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RESUMEN

Las betalainas son pigmentos hidrosolubles, autorizados como aditivos por la FDA
de Estados Unidos y admitidos en la Union Europea. Son uno de los pocos
pigmentos rojos naturales y presentan un doble propdsito, como colorantes y
antioxidantes, por lo que cabe potenciar su uso en la industria alimentaria. Una de
las fuentes de betalainas menos explotadas comercialmente son los frutos de la
tuna purpura. El objetivo de este trabajo fue determinar la estabilidad de éstos
pigmentos en un yogur adicionado con microparticulas de pulpa de tuna (PT) y
ultrafiltrado de tuna purpura (UF), elaborados mediante secado por aspersion
utiizando Capsul (PT-C y UF-C) y K4484 (PT-K y UF-K) como agentes
encapsulantes. Para determinar la estabilidad en el yogur se cuantifico el
contenido de betalainas, color y pH, durante 10 semanas. La degradacion de
betacianinas y betaxantinas en el yogur siguié una cinética de primer orden para
todos los sistemas, mostrando constantes de velocidad de degradacion entre
7,81x10°° - 8,67x10° (min™) y de 4,60x10° - 6,43x10°® (min™), respectivamente.
Ademas, se observé un comportamiento diferente, dependiendo de la fuente de
betalainas (PT o UF), obteniéndose menor degradacién en los sistemas con pulpa
en comparacion con el ultrafiltrado de tuna. Este comportamiento se puede atribuir
a los mucilagos de la pulpa, que protegerian la degradacion de betalainas. Se
obtuvo una alta eficiencia de encapsulacion (sobre 98,4) tanto para betacianinas
como para betaxantinas y un buen rendimiento para todos los sistemas. Ademas,
se presentaron diferencias morfolégicas entre las particulas elaboradas con
Capsul y las elaboradas con K4484, siendo estas Ultimas mas esféricas y con
menor cantidad de indentaciones, lo que se puede atribuir a la naturaleza del
encapsulante. En cuanto al yogur, los parametros de color se vieron afectados
durante el almacenamiento, aumentando su luminosidad (L) y disminuyendo en
intensidad o Croma (C*), sin embargo, el yogurt mantuvo un alto porcentaje de

betalainas y un color rosado hasta el final del periodo de almacenamiento



Palabras claves: Colorantes naturales, betalainas, indicaxantina, betanina, secado

por aspersion.



SUMMARY

Betalains (betacyanins and betaxanthins) are water-soluble pigments. The betanin
(betacyanin) is accepted as an additive by the FDA (U.S.A.) and by the European
Union foods regulations. It is one of the few natural red pigments in nature and has
a double purpose, as a colorant and as antioxidant, so it should increase its use in
the food industry. One source of betalains scarcely used commercially until now, is
that from cactus pear fruits. The aim of this study was to determine the stability of
betalains in a yogurt with microparticles obtained from purple cactus pear pulp
(CP) and ultrafiltrated pulp (UF), prepared by spray drying, using Capsul (CP-C
and UF-C) and K4484 (CP-K and UF-K), as encapsulating agents. The stability of
the betalains in the yogurt was determined by means of the changes in the
betalains content, color and pH, during 10 weeks. Betacyanins and betaxanthins
degradation in yogurt followed a first order kinetics for all systems, showing
degradation rate constants between 7.81 x 10 to 8.67 x 10® (min™) and 4.60 x10’
® . 6.43 x10°® (min™), respectively. In addition, we observed a different behavior,
depending on the source of betalains (CP or UF), showing less degradation the
systems with cactus pear pulp compared with the ultrafiltrate’s one. This behavior
can be attributed to the mucilage of the pulp, which could protect the betalains
degradation. High encapsulation efficiency (about 98.4%) for betaxanthins as for
betacyanins and a good vyield for all systems was obtained. Moreover,
morphological differences were observed among the particles prepared with
Capsul compared with K4484, being the latter more spherical and with less amount
of indentations, which can be attributed to the encapsulant nature. Regarding the
yogurt, the color parameters were affected during the storage, increasing lightness
(L) and decreasing the intensity or chroma (C*), however, the yogurt kept a high
betalains content and a pink color until the end of the entire storage period.

Keywords: Natural colorants, betalains, indicaxanthin, betanin, spray drying.



INTRODUCCION

Color en alimentos

El color es uno de los atributos mas importantes en los alimentos, ya que se
considera un indicador de calidad que frecuentemente determina su aceptacion.
Sin embargo, durante el procesamiento y/o almacenamiento de los alimentos, el
color se puede alterar por accion de la luz, temperatura, oxigeno, iones metalicos,
enzimas endogenas, entre otros (Rojas, 2000; Farias, 2003; Stintzing y Carle,
2004; Azeredo, 2009). En este contexto, es necesario utilizar colorantes en
alimentos para compensar las pérdidas ocurridas durante el procesamiento y/o
almacenamiento, o para formular alimentos atractivos y apetitosos (MoR3hammer et
al., 2006a).

En las Ultimas décadas las exigencias de los consumidores en el campo
alimenticio han cambiado considerablemente fomentando el interés en los
alimentos que contribuyen directamente en la salud (Young, 2000; Mollet y
Rowland, 2002), en funcion de esto, los colorantes rojos sintéticos se han
cuestionado debido a los riesgos que implican en la salud humana, lo que ha
motivado la busqueda de nuevas alternativas de origen natural para sustituir a los

colorantes artificiales (Tsuda et al., 2001).

La naturaleza produce una variedad de compuestos adecuados para la coloracion
de los alimentos (Azeredo, 2009), siendo los colorantes naturales de origen
vegetal los que estan recibiendo un creciente interés, tanto de los fabricantes de
alimentos como de los consumidores, en la sustitucion de los colorantes sintéticos
(Stintzing y Carle, 2004).



Entre los principales pigmentos naturales se encuentran diversos carotenoides,
betalainas, antocianinas y clorofilas (Paz y Guevara, 2009). Sin embargo, los
colorantes naturales presentan algunas desventajas en comparacion con los
sintéticos, incluidos un mayor costo y menor estabilidad (Cai et al., 2005; Azeredo,
20009).

Algunos tipos de Opuntia y Amaranthus de color rojo-purpura y violeta se pueden
utilizar como fuente de betalainas, para la obtencion de pigmentos rojos naturales
(Sepulveda et al., 2003; Cai et al., 2005). Sin embargo, es importante realizar
estudios sobre extraccion y estabilidad para evaluar la viabilidad de la utilizacién

del pigmento, como una alternativa a los colorantes rojos usados en el mercado.

Betalainas

Las betalainas son pigmentos solubles en agua, derivados del acido betalamico
(Herbach et al., 2006a), cuya presencia se limita a unas pocas familias del orden

Caryophyllales (Stintzing y Carle, 2004).

Estructuralmente, se pueden dividir en dos grupos, las betacianinas (Figura 1),
que presentan el grupo 3,4—dihidroxifenilalanina (DOPA), que puede 6 no estar
glicosilado, son de color rojo a purpura y absorben a una longitud de onda de 535-
550 nm, en el rango de luz visible; y las betaxantinas (Figura 2), que presentan
conjugacion con aminoacidos 6 derivados de aminoéacidos, dan una coloracién
amarillo-naranja y su absorbancia se encuentra entre 475-480 nm (Castellar et al.,
2003; Allegra et al., 2005; Cai et al., 2005; Herbach et al., 2006a; Azeredo, 2009).
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Figura 1. Estructura quimica de las betacianinas (Allegra et al., 2005).
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Las betalainas rojas (betanina) son pigmentos autorizados como aditivos por la
FDA (Food and Drug Administration) de Estados Unidos y también estan admitidas
por la legislacion de la Unién Europea, siendo comercializadas como polvo o
extracto liquido concentrado de betarraga (Garcia, 2008; Obdn et al., 2009). En
Chile, las betaninas correspondientes a betacianinas (Figura 1) se clasifican como
aditivo alimentario bajo el nombre de rojo de remolacha. Este pigmento no
presenta un contenido maximo de aplicacion en alimentos, pero depende de las
buenas practicas de fabricacion (BPF) (RSA, 2009, Art. 145).

Las betalainas presentan ventajas comparativas frente a otros pigmentos

naturales, tales como las antocianinas, debido a su estabilidad en un intervalo



mayor de pH y su amplia gama de colores relacionada con su estructura
(Nazareno y Padrén, 2011).

La fuente mas estudiada de betalainas es la betarraga roja (Beta vulgaris L.) (Diaz
et al., 2006) cuyas raices son la principal fuente comercial de betacianinas (Cai et
al., 2005), pero a pesar de ello, presenta inconvenientes a nivel tecnolégico y
sensorial, como la presencia de nitratos, el riesgo de contaminacién microbiana y
el arrastre de particulas indeseadas (Stintzing et al., 2001; Piga, 2004;
MolRhammer et al., 2006a y 2006b; Nazareno y Padron, 2011).

Otras fuentes de betalainas son los frutos del nopal (Stintzing et al., 2001), el
amaranto (Cai et al., 2005) y las pitayas (pertenecientes al género Cereus,
Hylocereus y Selenicereus) (Azeredo, 2009), como una alternativa a la betarraga
roja para colorear alimentos (Herbach et al., 2006a; MolRhammer et al., 2006b). De
las fuentes mencionadas, los frutos de las cactaceas no presentan impactos
sensoriales negativos ni carga de nitratos, por lo cual, son una buena alternativa

para la obtencién de colorantes alimentarios (MoRhammer et al., 2005).

Antecedentes generales del nopal

El nopal es un frutal tropical originario de América, perteneciente a la familia
Cactaceae, subgénero Opuntia, que crece en regiones aridas y semiaridas
(S4enz, 2006; Morales et al., 2009) y se encuentra desde el norte de Canada
hasta el sur de Chile (Tapia, 2007), pero hasta ahora, tiene un bajo uso industrial,

siendo Opuntia ficus-indica la variedad mas estudiada (Torres, 2008).

Los frutos del nopal son una de las pocas fuentes de betalainas en la naturaleza y

podrian ser una opcion atractiva para sustituir los aditivos sintéticos ya que



presentan una doble funcion: como colorante y antioxidante, otorgando un efecto
beneficioso a la salud (Kuti, 2004; Stintzing y Carle, 2004; Tesoriere et al., 2005;
Nazareno y Padrén, 2011).

Una ventaja del género Opuntia es su bajo requerimiento hidrico; creciendo
ademas, en suelos marginales aridos y semiaridos, con texturas pobres y bajos
niveles de pH; exhibiendo al mismo tiempo, una alta tasa de produccion de
biomasa (Stintzing et al., 2001; Castellar et al., 2003; Mol3hammer et al., 2006b).

En Chile, actualmente las variedades rojas y purpuras sélo se cultivan a pequefa
escala o a nivel experimental, principalmente en la zona central del pais,
existiendo en otras zonas algunos ecotipos silvestres. El interés por conocer el
potencial de los diversos frutos presentes en Chile, como fuente de colorante rojo,
ha motivado la realizacion de estudios para determinar el contenido de betanina,
tanto en la cascara como en la pulpa (Sepulveda et al., 2003), con ello se busca
aumentar el rendimiento del contenido de betalainas al aprovechar diversas partes
del fruto, aumentando el interés por el nopal y motivando los esfuerzos para su

utilizacion (Cerezal y Duarte, 2005).

Betalainas en frutos de Opuntia

En trabajos previos se ha estudiado el contenido de betalainas en frutos de
diferentes Opuntia. Los frutos de O. stricta mostraron altos niveles de betalainas
(80 mg/100 g de fruta fresca), principalmente betanina e isobetanina. Estos niveles
son alrededor de cuatro veces superiores a los encontrados en O. ficus-indica (14-
19 mg/100 g de fruta fresca), O. undulata (20 mg/100 g de fruta fresca), O.
lasiacantha (19-28 mg/100 g de fruta fresca), e incluso mayor que el mostrado por

algunos colorantes comerciales de betarraga roja (40-60 mg/100 g de raiz fresca)



(Fernandez y Almela, 2001; Castellar et al., 2003). En ecotipos experimentales de
tuna purpura existentes en Chile, los contenidos de betalaina varian entre 16,6 y
62,4 mg de betanina/100g materia fresca (Sepulveda et al., 2003).

Un aspecto favorable de las betalainas de frutos de Opuntia, es que presentan la
misma betacianina que los pigmentos comerciales de betarraga roja, por lo que no
necesita una nueva clasificacion como colorante alimentario (Castellar et al.,
2006).

Ademas del poder colorante, las betalainas poseen propiedades antioxidantes,
pudiendo prevenir enfermedades relacionadas con el estrés oxidativo (Galati et al.,
2003; Tesoriere et al., 2004; Guzman et al., 2010), debido a su capacidad de
atrapar radicales libres. Si bien la betarraga ha sido incluida entre los 10 vegetales
con mayor poder antioxidante, hay también evidencia creciente de esta actividad
en los frutos de Opuntia (Azeredo, 2009).

En China se investigé la actividad protectora de las betalainas de betarraga en
ratones irradiados con rayos gamma. Los resultados mostraron que este pigmento
podria actuar como un agente radioprotector, debido a su capacidad antioxidante
(Lu et al., 2009). Ademas, Zou et al. (2005) reporté que componentes del fruto del
nopal inhiben el crecimiento de las células cancerigenas en ratones. Por otro lado,
Azeredo (2009) también reporté una actividad anticancerigena de las betalainas,
vinculada a su poder antioxidante, mostrando una actividad inhibidora en tumores
de piel y pulmén en ratones. Esta actividad también se comprobd sobre tumores
de ovario, cervicales y vejiga in vitro y en ratones con cancer de ovario, con un

extracto de fruto de cactus (Opuntia ficus-indica).

Se ha documentado el rol preventivo de las betalainas sobre la susceptibilidad a la
oxidacion de LDL en humanos (Tesoriere et al.,, 2003). La ingesta regular de

Opuntia robusta es capaz de reducir significativamente dafios oxidativos in vivo en
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un grupo de pacientes que sufren de hipercolesterolemia, segun lo informado por
Budinsky et al. (2001), aunque en el mencionado estudio no alcanz6 a

establecerse cuales son los compuestos responsables de tal bioactividad.

Por otro lado, Repo de Carrasco y Encina (2008) sefialan que la capacidad
antioxidante esta directamente relacionada con el contenido de pigmentos de los
frutos; en una investigacion realizada con 3 variedades de frutos Opuntia ficus-
indica (roja, anaranjada y verde), los frutos rojos mostraron mayor capacidad

antioxidante que los frutos anaranjados, y éstos a su vez, mayor que los verdes.

Rutas de degradacién de las betalainas

Las rutas de degradacion de betalainas como isomerizacién, descarboxilacion,
desglicosilacion, deshidrogenacion e hidrolisis, se han descrito principalmente
para betanina e isobetanina (Herbach et al.,, 2006b), donde los cambios
cromaticos ocurridos en las betalainas pueden considerarse como resultado de
varias reacciones de degradacion y transformacion (Herbach et al., 2006a). En la

Figura 3 se muestran las posibles vias de degradacion de estos compuestos.
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Figura 3. Rutas de degradacion para betacianinas (Herbach et al., 2006a).

Isomerizacion: Como regla general, las betacianinas se acompafian de sus
respectivas isobetacianinas. Para el caso de la betanina, la isomerizacion se
produce en el C;5 formando la isobetanina, la cual presenta propiedades
cromaticas idénticas a la betanina sin presentar cambios observables de color
(Schwartz y von Elbe, 1983). Por otro lado, el acido betalamico y la indicaxantina
son susceptibles a la isomerizacion, siendo esta uUltima mas propensa en el Ci;
(Wilcox et al., 1965).

Desglicosilacion: Bajo condiciones fuertemente &cidas, altas temperaturas y
presencia de R-glucosidasa, la molécula de glucosa puede separarse de la
betanina, provocando un desplazamiento batocrémico cercano a 4 nm y un color
rojo violeta profundo, debido a la formacion de una aglicona de menor estabilidad,

la que presenta mayor susceptibilidad a la oxidacién (Stintzing y Carle, 2004).
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Hidrolisis: En tratamientos térmicos, la ruptura hidrolitica del enlace aldimina de
las betalainas se observo a pH superiores a 6. La hidrolisis de betanina disminuye
la intensidad del color, debido a que la ruptura de la betanina genera acido
betalamico (amarillo brillante) y ciclo-Dopa-5-0--glucésido (incoloro) (Herbach et
al., 2006a). La ruptura del enlace aldimina es reversible con una condensacion de
base de Schiff a pH 6 (Huang y von Elbe, 1985y 1987).

