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RESUMEN

El empleo de colorantes naturales ha ganado interés como sustituto de los
colorantes sintéticos o artificiales, que se consideran dafinos para la salud de los
consumidores. La indicaxantina de la pulpa de la tuna anaranjada (Opuntia ficus-
indica) podria ser un colorante natural para alimentos de naturaleza hidrosoluble,
que podria aplicarse en una amplia variedad de productos. El empleo de la
microencapsulacion por secado por atomizacién de la pulpa de tuna anaranjada,
con mucilago de nopal y maltodextrina como agentes encapsulantes, podria
garantizar la estabilidad de la indicaxantina, favoreciendo su almacenamiento y
funcionamiento como colorante para alimentos.

En este estudio se determinaron las condiciones éptimas de encapsulacion
mediante secado por atomizacién de la pulpa de tuna anaranjada (P), usando
mucilago de nopal (M), maltodextrina (MD) y una mezcla de mucilago-
maltodextrina (M+MD) como agentes encapsulantes, para determinar el efecto
del polimero en las caracteristicas, estabilidad en almacenamiento y como
colorantes en dos alimentos (yogur y bebida refrescante). La temperatura del aire
de entrada al secador (T) y la relacion pulpa/agente encapsulante (P/AE) fueron
las variables independientes. La eficiencia de encapsulacién de indicaxantina
(EE) y el rendimiento del proceso (R) fueron las variables dependientes.

Durante la optimizacion de la encapsulacién los tres sistemas de microparticulas
(P-MD, P-M y P-M+MD) tuvieron eficiencias de encapsulacion de indicaxantina
mayores a 70%, debido a interacciones indicaxantina-polimero por interacciones
electrostéticas y/o formacion de puentes de hidrogeno. El rendimiento estuvo
entre 40% — 62% en P-MD, entre 4% — 11% en P-M y entre 5% — 32% en P-
M+MD. De modo general, la relacion P/AE tuvo mayor influencia que la
temperatura durante el proceso de encapsulacion y las condiciones oOptimas
fueron T= 150 °C y relacién P/AE 3:1. En estas condiciones, la eficiencia de
encapsulacién y el rendimiento del proceso fueron 100% y 51,2% (P-MD), 87% y
7% (P-M) y 93% y 11% (P-M+MD), respectivamente. Todos los sistemas de
microparticulas tuvieron baja humedad (menor a 7%) y actividad de agua (menor
a 0,3), y una alta solubilidad (mayor a 90%), lo que posibilitaria su
almacenamiento y aplicacion en formulaciones de alimentos de naturaleza
acuosa.
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Las microparticulas se almacenaron durante 7 semanas a 5, 37 y 60 °C,
observandose una mayor estabilidad de la indicaxantina y el color a baja
temperatura. A 60 °C, el sistema P-MD mostré la mayor estabilidad de la
indicaxantina, con una retencién de 89%, mientras que a5y 37 °C, P-MD y P-
M+MD mostraron una retencidon mayor al 95%. Respecto al color, a 5 °C se
obtuvo un AE* < 2 en los tres sistemas; sin embargo, un cambio de color
perceptible ocurrié a 37 °C en P-M y P-M+MD, y en los tres sistemas a 60 °C.
Por tanto, las microparticulas deberan ser almacenadas a baja temperatura para
garantizar la estabilidad del color y la indicaxantina

Los sistemas P-MD y P-M+MD se agregaron como colorantes a un yogur natural
y a una bebida refrescante y se compararon con productos comerciales. En el
yogur, ambos colorantes mostraron similar estabilidad de la indicaxantina y el
color, con una retencién mayor al 80% y un AE* < 1. En la bebida refrescante, el
colorante P-MD fue mas estable con una retencion de indicaxantina de 12%,
mientras que la retencién en P-M+MD fue de 7,4%, después de 28 dias en
almacenamiento refrigerado. En ambas bebidas el cambio de color estuvo
cercano a 6. Las diferencias entre los alimentos (composicion, pH) explicarian
estos resultados obtenidos. Las microparticulas de pulpa de tuna anaranjada
podrian ser empleadas como colorantes amarillos en la industria de alimentos
como sustituto de los colorantes sintéticos.
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ABSTRACT

The use of natural colorants has raised interest as substitutes for synthetic or
artificial dyes, which are considered harmful to the consumers' health.
Indicaxanthin from the pulp of orange cactus pear (Opuntia ficus-indica) could be
a natural food colorant of a water-soluble nature, which could be applied in a wide
range of products. The microencapsulation by spray drying of the orange cactus
pear pulp, with nopal mucilage and maltodextrin as encapsulating agents, could
ensure the stability of indicaxanthin, enhancing its storage and performance as a
food coloring.

In this study, the optimal conditions of encapsulation by spray drying of orange
cactus pear pulp (P) were determined, using nopal mucilage (M), maltodextrin
(MD), and a mucilage-maltodextrin blend (M+MD) as encapsulating agents, to
determine the effect of the polymer on the microparticle's characteristics. Stability
during storage and as a colorant in two products (yogurt and soft drink) were also
determined. The dryer inlet air temperature (T) and the pulp/encapsulating agent
ratio (P/AE) were the independent variables. Indicaxanthin encapsulation
efficiency (EE) and process yield (R) were the dependent variables.

During the encapsulation optimization, the three microparticle systems (P-MD, P-
M, and P-M+MD) showed indicaxanthin encapsulation efficiencies higher than
70%, due to indicaxanthin-polymer interactions by electrostatic interactions and/or
hydrogen bonds formation. The yield ranged from 40% — 62% for P-MD, from 4%
- 11% for P-M, and 5% — 32% for P-M+MD. In general, the P/AE ratio had a
greater influence than the temperature in the encapsulation process and the
optimal conditions were air inlet temperature, T= 150 °C, and 3:1 P/AE ratio.
Under these conditions, the encapsulation efficiency and yield were 100% and
51.2% (P-MD), 87% and 7% (P-M), and 93% and 11% (P-M+MD), respectively.
All the microparticle systems showed low moisture (less than 7%) and water
activity (less than 0.3), and a high solubility (over 90%), which would allow them
to be stored and applied in aqueous food formulations.

Microparticles were stored for 7 weeks at 5, 37, and 60 °C, showing greater
indicaxanthin and color stability at low temperatures. At 60 °C, the P-MD system
showed the highest indicaxanthin stability, with 89% retention, while at 5 and 37
°C, P-MD, and P-M+MD exhibited retention of over 95%. Regarding color, at5 °C
a AE* < 2 was obtained in the three systems; however, a perceptible color change
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occurred at 37 in P-M and P-M+MD as well as at 60 °C in the three systems.
Therefore, microparticles should be stored at low temperatures to ensure the
stability of color and indicaxanthin.

The P-MD and P-M+MD systems were added as colorants to natural yogurt and
a soft-drink and compared to commercial products. In the yogurt, both colorants
showed similar indicaxanthin and color stability, with retention higher than 80%
and a AE* < 1. In the soft-drink, the P-MD colorant was more stable with 12%
indicaxanthin retention, while the P-M+MD retention was 7.4%, after 28 days in
refrigerated storage. In both beverages, the color change was close to 6. The
differences between the food matrices (composition, pH) would explain these
obtained results. Microparticles of orange cactus pear pulp could be used as
yellow colorants in the food industry as a substitute for synthetic dyes.
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INTRODUCCION

El uso de colorantes amarillos de origen sintético o artificial como la tartrazina (E-
102), el amarillo de quinoleina (E-104) y el amarillo crepusculo (E-110) esta
siendo cuestionado Yy restringido en la industria de alimentos, principalmente en
Europa y Estados Unidos (EFSA, 2009a, b, 2014; FDA, 2020), por sus efectos
dafiinos a la salud humana (Hassan, 2009; Teixeira y Peres, 2009; Swaroop et
al., 2011), lo que ha provocado un creciente interés por el empleo de colorantes
amarillos de origen natural.

Adicionalmente, las restricciones al comercio de colorantes sintéticos en varias
regiones como Europa y Japon, ha dado lugar a una menor fabricacion de
algunos de estos. Este factor ha intensificado la demanda de colorantes naturales
para alimentos en varias industrias, con un impacto positivo en el mercado, con
una proyeccion a 1657,7 millones de dolares a finales de 2023
(Researchnester.com, 2020).

Dentro de los pigmentos naturales amarillos empleados actualmente en la
industria de alimentos se encuentran la circuma (E-100), el annato (E-160b), el
B-caroteno (E-160a) y otros carotenoides, que tienen una baja solubilidad en
agua, lo que limita su aplicacion en una amplia gama de alimentos acuosos
(Azeredo, 2009). En este contexto, las betaxantinas de la tuna anaranjada
(Opuntia ficus-indica) podrian emplearse en alimentos como una nueva fuente
natural de colorantes amarillos de naturaleza hidrosoluble (Fernandez-Lépez et
al., 2018).

Ademas, el consumo de tunas anaranjadas se ha asociado con efectos positivos
a la salud, debido a la presencia tanto de betaxantinas como de polifenoles,
ambos con actividad antioxidante (Galati et al., 2003; Tesoriere et al., 2004b). De
esta forma, el empleo de la pulpa de tunas anaranjadas como colorante tendria
una doble funcion, impartir color a partir de una fuente natural y aportar
compuestos con capacidad antioxidante a los alimentos donde se incluyan
(Stintzing y Carle, 2004; Matulka y Tardy, 2014).

Sin embargo, betaxantinas y polifenoles son susceptibles a degradacion frente a
factores ambientales como luz, oxigeno, temperatura, humedad y pH (Azeredo,
2009). En este contexto, la aplicacién de la tecnologia de microencapsulaciéon
constituye una alternativa promisoria para lograr estabilizar estos compuestos



bioactivos. Esta tecnologia ha sido aplicada satisfactoriamente a otros
compuestos bioactivos similares como las betacianinas (Saenz et al., 2009;
Vergara et al., 2014; Robert et al., 2015).

La seleccion de un agente encapsulante que permita la estabilizacién eficiente
de los compuestos bioactivos, asi como su retencion una vez que sean aplicados
como colorantes en alimentos, constituye un desafio.

El nopal es una planta de bajo requerimiento hidrico y facil cultivo (Saenz et al.,
2006), donde la paleta es un desecho de la poda. El mucilago extraido de la
paleta del nopal es una fuente de fibra soluble que podria ser empleada como
agente encapsulante (Medina-Torres et al., 2013; Otalora et al., 2015).

1.1.Colorantes naturales para alimentos

El tamafio del mercado mundial de colorantes naturales para alimentos se calculd
en 1320 millones de ddlares en 2015 (GrandViewlInc, 2017), alcanzando 1500
millones en 2017 (Hexaresearch, 2018). Se estima que factores como el
surgimiento de industrias alimentarias debido al aumento de la poblacion y su
necesidad diaria de alimentos, junto con la creciente conciencia de la poblacion
respecto de las ventajas de los colorantes naturales y el nimero cada vez mayor
de productos alimenticios, ampliaran el mercado mundial de los colorantes
naturales para alimentos con un crecimiento anual (CAGR) del 5,8% en el periodo
previsto de 2018 a 2023 (Researchnester.com, 2020).

Este incremento se debe a que los consumidores valorizan los colorantes de
origen natural, respecto de los sintéticos, pues los consideran inocuos (Stintzing
y Carle, 2004; Stintzing et al., 2005; Herbach et al., 2006; Azeredo, 2009; Rymbai
et al., 2011; Lippert, 2016). Ademas, ha aumentado la disposicion a pagar mas
por colorantes de origen natural, que pueden aportar beneficios a la salud
(Nielsen, 2015; Lippert, 2016).

De patrticular interés son los colorantes naturales amarillos, ya que los de origen
sintéticos se han asociado con efectos nocivos para la salud. Un estudio realizado
por McCann et al. (2007) evalud la relaciébn entre el consumo de aditivos
alimentarios y la aparicion de hiperactividad en nifios. Entre los aditivos
estudiados se encontraban colorantes amarillos sintéticos como el amarillo
crepusculo y la tartrazina. Los autores reportaron un incremento en la
hiperactividad tras el consumo de los aditivos evaluados, aunque por tratarse de
mezclas, no pudieron asociar el comportamiento con algun aditivo alimentario en
particular.

Asimismo, la presencia de colorantes amarillos sintéticos (tartrazina) se ha
asociado con casos de alergia en diferentes medicamentos que los contienen



(Bhatia, 1996; Bhatia, 2000). La relacién de la tartrazina y el amarillo crepusculo
con la ocurrencia de dermatitis atopica, urticaria y angioedema también ha sido
reportada (Bourrier, 2006; Teixeira y Peres, 2009). Ademas, se han reportado
otros efectos asociados al uso de colorantes sintéticos como genotoxicidad y
carcinogénesis, debidas a la presencia de bencidina y otros carcinGgenos
(Hassan, 2009; Swaroop et al., 2011; Kobylewski y Jacobson, 2012). Amin et al.
(2010) encontraron que la tartrazina producia un efecto téxico en la funcion renal
y hepatica. Khayyat et al. (2017) encontraron efectos genotoxicos, alteraciones
celulares e histopatoldgicas en higado y rifiones de ratas, asociado a la
administracion de tartrazina, ademas de una disminucion del nivel de
antioxidantes totales en sangre. Los autores concluyeron que el consumo de
tartrazina presentaba efectos adversos a la salud. Estos antecedentes impulsan
aun mas el estudio de colorantes amarillo-anaranjados naturales, como aditivos
alimentarios.

Por otro lado, se ha venido desarrollando el concepto de “alimento colorante”
(coloring food), fundamentalmente en paises europeos. La Comisién Europea
(CE) ha publicado una guia para la clasificacion de alimentos o extractos de
estos, como alimentos con propiedades colorantes Illamados “alimentos
colorantes” (no aditivos alimentarios) (EC, 2013; Collins, 2014; Matulka y Tardy,
2014). Para que un producto sea considerado como alimento colorante en la
Union Europea, debe ser un alimento habitualmente consumido como tal, o un
ingrediente caracteristico para alimentos. Ademas, en el caso de los extractos,
para ser considerados dentro de esta categoria, al pasar por un proceso de
obtencién (fisica o quimica), no deben perder las caracteristicas (nutritivas y/o
aromaticas) del alimento de donde provienen (EC, 2013). Si un alimento o
extracto se clasifica como alimento colorante, no debera ser indicado como
aditivo en el listado de ingredientes (EC, 2008, 2011, 2013; Collins, 2014). Desde
el punto de vida de una alimentacion saludable, esto presenta un especial
atractivo para los consumidores.

Por su parte, en Estados Unidos, el Cédigo de Regulaciones Federales (CFR) de
la Administraciéon de Alimentos y Drogas (FDA) regula la declaracion de
colorantes e ingredientes en el etiquetado. Los colorantes que ademas son
condimentos (curcuma, azafran, paprika) se declararan mediante su nombre
comun o real en la etiqueta, mediante el término “condimento y colorante”.
Mientras que los colorantes exentos de certificacion, como los jugos vegetales,
se declarardn mediante su nombre comun o usual especifico (“‘colorante de

”

caramelo”, “coloreado con jugo de remolacha”) (FDA, 2020).

Entre los pigmentos amarillos naturales utilizados hoy en dia en la industria de
alimentos se encuentran la carcuma (E-100), el annato (E-160b), el B-caroteno
(E-160a) y otros carotenoides extraidos de diversas fuentes (Griffiths, 2005;
Rymbai et al., 2011; Giménez et al., 2015). A pesar de que todos ellos estan
aprobados por la Union Europea y Estados Unidos (EC, 2008; Barrows et al.,



2014), tienen la desventaja de su escasa solubilidad en agua, debido a su
naturaleza hidrofébica (MoZhammer et al., 2005a, b; Azeredo, 2009; FDA, 2020).
Por otro lado, la extraccion de estos compuestos generalmente involucra el uso
de solventes, purificacion quimica y el empleo de estabilizantes y preservantes.
Esto obliga a indicarlos como aditivos alimentarios cuando se adicionan a
alimentos (Griffiths, 2005; Barrows et al., 2014).

En este contexto, los frutos anaranjados de las tunas, especie Opuntia ficus-
indica, constituyen materias primas con potencial para ser usados como fuente
de colorantes naturales, catalogados como alimentos colorantes, debido a la
presencia de betaxantinas (betalainas amarillas), solubles en agua (Fernandez-
Lépez y Almela, 2001; Stintzing et al., 2005). Estudios realizados hasta ahora
indican que a partir de los frutos amarillo-anaranjados de tunas se han elaborado
jugos concentrados y jugos en polvo no encapsulados (MoBhammer et al., 2005b,
2006¢), los cuales han mostrado una alta retencion de los pigmentos y el color,
proyectando a las tunas anaranjadas como materia prima en la obtencion de
colorantes para alimentos.

1.2.Compuestos bioactivos de interés presentes en los frutos amarillo-
anaranjados de Opuntia ficus-indica

La tuna es el fruto del nopal, planta originaria de Ameérica de la familia Cactaceae,
ampliamente distribuida en México, Latinoamérica, el sur de Africa y la cuenca
del Mediterraneo (Saenz y Sepulveda, 2001a; Butera et al., 2002; Cota-Sanchez,
2016). Existen mas de 300 especies entre las que se destaca Opuntia ficus-
indica, que a su vez tiene variedades con frutos rojos-purpura, rosados y amarillo-
anaranjados, segun el tipo y contenido de betalainas (Sdenz y Sepulveda, 2001b;
Saenz et al., 2006; Cota-Sanchez, 2016; Khan, 2016). La parte comestible de la
tuna estd compuesta por semillas (~ 15%) y pulpa (~ 85%) (Ramadan y Morsel,
2003a, b; Chougui et al., 2013), siendo la pulpa la base para preparar salsas,
jarabes, bebidas alcohdlicas y jugos, entre otros (MolRhammer et al., 2006b). En
Chile existen aproximadamente 766,6 hectareas cultivadas; principalmente de la
variedad verde, por ser la que se comercializa y consume a nivel nacional como
fruta fresca. Las regiones Metropolitana (538,0) de Valparaiso (117,1) y de
Coquimbo (90,5), en ese orden, concentran la mayor parte de los cultivos de
nopal (ODEPA, 2019). No existen hasta ahora, plantaciones comerciales de
tunas anaranjadas en Chile, en parte por su desconocimiento y por la sensacion
harinosa al paladar de los frutos, que los hace poco apetecibles para su consumo
como fruta fresca, abriendo aun mas sus posibilidades de trasformacion industrial
(Séenz et al., 2006).

En los ultimos afos, varios estudios se han enfocado en las propiedades
funcionales de esta planta debido a la presencia de compuestos bioactivos



(Trejo-Gonzalez et al., 1996; Ramadan y Morsel, 2003b, c; Stintzing y Carle,
2004; Stintzing et al., 2005; Saih et al., 2017). Betalainas, polifenoles, fibra
dietaria (mucilago), acido ascoérbico, aminoacidos (prolina, glutamina y taurina) y
también minerales se han reportado (Stintzing et al., 2001). Sus potenciales
beneficios, favorecen su aprovechamiento en la formulacion de nuevos alimentos
funcionales (Stintzing et al., 2001; Stintzing y Carle, 2004).

