respectivamente, obtenidos bajo condiciones 6ptimas y almacenadas a
30, 45 y 60° C. Los datos de la retencion de betaxantinas en el tiempo se muestran en
el Anexo 10.
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los sistemas de

microparticulas obtenidas bajo condiciones ¢ptimas: P-C(A), P-K (B), UF-C
(C) y UF-K (D), almacenadas a 30°C (A), 45°C (m) y 60°C ().

El coeficiente de correlacion (R?) se utilizé como pardmetro para determinar el orden
de las cinéticas de betacianinas y betaxantinas para los sistemas de microparticulas
P-C, P-K, UF-C y UF-K. La degradacién de betacianinas y betaxantinas sigui6é una
cinética de pseudo-primer orden en los sistemas de microparticulas a las tres
temperaturas estudiadas (Figura 11 y 12). EI mismo orden de reaccion se observé en
estudios de estabilidad de betacianinas en microparticulas de pulpa y extracto
hidroalcohdlico de tuna pdrpura con maltodextrina e inulina, almacenadas a 60°C
(Séenz et al., 2009), para microparticulas de extracto de betarraga con pululano y
maltodextrina de diferentes equivalente de dextrosa (5 y 20 ED), almacenadas a 30,
40 y 50°C (Serris y Biliaderis, 2001) y en microparticulas de extracto de amaranto

con maltodextrinas de diferentes ED almacenadas a 25°C (Cai y Corke, 2000).

En el caso de jugos que contienen betacianinas y betaxantinas también se han
reportado cinéticas de degradacion de primer orden como en: jugo de betarraga
almacenado entre 60 y 100°C a diferentes condiciones de pH (Saguy et al., 1978),

colorante de betarraga reconstituido almacenado a 60, 70 y 80°C a diferentes
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condiciones de pH (Patkai y Barta, 1996), jugo de betarraga sin tratamiento térmico
y expuesto a 85°C entre 1y 5 horas (Herbach et al., 2004), pulpa de garambullo a pH
5,5 y almacenadas entre 0 y 100°C (Reynoso et al., 1997), jugo de tuna amarilla
almacenados a 50, 70 y 90°C y jugo de frutos de Opuntia Stricta almacenados a 50 y
90°C a pH 5 (Castellar et al., 2003). Estos resultados muestran que tanto en jugos
como en microparticulas la degradacion de betacianinas y betaxantinas siguen el

mismo orden de degradacion.

En la Figura 13 (A y B) se muestran los cromatogramas obtenidos por HPLC de
betacianinas en el sistema de microparticulas UF-C a 535 nm, antes y después del

almacenamiento a 60°C durante 161 dias.
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Figura 13. Cromatogramas obtenidos por HPLC de betacianinas en microparticulas
del sistema UF-C a 535 nm antes (A) y después (B) del almacenamiento a 60°C durante
160 dias. Betanina (1), compuesto desconocido (X) (2), isobetanina (3)

Los cromatogramas monitoreados a 535 nm muestran que betanina (peack 1) decrece
en el tiempo y que emerge un nuevo peack (2), compuesto desconocido. No se
observo un aumento en el peack (3) de isobetanina durante el almacenamiento a las

tres temperaturas mostrando que no hubo reaccidn de isomerizacion, lo cual se puede
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atribuir a que las temperaturas de almacenamiento son bajas. Un comportamiento

similar se observd para los sistemas de microparticulas P-C, P-K y UF-K

La Figura 14 muestra el equilibrio de betanina en el sistema de microparticulas UF-
C, almacenadas a 60°C durante 161 dias. En la Figura 14, se observa un descenso en
el &rea del peack de betanina y una acumulacion y posterior disminucion de un nuevo
compuesto (desconocido) y del ciclo dopa y el &acido betalamico durante el

almacenamiento.
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Figura 14. Equilibrio de betanina en el sistema de microparticulas UF-C, durante el
almacenamiento a 60°C por 161 dias; ¢ betanina, o compuesto
desconocido, A ciclo dopa y x acido betalamico.

La degradacion de betacianinas desde microparticulas puede ocurrir principalmente
por un camino de hidrolisis (Herbach et al., 2006), produciéndose una ruptura del
enlace aldimina de la betanina formando acido betalamico y ciclo dopa (reaccién
reversible), los cuales se observaron en el cromatograma por HPLC a 410 y 280 nm,
respectivamente. Por otro lado también hay una reaccion reversible que forma un
producto desconocido (Figura 14). De acuerdo a estos antecedentes se sugiere el

esquema que se presenta en la Figura 15
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Figura 15. Esquema equilibrio de betanina en el sistema de microparticulas UF-C
durante el almacenamiento a 60°C (X: compuesto desconocido)

La Tabla 18 muestra las constantes de velocidad de degradacion de betacianinas y
betaxantinas (kos) para los sistemas de microparticulas P-C, P-K, UF-C y UF-K

obtenidas bajo condiciones dptimas y almacenadas a 30, 45 y 60°C.

Tabla 18. Constantes de velocidad de degradacion de betacianinas y betaxantinas (Kqps)
para los sistemas de microparticulas P-C, P-K, UF-C y UF-K obtenidas bajo
condiciones Optimas y almacenadas a 30, 45y 60°C

Sistemas 30°C 45°C 60°C
10%K(ops) * R? 10%K(ops) * R®  10°Kpps % R?
10°DS (dias™) 10°DS (dias™) 10°DS (dias™)
Betacianinas
P-C 3,1+£0,01a 0,98 6,5+ 0,01a 0,99 8,2+0,03a 0,98
P-K 28+0,01a 0,98 57+0,01b 0,99 7,1+0,01b 0,95
UF-C 3,0+£001a 0,99 58+0,01b 0,99 7,2£0,02b 0,99
UF-K 3,0£0,01a 0,99 57+0,01b 0,99 7,4+0,07b 0,93
Betaxantinas
P-C 2,0£0,00a 0,97 3,3+ 0,00a 099 43+002a 0,95
P-K 15+0,01b 0,96 24+0,01b 0,99 3,0£0,00b 0,93
UF-C 16+001b 0,99 25+0,01b 0,92 3,3£0,00b 0,97
UF-K 16+001b 0,98 25+0,01b 0,98 3,3£0,00b 0,94

P: pulpa de tuna; UF: extracto ultrafiltrado; P-C: sistema pulpa de tuna con Capsul; P-K: sistema pulpa de tuna
con K4484; UF-C: sistema ultrafiltrado con Capsul; UF-K: sistema ultrafiltrado con K4484; X: promedio; DS:
desviacion estandard (n= 3); letras distintas entre filas indican diferencias estadisticamente significativas entre
sistemas para betacianinas y betaxantinas (p < 0,05).

En la Tabla 18 se observa que un aumento de la temperatura de almacenamiento
provoco un aumento de las constantes de velocidad de degradacion de betacianinas y
betaxantinas en los sistemas de microparticulas estudiados. EI mismo efecto fue

observado por Serris y Biliaderis (2001) en la estabilidad de betacianinas en
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microparticulas de extracto de betarraga. Ademas, las constantes de velocidad de
degradacion de las betaxantinas fueron menores que las de betacianinas a todas las

temperaturas estudiadas.