Descarboxilacidon: Se ha observado que la betanina puede ser descarboxilada en
las posiciones C, Cis y/o Ci7 (Herbach et al., 2005). Esto teéricamente puede
ocurrir para betacianinas, mientras que para betaxantinas seria en los carbonos
Ci11 y Ci3. La descarboxilacion produce un desplazamiento hipsocrémico que
puede ser explicado por una disminucion en la deslocalizacion de los electrones 1t
en los compuestos descarboxilados (Herbach et al., 2006a). Por otra parte, el sitio
inicial de descarboxilacion varia dependiendo del disolvente. Medios etandlicos
promueven la descarboxilacion en el Ci7, mientras que en soluciones acuosas es

mas pronunciada en el C, (Wybraniec, 2005; Wybraniec y Mizrahi, 2005).

Deshidrogenacién: Estudios sobre el efecto de la deshidrogenacion han
mostrado que a partir de la isobetanina (de color rojo) se produce neobetanina
(14,15-dehidroxibetanina), la cual a pesar de estar estructuralmente agrupada con
las betacianinas presenta un color amarillo (Alard et al., 1985). La formacién de
neobetanina se ha confirmado en jugo de betarraga sometido a tratamiento
térmico bajo condiciones anaerdbicas (Herbach et al., 2004), pero también se ha

demostrado la presencia de neobetanina en tunas (Stintzing et al., 2005).

Descarboxilaciones y deshidrogenaciones multiples: Se ha observado que
puede ocurrir mas de un mecanismo de reaccién, como descarboxilaciones
multiples o combinadas con deshidrogenacién, un ejemplo es la neobetanina
deshidrogenada bidescarboxilada (estructura indolizada), la que se produce

durante el tratamiento térmico de soluciones de betaninas (Herbach et al., 2005).
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Estabilidad de las betalainas

La estabilidad de las betalainas ha sido estudiado por varios investigadores,
demostrado que se ve afectada por el pH, la actividad de agua, la exposicion a la
luz, el oxigeno, la temperatura, la actividad enzimatica y la presencia de metales
(Delgado et al., 2000; Castellar et al., 2003; Diaz et al., 2006; Herbach et al.,
2006a; Herbach et al., 2006b).

La mayoria de los estudios de estabilidad, se han realizado principalmente en
betarraga, para analizar la influencia de factores adversos sobre las betacianinas,
pero muy pocos se han realizado sobre las betaxantinas (Herbach et al., 2006b).
La estabilidad es un aspecto importante a considerar para el uso de estos
pigmentos como antioxidantes y colorantes en los alimentos (S&enz et al., 2009),
aunque se debe tener en cuenta que la estabilidad de los pigmentos naturales es
menor, en comparacion, con los colorantes sintéticos (Garcia, 2008).

Uno de los factores que mas afecta la estabilidad de las betalainas es la
temperatura ya que ésta acelera las reacciones de hidrdlisis, que dan como
resultado el &cido betaldmico incoloro y otros productos de color marrén (Azeredo,
2009). En el tratamiento térmico, las betacianinas se pueden degradar por
isomerizacion y/o descarboxilacion. Si bien, el color de la betanina se mantiene, se
produce un efecto hipsocrémico al desplazar el pick de absorcién de 538 a 505

nm, lo que resulta en un color naranja-rojo (Azeredo, 2009).

La ay es un factor importante a considerar, debido a que favorece la ruptura del
enlace aldimina de las betalainas, produciendo pérdidas de color. Las betalainas
son estables en productos deshidratados, con una actividad de agua menor a 0,5.
Dentro de las betacianinas, la betanina es la principal a nivel comercial y se vuelve
mas inestable a medida que se aumenta la actividad de agua y el contenido de

humedad del alimento (Herbach et al., 2006a), observandose una mayor
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estabilidad de ésta, cuando la a, esta por debajo de 0,63. Se han obtenido
aumentos en la estabilidad de las betalainas mediante métodos de reduccion de la
actividad de agua como la concentracion (Castellar et al., 2003; Castellar et al.,
2006) y el secado por atomizacion (Cai y Corke, 2000); por esta razon, los
pigmentos en polvo deben almacenarse con la menor cantidad de agua posible,
en condiciones de baja humedad relativa.

Igualmente, en funcion de la actividad de agua, el oxigeno puede causar
modificaciones en la betanina disminuyendo su estabilidad al aumentar su
concentracion, por su parte, las betalainas reaccionan con el oxigeno molecular,
produciendo la degradacion del pigmento en una solucion saturada de aire (Von
Elbe et al., 1974; Herbach et al., 2006a; Garcia, 2008).

La presencia de oxigeno afecta la velocidad de fotoxidacion de las betalainas,
debido a que existe una relacidén inversamente proporcional entre la estabilidad de
las betalainas y la intensidad de la luz (Delgado et al., 2000), la cual sigue
generalmente una cinética de primer orden y es oxigeno dependiente (Von Elbe et
al., 1974; Herbach et al.,, 2006a). La susceptibilidad de las betalainas a la
degradacion inducida por la luz se explica por la absorcion de la luz en el rango
UV-Vis, que conduce a la excitacidbn de los electrones del croméforo de las

betalainas a un estado mas energético.

El color brindado por las betalainas no se ve afectado cuando el pH del medio
oscila entre 3,0 y 7,0, rango de la mayoria de los alimentos. Por debajo de pH 3,0
el color cambia a violeta y por sobre pH 7,0 el color es mas azulado, siendo mayor
la intensidad a pH 9,0 (Sanchez, 2006). El pH 6ptimo para la maxima estabilidad
de la betacianina y betaxantina en presencia de oxigeno esta entre 5,5-5,8 (pH de
la pulpa de tuna) y entre 5,0-6,0, respectivamente (Delgado et al., 2000).
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Los metales por su parte, presentan un menor efecto que los factores anteriores;
la presencia de algunos cationes metélicos, tales como hierro, cobre, estafio y
aluminio aceleran la degradacion de las betacianinas. El complejo metal-pigmento
con hierro y aluminio, puede presentar un efecto batocromico (desplazamiento
hacia mayores longitudes de onda o de menor energia) (Azeredo, 2009). Sin
embargo, en jugo de remolacha el efecto de los iones metalicos es menor en
comparacion con soluciones puras de betanina, debido a la presencia de agentes

complejantes de metales en el jugo.

El acido ascoérbico o el a-tocoferol no protegen a las betalainas de la oxidacion; en
cambio, el acido citrico y acido etilendiaminotetraacético (EDTA) si lo hacen. Por
estos motivos, en los Ultimos afios se han buscado sistemas que protejan los
pigmentos como la encapsulacion. Por otra parte, los extractos de betalainas son
originalmente acuosos Yy diluidos, por lo que el uso de tecnologias de membrana

permitiria la separacion y concentracion de los pigmentos.

Tecnologia de membranas

Esta tecnologia se basa en la transferencia de materia a través de una membrana
que limita el paso de sustancias de manera selectiva, lo que permite enriquecer o
empobrecer un fluido en alguno o varios de sus componentes (Jesus et al., 2006;
Reis y Zydney, 2007). El flujo del proceso depende de diferentes fuerzas
impulsoras, principalmente: presion, concentracion y potencial eléctrico. Esta
técnica, permite separar mezclas liquidas en dos o mas componentes y
concentrar, favoreciendo el paso de ciertos compuestos y manteniendo los demas
en la mezcla. La separacion se realiza por diferencias de tamafio (Cheryan, 1998)
y depende principalmente del tamafo de poro de la membrana y de su afinidad
quimica (Guizard, 1999).
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En comparacion con la separacion tradicional y los métodos de concentracion, la
tecnologia de membranas se presenta como un proceso factible para trabajar con
betalainas debido a que no implica el uso de agentes quimicos, presenta un bajo
costo y no involucra temperatura (Cassano et al., 2010), manteniendo asi la
estabilidad de los pigmentos y evitando su degradacion. Por otro lado, las
membranas tienden a ensuciarse ya que el producto se concentra, aumentando la

viscosidad, lo que limita el grado de concentracion que se puede alcanzar.

Se han desarrollado procesos de fraccionamiento y purificacion utilizando esta
tecnologia en algunos compuestos bioactivos. Ejemplo de ello es la concentracion
de extractos de polifenoles (Nawaz et al., 2006), concentracién de pulpa de tuna
Opuntia sp. (MoZhammer et al., 2006a) y de Opuntia stricta (Castellar et al., 2006),
recuperacion de compuestos bioactivos a partir de jugo de kiwi (Cassano et al.,
2008) y fraccionamiento de jugo de betarraga para la obtencién de un pigmento
natural de color rojo (Cancino-Madariaga y Ramirez-Salvo, 2012). Entre las
técnicas de separacion y concentracion se encuentran la microfiltracion,

ultrafiltracién y nanofiltracion (Jesus et al., 2006).

La ultrafiltracién es una técnica de separacién, que opera gracias a una diferencia
de presion como fuerza impulsora, con un corte de masa molecular entre 1-500
kDa. Los solutos tales como azlcares, sales, aminoacidos y las moléculas de bajo
peso molecular pasan a través de la membrana, quedando retenidas las mas
grandes. La principal aplicacion de la ultrafiltracibn es la concentracion,
fraccionamiento y purificacion de macrosolutos en solucién acuosa, tales como
proteinas y carbohidratos (Cassano et al., 2010). En el proceso, se debe
considerar el tamafio de particula y las propiedades quimicas de las soluciones de
alimentacion (que determinaran el comportamiento de la membrana); asi como
también el tamafio de poro, su distribucién y las propiedades quimicas de la propia
membrana (Raventés, 2005). En la ultrafiltracion el tamafio de poro se expresa en

términos del peso molecular de las sustancias que pueden ser retenidas por la
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membrana, teniendo como referencia el tamafio de proteinas globulares (Ramirez,
2006). Para lograr una mayor estabilidad de pigmentos como las betalainas se
pueden usar técnicas complementarias a la ultrafiltracion; por ejemplo, utilizando
tecnologias que protegen los compuestos bioactivos, como son las tecnologias de

encapsulacion.

Encapsulacion

La encapsulaciéon es un proceso mediante el cual un compuesto bioactivo se
recubre con un biopolimero, que lo protege de reacciones con otros compuestos
como oxigeno, agua, luz u otros factores, para mejorar su estabilidad (Pedroza,
2002; Yéafez et al., 2002; Desai y Park, 2005), proporcionando una barrera fisica
entre el compuesto principal y los demas componentes del producto (Gharsallaoui
et al., 2007). En un sentido amplio, la encapsulacion se presenta como un método
de envasado, separacion y almacenamiento de materiales en escala microscépica
para su posterior liberacion bajo condiciones controladas (Pedroza, 2002;
Champagne y Fustier, 2007; Tapia, 2007).

Al hablar de encapsulaciéon se debe tener en cuenta que el proceso puede generar
2 tipos de microparticulas dependiendo de la interaccion del agente encapsulante
con el activo. El primero corresponde a microcapsulas o sistema reservorio y el
segundo a microesferas (Lozano, 2009). La morfologia de las microparticulas se

detalla en la Figura 4.
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Figura 4. Morfologia de los diferentes tipos de microparticulas. Microcapsula con el
interior lleno (4a); microcapsula vacia (4b); microesfera con cubierta exterior (4c);
microesfera con el interior lleno (4d); microesfera con estructura abierta en forma
de red (4e); microesfera en la periferia (4f) y microparticula irregular (4g) (Vehring,
2008).

Existen numerosas técnicas de encapsulacién, no obstante algunos autores
clasifican éstos meétodos en: fisicos 0 mecanicos (como secado por atomizacion,
extrusion y lecho fluidizado), quimicos (como coacervacion, atrapamiento en
liposomas y gelificacion iénica) y fisico-quimicos (como polimerizacion interfacial e
inclusién molecular) (Pedroza, 2002; Goud et al., 2005; Lozano, 2009).

Para seleccionar el método adecuado, se debe considerar el tamafio medio de la
particula requerida, las propiedades fisico-quimicas del agente encapsulante, el
material a encapsular, las aplicaciones para el material microencapsulado, el
mecanismo de liberacion deseado y el costo (Yafiez et al., 2002). Dentro de los
métodos fisicos, el secado por aspersion y la encapsulacion por lecho fluidificado

son los mas utilizados (Gibbs et al., 1999).

La estabilizacién de betalainas podria ser mejorada por medio de la aplicacion de
la tecnologia de encapsulacion, tal como el secado por atomizacion (Desai y Park,
2005), para su uso en aplicaciones industriales y para asegurar Ssu
biodisponibilidad (Saenz et al., 2009).
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Secado por aspersion

El secado por aspersion o atomizacion es uno de los métodos més utilizados para
la encapsulacion, debido a la disponibilidad de equipos, bajo costo del proceso,
reduccion del peso en transporte, posibilidad de utilizacién de una amplia gama de
agentes encapsulantes, buena retencion de compuestos volétiles y estabilidad del
producto final (Cai y Corke, 2000; Hogan et al., 2001; Minemoto et al., 2002;
Robert et al., 2003; Gouin, 2004; Barbosa Dos Santos et al., 2005; Desai y Park,
2005; Obodn et al., 2009). El método se desarrollo originalmente como una técnica
de secado para la obtencién de polvos y granulos, pero debido a su versatilidad
para la encapsulacion y su adaptabilidad a escala industrial (Gibbs et al., 1999;
Diaz et al., 2006), se ha utilizado con éxito tanto en los procesos de fabricacion
farmacéutica (Rodriguez et al., 2005), como en la industria alimentaria desde hace

varias décadas (Gouin, 2004).

Se considera una operacion unitaria en la cual se pulveriza un producto liquido en
una corriente de gas caliente para obtener un polvo instantdneo, creando una
pared alrededor del compuesto activo, aislandolo del medio ambiente (Diaz et al.,
2006). El gas utilizado generalmente es aire 0 un gas inerte como el nitrégeno. El
fluido de alimentacién del aspersor puede ser una solucion, una emulsiéon o una
suspension. Dependiendo de la materia prima y las condiciones de
funcionamiento, el secado por aspersion produce un polvo muy fino (10-50 um) o

particulas de gran tamafio (2-3 mm) (Gharsallaoui et al., 2007).

Para su 6ptima utilizacién se deben considerar algunos factores como: el limitado
namero de agentes encapsulantes disponibles (los cuales deben tener una buena
solubilidad en agua) (Desai y Park, 2005; Gharsallaoui et al., 2007), las
propiedades tecnologicas de los polvos (tales como rigidez, higroscopicidad y
solubilidad) (Cano-Chauca et al., 2005; Gharsallaoui et al., 2007) y el
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comportamiento termoplastico de alimentos ricos en azlcar (como jugos de fruta),

gue puede ser un problema durante el secado (Mani et al., 2002).

Existen antecedentes del uso de secado por aspersién como técnica para lograr la
estabilizacion de la pulpa en frutos de Opuntia streptacantha con maltodextrina,
produciendo ligeros cambios en el color dependiendo de la condiciones de secado
(Rodriguez et al., 2005).

Las microparticulas obtenidas en el secado por aspersién utilizando pulpa de tuna
de la variedad Opuntia ficus-indica, pueden considerarse interesantes aditivos
alimentarios funcionales, ya que pueden actuar como colorantes con propiedades
antioxidantes (Saenz et al., 2009), ademas, las particulas obtenidas mejorarian la
vida util del agente activo y su estabilidad durante el almacenamiento,
preservando sus propiedades funcionales (De Vos et al., 2010). De esta forma, se
dispondria de un colorante natural con propiedades saludables el cual podria
adicionarse a alimentos como bebidas, helados, postres, dulces, mezclas secas,
productos lacteos y productos carnicos (Delgado et al., 2000; Rodriguez et al.,
2005; Obon et al., 2009).