El contenido de polifenoles totales reportados en las tunas anaranjadas varia
entre 247 + 23,1y 746 + 16 mg EAG L™ (Galati et al., 2003; Stintzing et al., 2005;
Morales et al., 2009). Este amplio rango en el contenido en polifenoles se puede
atribuir a las diferencias en ubicacion geogréfica, clima y variedades estudiadas
(Cota-Sanchez, 2016). Se ha identificado la presencia de flavonoides como
quercetina, kaempferol y derivados de isoramnetina (Galati et al., 2003; Jiménez-
Aguilar et al., 2014; Moussa-Ayoub et al., 2014; Mata et al., 2016). Al igual que
las betalainas y otros compuestos bioactivos, su consumo se ha asociado con
beneficios a la salud, principalmente en la prevencion de enfermedades
relacionadas con el estrés oxidativo como cancer y enfermedades
cardiovasculares, por su potencial antioxidante (Tesoriere et al., 2004a; Tesoriere
et al., 2004b).

La capacidad antioxidante de polifenoles, betalainas y otros compuestos
bioactivos de tunas y paletas de nopal se ha evaluado por varios autores (Galati
et al., 2001; Butera et al., 2002; Galati et al., 2002; Galati et al., 2003; Kugler et
al., 2007; Lanuzza et al., 2017; Reis et al., 2017; Bargougui et al., 2019). La
capacidad antioxidante de los frutos ha sido reportada como comparable a la de
naranjas y uvas, debido a la accién sinérgica de betalainas, polifenoles,
flavonoides y otros compuestos con actividad biologica (Barba et al., 2020).
Tesoriere et al. (2004b) reportaron que el consumo de tunas afectaba
positivamente el balance redox del organismo y disminuia el dafio oxidativo de
los lipidos. Tanto las betalainas como los polifenoles se asociaron a estos
beneficios, por su capacidad antioxidante.

Por otra parte, tanto frutos como paletas han mostrado algunos efectos
antimicrobianos y antidiabéticos, mejorando parametros metabdlicos (Barba et
al.,, 2020) y otros potenciales beneficios a la salud, como: propiedades
antiinflamatorias y neuroprotectoras (Allegra et al., 2017; Saih et al., 2017,
Gambino et al., 2018), antiulcerogénicas (Galati et al., 2001; Galati et al., 2003),
anticarcinogénicas, antiaterogénicas, hipoglicémicas, inmunomoduladoras,
hepatoprotectoras y analgésicas (Chauhan et al., 2010; Jiménez-Aguilar et al.,
2014).

La presencia de polifenoles, flavonoides y taninos en las paletas de nopal
posibilitaria el empleo de las paletas como fuente de compuestos antioxidantes
para el desarrollo de ingredientes y alimentos saludables (Allai et al., 2017) con
potencial efecto citoprotector y antihipercolesterolémico (Harrabi et al., 2017),



debido a su contenido de fibra dietaria insoluble y soluble (Astello-Garcia et al.,
2015).

La mayor parte de la fibra soluble esta constituida por el mucilago (~ 93%) (Saenz
et al., 2004), con capacidad de modificar texturas y mejorar la estabilidad de los
alimentos durante la produccion y almacenamiento (Contreras-Padilla et al.,
2012), asi como de proveer efectos fisioloégicos beneficiosos para la salud
humana, tales como disminucion del colesterol en sangre, control de niveles de
glucosa, cancer de colon, hemorroides o constipacion cronica (Saenz et al.,
2004). El mucilago también ha mostrado capacidad como eliminador de radicales
(Bayar et al., 2016), asi como protector del dafio inducido a la célula en procesos
de digestion gastrointestinal y fermentacién colénica (Barba et al., 2020).

1.3.Betaxantinas

Las betaxantinas, de color amarillo, se componen de un &cido betaldmico
condensado con aminas o aminoacidos. El otro grupo de betalainas, las
betacianinas, de color rojo, tienen un acido betalamico, pero condensado con un
ciclo-DOPA (3,4-dihidroxifenilalanina) o sus derivados glicosilados (Figura 1). Las
betaxantinas absorben en el espectro de luz visible a los 480 nm y las
betacianinas a 535 nm (Fernandez-Lopez y Almela, 2001; Azeredo, 2009;
Fernandez-Lopez et al., 2012; Khan y Giridhar, 2015; Slimen et al., 2017).
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Figura 1. Estructura quimica general del acido betalamico (a), las betacianinas
(b) y las betaxantinas (c) (Azeredo, 2009).

En los ecotipos de tunas anaranjadas las betaxantinas son el principal
componente, responsable del color amarillo-anaranjado de la fruta, y en menor



proporcidon se encuentran las betacianinas de color rojo-purpura (Fernandez-
Lopez y Almela, 2001, Stintzing et al., 2005). En estos ecotipos anaranjados se
han reportado concentraciones de betaxantinas entre 8 — 25 g kg de pulpa
(Fernandez-Lopez y Almela, 2001; Butera et al., 2002; Stintzing et al., 2005;
Morales et al., 2009; Carmona et al., 2019).

La principal betaxantina identificada en los frutos amarillo-anaranjados de
Opuntia ficus-indica, es la indicaxantina, correspondiente a un acido betalamico
conjugado al amino&cido prolina por un enlace aldiminico (Figura 2) (Stintzing et
al., 2002; Badui, 2006; Liveri et al., 2009; Schwartz et al., 2017).

(a) (c)

Figura 2. Esquema de condensacién del acido betalamico (a) con la prolina (b),
en la formacion de la indicaxantina (c). Estructuras tomadas de Schwartz et al.
(2017).

1.3.1. Mecanismos de degradacion de las betaxantinas

Los mecanismos de degradacion de las betacianinas estan bien documentados.
Sin embargo, las betaxantinas han sido menos estudiadas. Considerando que
betacianinas y betaxantinas poseen una estructura general similar, los principales
mecanismos de degradacion de betaxantinas serian la descarboxilacion,
isomerizacion e hidrolisis (Schwartz et al., 2017).

+ Hidrolisis: las betaxantinas se hidrolizan, rompiéndose el enlace
aldiminico entre el acido betalamico y el grupo amino (Figura 3). Como
consecuencia el color amarillo intenso cambia a color amarillo palido
(Herbach et al., 2006). Esta reaccion ocurre tanto por efecto de la



temperatura como por condiciones alcalinas y acidas, extremas (Piattelli
et al., 1965; Strack et al., 2003). La hidrdlisis de las betaxantinas esta
acompafada de una regeneracion parcial, que se beneficia a pH 4 — 6. El
mecanismo propuesto en esta regeneracion involucra la condensacion de
base de Schiff del grupo aldehido del acido betalamico con el aminoacido
nucleofilico (Schwartz et al., 2017).
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Partial synthesis Alkaline hydrolysis

Betalamic acid + Amino compound

Figura 3. Hidrolisis alcalina y sintesis parcial de betaxantinas. R*=COOH en
aminoécidos y H en aminas, respectivamente (Stintzing et al., 2002).

+ Descarboxilacion: las betaxantinas podrian sufrir descarboxilacion en
C11 y C13 (Figura 2c). La descarboxilacion produce un desplazamiento
hipsocromico, que puede ser explicado por una disminucion en la
deslocalizacion de los electrones © en los compuestos descarboxilados.
La ruptura del grupo carboxilo en C13 de la indicaxantina en agua a
100 °C ha sido reportada, resultando en una menor absorcion maxima
comparada con el pigmento original (Herbach et al., 2006).



+ Isomerizacion: Bajo condiciones &cidas, alcalinas y en tratamientos
térmicos las betaxantinas sufren isomerizacion, al igual que el acido
betalamico y las betacianinas, la que se considera una modificacion
estructural mas que una reaccién de degradaciéon (Herbach et al., 2006).
La epimerizacion en C11 de la indicaxantina fue reportada por Wilcox et
al. (1965). Considerando la estructura de la indicaxantina, un total de ocho
estereoisémeros son teéricamente posibles, de los cuales al menos cuatro
han ido observados, con fuerte dependencia del disolvente en la formacion
de los estereoisdbmeros preferidos, asi como la presencia de estos en
equilibrios dindmicos (Stintzing et al., 2006). Los dos estereoisomeros
principales de la indicaxantina en solucidbn acuosa se muestran en la
Figura 4.

Figura 4. Principales estereoisomeros de la indicaxantina identificados en
solucion acuosa (Stintzing et al., 2006).

1.3.2. Factores gque afectan la estabilidad de las betaxantinas

Se ha descrito que la estabilidad de las betaxantinas esta influenciada por
factores como: temperatura, pH, actividad de agua, luz, oxigeno y presencia de
otros compuestos.

+ Temperatura: la degradacién térmica constituye el factor mas importante
en la estabilidad de las betaxantinas, durante el procesamiento y
almacenamiento y esta fuertemente influenciado por el pH. Un incremento
de la temperatura (> 50 °C) o incluso valores cercanos a la temperatura
ambiental (~ 25 °C) provocan la hidrélisis del enlace aldiminico y la ruptura
de las betaxantinas, disminuyendo la retencion de los pigmentos, en
funcién también del tiempo de exposicion (Coskuner et al., 2000; Cai et
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al., 2001); mientras que bajo refrigeracién (< 5 °C), se observa un leve
cambio en el color y la estabilidad (Martins et al., 2017).

pH: las betaxantinas son solubles en medio acuoso y tienen cierta
estabilidad a pH entre 4 y 7, mientras que su mayor estabilidad es a pH =
5,5, cercano al pH de los frutos (Coskuner et al., 2000; Cai et al., 2001;
MolRhammer et al., 2005a; Herbach et al.,, 2006). Bajo condiciones
alcalinas y acidas extremas (Piattelli et al., 1965; Strack et al., 2003), el
enlace aldiminico se rompe, produciendo &acido betaldmico y el
correspondiente amino-compuesto (Stintzing et al., 2002).

aw: la mayor estabilidad de las betaxantinas ha sido reportada en
alimentos o modelos con baja humedad y actividad de agua, debido a la
participacion del agua en reacciones de degradacién (Cohen y Saguy,
1983; Delgado-Vargas et al., 2000; Rodriguez-Sanchez et al., 2017).

Luz: la presencia de luz favorece las reacciones de degradacion de las
betaxantinas, a través de mecanismos de ruptura hidrolitica (MoRRhammer
et al., 2006a). La degradacion de los pigmentos puede incrementarse
hasta el doble en presencia de la luz (Gandia-Herrero et al., 2013), ya que
la luz excita los electrones n a un estado mayor de energia, conduciendo
a una menor energia de activacién y consecuentemente a un mayor nivel
de reactividad de la molécula (Martins et al., 2017).

Concentracion: el contenido de pigmentos presente en las matrices tiene
un efecto determinante en la estabilidad. Una mayor concentracion
incrementa la estabilidad, por lo que pequefas cantidades de betaxantinas
serian mas susceptibles a degradaciéon (Martins et al., 2017). La
estabilidad de estos pigmentos también se ve afectada por la relacion con
otros pigmentos y la relacién betaxantina/betacianina (Saenz et al., 2012).

Oxigeno: la presencia de oxigeno favorece la degradacién de las
betaxantinas (Singer y Vonelbe, 1980), aunque tiene un efecto marginal
ya que la oxidacién no es el principal proceso de degradacién de estos
pigmentos (Saenz et al., 2012).

Presencia de otros compuestos: la presencia de azlcares, acidos y
pectinas en el fruto favorece la estabilidad de las betaxantinas,
comparadas con soluciones puras (MoRBhammer et al., 2005a; Herbach et
al., 2006). De modo similar, la presencia de &cido ascérbico, eritérbico y
citrico favorece la estabilidad de las betaxantinas (MoRBhammer et al.,
2006a; MolRhammer et al., 2007; El Gharras et al., 2008), atribuido a la
eliminacion del oxigeno, el cual acelera la degradacion de las betalainas
(MoBhammer et al., 2007). La presencia de metales como hierro y cobre
disminuyen la efectividad del acido ascorbico como protector de las
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betaxantinas, al catalizar la oxidacion de este. Los agentes quelantes
forman complejos e inducen la degradacion de los pigmentos, por lo que
el empleo de inhibidores de quelantes (acido citrico, EDTA) puede prevenir
la degradacion inducida por metales (Martins et al., 2017). Compuestos
fendlicos como butilhidroxianisol (BHA), quercetina o tocoferol y
antioxidantes que contienen azufre como sulfito y metabisulfito de sodio,
gue inhiben reacciones de autooxidacion en cadena por radicales libres,
no son efectivos en la estabilizacion de las betaxantinas, dado que este
mecanismo parece no estar involucrado en la degradacion de las
betalainas (Schwartz et al., 2017).

1.4.Microencapsulacion de betaxantinas

La encapsulacién en la industria alimentaria favorece la conservacién de
compuestos bioactivos y mantiene su calidad por mas tiempo al reducir la
interaccidbn de los compuestos activos encapsulados ya sea con otros
ingredientes del alimento o con las condiciones del medio ambiente (pH,
temperatura, oxigeno y humedad). También disminuye la velocidad de
transferencia hacia el medio externo; promueve una manipulacion mas féacil;
controla la liberacion del activo; enmascara el sabor del activo; y, por ultimo,
diluye el activo cuando se debe utilizar en cantidades muy pequeias (Shahidi y
Han, 1993; Gharsallaoui et al., 2007). El incremento en la demanda por alimentos
funcionales y suplementos dietéticos ha impulsado el crecimiento del mercado de
alimentos encapsulados, proyectdndose un crecimiento anual de 7,5%, que
alcanzarian los 14,1 billones de dolares para 2025 (MarketsandMarkets, 2020).

La microencapsulacion es el proceso mediante el cual el compuesto activo es
rodeado por un recubrimiento o pared formando una barrera fisica contra factores
externos perjudiciales y la interaccion con otros componentes del producto
(Figura 5), permitiendo ademas, la liberaciéon controlada en un lugar y/o tiempo
especifico (Sandoval-Aldana et al., 2004; Gharsallaoui et al., 2007).

El secado por atomizacion (Figura 6) es la técnica mas comunmente utilizada en
la microencapsulacion, por su bajo costo y disponibilidad de equipos
(Gharsallaoui et al., 2007; Ravichandran et al., 2014; Vergara et al., 2014; Saenz
et al., 2015; Khan, 2016). Comparado con la liofilizacion, por ejemplo, el secado
por atomizacion es 30 a 50 veces mas barato (Desobry et al., 1997). En el secado
por atomizacion se producen polvos a partir de soluciones o dispersiones
liquidas, atomizandolas en forma de pequefas gotas, en un flujo de gas (aire o
nitrogeno) caliente. Debido a la rapida evaporacion del solvente (agua u otro) se
obtiene un polvo de forma instantanea, encapsulando el compuesto activo en una
matriz protectora de naturaleza polimérica (Gharsallaoui et al., 2007; Dominguez,
2011).
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Figura 6. Representaciéon esquematica del disefio tipico de un secador por
atomizacion (Sandoval-Aldana et al.,, 2004) (a) y del proceso de
microencapsulacion por secado por atomizacion (Bakry et al., 2016) (b).
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En la literatura se han encontrado algunos estudios sobre encapsulacion y
secado de betaxantinas. Gandia-Herrero et al. (2010) encapsularon betaxantinas
de frutos de Opuntia sp., usando maltodextrina como agente encapsulante y
secado por atomizacion. La temperatura de secado fue la variable independiente
a optimizar para incrementar el rendimiento de betaxantinas encapsuladas y la
estabilidad posterior durante el almacenamiento. Los autores encontraron un
rendimiento de encapsulacion de las betaxantinas entre 90% y 93% y retencion
de los pigmentos de 90% en las microparticulas almacenadas a -20, 4y 20 °C en
ausencia de luz. En un estudio posterior (Gandia-Herrero et al., 2013) los mismos
autores reportaron a 20 °C y ausencia de luz una retencién entre 60% en
microparticulas de miraxantina V, empleando maltodextrina como agente
encapsulante; mientras que al emplear quitosano, el pigmento se degradd
completamente en un mes (Gandia-Herrero et al., 2013).

Fernandez-Lopez et al. (2018) encapsularon un extracto rico en betaxantinas de
O. ficus-indica usando maltodextrina como agente encapsulante, con 71% de
eficiencia de encapsulacibn y 60% de retencion de pigmentos en
almacenamiento a 20 °C por 6 meses. Betaxantinas de O. megacantha se
encapsularon con maltodextrina-mucilago (1:0,225), con retencién del 60% de
los pigmentos almacenados por un mes a 18 °C y 90% de humedad relativa
(Otalora et al., 2018).

MolRhammer et al. (2006c) encapsularon betaxantinas de tunas anaranjadas O.
ficus-indica con maltodextrina (ED: 18 — 20) por secado por atomizacion y
liofilizacién, encontrando una retencibn de pigmentos de 93% y 96%,
respectivamente, en los productos recién elaborados respecto a los jugos
iniciales. Sin embargo, los autores no estudiaron la degradacién de los pigmentos
durante el almacenamiento.

Galdino et al. (2016) evaluaron la estabilidad del color amarillo de la pulpa de
tuna anaranjada O. ficus-indica secada por atomizacién, utilizando maltodextrina
(ED = 10) como carrier, durante 40 dias a dos temperaturas (25 y 40 °C). Los
resultados no mostraron una variacion significativa de la luminosidad o el color
amarillo de los polvos durante el almacenamiento a ninguna de las temperaturas
estudiadas.

En otros estudios las betaxantinas se han encapsulado como compuestos
secundarios, junto a las betacianinas (Saenz et al., 2009; Ruiz-Gutiérrez et al.,
2014; Vergara et al., 2014; Robert et al., 2015; Ruiz-Gutiérrez et al., 2017; Zuanon
et al., 2019).
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1.5.Agentes encapsulantes

La seleccion del agente encapsulante en el secado por atomizacién resulta muy
importante tanto para la eficiencia de encapsulacion como para la estabilidad de
las microparticulas. El agente encapsulante debe proteger el compuesto activo
de los factores que pueden provocar su degradacion, evitar su interaccion con
otros ingredientes, y/o permitir la liberacion controlada en condiciones deseadas
(Shahidiy Han, 1993). Los criterios de seleccion de agentes encapsulantes estan
basados principalmente en sus caracteristicas fisicoquimicas como solubilidad,
peso molecular, capacidad de formacion de peliculas o propiedades
emulsificantes, ademas de los costos asociados (Gharsallaoui et al., 2007).

1.5.1. Maltodextrina

Los almidones hidrolizados como la maltodextrina son solubles en agua y
permiten una alta concentracion de soélidos a una baja viscosidad. La
maltodextrina se forma al hidrolizar parcialmente la harina de maiz o trigo,
generalmente, por accion enzimatica y/o 4cida, y se comercializan segun sus
equivalentes de dextrosa (grado de hidrolisis ED: 3 — 20) (Kennedy et al., 1995;
Clarke, 2003; Freers, 2009; Labuschagne, 2018). Son oligosacaridos con
cadenas lineales (n) entre 3 y 20 moléculas de D-glucosa, unidas por enlaces a-
1,4 glicosidico (Figura 7) y un peso molecular que se encuentra entre 5,04 x 102
g molt (n=3)y 2,77 x 102 g mol* (n = 17). Su composicién esta influenciada por
las condiciones de obtencion empleadas (pretratamientos, temperatura, tiempo
de hidrdlisis, tipo y concentracién de las enzimas), por lo que maltodextrinas con
un mismo valor de ED, podrian tener diferentes propiedades (Dokic et al., 1998;
Freers, 2009; Carareto et al., 2010; A.C.S., 2018).