Las constantes de velocidad de degradacion de betacianinas y betaxantinas obtenidas
en este estudio fueron menores a las informadas para betacianinas en microparticulas
de pulpa de tuna elaboradas con inulina (1,07x107 dias™) y maltodextrina (1,06x107
dias™) a 60°C (Saenz et al., 2009). Sin embargo, fueron mayores respecto a las
constantes de velocidad de betacianinas informadas en microparticulas de extracto de
betarraga elaboradas con pululano (1,81x10° dias™), maltodextrina (5 ED) (0,41x10°
% dias™) y maltodextrina (20 ED) (0,41x10° dias™) a 30°C (Serris y Biliaderis, 2001).
En otros sistemas como jugos, encontrd constantes de velocidad de degradacion de
betacianinas significativamente mayores a las de este estudio. En jugo de betarraga a
pH 7 a 25°C (0,61x10° min™) (von Elbe et al., 1974), a 61,5°C (4,5x10° min™)
(Saguy, 1979) y en pulpa de tuna a 50°C (3,8x107 min™) (Merin et al., 1987). Por lo
tanto, se observa que las constantes de velocidad de degradacion de las betalainas
son significativamente mayores en solucion respecto a los sistemas de
microparticulas, sugiriendo que la microencapsulacion otorga efectivamente una
proteccion a los pigmentos frente a las condiciones del medio, aumentando su
estabilidad.

El sistema P-C presentd constantes de velocidad de degradacion de betacianinas y
betaxantinas significativamente mayores respecto a los sistemas de microparticulas
P-K, UF-C y UF-K. Un efecto del tipo de extracto sobre la ko, de betacianinas se
observo al comparar P-C y UF-C. La menor estabilidad de betacianinas en P-C se
puede atribuir al mayor contenido de mucilago de la pulpa, que aumentaria la
higroscopicidad de las microparticulas (Saenz et al., 2004; Matsuhiro et al., 2006)

favoreciendo reacciones de hidrolisis.
En otros estudios de encapsulacion se ha observado que el contenido de azUcares

tiene un efecto sobre la permeabilidad al oxigeno en las microparticulas favoreciendo

la oxidacion de los compuestos bioactivos (Robert et al., 2003). Sin embargo, dicho
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efecto no se observé en este estudio porque la degradacion ocurre principalmente por

un mecanismo hidrolisis.

La Tabla 19 presenta los Parametros de Arrhenius y termodinamicos de betacianinas
y betaxantinas para los sistemas de microparticulas P-C, P-K, UF-C y UF-K
obtenidas bajo condiciones dptimas y almacenadas a 30, 45y 60°C.

Los Parametros de Arrhenius (energia de activacion) y termodinamicos (entalpia de
activacion y entropia de activacion) de betacianinas y betaxantinas no mostraron
diferencias significativas (p>0,05) para los sistemas de microparticulas P-C, P-K,
UF-C y UF-K. Estos resultados muestran que no hay un efecto del tipo de extracto y
tipo de agente encapsulante sobre la energia de activacion, entalpia y entropia de
activacion. Valores mayores de energia de activacion fueron reportados para
microparticulas de extracto de betarraga con pululano (83,65 KJ/mol), con
maltodextrina (5 ED) (66,8 KJ/mol) y maltodextrina (20 ED) (41,8 KJ/mol) (Serris y
Biliaderis, 2001). La vida media (t12) a 25°C de betacianinas y betaxantinas fluctud
entre 241-262 y 372-573 dias, respectivamente, para los sistemas de microparticulas
P-C, P-K, UF-C y UF-K. Cai y Corke (2000) obtuvieron valores de vida media de
305, 344 y 445 dias para microparticulas de extracto de amaranto con maltodextrina
de 10 ED, 25 ED y 25 ED/10 ED, respectivamente.
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Tabla 19. Parametros de Arrhenius y termodindmicos de betacianinas y betaxantinas
para los sistemas de microparticulas P-C, P-K, UF-C y UF-K obtenidas bajo
condiciones optimas

Energia Intercepto ~ R° Vida Entalpiade  Entropia de R
Sistemas activacion (In A) media activacion activacion
(KJ/mol) calculadaa  (KJ/mol) (J/mol K)
25°C
(dias)
Betacianinas
P-C 273+12a 52+05a 0,96 241 247+12a -1842+39a 0,95
P-K 26,1+0,2a 46+01a 094 262 235+02a -1792+0,7a 0,92

UF-C 249+09a 42+04a 0,92 250 224+10a -1759+32a 0,90
UF-K 250+24a 42+09a 0,92 252 224+24a -176,1+78a 0,92
Betaxantinas

P-C 212+13a 2,3+05a 0,99 372 186+13a -160,1+43a 0,99
P-K 20,1+11a 15+04a 091 526 175+11a -1538+0,7a 0,92
UF-C 205+32a 1,7+13a 0,98 573 179+33a -1557+10a 0,98
UF-K 206+21a 1,8+0,8a 0,99 475 180+24a -1559+6,6a 0,99

P: pulpa de tuna; UF: extracto ultrafiltrado; P-C: sistema pulpa de tuna con Capsul; P-K: sistema pulpa de tuna
con K4484; UF-C: sistema UF con Capsul; UF-K: sistema UF con K4484; X: promedio; DS: desviacion
estandard (n= 3); letras distintas entre filas indican diferencias estadisticamente significativas entre sistemas para
betacianinas y betaxantinas (p < 0,05).

Ademas, se observd que a mayores valores de entalpia disminuye la entropia de
activacion, la existencia de dicha inversion supone un punto isocinético que podria
conducir matematicamente a una relacion lineal entre la entalpia y la entropia de

activacion como un efecto de compensacion (Rudra et al., 2008).

En la Figura 16 se muestra la linea isocinética de degradacion de betacianinas y

betaxantinas de los sistemas de microparticulas P-C, P-K, UF-C y UF-K.
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y =-0,2344x - 18,661
R?=0,9956

N
o
o
Entalpia de activacion (KJ/mol)

-185,0 -180,0 -1750 -170,0 -1650 -160,0 -155,0 -150,0
Entropia de activacion (J/mol K)

Figura 16. Linea isocinética de degradacién de betacianinas y betaxantinas desde los
sistemas de microparticulas P-C, P-K, UF-C y UF-K; ¢ betacianinas y m betaxantinas

Se obtuvo una relacién lineal (R*= 0,9956) entre la entalpia de activacion y la
entropia de activacién de los sistemas de microparticulas P-C, P-K, UF-C y UF-K, lo
cual sugiere que las betacianinas y betaxantinas se degradan por mecanismos
similares en todos los sistemas estudiados.

En consecuencia, en numerosos estudios de encapsulacion de compuestos bioactivos
se ha descrito un mecanismo de degradacion por oxidacién. Sin embargo, en este
estudio se observé que la degradacion de las betalainas en las microparticulas ocurri6
principalmente por un mecanismo de hidrélisis, siendo la higroscopicidad de éstas un
factor determinante en su estabilidad en almacenamiento. En ambos mecanismos, el
tipo y naturaleza del agente encapsulante, y el contenido de azlcares simples y
mucilago de los extractos seran importantes e influiran en la permeabilidad al

oxigeno (mecanismo de oxidacién) o en la higroscopicidad (mecanismo de
hidrolisis).
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3.5 Adicion de las microparticulas a mezclas secas

3.5.1 Caracterizacién de las mezclas secas

La Tabla 20 muestra el contenido de betacianinas y betaxantinas y los porcentajes de
solubilidad de las mezclas secas formuladas con los sistemas de microparticulas P-C,
P-K, UF-C y UF-K.

Tabla 20. Contenido de betacianinas y betaxantinas y solubilidad de mezclas secas
formuladas con los sistemas de microparticulas P-C, P-K, UF-C y UF-K

Parametro Mezclaseca/  Mezcla seca/ Mezcla seca / Mezcla seca /
P-C P-K UF-C UF-K
(X £ DS) (X £ DS) (X £ DS) (X £ DS)

Betacianinas (mg EB/g) 0,027+0,06a 0,032+0,04 a 0,029+ 0,05a 0,028 £ 0,04 a
Betaxantinas (mg EIl/g) 0,012+0,03a 0,014+0,02a 0,013+0,02a 0,013 +0,01a
pH 2,79+0,01a 2,89+0,01a 2,80+£0,01a 2,82+0,00 a
Solubilidad (%) 99,4+ 0,05a 994+01a 99,6 £ 0,06 a 995+0,2a

P: pulpa de tuna; UF: extracto ultrafiltrado; P-C: sistema Pulpa de tuna con Capsul; P-K: sistema Pulpa de tuna
con K4484; UF-C: sistema UF con Capsul; UF-K: sistema UF con K4484; EB: expresado como equivalente a
betanina; EI: expresado como equivalente a indicaxantina; X: promedio; DS: desviacion estandard (n= 3); Letras
iguales entre columnas indican que no existen diferencias estadisticamente significativas entre sistemas para cada
parametro.