Saenz et al. (2009) sugieren que el mucilago de la pulpa ayuda al proceso de
encapsulacion de los compuestos bioactivos. El mucilago es una mezcla compleja
de polisacaridos con estructura similar a las pectinas (<50%) (Matsuhiro et al.,
2006). La pulpa de tuna contiene un 3,8 % de mucilago, compuesta por una
fraccion insoluble (44,3 %) formada por acido urdnico, xilosa, ramnosa, y
galactosa, y una fraccion soluble (15,6 %) compuesta por acido urénico, arabinosa

y galactosa.
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Agentes encapsulantes

En el area de alimentos se pueden utilizar diferentes tipos de agentes
encapsulantes tales como carbohidratos y almidones de diferentes fuentes como
papa, arroz, maiz, entre otros (Loksuwan, 2007), maltodextrina (Wagner y
Wathersen, 1995; Desobry et al., 1997), ciclodextrinas, carboximetilcelulosa, goma
arabica, alginato de sodio, carragenina y quitosano (Souza et al., 2005), proteinas
(Chen et al., 2006), gelatina (Robert et al., 2003), caseinatos (Hogan et al., 2001;
Santinho et al., 2002), grasas, aislado proteico de soya, suero de leche, zeina y
aislado proteico soya (Kim y Morr, 1996; Dziezak, 1998). Estos agentes
encapsulantes muestran una funcién protectora sobre ingredientes sensibles
contra el dafio oxidativo (Robert et al., 2003). Sin embargo, es importante tener en
cuenta caracteristicas como la flexibilidad, resistencia, permeabilidad, facilidad de
aplicacion y naturaleza hidrofébica o hidrofilica de los mismos, ya que todos estos

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

El tamafio y la forma de las microparticulas depende de los materiales y métodos
utilizados (Gharsallaoui et al., 2007). La eleccion del material encapsulante
depende del producto, material a encapsular, proceso y costo (Desai y Park, 2005;

Madene et al., 2006; Gharsallaoui et al., 2007), entre otros.

Los agentes encapsulantes utilizados en este trabajo son Capsul y K-4484. El
Capsul es un polvo fino blanquecino que corresponde a un almidén quimicamente
modificado derivado del maiz, que presenta tanto propiedades hidrofilicas como
hidrofébicas. Es soluble en agua fria (90%) y se solubiliza completamente a
temperaturas sobre 82 °C, tiene muy baja viscosidad y su pH varia entre 3 y 4.
Entre las aplicaciones que posee, se encuentran la alta eficiencia de
encapsulacion de sabores, aromas u otros activos hidrofobicos (National Starch
and Chemical, 2001a). El K-4484 es un polvo fino blanquecino que corresponde a

una dextrina refinada obtenida a partir de almidén de tapioca. Presenta
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propiedades que lo hacen adecuado para todo tipo de sistemas alimentarios
liquidos, pero también para recubrimiento y formacion de peliculas. El K-4484
presenta una buena solubilidad a bajas temperaturas otorgando estabilidad a la
solucion, por otra parte, presenta muy baja viscosidad a altas temperaturas en
comparacion con almidones espesantes comunmente utilizados (National Starch
and Chemical, 2001b).

Aplicacion de microparticulas a yogur

En el ambito alimentario, se conocen pocos estudios relacionados con
microparticulas de betalainas provenientes de frutos de tunas, adicionadas a
productos lacteos. Algunos de esos trabajos se han enfocado en la incorporacion
de microparticulas de pulpa de tuna o extractos de pulpa de tuna en yogurt,
utilizando tunas del género Opuntia (Tapia, 2007; Torres, 2008; Obon et al., 2009).

El yogur corresponde a un producto lacteo coagulado obtenido por fermentacion
lactica mediante la accion de Lactobacillus bulgaricus y Streptococcus

thermophilus.

Tapia (2007) y Torres (2008) estudiaron la estabilidad de polifenoles y betalainas
en yogur, adicionado con microparticulas de tuna de la variedad Opuntia ficus-
indica. En el yogur evaluado por Tapia (2007) el porcentaje de degradacion de los
compuestos bioactivos no superé el 50% en ninguno de los tratamientos, lo que

indica una alta estabilidad de los pigmentos.

Obon et al. (2009), aplicaron con éxito betalainas de tuna de la variedad Opuntia
stricta en un yogur blanco, realizando pruebas con o sin adicion de sacarosa. Los
resultados mostraron gran estabilidad del pH (4,3) durante el periodo de analisis,

ademas se presentaron comportamientos similares en los parametros de color
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para todos los tratamientos, sin efecto de la sacarosa. El alimento present6 un
color rojo-plrpura, muy atractivo para los consumidores, que se mantuvo

invariable después de un mes en refrigeracion (4 °C).

Teniendo en cuenta la experiencia y los resultados de investigaciones previas,
esta Tesis se enfoca a determinar la estabilidad de betalainas en un yogur
natural blanco adicionado con microparticulas de pulpa y de ultrafiltrado de tuna
purpura (con potencial colorante y antioxidante), almacenado en refrigeracion (4

°C) durante un periodo de 10 semanas, estimado como periodo de vida util del

yogur.
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Hipotesis

La estabilidad de betalainas en yogur adicionado con microparticulas de pulpa de
tuna purpura (Opuntia ficus-indica) sera mayor que en yogur adicionado con

microparticulas de ultrafiltado de tuna puarpura.

Objetivos

Objetivo general

Determinar la estabilidad de betalainas en yogur adicionado con microparticulas

de pulpa y ultrafiltrado de tuna parpura (Opuntia ficus-indica).

Objetivos especificos

e Caracterizar la pulpa y el ultrafiltrado de tuna purpura mediante analisis fisicos

y quimicos.

e Elaborar microparticulas de pulpa y ultrafiltrado de tuna purpura bajo
condiciones Optimas previamente determinadas, mediante secado por

aspersion, utilizando como agentes encapsulantes K-4484 y Capsul.

e Estudiar la estabilidad de betalainas en yogur adicionado con microparticulas
de pulpa y ultrafiltrado de tuna purpura durante el periodo de vida util del

yogur.
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MATERIALES Y METODOS

Lugar de Trabajo

La parte experimental se realiz6 en el laboratorio de Productos Vegetales del
Departamento de Agroindustria y Enologia de la Facultad de Ciencias
Agronémicas y en el Laboratorio de Quimica de Alimentos del Departamento de
Ciencia de los Alimentos y Tecnologia Quimica de la Facultad de Ciencias

Quimicas y Farmacéuticas, ambos pertenecientes a la Universidad de Chile.

Materiales

o Tunas purpuras (Opuntia ficus-indica) de la cosecha 2011, provenientes del
Jardin de Variedades de la Estacion Experimental Antumapu de la
Universidad de Chile, ubicada en la ciudad de Santiago (Latitud -33° 34
10.24", Longitud -70° 38' 6.22").

o Ultrafitrado de pulpa de tuna (UF)'obtenido utilizando una membrana
ceramica multitubular de 7 canales, con tamafio de poro 1 KDa, area de
filtracion de 0,013 m? una presién transmembrana de 8,3 bar y una
temperatura de 31 °C, proveniente de un proceso previo de microfiltracion de

pulpa de tuna.

o Agentes encapsulantes: Capsul® (C, almidon modificado de maiz) y K-4484
(K, dextrina de tapioca), ambos se obtuvieron de National Starch and
Chemical Co. (USA).

'Cristina Vergara. Ing. en Alimentos. Candidata a Doctor del Programa de Doctorado en Nutricién y
Alimentos. Universidad de Chile (Comunicacion personal).
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Yogur blanco natural marca Quillayes de formato familiar (900 mL), con 0%

de grasa y 0% de azucar afiadida, adquirido en un supermercado local.
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Métodos

La metodologia se dividio en 3 etapas (Apéndice ).

Etapa 1. Obtencién y caracterizacién de la pulpa de tuna purpura y
caracterizacion del ultrafiltrado de tuna purpura.

a) Obtencion de la pulpa de tuna purpura (PT)

Para la obtencion de la pulpa de tuna purpura, se cosecharon tunas maduras, a
las cuales, se les eliminaron las espinas barriéndolas en paja, luego se lavaron y
escobillaron. Posteriormente, las tunas se pelaron y tamizaron en una pulpadora
de tornillo sin fin, provista de un tamiz de 2 mm. La pulpa obtenida se pesé, se
almacend en bolsas de polipropileno (Ziploc) de 500 g y se congel6 a -20 °C hasta

el momento de su utilizacién (Apéndice ).

b) Caracterizacion de la pulpa de tuna purpura (PT) y del ultrafiltrado de
tuna purpura (UF)

La pulpa de tuna y el ultrafiltrado de pulpa de tuna se caracterizaron de acuerdo a

los siguientes parametros.

o Contenido de humedad, sélidos solubles (°Brix), pH y acidez: Se

determinaron de acuerdo a los métodos de la AOAC (1996).

o Color (L, a*, b*, C* y h°): Con el fin de extraer las particulas en suspension,
la pulpa se centrifugé durante 5 minutos a 5000 rpm en una centrifuga
modelo 5804 R Eppendorf AG (Espafa) y al sobrenadante obtenido se le

midieron los parametros de color, utilizando un colorimetro HunterLab
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modelo UltraScan Pro (USA). Se utilizé reflectancia con la componente
especular incluida (sin el efecto del brillo o la textura), inserto de 2,5cm,

cubeta cubica de 50 milimetros e iluminante D65/10°.

o Contenido de hidratos de carbono: Se determin0 mediante
espectrofotometria a través del método de Antrona (Osborne y Voogt, 1986),
utilizando un espectrofotometro Optizen POP Mecasys (Corea del Sur), a una

longitud de onda de 630 nm (Anexo ).

o Contenido de polifenoles totales: Se determind6 mediante
espectrofotometria a través del método de Folin Ciocalteu (Singleton y Rossi,
1965), utilizando un espectrofotdmetro Optizen POP Mecasys (Corea del

Sur), a una longitud de onda de 765 nm (Anexo II).

o Contenido de betacianinas y betaxantinas totales: Se determind de
acuerdo al método espectrofotométrico descrito por Stintzing et al. (2005),
utilizando un espectrofotometro Optizen POP Mecasys (Corea del Sur), a una
longitud de onda de 480 nm para betaxantinas y 538 nm para betacianinas
(Anexo IlI).

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

Analisis estadistico

Cada determinacion analitica se efectud por triplicado. Posteriormente, para cada
parametro medido se realizé un analisis de varianza (ANDEVA) y se aplico el test
de comparaciones multiples de Tukey (p<0,05). La unidad experimental para esta

etapa correspondié a 1000 g de pulpa.
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Etapa 2. Elaboracién y caracterizacion de las microparticulas obtenidas bajo
condiciones Optimas.

a) Elaboracién de microparticulas

Preparacion de la mezcla para el proceso de secado por aspersion.

Los agentes encapsulantes (10-30 g) se pesaron y disolvieron en agua destilada
con agitacion constante, a una temperatura sobre 82 °C para Capsul y sobre 70 °C
para K4484, hasta la disolucién completa del polvo. Luego, se enfrié hasta 30 °C y
finalmente se agreg6 la pulpa o ultrafiltrado de tuna (30 g) y se homogeneiz6
durante 2 minutos en un homogenizador (Polytron PT 2100) a 11000 rpm. Las
condiciones 6ptimas de elaboracion de las microparticulas de pulpa y ultrafiltrado

de tuna con Capsul y K4484 se detallan en el Cuadro 1.

Cuadro 1. Condiciones 6ptimas® de elaboracién de microparticulas.

Pulpa o »

_ Temperatura de ) AE Relacion
Sistema Ultrafiltrado
entrada al secador (°C) (9) extracto/AE
(9)

PT-C 133 30 10 31
PT-K 110 30 10 31
UF-C 133 30 12 2,5:1
UF-K 110 30 30 1:1

AE: agente encapsulante, PT-C: pulpa-Capsul, PT-K: pulpa-K4484, UF-C: ultrafiltrado-Capsul y UF-
K: ultrafiltrado-K4484.

“Cristina Vergara: Las condiciones 6ptimas fueron definidas en su tesis doctoral y en ensayos del
proyecto FONDECYT N° 1110116 (Comunicacion personal).



30

La mezcla resultante se atomizé a traveés de un secador por aspersion Bichi B-
290 (Suiza), con flujo de aire y alimentacion en paralelo, de acuerdo al método
descrito por Robert et al. (2003). Las condiciones de secado fueron: alimentacién
(5%), aspiracion (100%), flujo de aire (600 L/h) y presion de atomizacion 5 bar.
Como resultado del proceso se obtuvieron 4 sistemas de microparticulas; pulpa de
tuna-Capsul (PT-C); pulpa de tuna-K4484 (PT-K); ultrafiltrado de tuna-Capsul (UF-
C) y ultrafiltrado de tuna-K4484 (UF-K).

b) Caracterizacion de las microparticulas

Las microparticulas de pulpa y de ultrafiltrado de tuna purpura obtenidas bajo

condiciones éptimas se caracterizaron de acuerdo a los siguientes parametros:

o Eficiencia de encapsulacion de de betacianinas y betaxantinas (EE): La
eficiencia de encapsulacion de betacianinas y betaxantinas refleja el grado

de interaccion entre el activo y el agente encapsulante.

Betacianinas y betaxantinas superficiales: Se realiz6 una extraccion con
etanol:metanol (1:1 v/v) y posteriormente se cuantificaron por
espectrofotometria (Anexo 1V) de acuerdo al método descrito por Stintzing et
al. (2005), utilizando un espectrofotometro UNICAM UV/vis modelo UV 3

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

Betacianinas y betaxantinas totales: Se determinaron destruyendo
completamente las microparticulas. Primero se realiz6 una extraccion con
etanol:acido acético:agua (50:8:42 v/vlv), luego se sonico utilizando un
sonicador Ultrasonic FS30H durante 50 minutos (intervalos de 20 minutos
con 10 de descanso) y finalmente las betacianinas y betaxantinas totales se

cuantificaron por espectrofotometria (Anexo 1V) de acuerdo al método
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descrito por Stintzing et al. (2005), utilizando un espectrofotometro UNICAM
UV/vis modelo UV 3 (USA), acoplado a un computador.

El porcentaje de eficiencia de encapsulacion de betacianinas y betaxantinas

se calcul6 de acuerdo a la ecuacion 1y 2, respectivamente.

- betacianinas totales — betacianinas superficiales
EE betacianinas (%) =

x 100 (Ec.1
betacianinas totales (Ec.1)

. betaxantinas totales — betaxantinas superficiales
EE betaxantinas (%) =

X1 Ec.2
betaxantinas totales 00 (Ec. 2)

o Porcentaje de recuperacion de betacianinas y betaxantinas (PR): El
porcentaje de recuperacion refleja el contenido total de betalainas obtenido
de manera experimental en funcion del contenido tedrico que presenta la
mezcla de activo/encapsulante antes del proceso de secado. Para
determinarlo, se calcularon las betacianinas y betaxantinas totales de las

microparticulas (Anexo V) y el contenido tedrico de la mezcla.

Contenido tedrico de betacianinas y betaxantinas: Es el cuociente entre el
contenido de becianinas y betaxantinas de la solucién de alimentacién antes
del secado por aspersion, respecto al contenido de sélidos totales de la

solucion (sélidos de la pulpa y del encapsulante).

El porcentaje de recuperacion de betacianinas y betaxantinas se calculo de

acuerdo a la ecuacién 3 y 4, respectivamente.

- betacianinas totales
PR betacianinas (%) =

— — x 100 (Ec.3)
betacianinas totales tedricas
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) betaxantinas totales
PR betaxantinas (%) =

- — x 100 (Ec.4)
betaxantinas totales tedricas

Contenido de humedad: Se determind de acuerdo al método descrito en la
AOAC (1996).

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

El tamafio de las microparticulas se determind mediante difraccion de luz
laser (LLD), utilizando un Mastersizer X Instrument (Malven Instrument), de

acuerdo al método descrito por Sinha et al. (2003).

Parametros de color (L, a* b* C* y h°: Los parametros de color se
determinaron utilizando un colorimetro Hunter Lab modelo UltraScan Pro
(USA). Se utilizé reflectancia con la componente especular incluida (sin el
efecto del brillo o la textura), inserto de 2,5cm, cubeta cubica de 50

milimetros e iluminante D65/10°.