[ CH,OH :

@)
OH

OH
a-1,4

2<n<20

Figura 7. Representacion esquemaética bidimensional y tridimensional de la
estructura de la maltodextrina (A.C.S., 2018).
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Las maltodextrinas son un intermedio entre los almidones y los jarabes de
glucosa (ED > 20) (Kennedy et al, 1995; Clarke, 2003; Day, 2009);
contrariamente al almidon son solubles en agua fria. Las MD son usadas como
aditivos alimentarios en variedad de productos, desde férmulas infantiles hasta
helados o cerveza, ademas de ser un ingrediente suplementario en endulzantes
como sucralosa o estevia (Dokic et al., 1998; A.C.S., 2018).

Actualmente, la maltodextrina es el agente encapsulante mas empleado en los
trabajos referidos a encapsulacion de betaxantinas (Gandia-Herrero et al., 2010;
Gandia-Herrero y Garcia-Carmona, 2013; Galdino et al., 2016; Fernandez-L6pez
et al., 2018; Otalora et al., 2018). Gandia-Herrero y Garcia-Carmona (2013)
utilizaron también quitosano como agente encapsulante, con una mayor pérdida
de betaxantinas comparado con el empleo de maltodextrina.

En trabajos centrados en encapsulacidon de betacianinas como pigmentos
principales, ya sea en tuna purpura o betarraga, donde las betaxantinas aparecen
como componentes minoritarios, se ha empleado también maltodextrina, ademas
de inulina y aislado de proteina de soya (Saenz et al., 2009; Robert et al., 2015),
goma ardbica, goma guar, pectina y goma xantana (Ravichandran et al., 2014),
almidén modificado (Vergara et al., 2014; Sdenz et al., 2015) y mucilago de nopal
(Otalora et al., 2015), con resultados variables, respecto a la maltodextrina,
fundamentalmente al emplear mezclas de agentes encapsulantes.

1.5.2. Mucilago de nopal

El mucilago de nopal es un carbohidrato complejo, presente en los frutos y las
paletas de este planta (Medina-Torres et al., 2000; Espinoza, 2002). Tiene un
peso molecular entre 2,3 x 10* a 4,3 x 10 g mol* (Trachtenberg y Mayer, 1981;
Medina-Torres et al., 2000). Presenta una fraccion polisacarida de alto peso
molecular y cantidades variables de acido galacturénico, &cido gulurdnico,
glucosa, xilosa, galactosa, ramnosa y arabinosa (Saenz et al., 2004; Sepulveda
et al., 2007). La estructura propuesta (Figura 8) ha sido descrita como una
molécula de cadena lineal con unidades de (1-4) acido a-D-galacturénico y (1-2)
B-L-ramnosa unidas a cadenas laterales de (1-6)-a-D-galactosa con residuos de
0O-4 ramnosa. La composicion de las cadenas periféricas es compleja;
identificAndose por lo menos 20 tipos diferentes de oligosacaridos (la mayoria de
ellos disacaridos y trisacaridos) (McGarvie y Parolis, 1981a, b).
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Figura 8. Representacion esquematica de la estructura parcial del mucilago de
las paletas de nopal (McGarvie y Parolis, 1981b).

El rendimiento durante la extraccion del mucilago varia entre 0,61% — 1,5%
(Sepulveda et al., 2007; Ledn-Martinez et al., 2010; Otélora et al., 2015). Las
diferencias se han atribuido al método de extraccion, la edad de las paletas y las
condiciones climéticas, que inducen la sintesis de mucilago en época de sequia
(Séenz et al., 2004; Sepulveda et al., 2007).

Sin embargo, el mucilago es propenso a un rapido deterioro microbiol6gico,
debido a su alto contenido de agua, limitando su manejo, por lo que la aplicacién
de otros procesos, como el secado por atomizacién, favorecen el
almacenamiento y extienden su vida atil (Contreras-Padilla et al., 2012), aunque
las propiedades fisicoquimicas y funcionales se pueden alterar significativamente
(Wang et al., 2010). El rendimiento durante el proceso de secado por atomizaciéon
se incrementa con la disminucién de la temperatura de entrada al secador o el
flujo de alimentacion, asi como con el aumento de la velocidad de atomizacion.
Mientras que la humedad se reduce con el aumento de la temperatura de entrada
al secador, la velocidad de atomizacién o con la disminucién del flujo de
alimentacion (Ledn-Martinez et al., 2010). Por otra parte, la viscosidad del
mucilago disminuye con el incremento de la temperatura de entrada al secador o
la velocidad de atomizacion, asi como con la reduccion de la velocidad de
alimentacion (Le6n-Martinez et al., 2011).

Los trabajos con mucilago de nopal como agente encapsulante son escasos; se
ha empleado mucilago extraido de forma acuosa a 20 °C, precipitado con alcohol
y secado en horno de conveccion de aire forzado a 105 °C, en la encapsulacion
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de betalainas de tuna puarpura O. ficus-indica (Otalora et al., 2015) y liofilizado,
en la encapsulacion de betaxantinas de tuna anaranjada O. megacantha (Otalora
et al., 2018). Sin embargo, durante la precipitacion y secado del mucilago algunas
propiedades, principalmente la solubilidad, se ven afectadas. Algunos autores
han propuesto el empleo de mucilago extraido de forma acuosa a temperatura
ambiente (~ 25 °C), sin precipitar 0 secar previamente, como material de
encapsulacion de huevo y acido galico (Medina-Torres et al., 2013; Medina-
Torres et al., 2017). Hasta este momento, se ha encontrado solo un estudio que
ha empleado mucilago extraido de forma acuosa a 70 °C, sin secar o precipitar,
como agente encapsulante de betalainas de la pulpa y la piel de pitaya roja
(Escontria chiotilla y Stenocereus queretaroensis), con relacion 15:1 y 7:1
(betalainas: mucilago) y un 68,8% de pérdida de pigmentos durante el secado
(Soto-Castro et al., 2019).

Ademas, es importante mencionar que sin bien las paletas jévenes (nopalitos)
son consumidas como vegetales, en México principalmente, las paletas mas
grandes no tienen valor comercial y representan una pérdida para los agricultores
y un incremento en la generacion de residuos (Contreras-Padilla et al., 2012). El
uso del mucilago de estas paletas como agente encapsulante de betalainas de
tuna, va en la linea actual de la economia circular, que busca disminuir la
generacion de residuos y fomentar su reutilizacion y valoracion (MMA, 2020). Las
paletas de nopal son especialmente importantes en el desarrollo de zonas aridas
y semiéridas, en el actual contexto de calentamiento global y agotamiento de los
recursos naturales, donde la voluntad de generar beneficios sostenibles y
competitivos determina la necesidad de un cambio de pensamiento lineal
(producir, consumir, eliminar) hacia un enfoque circular cerrando los ciclos de uso
de los materiales (Suzanne et al., 2020). En este contexto, en este trabajo se
utilizard mucilago extraido de paletas de nopal como agente encapsulante,
comparado con maltodextrina y mezcla de mucilago de nopal con maltodextrina.

1.6.Aplicacién de betaxantinas en alimentos

Los estudios centrados en el uso de betaxantinas como colorantes en alimentos
son escasos Yy recientes. Rodriguez-Sanchez et al. (2017) evaluaron la retencion
de betaxantinas de pitayas amarillas (Stenocereus pruinosus) y los parametros
de color durante el almacenamiento de gomitas y bebidas refrescantes
preparadas con jugo y/o pulpa. Los resultados mostraron que las betaxantinas
fueron méas estables en la oscuridad y a bajas temperaturas. Ademas, las
betaxantinas fueron mas estables en las gomitas respecto a las bebidas
refrescantes, lo cual se deberia a la diferencia de actividad de agua entre estos
productos, lo que se vio reflejado en el cambio del color durante el
almacenamiento, siendo significativamente menor en las gomitas que en las
bebidas.
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Fernandez-Lépez et al. (2018) aplicaron microparticulas preparadas con
extractos ricos en indicaxantina de frutos de O. ficus-indica como colorantes de
yogur y bebidas refrescantes. Los autores reportaron una mayor estabilidad de
los pigmentos y el color en el yogur, con una retencion de indicaxantina en
oscuridad del 95% a los 28 dias de almacenamiento en refrigeracion (4 °C).
Mientras que en las bebidas la retencion fue de 90% en iguales condiciones. Los
alimentos expuestos a la luz mostraron una retencion de 40% y 50% en yogur y
bebida, respectivamente.

En otro estudio se analizaron dos ingredientes colorantes de tunas amarillo-
anaranjadas (Opuntia ficus-indica), obtenidos por concentracion y liofilizacion,
qgue fueron aplicados en una bebida modelo. Las betaxantinas se degradaron
durante el almacenamiento en refrigeracion de las bebidas. Sin embargo, los
colorantes almacenados a temperatura ambiente resultaron estables (Carmona
et al., 2019). Betaxantinas de Opuntia megacantha encapsuladas por secado por
atomizacion y gelificacion ionica fueron aplicadas como colorante en yogur y
gomitas. La variacion del color fue menor a 5 al final de los 30 dias de
almacenamiento a 4°C, mostrando la estabilidad de los pigmentos en los
alimentos (Otélora et al., 2017; Otalora et al., 2019).

Estudios en fuentes de betacianinas, donde las betaxantinas fueron minoritarias,
han empleado microparticulas como colorantes de bebidas refrescantes y
yogures. Ruiz-Gutiérrez et al. (2017) aplicaron microparticulas de jugo clarificado
de tuna roja como colorante de cereales extruidos, con incremento de
caracteristicas de los cereales como color o capacidad antioxidante y buena
aceptacion sensorial. Vargas-Campos et al. (2018) emplearon microparticulas
de Stenocereus pruinosus encapsuladas con almidon de papa, comercial y
modificado, como colorante de yogur almacenado a 4 °C durante 32 dias, con
cambios en los parametros de color L* (2,8 — 3,0), C* (2,2 — 2,6) y h° (4,3 — 6,3)
durante los primeros 8 dias, permaneciendo constante después de los 8 dias de
almacenamiento.

Microparticulas de pulpa y extracto ultrafiltrado de tuna puarpura aplicadas como
colorante a yogur almacenados a 4°C durante 10 semanas mostraron variacion
de los parametros de color, con una retencion de betaxantinas (> 50%) mayor a
la de betacianinas. Ademas, el yogur con microparticulas de pulpa fue mas
estable, atribuido a la presencia del mucilago, el cual estuvo ausente en el
extracto ultrafiltrado (Alfaro, 2013). Resultados similares se obtuvieron al aplicar
estas microparticulas en bebidas refrescantes almacenadas a 4°C, durante 30
dias. Las constantes de degradacion de las betaxantinas fueron
significativamente menores que las de betacianinas, corroborando que los
polimeros empleados como agentes encapsulantes mejoraron la estabilidad de
las betalainas. Por su parte, la variacion de color (AE*) en las bebidas estuvo
entre 30 y 53 en dicho periodo de almacenamiento (Séenz et al., 2015).
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1.7.Hipotesis

La encapsulacion de la pulpa del fruto anaranjado de tuna con el mucilago de la
paleta de nopal (Opuntia ficus-indica) por secado por atomizacién presentara
similar eficiencia de encapsulacion y estabilidad de betaxantinas respecto al uso
de maltodextrina.

Ademas, la aplicacion de las microparticulas en alimentos (bebida refrescante y
yogur) tendra una estabilidad similar de color respecto a los colorantes sintéticos
y naturales.

1.8.0bjetivos
1.8.1. Objetivo general

Obtener, caracterizar y aplicar microparticulas de la pulpa del fruto anaranjado
con el mucilago de la paleta de nopal (Opuntia ficus-indica) por secado por
atomizacion para su uso como colorante alimentario.

1.8.2. Objetivos especificos

I.  Caracterizar fisica y quimicamente la pulpa del fruto de tuna anaranjada y
el mucilago extraido de la paleta (nopales) de la misma cactacea (Opuntia
ficus-indica).

II.  Determinar mediante superficie respuesta (MSR) las condiciones éptimas
de microencapsulacion (temperatura de entrada al secador y relacion
pulpa/ agente encapsulante) de la pulpa de tuna anaranjada, empleando
mucilago de nopal (M), maltodextrina (MD) y una mezcla mucilago-
maltodextrina (1:1) (M+MD), como agentes encapsulantes.

[ll. Caracterizar fisica y quimicamente las microparticulas obtenidas bajo
condiciones optimas.

IV. Estudiar la estabilidad de la indicaxantina y el color de las microparticulas
obtenidas bajo condiciones 6ptimas, almacenadas a 5, 37 y 60 °C.

V. Evaluar la estabilidad de la indicaxantina y el color en alimentos (yogur y
bebida refrescante) con incorporacion de las microparticulas, de mejores
caracteristicas y estabilidad, en almacenamiento a 5 °C.

VI.  Comparar la estabilidad del color aportado por las microparticulas, con el
color aportado por colorantes comerciales, durante el almacenamiento
refrigerado de los alimentos modelo.
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MATERIALES Y METODOS

2.1.Materiales

Los frutos de tuna anaranjada y las paletas de O. ficus-indica fueron recolectados
en marzo de 2017 desde la plantacién en la estacion experimental Antumapu
ubicada en la Facultad de Ciencias Agronémicas, Universidad de Chile, Santiago,
Chile (30° 40" S, 70° 38" O). La maltodextrina 15 — 20 ED (MD) fue adquirida en
Prinal (Santiago, Chile). Los alimentos empleados como patrén de color (yogur
de vainilla coloreado con una mezcla de los colorantes naturales Annato (E160b)
y curcuma (E100ii) y bebida refrescante tipo agua saborizada de pera coloreada
con una mezcla de los colorantes sintéticos tartrazina (E102) y amarillo
crepusculo (E110)) fueron adquiridos del mercado local.

2.2.0btencidn y caracterizacion de la pulpa

Las frutas en estado de madurez se lavaron, pelaron y despulparon en una
prensa tornillo (tamiz de 2 mm). La pulpa de tuna (P) se almacené a -20 °C en
bolsas de polietileno hasta su posterior uso. A la pulpa se le realizaron los
siguientes analisis:

+ Humedad, actividad de agua (aw), pH y acidez: se determinaron segln
los métodos descritos en AOAC (1990).

+ Contenido de so6lidos solubles (°Brix): se midi6 usando un
refractometro digital (Boeco, BOE 32195, Hamburgo, Alemania).

+ Contenido de polifenoles totales: se determiné por el método de Folin-
Ciocalteu (Singleton y Rossi, 1965), utilizando un espectrofotometro UV-
Vis (Rayleigh Analytical Instruments Corp., UV-9200, Beijing, China)
(Anexo I1).

+ Contenido de azlcares totales: se determiné por el método de Antrona
(Osborne y Voogt, 1978) usando un espectrofotometro UV-Vis (Rayleigh
Analytical Instruments Corp., UV-9200, Beijing, China) (Anexo lII).
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+ Capacidad antioxidante: se determiné por el método de la Capacidad de
Absorcion de Radicales de Oxigeno (ORAC) (Déavalos et al., 2004),
usando un fluorimetro (FIx800, BioTek Instruments, Inc., Winooski, VT,
Estados Unidos), acoplado al software Gen5 (Anexo V).

+ Parametros de color (L*, a* b* C*y h°): se determinaron usando un
espectrofotometro-colorimetro (UltraScan Pro, Hunter Lab, Reston, VA,
Estados Unidos), acoplado al software Easy Match QC. Se empled el
angulo estandar de observacion de 10 ° y el estandar de iluminacion D65,
correspondiente a luz natural de dia.

+ ldentificacion y cuantificacion de betalainas: se realizé por HPLC de
acuerdo con el método de Fernandez-Lopez y Almela (2001) usando un
cromatografo liquido (Agilent, 1100-1200 series) equipado con una bomba
cuaternaria (G1311A), columna con termostato (G1316A), desgasificador
(G1379A) y detector de arreglo de diodos (G1315B), acoplado al software
ChemsStation para LC 3D (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, Estados
Unidos). Las condiciones de trabajo fueron: columna C18 (4 um de tamafio
de particula x 30 cm x 3,9 mm diametro interno, Nova-Pack, Waters
Corporation, Milford, MA, Estados Unidos) y gradiente de elucion lineal de
30 minutos, desde 100% de solvente A (1% de acido acético en agua)
hasta 12% de solvente B (1% de &cido acético en acetonitrilo), flujo de
1 mL min? y volumen de inyeccion de 20 pL. La indicaxantina fue
detectada a 484 nm y la betanina a 535 nm.

» Preparacion de estandares de betalainas: la indicaxantina y la
betanina se aislaron de la pulpa en una columna abierta con gel de
silice (0,063 — 0,200 mm de poro, 70 — 230 de malla ASTM, Merck
KGaA, Darmstadt, Alemania). La curva de calibracién para
indicaxantina (1,4 — 75,6 mg L%, r> = 0,9945) y betanina (3,9 — 45,4
mg L%, r2=0,977), fue desarrollada graficando el area de HPLC de
los pigmentos puros vs. la concentracion espectrofotométrica segun
Stintzing et al. (2005) (Anexo V).

2.3.0btencién y caracterizacion del mucilago de nopal

El mucilago (M) se extrajo de paletas entre 0 — 2 afos siguiendo una técnica
optimizada anteriormente por Garcia (2017), que consistié en cortar las paletas
en cubos de 0,5 cm de grosor después de remover la piel (espinas, epidermis y
clorénquima), dejando solamente el tejido parénquima. Las paletas se mezclaron
con agua en relacion 7:1, se trituraron en una batidora de mano (Koninklijke
Philips N.V., Pure Essentials Collection HR1372/90, Amsterdam, Holanda) y se
sometieron durante 3 horas a 90 °C, con agitacion constante. Posteriormente, la
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solucién fue filtrada a través de una gasa fina y por papel de filtro Whatman™,
grado 1 (GE Healthcare Life Sciences-Latin America, Sao Paulo, Brasil) y
centrifugada a 4850 rpm durante 10 minutos (Hettich Zentrifugen, Universal 320
R, Tuttlingen, Alemania). El sobrenadante se preservdo a 5 + 2 °C hasta su
posterior caracterizacion y empleo.

El mucilago (M) extraido de las paletas se sec6 en un mini secador por
atomizacion (Buchi Labortechnik A.G., B-290, Flawil, Suiza). La temperatura de
entrada al secador fue 166 °C y la concentracion de solidos solubles del mucilago
de 4 °Brix. EI mucilago seco (MS) se almacené a -20 °C para su posterior
dispersion como mucilago dispersado (MR) y/o andlisis. A los mucilagos (M, MS
y MR) se les realizaron los siguientes analisis, segun correspondio:

+ Humedad, actividad de agua, pH, acidez, contenido de sélidos
solubles, polifenoles totales, capacidad antioxidante y parametros
de color: se determinaron segun lo descrito anteriormente en la pulpa.

+ Solubilidad: se determiné segln el método de Cano-Chauca et al. (2005).
MS (1 g) se adicion6 a 100 mL de agua destilada, se agitd durante 5 min
y se centrifugdb a 3000 rpm durante 5 min. Se tomaron 25 mL del
sobrenadante y se transfirid a placas de vidrio secadas y taradas. Las
placas se colocaron en estufa durante 24 horas a 105 °C. El porcentaje de
solubilidad se calculé por diferencia de peso.

+ Higroscopicidad: se determiné de acuerdo al método descrito por Cai y
Corke (2000). MS (1 g) se coloc6 en un vidrio reloj previamente secado y
tarado que se coloc6 en un desecador hermético con solucién saturada de
NaCl a 25 °C por 7 dias. La higroscopicidad se expresé como g de
humedad por 100 g de muestra (g H20 100 g).