El contenido de betacianinas y betaxantinas no present6 diferencias significativas
entre los sistemas de mezclas secas. Las mezclas secas presentaron altos valores de
solubilidad en agua, sobre un 99% para todos los sistemas estudiados, sin presentar
diferencias significativas entre sistemas. Estos resultados estan en linea con la
solubilidad de los agentes encapsulantes (Capsul y K-4484) y la naturaleza
hidrofilica de las betalainas. Resultados similares de solubilidad, se encontr6 para
microparticulas de pulpa de mango (92%) con otros agentes encapsulantes
(maltodextrina, goma arabica y almidon ceroso), obtenidas por secado por
atomizacion (Cano-Chauca et al., 2005). Una alta solubilidad de las mezclas secas
formuladas con microparticulas de pulpa y extracto UF permitiria su aplicabilidad en

productos instantaneos y/o bebidas refrescantes.
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3.5.2 Estabilidad de betacianinas y betaxantinas en las mezclas secas durante el
almacenamiento a 30°C

En la Figura 17 (A y B) se presenta el grafico de retencion de betacianinas y
betaxantinas, respectivamente, frente al tiempo de almacenamiento a 30°C de las

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

A B
00 x 100 % ® x
Poiix g i 1i:
80 £ 3 é i 2 80 - Pty
=
60 % 60 -
40 g w0
o)
c
20 .‘§ 20 -
0 £ 0
0 20 40 60 80 100 120 140 160 X

Retencion betacianinas (%6)

0 20 40 60 80 100 120 140 160
Tiempo (dias) Ti (dias)
iempo (dias

Figura 17. Retencion de betacianinas (A) y betaxantinas (B) en el tiempo a 30°C, en
mezclas secas formuladas con los sistemas de microparticulas P-C(¢) , P-K (A), UF-C
(w) y UF-K ()

En todos los sistemas la retencion de betacianinas y betaxantinas disminuy6
significativamente con el tiempo de almacenamiento a 30°C, siendo la retencion de

betaxantinas mayor que la de betacianinas.

La Tabla 21 muestra la retencion de betacianinas y betaxantinas en las mezclas secas
formuladas con los sistemas de microparticulas P-C, P-K, UF-C y UF-K durante el

almacenamiento a 30°C.
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Tabla 21. Retencion de betacianinas y betaxantinas en las mezclas secas formuladas con
los sistemas de microparticulas P-C, P-K, UF-C y UF-K durante el almacenamiento a
30°C

Sistemas Mezcla seca / Mezcla seca / Mezcla seca / Mezcla seca /
P-C P-K UF-C UF-K
(X + DS) (X £ DS) (X + DS) (X = DS)

Betacianinas

0 100+0,0 100+0,0 100+0,0 100+0,0
140 73,0+£98b 73,8+0,8b 69,0+4,3b 84,1+36a
Betaxantinas

0 100+0,0 100+0,0 100+ 0,00 100+ 0,00
140 89,6+8,7a 75,1+104b 91,2+133a 95,1+73a

P: pulpa de tuna; UF: extracto ultrafiltrado; P-C: sistema pulpa de tuna con Capsul; P-K: sistema pulpa de tuna
con K4484; UF-C: sistema UF con Capsul; UF-K: sistema UF con K4484; X: promedio; DS: desviacion
estandard (n= 3); letras distintas indican diferencias estadisticamente significativas entre sistemas para cada
pardmetro (p < 0,05).

En la Tabla 21 se observa que la retencion de betacianinas y betaxantinas alcanzé
valores sobre un 69 y 75%, respectivamente a los 140 dias de almacenamiento. Estos
resultados mostraron que la estabilidad de betalainas en la mezcla seca fue levemente
mayor que en las microparticulas a la misma temperatura de almacenamiento para
todos los sistemas de microparticulas estudiados, lo cual se podria atribuir a que los
otros componentes de la mezcla seca como los azlcares podrian actuar como un

material de recubrimiento fisico sobre las microparticulas.

A los 140 dias de almacenamiento, se encontré que la mezcla seca formulada con el
sistema de microparticulas UF-K tuvo una retencion de betacianinas y betaxantinas
significativamente mayor con respecto a las mezclas secas formuladas con

microparticulas de los sistemas P-C, P-K 'y UF-K.
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CONCLUSIONES

1. Aplicando la tecnologia de membranas (MF y UF) se obtuvo un extracto
clarificado (libre de mucilago) con menor contenido de azlcares, pero con el
mismo contenido de betalainas (betacianinas y betaxantinas) en relacion a la pulpa

de tuna.

2. En la microencapsulacion, la temperatura de secado y la relacion (P 0
UF)/encapsulante tuvieron un efecto significativo sobre la EE y recuperacion de
betacianinas y betaxantinas y rendimiento. Los altos valores de EE (sobre 98%)
reflejan una alta interaccion polimero-betalainas en todos los sistemas de
microparticulas estudiados, independientemente del tipo de extracto y naturaleza
del agente encapsulante.

3. La presencia de mucilago en la pulpa de tuna ejercio un efecto en la formulacién
de las microparticulas sugiriendo que actia como agente encapsulante, siendo
posible utilizar menos polimero. Sin embargo, el mucilago no ejercié un efecto
sobre la EE, recuperacion de betalainas, rendimiento y parametros

termodinamicos, respecto al extracto UF (sin mucilago).

4. La estabilidad de betacianinas y betaxantinas en todos los sistemas de
microparticulas estudiados fue alta, en acuerdo con las bajas constantes de
velocidad de degradacién y altas vidas medias. De acuerdo a la linea isocinética
todos los sistemas de microparticulas siguieron un mismo mecanismo de

degradacion de betalainas, siendo la hidrolisis el principal.

5. Las microparticulas obtenidas en este estudio podrian ser aplicadas como
colorantes con actividad antioxidante en la industria de alimentos para el disefio
de productos instantaneos como jugos, sopas entre otros, debido a su alta

estabilidad y solubilidad.
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Anexo 2
Determinacién del contenido de azlcares totales por el método de la Antrona
(Osborne y Voogt, 1986)

Fundamento
Consiste en determinar colorimétricamente el contenido de azUcares solubles

presentes en la muestra, la cual ha sido previamente hidrolizada con acido perclérico.

Materiales
Acido perclérico al 52%, reactivo de Antrona, solucién de glucosa (0,03; 0.05; 0.07;
0.1; 0,15y 0,17%), agua destilada.

Procedimiento

Se pesaron 2 g de muestra himeda, en un matraz erlenmeyer con tapa y se mezclaron
con 10 mL de agua destilada y 15 mL de &cido perclérico al 52%, una vez agitada la
mezcla se dejo reposar por 12 horas para producir la hidrélisis de la muestra.
Después de la hidrolisis, se adiciond agua destilada hasta 100 mL aproximadamente,
la mezcla se filtrd en papel filtro y se recibié en un matraz aforado de 250 mL, el
filtro se lav6 con agua destilada y luego se aford. De esta solucién, se tomaron 10
mL y se agregaron a un matraz de 100 mL aforando con agua destilada. De esta
ultima solucion se tomé una alicuota de 1 mL y se agreg6 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
llevd a un bafio a temperatura de ebullicion por 12 minutos; luego, se enfrid
rapidamente con agua fria y se leyo en un espectrofotometro UV/Vis ATI UNICAM
(Cambridge, UK) a una longitud de onda de 620 nm. Paralelamente se prepard un
tubo con 1 mL de agua destilada méas los 5 mL de reactivo de Antrona (blanco) y un
set de 6 tubos con 1 mL de soluciones de glucosa entre (0,03; 0,05; 0,07; 0,1; 0,15 y
0,17%) mas los 5 mL de reactivo de Antrona en cada uno para realizar la curva de

calibracion.
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Para los célculos del contenido de azucares totales, se realizé una curva de calibrado
de glucosa (Figura 18) (Y=4,564X + 0,046; R?=0,99, Donde: X= Concentracién de
glucosa y Y= Absorbancia de la muestra (U.A.)).