Contenido de polifenoles totales: Se determind6 mediante
espectrofotometria a traves del método de Folin Ciocalteu (Singleton y Rossi,
1965), utilizando un espectrofotometro Optizen POP Mecasys (Corea del
Sur) (Anexo V).
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Andlisis estadistico

Cada determinacion analitica se efectud por triplicado, posteriormente para cada
uno de los parametros evaluados se realiz6 un andlisis de varianza (ANDEVA)
entre los diferentes tratamientos: PT-C, PT-K, UF-C y UF-K, y se aplico el test de
comparaciones multiples de Tukey (p<0,05). La unidad experimental para esta
etapa correspondié a 100 g de cada sistema de microparticulas.

Etapa 3. Estabilidad de betalainas en yogur adicionado con microparticulas
de pulpa (PT) y ultrafiltrado (UF) de tuna purpura.

El estudio de estabilidad consistié en el seguimiento de la degradacion de las
betacianinas y betaxantinas, evolucion de pH, parametros de color (L, a*, b*, C*y
h°) y cambio de color (AE) producidos en un yogur adicionado con las
microparticulas de los sistemas PT-C, PT-K, UF-C y UF-K, obtenidos bajo
condiciones oOptimas (Etapa 2), durante el almacenamiento a 4 °C. Para evaluar
las caracteristicas iniciales de la matriz alimentaria, se realizé un analisis proximal

del yogur natural.

a) Andlisis proximal del yogur natural

El analisis proximal del yogur consistié en la determinacion de proteinas, materia

grasa, hidratos de carbono, humedad y cenizas (AOAC, 1996) (Apéndice lII).

o Contenido de proteinas: Se determind la cuantificacion del nitrégeno total y
estimacion del contenido en proteina mediante el método de Kjeldahl,
utilizando un destilador Bichi-316, de acuerdo al método descrito en la
AOAC (1996).



34

o Contenido de materia grasa: Se determiné mediante hidrélisis alcalina con
posterior extraccion del solvente, de acuerdo al método de Mojonier-Troy
para lacteos, utilizando un rotavapor Bichi R-124 a 292 rpm y un bafio
térmico Buchi B-480 a 40 °C, mediante el método descrito por la AOAC
(1996).

o Contenido de Hidratos de Carbono: Se determind mediante
espectrofotometria a través del método colorimétrico de Antrona (Osborne y
Voogt, 1986), utilizando un espectrofotometro Optizen POP Mecasys (Corea

del Sur), a una longitud de onda de 620 nm (Anexo I).

o Contenido de Humedad: Se determin6 de acuerdo al método termo
gravimétrico descrito por la AOAC (1996), en estufa de aire forzado a 105 °C

y presion atmosférica.

o Contenido de Cenizas: Se determin6 mediante mineralizacion por
calcinacion, utilizando una mufla a 550 °C, mediante el método descrito por
la AOAC (1996).

b) Adicion de microparticulas al yogur natural

Las microparticulas obtenidas bajo condiciones oOptimas de cada uno de los 4
tratamientos PT-C, PT-K, UF-C y UF-K (4 g) se adicionaron al yogur natural
comercial (800 g), en una proporcién correspondiente a 0,5% de microparticulas;

la mezcla se homogenizé manualmente (Figura 5).
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Figura 5. Preparacion del yogur natural con adicion de microparticulas obtenidas
bajo condiciones Optimas.

c) Estabilidad de betacianinas y betaxantinas en el yogur con
microparticulas durante el almacenamiento a 4 °C.

El yogur con microparticulas (4 g) de cada sistema estudiado (PT-C, PT-K, UF-Cy
UF-K) se coloco en tubos de vidrio tapados (tapa rosca de polipropileno) y se
almacend en refrigeracion a 4 °C, en ausencia de luz, por 9 semanas. Se retiraron
tubos 2 veces por semana durante las primeras 5 semanas, posteriormente 1 vez
por semana hasta alcanzar las 9 semanas. En cada tubo se determind el
contenido de betacianinas y betaxantinas por HPLC. Los analisis se realizaron por

triplicado.

Los datos de estabilidad se ajustaron a cinéticas de primer orden. Las constantes
de degradacién de betacianinas y betaxantinas se calcularon a partir de la
pendiente del gréafico In (% retencién) versus el tiempo.

Para el seguimiento del color y pH, el yogurt con microparticulas de cada sistema
estudiado se coloco en botellas de vidrio (200 mL) y se tomaron muestras una vez
por semana durante un periodo de 11 semanas.
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o Determinacion de betacianinas y betaxantinas en yogur con

microparticulas por HPLC.

Preparacion de estandares de betanina e indicaxantina:

La separacion por columna de betanina e indicaxantina, se realiz6 de
acuerdo al método propuesto por Forni et al. (1992). Se coloc6 30 gramos de
silica gel (0,063-0,200 mm de tamafio de poro, 70-230 Mesh ASTM, Merck) a
105 °C en una estufa de secado durante una hora y luego se enfrié 15
minutos en un desecador. La silica fria se coloc6 en una columna abierta de
vidrio y se acondicion6 con buffer Mcllvaine. El extracto de betalainas (pulpa
de tuna nanofiltrada®) se aplicé en la parte superior de la columna, luego se
agrego buffer como fase movil, eluyendo primero el pigmento de color violeta
(betacianinas) y luego el pigmento amarillo (betaxantinas). Las fracciones
puras de betacianina y betaxantina correspondieron a la fracciénes 1 y 6,

respectivamente (Figura 6). La identificacion de betalainas se realizé por el

tiempo de retencién en HPLC y el espectro UV/Vis.

Figura 6. Separacién de los pigmentos puros de la pulpa, betanina e indicaxantina
mediante separacion por columnas. (a) incorporacion de la pulpa, (b) elucion de la
primera y segunda fraccion, (c) elucién de la tercera y cuarta fraccion, (d) elucion
de la quinta y sexta fraccion, (e) pulpa y fracciones del proceso.

3 Extracto desarrollado en el Proyecto FONDECYT N° 1110126, del que forma parte esta Tesis.
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Identificacién de betalainas: Se realizé de acuerdo al método propuesto
por Fernandez y Almela (2001). El equipo de HPLC consistié de una bomba
Merck—Hitachi L-6200 con detector de arreglo de diodos (Waters 996),
acoplado a un software Empower Pro. Se emple6 una columna C18 (5 um de
tamafo de particula y 4,6 mm d.i. x 25 cm, Waters). La fase movil estuvo
compuesta por un solvente A (1% de acido acético en agua) y un solvente B
(1% de acido acético en acetonitrilo). Se emple6 un gradiente lineal en un
tiempo de 40 minutos con elucién 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. El volumen
de inyeccion fue de 20 pL. Las betalainas se detectaron a longitudes de onda

de 484 y 535 nm para betanina y betaxantina, respectivamente.

Color y (AE): Se midieron los parametros de color (L, a*, b*, C*y h°) en el
yogur, utilizando un colorimetro Hunter Lab modelo UltraScan Pro. Para
establecer el método de analisis se determind el modo de medicion en el
equipo. Se utilizé reflectancia con la componente especular incluida (sin el
efecto del brillo o la textura), inserto de 2,5cm, cubeta cubica de 50
milimetros e iluminante D65/10°. Ademas, se determin6 el cambio de color
total (AE), con respecto al tiempo inicial de cada uno de los sistemas
estudiados, utilizando la ecuacién 5, de acuerdo al método descrito por
Rodriguez et al. (2005).

AE = {/(L* — L)2+ (a*— a)2 + (b* — b)2 (Ec.5)

En donde L*, a* y b* indican los parametros de color inicial en el yogury L, a

y b los pardmetros del yogur en el tiempo.

pH: Se determind utilizado un equipo pH meter CORNIG (USA) de acuerdo
con el método descrito en la AOAC (1996).
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Disefio experimental

Se utiliz6 a un disefio completamente aleatorizado con 4 tratamientos y 3
repeticiones cada uno. La unidad experimental para esta etapa correspondio a 800

g de yogur.

Analisis estadistico

Para el analisis de degradacion de las betalainas en el tiempo se utilizé regresion
lineal para determinar el orden y las constantes de velocidad de degradacion para
cada sistema estudiado en el yogur. Para determinar diferencias entre las
constantes de velocidad de degradacion de las betalainas del yogur, el valor de
pH y los parametros de color, junto con el cambio de color, se realizé un analisis
de varianza (ANDEVA) y test de Tukey (p<0,05). Todos los andlisis se realizaron

usando el programa Statgraphics version 7.0.

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”



39

RESULTADOS Y DISCUSION

Etapa 1. Caracterizacion de la pulpa y del ultrafiltrado de pulpa de tuna
purpura.

En el Cuadro 2 se presentan las caracteristicas fisicas y quimicas
correspondientes a la pulpa de tuna (PT) y al ultrafiltrado de pulpa de tuna purpura
(UF).

Cuadro 2. Caracteristicas fisicas y quimicas de la pulpa y el ultrafiltrado de tuna
parpura (Opuntia ficus-indica).

PT UF
Parametro a evaluar
(X + DS) (X + DS)
Humedad (%) 86,1+£0,2b 91,9+05a
Solidos solubles totales (°Brix a 20°C ) 140+0,1a 8,1+£0,0b
AzUcares totales (%) 13,2+0,0a 9,2+0,3b
Turbidez (NTU) 2453 £ 64,2 a 0,0+0,0b
pH 6,3+ 0,06 a 56+0,1b
Acidez (% acido citrico) 0,036 £ 0,001 b 0,154 £ 0,00 a
Betacianinas (mg EBY/L) 254,0+0,2a 2479+43a
Betaxantinas (mg EI?/L) 85,4+0,1a 88,6 +1,2a
Fenoles totales (mg EAG®/L) 534,8+4,4b 659,7 +5,0 a

PT: pulpa de tuna parpura; UF ultrafiltrado de pulpa de tuna purpura; EB": expresado como
equivalente a betanina; EI%: expresado como equivalente a indicaxantina; EAG: expresado como
equivalente de &cido galico; X: promedio; DS: desviacion estandar (n= 3). Letras diferentes entre
columnas, indican diferencias significativas, segin la prueba de Tukey (p<0,05)
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Los parametros de humedad, solidos solubles totales, azucares totales y pH
medidos en la pulpa de tuna se encuentran dentro del rango informado por otros
autores, para la variedad Opuntia ficus-indica (Castellar et al., 2003; Piga, 2004;
Morales et al., 2008; Saenz et al., 2009).

El porcentaje de humedad de la pulpa de tuna concuerda con Tapia (2007), Diaz
et al. (2007) y El-Samahy et al. (2008), quienes indican valores entre 85,3% y
88,3% para Opuntia ficus-indica. Sin embargo, en otros estudios se ha reportado
porcentajes de humedad mas bajos (78,4%) para la misma variedad de tuna
(Repo de Carrasco y Encina, 2008).

El contenido de solidos solubles en la pulpa de tuna, concuerda con lo obtenido
por Tapia (2007) y Coria et al. (2011), de 15 y 14 °Brix, respectivamente, para la
misma variedad de tuna. El contenido de soélidos solubles y azucares totales
obtenidos en el ultrafiltrado (8,1°Brix y 9,2%, respectivamente), fueron
significativamente menores a los obtenidos en la pulpa (14 °Brix y 13,2%,
respectivamente), mostrando el efecto de la utilizacion de membranas. Por otro
lado, los valores de solidos solubles en el ultrafiltrado fueron menores a los
obtenidos por Cassano et al. (2007 y 2010), para pulpa de tuna ultrafiltrada (14,1 y
10 °Brix, respectivamente). Esto se debe a los diferentes tamafios de poro de las
membranas utilizadas y a las condiciones propias de cada uno de los procesos de

ultrafiltracion.

La acidez de la pulpa coincidié con lo encontrado por Tapia (2007), pero el valor
de pH fue mayor en este estudio. La literatura sefiala rangos de pH entre 5,3y 7,1
y de acidez de 0,05-0,18% expresado como acido citrico (Piga, 2004). Morales
(2007), encontro valores de pH de 5,87 y de acidez de 0,036% expresado como

acido citrico, para la pulpa de tuna puarpura cultivada en Chile.
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El contenido de polifenoles totales en la pulpa (534,8 mg EAG/L) fue menor al
descrito por Stintzing et al. (2005); Saenz et al. (2009) y Coria et al. (2011) de 660,
909,47 y 900 mg EAGI/L respectivamente. Valores de polifenoles mas bajos, entre
22,3y 226,3 mg EAGI/L, se reportaron en pulpas de 9 variedades de Opuntia spp
(Chavez et al., 2009). Por su parte, el contenido de polifenoles en el ultrafiltrado
(659,7 mg EAG/L) fue mayor al descrito por Cassano et al. (2010) de 552,17 mg

EAGI/L para tuna ultrafiltrada de la misma variedad.

En cuanto a las betalainas, los resultados obtenidos en la pulpa fueron menores a
los descrito por Stinzing et al. (2005) de 431 mg EB/L y 195,8 mg EI/L y por Sédenz
et al. (2009) de 280,9 mg EB/L y 99,6 mg EI/L, por el contrario, fueron superiores a
los reportados por Morales et al. (2008) de 111,0 mg EB/L y 29,3 mg EI/L, tanto
para betacianinas como para betaxantinas, respectivamente. Estas diferencias se
pueden atribuir a factores como el cultivar o variedad, madurez, clima y
procedencia que afectan el contenido de betalainas (Odoux y Dominguez, 1996;
Sepulveda et al., 2003; Saenz, 2004; Stintzing y Carle, 2004). Por otro lado, los
valores de betalainas obtenidos para el ultrafitrado en este estudio fueron
mayores a los encontrados por Cassano et al. (2007 y 2010) para pulpa de tuna
purpura ultrafiltrada de la misma variedad, con valores para betacianinas de 34,93
y 32,8 mg EBI/L, respectivamente y para betaxantinas de 46,93 y 61,6 mg EI/L,
respectivamente. En todos los casos predominaron las betacianinas por sobre las
betaxantinas, ya que son los pigmentos caracteristicos de los frutos de tuna rojo—

parpura.

El ultrafiltrado no presentd turbidez (0 NTU), debido a que corresponde a una
solucion completamente clarificada, que a diferencia de la pulpa no contiene
mucilagos. El ultrafiltrado mostré un contenido de humedad, acidez y polifenoles
significativamente mayor a los obtenidos en la pulpa, sin embargo, no se observo
diferencia estadistica en el contenido de betacianinas y betaxantinas entre PT y
UF.
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En otros estudios, se han reportado contenidos de betalainas de 69,3 mg/L en
Opuntia elatior (Moreno et al., 2008), 68,95 mg/L de fruta de la variedad Opuntia
ficus-indica (Repo de Carrasco y Encina, 2008) y 58,8 mg/L en Opuntia boldinghii
(Moreno et al., 2006).

Especificamente para betaninas se han reportado valores entre 175,2 y 601 mg de
betanina/L, en ecotipos experimentales de tuna purpura de Chile (Sepulveda et al.,
2003) y entre 19,33 y 27,70 mg de betanina/L en Opuntia lasiacantha Pfeiffer, en
tres localidades distintas del Estado de Hidalgo, México (Diaz et al., 2006),
mientras que para betaxantinas, Chavez et al. (2009) encontro valores entre 3,1
mg de indicaxantina/g en Opuntia leucotricha (Duraznillo rojo) y 189,9 mg de
indicaxantina/g en Opuntia robusta en un estudio de 9 variedades de Opuntia spp.
Figueroa et al. (2010) reporté valores entre 7,23 y 276 mg de indicaxantina/L en un
estudio para 12 variedades de Opuntia spp. Cambios en los valores de los
pardmetros quimicos de la pulpa de tuna estan asociados al grado de madurez de
la fruta (Duru y Turker, 2005).

Los pardmetros L, a*, b*, C* y h° tanto para la pulpa de tuna como para el

ultrafiltrado de pulpa de tuna, se detallan en el Cuadro 3.