+ Capacidad de hinchamiento: se determiné segun el método de Femenia
et al. (1997). La muestra (0,5 — 1,0 g) se colocé en un tubo coénico
graduado al que se le afiadieron 10 mL de agua destilada, se dejo en
reposo durante 16 h y se registré6 el volumen de gel hinchado. La
capacidad de hinchamiento se expresé como mL g de muestra seca.

+ Cambio de color (AE*): se calculé entre My MR a partir de la ecuacion
(1), donde Lo*, ao* y bo* fueron los parametros de color de My L*, a*y b*
fueron los valores de MR.

AE* = J(Ly — L)% + (a, —a*)2 + (b — b*)? 1)
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2.4.0ptimizacion de la encapsulaciéon de la pulpa de tuna

La pulpa de tuna anaranjada (P) se encapsulé mediante secado por atomizacion
utilizando maltodextrina (MD), mucilago de nopal (M) y una mezcla mucilago-
maltodextrina (1:1) (M+MD) como agentes encapsulantes (AE). Se aplicé un
Disefio Compuesto Central (DCC) mas punto axial centrado en la cara (a = 1)
con 12 corridas: 4 puntos experimentales, 4 puntos centrados en la cara 'y 4
puntos centrales. La temperatura del aire de entrada al secador (T) y la relacion
pulpa/agente encapsulante (P/AE) fueron las variables independientes. La
eficiencia de encapsulacion de indicaxantina (EE) y el rendimiento del proceso
(R) fueron las variables dependientes.

Se aplicé la metodologia de superficie respuesta (MSR) para optimizar las
variables independientes. En la construccién de los modelos se consideraron los
efectos significativos lineales y cuadraticos de T y de la relacion P/AE, asi como
la interaccion entre T y P/AE. Los efectos lineales se consideraron para todos los
modelos, incluso cuando no fueron significativos, porque el efecto lineal fue la
base del experimento. Los datos se ajustaron a un modelo de regresién de
segundo orden, segun la ecuacion (2), donde Y fue la respuesta, los subindices
i y j oscilaron entre 1 y el nUmero de variables independientes (n = 2); Bo fue el
término de interseccion; los valores de (i fueron los coeficientes lineales; los
valores Bii fueron los coeficientes cuadraticos; los valores de (i fueron los
coeficientes de la interaccion. Xi y Xj fueron los niveles de las variables
independientes. Para la optimizacion se emple6 la funcion Deseabilidad (D),
maximizando las dos variables respuesta. La funcién D permite asignar un valor
entre 0 y 1 a un set de respuestas, donde 0 corresponde al minimo de una
variable y 1 al maximo (Almeida et al., 2008; Silva et al., 2013). En este caso, el
valor 1 indicé un 100% de EE y R.

2 2

Y =B + iﬁixi+2ﬁiixi2 +iZﬁinin (2)

i= j=1

2.4.1. Preparacion de las microparticulas

En la Tabla 1 se muestran las variables independientes y los niveles del disefio
experimental utilizado en la encapsulacion de la pulpa de tuna con maltodextrina,
con mucilago y con la mezcla mucilago-maltodextrina (P-MD, P-M y P-M+MD).

En el sistema P-MD las microparticulas se prepararon como sigue: P (30 g) se
mezclé segun el disefio con MD (6 — 30 g) y agua hasta completar 100 g, con
agitacién constante. La solucion se homogenizé a 26000 rpm por 3 min en un
homogeneizador (Kinematica A.G., Polytron PT 21000, Lucerna, Suiza) y se
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aliment6 con agitacion magnética constante a un mini secador por atomizacion
(Buchi Labortechnik A.G., B-290, Flawil, Suiza). Las temperaturas del aire de
entrada al secador se mantuvieron segun el disefio experimental (110 — 180 °C).
El flujo de aire fue 600 L h', la velocidad de alimentacién de 3 mL mint (5%) y la
presion de atomizacion fue de 5 bar. El polvo obtenido se almacené en oscuridad
a -20 °C para los analisis posteriores.

Tabla 1. Variables independientes y niveles del disefio compuesto central mas
punto axial para la encapsulacion en los sistemas P-MD, P-M y P-M+MD

Niveles

Variables independientes Agente

encapsulante 1 0 +1
Temperat:Jra del aire de entrada al X1 110 145 180
secador (°C)

MD 1:1 31 51
Relacion pulpa/ agente _ _ .
encapsulante (P/AE) X2 M 31 41 51

M+MD 31 41 51

MD: maltodextrina, M: mucilago.

En el sistema P-M las microparticulas se prepararon mezclando P (30 g) con
M (70 g) a distintas concentraciones (14,3 — 8,6 °Brix) de forma que se alcanzaran
las relaciones P/AE del disefio experimental (3:1 — 5:1), con agitacién constante.
Luego se homogenizo y se alimentd al secador como en el sistema P-MD. En el
sistema P-M+MD las microparticulas se prepararon mezclando P (30 g) con MD
(3—59)y M (67 — 65 g) a distintas concentraciones (7,7 — 4,5 °Brix) de forma
que se alcanzaran las relaciones P/AE del disefio experimental (3:1 — 5:1), con
agitacion constante. Luego se homogenizé y se aliment6 al secador como en el
sistema P-MD.

2.4.2. Determinacién de las variables respuesta

El contenido de indicaxantina superficial y total se determiné usando el método
de Vergara et al. (2014) y se cuantificaron por HPLC (Fernandez-Lépez y Almela,
2001).

+ Indicaxantina superficial: se determind dispersando 100 mg de
microparticulas en 1 mL de solucion etanol-metanol (1:1), se agité por 1
min, se centrifugé a 3000 rpm por 5 min (Hermle Labortechnik GmbH, Z
326 K, Wehingen, Alemania), se filtré a través de filtro de jeringa 0,22 um
y se inyecto al equipo de HPLC, en las condiciones descritas en 2.2.
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+ Indicaxantina total: 100 mg de microparticulas se dispersaron en 1 mL
de metanol-4cido acético-agua (50:8:42) agitando en un mezclador de
vortex (DLAB Scientific Co., Ltd., MX-S, Beijing, China) durante 1 min. La
solucién se dejo en bafio de ultrasonido por 20 min (EIma Schmidbauer
GmbH, Elmasonic S10H, Singen, Alemania), se centrifug6 a 3000 rpm por
5 min, se filtr6 a través de filtro de jeringa 0,22 um y se inyect6 al equipo
de HPLC, en las condiciones descritas en 2.2.

+ EE y R: se calcularon de acuerdo con las ecuaciones (3) y (4),
respectivamente, donde IT representa la indicaxantina total e IS
representa la indicaxantina superficial.

EE (%) = ((IT (mg 100 g'1)-IS (mg 100 g '1))/IT (mg 100 g'!)) X100 (3)

R (%) = (polvo obtenido (g)/sdlidos en la alimentacion (g)) x 100 4)

2.5.Caracterizacion de las microparticulas obtenidas en condiciones
optimas

A las microparticulas de pulpa de tuna encapsuladas en condiciones éptimas de
temperatura y relacion P/AE se les determiné la humedad, actividad de agua (aw),
contenido de polifenoles totales, capacidad antioxidante, color, indicaxantina
superficial y total, higroscopicidad y solubilidad, siguiendo las metodologias
descritas anteriormente.

La temperatura de transicién vitrea (Tg) de las microparticulas se determiné
mediante calorimetria diferencial de barrido (DSC), empleando un calorimetro
DSC 6000 acoplado al software Pyris 11 (PerkinElmer, Waltham, MA, Estados
Unidos). Las muestras (0,008 g) se calentaron desde 10 hasta 150 °C en
capsulas de aluminio cerradas con una velocidad de calentamiento de
2 °C mint. Una capsula de aluminio vacia se empleé como control.

2.6.Estabilidad de las microparticulas en almacenamiento

Las microparticulas de los tres sistemas (P-MD, P-M y P-M+MD), obtenidas en
condiciones Optimas de temperatura y relacion P/AE, se almacenaron en
ausencia de luz en refrigeracion a 5 + 2 °C y en estufa de aire forzado a 37 + 2
°C (Memmert ULM 400, Alemania) y a 60 + 2 °C (Heraeus Hanau, Alemania). Se
tomaron muestras por duplicado a distintos tiempos para determinar la variacion
de los parametros de color y de contenido de indicaxantina. El cambio de color
se calculé segun la ecuacién descrita anteriormente (1), donde Lo*, ao* y bo*
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fueron los parametros de color en el tiempo inicial de almacenamiento y L*, a*y
b* fueron los valores en cada tiempo evaluado.

El cambio en el indice de pardeamiento (IP) de las microparticulas durante el
almacenamiento se calculo a partir de las ecuaciones (5) y (6), empleando los
valores de los parametros de color L*, a* y b* al inicio y al final del
almacenamiento.

x=(a"+175xL")/(5645 X L*+a* — 3,012 X b*) (5)
IP =100 % (x —0,31)/0,172 (6)
InC = InCy — kt (7)

En las temperatura donde la retencion de indicaxantina de los tres sistemas
estuvo bajo el 50% al final del almacenamiento, se determiné la constante de
velocidad de degradacion de indicaxantina, a partir de la pendiente de la grafica
del logaritmo natural de porcentaje de retencion de indicaxantina vs. el tiempo de
almacenamiento, ajustado a una ecuacién de primer orden, ecuacion (7), donde
Co es la retencion inicial de indicaxantina, C es la retencion de indicaxantina en
el tiempo t, k es la constante de velocidad de degradacion y t el tiempo de
almacenamiento.

2.7.Estabilidad del color y los pigmentos en modelos de alimentos

A partir de los resultados obtenidos de las mejores caracteristicas de las
microparticulas (EE, rendimiento, higroscopicidad, humedad) y una menor
degradacion de indicaxantina durante el almacenamiento, se seleccionaron los
sistemas P-MD y P-M+MD, para su aplicacién como un ingrediente colorante en
dos modelos de alimentos, un yogur natural sin azucar (adquirido del comercio
local) y una bebida refrescante (preparada en el laboratorio).

Para determinar la cantidad de microparticulas a adicionar en cada modelo
alimentario, se utilizaron productos del mercado:

+ Yogur de vainilla (Y-Comercial): coloreado con una mezcla de
colorantes naturales annato (E160b) y curcuma (E100ii).

+ Agua saborizada de pera (B-Comercial): coloreado con una mezcla de
los colorantes sintéticos tartrazina (E102) y amarillo crepusculo (E110).

A ambos productos comerciales se les determinaron los parametros de color (L*,
a* y b*). La cantidad de microparticulas a utilizar como agentes colorantes
correspondié a un AE* < 5 entre el color de los alimentos preparados en el
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laboratorio y los productos comerciales. En el yogur se agregaron 0,59 100 gty
en la bebida 0,3 g 100 mL™2.

La bebida refrescante se prepard segun la formulacion descrita por Obon et al.
(2009) (Tabla 2). El yogur (Y) y bebida refrescante (B) con la adicion de las
microparticulas (Y-P-MD, Y-P-M+MD, B-P-MD y B-P-M+MD) se almacenaron en
refrigeracion (5 + 2 °C) durante 28 dias. Los parametros de color, la retencion de
indicaxantina y el cambio de color se determinaron segun lo anteriormente
descrito.

Tabla 2. Formulacién de la bebida refrescante con microparticulas de P-MD y P-
M+MD como colorantes

Ingredientes Concentraciéon (g 100 mL™?Y)
Azlcar 8,6

Benzoato de Sodio 0,014

Sorbato de Potasio 0,018

Acido ascorbico 0,002

Acido citrico 0,152
Microparticulas 0,3
Agua 90,72

Los controles comerciales de yogur de vainilla (Y-Comercial) y el agua
saborizada (B-Comercial) seleccionados como referencia de color se
almacenaron en refrigeracion, de igual forma, para determinar la evolucién del
color durante el periodo y compararlo con las matrices modelo de alimentos. En
los alimentos donde la retencién de indicaxantina estuvo bajo el 50% durante el
periodo de almacenamiento, se determiné la constante de velocidad de
degradacion de indicaxantina, siguiendo la metodologia descrita anteriormente.

2.8.Anédlisis estadistico

Todos los andlisis se realizaron por triplicado. Las condiciones Optimas de
encapsulacion se determinaron mediante metodologia de superficie respuesta,
usando el programa Design Expert 12 (Stat-Ease, Inc. Minneapolis, MN, Estados
Unidos). Los analisis estadisticos de las caracteristicas de las microparticulas se
realizaron empleando el software InfoStat version 2020 (Centro de Transferencia
InfoStat, FCA, Universidad Nacional de Cordoba, Argentina). Para determinar las
constantes de degradacion de indicaxantina se emple6 una regresion lineal. Para
determinar diferencias significativas en las caracteristicas entre los mucilagos y
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entre las constantes de degradacion se empled la prueba t-student. Para
determinar diferencias significativas en las caracteristicas fisicas, quimicas y de
color entre los sistemas de microparticulas obtenida en condiciones Optimas,
durante el almacenamiento y en los modelos de alimentos, se aplicé andlisis de
varianza simple (ANDEVA) y la prueba de comparaciéon mduiltiple de Tukey con
una significancia de 0,05. La normalidad de los datos se comprobé con la prueba
de normalidad de Shapiro-Wilks modificado y la homogeneidad de varianza se
comprobé mediante la Prueba F para igualdad de varianzas (Balzarini et al.,
2008).

Los graficos de retencion de indicaxantina, cambio total de color (AE*) y variacion
en los parametros L*, C* y h° durante el almacenamiento de las microparticulas
y los alimentos, se desarrollaron usando el programa Matlab R2019b
(MathWorks, Inc., Natick, MA Estados Unidos).
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RESULTADOS Y DISCUSION

3.1.Caracteristicas fisicas y quimicas de la pulpa de tuna anaranjada
(Opuntia ficus-indica)

La Tabla 3 muestra las caracteristicas fisicas y quimicas de la pulpa de los frutos
de tuna anaranjada (P) (Opuntia ficus-indica). Los resultados fueron similares a
reportes previos de humedad (85,1% y 86,6%), sélidos solubles (13,9 y 14,8
°Brix), azucares totales (14,8%), acidez (0,022% y 0,043% &cido citrico) y pH (6,1
y 6,6) en frutos de O. ficus-indica amarillos y anaranjados (Saenz y Sepulveda,
2001b; Fernandez-Lo6pez et al., 2018).

Tabla 3. Caracteristicas quimicas y fisicas de la pulpa de tuna anaranjada

Parametro Pulpa de tuna anaranjadat
Humedad (%) 85,6 + 0,04
Actividad de agua (aw) 0,98 £0,01

Solidos solubles totales (°Brix) 14,1 +0,2
Azlcares totales (% glucosa) 13,0+0,2

Acidez (% &cido citrico) 0,04 + 0,001
pH 6,2 + 0,01
Fenoles totales (mg EAG L') 683,4+ 18,4
ORAC (mmol ET kg 12,2 +1,8
Indicaxantina (mg EI 100g?') 8,0+0,3
Betanina (mg EB 100 g%) 0,5+0,1

L* (luminosidad) 31,3+0,6
C* (croma) 62,6 +1,6
h° (tono) 576 +1,2

El: equivalente a indicaxantina, EB: equivalente a betanina, EAG:
equivalente a acido Galico, ET: equivalente a Trolox, T: medias de
tres réplicas + desviacion estandar.
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En la Figura 9 se puede observar un corte longitudinal y la pulpa con la que se
trabajo.

Figura 9. Apariencia externa y corte longitudinal del fruto (a) y pulpa extraida (b)
de la tuna anaranjada.

La indicaxantina (pico 1) y la betanina (pico 2) en la Figura 10 fueron identificadas
en la pulpa por HPLC. Adicionalmente, la indicaxantina fue la principal betalaina
(8,0 mg EI 100 g1), con un contenido igual a resultados previos (Butera et al.,
2002; Stintzing et al., 2005; Morales et al., 2009).
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Figura 10. Cromatogramas obtenidos por HPLC de la pulpa de tuna anaranjada
a 484 nm (indicaxantina, imagen principal) y 535 nm (betanina, imagen pequefia
insertada).
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El contenido de polifenoles totales fue de 683,4 mg EAG L™, dentro del rango de
polifenoles totales reportados para tuna amarilla-anaranjada por varios autores,
entre 247 y 746 mg EAG L (Galati et al., 2003; Stintzing et al., 2005; Morales et
al., 2009). La capacidad antioxidante (ORAC) (12,2 mmol ET kg) fue mayor a la
reportada en pulpa amarilla (5,3 mmol ET kg*)(Butera et al., 2002), pero menor
a los valores reportados por Jiménez-Aguilar et al. (2014), entre 15,8 y 49,2 mmol
ET kg'. Estas diferencias se pueden explicar por la influencia del riego, el
momento de la cosecha, madurez de la fruta y otros factores estresantes que
afectan la produccion de metabolitos secundarios en la planta (Saenz y
Sepulveda, 2001b; Cota-Sanchez, 2016).

3.2.Caracteristicas fisicas y quimicas del mucilago de las paletas de
Opuntia ficus-indica

Las caracteristicas del mucilago estan influenciadas entre otros factores, por el
meétodo de extraccién, la edad de las paletas y las condiciones climaticas o de
riego a la que estan sometidas las plantas, que provocan una incremento en la
sintesis de mucilago durante épocas de sequia para retener agua (Saenz et al.,
2004; Sepulveda et al., 2007). Sin embargo, la alta humedad y actividad de agua
del mucilago lo hacen susceptible a un rapido deterioro microbiano; por lo cual
debe ser usado en un corto tiempo después de extraerlo o secarlo y reconstituirlo
para su uso posterior (Contreras-Padilla et al., 2012).

La Tabla 4 muestra las caracteristicas fisicas y quimicas del mucilago (M)
extraido desde la paleta de tuna O. ficus-indica (Figura 11), asi como el producto
en polvo obtenido por secado por atomizacion (MS) y dispersado en agua (MR).
Los resultados de MS no se compararon con My MR, pues era de esperarse un
cambio significativo por efecto del secado.

El pH del mucilago recién extraido de las paletas (M) fue significativamente mayor
gue el del mucilago dispersado en agua (MR). Ambos valores fueron mayores al
mucilago extraido mecanicamente sin uso de solventes (4,26 — 4,2) (Reyes-
Ocampo et al., 2019), y al mucilago extraido mediante varios métodos, térmicos
y no térmicos (4,8 — 5,0) (Monroy-Gutiérrez et al., 2017). Las diferencias en pH y
acidez entre M y MR pueden atribuirse al proceso de secado, ya que la alta
temperatura de secado empleada (166 °C), podria inducir una hidrolisis parcial
del polimero, liberando fragmentos &cidos presentes en la composicién
heterogénea de este polisacarido, el cual tiene varias fracciones acidas y neutras
(Séenz et al., 2004).

El valor de polifenoles totales fue significativamente mayor en MR respecto a M,
sin embargo, para la capacidad antioxidante no se encontraron diferencias
significativas. En otro trabajo en polvos de nueve variedades de Opuntia (México)
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obtenidos por secado en horno a 60 °C por 8 — 9 h y molienda, se reportaron
valores de polifenoles totales (32 a 90 mg EAG 100 g!) y capacidad antioxidante
(26 a 74 mmol ET 100 g?) menores a los obtenidos en este estudio para MS
(578,5 mg EAG 100 gy 138,3 mmol ET 100 g, respectivamente) (Santos-Zea
et al.,, 2011). Lee et al. (2002) reportaron 370 mg EAG 100 g en cladodios
liofilizados de nopal de edad comercial, valor que fue menor al obtenido en MS,
y 18030 mg EAG 100 g* en un extracto etandlico obtenido a partir de estos;
mientras que Corral-Aguayo et al. (2008) reportaron 209 mg EAG 100 gy 0,05
mmol ET g en paletas de nopal en edad para consumo fresco (nopalitos). Las
diferencias observadas pueden atribuirse a las concentraciones de los distintos
extractos, a los procesos de secado y la edad de las paletas, factores que como
se ha mencionado anteriormente, influyen en las caracteristicas de las paletas de
nopal y en el mucilago.