0,800
0,700
0,600
0,500
0,400
0,300
0,200
0,100
0,000

Absorbancia (UA)

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

Concentracion (mg/mL)

Figura 18. Curva de calibracion de glucosa

Preparacion de soluciones:

1.- Acido perclérico al 52%: se afiadieron 270 mL de &cido percldrico (peso
especifico 1,7) a 100 ml de agua. Esta mezcla se realiz6 en un bafio de agua fria para
enfriar la mezcla.

2.- Acido sulfurico al 76%: se prepar6 afiadiendo cuidadosamente 760 ml de acido
(peso especifico 1,84) a 330 mL de agua destilada. La mezcla se enfri6 antes de usar.

3.- Reactivo de Antrona: se prepard al 0,1% disolviendo el reactivo en el acido
sulfurico al 76%. Se prepar0 solo la cantidad suficiente para los analisis del dia.

4.- Soluciones de glucosa: primero disolver 100 mg de glucosa en 100 ml de agua
destilada, luego diluir 3, 5, 7, 10, 15 y 17 ml de esta solucion en matraces de aforo de
100 ml aforando con agua destilada. Preparar una curva de calibracion con glucosa.
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Anexo 3
Determinacién del contenido de betalainas por espectrofotometria (Stintzing et
al., 2005)

Materiales
Buffer Mcllvaine pH 6,5

Procedimiento

Pulpa de tuna: Se pesaron 4 g de muestra de pulpa y se aford con agua destilada en
un matraz de aforo de 25 mL, posteriormente se sometid a centrifugacion durante 5
minutos a 5000 rpm en una centrifuga Hettich ROTOFIX 32 (Alemania), el
sobrenadante obtenido se filtrd a través de una membrana de 0,22 um, se tomé una
alicuota de 1 mL que se afor6 en un matraz de 10 mL con la solucién buffer
Mcllvaine pH 6,5. Luego se leyd en un espectrofotémetro UV/Vis ATI UNICAM
(Cambridge, UK) a longitudes de onda de 480, 538 y 600 nm, respectivamente.

Extracto Ultrafiltrado: Se tom6 una alicuota de 0,25 mL y se afor6 con la solucién
de Mcllvaine en un matraz de 10 mL. Luego se leyd en un espectrofotometro a

longitudes de onda de 480, 538 y 600 nm, respectivamente.
Betalainas totales y superficiales de las microparticulas:

e Contenido betalainas totales: se pesaron microparticulas (100 mg) de los
sistemas P-C, P-K, UF-C y UF-K y se adicionaron 2 mL de metanol:&cido
acetico:agua (50:8:42 v/v/v), se agitd en un vortex (1 min), se sonicd por 50
min y luego se centrifugo a 11200g por 5 min. Se tom6 1 mL de la muestra
preparada y se aford con reactivo buffer Mcllvaine en un matraz de aforo de
10 mL. Luego se ley6 en un espectrofotémetro a longitudes de onda de 480,

538 y 600 nm, respectivamente.

e Contenido de betalainas superficiales: se pesaron microparticulas (200 mg)
de los sistemas P-C, P-K, UF-C y UF-K y se adicionaron 2 mL de
etanol:metanol (1:1 v/v) la solucién fue agitada en un vortex (1 min) y luego

centrifugada a 11200 g por 5 min. Se tom6 1 mL de la muestra preparada y se
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aford con reactivo buffer Mcllvaine en un matraz de aforo de 10 mL. Luego
se leyo en un espectrofotémetro a longitudes de onda de 480, 538 y 600 nm,

respectivamente.

Betalainas en la mezcla seca: se pesaron (100 mg) de las mezclas secas formuladas
con los sistemas P-C, P-K, UF-C y UF-K vy se adicionaron 2 mL de metanol:acido
acético:agua (50:8:42 v/vlv), se agité en un vortex (1 min), se sonicd por 50 min y
luego se centrifugo a 11200g por 5 min. Se tom6 1 mL de la muestra preparada y se
aforo con reactivo buffer Mcllvaine en un matraz de aforo de 10 mL. Luego se leyo
en un espectrofotometro a longitudes de onda de 480, 538 y 600 nm,

respectivamente.

El contenido de betacianinas y betaxantinas, expresado como betanina e

indicaxantina, respectivamente, se calculé como se describe ecuacion 14:

AxFDxPMxVx1000
EXLxP

B =

(Ec. 14)

Donde:

B = contenido de betalainas (betacianinas y betaxantinas) (mg/g) expresado como

equivalente de betanina o indicaxantina.

A = diferencia de absorvancia entre la muestra y su respectivo factor de correccion a
600 nm.

FD = factor de dilucion.
PM = peso molecular: betaninas 550 g/mol e indicaxantinas 308 g/mol.
V = volumen inicial al que es llevado la muestra.

¢ = coeficiente de extincion molar: betaninas 60000 L/mol*cm e indicaxantinas
48000 L/mol*cm.

L = distancia que recorre la luz en la cubeta (1 cm).
P = peso de la muestra (g).

Preparacion buffer Mcllvaine pH 6,5:
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Solucion A = 0,1M Acido Citrico (C¢HgO7.1H,0) = 21,01 g/L
Solucion B = 0,2M Disodium hydrogen phosphate (Na,HPO4.2H,0) = 35,60 g/L

e pH6,5=29,65ml A+70,35ml B
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Anexo 4
Identificacién de betalainas por cromatografia liquida de alta resolucion
(HPLC) (Fernandez-Lopez y Almela, 2001).

Materiales
Columna C18 (5um de tamafio de particula y 25cm x 4,6mm d.i., Waters), Acido
Acético Glacial, Agua HPLC y Acetonitrilo.

Procedimiento:

Se utiliz6 una bomba Merck — Hitachi L-6200 con detector de arreglo de diodos
(Waters 996), acoplado a un software Millenium 32; se empleé una columna C18
(5um de tamafio de particula y 25cm x 4,6mm d.i., Waters). La fase movil
correspondid a un solvente A (1% de &cido acético en agua) y un solvente B (1% de
acido acético en acetonitrilo), se empled un gradiente lineal en un tiempo de 30
minutos con elusién del solvente A, desde un 100% a un 88% Y el solvente B desde
un 0% a un 12%, con un flujo de 1 mL//min. EI volumen de inyeccion fue de 20pL.
Las betalainas se detectaron simultdneamente a longitudes de onda de 484 y 535nm

para betaxantinas y betacianinas, respectivamente.
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Anexo 5
Determinacién del contenido de polifenoles a traveés 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 &cidos fosfotungstico y fosfomolibdico conocida como reactivo de
Folin-Ciocalteu, los cuales en presencia de fenoles, son reducidos a 6xidos azules de

tungsteno y molibdeno.

Materiales

Agua destilada , Reactivo de Folin-Ciocalteu, Carbonato de sodio al 20%.

Procedimiento

Preparacion de la muestra de pulpa

Se peso 8 g y se aford con agua destilada en un matraz de 25 mL, luego se centrifugd
durante 20 minutos a 3000 rpm, y el sobrenadante se filtr6 a través de una membrana
de 0,22 pm.