Cuadro 3. Parametros de color en pulpa y ultrafiltrado de tuna.
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i PT UF
Parametros de Color
(X DS) (X £ DS)
L 125+0,89b 17,8 + 0,09 a
a* 432+1,18b 51,2+ 0,13 a
b* 21,0+154b 29,9+0,09 a
C* 480+ 1,74Db 59,3+0,12 a
ho 259+103b 30,3+ 0,08 a

PT: pulpa de tuna puarpura; UF: ultrafiltrado de pulpa de tuna purpura; X: promedio; DS: desviacion
estandar (n= 3). Letras diferentes entre columnas, indican diferencias significativas, segun la

prueba de Tukey (p<0,05).

Los pardametros de color (L, a*, b*, C* y h° para la pulpa de tuna fueron
significativamente menores a los del ultrafiltrado de tuna. Sin embargo, con
respecto a los valores de h° y C*, se observa que tanto la pulpa como el

ultrafiltrado de tuna se encuentran dentro de la zona roja-purpura (Anexo V).
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Etapa 2. Caracterizaciéon de las microparticulas de pulpa y ultrafiltrado de
tuna purpura con Capsul y K4484, obtenidas bajo condiciones éptimas

Las microparticulas obtenidas bajo condiciones Optimas de los sistemas pulpa-
Capsul (PT-C), pulpa-K4484 (PT-K), ultrafiltrado-Capsul (UF-C) y ultrafiltrado-
K4484 (UF-K) se observan en la Figura 7. Las condiciones Optimas, el rendimiento
del proceso, la eficiencia de encapsulacion (EE) y el porcentaje de recuperacién

(PR) para betacianinas y betaxantinas se detallan en el Cuadro 4.

sk
% A
—

Figura 7. Fotografias de las microparticulas obtenidas bajo condiciones éptimas:
(A) pulpa-Capsul, (B) pulpa-K4484, (C) ultrafiltrado-Capsul y (D) ultrafiltrado-
K4484.

De acuerdo a los resultados que se presentan en el Cuadro 4, la temperatura
optima del aire de entrada al secador para las microparticulas con Capsul fue de
133°C, mientras que para las microparticulas con K4484 fue de 110 °C. Estos
resultados muestran la influencia del agente encapsulante sobre la temperatura de
secado. Lozano (2009), en estudios realizados con Opuntia stricta, establecié una
temperatura de entrada al secador de 160 °C, utilizando fructooligosacaridos
(inulina o maltodextrina) como agentes encapsulantes. Por otro lado, no se

observé un efecto del tipo de extracto (PT o UF) sobre la temperatura de secado.
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Cuadro 4. Condiciones 6ptimas y resultados del proceso de encapsulacion.

PT-C PT-K UF-C UF-K
Sistema (X + DS) (X + DS) (X + DS) (X + DS)
Razén (PT o UF)/AE 31 31 2,5:1 11
Te:jnszrni::;ii‘flc‘;‘"e 133 110 133 110
EE Betacianinas (%) 99,3+0,6a 99,6+04a 991+04a 99,6 +04 a
EE Betaxantinas (%) 98,6 0,6 a 985+13a 98,7+0,6a 99,3+0,6a
PR Betacianinas (%) 709+19b 685+10b 724+24b 77.8+24a
PR Betaxantinas (%) 88,5+200Db 792+12b 96,8+x29a 100+0,0 a
Rendimiento (%) 653+51a 69,4+02a 626+6,8a 65,7t1,8a

PT: pulpa de tuna; UF: ultrafiltrado; EE: eficiencia de encapsulacion; PR: porcentaje de
recuperacion: AE: agente encapsulante; PT-C: sistema pulpa de tuna con Capsul; PT-K: sistema
pulpa de tuna con K4484; UF-C: sistema ultrafiltrado con Capsul; UF-K: sistema ultrafiltrado con
K4484; X: promedio; DS: desviacién estdndard (n= 3); letras diferentes entre columnas indican
diferencias significativas entre sistemas para cada parametro (p<0,05, Tukey).

En cuanto a la relacién (PT o UF)/encapsulante, la pulpa mostré una relacion 3:1
para C y K, mientras que al utilizar ultrafiltrado la relacion fue 2,5:1 para Cy 1:1
para K. Estas diferencias se pueden atribuir a la presencia de mucilagos en la
pulpa, a la cual se le han descrito propiedades encapsulantes (Medina et al.,
2013), permitiendo una mayor incorporacion de pulpa en los sistemas PT-C y PT-
K.

La eficiencia de encapsulacion (EE) se calculé a partir de la relacion entre el
material activo encapsulado y el material activo total, y es una medida que indica
el grado de interaccion entre el compuesto activo y el agente encapsulante
(Lozano, 2009). En el caso de las betalainas, se obtuvieron altos valores de EE

para todos los sistemas de microparticulas estudiados tanto para betacianinas
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como para betaxantinas, con un rango entre 99,1-99,6% y 98,5-99,3%,
respectivamente. Los altos valores de EE se deberian a interacciones
electrostaticas y/o formacion de puentes de hidrogeno entre las betalainas y el
polimero. Valores similares de EE de betacianinas (99,5-99,1%) y betaxantinas
(97,9-99,6) se encontraron con maltodextrina, inulina y aislado proteico de soya
utilizando el mismo método de encapsulacién (Saenz et al., 2009; Torres, 2008).
En el presente estudio, no se encontraron diferencias significativas para las EE de
betacianinas y betaxantinas entre los sistemas de microparticulas estudiados (PT-
C, PT-K, UF-C y UF-K), mostrando que no hay un efecto del tipo de extracto
(pulpa o ultrafiltrado) o del tipo de agente encapsulante sobre la eficiencia de

encapsulacion de betalainas.

La recuperacion de betacianinas y betaxantinas después del secado por
atomizacion alcanzé valores en el rango de 68,5-77,8% y 79,2-100%,
respectivamente. La recuperaciéon de betacianinas fue significativamente mayor
(p<0,05) para las microparticulas del sistema UF-K, en relacidbn a los otros
sistemas. Este resultado se atribuye a que el sistema UF-K (30%) tiene un
contenido de sélidos mayor al de los sistemas PT-C, PT-K y UF-C (10, 10 y 12%,
respectivamente), por lo cual se formaria mas rapidamente una costra sobre la
superficie de la gota atomizada permitiendo la difusién del agua, pero reteniendo
el agente activo en el proceso de secado (Gharsallaoui et al., 2007). Por otra
parte, la recuperacion de betaxantinas en las microparticulas fue
significativamente mayor (p<0,05) en los sistemas con ultrafiltrado (UF-C y UF-K)

en comparacion a los sistemas con pulpa de tuna (PT-C y PT-K).

La recuperacion de betalainas obtenida en la pulpa fue menor a lo reportado por
Saenz et al. (2009) en microparticulas de pulpa de tuna con inulina y maltodextrina
(100%) y mayor a lo encontrado por Torres (2008) (53,97-70,31% para

betacianinas y 66,67-85,71% para betaxantinas).
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El rendimiento, es importante a nivel econémico, por lo que se debe recuperar la
mayor cantidad posible del material de partida (Lozano, 2009). En este estudio, el
rendimiento estuvo en un rango entre 62,6 y 69,4%, sin presentar diferencias
significativas (p>0,05) entre los 4 sistemas estudiados. Este resultado es mayor al
obtenido por Obon et al. (2009) para microparticulas de pulpa de Opuntia stricta,
con un rendimiento de un 58%. Para obtener mejoras en el rendimiento se deben
tomar en cuenta factores como propiedades del agente encapsulante,
caracteristicas del agente activo y condiciones del proceso de secado al momento

de disefiar un estudio (Jafari et al., 2008).

En el Cuadro 5 se detallan las caracteristicas fisicas y quimicas de las
microparticulas obtenidas bajo condiciones 6ptimas de los sistemas PT-C, PT-K,
UF-C y UF-K.

Cuadro 5. Caracteristicas fisicas y quimicas para las microparticulas obtenidas
bajo condiciones Optimas.

] PT-C PT-K UF-C UF-K

Parametro (X £ DS) (X = DS) (X = DS) (X = DS)
Humedad (%) 3,7+0,3b 28+£0,04c 51%£0,04a 29+0,19c
aw 0,33+0,00b 0,36 +£0,00a 0,30+0,01c 0,30+0,00c

Betacianinas (mg EB/g) 0,36 +0,03a 0,34+0,0l1a 0,36+0,0la 0,34+0,01a
Betaxantinas (mg Ellg) 0,16 +0,04a 0,15+0,06a 0,16+0,01a 0,15+0,05a
Polifenoles Totales

(mg EAG/Q)
Tamafio de particula

D(3,2) (um)

10+0,04a 09+0,09a 09+0,02a 0,9*0,06a

4.7 4,5 4,6 4,4

PT-C: sistema pulpa de tuna con Capsul; PT-K: sistema pulpa de tuna con K4484; UF-C: sistema
ultrafiltrado con Capsul; UF-K: sistema ultrafiltrado con K4484; EB: expresado como equivalente a
betanina; El: expresado como equivalente a indicaxantina; EAG: equivalente de acido galico; X:
promedio; DS: desviacion estandard (n= 3); letras distintas entre columnas indican diferencias
significativas entre sistemas para cada pardmetro (p < 0,05, Tukey).
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El contenido de humedad de los sistemas de microparticulas estudiados fluctu6 en
el rango de 2,8-5,1%, estos valores son habituales para microparticulas obtenidas
por secado por aspersion. Contenidos de humedad similares (2,21-5,12%)
reportaron Tapia (2007) y Saenz et al. (2009). Por otro lado, Torres (2008)
encontrd valores mayores de humedad (5,60-7,67%) en microparticulas para la
misma variedad de tunas, utilizando como encapsulante aislado proteico de soya,

y su mezcla con maltodextrina e inulina.

El contenido de betalainas en las microparticulas varié entre 0,34 y 0,36 mg EB/g
para betacianinas y entre 0,15 y 0,16 mg El/g para betaxantinas (Cuadro 5). Las
microparticulas desarrolladas en este estudio no presentaron diferencias
significativas en el contenido de betacianinas y betaxantinas para ninguno de los
sistemas (PT-C, PT-K, UF-C y UF-K), tanto con Capsul como con K4484. Ademas,
se observa que en todos los sistemas de microparticulas el contenido de
betacianinas es mayor al contenido de betaxantinas, como se ha reportado

previamente (Saenz et al., 2009).

El tamafio de las microparticulas (D 3,2) elaboradas bajo condiciones éptimas
presentd una distribucion unimodal con valores entre 4,4 y 4,7 um y dentro del
rango establecido para microparticulas obtenidas mediante secado por aspersion
(Gharsallaui et al., 2007). Otros estudios muestran que pigmentos de amaranto y
de tuna roja (Opuntia lasiachanta) encapsulados con maltodextrina (Cai y Corke,
2000; Diaz et al., 2006) presentaron tamafios de particulas entre 5-50 um y 5-40

um, respectivamente.

En el Cuadro 6, se detallan los parametros de color (L, a* b*, C* y h°) de las
microparticulas obtenidas bajo condiciones 6ptimas para los cuatro sistemas

estudiados.
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Cuadro 6. Parametros de color de las microparticulas de los sistemas PT-C, PT-K,
UF-C y UF-K.

ParAmetros PT-C PT-K UF-C UF-K
de Color (X £DS) (X £DS) (X +DS) (X £ DS)
L 69,3+0,15b 66,0+ 0,21 c 69,2+0,06b 71,8+0,12a
a* 23,6 £0,15b 26,4+0,15a 23,7+0,20b 21,0+0,10c
b* -6,6 + 0,00 c -6,9+0,00d -6,2+0,00b -4,7+ 0,06 a
c* 245+0,15b 27,3+0,15a 245+0,19b 215+0,11c
he 344,4+0,10c 3453+0,08b 3453+0,12b 347,2+0,10a

PT-C: sistema pulpa de tuna con Capsul; PT-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 columnas indican diferencias significativas entre sistemas
para cada parametro (p < 0,05, Tukey)

A partir de los datos obtenidos en el Cuadro 6, se observd que los sistemas
elaborados con Capsul (PT-C y UF-C) mostraron un comportamiento similar en los
pardmetros L, a* y C*, sin presentar diferencias significativas. Ademas, el sistema
PT-K presentd los mayores valores para los parametros a* y C* en comparacion
con los demas sistemas, indicando asi, la presencia de una mayor intensidad de

color.

El valor positivo del parametro a* tanto para microparticulas con pulpa (PT-Cy PT-
K) como con ultrafiltrado de tuna (UF-C y UF-K) indica la presencia del
componente rojo, mientras que los valores de h° entre 344,4 y 347,2 ubican el
color de las microparticulas en la zona rojo-purpura dentro de la carta de
representacion de color (Anexo V). Esto demostr6 que pese a haber utilizado
distintos agentes encapsulantes, el color en general es bastante intenso, lo cual es
importante para un aditivo, ya que se puede utilizar en pequefias concentraciones
(Tapia, 2007).
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En un estudio sobre encapsulacion de colorantes rojos extraidos de Opuntia
Lasiacantha Pfeiffer (Diaz et al., 2006), se observaron valores de L=66,70;
a*=43,09; b*=-3,42; C*=43,22 y h°=355,50. Estos resultados mostraron una
acentuada presencia del color rojo, observandose un mayor grado de saturacion

en comparacion con los datos obtenidos en el presente estudio.

Morfologia de las microparticulas

En la Figura 8 (A, B, C y D) se observan las microfotografias SEM de los sistemas
de microparticulas de PT-C, PT-K, UF-C y UF-K, respectivamente, obtenidas bajo
condiciones Optimas. Las microparticulas presentaron diferente morfologia de

acuerdo al tipo de agente encapsulante utilizado; Capsul 6 K-4484.
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Figura 8. Microfotografias de microparticulas obtenidas bajo condiciones Optimas
para los sistemas: PT-C (A), PT-K (B), UF-C (C) y UF-K (D).

Las microparticulas de los sistemas PT-K y UF-K (Figuras 8B y 8D,
respectivamente) se observan esféricas, de superficie lisa, con algunas
indentaciones; sin grietas y con tendencia a aglomerarse. Las microparticulas
obtenidas al utilizar Capsul como agente encapsulante, PT-C y UF-C (Figuras 8A 'y
8C, respectivamente), también se observan esféricas, con notables indentaciones
y rugosidad en su superficie, con una mayor tendencia a formar aglomerados, lo

cual estaria relacionado con la alta higroscopicidad del Capsul.
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El encogimiento de las microparticulas durante el proceso se puede producir a
bajas o altas temperaturas de entrada al secador (Alamilla 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. La temperatura de entrada al secador para los sistemas con Capsul
fue de 133 °C, mayores a las utlizadas en los sistemas con K4484,
correspondientes a 110 °C. Ambas temperaturas de entrada al secador utilizadas
en éste estudio fueron mas bajas a las 6ptimas utilizadas por Cai y Corke (2000),
de 165 a 180 °C y por Diaz et al. (2006) de 150 °C. Ademas, las indentaciones se
pueden formar por la contraccion (encogimiento) de las particulas durante el
secado y enfriado, producto de una falta de plasticidad en el material
encapsulante. Con azucares de bajo peso molecular se puede mejorar la
plasticidad de las microparticulas y obtener menor cantidad de indentaciones en la
superficie, lo que explicaria el comportamiento en los sistemas con K4484 como
encapsulantes (PT-K y UF-K), debido a que son dextrinas y presentan un largo de

cadena menor.

Por otra parte, la naturaleza del encapsulante y algunos pardmetros que
intervienen en el secado como: temperatura de alimentacion al secador,
temperatura del aire de entrada al secador, temperatura de salida del secador y la
naturaleza de la solucibn a secar, pueden influir en la morfologia de las

microparticulas (Kosaraju et al., 2006).
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Etapa 3. Estabilidad de betalainas en yogur adicionado con microparticulas
de pulpa de tuna (PT) y ultrafiltrado de tuna purpura (UF) con Capsul y K4484
como encapsulantes.

En la Figura 9 se observan las fotografias de los sistemas de yogur con
microparticulas PT-C, PT-K, UF-C y UF-K, al inicio del estudio (TO), cuyo
contenido inicial de betacianinas y betaxantinas se detalla en el Cuadro 7.