Tabla 4. Caracteristicas fisicas y quimicas del mucilago extraido de la paleta,
secado por atomizacion y dispersado en agua

Parametro mt MRt Mst
Humedad (%) 99,2+0,622 99,2+0,152 2,3+0,3
Actividad de agua 1,0£0,0¢@ 1,0+£0,02 0,3x0,1
Sdlidos solubles (° Brix) 0,8+0,062 0,8+0,062 NA

pH 6,1 +£0,272 5,2+0,06° NA

Acidez (% &cido citrico) 0,003 +0,001° 0,014 +0,0012 NA

Fenoles (mg EAG 100g?1) 7,3+0,1° 11,2+ 0,07 @ 578,5+14,9
Capacidad antioxidante 0,7+0,15 0,8 +0,08 & 138,3 + 14,3"
Solubilidad (%) NA NA 91,7+3,9
Higroscopicidad (g 100 g') NA NA 52,4+ 1,4
Cap. hinchamiento (mL g%) NA NA 4,1+0,8
Parametros de color

L* 98,18 +2,06° 9228+1,002 77,7+1,3
Cc* 482+1,7572 5730562 9,1+£1,2

h° 98,44 +4223 9487+082 77,8+1,8

ET: equivalentes a Trolox, EAG: equivalentes a acido galico, M: mucilago, MS:
mucilago seco, MR: mucilago seco dispersado en agua, NA: no aplica, *: expresado
como mmol ET L?, **expresado como mmol ET g?, T: medias de tres réplicas *
desviacién estandar, letras diferentes en la misma fila indican diferencias significativas
(p <0,05) vy la letra a representa el valor més alto.
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En la Figura 11 se observa la planta de la que se sacaron los cladodios, el mucilago
extraido y el mucilago en polvo.

Figura 11. Paletas de nopal (a), mucilago extraido de las paletas (b) y secado por
atomizacion (c).

El polvo MS presentd una humedad y actividad de agua, a la temperatura del aire
a la entrada al secador empleada (166 °C), en el rango reportado por Farias-
Cervantes et al. (2017), para humedad (8,28% — 1,71%) y aw (0,43 — 0,18) en
mucilagos secados por atomizacion a temperaturas de entrada al secador entre
70 y 110 °C. La humedad ademas estuvo por debajo del valor reportado en
mucilagos (10,7% — 4,4%) secados por atomizacion a temperaturas de entrada
al secador entre 130 — 170 °C (Lebn-Martinez et al., 2010). En general
temperaturas mas altas provocan una menor humedad, debido a la existencia de
un mayor gradiente de temperatura entre la alimentacion y el aire de secado;
aunque otros parametros del proceso, como el flujo de alimentacién y la presién
de atomizacion tienen influencia en la humedad final de los polvos (Tonon et al.,
2008).

La actividad de agua refleja el agua disponible para reacciones quimicas,
bioguimicas y microbiologicas del MS. La aw < 0,3 como en este estudio,
permitiria extender la vida util del mucilago e incrementar sus posibilidades de
uso (Contreras-Padilla et al., 2012). La solubilidad estuvo sobre el 90%, cercano
a lo reportado anteriormente para mucilago secado por atomizacion (84%) en las
mismas condiciones y por liofilizacion (82%) (Garcia, 2017). Este alto valor de
solubilidad posibilita la dispersion del mucilago en agua para su empleo como
agente encapsulante y su aplicacion en matrices alimentarias acuosas, y esta
relacionado con una morfologia amorfa del polimero (Yu, 2001).

La higroscopicidad (52,4 g H20 100 g1), que representa la capacidad de absorber
agua del ambiente de un polimero, estuvo en el rango reportado por Farias-
Cervantes et al. (2017), en mucilagos secados a temperaturas de entrada al
secador entre 70y 110 °C (59,1 — 51,9 g H20 100 g).
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Con relacion al color, se obtuvo un polvo blanco-crema (Figura 11c), identificado
en los parametros L*, C* y h°. La luminosidad (L*) indica la cantidad luz desde el
negro (0) hasta el blanco (100); croma (C*), la intensidad o saturacion del color y
el &ngulo de tono (h°) mide la propiedad del color, como proporcion de las
componentes a*(rojo-verde) y b* (amarillo-azul). A partir de estos parametros el
color de cada sistema puede ser representado como un punto en el espacio
CIELAB y se calcula el cambio de color (AE*) entre cada sistema que representa
la distancia euclidiana entre cada punto (Mokrzycki y Tatol, 2011). El valor de C*
(9,1) fue mayor al reportado en mucilagos precipitados con alcohol y secados en
estufa a 70 °C por 4 horas (6,6 — 8,1), mientras que L* (77,7) y h° (77,8) fueron
menores (86,6 — 88,9 y 96,2 — 104,7, respectivamente) (Sepulveda et al., 2007).
No se observaron diferencias significativas en C*y h° entre My MR y la diferencia
de color (AE*) fue de 6,0 + 0,01, la que esta cerca del limite para considerarse
como perceptible (AE* > 5) (Obon et al., 2009). Mientras que la diferencia entre
los sistemas liquidos y el sistema en polvo estuvo determinada por el proceso de
secado y la eliminacion del agua.

3.3.0Optimizaciéon de la encapsulacion por secado por atomizacion de la
pulpa de tuna anaranjada

Se optimizaron las condiciones de encapsulacion mediante secado por
atomizacion de la pulpa (P) de tuna anaranjada Opuntia ficus-indica con
maltodextrina (MD), mucilago de nopal (M) y una mezcla de maltodextrina y
mucilago en relacion 1:1 (M+MD) como agentes encapsulantes (AE). Por tanto,
se evaluaron tres sistemas de microparticulas: pulpa-maltodextrina (P-MD),
pulpa-mucilago (P-M) y pulpa-mucilago+maltodextrina (P-M+MD).

La temperatura del aire a la entrada al secador es uno de los parametros mas
importantes en el proceso de atomizacion, pues esta directamente relacionado
con la velocidad de secado de las gotas (Gharsallaoui et al., 2007). La relaciéon
entre la indicaxantina y el agente encapsulante es otro factor de importancia pues
influye directamente en el contenido de solidos y por tanto en la viscosidad de la
mezcla de alimentacién, la que puede dificultar la maniobrabilidad (Tontul y
Topuz, 2017). Al igual que la temperatura de entrada al secador, la relacién
activo/polimero influye también en la velocidad de formacion de la costra en la
superficie de la gota, permitiendo la difusion del agua a la vez que retiene el
compuesto de interés (Gharsallaoui et al., 2007).

Por tanto, se consideraron como factores independientes la temperatura del aire
de entrada del secador (T) y la relacion pulpa/agente encapsulante (P/AE), para
maximizar las variables respuesta eficiencia de encapsulacion de indicaxantina
(EE) y rendimiento del proceso (R). Se empled un disefio compuesto central
(DCC) mas punto axial centrado en la cara (distancia axial a=1).
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Las Tablas 5 — 7 muestran el disefio experimental y el analisis de varianza
(ANDEVA) para la encapsulacién por secado por atomizacion de los sistemas de
microparticulas de pulpa de tuna anaranjada con maltodextrina (P-MD), mucilago
de nopal (P-M) y mucilago-maltodextrina (P-M+MD), respectivamente.

Tabla 5. Disefio experimental, variables respuestas y analisis de varianza para la
encapsulacién de la pulpa de tuna con maltodextrina (P-MD)

Temperatura de entrada Relacion

Corrida EE (%) R (%)

(°C) [X1] P/MD [X2]

1 110 [-1] 1:1 [-1] 96,7 40,7

2 180 [+1] 1:1 1] 982 40,4

3 110 [-1] 5:1 [+1] 920 472

4 180 [+1] 5:1 [+1] 941 451

5 110 [-1] 3:1 [0] 943 47,0

6 180 [+1] 3:1[0] 992 527

7 145 [0] 1:1[1] 98,7 473

8 145 [0] 5:1 [+1] 963 535

9 145 [0] 3:1[0] 99,7 568

10 145 [0] 3:1[0] 980 567

11 145 [0] 3:1[0] 99,1 623

12 145 [0] 3:1[0] 992 62,0

p-valor

X 0,0077* 0,6308
X2 0,0018* 0,0330*
X2 0,0058* 0,0014*
X22 0,0349* 0,0021*
ijﬂ;?ede 02652 0,7202
R2 90,90 91,89
g‘_lij““ado 8571 87,26

P: pulpa de tuna anaranjada, MD: maltodextrina, EE: eficiencia de encapsulacién de
indicaxantina, R: rendimiento del proceso de secado, g.l.: grados de libertad, *: efecto
estadisticamente significativo. La interaccion entre los factores (X1Xz2) no fue significativa
en EE ni en el rendimiento, por lo que se excluyeron del andlisis de varianza.
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Tabla 6. Disefio experimental, variables respuestas y analisis de varianza para la
encapsulacién de la pulpa de tuna con mucilago (P-M)

Temperatura de entrada Relacién P/M

Corrida (°C) [X4] Xz] EE (%) R (%)

1 110 [-1] 31 [1] 859 91

2 180 [+1] 3:1 [1] 89,1 108

3 110 [-1] 5:1 [+1] 738 89

4 180 [+1] 5:1 [+1] 735 75

5 110 [-1] 4:1[0] 916 53

6 180 [+1] 4:1[0] 922 48

7 145 [0] 3.1 [1] 852 9.9

8 145 [0] 5:1 [+1] 706 50

9 145 [0] 4:1[0] 821 36

10 145 [0] 4:1[0] 795 49

11 145 [0] 4:1[0] 858 56

12 145 [0] 4:1[0] 825 47
p-valor

X 0,6225 0,9476

X2 0,0004* 0,0215*

X2 0,0092* 0,1979

X2 0,0023* 0,0007*

ijﬂ;?ede 0,4404 0,2149

R2 9033 82,11

(ngjz_lij“s‘tado 84,80 75,40

P: pulpa de tuna anaranjada, M: mucilago, EE: eficiencia de encapsulacion de
indicaxantina, R: rendimiento del proceso de secado, g.l.: grados de libertad, *: efecto
estadisticamente significativo. La interaccion entre los factores (X1X2) no fue significativa
en EE ni en el rendimiento, por lo que se excluyeron del analisis de varianza.
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Tabla 7. Disefio experimental, variables respuestas y analisis de varianza para la
encapsulacién de la pulpa de tuna con la mezcla mucilago-maltodextrina (1:1) (P-
M+MD)

o Tompade mem ey non

1 110 [-1] 3:1[-1] 952 156

2 180 [+1] 3:1[-1] 936 163

3 110 [-1] 5:1 [+1] 932 155

4 180 [+1] 5:1 [+1] 90,0 192

5 110 [-1] 4:1 [0] 954 49

6 180 [+1] 4:1 [0] 929 51

7 145 [0] 3:1[-1] 89,9 208

8 145 [0] 5:1 [+1] 87,7 315

9 145 [0] 4:1 [0] 928 207

10 145 [0] 4:1 [0] 013 206

11 145 [0] 4:1 [0] 923 153

12 145 [0] 4:1 [0] 922 189
p-valor

X 0,0104* 0,5550

X2 0,0076* 0,1117

X2 0,0006* 0,0004*

X2 0,0037* 0,0014*

Zﬂ;‘i‘ede 02332  0,3326

R? 90,49 88,43

E;_Sjugado 8505 81,82

P: pulpa de tuna anaranjada, MD: maltodextrina, M: mucilago, EE: eficiencia de
encapsulacion de indicaxantina, R: rendimiento del proceso de secado, g.l.: grados de
libertad, *: efecto estadisticamente significativo. La interaccion entre los factores (X1X>)
no fue significativa en EE ni en el rendimiento, por lo que se excluyeron del analisis de
varianza.
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3.3.1. Eficiencia de encapsulacion de indicaxantina (EE)

La eficiencia de encapsulacion (EE) representa el porcentaje de indicaxantina
que esta efectivamente encapsulada dentro de la microparticula. La EE para P-
MD varié entre 92,0% — 99,7%, para P-M entre 70,6% — 92,2% y para P-M+MD
entre 87,7% — 95,4%. Aunque en los tres sistemas se alcanzaron valores > 70%,
los mayores valores de EE estuvieron en P-MD y P-M+MD, lo que mostré una
mayor interaccion entre la indicaxantina y los agentes encapsulantes de estos
sistemas, la que pudo ser de tipo electrostética y/o por formacién de puentes de
hidrogeno, ya que la indicaxantina tiene grupos donadores de electrones y grupos
hidroxilos, ademéas de nitrégeno amino cargado positivamente (Kanner et al.,
2001; Slimen et al., 2017), que podrian interactuar con la carga negativa y grupos
hidroxilos de la maltodextrina y el mucilago (Cai y Corke, 2000; Saenz et al.,
2004).

Ferndndez-L6pez et al. (2018) reportaron una EE de betaxantinas de 71%, en
extractos de pulpa amarilla de frutos O. ficus-indica encapsulados con
maltodextrina a 160 °C. Por otra parte, una EE de betalainas totales entre 94% —
97% se reportaron en la encapsulacion de un extracto de betalainas de pitaya
roja, con almidon comercial y modificado (Vargas-Campos et al., 2018).

El andlisis de la varianza mostré que en los sistemas P-MD y P-M+MD, las formas
lineales y cuadréticas de las variables independientes T y relacién P/AE, tuvieron
un efecto significativo sobre la EE. Mientras que en el sistema P-M, solo la forma
cuadrética de T y las formas lineal y cuadratica de la relacién P/AE tuvieron un
efecto significativo sobre la EE. Los modelos ajustaron (R? ajustado por grados
de libertad) en 85,71% para P-MD, 84,80% para P-M y 85,05% para P-M+MD.
Los residuales fueron menores a seis y mostraron un patrén aleatorio a ambos
lados del cero. La prueba de falta de ajuste fue no significativa en los tres
sistemas, por lo que el modelo cuadratico seleccionado fue adecuado para los
datos observados y las ecuaciones de los modelos describen el efecto de
variables independientes (temperatura y relacion P/AE) en la EE de indicaxantina
para los sistemas P-MD (ecuacion (8), P-M (ecuacion (9) y P-M+MD (ecuacion
(10). En las ecuaciones de los modelos se consideraron los efectos lineales de
los factores Ty P/AE, incluso cuando no fueron significativos, ya que son la base
del experimento. Los efectos cuadraticos de los factores se consideraron en la
construccion de la ecuacion del modelo cuando fueron significativos sobre las
variables respuesta. Las interacciones entre factores no fueron significativas en
ningun caso.

Las gréficas de superficie respuesta para EE de la Figura 12 muestran que los
mayores valores se alcanzaron para relaciones P/AE entre 1:1y 3:1 (P-MD) y
entre 3:1y 4:1 (P-My P-M+MD), con mayor contenido de solidos en la mezcla de
alimentacion al secador, lo que facilita la formacién de la costra alrededor de las
gotas, incrementando la retencion de los pigmentos (Gharsallaoui et al., 2007).
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Figura 12. Graficos de superficie respuesta estimada para la eficiencia de
encapsulacién de indicaxantina (EE) en los sistemas de microparticulas P-MD

(@), P-M (b) y P-M+MD (c).

Sin embargo, el incremento en la concentracion de solidos en la mezcla a secar
es favorable hasta un valor 6ptimo y luego comienza a ser desfavorable. Chong
y Wong (2015) reportaron un aumento del rendimiento en el secado de jugo de
nispero con concentraciones de MD desde 10% a 30%, que se mantuvo



40

constante entre 30% y 40%, pero que disminuyo significativamente con 50% de
MD. Al sobrepasar esta cantidad oOptima de solidos, el incremento de la
viscosidad en la mezcla de alimentacion afecta negativamente el secado (Tontul
y Topuz, 2017).

EE (%)=53,9386 + 0,5731xX; + 1,3167xX,- 0,0018%xX3- 0,3750%X3 (8)
EE (%)=86,0211-1,4156xX;+56,5500%X,+0,0049%xX%-7,9500X X3 (9)
EE (%)=119,2299-0,7686xX;+16,7000xX,+0,0025xX%-2,2500%X3 (10)

Respecto a la temperatura de entrada al secador, en P-MD se observé un
comportamiento tipo cresta empinada en la EE de indicaxantina, donde los
mayores valores se obtuvieron en el rango superior (entre 150 y 180 °C),
mientras que P-M y P-M+MD, mostraron un comportamiento de la superficie
respuesta tipo silla de montar, con los mayores valores de EE de indicaxantina
igualmente a altas temperaturas (180 °C) pero también a bajas temperaturas de
entrada al secador (110 °C), en tanto que a valores intermedios se obtuvieron las
menores EE de indicaxantina.

Otros autores han empleado temperaturas entre 140 y 170 °C para la
encapsulacion de betaxantinas con distintos agentes encapsulantes (Gandia-
Herrero et al., 2010; Gandia-Herrero et al., 2013; Fernandez-Lépez et al., 2018;
Otalora et al., 2018).

Esto puede indicar que existe una variabilidad en las temperaturas de
encapsulaciéon dependiendo del agente encapsulante empleado y las
caracteristicas especificas de los sistemas. Por sobre los 100 °C (sobre la
temperatura de ebullicién del agua) pero bajo los 200 °C, se produce una rapida
formacion de la costra alrededor de la gota con una remocién instantanea del
agua debido a la diferencia entre la temperatura de secado y temperatura de las
particulas, a la vez que se preservan los pigmentos (Gharsallaoui et al., 2007).
Asimismo, la temperatura de secado no solo afecta la encapsulacion, sino
también la humedad de los polvos obtenidos, disminuyendo con el aumento de
la temperatura de entrada al secador, al incrementarse la transferencia de calor
a la particula lo que provee una mayor fuerza para la evaporacion del agua desde
la gota (Gandia-Herrero et al., 2010; Zuanon et al., 2019).

3.3.2. Rendimiento del proceso de secado (R)

El rendimiento (R) representa el porcentaje entre la cantidad de polvo obtenido
después del secado y el contenido de solidos de la solucidén de alimentacion al
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secador. R vario entre 40,4% — 62,3% en P-MD, entre 3,6% — 10,8% en P-M y
entre 4,9% — 31,5% en P-M+MD.

Hubo una reduccion del R al incorporar M en la formulacién. Rendimientos entre
53% — 73% y 42% — 82% se reportaron para la encapsulacion de betalainas de
pulpa y piel de pitaya roja, respectivamente, con mucilago de nopal (Soto-Castro
et al., 2019) y entre 51% — 81% en la encapsulacion de betalainas de betarraga
con maltodextrina y almidén modificado (Zuanon et al., 2019). Vergara et al.
(2014) report6é rendimientos entre 15,5% y 71,5% en pulpa de tuna purpura
encapsulada por secado por atomizacion con almidén modificado.