Método Folin-Ciocalteu

En un matraz aforado de 10 mL se coloc6 0,1 mL de muestra y se agreg6 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 aford con agua destilada y se dejo reposar por 30 minutos a 20 °C.
En paralelo se prepar6 un blanco en cual se adicioné 5 mL de agua destilada,
siguiendo el mismo procedimiento para la muestra. Finalmente se midié la

absorbancia a una longitud de onda de 765 nm.
Para los célculos del contenido de polifenoles totales, se realizd una curva de

calibrado de 4cido galico (Figura 19) (Y=0,001X + 0,065; R?*=0,99, Donde: X=
Concentracion de polifenoles y Y= Absorbancia de la muestra (U.A.)).
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Figura 19. Curva de calibracion de &cido galico

Preparacion Carbonato de sodio 20%:

Se prepard la solucidon de carbonato de sodio al 20% de la siguiente forma: Se
pesaron 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 afor6 a 1000 mL con agua

destilada.
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Anexo 6

Determinacion del tiempo de mezcla

Se elabord 500 g de mezcla seca adicionada de microparticulas del sistema P-C, para
lo cual los ingredientes se tamizaron previamente (tamiz WWR, USA, ASTM E1122
Specification, Malla N°50). La mezcla se efectué 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 mezcla de los polvos, se tomaron muestras en cinco
puntos de la bolsa cada 5 minutos durante 20 minutos, a cada muestra se le

determind el contenido de betacianinas y se calcul6 el coeficiente de variacion.

La Figura 20 muestra el coeficiente de variacion (CV) de betacianinas frente al
tiempo de mezcla para la formulacion de mezcla seca con microparticulas del

sistema P-C. El tiempo 6ptimo de mezcla fue 12 minutos.

0,30
0,25
0,20

3 0,15
0,10
0,05
0,00 !

0 5 10 15 20 25 30
Tiempo (min)

Figura 20. Coeficiente de variacion (CV) de betacianinas versus tiempo de mezcla para
la formulacion de mezcla seca con microparticulas del sistema P-C
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Anexo 7

Analisis de varianza - Optimizacion disefio ultrafiltracibon membrana
polimérica

Tabla 22. Analisis de la varianza para la optimizacion de ultrafiltracion con
membrana polimérica

Fuente Suma de Cuadrados Gl  Cuadrado F-ratio p-Valor
Medio

A:Temperatura 0,000900811 1 0,000900811 0,01 0,9255

B:PTM 0,183002 1 0,183002 1,93 0,2141

AA 0,726566 1 0,726566 7,66 0,0325

AB 0,0 1 0,0 0,00 1,0000

BB 0,409928 1 0,409928 4,32 0,0828

Error total 0,568768 6 0,0947947

Total (corr.) 1,88917 11

R-cuadrada = 69,8932 porciento

R-cuadrada (ajustada por g.l.) = 44,8041 porciento
Error estandar del est. = 0,307888

Error absoluto medio = 0,189702

Estadistico Durbin-Watson = 0,740073 (P=0,0047)
Autocorrelacion residual de Lag 1 = 0,543425

Residual Plot for FC

0,41 T T T T T ™—

021 - ] . ] ]

001 [ i h

residual

0,19 - oo ]

0,39 [, ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ =
0,4 0,6 0,8 1 1,2 1,4 1,6
predicted

Optimizar Respuesta
Meta: maximizar FC

Valor éptimo = 1,79137

Factor Bajo Alto  Optimo

Temperatura 18,95 31,05 18,95
PTM 1,1595 8,5405 8,5405
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Andlisis de varianza — Optimizacion disefio ultrafiltracion membrana cerdmica

Tabla 23. Analisis de la varianza para la optimizacion de FC en el proceso de
ultrafiltracion con membrana cerdmica

Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado F-ratio p-Valor
Medio

A:Temperatura 0,0750326 1 0,0750326 4,04 0,0913

B:PTM 0,652388 1  0,652388 35,10 0,0010

AA 0,434548 1 0,434548 23,38 0,0029

AB 0,25 1 025 13,45 0,0105

BB 1,02568 1 1,02568 55,18 0,0003

Error total 0,111521 6  0,0185868

Total (corr.) 2,54917 11

R-cuadrada = 95,6252 porciento

R-cuadrada (ajustada por g.l.) = 92,796 porciento
Error estandar del est. = 0,136333

Error absoluto medio = 0,0773049

Estadistico Durbin-Watson = 1,51658 (P=0,1614)
Autocorrelacion residual de Lag 1 = 0,236835

Residual Plot for FC

0,23 F =

0,13F - ]

0,083 - ]

residual

007 = ]

0,17 . . 3
06 09 12 15 18 21 24

predicted
Optimizar Respuesta
Meta: maximizar FC
Valor éptimo = 2,72096
Factor Bajo Alto  Optimo

Temperatura 18,95 31,05 31,05
PTM 1,1595 8,5405 8,5405
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Anexo 8

Analisis de varianza - Optimizacion sistema de microparticulas P-C

Tabla 24. Anélisis de la varianza para la variable respuesta EE Betacianinas

Fuente Suma de Cuadrados Gl  Cuadrado F-ratio p-Valor
Medio

A:Relacion 11,11 1 11,11 95,75 0,0000

P/Capsul

B:Temperatura 2,201 1 2,201 18,98 0,0033

AA 3,855 1 3,855 33,23 0,0007

AB 2,403 1 2,403 20,71 0,0026

Total error 0,8119 7 0,116

Total (corr,) 20,38 11

R-cuadrada = 96,02 porciento

R-cuadrada (ajustada por g,l.) = 93,74 porciento
Error estandar del est. = 0,3406

Error absoluto medio = 0,2191

Estadistico Durbin-Watson = 1,819 (P=0,4031)
Autocorrelacion residual de Lag 1 = 0,02995

Residual Poc. s s s imininan

0.5F T T T T )
0.3-_ ]
L o i

0.1-_ @ ]
L o o E

residual

0.1 -
L o E

-0.3F ° -

-0.5F, . N L 1 17
95 96 97 98 9 100
predicted
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Tabla 25. Anélisis de la varianza para la variable respuesta EE betaxantinas

Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado F-ratio p-Valor
Medio

A:Relacion 3,87 1 3,87 44,45 0,0003

P/Capsul

B:Temperatura 0,705 1 0,705 8,10 10,0248

AA 4,875 1 4875 55,99 0,0001

AB 0,25 1 025 2,87 0,1340

Total error 0,6094 7 0,08706

Total (corr,) 10,31 11

R-cuadrada = 94,09 porciento

R-cuadrada (ajustada por g.l.) = 90,71 porciento
Error estandar del est. = 0,2951

Error absoluto medio = 0,2036

Estadistico Durbin-Watson = 1,67 (P=0,2806)
Autocorrelacion residual de Lag 1 = 0,06902

Residual P

0.2 -

residual
o
T
1

orr e o]

-0.4 L L L e
94 95 96 97 98
predicted

Optimizacion conjunta
Optimizar Deseabilidad

Valor 6ptimo=1,0

Factor Bajo Alto Optimo
Relacion P/Capsul 0,58 5,42 3,423
Temperatura 132,7 217,3 1335
Respuesta optimo
EE Betaxantinas 97,95
EE Betacianinas 100,1
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Analisis de varianza - Optimizacion sistema de microparticulas P-K

Tabla 26 Analisis de la varianza para la variable respuesta EE Betacianinas

Fuente Suma de Cuadrados Gl  Cuadrado F-ratio p-Valor
Medio

A:Relacion 9,367 1 9,367 6,50 0,0435

P/K4484

B:Temperatura 0,0186 1 0,0186 0,01 10,9133

AA 35,76 1 35,76 24,81 0,0025

AB 6,502 1 6,502 451 0,0778

BB 15,3 1 15,3 10,61 0,0173

Total error 8,647 6 1,441

Total (corr,) 75,65 11

R-cuadrada = 88,57 porciento

R-cuadrada (ajustada por g.l.) = 79,04 porciento
Error estandar del est. = 1,201

Error absoluto medio = 0,7654

Estadistico Durbin-Watson = 1,829 (P=0,3308)
Autocorrelacion residual de Lag 1 = -0,03606