Figura 9. Yogur con microparticulas al momento de la elaboracion (TO) para cada
uno de los sistemas estudiados.

Cuadro 7. Contenido de betacianinas y betaxantinas del yogur en el tiempo inicial.

Sistemas Betacianinas (ug EBY/g) Betaxantinas (ug EI%/g)
(X £ DS) (X = DS)
PT-C 1,68 +0,02a 0,20+ 0,00 c
PT-K 1,68 + 0,04 a 0,21 + 0,00 ab
UF-C 1,71+0,02 a 0,22 +£0,00 a
UF-K 1,64+0,01la 0,21 + 0,00 bc

EB™: expresado como equivalente a betanina; EI*; expresado como equivalente a indicaxantina; X:
promedio; DS: desviacion estdndar (n= 3). Letras distintas en las columnas indican diferencias
significativas entre los contenidos promedio de betacianinas o betaxantinas, segun la prueba de
Tukey (p<0,05).
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En la Figura 9 no se aprecian diferencias de color entre los sistemas de yogurt en
el tiempo 0, debido a que no existen diferencias significativas en el contenido de

betacianinas como se muestra en el Cuadro 7.

Los cromatogramas obtenidos por HPLC en el yogurt para los sistemas en estudio
presentaron tres picos (indicaxantina, betanina e isobetanina) a una longitud de
onda de 484 nm y dos picos (betanina e isobetanina) a longitud de onda de 535
nm (como se muestra en la Figura 10). Al finalizar el estudio el bajo contenido de

pigmentos dificulté su reconocimiento.
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Figura 10. Cromatograma de betalainas en el yogurt con microparticulas del
sistema UF-K a una longitud de onda de 484 y 535nm al inicio del estudio,
indicaxantina (pico 1), betanina (pico 2), isobetanina (pico 3).
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Estabilidad de las betalainas en el yogur

En las Figuras 11 y 12, se representa el logaritmo natural del porcentaje de
retencion de betacianinas frente al tiempo de almacenamiento a 4°C, para los
sistemas de yogur elaborados con Capsul (PT-C y UF-C) y con K4484 (PT-K y UF-
K) respectivamente. La preparacion de los estdndares y curvas de calibracion de
betanina e indicaxantina se presentan en el Apéndice IV y la evolucion del

contenido de betacianina y betaxantina en el tiempo de estudio en el Apéndice V.

La degradacion de betacianinas y betaxantinas en yogur con microparticulas, se
ajustdé a un modelo cinético de primer orden, usando el coeficiente de correlacion
como parametro de ajuste de la cinética para los distintos sistemas estudiados.
Una cinética de degradacion de primer orden para betacianinas, se ha reportado
también para extractos de betarraga (Moreno et al., 2002), jugo de pitaya
(Herbach et al., 2004) y extractos de frutos de Opuntia (Castellar et al., 2003).
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Figura 11. Degradacion de primer orden para las betacianinas en yogur formulado
con microparticulas de los sistemas PT-Capsul (¢) y UF-Capsul (O), almacenadas
a 4°C.
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Figura 12. Degradacion de primer orden para las betacianinas en yogur formulado
con microparticulas de los sistemas PT-K (¢) y UF-K (), almacenadas a 4°C.

En la Figura 13 y 14, se representa el logaritmo natural del porcentaje de retencion
de betaxantinas frente al tiempo de almacenamiento a 4°C, para los tratamientos
de yogur elaborados con Capsul (PT-C, UF-C) y con K4484 (PT-K, UF-K)

respectivamente.
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Figura 13. Degradacion de primer orden para las betaxantinas en yogur formulado
con microparticulas de los sistemas PT-Capsul (¢) y UF-Capsul (), almacenadas
a4°C.
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Figura 14. Degradacion de primer orden para las betaxantinas en yogur formulado
con microparticulas de los sistemas PT-K (¢), UF-K (O), almacenadas a 4°C.
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En el Cuadro 8, se observan las constantes de velocidad de degradacion (k) para
betacianinas y betaxantinas en yogur formulado con microparticulas de los
distintos sistemas estudiados, almacenadas a 4 °C. Las constantes de velocidad
de betacianinas y betaxantinas se encontraron en el rango de (7,8 - 8,7) x 10°

min™y de (4,6 - 6,4) x 10° min™, respectivamente.

Cuadro 8. Constantes de velocidad de degradacién (k) de betacianinas y
betaxantinas en yogur con microparticulas.

Yogur 10'6|E)it?r§ilr?p)lg ?57 DS R® 10‘650(:: ?;ﬁmnlt)lg ?(?DS R’
PT-C 80+1,1b 0,99 50+£0,17b 0,95
UF-C 8,2+0,5ab 0,99 6,4 £0,09 a 0,97
PT-K 78+36Db 0,97 46+0,09b 0,97
UF-K 8,7+x0,1a 0,97 49+0,21b 0,98

Letras distintas entre filas indican diferencias significativas entre las constantes de degradacién de
betacianinas o betaxantinas, segun la prueba de Tukey (p<0,05).

En jugo de betarraga a pH 4 (Von Elbe et al., 1974), jugo de pitahaya purpura a
85°C (Herbach et al., 2004) y una solucién acuosa con 5% de pulpa de tuna
parpura a pH 4,5 (Saenz et al., 2012), se encontraron constantes de velocidad de
degradacion de betaninas de 5,1x107, 4,6x10°y 8,4x102 (min™), respectivamente.
Estas constantes de velocidad de degradacion de betacianinas son mayores

respecto a las de este estudio.

Al comparar el efecto del agente encapsulante en los sistemas de yogur
elaborados con pulpa de tuna (PT-C y PT-K), no se encontraron diferencias
significativas en la constante de degradacion tanto para betacianinas como para
betaxantinas. Por otro lado, en los sistemas elaborados con ultrafiltrado de tuna
(UF-C y UF-K) no se presentaron diferencias significativas al comparar las
constantes de degradacion para betacianinas, pero si en las betaxantinas, lo que

se puede atribuir a la naturaleza del agente encapsulante, ya que, Capsul es un
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almiddén ceroso de maiz modificado quimicamente, que incorpora a su estructura
un componente lipofilico (Finotelli et al., 2005); mientras que K4484, es un

polimero con propiedades hidrofilicas.

Cuando se compara el efecto del tipo de pulpa o extracto sobre la constante de
degradacion de las betalainas, se observa que en el yogur formulado con
microparticulas del sistema PT-K, la constante de degradacion de betacianinas fue
significativamente menor con respecto al sistema UF-K. Por otro lado, la constante
de degradacién de betaxantinas fue significativamente menor en el sistema PT-C,
con respecto al sistema UF-C. En ambos casos, se observaron menores
constantes de velocidad de degradacion en los sistemas con pulpa, lo que se
puede atribuir al mucilago que presenta. Estos resultados concuerdan con lo
sefalado por Saenz et al. (2009), que sugieren que el mucilago de la pulpa ayuda
al proceso de encapsulacibn de compuestos bioactivos. Las constantes de
degradacion de betaxantinas son menores respecto a las betacianinas, sugiriendo

que las betaxantinas son mas estables (Saenz et al., 2009).

Gandia et al. (2012) us6 el mismo método cromatografico de deteccién de
betalainas en yogur, analizando el contenido de betanina de betarraga adicionado
en productos lacteos, entre ellos varios tipos de yogur, alcanzando contenidos
finales similares de betanina (0,32 - 1,65 pg/g de muestra) en comparacion con el

presente estudio (0,79 — 0,83 ug /g) (Apéndice V).
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Evolucién de los parametros de color en yogur con microparticulas

Se determind la evolucion de los parametros de color (L, a*, b*, C*, h°) y el cambio
de color respecto al tiempo inicial (AE) para los sistemas de yogur con
microparticulas PT-C, PT-K, UF-C y UF-K almacenados a 4 °C. Las mediciones se
realizaron durante 10 semanas (Apéndice VI), tiempo maximo estimado como vida
atil de un yogur blanco a nivel comercial. En el Cuadro 9 se presentan los

parametros de color al inicio y final del estudio.
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Cuadro 9. Parametros de color para el yogur con microparticulas de los sistemas PT-C, UF-C, PT-K y UF-K, al inicio
y final del almacenamiento.

L a* b*
Sistema (X£DS) (X £ DS) (X £ DS)
TO T10 TO T10 TO T10
PT-C 75,9+ 0,07 b 79,7+ 0,11 a 13,5+ 0,04 a 8,1+0,14 b -22+0,01b 3,4+ 0,08 a
UF-C 75,9+ 0,06 b 79,1+ 0,12 a 13,6 £+ 0,04 a 89+0,18b -2,1+0,05b 2,7+0,03 a
PT-K 76,5+0,02 b 78,5+ 0,09 a 13,9+ 0,02 a 9,0+0,04 b -24+0,04b 3,4+20,05a
UF-K 76,3+0,09b 79,2 £ 0,08 a 13,7+ 0,01 a 82+0,11b -1,8+0,02b 47 +0,05 a

X: promedio; DS: desviacién estandard (n= 9). Letras distintas entre columnas indican diferencias significativas para los sistemas: Capsul-
Pulpa, Capsul-Ultra, K4484-Pulpa y K4484-Ultra, para cada parametro de color entre el tiempo 0 y 10, segun la prueba de Tukey (p < 0,05).

C* ho
Sistema (X + DS) (X +DS)
TO T10 TO T10
PT-C 13,7+ 0,04 a 88+0,11Db 350,6 £ 0,06 a 225+0,75Db
UF-C 13,8 £+ 0,03 a 9,3+0,18b 351,1+0,22 a 16,8 £+ 0,28 b
PT-K 14,1 £ 0,02 a 9,6 £0,05b 350,3+0,15a 20,9+0,19b
UF-K 13,8 £ 0,01a 95+0,07b 352,5+0,08 a 29,7+056Db

X: promedio; DS: desviacion estandard (n= 9). Letras distintas entre columnas indican diferencias significativas para los sistemas: Capsul-
Pulpa, Capsul-Ultra, K4484-Pulpa y K4484-Ultra, para cada parametro de color entre el tiempo 0 y 10, segln la prueba de Tukey (p < 0,05).
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El pardmetro L aumento significativamente en el tiempo hacia los blancos para
todos los sistemas evaluados, lo que indica un aumento en la claridad del yogur,

ya que aumento la luminosidad.

Los pardmetros a* y C* disminuyeron significativamente durante el periodo de
evaluacion en todos los sistemas; esto significaria que existe una disminucién del
componente rojo y de la intensidad del color al disminuir la saturacién. Esta
relacion se ve reflejada en el valor de h°, el cual aumenta y avanza en sentido
antihorario (carta de representacion del color, Anexo V) presentando un cambio de
tono de color rojo-purpura a rojo.

Tapia (2007), utilizé un yogur blanco Next sin sabor y adicion6 0,5% de
microparticulas de pulpa de tuna purpura (Opuntia ficus-indica), presentando el

mismo comportamiento en el tiempo para cada parametro de color.

En la Figura 15 se presenta la variacion del cambio de color (AE) respecto al
tiempo inicial para los sistemas de yogur con microparticulas PT-C, PT-K, UF-C y
UF-K evaluados al inicio (T0), mitad (T5) y final (T10) del estudio.
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Figura 15. Cambio de color (AE) en los sistemas con yogur PT-C, PT-K, UF-C y
UF-K,alas 0 (M),5 (M )y 10 (&) semanas de almacenamiento. Letras distintas
en el mismo sistema indican diferencias significativas entre los valores, segun la
prueba de Tukey (p<0,05).

Se observaron diferencias significativas en el cambio de color para la semana 5
(T5) y la semana 10 (T10) respecto al inicio del estudio (TO). Los valores

correspondientes a la Figura 15 se encuentran en el Apéndice VII.

Evolucién del pH en el yogur almacenado a 4°C

El pH es un factor importante a considerar en productos lacteos como el yogur, ya
que su analisis puede ayudar a determinar variaciones y cambios en la matriz
alimentaria. En éste estudio, se realizaron mediciones durante 10 semanas para
los sistemas de yogur PT-C, PT-K, UF-C y UF-K. El analisis estadistico obtenido
se muestra en el Cuadro 10 y corresponde a las variaciones producidas dentro de

cada sistema. No se observo diferencia significativa en el valor promedio de pH
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dentro de ningun sistema de yogurt con microparticulas durante el periodo de

almacenamiento.

Cuadro 10. Promedio de los valores de pH de los sistemas de yogur con
microparticulas durante 10 semanas de almacenamiento.

Sistema pH
(X £ DS)
PT-C 4,21+0,061 a
PT-K 4,200,062 a
UF-C 4,20+0,067 a
UF-K 4,22+0,071 a

X: promedio; DS: desviacién estandard (n= 33). Letras distintas en la columna indica diferencias
significativas entre los valores promedio de pH dentro de cada sistema de yogur con
microparticulas, segln la prueba de Tukey (p<0,05).

En la Figura 16, se grafica la estabilidad del pH en el tiempo de los sistemas de

yogur con microparticulas de Capsul, mientras que en la Figura 17, la de los

sistemas de yogur con microparticulas de K4484 como encapsulante.
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Figura 16. Valores de pH para sistemas de yogur con microparticulas de Capsul
como agente encapsulante (PT-C y UF-C) durante el almacenamiento a 4°C.
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Figura 17. Valores de pH para sistemas de yogur con microparticulas de K4484
como agente encapsulante (PT-K y UF-K) durante el almacenamiento a 4°C.

Los valores de pH obtenidos en éste estudio no afectan la estabilidad de
betalainas en alimentos, los cuales son estables a pH entre 3,0 a 7,0 (Sanchez,
2006), pero se encuentra por debajo del 6ptimo, de 5,5-5,8 para betacianinas y de

5,0-6,0 para betaxantinas.

Respecto al uso de colorantes en alimentos, el articulo 220 del Reglamento
Sanitario de Alimentos Chilenos (RSA, 2009), indica un listado oficial de los
colorantes permitidos, en el cual las betaninas aparecen bajo el nombre “rojo de
remolacha” (N° Sin 162), aditivo que ademas, es conocido y aceptado a nivel
internacional por la FDA (Food and Drug Administration) de Estados Unidos y

también por la Union Europea.

Debido a que el yogur no presenta restricciones especificas referentes a la adicion
de colorantes, se deberia potenciar su uso a nivel industrial y fomentar el
desarrollo de productos con adicion de colorantes naturales en su formulacion, en
este sentido, la elaboracion de microparticulas puede jugar un rol de especial

importancia en la estabilizacion de betalainas en alimentos.
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Por otro lado, el fruto de la tuna es poco explotado de manera comercial y son
escasos los estudios relacionados con la industria alimentaria (algunos ejemplos
se presentan en el Apéndice VIII). Considerando los bajos requerimientos hidricos
necesarios para su cultivo y su adaptabilidad a suelos marginales, la tuna se
presenta como una buena alternativa para la obtencion de un colorante
alimentario, potenciando ademas el desarrollo de la agricultura de zonas aridas y

semiaridas.
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CONCLUSIONES

La pulpa de tuna y el ultrafiltrado de pulpa de tuna purpura (Opuntia ficus-
indica) presentaron el mismo contenido de betacianinas y betaxantinas. Sin
embargo UF fue un extracto clarificado con un menor contenido de

azucares.

El proceso de secado por aspersion de pulpa y ultrafiltrado de pulpa de tuna
parpura, logré altos valores de eficiencia de encapsulacién y recuperacion
de betacianinas y betaxantinas, independientemente del tipo de agente

encapsulante (C 6 K).

La adicion de microparticulas de los sistemas PT-C, UF-C, PT-K y UF-K a
yogur mostré constantes de degradacion de betacianinas y betaxantinas
similares. Sin embargo, las betacianinas y betaxantinas presentaron mayor
estabilidad (constantes de degradacion menores) en los sistemas de PT

con Ky C, respectivamente.

Los parametros de color, a* y C* disminuyeron durante el tiempo de
almacenamiento (10 semanas) en el yogur con microparticulas de todos los
sistemas estudiados, mostrando la degradacion de betacianinas y

betaxantinas.