No se encontraron antecedentes para R en microparticulas de pulpa de tuna
anaranjada; sin embargo, el rendimiento obtenido en P-MD estuvo en el rango
de los estudios antes mencionados (Vergara et al., 2014; Soto-Castro et al., 2019;
Zuanon et al., 2019). Mientras que en P-M y P-M+MD los valores de R fueron
menores, comportamiento que se puede asociar a las caracteristicas de los
agentes encapsulantes empleados (Gharsallaoui et al., 2007). EI mucilago es
conocido por sus propiedades adhesivas (Cardenas et al., 1998; Baca y Boyas,
2019), que incrementan la tendencia de las microparticulas a adherirse a la
camara de secado, disminuyendo el rendimiento. Ademas, las mezclas con
mucilago fueron mas viscosas que aquellas solo con MD, y como se mencioné
anteriormente, una mayor viscosidad provoca una reduccion del rendimiento al
aumentar los sélidos que se pegan a la camara de secado (Cai y Corke, 2000).

El analisis de la varianza mostr6 que en el sistema P-MD, la forma cuadratica de
T y las formas lineal y cuadratica de la relacion P/AE tuvieron un efecto
significativo sobre R. En P-M, solo las formas lineal y cuadréatica de la relacion
P/AE tuvieron un efecto significativo sobre R. Mientras que en P-M+MD las
formas cuadréticas de T y de la relacion P/AE tuvieron un efecto significativo
sobre R. Los modelos ajustaron (R? ajustado por grados de libertad) en 87,26%
para P-MD, 75,40% para P-M y 81,82% para P-M+MD. Los residuales fueron
menores a seis y la prueba de falta de ajuste fue no significativa en los tres
sistemas. Las ecuaciones describen el efecto de las variables independientes (T
y relaciébn P/AE) en el R durante la encapsulacion de los sistemas P-MD
(ecuacion (11), P-M (ecuacion (12) y P-M+MD (ecuacién (13).

R (%)=-107,9815+1,9865xX;+13,1125xX,-0,0068XX$-1,9438x X3 (11)
R (%)=70,0214-0,00095xX;-31,1333xX,+3,7167xX3 (12)
R (%)=-43,2260+2,7887%X;-73,4500%xX,-0,0095xX%+9,4625XX3 (13)

En las ecuaciones de los modelos se consideraron los efectos lineales de los
factores T y P/AE, incluso cuando no fueron significativos, ya que son la base del
experimento. Los efectos cuadraticos de los factores se consideraron en la
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construccion de la ecuacion del modelo cuando fueron significativos sobre las
variables respuesta. Las interacciones entre factores no fueron significativas en
ningun caso por lo que se excluyeron de la construccion del modelo.

Y SRR
0% ‘0 0’ :‘\:‘\\
9 ’Q’ ’AQ‘ e

9979, 99

Y (%)

Y (%)

10 3

Figura 13. Gréficos de superficie respuesta estimada para el rendimiento (R) en
los sistemas de microparticulas P-MD (a), P-M (b) y P-M+MD (c).

Las graficas de superficie respuesta en la Figura 13 muestran que el
comportamiento del rendimiento fue diferente en todos los sistemas. Como se
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menciono, la temperatura no tuvo un efecto significativo sobre el rendimiento en
P-M. Similares resultados se reportaron en jugo clarificado de nispero con MD
(Chong y Wong, 2015) y jugo concentrado de cereza con MD y goma arabiga
(Karaca et al., 2016).

En P-MD y P-M+MD se encontré un incremento del rendimiento con el aumento
de la temperatura del aire de entrada al secador hasta un valor intermedio y luego
una disminucion del rendimiento. Este comportamiento podria estar asociado a
que a medida que se incrementa la temperatura, hasta un valor 6ptimo, se
reduciria la humedad de las particulas, disminuyendo la adherencia a las paredes
y favoreciendo su flujo hacia el ciclén. Por encima de este valor 6ptimo se
modificaria el estado gomoso viscoelastico en la superficie del material de
encapsulacién (Tontul y Topuz, 2017) y también se producirian cambios en la
estructura y el comportamiento termoplastico de las sustancias con alto contenido
de azucares, aumentando la adherencia a la cAmara de secado, lo que resultaria
en un menor rendimiento (Gharsallaoui et al., 2007; Ledn-Martinez et al., 2010).

Respecto a la relacion P/AE, los mayores rendimientos se obtuvieron a la relaciéon
3:1en P-MDy P-My 5:1 en P-M+MD, aunque en P-M y P-M+MD los valores de
rendimiento fueron considerablemente bajos. La informacion referente al efecto
del contenido de encapsulante sobre el rendimiento es contradictoria. Se ha
descrito que, en mezclas con bajo contenido de sélidos, los azlcares y otros
componentes de la pulpa estan mas expuestos a la temperatura y las gotas
chocan con la camara de secado pegandose en la superficie, lo que reduce el
rendimiento (Tontul y Topuz, 2017). Mientras que con alto contenido de soélidos
el incremento en la viscosidad provocaria que las microparticulas se adhieran a
la camara de secado (Cai y Corke, 2000). Ademas, cuanto mas solidos tiene la
mezcla de alimentacion, mas probable es que choquen con la cAmara de secado
y se adhieran a esta (Tonon et al., 2008).

3.3.3. Funcién de Deseabilidad (D)

La funcion de Deseabilidad (D) se empleé para maximizar las dos variables
respuesta (EE de indicaxantina y R) y determinar las condiciones Optimas de
encapsulacion de la pulpa de tuna anaranjada mediante secado por atomizacién
con MD, M y M+MD. La Figura 14 muestra los gréaficos de superficie respuesta
para la funcion D, en los tres sistemas estudiados y las zonas con mayor
Deseabilidad estan sefialadas. En P-MD, el valor D = 0,889, en P-M la D = 0,871
y en P-M+MD la D = 0,620. Las condiciones Optimas de temperatura y relacion
P/AE, asi como los valores predichos y experimentales de EE y R para los tres
sistemas se muestran en la Tabla 8.
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En general, la relacion P/AE resultd ser una variable mas importante en la
encapsulacién de la pulpa respecto a la temperatura del aire a la entrada al
secador. En los tres sistemas la relacion optima P/AE fue 3:1, la que estuvo en
el area central del dominio estudiado en P-MD y en el limite inferior en P-M y P-

M+MD.

Desirability

Desirability

Desirability

Figura 14. Graficos de superficie respuesta estimada para la funcion
Deseabilidad (D) en los sistemas de microparticulas P-MD (a), P-M (b) y P-M+MD

(©).
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Estas condiciones Optimas fueron iguales a las determinadas en dos estudios de
encapsulacién de pulpa de tuna purpura, con MD y almidén modificado (S&enz
et al.,, 2009; Vergara et al., 2014). Sin embargo, otros que se enfocaron en
encapsulacién de betaxantinas emplearon relaciones P/MD de 1:1 (Fernandez-
Lépez et al., 2018) y P/MD/M de 1:1:0,225 (Otalora et al., 2018). En ese sentido,
la relacién 3:1 aporta una concentracion mayor de pigmentos a las mezclas de
alimentacion que la relaciéon 1:1, lo que representa una ventaja en la produccion
de colorantes. Ademas, y hasta donde sabemos, es la primera vez que se reporta
una relacion P/AE 6ptima para la encapsulacion de la pulpa amarillo-anaranjada
de Opuntia ficus-indica.

Tabla 8. Condiciones Optimas y respuestas esperadas en la encapsulacion de
pulpa de tuna anaranjada con MD, M y M+MD

Factor / Respuesta P-MD P-M P-M+MD
Temperatura entrada secador(°C) 150 180 123
Relacion P/AE 3:1 3:1 3:1

EE esperada (%) 99,3 89,3 92,8

R esperado (%) 58,7 9,9 20,3

P: pulpa de tuna anaranjada, MD: maltodextrina, M: mucilago, AE: agente
encapsulante, EE: eficiencia de encapsulacion de indicaxantina, R:
rendimiento del proceso de secado.

La temperatura 6ptima de entrada al secador (150 °C) en P-MD estuvo al centro
del dominio estudiado, mientras que en P-M en el limite superior (180 °C) y en P-
M+MD cercano al limite inferior (123 °C). Otros autores han empleado
temperaturas de 140 °C para la encapsulacion de betaxantina con MD vy
quitosano (Gandia-Herrero et al., 2010; Gandia-Herrero et al., 2013), 160 °C para
la encapsulacion de un extracto rico en betaxantinas de O. ficus-indica, con MD
(Fernandez-Lo6pez et al., 2018) 0 170 °C para un extracto de betaxantinas de O.
megacantha con MD-M (Otalora et al., 2018). Estos resultados indican que existe
una variabilidad importante en la temperatura Optima de secado, la cual es
dependiente del agente encapsulante empleado y es especifico para cada
sistema (Robert et al., 2015). Por lo tanto, se decidié realizar los estudios
posteriores de caracterizacion, estabilidad y aplicacion con microparticulas
obtenidas en iguales condiciones, es decir, temperatura de 150 °C (determinada
para P-MD e intermedia entre la de P-M y P-M+MD) y relacion P/AE 3:1. En estas
condiciones, los valores experimentales de EE de indicaxantina estuvieron
cercanos alo predicho en los tres sistemas, mientas que el rendimiento fue menor
a lo predicho.
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3.4.Caracteristicas de las microparticulas obtenidas en condiciones
Optimas

Para comparar el efecto del tipo de agente encapsulante sobre las caracteristicas
de las microparticulas, en igualdad de condiciones, tal como ya se indico, se
prepararon tres sistemas a 150 °C y relacion P/AE 3:1, usando maltodextrina (P-
MD), mucilago (P-M) y la mezcla 1:1 mucilago-maltodextrina (P-M+MD). El
contenido de solidos de las mezclas alimentadas al secador fue de 14,2%. Este
mismo método se ha empleado anteriormente para comparar el efecto de los
agentes encapsulantes sobre extractos acuosos de pigmentos de Amaranthus
(Caiy Corke, 2000). Las caracteristicas quimicas y fisicas de las microparticulas
en P-MD, P-M y P-M+MD se muestran en la Tabla 9.

La eficiencia de encapsulacion estuvo sobre 85% en los tres sistemas estudiados
y estuvo en el rango de los reportes de EE de indicaxantina y betalainas en
general, entre 71 y 99%, dependiendo de la temperatura del aire de entrada al
secador empleada, asi como del tipo y cantidad de agente encapsulante (Gandia-
Herrero et al., 2010; Vergara et al., 2014; Robert et al., 2015; S4enz et al., 2015;
Fernandez-Lépez et al.,, 2018; Vargas-Campos et al.,, 2018). La EE de
indicaxantina fue significativamente mayor (p > 0,05) para P-MD (100%), seguido
por P-M+MD (93,3%) y P-M (87%), por lo que el comportamiento del mucilago
como agente encapsulante se ve mejorado al combinarlo con maltodextrina. Este
resultado concuerda con lo reportado por Cortés-Camargo et al. (2017) en la
encapsulaciéon de aceite esencial de limén, quienes reportaron que la
encapsulaciéon con mucilago de nopal en combinacién con goma de algarrobo
aumentaba la EE del aceite esencial hasta un 90,6%. Por otra parte, la
concentracion de mucilago empleada (14% en P-M) pudo afectar la
encapsulacién en P-M, ya que en concentraciones mayores a 4% el M mostraria
una tendencia a formar redes y agregados macromoleculares, similar a goma
xantana o goma guar, lo que dificulta la interaccion entre la indicaxantina de la
pulpa y el polimero, reduciendo la encapsulacién del pigmento (Quinzio et al.,
2018).

Respecto al rendimiento, el valor en P-MD (51,2%) fue significativamente mayor
que en P-M (7,0%) y P-M+MD (11,6%). Los valores en rendimiento reportados
se encuentran entre 15% — 82% para microparticulas de betalainas, con
diferentes condiciones y materiales encapsulantes (Vergara et al., 2014; Soto-
Castro et al., 2019; Zuanon et al., 2019). El rendimiento para las microparticulas
de P-MD estan dentro de estos rangos, mientras que el rendimiento para las
microparticulas de P-M y P-M+MD fue significativamente menor. El mucilago es
conocido por sus propiedades adhesivas (Cardenas et al., 1998; Baca y Boyas,
2019), que incrementan la tendencia de las microparticulas a adherirse a las
paredes de la camara de secado, reduciendo el rendimiento. Ademas, la mayor
viscosidad de las mezclas alimentadas con M y M+MD, provocarian una mayor
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adherencia del polimero en la camara de secado, reduciendo el rendimiento (Cai
y Corke, 2000).

Tabla 9. Caracteristicas quimicas y fisicas de las microparticulas obtenidas a 150
°C y relacion 3:1 de los sistemas P-MD, P-M y P-M+MD

Parametrot P-MD P-M P-M+MD

EE indicaxantina (%) 100,0+0,002 87,0+0,45¢ 93,3+0,25°
Rendimiento (%) 51,2+0,782 7,0+0,64°¢ 11,6 £1,09°
Betaxantinas (mg El 100g*) 18,9+0,872 19,8+0,662 18,0+0,772
Polifenoles totales® 4259+ 13,35°¢ 624,7+8,32 590,2+2,87"
Capacidad antioxidante* 87,7+4,35°¢ 176,9+3,442 1162+1,25°
Humedad (%) 3,7+0,55P 6,6 +0,102 45+05°P
Actividad de agua 0,278 + 0,002 b 0,289 + 0,003 2 0,251 + 0,005 ¢
Higroscopicidad (g H20 100 g1) 21,3+ 254" 315+4,242 240+232%
Solubilidad (%) 96,6 3,942 912+3482 926+3,83%2
Tg (°C) 40,54 40,01 41,58
Parametros de Color

L* 91,99+0,082 8857 +0,03¢ 90,24+0,03°
C* 24,11 +0,09¢ 27,54+0,042 25,67 +0,02°
h° 89,50 +0,04° 88,47+0,06°¢ 89,70+0,022
AE* vs. pulpa 7497 +0,042 70,69+0,02¢ 73,00+0,02°

P: pulpa de tuna, MD: maltodextrina, M: mucilago, EE: eficiencia de encapsulacion, El:
equivalente a indicaxantina, Tg: temperatura de transicion vitrea, AE* vs. pulpa: diferencia
de color entre microparticulas y pulpa de tuna anaranjada, *: expresado como mmol
equivalentes a Trolox g?, 8. expresado como mg equivalente a &cido galico 100 g?,
T: medias de tres réplicas + desviacion estandar, letras diferentes en la misma fila indican
diferencias significativas (p < 0,05) y la letra a representa el valor mas alto.

En el caso de P-M y P-M+MD para aumentar el rendimiento al reducir la
adherencia a la camara de secado, se han reportado enfoques basados en el uso
de otros materiales en combinacién con el polimero o en la modificacion del
proceso de secado por atomizacion (Tontul y Topuz, 2017).

Estudios recientes han demostrado que las proteinas (como aislado de proteina
de suero, caseinato de sodio y/o aislado de proteina de soya) aumentan el
rendimiento durante el secado incluso en concentraciones bajas (0,5% — 5%),
debido a la migracion preferencial de la proteina a la interfaz gota-aire y a la
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formacion en la superficie de las particulas de una pelicula de alto contenido
proteinico con propiedades vitreas, que evitan interacciones con la camara de
secado, aumentando el rendimiento (Wang et al., 2011; Fang y Bhandari, 2012).

El raspado mecénico del equipo de secado, la introduccién de aire frio desde el
fondo o la reduccion del flujo de alimentacion a una presion de atomizacion
constante, que disminuye el tamafio de las gotas, aumentando la eliminacién de
agua Yy el rendimiento, son algunos ejemplos de los enfoques basados en el
proceso para aumentar el rendimiento (Tontul y Topuz, 2017). Por lo tanto,
futuros intentos de mejorar el rendimiento utilizando el mucilago como agente
encapsulante podrian incluir la combinacion con aislados de proteinas que
aumenten el rendimiento a baja concentracion o la optimizacion de parametros
del proceso como el flujo de alimentacién o la presion de atomizacion.

Por otro lado, los polifenoles totales y la capacidad antioxidante fueron
significativamente mas altos en los sistemas con mayor contenido de mucilago
(P-M > P-M+MD > P-MD), lo que esta en correspondencia con el alto contenido
de polifenoles encontrado en el mucilago. Por tanto, la presencia del mucilago
en las microparticulas aumenté el contenido de polifenoles y la capacidad
antioxidante, respecto a las microparticulas sin mucilago.

La humedad menor a 6,6% Yy la actividad de agua menor a 0,3 encontrada en las
microparticulas puede ser atribuida a la temperatura de secado de 150 °C,
mientras que P-M alcanzé el valor mas alto de humedad (6,6%) respecto a P-MD
(3,7%) y P-M+MD (4,5%). Valores similares de actividad de agua y humedad se
han reportado en microparticulas de tuna purpura encapsuladas con MD (0,176
y 2,9%, respectivamente) y M+MD (0,205 y 4,8%, respectivamente), usando
mayores temperaturas del aire de entrada al secador (170 °C) (Otalora et al.,
2015). La humedad y la aw son factores importantes en la vida Gtil de ingredientes
en polvo. Valores de humedad bajo 10% y aw menores a 0,6 permiten una mayor
estabilidad microbiolégica y ademas hay una menor movilidad de reactantes
(Martins et al.,, 2017), que disminuye la posibilidad de reacciones de
pardeamiento e hidroliticas en las particulas y su almacenamiento prolongado
(Chong y Wong, 2015; Damodaran, 2017).

Asimismo, la higroscopicidad de las microparticulas fue mayor en el sistema P-M
(31,5 g H20 100 g*?), lo que se puede atribuir a los grupos hidrofilicos del
mucilago (Farias-Cervantes et al., 2017). Valores mas altos se reportaron para
betaninas de Amaranthus encapsuladas con maltodextrina ED 15 — 20 (47 — 58
g H20 100 g) (Cai y Corke, 2000). Mientras que valores menores entre 14 — 17
g H20 100 g se reportaron en polvos secados por atomizaciéon de pitaya roja,
con maltodextrina como encapsulante (Shaaruddin et al., 2017).

La solubilidad de los tres sistemas estuvo sobre 90% y no presentd diferencias
estadisticamente significativas. En los sistemas con mucilago esta alta
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solubilidad pudo estar influenciada por el método de extraccion utilizado
(extraccion acuosa), ya que se ha reportado que el mucilago obtenido por
precipitacion con etanol es menos soluble (Ledn-Martinez et al., 2010; Garcia,
2017). La solubilidad de las microparticulas estudiadas fue mayor a la reportada
en microparticulas de jugo de nispero secado con maltodextrina (85% — 90%)
(Chong y Wong, 2015) y microparticulas de jugo de mango con maltodextrina y
celulosa (72% — 90%) (Cano-Chauca et al., 2005), por lo que se pueden
considerar como un polvo adecuado para formulaciones de jugos o bebidas
instantaneas.

En los tres sistemas el software empleado (Pyris 11, PerkinElmer, Waltham, MA,
Estados Unidos) determiné una temperatura de transicion vitrea (Tg) de
alrededor de 40 °C (Anexo IX). Valores de Tg entre 40 y 50 °C se han reportado
para sistemas con maltodextrina (ED: 15 — 20), en microparticulas de amaranto
y de pulpa de tuna purpura (Cai y Corke, 2000; Otalora et al., 2015); mientras que
empleando MD+M para encapsular pulpa de tuna purpura y anaranjada se ha
reportado valores de 40 y 52 °C, respectivamente (Otalora et al., 2015; Otalora
et al., 2018). La maltodextrina y el mucilago son polisacaridos con diferentes
estructuras quimicas, que interaccionan con otros componentes de las mezclas
(agua, betaxantinas) mediante interacciones tipo dipolo-dipolo o puentes de
hidrégeno, causando variaciones en la estructura polimérica y con agregados
moleculares, lo que puede producir pequefias diferencias en las temperaturas de
transicion vitrea (Otalora et al., 2015; Otélora et al., 2018).