Residual P

15F T T T T T =

05 . E

residual
o
T
1

_0.5F @ -
[ a ]

15, . . . . =
91 93 95 97 99 101
predicted
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Tabla 27 Analisis de la varianza para la variable respuesta EE Betaxantinas

Fuente Suma de Cuadrados Gl  Cuadrado Medio F-ratio p-Valor
A:Relacion 32,55 1 32,55 61,80 0,0001
P/K4484

B:Temperatura  0,08082 1 0,08082 0,15 0,7069
AA 52,1 1 52,1 98,92 0,0000
AB 32,49 1 32,49 61,68 0,0001
Total error 3,687 7 0,5267

Total (corr,) 120,9 11

A:Razén Encap 32,55 1 32,55 61,80 0,0001

R-cuadrada = 96,95 porciento

R-cuadrada (ajustada por g,l,) = 95,21 porciento
Error estandar del est, = 0,7258

Error absoluto medio = 0,5007

Estadistico Durbin-Watson = 1,933 (P=0,4822)
Autocorrelacion residual de Lag 1 = -0,1050

Residual F

57 F ‘ w ‘ ; —
37 F ]

17 ]

residual

03 [ . =

23f :

43 ‘ - ‘ ‘ ‘ A
85 88 91 94 97 100
predicted
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Tabla 28. Anélisis de la varianza para la variable respuesta rendimiento

Fuente Suma de Cuadrados Gl  Cuadrado Medio F-ratio p-Valor
A:Relacion 118,4 1 118,4 11,46 0,0096
P/K4484

B:Temperatura 3,992 1 3,992 0,39 0,5515
AB 51,12 1 51,12 4,95 0,0568
Total error 82,64 8 10,33

Total (corr,) 256,1 11

A:Razén Encap 118,4 1 118,4 11,46 0,0096
B:Temperatura 3,992 1 3,992 0,39 0,5515

R-cuadrada = 67,74 porciento

R-cuadrada (ajustada por g,l,) = 55,64 porciento

Error estandar del est, = 3,214
Error absoluto medio = 2,171

Estadistico Durbin-Watson = 1,892 (P=0,5821)
Autocorrelacion residual de Lag 1 =0,002084

Residual Plot for Rend

residual
(=]
T

0 3 6 5 TR
predicted

Optimizacion conjunta

Optimizar Deseabilidad

Valor éptimo=0,7172

Factor Bajo Alto Optimo
Relacion 0,58 542 2,701
P/K4484

Temperatura  110,0 219,0 110,0

Respuesta Optimo
Rendimiento 7,635
EE Betacianinas 100,9
EE betaxantinas 97,56

97



Analisis de varianza - Optimizacion sistema de microparticulas UF-C

Tabla 29. Analisis de la varianza para la variable respuesta EE Betacianinas

Fuente Suma de Cuadrados Gl  Cuadrado Medio F-ratio p-Valor
A:Relacion 36,67 1 36,67 70,98 0,0001
UF/Capsul

B:Temperatura  0,3793 1 0,3793 0,73 0,4199
AA 3,437 1 3,437 6,65 0,0365
AB 2,402 1 2,402 4,65 0,0680
Total error 3,617 7 0,5167

Total (corr,) 46,51 11

A:Razén Pulpa 36,67 1 36,67 70,98 0,0001

R-cuadrada = 92,22 porciento

R-cuadrada (ajustada por g,l,) = 87,78 porciento
Error estandar del est, = 0,718

Error absoluto medio = 0,4818

Estadistico Durbin-Watson = 1,762 (P=0,3541)
Autocorrelacion residual de Lag 1 =-0,06236

Residual Pl

0.6 . 2

O.Z-— ° -

residual

-0.2 L @ ]
L . ]

L L L L
92 94 96 98 100
predicted
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Tabla 30. Anélisis de la varianza para la variable respuesta EE betaxantinas

Fuente Suma de Cuadrados Gl  Cuadrado Medio F-ratio p-Valor
A:Relacion 35,85 1 35,85 173,33 0,0000
UF/Capsul

B:Temperatura 2,658 1 2,658 12,85 0,0089
AA 17,18 1 17,18 83,08 0,0000
AB 1,562 1 1,562 7,55 0,0286
Total error 1,448 7 0,2068

Total (corr,) 58,7 11

A:Razén Pulpa 35,85 1 35,85 173,33 0,0000

R-cuadrada = 97,53 porciento

R-cuadrada (ajustada por g,l,) = 96,12 porciento
Error estandar del est, = 0,4548

Error absoluto medio = 0,2879

Estadistico Durbin-Watson = 1,97 (P=0,5363)
Autocorrelacion residual de Lag 1 =-0,006831

Residual Plotf_. __ . ._._. _.

12F ; ; ; _
08 : . 5

04 - 4

residual
o
T
|

04k : i

0,8 - i

-12 . . ° . i
91 93 95 97 99
predicted
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Tabla 31. Analisis de la varianza para la variable respuesta recuperacion de

betacianinas

Fuente Suma de Cuadrados Gl  Cuadrado Medio F-ratio p-Valor
A:Relacion 63,89 1 63,89 4,01 0,0852
UF/Capsul

B:Temperatura 60,43 1 60,43 3,80 0,0924
AA 98,01 1 98,01 6,16 0,0421
AB 201,6 1 201,6 12,67 0,0092
Total error 1114 7 15,92

Total (corr,) 535,4 11

A:Razon Pulpa 63,89 1 63,89 4,01 0,0852

R-cuadrada = 79,19 porciento

R-cuadrada (ajustada por g,l,) = 67,3 porciento
Error estandar del est, = 3,99

Error absoluto medio = 2,72

Estadistico Durbin-Watson = 2,306 (P=0,7996)
Autocorrelacion residual de Lag 1 =-0,1915

Residual Pk

residual
o
T
1

L L L L L L L
44 48 52 56 60 64 68
predicted
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Tabla 32. Analisis de la varianza para la variable respuesta recuperacion de

betaxantina

Fuente Suma de Cuadrados Gl  Cuadrado Medio F-ratio p-Valor
A:Relacion 59,01 1 59,01 32,85 0,0105
UF/Capsul

B:Temperatura 120,9 1 120,9 67,28 0,0038
AA 57,28 1 57,28 31,88 0,0110
AB 324,0 1 324,0 180,33 0,0009
BB 12,52 1 12,52 6,97 0,0777
Pure error 5,39 3 1,797

Total (corr,) 626,9 11

R-cuadrada = 91,52 porciento

R-cuadrada (ajustada por g.l.) = 84,45 porciento
Error estandar del est. = 1,34

Error absoluto medio = 1,677

Estadistico Durbin-Watson = 1,511 (P=0,2030)
Autocorrelacion residual de Lag 1 =0,1912

Residual P

residual
(=]
T
1

L L L L L L
73 78 83 88 93 98 103
predicted
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Tabla 33. Analisis de la varianza para la variable respuesta rendimiento

Fuente Suma de Cuadrados Gl  Cuadrado Medio F-ratio p-Valor
A:Relacion 362,0 1 362,0 533,26 0,0000
UF/Capsul

B:Temperatura  0,7669 1 0,7669 1,13 0,3231
AA 126.3 1 126.3 186.11 0.0000
BB 1.273 1 1.273 1.88 0.2131
Total error 4.752 7 0.6788

Total (corr.) 495.1 11

R-cuadrada = 99.04 porciento

R-cuadrada (ajustada por g.l.) = 98.49 porciento
Error estandar del est. = 0.8239

Error absoluto medio = 0.5671

Estadistico Durbin-Watson = 1.229 (P=0,0449)
Autocorrelacion residual de Lag 1 =0,3025