Los resultados mostraron que las microparticulas de pulpa de tuna 6
ultrafiltrado de pulpa de tuna con K 0 C, podrian ser utilizadas como un
aditivo con potencial colorante y antioxidante en alimentos como yogur, ya

gue en el tiempo de vida atil del yogur se mantiene el color rosado.
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ANEXOS

Anexo |. Método espectrofotométrico de reaccion de la Antrona.

Determinacion del contenido de azlcares totales por el método de la antrona
(Osborne y Voogt, 1986).

Fundamento: El producto se digiere con acido perclérico. Los almidones
hidrolizados, junto con los azlcares solubles, se determinan colorimétricamente

por método de la Antrona y se expresan en glucosa.

Preparacion de soluciones:

1.- Acido perclorico al 52%: se afiaden 270 mL de acido perclorico (peso
especifico 1,7) a 100 mL de agua. Realizar esta accion en un bafio de agua fria
para enfriar la mezcla.

2.- Acido sulfurico al 76%: se prepara afadiendo cuidadosamente 760 mL de
acido (peso especifico 1,84) a 330 mL de agua destilada. Enfriar antes de usar.

3.- Reactivo de Antrona: se prepara al 0,1% disolviéndola en el acido sulfarico
anterior. Se prepara solo la cantidad suficiente para los andlisis del dia.

4.- Solucién patron de glucosa 0,1%: primero disolver 100 mg de glucosa en
100 mL de agua destilada, luego diluir 10 mL de esta solucién en 100 mL con
agua. Debe prepararse solucién patron para cada dia. Preparar una curva de

calibracion con glucosa para expresar los resultados en glucosa.

Procedimiento:

Pesar 2 g de muestra (pulpa o yogur) humeda en un matraz erlenmeyer con tapa.
Agregar 10 mL de agua destilada y agitar con una varilla de vidrio hasta completar
homogenizacion. Agregar 15 mL de acido perclorico al 52%, agitar y tapar. Dejar
en reposo por 12 horas para que hidrolice la muestra.
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Luego de las 12 horas, adicionar agua hasta 100 mL aproximadamente. Filtrar la
solucién en papel filtro, recibiendo el filtrado en un matraz aforado de 250 mL.
Lavar el matraz y el papel filtro, recibiendo la solucion en el matraz de 250 mL,

luego aforar.

Tomar una alicuota de 10 mL y trasladarla a un matraz de 100 mL y aforar con
agua destilada. Tomar una alicuota de 1 mL de esta solucion y colocarla en un
tubo de ensayos con tapa. Agregar 5 mL de solucién de Antrona y agitar. Llevar a
bafio de agua a ebullicion por exactamente 12 minutos y enfriar con agua fria.
Leer en un espectrofotometro a una longitud de onda de 630 nm. Paralelamente
realizar la reaccion a 1 mL de glucosa (0,1%) y a un blanco (1 mL de agua

destilada).

Para los célculos del contenido de azlcares totales, se realiz6 una curva de
calibracion de glucosa (Figura 18); y = 4,7102x — 0,0052 donde (X) representa la
concentracion de glucosa, mientras que (y) representa la unidad de absorbancia

(UA). Los andlisis se deben realizar por triplicado.

y=4,7102x-0,0052

0’9 R2 = 0,9985

0,8
0,7
0,6
0,5
0,4
0,3
0,2
0,1
0,0

Absorbancia

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

Concentracion mg/mL

Figura 18. Curva de calibracion de glucosa.
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Anexo Il. Método de determinacion de polifenoles totales.

Determinacion del contenido de polifenoles a través del método de Folin-Ciocalteu
(Singleton y Rossi, 1965)

Fundamento: Consiste en oxidar los compuestos fendlicos presentes en la
muestra, por medio de una mezcla de acidos 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 y Carbonato de sodio al
20%.

Preparaciéon de la muestra de pulpa de tuna: Se pes6 8 g de muestra en un
matraz aforado de 25 ml, el cual se aforé con agua destilada. Se centrifugd a 3000

rpm X 5 minutos y luego se filtr6 empleando filtros membrana de 0,22 um de poro.

Procedimiento: En un matraz aforado de 10 mL se coloc6é 0,1 mL de filtrado.
Luego se adicion6 4,9 mL de agua destilada, 0,5 ml del reactivo de Folin-Ciocalteu
y se dejo reposar por 3 minutos. Después se agreg6 1,7 mL de carbonato de sodio
al 20%, se afor6 a 10 mL con agua destilada y se dejo reposar durante 30 minutos
para leer en un espectrofotometro a una longitud de onda de 765 nm. En paralelo
se prepar6 un blanco al cual se adicion6 5 mL de agua destilada, siguiendo el

mismo procedimiento que para la muestra.

Para los calculos del contenido de polifenoles totales, se realizé una curva de
calibracion de &cido gélico (Figura 19); y = 0,001x + 0,065 donde (x) representa la
concentracion de polifenoles (expresado como equivalente de Ac. Galico, EAG),
mientras que (y) representa la unidad de absorbancia de la muestra (UA). Los

analisis se realizaron por triplicado.
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Figura 19. Curva de calibracion de &cido gélico.

Preparacion de carbonato de sodio 20%: El carbonato se preparé con 20 g de
carbonato anhidro y se disolvieron en 80 g de agua destilada hervida (que se deja
enfriar) se agitd y se dejé reposar 24 h. Se filtré por gravedad o vacio y se aford

con agua destilada hervida en matraz de aforo de 100 mL.

Formulas utilizadas

Y =0,001X + 0,065 (despejar X)

R%= 0,9983
Donde:

X = concentracién de polifenoles (ug EAG/mL).
Y = absorbancia de la muestra.

Z = (X*a/ p)/1000 (despejar 2)

Donde:

Z = concentracion de la muestra (mg EAG/Q).

X = concentracion de polifenoles (ug /mL).

p= peso de la muestra (g).

a = aforo (lo que se adiciona inicialmente junto a la muestra) (ml).

P=(z/T)*100 (Calcular P)

Donde:
P = porcentaje de polifenoles (superficiales o totales).

Z = concentracion de la muestra (mg/g).

T = contenido tedrico de polifenoles (mg/qg).

Célculo por curva de calibracion, expresado como Equivalentes de Acido Galico (EAG)
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Anexo lll. Determinacion del contenido de betalainas por espectrofotometria de
acuerdo al método descrito por Stintzing et al (2005).

Preparacion del buffer Mcllvaine a pH 6,5:

Solucion A: Acido Citrico (CgHgO7.1H,0) 0.1 M, para ello se deben disolver 21.01

g de Ac. Citrico en 1 litro de agua destilada

Solucién B: Disodium hydrogen phosphate (Na,HPO,4.2H,0) 0.2 M, para ello se
deben disolver 35.60g de éste compuesto en 1 litro de agua destilada

Para preparar el buffer, se mezclé 29,65 mL de Ay 70,35 mL de B para obtener
una solucion a pH 6,5.

Preparacion de la muestra de pulpa: se peso 4 g de muestra, se adicion6 a un
matraz de 25 mL y aforé con agua destilada. Se centrifugd a 3000 rpm x 5 minutos
y se filtré empleando filtros de membrana de 0,22 um de poro. Luego se tomd 1
mL de muestra y se afor6 a 10 mL con buffer Mcllvaine pH 6,5, para leer en
espectrofotometro a longitudes de onda de 480 nm para betaxantinas, 538 nm

para betacianinas y 600 nm como factor de correccion.

Los analisis realizados a la pulpa de tuna se hicieron por triplicado.

Formula utilizada

B=A*FD*PM*V *1000
e*L*P
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Donde:

B = contenido de betalainas (mg/g) expresado como betanina o indicaxantina.

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

FD = factor de dilucion.

PM = peso molecular: betanina 550 g/mol e indicaxantina 308 g/mol.

V = volumen inicial al que es llevado la muestra.

€ = coeficiente de extincion molar: betanina 60000 L/mol*cm e indicaxantina

48000 L/mol*cm.
L = distancia que recorre la luz en la cubeta (1cm).

P = peso de la muestra (g).
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Anexo IV. Determinacion de compuestos bioactivos superficiales y totales en
microparticulas

Betalainas superficiales

Se peso6 0,1 g de microparticulas en 2 mL de una mezcla etanol-metanol (1:1), en
un agitador Vortex mixer (Cenco Instrument, Breda, The Netherlands), durante un
minuto. Luego se centrifugé durante 5 minutos a 3000 rpm en una centrifuga
Hettich Rotolfix 32. Del sobrenadante obtenido se realizaron las mediciones de

betalainas segun la metodologia descrita en el Anexo lll.

Betalainas totales

Se pes6 0,2g de microparticulas y se disolvieron con 2 mL de una solucién
compuesta por etanol - &acido acético - agua destilada (50:8:42), y se
homogenizaron utilizando un agitador Vortex mixer (Cenco Instrument, breda, the
netherlands), durante un minuto. Para asegurar la ruptura de la microparticula se
sonic6 durante 50 minutos (intervalos de 20 minutos y 10 de descanso), con un
sonicador Ultrasonic FS30H. Luego se centrifugd durante 5 minutos a 3000 rpm en
una centrifuga Hettich Rotolfix 32. Finalmente del sobrenadante obtenido se
realizaron las mediciones para betalainas, segun la metodologia expuesta en el

Anexo llI.

Polifenoles totales

Para el caso de polifenoles el procedimiento fue el mismo al realizado con la
preparacion de la muestra de betalainas totales. Del sobrenadante obtenido se
realizaron las mediciones para determinar polifenoles totales, segun la

metodologia expuesta en el Anexo II.
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Anexo V. Carta de representacion del color.

(Yi't'gw) L*a*b* color space chromaticity
80 diagram (Hue and Saturation)
Hue
-60 60 +«a”
(Green) (Red)
-60
(Blue)

Figura 20. Carta de color (Fuente: Konica Minolta Sensing, INC. 2007).
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APENDICES

Apéndice I. Etapas del proceso de investigacion.

Humedad
e : Sadlidos solubles
' FTAP_A_% _: Caracterizacion Azuc,ares totales
na d Turbidez
Pulpa de pH
Tuna (PT) y - Acidez
Ultrafiltrado (UF) Color
Betalainas
Polifenoles totales
| ETAPA2 | Ef. de Encapsulacion
= b_“_'_'“;j % de Recuperacion
aboracion de ' ., ;cterizacion Rendimiento
microparticulas Humedad
Sistemas - Actividad de agua
(PT-C) (PT-K) Betalainas
(UF-C) (UF-K) Polifenoles totales
Morfologia y tamafio
Color
L_E:I’:A_P_A_'o: _: Caracterizacion Color
ARlcacionye Egglﬁgglaess totales
microparticulas
Al yogur
Sistemas

(PT-C) (PT-K)
(UF-C) (UF-K)

Figura 21. Diagrama del proceso de investigacion.



96

Apéndice Il. Proceso de obtencion de la pulpa de tuna puarpura.

!

[ Desespinado (barrido en cama de paja) ]

{1

[ Lavado (HzO potable) ]

U

[ Pelado (manual) ]

!

[ Tamizado (Pulpadora Mecanica) ]

1

[ Almacenamiento (Bolsas Ziploc, 4°C) ]

Figura 22. Diagrama de flujo de la obtencion de pulpa de tuna purpura.
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Apéndice Ill. Andlisis proximal del yogur.

Los parametros evaluados fueron el contenido de humedad, proteinas, grasas
totales, hidratos de carbono y cenizas totales, los cuales fueron comparados con
la etiqueta presentada en el envase comercial y con los estandares referenciales
obtenidos en la Tabla de Composicion Quimica de Alimentos Chilenos, 1992.

Estos resultados se presentan en el Cuadro 11.

Cuadro 11. Pardmetros evaluados en el andlisis proximal del yogur (g/100g).

Parametros Etiqueta de Yogur Tabla de Alimentos®  Experimental
Humedad X 77,1 89 + 1,045
Proteinas 3,6 4,4 3,1+£0,179

Grasa Total 0,6 2,7 0,065 + 0,009

H. de C. 6,1 14,8 5,62 + 1,036
Cenizas X 0,9 0,7 £ 0,000

Los valores representan la cantidad gramos del pardmetro contenido en 100 gramos de yogur; X: Valores que

no se presentaron en la etiqueta.

* Valor referencial correspondiente a un yogurt con sabor, obtenido de la tabla de composicion
Quimica de alimentos Chilenos, 1992
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Apéndice IV. Preparacion de estandares de betanina e indicaxantina y curvas de
calibracion.

Para la elaboracion de la curva de calibracion de betanina e indicaxantina se
prepard una solucidon stock con las fracciones de betanina e indicaxantina en
estado puro descritas en la etapa 3. El area obtenida en HPLC se grafico en
funcién de la concentracion del pigmento determinado espectrofotométricamente
(Cuadro 12) y se obtuvo la curva de calibracion de betanina e indicaxantina
(Figura 23).

Cuadro 12. Concentracion de betalainas y areas para curvas de calibracion.

Bet []Bet HPLC Ind [1Ind HPLC
pL A 538 mg/L area pL A 480 mg/L area
1300 0,54 4,95 443333 3000 0,083 0,53 63541
1000 0,42 3,85 335288 2250 0,063 0,40 51509
825 0,356 3,26 270042 1500 0,041 0,26 31447
650 0,273 2,50 187345 1125 0,031 0,20 22463
325 0,146 1,34 91666 750 0,021 0,13 14207
163 0,074 0,68 44175 375 0,011 0,07 6057

Betanina stock 43,3 mg/L Indicaxantina stock 1,8 mg/L
Bet: betanina; [ ] Bet: concentracion de betanina; Ind: Indicaxantina, [ ] Ind: concentraciéon de

indicaxantina.
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500000 - y =94533x - 32624
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Figura 23. Curva de calibracion de betanina e indicaxantina
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Apéndice V. Evolucién del contenido de betacianinas y betaxantinas en el tiempo
de estudio.

Cuadro 13. Contenido de betanina (png/g de yogur) y porcentaje de retencién de
betanina respecto al tiempo 0 (desde el dia 0 al 21).

Dias PT-C UF-C PT-K UF-K
[]Bet % Ret |[]Bet %Ret []Bet %Ret []Bet % Ret

0 1,7075 100,0 1,7246 100,0 11,7257 100,0 1,6515 100,0
0 16595 1000 1,6867 100,0 1,6409 100,0 1,6368 100,0
0 16835 1000 1,7056 100,0 11,6833 100,0 1,6441 100,0
5 1,6114 94,4 1,6484 956 1,7181 996 1,5689 95,0
5 1,5434 93,0 1,5858 940 15551 94,8 11,5689 959
5 1,5774 93,7 16171 948 16366 97,2 15689 954
7 1,6097 94,3 1,5423 89,4 11,5337 88,9 15960 96,6
7 1,5528 93,6 1,5366 91,1 15158 924 15960 97,5
7 1,5812 93,9 1,5395 90,3 11,5248 90,6 11,5960 97,1
12 1,4445 84,6 1,5336 889 14090 816 1,4389 87,1
12 1,4245 85,8 1,5221 90,2 1,4014 854 1,4020 85,7
12 1,4345 85,2 1,5278 89,6 1,4052 83,5 14205 86,4
14 1,4348 84,0 1,4191 82,3 14200 82,3 11,3101 79,3
14 1,4079 84,8 1,4087 83,5 1,3677 83,4 1,3037 79,6
14 1,4213 84,4 1,4139 82,9 13939 828 13069 79,5
19 1,3917 81,5 1,3941 80,8 1,3279 77,0 11,2503 75,7
19 1,3616 82,1 1,3600 80,6 13016 79,3 11,2404 75,8
19 1,3767 81,8 1,3771 80,7 11,3148 78,1 1,2454 75,7
21 1,3486 79,0 1,3692 79,4 12359 716 1,1906 72,1
21 1,3153 79,3 1,3114 77,7 1,235 753 1,1771 71,9

21 1,3320 79,1 1,3403 78,6  1,2357 73,4 11,1838 72,0

[ ] Bet: Concentraciéon de betanina/g de yogurt; % Ret: Porcentaje de retencién; PT-C: sistema
pulpa de tuna con Capsul; PT-K: sistema pulpa de tuna con K4484; UF-C: sistema ultrafiltrado con
Capsul; UF-K: sistema ultrafiltrado con K4484.
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Cuadro 14. Contenido de betanina (g /g de yogur) y porcentaje de retencion de
betanina respecto al tiempo 0 (desde el dia 26 al 63).