En la Figura 15 se observan las microparticulas de los tres sistemas (P-MD, P-M
y P-M+MD) obtenidas por secado por atomizacion en condiciones optimas (150
°C y relacién P/AE de 3:1).
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Figura 15. Microparticulas de pulpa de tuna anaranjada obtenidas en condiciones
optimas (150 °C vy relacién P/AE 3:1) de los sistemas P-MD (a), P-M (b) y P-
M+MD (c).

Respecto al color de las microparticulas (Figura 15y Tabla 9), la luminosidad (L*)
y el angulo de tono (h°) aumentaron, mientras que la croma (C*) disminuyé en
los tres sistemas, con respecto a los valores de la pulpa, mencionados
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anteriormente (L* = 31,3, C* = 62,6 y h° = 57,6). Se obtuvo un cambio de color
(AE*), entre cada sistema y la pulpa, de 75,0 (P-MD), 70,7 (P-M) y 73,0 (P-
M+MD), como resultado de la encapsulacion de la indicaxantina; ademas MD y
M mostraron mayores valores de L* y un h° de tono més amarillo. Resultados
similares se han descrito anteriormente en pulpa anaranjada de O. megacantha
encapsulada con MD (Otalora et al., 2018). Entre los tres sistemas se encontraron
diferencias significativas en los parametros de color, determinadas
principalmente por el agente encapsulante, con AE* de 4,9 (P-MD vs. P-M), 2,3
(P-MD vs. P-M+MD) y 2,6 (P-M vs. P-M+MD). En otros resultados, Carmona et
al. (2019) reportaron un cambio de color de 43,1 en polvo de pulpa de tuna
anaranjada secada por liofilizacion comparados con la pulpa fresca, usando
maltodextrina como carrier en relacion 1:1 (sélidos pulpa/MD). Las diferencias en
los resultados pueden ser atribuidas a las distintas cantidades de MD empleadas,
asi como al método de secado empleado, a bajas temperaturas. Por otro lado,
es posible que durante la liofilizacion parte de la pulpa se haya encapsulado. Sin
embargo, el principal objetivo de la MD fue actuar como facilitador del proceso
de secado. Por tanto, el polvo final seria distinto al obtenido por secado por
atomizacion, lo que conlleva a la obtencién de un color diferente.

3.5.Estabilidad de las microparticulas almacenadas a 5, 37y 60 °C

La temperatura es considerada como el factor mas critico que afecta la
estabilidad de las betalainas, que son compuestos termolabiles que sufren un
rapido deterioro con pérdida del color (Herbach et al., 2006; Khan, 2016; Martins
et al., 2017). Las microparticulas obtenidas en condiciones éptimas (150 °C y
relacion P/AE 3:1) de los tres sistemas (P-MD, P-M y P-M+MD) se almacenaron
en ausenciadeluza5+2,37+2y60 %2 °C, para evaluar la estabilidad de la
indicaxantina y el color, durante 7 semanas.

En la Figura 16 se muestra la retencion de indicaxantina durante el
almacenamiento en los tres sistemas de microparticulas a las temperaturas
estudiadas, donde se puede observar una mayor estabilidad del pigmento a la
menor temperatura de almacenamiento. En este gréfico, las letras mayusculas
distintas entre sistemas representan diferencias significativas, por dias y las
letras mindsculas distintas entre dias representan diferencias significativas, por
sistemas. Las letras A y a representan los valores mas altos.

A los 49 dias de almacenamiento a 5 °C se observd una alta retencion de
indicaxantina, con valores del 100% para P-MD y P-M+MD y de 88% para P-M.
De similar forma, a 37 °C la retencion de indicaxantina en P-MD y en P-M+MD
fue de 99% y 96%, respectivamente; mientras que para P-M disminuy6
considerablemente (49%). En tanto, a 60 °C la retencion de indicaxantina en P-
MD continud siendo alta (89%) y menor en los sistemas de microparticulas P-
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M+MD (60%) y P-M (32%). Las diferencias en los resultados de estabilidad entre
los sistemas estdn en concordancia con lo planteado por Vergara et al. (2014)
quien considero la higroscopicidad del mucilago como un factor critico en la
estabilidad durante el almacenamiento de las microparticulas. En los sistemas
con presencia de M (P-M y P-M+MD), la indicaxantina se degradaria por una
reaccion de hidrdlisis, produciéndose la pérdida del pigmento y el color (Herbach
et al., 2006).
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Figura 16. Porcentaje de retencion de indicaxantina de las microparticulas
obtenidas en condiciones Optimas durante el almacenamiento a 5, 37 y 60 °C.
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Una retencion de indicaxantina cercana a 100% fue reportada en microparticulas
de indicaxantina purificada con maltodextrina, almacenadas a 4 y 20 °C por 60
dias (Gandia-Herrero et al., 2010); mientras que 96% y 98% de retencion fue
reportado en un extracto centrifugado de pulpa de O. ficus-indica, en iguales
condiciones (60 dias a4y 20 °C, respetivamente) (Fernandez-Lopez et al., 2018).
Soto-Castro et al. (2019) reportaron una retencion de 72,4% — 98,8% en pulpay
piel de pitaya encapsuladas con mucilago de nopal después de 3 meses de
almacenamiento a temperatura ambiente. Zuanon et al. (2019) reportaron
retenciones entre 13% y 52% en microparticulas de extracto de betarraga
encapsuladas con mezclas de maltodextrina y almidén modificado, almacenadas
a 25 °C durante 3 meses. Comparados con estos resultados, la retencion de
indicaxantina determinada en este estudio fue similar e incluso mayor, en
similares temperaturas, considerando que una mayor temperatura de
almacenamiento constituye un factor critico para la estabilidad de las betalainas,
gue aceleraria la degradacion de la indicaxantina, como ya se ha mencionado.
Altas temperaturas (> 50 °C) o incluso temperatura ambiente (~ 25 °C) pueden
provocar reacciones de hidrolisis en las betalainas, mientras que bajo
refrigeracion (< 4 °C), se observa una mayor estabilidad de estos pigmentos
(Martins et al., 2017).

La forma en que el pigmento se ha encapsulado (purificado o en pulpa) podria
tener también influencia en la estabilidad. La presencia de azlcares y mucilago
en la pulpa influencian la estabilidad de la indicaxantina durante el
almacenamiento, ya que el mucilago tiene una alta capacidad de absorcién de
agua y los azucares pueden ser solubilizados, ambos incrementando el agua
disponible para reacciones de degradacion (Vergara et al., 2014). Por otro lado,
algunos autores han sugerido que la presencia de otros compuestos (azucares,
acidos organicos, pectinas) incrementan la estabilidad de las betalainas,
comparadas con soluciones de los pigmentos puros, reduciendo la necesidad de
un proceso de purificacion o extraccion (MolRhammer et al., 2005a; Herbach et
al., 2006).

Sin embargo, en los parametros de color de la microparticulas durante el
almacenamiento a las tres temperaturas estudiadas (Figura 17), se observaron
mayores cambios totales de L*, C* y h® a mayor temperatura y con mayor
presencia de mucilago, que podrian no estar relacionados a la degradacién de la
indicaxantina, sino a otros procesos degradativos. En la Figura 18 estan
representadas las variaciones AL*, AC* y Ah° entre el inicio y el final del
almacenamiento de las microparticulas a 5, 37 y 60 °C. En este gréfico, las letras
minusculas distintas representan diferencias significativas entre sistemas en
cada parametro y la letra a representa el valor mas alto.

Respecto al valor de L*, a 5 °C hubo una disminucion que no fue
significativamente diferente entre los sistemas; mientras que, a 37 °C y a 60 °C,
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la reduccion de L* fue significativamente mayor (entre 10 y 20 veces) con la
presencia de mucilago (P-MD y P-M+MD).
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Figura 17. Cambio en los parametros L*, C* y h° de las microparticulas de los
sistemas P-MD, P-M y P-M+MD durante las 7 semanas de almacenamiento a 5,

37y 60 °C.

En cuanto a C*, a 5 °C se observd una disminucién no significativa entre los
sistemas, como en L*. Contrariamente, a 37 °C y a 60 °C, el valor de C* se
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incrementd durante el almacenamiento, con una variacion significativamente
mayor con la presencia de mucilago en P-M y P-M+MD.
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Figura 18. Variacion de los parametros de color (AL*, AC* y Ah°) entre el inicio y
el fin del almacenamiento (7 semanas) de las microparticulas de los sistemas P-
MD, P-My P-M+MD a 5, 37 y 60 °C.

Con relacion al &ngulo de tono (h°), a 5 °C hubo un aumento en los tres sistemas;
mientras que a 37 °Cy 60 °C hubo una reduccion de h°, siendo significativamente
mayor con la presencia de mucilago (P-M y P-M+MD). De modo general, el
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almacenamiento de las microparticulas en refrigeracién no afecto los parametros
de color, mientras que a temperaturas més altas y principalmente cuando habia
mucilago en las microparticulas, el color de los polvos se volvi6 mas oscuro,
sugiriendo una reaccion de pardeamiento ademas de la degradacion de la
indicaxantina.

Gandia-Herrero et al. (2010) reportaron un incremento de L* de 0,45, de C* de
0,13 y de h° de 1,8 en microparticulas de indicaxantina encapsuladas con
maltodextrina almacenadas a 20 °C en oscuridad, durante 6 meses, con un
cambio del color de los polvos hacia tonos mas claros o tenues, como
consecuencia de la degradacion de la indicaxantina. Mientras que, en
microparticulas de miraxantina V en iguales condiciones, encapsuladas con
maltodextrina, se reporté un AL* de -0,75, un AC* de -5,02 y un Ah° de 0,81 y en
microparticulas encapsuladas con quitosano, un AL* de 2,53, un AC* de -19,67 y
un Ah° de 0,12 (Gandia-Herrero et al., 2013). Estos resultados implicaron que los
pardmetros de color de las microparticulas no cambiaron notablemente durante
el tiempo de almacenamiento en ausencia de luz, independientemente del AE
empleado, a excepcion de C* que disminuyo significativamente con el quitosano
(Gandia-Herrero et al., 2013).

En otros estudios, Zuanon et al. (2019) reportaron en un extracto rico en
betalainas de betarraga encapsulado con mezclas de maltodextrina y almidén
modificado, cambios en L* entre -2,12 y 5,65, en C* entre -15,61y -5,08 y en h°
entre 14,91 y 19,78, lo que significé una reduccion de la contribucién de rojo en
las microparticulas, con lo que el color del polvo se volvié menos intenso y mas
opaco. Asimismo, Galdino et al. (2016) reportaron en microparticulas de pulpa de
tuna amarilla Opuntia ficus-indica encapsulada con maltodextrina y almacenadas
durante 40 diasa 25 °C un AL*de 0,0, un AC* de -1,52 y un Ah° de 0,69; mientras
que a 40 °C el AL* fue de 0,47, el AC* fue de -1,65 y el Ah° de -0,02. Estos
resultados permitieron a los autores concluir que la luminosidad de las
microparticulas se mantuvo casi constante desde el principio hasta el final del
tiempo de almacenamiento y que el predominio del color amarillo no se afecté.
Los resultados del presente estudio son comparables a los reportados
anteriormente, a baja temperatura y utilizando maltodextrina como agente
encapsulante. Con el mucilago como AE no es posible comparar, ya que la
aparicion del pardeamiento no ha sido descrita en los articulos mencionados.

El indice de pardeamiento (IP) ha sido usado anteriormente para describir
cambios de color cuando hay reacciones de pardeamiento, sea de tipo
enzimatico o no enzimatico. El IP representa la pureza del color marron y es uno
de los indicadores mas comunes del pardeamiento en alimentos que contienen
azucares (Palou et al., 1999; Saricoban y Yilmaz, 2010; Lunadei et al., 2011). En
la Tabla 10 se muestran los valores de IP de las microparticulas al inicio y final
del almacenamiento, asi como el cambio experimentado, a las tres temperaturas
evaluadas.
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Tabla 10. indice de pardeamiento (inicial, final y variacion) de las microparticulas
de los sistemas P-MD, P-M y P-M+MD almacenadas a 5, 37 y 60 °C

P-MD P-M P-M+MD

IP dia O 29,5+0,10¢ 36,5+0,04° 32,4+0,03C¢
5°C

IPdia49 28,2+1,15¢ 34,4+0,05P2 30,9+0,290bP

AIP -1,3+1,18¢¢ -21+0,06€¢ -15+0,30%2
37 °C

IP dia49 34,7+0,258 64,9+0,758% 50,2+0,43 B

AIP 5,2+0,25 8¢ 28,4+0,76 82 17,8+ 0,42 EBb
60 °C

IPdia49 429+0,28A° 76,6+0,85%2 59,6 +0,07A°

AIP 13,5+0,284c 40,2+0,854 27,2+0,07 4P

P: pulpa de tuna, MD: maltodextrina, M: mucilago, IP: indice de
pardeamiento, AIP: variacion en el indice de pardeamiento, letras
mindsculas distintas en la misma fila representan diferencias
significativas entre sistemas a una misma temperatura de
almacenamiento. Letras mayusculas distintas en la misma columna
indican diferencias significativas en el IP de cada sistema, entre
temperaturas de almacenamiento. Letras mayusculas subrayadas
distintas en la misma columna indican diferencias significativas en el
AIP de cada sistema entre temperaturas de almacenamiento. Las
letras A, Ay a representan los valores mas altos.

A 5°C el IP de las microparticulas no experiment6 una variacion significativa. Sin
embargo, a 37 y 60 °C se incrementd de forma significativa, siendo mayor el
cambio a mayor temperatura y con mayor presencia de mucilago (P-M y P-
M+MD). Los azucares y el &cido ascérbico, compuestos presentes en la pulpa de
tuna que son substratos de reacciones de pardeamiento (Shinoda et al., 2005;
Stintzing et al., 2005) pudieron contribuir a este cambio, ademas de la oxidacién
de los polifenoles del mucilago. Carmona et al. (2019) reporté un incremento en
el IP de 44, en un colorante concentrado de pulpa de tuna almacenado durante
30 dias a temperatura ambiente (~ 23 °C); mientras que un polvo liofilizado el IP
aumenté 2,2. Estos resultados reafirman que la velocidad de degradacién
durante el almacenamiento se incrementa por la mayor disponibilidad de agua en
el concentrado, lo que podria ocurrir con la presencia de mucilago, como se ha
mencionado. La presencia de oxigeno en el almacenamiento de las
microparticulas también podria contribuir a la ocurrencia de este pardeamiento,
porque promueve la oxidacion del acido ascorbico y los polifenoles (Piga et al.,
2003; Shinoda et al., 2005; Fang y Bhandari, 2010), aungue el oxigeno tiene una
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influencia marginal en la degradacion de las betalainas (Saenz et al., 2012). Por
tal motivo, el uso de atmosferas modificadas con baja concentracion de oxigeno
junto con bajas temperaturas de almacenamiento podria reducir o eliminar la
aparicién de estas reacciones de degradacion y el pardeamiento observado,
permitiendo el uso de las microparticulas como colorantes alimentarios después
de ser almacenadas.

El cambio total de color de las microparticulas (AE*) durante el almacenamiento
a las tres temperaturas estudiadas esta representado en la Figura 19. En este
gréfico, las letras mayusculas distintas entre sistemas representan diferencias
significativas, por dias y las letras minusculas distintas entre dias representan
diferencias significativas, por sistemas. Las letras A y a representan los valores
mas altos.

Se encontré que, al igual que con la retencion de indicaxantina, la disminucién
de la temperatura de almacenamiento redujo la variacion de este parametro. Al
final de las 7 semanas a 5 °C la variacion total del color en los tres sistemas fue
menor a 2. Mientras que a 37 °C el AE* fue de 3,9 en P-MD, de 11,6 en P-M+MD
y de 16,5 en P-M. En tanto, a 60 °C se calculé un AE* de 9,9 en P-MD, de 17,8
en P-M+MD y de 20,9 en P-M. De acuerdo con Obodn et al. (2009) una diferencia
de color de 0 a 1,5 se considera pequefia o no perceptible, mientras que estas
serian claramente evidentes con un AE* mayor a 5. El AE* y el IP observados
podrian estar estrechamente relacionados y serian consecuencia del
oscurecimiento que pudo producirse, en lugar de ser resultado de la degradacion
de la indicaxantina. En microparticulas de indicaxantina purificada encapsulada
con MD almacenadas a 20 °C durante 6 meses, Gandia-Herrero et al. (2010)
reporté un AE* de 0,93, el cual fue mas bajo que el obtenido en el presente
estudio. Mientras que en un extracto de betalainas de betarraga encapsulado con
mezclas de MD y almidén modificado almacenadas a 25 °C por 98 dias, Zuanon
et al. (2019) reporté un AE* entre 3y 12,5.

La temperatura de transicién vitrea de las microparticulas (Tg) es un factor que
pudo influir en las diferencias observadas en la estabilidad de la indicaxantina y
del color, en las diferentes temperaturas de almacenamiento y en los tres
sistemas. La Tg ha sido relacionada con la estabilidad durante el
almacenamiento, recomendandose el empleo de temperaturas de
almacenamiento por debajo del valor de la Tg (Cai y Corke, 2000). Bajo la Tg, las
microparticulas se encuentran en un estado vitreo donde hay un menor
movimiento de moléculas, y las reacciones controladas por difusion estan
inhibidas. En este estado fisico el agua estaria esencialmente “inmovilizada” o no
disponible para las reacciones de degradacion tipicas, lo que aseguraria la
estabilidad de los compuestos (Slade y Levine, 1991). Sin embargo, algunos
autores han demostrado que reacciones como el pardeamiento no enzimatico y
la oxidacion lipidica, pueden ocurrir incluso en el estado vitreo (Tonon et al.,
2010).
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Figura 19. Variacion del color (AE*) de las microparticulas obtenidas en
condiciones 6ptimas durante el almacenamiento a 5, 37 y 60 °C.

Considerando que la Tg de las microparticulas fue de 40 °C, las microparticulas
almacenadas a 60 °C se encontraban en un estado gomoso, lo que favorece la
degradacion de la indicaxantina al incrementarse la movilidad molecular,
acelerandose las reacciones de deterioro. Considerando que la transicion vitrea
ocurre sobre un rango de temperatura y no sobre un valor especifico (Tonon et
al., 2010), las microparticulas almacenadas a 37 °C, podrian estar en transicion
entre el estado vitreo y el gomoso, particularmente las de P-M donde se observo
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aglomeracion. Por lo tanto, de acuerdo con los resultados obtenidos para Tg y
los reportados en la literatura, los polvos deberian conservarse a temperaturas
entre 20 — 25 °C para reducir la degradacion de los pigmentos, incrementar la
estabilidad de las microparticulas y prolongar el tiempo de almacenamiento.
Estas condiciones, junto con el uso de atmdsferas con baja concentracion de
oxigeno permitirian el uso de las microparticulas como colorantes, incluso
después de haber sido almacenadas durante un largo periodo.