Residual P

a
0.8 -1

a
0.4 a -

residual
o
T
1

H
0.4 -

P
-0.8 ° -1

1.2, L L L L L 1
0 4 8 12 16 20 24
predicted

Optimizacion conjunta
Optimizar Deseabilidad
Valor 6ptimo=0,6196

Factor Bajo Alto Optimo
Relacién 0,58 5,42 2,476
UF/Capsul

Temperatura 132,7 217,3 132,7
Respuesta Optimo

R Betacianinas 59,92

R Betaxantinas 98,5
Rendimiento 8,962

EE Betacianinas 97,62

EE Betaxantinas 97,34
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Analisis de varianza - Optimizacion sistema de microparticulas UF-K
Tabla 34. Analisis de la varianza para la variable respuesta EE Betacianinas

Fuente Suma de Cuadrados Gl  Cuadrado Medio F-ratio p-Valor
A:Relacion 0,05857 1 0,05857 0,71 0,4322
UF/K4484

B:Temperatura  0,1023 1 0,1023 1,24  0,3085
AA 0,06958 1 0,06958 0,84 0,3943
AB 2,25 1 2,25 27,22 0,0020
BB 1,751 1 1,751 21,18 0,0037
Total error 0,496 6 0,08266

Total (corr,) 4,727 11

R-cuadrada = 89,51 porciento

R-cuadrada (ajustada por g.l.) = 80,76 porciento
Error estandar del est. = 0,2875

Error absoluto medio = 0,1773

Estadistico Durbin-Watson = 2,35 (P=0,6772)
Autocorrelacion residual de Lag 1 =-0,196

Residual P1

0.4F T T T T T )

0.2+ % -

residual
=
T
1

-0.2F ° -

0.4, 1 i 1 1 1 1
97 97.5 98 98.5 99 99.5 100
predicted
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Tabla 35. Anélisis de la varianza para la variable respuesta EE betaxantinas

Fuente Suma de Cuadrados Gl  Cuadrado Medio F-ratio p-Valor
A:Relacion 0,9057 1 0,9057 8,78 0,0210
UF/K4484

B:Temperatura  0,002917 1 0,002917 0,03 0,8712
AA 2,956 1 2,956 28,66 0,0011
AB 3,803 1 3,803 36,87 0,0005
Total error 0,7219 7 0,1031

Total (corr,) 8,389 11

R-cuadrada = 91,39 porciento

R-cuadrada (ajustada por g.l.) = 86,48 porciento
Error estandar del est. = 0,3211

Error absoluto medio = 0,2127

Estadistico Durbin-Watson = 1,291 (P=0,1084)
Autocorrelacion residual de Lag 1 = 0,319

Residual P1

= . . . —
03fF R ]

F o ° 4
o1r . . 7

residual

-0.1F o -

-0.3F a -

-0.5ky 1 1 ° 1]
96 97 98 99 100
predicted
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Tabla 36. Andlisis de la varianza para la variable respuesta rendimietno

Fuente Suma de Cuadrados Gl  Cuadrado Medio F-ratio p-Valor
A:Relacion 168,1 1 168,1 112,40 0,0000
UF/K4484

B:Temperatura  0,8018 1 0,8018 0,54 0,4879
AA 17,92 1 17,92 11,98 0,0105
AB 10,24 1 10,24 6,85 0,0346
Total error 10,47 7 1,496

Total (corr,) 207,6 11

R-cuadrada = 94,96 porciento

R-cuadrada (ajustada por g,l,) = 92,07 porciento
Error estandar del est, = 1,223

Error absoluto medio = 0,7726

Estadistico Durbin-Watson = 1,613 (P=0,2664)
Autocorrelacion residual de Lag 1 = 0,1455

Residual P

residual
o
T
1

0 3 6 5 2 15 1
predicted

Optimizacion conjunta

Optimizar Deseabilidad

Valor 6ptimo=0,8796

Factor Bajo  Alto Optimo
Relacion UF/K4484 0,58 5,42 0,58

Temperatura 1105 2195 110,5
Respuesta Optimo

EE Betacianinas 99,75

EE Betaxantinas 99,41

Rendimiento 13,2
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Anexo 9

Retencion (%) de betacianinas en el tiempo de almacenamiento a 30, 45y 60°C.

Tabla .37. Retencidn (%) de betacianinas en el tiempo de almacenamiento a 30°C

P-C P-K UF-C UF-K
Tiempo Conc. Conc.
(dias) (Mg Roet. Conc. Roet. (mg Roet. Conc. Roet.
EB/g) (%) (mgEB/g) (%) EB/G) (%) (mgEB/g) (%)
0 0,358  100,0 0,339 100,00 0,361 100,0 0,343 100,0
7 0,346 96,6 0,378 100,00 0,373 100,0 0,265 98,0
14 0,319 88,8 0,331 98,50 0,356 98,0 0,292 91,5
21 0,304 85,1 -- -- 0,331 91,8 -- --
28 0,299 83,7 0,328 97,45 0,331 91,6 0,263 79,5
35 0,280 78,9 -- -- 0,316 87,6 -- --
42 0,277 75,2 0,309 93,65 0,301 834 0,291 84,9
56 0,274 76,5 0,316 94,02 0,290 82,0 0,284 83,3
70 -- -- 0,298 87,94 -- -- 0,278 81,2
77 0,272 76,4 0,291 85,90 0,287 80,2 0,274 79,8
91 0,268 75,1 -- -- 0,277 76,7 -- --
98 0,262 73,3 -- -- 0,272 75,8 -- --
105 0,251 70,1 0,278 82,14 0,261 71,8 0,247 72,1
119 0,246 68,9 -- -- 0,253 70,2 -- --
161 -- - 0,234 69,16 -- -- 0,216 63,1
175 0,207 58,0 -- -- 0,216 59,8 -- --
217 -- -- 0,209 61,66 -- -- 0,181 52,7
234 0,172 48,1 -- -- 0,185 51,2 -- --
273 -- -- 0,173 50,89 -- -- 0,152 445
287 0,154 43,2 -- -- 0,162 449 -- --
308 -- -- 0,139 40,922 -- -- 0,135 39,3
343 0,126 35,3 -- -- 0,146 40,4 - -

Conc.: concentracion; Ret.: Retencion; EB: equivalente de betanina
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Tabla 38. Retencidn (%) de betacianinas en el tiempo de almacenamiento a 45°C

P-C P-K UF-C UF-K

Tiempo Conc. Conc. Conc.
. Ret. Conc. Ret. Ret. Ret.
@My gm0 T e ™

EB/g) EB/g) EB/g)
0 0,357 100,0 0,389 100,0 0,359 100,0 0,350 100,0
7 0,309 86,3 0,363 93,4 0,321 89,5 0,328 93,7
14 0,340 95,0 0,351 93,3 0,348 97,0 0,336 95,9
21 0,328 91,8 0,353 90,7 0,301 83,9 0,294 86,6
28 0,293 82,1 0,334 85,9 0,289 80,4 0,289 82,5
35 0,284 79,6 0,314 80,7 0,280 78,1 0,274 78,1
42 0,263 73,7 0,302 77,7 0,264 73,5 0,257 73,5
56 0,238 66,7 0,277 71,3 0,242 67,4 0,241 69,0
70 0,221 61,7 0,262 67,4 0,221 61,5 0,223 63,7
87 0,207 57,8 0,250 64,2 0,204 56,7 0,208 59,5
112 0,179 50,1 0,231 59,3 0,188 52,3 0,186 53,0
140 0,147 41,1 0,189 48,6 0,159 44,3 0,152 43,5
168 0,117 32,8 0,157 40,3 0,128 35,8 0,134 38,3
196 0,100 28,1 0,125 32,1 0,110 30,7 0,119 33,9