Dias PT-C UF-C PT-K UF-K
[]Bet %Ret []Bet %Ret []Bet %Ret []Bet % Ret

26 1,2000 70,3 1,2596 73,0 1,1717 67,9 1,1103 67,2
26 1,1831 71,3 1,2152 72,0 1,1640 70,9 1,0973 67,0
26 1,1915 70,8 1,2374 72,5 1,1678 69,4 1,1038 67,1
28 1,0514 61,6 1,1500 66,7 1,1075 64,2 1,0300 62,4
28 1,0508 63,3 1,1190 66,3 1,0924 66,6 1,0175 62,2
28 1,0511 62,4 1,1345 66,5 1,1000 65,3 1,0238 62,3
34 1,0004 58,6 1,1183 64,8 0,9316 54,0 1,0067 61,0
34 0,9652 58,2 1,0833 64,2 0,9136 55,7 0,9871 60,3
34 0,9828 58,4 1,1008 64,5 0,9226 54,8 0,9969 60,6
41 0,9889 57,9 1,0678 61,9 0,9030 52,3 0,8807 53,3
41 0,9629 58,0 0,9435 55,9 0,8966 54,6 0,8783 53,7
41 0,9759 58,0 1,0056 59,0 0,8998 53,5 0,8795 53,5
48 0,9494 55,6 0,9688 56,2 0,9994 57,9 0,8612 52,1
48 0,9381 56,5 0,9369 55,5 0,9659 58,9 0,8546 52,2
48 0,9438 56,1 0,9529 55,9 0,9827 58,4 0,8579 52,2
56 0,9211 53,9 0,8740 50,7 0,9028 52,3 0,8259 50,0
56 0,9096 54,8 0,8659 51,3 0,8897 54,2 0,8209 50,2
56 0,9153 54,4 0,8700 51,0 0,8962 53,2 0,8234 50,1
63 0,8339 48,8 0,8335 48,3 0,8327 48,3 0,7905 47,9
63 0,8215 49,5 0,8251 48,9 0,8327 50,7 0,7888 48,2
63 0,8277 49,2 0,8293 48,6 0,8327 49,5 0,7896 48,0

[ ] Bet: Concentracion de betanina/g de yogurt; % Ret: Porcentaje de retencién; PT-C: sistema
pulpa de tuna con Capsul; PT-K: sistema pulpa de tuna con K4484; UF-C: sistema ultrafiltrado con
Capsul; UF-K: sistema ultrafiltrado con K4484.
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Cuadro 15. Contenido de indicaxantina (g /g de yogur) y porcentaje de retencion
de indicaxantina respecto al tiempo O (desde el dia 0 al 21).

Dias PT-C UF-C PT-K UF-K
[]Ind %Ret []Ind %Ret []Ind %Ret []Ind % Ret

0 0,2028 100,0 0,2194 100,0 0,2121 100,0 0,2072 100,0
0 0,1962 100,0 0,2133 100,0 0,2070 100,0 0,2050 100,0
0 0,1995 100,0 0,2164 100,0 0,209 100,0 0,2061 100,0
5 0,2055 101,3 0,1895 86,4 0,2071 97,6 0,1927 93,0
5 0,1827 93,1 0,1895 88,8 0,2065 99,7 0,1927 94,0
5 0,1941 97,3 0,1895 87,6 0,2068 98,7 0,1927 93,5
7 0,1874 92,4 0,1956 89,2 0,1866 88,0 0,1956 94,4
7 0,1874 95,5 0,1956 91,7 0,1866 90,1 0,1810 88,3
7 0,1874 93,9 0,1956 90,4 0,1866 89,0 0,1883 91,4
12 0,1746 86,1 0,1589 72,4 0,1795 84,6 0,1737 83,8
12 0,1736 88,5 0,1589 74,5 0,1795 86,7 0,1737 84,7
12 0,1741 87,3 0,1589 73,4 0,1795 85,7 0,1737 84,3
14 0,1655 81,6 0,1604 73,1 0,1625 76,6 0,1979 95,5
14 0,1514 77,2 0,1604 75,2 0,1615 78,0 0,1492 72,8
14 0,1585 79,4 0,1604 74,1 0,1620 77,3 0,1736 84,2
19 0,1628 80,2 0,1648 75,1 0,1686 79,5 0,1877 90,6
19 0,1534 78,2 0,1547 72,5 0,1569 75,8 0,1568 76,5
19 0,1581 79,2 0,1597 73,8 0,1627 77,7 0,1722 83,6
21 0,1600 78,9 0,1691 77,1 0,1748 82,4 0,1774 85,6
21 0,1553 79,2 0,1491 69,9 0,1523 73,5 0,1643 80,2

21 0,1577 79,0 0,1591 73,5 0,1635 78,0 0,1709 82,9

[1Ind: Concentracion de Indicaxantina/g de yogurt; % Ret: Porcentaje de retencion; PT-C: sistema
pulpa de tuna con Capsul; PT-K: sistema pulpa de tuna con K4484; UF-C: sistema ultrafiltrado con
Capsul; UF-K: sistema ultrafiltrado con K4484.
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Cuadro 16. Contenido de indicaxantina (g /g de yogur) y porcentaje de retencion
de indicaxantina respecto al tiempo O (desde el dia 26 al 63).

Dias PT-C UF-C PT-K UF-K
[]Ind %Ret []Ind %Ret []Ind %Ret []Ind % Ret

26 0,1570 77,4 0,1608 73,3 0,1724 81,3 0,1722 83,1
26 0,1505 76,7 0,1508 70,7 0,1576 76,1 0,1640 80,0
26 0,1538 77,1 0,1558 72,0 0,1650 78,7 0,1681 81,6
28 0,1541 76,0 0,1526 69,5 0,1700 80,2 0,1670 80,6
28 0,1457 74,3 0,1526 71,5 0,1629 78,7 0,1638 79,9
28 0,1499 75,1 0,1526 70,5 0,1665 79,4 0,1654 80,3
34 0,1541 76,0 0,1496 68,2 0,1626 76,6 0,1601 77,3
34 0,1375 70,1 0,1390 65,2 0,1608 77,7 0,1601 78,1
34 0,1458 73,1 0,1443 66,7 0,1617 77,1 0,1601 77,7
41 0,1381 68,1 0,1384 63,1 0,1566 73,8 0,1538 74,2
41 0,1381 70,4 0,1336 62,6 0,1507 72,8 0,1482 72,3
41 0,1381 69,2 0,1360 62,9 0,1537 73,3 0,1510 73,3
48 0,1406 69,3 0,1325 60,4 0,1514 71,4 0,1440 69,5
48 0,1342 68,4 0,1289 60,4 0,1508 72,8 0,1440 70,3
48 0,1374 68,9 0,1307 60,4 0,1511 721 0,1440 69,9
56 0,1316 64,9 0,1289 58,7 0,1481 69,8 0,1345 64,9
56 0,1316 67,1 0,1246 58,4 0,1481 715 0,1302 63,5
56 0,1316 66,0 0,1267 58,6 0,1481 70,7 0,1323 64,2
63 0,1302 64,2 0,1163 53,0 0,1433 67,6 0,1282 61,9
63 0,1220 62,2 0,1163 54,5 0,1345 65,0 0,1282 62,5
63 0,1261 63,2 0,1163 53,8 0,1389 66,3 0,1282 62,2

[ ]1Ind: Concentracion de Indicaxantina/g de yogurt; % Ret: Porcentaje de retencién; PT-C: sistema
pulpa de tuna con Capsul; PT-K: sistema pulpa de tuna con K4484; UF-C: sistema ultrafiltrado con
Capsul; UF-K: sistema ultrafiltrado con K4484.
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Apéndice VI. Evaluacién de los pardmetros de color por semana.

T | Pulpa| Ultra | Pulpa| Ultra T | Pulpa| Ultra | Pulpa| Ultra
S Capsul| Capsul| K4484] K4484 Capsul | Capsul | K4484 | K4484
em Sem
TO | 75,86 | 75,91 76,47 76,34 TO | 13,67 | 13,79 14,10 13,78
T1 | 76,43 | 76,27 | 76,15 76,88 T1 ] 13,41 ] 13,54 13,68 | 13,05
T2 | 76,64 | 76,48 | 76,48 77,10 T2 | 13,14 | 13,33 13,25] 12,52
T3 | 76,85 | 76,70 | 76,87 77,83 T3] 12,871 13,11] 12,69 11,61
T4 | 77,38 | 76,94 | 77,21 78,24 T4 | 12,27 | 12,64 11,99 | 10,95
T5 | 77,61 77,17 | 78,04 78,37 T5 | 11,66 | 12,07 | 11,36 | 10,55
T6 | 77,63 | 77,30 | 78,01 78,64 T6 | 11,16 | 11,71 10,74 10,26
T7 | 78,26 | 77,68 | 78,20 78,78 T7 | 10,68 | 11,23 10,34| 9,95
T8 | 78,80 | 77,99 | 78,45] 78,73 T8 1 9,92 | 10,59 10,01| 9,81
T9 | 79,48 | 79,04 | 78,53 79,15 T91 929 ]| 989 | 982 | 9,53
T10| 79,72 | 79,12 | 78,54 79,20 T10| 8,76 | 933 | 9,61 | 9,45
T | Pulpa| Ultra | Pulpa| Ultra T | Pulpa| Ultra | Pulpa| Ultra
Capsul| Capsul | K4484| K4484 Capsul| Capsul | K4484| K4484
Sem a* a* a* a* Sem hO hO hO hO
TO | 13,48 | 13,62 | 13,90 13,67 TO | 350,56 351,11} 350,30] 352,54
T1 | 13,27 | 13,42 | 13,52 13,00 T1 | 351,70] 352,19} 351,39 355,19
T2 | 13,03 | 13,23 | 13,16] 12,51 T2 | 352,83] 353,07]353,37|357,15
T3 | 12,79 13,04 | 12,65] 11,61 T3 | 353,95] 353,95]355,33] 1,00
T4 1 12,25 12,61 | 11,99] 10,88 T4 | 356,521 355,82]359,18]| 6,68
T5 | 11,66 | 12,06 | 11,35] 10,37 T5 | 358,85]358,20] 2,13 | 10,61
T6 | 11,15 11,71 | 10,66| 9,96 T6 | 1,39 | 0,52 | 7,22 | 13,91
T7 | 10,66 | 11,21 | 10,15| 9,47 T7 | 404 | 2,86 | 10,84] 17,91
T8 1 9,78 | 10,51 9,70 | 9,13 T8 ] 9,33 | 692 | 14,24 21,60
T9 | 9,03 9,71 |1 937 | 858 T9 | 13,61 | 10,97 | 17,41 25,90
T10| 8,10 | 893 | 898 | 821 T10| 22,50 | 16,83 | 20,85| 29,66
T | Pulpa| Ultra | Pulpa]| Ultra T | Pulpa| Ultra | Pulpa| Ultra | .~
oy | CaPSUI[ Capsulf ka484| Kaaza o | CaPsUl [ Capsul| kaaga kaagaft
b* b* b* b* AE AE AE AE
TO | -2,24 ) -2,13 | -2,37| -1,79 TO * * * *
T1] -1,93] -1,84 ] -2,05] -1,09 1)1 069 | 0510711 1,11
T2 | -1,65] -1,61 ] -1,53 | -0,62 21 1,09 | 087 | 1,13 | 1,82
T3] -136] -1,38] -1,03| 0,20 T3] 1,50 | 1,24 | 1,89 | 3,23
T4 | -075] -0,92| -0,17| 1,27 T4 | 2,47 | 1,89 | 301 | 456
751 -0,23] -0,38] 0,42 | 1,94 | 3,23 266 | 409 | 538
76| 027 | 006 | 1,35 | 2,47 76| 38 | 322 | 518 | 510
T71 0,75 ] 056 | 1,95 | 3,06 T7 ) 477 | 402 | 598 | 6,86
T8 | 1,61 1,28 | 2,46 | 3,61 T8 610 | 507 | 671 | 745
T9 | 2,19 1,88 | 294 | 4,16 ™| 7,25 | 642 | 7,28 | 8,32
T10| 3,35 2,70 | 3,42 | 4,67 T10] 8,68 746 | 788 | 893 | =
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Apéndice VII. Evaluacién del cambio de color (AE) por semana.

Cuadro 15. Valores del cambio de color (AE) en el yogur para los sistemas PT-C,
UF-C, PT-K y UF-K almacenados a 4°C.

Semanas PT-C UF-C PT-K UF-K
0 0 0 0 0
0 0 0 0 0
0 0 0 0 0
1 0,55 0,56 0,40 1,13
1 0,60 0,53 0,55 1,15
1 0,92 0,45 1,18 1,05
2 0,97 0,86 1,16 1,78
2 1,02 0,92 1,23 1,95
2 1,30 0,85 0,98 1,72
3 1,39 1,16 2,02 3,43
3 1,44 1,31 1,87 3,26
3 1,67 1,24 1,78 3,01
4 2,44 1,88 3,05 4,59
4 2,29 1,93 3,06 4,58
4 2,69 1,86 2,93 4,50
5 3,38 2,57 4,01 5,50
5 2,99 2,71 4,07 5,37
5 3,33 2,71 4,20 5,26
6 3,93 3,09 5,00 6,19
6 3,57 3,26 5,22 6,09
6 4,08 3,32 5,30 6,00
7 4,80 3,92 5,86 6,85
7 457 4,03 6,00 6,89
7 4,94 4,12 6,07 6,84
8 6,32 511 6,68 7,41
8 5,78 4,98 6,67 7,52
8 6,20 511 6,77 7,43
9 7,39 6,63 7,16 8,36
9 7,02 6,33 7,34 8,27
9 7,34 6,30 7,34 8,34
10 8,70 7,62 7,87 9,06
10 8,49 7,32 7,86 8,88
10 8,85 7,45 7,92 8,85

PT-C: sistema pulpa de tuna con Capsul; PT-K: sistema pulpa de tuna con K4484; UF-C: sistema

ultrafiltrado con Capsul; UF-K: sistema ultrafiltrado con K4484.
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Apéndice VIII. Otras investigaciones en frutos de cactus a nivel industrial.

En los dltimos afios se ha potenciado el uso industrial de las tunas,
desarrollandose diversos productos como: mermeladas y jaleas, de alta
aceptabilidad por el publico siendo fuente natural de compuestos bioactivos
(Nazareno, 2006), helados tipo “ice cream” usando concentrados de pulpa de
frutos de cactus (Opuntia ficus indica) a distintas concentraciones en la mezcla (5,
10, 15%), determinando porcentajes de incremento de volumen de helado en
relacion a la cantidad de mezcla inicial utilizada (El-Samahy et al., 2009) y
elaboracion de cervezas mediante el uso de jugo de Opuntia dilleni Haw (Dong et
al., 2004).

Piga et al. (2003), estudio el cambio en el contenido de polifenoles en frutos
minimamente procesados, almacenados a 4°C de Opuntia ficus-indica Mill. Cv.
“Gialla”, por otro lado, Corbo et al. (2004), estudi6 el efecto de la temperatura de
almacenamiento sobre la vida en estanteria y sobre la calidad microbiologica de

frutos de cactus minimamente procesados.

También destaca el procesamiento térmico de néctar de pulpa de cactus enlatado
realizado por El-Samahy et al (2008), donde condiciones de 100,9°C por 20
minutos, evitan que se afecte la calidad del producto. La aplicacion de la
tecnologia del proceso de extrusién en frutos de cactus y su utilizacibn como
ingredientes para la produccion de productos alimenticios expandidos extruidos
(Sarkar et al., 2011).

Ademas, se han ensayado fluidos de frutos fermentados de Opuntia ficus-indica
como aditivos alimentarios en dietas de peces en proporciones de hasta un 5%
(Go et al., 2007) y preservacién de jarabes de frutos de cactus en el tiempo,
mediante pasteurizacion a 80°C con variaciones en la inclusién de aditivos y

temperaturas de almacenamiento (Kunyanga et al., 2009).