Conc.: concentracion; Ret.: Retencidn; EB: equivalente de betanina
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Tabla 39. Retencidn (%) de betacianinas en el tiempo de almacenamiento a 60°C

Tiempo P-C P-K UF-C UF-K
. Conc. Ret. Conc. Ret. Conc. Ret. Conc. Ret.
@) (mgEBl) %) (MgEBI) (%) (MgEBiY) (%) (MGEBR) (%)
100,
0 0,36 0 0,34 100,0 0,36 100,0 0,34 100,0
7 0,34 95,3 0,30 93,0 0,34 93,8 0,29 92,5
14 0,33 90,7 0,31 96,3 0,33 87,0 0,29 94,4
21 0,30 83,0 0,31 96,3 0,31 87,0 0,28 92,2
28 0,28 77,0 0,37 93,0 0,30 81,9 0,30 85,6
35 0,25 72,3 - -- 0,29 79,8 -- -
42 0,24 69,1 0,32 93,2 0,27 75,8 0,28 81,1
56 0,20 54,9 -- -- 0,23 64,2 - --
63 -- -- 0,30 89,1 -- -- 0,27 77,8
70 -- -- 0,27 79,1 -- -- 0,25 73,0
77 0,20 56,3 0,25 73,9 0,22 62,6 0,23 67,2
84 -- -- 0,23 67,1 -- -- 0,26 77,1
91 0,19 54,0 - - 0,22 60,8 - --
98 -- -- 0,27 78,3 -- -- 0,22 65,2
105 0,17 49,9 -- -- 0,20 55,1 -- --
112 -- -- 0,20 59,0 -- -- 0,21 61,0
126 -- -- 0,18 52,3 -- -- 0,17 50,7
133 0,14 37,8 -- -- 0,16 43,8 -- --
140 - -- 0,16 47,7 -- -- 0,13 37,1
154 - - 0,13 37,0 - - 0,09 25,1
161 0,09 24,4 -- -- 0,13 36,8 -- --
189 0,06 18,1 -- -- 0,09 24,2 -- --
196 - -- 0,07 19,4 -- -- 0,06 17,1

Conc.: concentracidn; Ret.: Retencion; EB: equivalente de betanina
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Anexo 10

Retencion (%) de betaxantinas en el tiempo de almacenamiento a 30, 45y 60°C.

Tabla 40. Retencion (%) de betaxantinas en el tiempo de almacenamiento a 30°C

P-C P-K UF-C UF-K
Tiempo Conc. Ret. Conc. Ret. Conc. Ret. Conc. Ret.
(dias) ~ (mglIB/g) (%) (mglIBlg) (%) (mglIB/g) (%) (mglB/g) (%)
100,0 100,
0 0,160 100,0 0,138 0 0,165 100,0 0,150 0
7 0,149 93,0 0,135 97,78 0,164 989 0,140 93,6
14 0,138 87,9 0,127 94,24 0,160 97,2 0,125 83,2
21 0,130 81,5 - - 0,145 879 - -
28 0,130 81,1 0,113 82,11 0,146 88,6 0,129 85,7
35 0,129 80,7 - - 0,149 87,1 - -
42 0,117 72,6 0,120 87,23 0,140 85,0 0,121 80,9
56 0,104 65,8 0,089 67,90 0,136 82,0 0,134 92,7
70 - - 0,125 90,47 - - 0,130 86,8
77 0,116 72,0 0,123 89,18 0,136 844 0,135 90,1
91 0,127 79,4 - - 0,136 826 - -
98 0,126 79,1 - - 0,133 80,1 - -
105 0,120 77,4 0,119 86,29 0,125 754 0,130 86,9
119 0,135 84,4 - - 0,133 80,6 - -
161 - - 0,114 82,76 - - 0,128 85,0
175 0,115 72,0 - -- 0,136 82,3 -- --
217 - - 0,107 77,34 - - 0,118 78,7
234 0,102 63,6 - - 0,122 74,0 - -
273 - - 0,000 65,32 - - 0,095 63,5
287 0,090 56,2 - - 0,108 65,3 - -

60,52

308 - - 0,084 2 - - 0,092 61,3
343 0,081 50,7 - - 0,099 60,0 - -

Conc.: concentracion; Ret.: Retencidn; 1B: equivalente de indicaxantina
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Tabla .41. Retencion (%) de betaxantinas en el tiempo de almacenamiento a 45°C

P-C P-K UF-C UF-K

Tiempo Conc. Ret. Conc. Ret. Conc. Ret. Conc. Ret.
(dias) (mglIB/g) (%) (mglB/g) (%) (mglB/g) (%) (mglBlg) (%)
0 0,139 100,0 0,134 100,0 0,146 100 0,139  100,0

7 0,119 86,0 0,140 1044 0,136 93,0 0,133 957

14 0,136 979 0,137 98,3 0,133 91,0 0,139 99,9

21 0,132 953 0,131 96,5 0,131 89,8 0,132 96,8

28 0,125 90,3 0,125 93,6 0,132 90,0 0,131 938

35 0,124 89,1 0,128 91,7 0,132 90,3 0,127 914

42 0,122 87,9 0,124 925 0,130 88,5 0,126 90,5

56 0,119 858 0,122 915 0,130 88,9 0,123 884

70 0,115 828 0,126 945 0,123 84,2 0,121 86,7

87 0,113 815 0,123 91,9 0,119 816 0,119 857
112 0,108 77,6 0,118 88,1 0,116 79,5 0,110 78,9
140 0,089 63,9 0,100 75,0 0,099 67,6 0,100 71,6
168 0,078 56,5 0,089 66,3 0,087 59,3 0,092 658
196 0,070 50,2 0,083 59,6 0,075 51,6 0,082 588

Conc.: concentracion; Ret.: Retencidn; I1B: equivalente de indicaxantina
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Tabla 42. Retencidn (%) de betaxantinas en el tiempo de almacenamiento a 60°C

P-C P-K UF-C UF-K
Conc. Conc. Conc. Conc.
. Ret. Ret. Ret. Ret.
Tiempo  (mg IB/g) %) (mg 1B/g) %) (mg 1B/g) %) (mg %)
(dias) 1B/g)
0 0,160 100,0 0,138 100,0 0,165 100,0 0,150 100,0
7 0,154 96,0 0,123 97,6 0,166 99,94 0,129 99,8
14 0,158 97,0 0,135 100,0 0,166 97,23 0,126 99,7
21 0,144 90,3 0,135 100,0 0,159 96,50 0,139  100,0
28 0,147 91,6 0,142 95,7 0,156 94,73 0,136 90,7
35 0,151 93,3 -- -- 0,158 95,37 -- --
42 0,148 92,1 0,146 99,5 0,156 94,39 0,134 89,6
56 0,121 75,3 -- -- 0,129 78,5 -- --
63 -- -- 0,139 100,0 -- -- 0,141 93,5
70 -- -- 0,137 100,0 -- -- 0,145 95,6
77 0,123 77 0,140 100,0 0,128 77,1 0,137 91,1
84 -- -- 0,123 87,3 -- -- 0,142 94,4
91 0,123 76,6 -- -- 0,132 79,7 -- --
98 - -- 0,135 97,5 -- -- 0,127 86,8
105 0,118 74,6 -- -- 0,128 75,4 -- --
112 -- -- 0,130 94,0 -- -- 0,122 80,4
126 -- -- 0,119 86,0 -- -- 0,112 73,9
133 0,102 63,8 -- -- 0,103 63,9 -- --
140 - - 0,105 76,1 -- -- 0,090 58,7
154 - -- 0,096 69,8 -- -- 0,076 50,6
161 0,079 49,2 -- -- 0,083 50,3 -- --
189 0,062 38,8 -- -- 0,073 443 -- --
196 -- -- 0,074 53,9 -- -- 0,073 48,7

Conc.: concentracion; Ret.: Retencidn; 1B: equivalente de indicaxantina
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