3.6.Estabilidad del color y los pigmentos en modelos de alimentos

Las microparticulas de los sistemas P-MD y P-M+MD se aplicaron como un
ingrediente colorante en dos modelos de alimentos, un yogur natural sin aztcar
adquirido del comercio local (Y-P-MD y Y-P-M+MD) y una bebida refrescante
preparada en el laboratorio (B-P-MD y B-P-M+MD) (Obdn et al., 2009), siguiendo
en ambos la retencién de la indicaxantina y el cambio en el color durante 28 dias
de almacenamiento a 5 °C.

Para determinar el color deseado y la cantidad de microparticulas a adicionar en
cada alimento, se midieron los parametros de color (L*, a* y b*) de tres yogures
comerciales de vainilla y tres aguas saborizadas de pera. Estos datos se
compararon con el color de los alimentos preparados en el laboratorio al agregar
0,3 g 100 mL* de microparticulas a la bebida y 0,5 g 100 g al yogur natural
(Figura 20). La seleccion de los productos patrones (un yogur y un agua
saborizada) se realizé de acuerdo con el menor AE* y estan indicados con el
simbolo T. Los productos patrones y con microparticulas se almacenaron en
iguales condiciones (5 + 2 °C, 28 dias) para comparar la estabilidad del color.

Respecto a las cantidades afiadidas de pigmento, no existen restricciones legales
especificas para el empleo de este tipo de colorantes naturales, como es el caso
de la betanina de betarraga, y las legislaciones de Estados Unidos, Europa y
Chile lo condicionan a las Buenas Practicas de Fabricacién (BPF) (EC, 2011;
MINSAL, 2019; FDA, 2020), por lo que la cantidad de microparticulas colorantes
se podrian emplear sin problemas. Otros autores han agregado cantidades
mayores de colorantes a partir de betalainas (0,7 — 7,5 g 100 g') respecto a las
utilizadas en este estudio (Saenz et al.,, 2015; Ruiz-Gutiérrez et al., 2017;
Fernandez-Lépez et al., 2018; Vargas-Campos et al., 2018; Carmona et al.,
2019).

Sin embargo, colorantes sintéticos como la tartrazina y el amarillo crepusculo y
colorantes naturales como el annato y la curcumina si tienen restricciones en
algunas legislaciones, permitiendo cantidades menores a las empleadas en este
estudio. Dentro de los colorantes sintéticos, la tartrazina (E102) y el amarillo
creplsculo (E110) tienen limites de 0,01 g 100 g para la mayoria de los
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productos en Europa (EC, 2011) y el Codex Alimentarius recomienda su uso
hasta un maximo de 0,03 g 100 g en productos lacteos y de 0,005 g 100 g'en
sopas y caldos (Codex, 2019). Dentro de los colorantes naturales, el annato
(E106b) esta permitido hasta 0,001 g 100 g* en productos lacteos fermentados,
licores y otras bebidas con menos de 15% de alcohol y la curcumina (E100ii) se
puede emplear hasta 0,015 g 100 g* en productos lacteos fermentados y hasta
0,02 g 100 gt en licores y otras bebidas con menos de 15% de alcohol en Europa
(EC, 2011). Mientras que la recomendacién del Codex para el empleo de annato
y curcumina en bebidas lacteas es de hasta 0,002 g 100 g* y 0,015 g 100 g+,
respectivamente (Codex, 2019).

Yogures

AE*

Marca 1 Marca 2 Marca 3 Marcal Marca 2 Marca 3

B-P-MD B-P-M+MD

Yogur vainilla vs. yogur lab (0,5g/100 g)

Bebidas
150 ¢
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90

AE*

Marca 1 Marca 2 Marca 3 Marca 1 Marca 2 Marca 3

B-P-MD B-P-M+MD

Agua pera vs. bebida lab (0,3 g/100 mL)

Figura 20. Diferencia de color (AE*) de los yogures de vainilla y las aguas
saborizadas de pera adquiridos del comercio local con los yogures y las bebidas
refrescantes con la adicibn de microparticulas de P-MD y P-M+MD,
respectivamente.

En la Figura 21 se muestra la retencién de la indicaxantina en las bebidas y
yogures con microparticulas P-MD y P-M+MD durante el almacenamiento en
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refrigeracion a 5 °C. En este gréfico, las letras mayusculas distintas entre
sistemas representan diferencias significativas, por dias y las letras mindsculas
distintas entre dias representan diferencias significativas, por sistemas. Las letras
Ay a representan los valores mas altos.
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Figura 21. Porcentaje de retencion de indicaxantina de los yogures y las bebidas
refrescantes coloreadas con las microparticulas de los sistemas P-MD y P-
M+MD, almacenadas durante 28 diasa 5 + 2 °C.

En el yogur el contenido de indicaxantina se mantuvo sin cambios significativos
durante las dos primeras semanas, disminuyendo la retencion de indicaxantina
hasta 83,4% y 82,0% en Y-P-MD y Y-P-M+MD, al final del almacenamiento.
Mientras que, en las bebidas la indicaxantina mostré una menor estabilidad que
en el yogur, disminuyendo significativamente hasta un 12% y 7,4% al final del
almacenamiento, en B-P-MD y B-P-M+MD, respectivamente. Similarmente,
Fernandez-L6pez et al. (2018) reportaron una retencion de indicaxantina mayor
en yogur (95%) que en una bebida (90%), con microparticulas de extracto de
pulpa de tuna anaranjada, almacenados durante 28 dias en refrigeracion (4 °C).
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Las retencion de indicaxantina reportadas por Fernandez-Lopez et al. (2018)
fueron mayores a las encontradas en el presente estudio, lo que se deberia al
mayor contenido en indicaxantina en el extracto inicial (27,5 mg 100 g1) y a la
mayor cantidad de colorante (1,5 g 100 g) adicionado. Mientras que, en el
presente estudio se empled pulpa con concentracion de indicaxantina de 8,0 mg
100 gy se adicion6 0,3y 0,5 g 100 g* de microparticulas. La concentracion de
betalainas presentes en una matriz ejerce un papel determinante en su
estabilidad, por lo que un mayor contenido inicial incrementaria la estabilidad de
los pigmentos en el tiempo (Khan, 2016; Martins et al., 2017), ya que la
degradacion de las betalainas sigue una cinética de primer orden, donde la
velocidad depende de la concentracion inicial del pigmento (Coskuner et al.,
2000; Fernandez-Lopez et al., 2012).

De igual manera, en los parametros de color (L*, C* y h°) se observdo mayor
cambio en las bebidas que en los yogures (Figura 22), durante los 28 dias en
refrigeracion. Las variaciones totales AL*, AC* y Ah°, entre el inicio y el final del
almacenamiento de los alimentos a 5 °C estan representadas en la Figura 23. En
este grafico, las letras distintas representan diferencias significativas entre
sistemas en cada parametro y la letra a representa el valor mas alto.

Respecto al valor de L*, en los yogures hubo un leve aumento de 0,2 en Y-P-MD,
de 0,4 en Y-P-M+MD, sin diferencias significativas entre estos sistemas; mientras
gue en Y-Comercial no hubo cambio en L*. Asimismo, en las bebidas hubo un
aumento de la luminosidad de 2,4 en B-P-MD y B-P-M+MD, que fue
significativamente mayor, respecto a la B-comercial, donde L* disminuyo 0,8.
Estas variaciones se reflejaron en las bebidas con microparticulas, volviéndose
mas palidas, a diferencia de la bebida con los colorantes sintéticos, en la cual el
aumento de L* fue pequefio y no se observd una variacion perceptible (Figura
24), con lo que se reafirman la mayor estabilidad de los colorantes sintéticos por
sobre los naturales, en bebidas de fantasia.

En cuanto a la croma (C*), en los yogures se observé un incremento de 0,8 en Y-
Comercial, que fue significativamente mayor al incremento de 0,2 en Y-P-MD y a
la disminucién de 0,04 en Y-P-M+MD. En las bebidas, las variaciones de C*
fueron mayores, con disminuciones de 5,1 en B-P-MD y de 4,9 en B-P-M+MD, lo
que significé un descenso en la intensidad del color (Obén et al., 2009). En B-
Comercial, hubo un incremento de C* de 0,1. Estos cambios en las bebidas,
principalmente, significaron que se volvieron mas claras durante el
almacenamiento, como consecuencia de la pérdida de indicaxantina (Figura 24).

En relacion al angulo de tono (h°), en los yogures hubo un aumento de 2,4 en Y-
P-MD y de 1,7 en Y-P-M+MD, mientras que en Y-Comercial hubo una
disminucién de 0,8; indicando que no ocurrié un cambio del angulo apreciable,
por lo que la tonalidad del color se mantuvo practicamente constante en el tiempo
(Obon et al., 2009). Por otro lado, en las bebidas el cambio en h° fue mayor, con
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incrementos significativos en B-P-MD y en B-P-M+MD, de 8,9, y 7,5 que indican
un movimiento de la tonalidad de las bebidas, acercandose a la zona de color
verde y alejandose de los tonos amarillo-anaranjados (Anexo XIX), lo que unido
a los cambios en los pardmetros C* y L*, provocaron una pérdida del color
apreciable (Figura 24). Mientras que, en B-Comercial la variacion fue solamente
de 0,2, debido a la ya mencionada alta estabilidad de los colorantes sintéticos.
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Figura 22. Cambio en los parametros L*, C* y h° de los yogures y las bebidas
refrescantes coloreadas con las microparticulas de los sistemas P-MD y P-M+MD
y los productos comerciales, almacenadas durante 28 dias a 5 °C.

En términos generales, el color de los yogures no sufri6 cambios durante el
almacenamiento, mientras que la intensidad del color de las bebidas coloreadas
con las microparticulas disminuy0, haciéndose mas palidas y claras, debido a la
degradacion de la indicaxantina (Obon et al., 2009). Aunque el colorante sintético
no experimentd cambios notables, el uso de colorantes naturales como estas
microparticulas amarillas para formular bebidas refrescantes u otros alimentos
que son consumidos especialmente por nifios permitiia aumentar las
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expectativas de los consumidores de alimentos mas limpios, considerados
seguros y no perjudiciales para la salud.
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Figura 23. Variacion de los parametros de color (AL*, AC* y Ah°) entre el inicio y
el fin del almacenamiento a 5 °C de los yogures y las bebidas refrescantes
coloreadas con las microparticulas de los sistemas P-MD y P-M+MD vy los
productos comerciales.

Fernandez-Lépez et al. (2018) reportaron en el yogur con microparticulas de
pulpa amarilla de tuna con MD, una reduccion de C* (0,7), L* (0,3) y h° (1,63),
gue en general fueron pequenias, al igual que en el presente estudio. En la bebida
los autores reportaron un incremento de C* (0,34) y reducciéon de L* (2,3) y h°
(1,3), menores a las obtenidas en el presente estudio, que podrian estar
relacionadas al efecto de la concentracion de pigmentos, discutido mas arriba.

En yogures coloreados con emulsiones dobles de extracto de pulpa rojo-purpura
de Opuntia oligacantha en concentraciones de 10%, 20% y 30%, se observaron
variaciones de L* entre -6,6 y 10,3 durante 36 dias a 4 °C; mientras que la
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componente a* vario entre -0,1y -0,4 y la b* entre 2,0 y 0,95, respectivamente ().
Por otra parte, Obon et al. (2009) reportaron en yogures no endulzados,
coloreados con polvos de color rojo-purpura de Opuntia stricta, durante un mes
de almacenamiento, un incremento de h° de 5,7, con un cambio en la tonalidad
del purpura al rojo; una reduccion de C* de 3,9 y un incremento en L* de 1,1, que
indicaron una caida de la intensidad del color y aumento de la luminosidad. En
un segundo modelo de alimento (bebida refrescante), los mismos autores (Obdn
et al., 2009) no observaron cambios en la tonalidad (h°); mientras que en C* hubo
una disminucién de 4,5y en L* un incremento de 2,2 que resultan similares a los
obtenidos en el presente estudio.
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Dia 0
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Figura 24. Fotografias de los yogures y las bebidas refrescantes al inicio y final
del almacenamiento a5 + 2 °C.

El cambio total de color de los yogures y las bebidas refrescantes con
microparticulas P-MD y P-M+MD durante el almacenamiento en refrigeracion
esta representado en la Figura 25. En este grafico las letras mayusculas distintas
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entre sistemas representan diferencias significativas, por dias y las letras
minudsculas distintas entre dias representan diferencias significativas, por
sistemas. Las letras A y a representan los valores mas altos.
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Figura 25. Variaciéon del color (AE*) de los yogures y las bebidas refrescantes
coloreadas con las microparticulas de los sistemas P-MD y P-M+MD vy los
productos comerciales, almacenadas durante 28 dias a 5 °C.

En la Figura 25 se observa que, al igual que con la retencion de indicaxantina, el
color del yogur se mantuvo estable durante los 28 dias. Al final del
almacenamiento el AE* en los yogures fue de 0,61, 0,56 y 0,82 para Y-P-MD, Y-
P-M+MD vy Y-Comercial, respectivamente, el cual fue practicamente
imperceptible (Cserhalmi et al., 2006; Mokrzycki y Tatol, 2011) y mostré una
estabilidad similar en los tres productos. Mientras que, en las bebidas el AE* fue
de 5,68, 5,42 y 0,20 para B-P-MD, B-P-M+MD y B-Comercial, respectivamente.
Por tanto, como era de esperar, la bebida comercial con colorante sintético fue
mas estable. En este contexto, la alta estabilidad de los colorantes sintéticos es
una de las razones por las que se siguen empleando a pesar de sus implicaciones
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en la salud (Rymbai et al., 2011; Kobylewski y Jacobson, 2012). En cualquier
caso y dado que el AE* estuvo cercano a 5, que es el limite para un cambio visual
evidente, perceptible para los 0jos no expertos (Obén et al., 2009), el uso de una
concentracion inicial de microparticulas méas alta resolveria este problema.
Ademas, el empleo de las microparticulas en la formulacion de alimentos
instantaneos en polvo, que se consumen después de su preparacion, parece ser
otra alternativa de uso viable.

Ferndndez-Lopez et al. (2018) empleando microparticulas de extracto de pulpa
amarilla de tuna con MD reportaron un cambio de color similar en yogur (0,95);
mientras que en una bebida el AE* fue de 2,35. En otros estudios, Carmona et
al. (2019) reportaron un mayor AE* (15,7) en bebidas preparadas con pulpa de
tuna anaranjada liofilizada, después de 30 dias en almacenamiento a 4 °C en
oscuridad y Saenz et al. (2015) obtuvieron valores de AE* entre 30,9 y 53,1 en
bebidas coloreadas con microparticulas de pulpa y extractos ultrafiltrados de tuna
parpura, almacenados en condiciones similares, de acuerdo con la menor
estabilidad de la betanina respecto a indicaxantina.

La mayor estabilidad de la indicaxantina y el color observada en los yogures,
respecto a las bebidas, puede ser atribuida a la diferencia entre las matrices
(semigrasa vs. acuosa). En el yogur existe una menor posibilidad de movilidad
de los componentes hidrosolubles como la indicaxantina (Fernandez-Lopez y
Almela, 2001; Fernandez-Lo6pez et al., 2012; Khan, 2016) y por tanto una menor
posibilidad de reacciones de degradacion, en comparacion con la matriz acuosa.
Una vez que las microparticulas son agregadas a las bebidas, la mayor parte de
las betalainas se liberan por la alta solubilidad de las microparticulas (> 90%),
perdiendo su proteccion (Saenz et al., 2015).

Por otra parte, el pH de las matrices también influiria en estos resultados. El pH
del yogur permanecié constante durante el almacenamiento, en los tres sistemas
(4,2 — 4,3). Mientras que el pH de las bebidas B-P-MD y B-P-M+MD disminuyé
desde un valor inicial de 3,0 hasta 2,7 el dia 28 y el pH de B-Comercial se
mantuvo entre 3,6 — 3,4. Este es uno de los factores que afecta la estabilidad de
las betaxantinas, el mas importante descrito después de la temperatura (Herbach
et al., 2006; Khan, 2016). La indicaxantina tiene cierta estabilidad a pH entre 4 y
7, siendo mas estable a pH = 5,5, cercano al pH natural de la fruta (Cai et al.,
2001; Herbach et al., 2006). Bajo pH = 3, con condiciones acidas, se produce la
hidrolisis de la indicaxantina (Stintzing et al., 2002), que produciria un ligero
incremento del acido betaldmico de color amarillo palido (aproximadamente 1%
de la cantidad inicial de betaxantina), el cual es inestable y se degrada facilmente,
con pérdida total del color (Gandia-Herrero et al., 2010).
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3.6.1. Cinética de degradacion de laindicaxantina en las bebidas

La degradacion de la indicaxantina en la pulpa amarillo-anaranjada de O. ficus-
indica, siguié una cinética de pseudo-primer orden, similar a lo reportado
(Coskuner et al., 2000; Séenz et al., 2009; Fernandez-Lopez et al., 2012; Saenz
et al.,, 2015; Carmona et al., 2019). Por tanto, las constantes de velocidad de
degradacion (Kobs.) en las bebidas se obtuvieron a partir de las pendientes de los
gréaficos del logaritmo natural del porcentaje de retencion de indicaxantina vs. el
tiempo de almacenamiento (Figura 26).

In (% Retencion de indicaxantina)

05t @ B.P-MD R?adj.= 0,90
A  p.p-M+MD R? adj= 0,93

0 5 10 15 20 25 30 35
tiempo (dias)

Figura 26. Logaritmo natural del porcentaje de retencion de indicaxantina vs. el
tiempo de almacenamiento en refrigeracion, de las bebidas refrescantes
coloreadas con microparticulas de los sistemas P-MD y P-M+MD.

En la Tabla 11 se muestran las constantes de velocidad de degradacion de las
bebidas B-P-MD y B-P-M+MD durante el almacenamiento a 5 + 2 °C. En los
yogures no se determinaron las constantes porque al final del almacenamiento la
retencion se mantuvo sobre el 50%.

Tabla 11. Constantes de velocidad de degradacidén de las betaxantinas en las
bebidas refrescantes almacenadas a 5 °C

Bebida refrescante  kobs. (dias™) R? ajustado (g.l.)
B-P-MD 7,8 x102+4,0x 1020 0,90
B-P-M+MD 9,7x102+6,0x10*® 0,93

B: bebida; P-MD: microparticulas de pulpa de tuna con maltodextrina; P-
M+MD: microparticulas de pulpa de tuna con mezcla mucilago-maltodextrina;
g.l.: grados de libertad; letras diferentes muestras diferencias significativas y
la letra a representa el valor mas alto.
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La constante de degradacion en la bebida B-P-M+MD fue mayor, indicando que
B-P-MD fue levemente mas estable durante el almacenamiento refrigerado.
Saenz et al. (2015) reportaron menores constantes de degradacion de
indicaxantinas (1,6 — 2,3; 2,4 — 2,6 y 3,0 — 3,2) x 10?2 dias, en bebidas de
fantasia coloreadas con microparticulas de pulpa de tuna puarpura, extracto
ultrafiltrado y nanofiltrado, respectivamente, encapsulados con dos almidones
modificados. Estos resultados evidenciaron qué aun cuando se esperaria un
comportamiento similar en todos los sistemas, la velocidad de degradacion de los
pigmentos se ve afectada tanto por la matriz en que se encuentra como por el
tipo de agente encapsulante. Carmona et al. (2019) reportaron mayores
constantes de velocidad de degradacién (2,0 x 10! dias™) en bebidas modelo
con colorantes liofilizados de tuna anaranjada, lo que indica que los pigmentos
guedaron sin ninguna proteccibn una vez disueltos y que los agentes
encapsulantes de las microparticulas obtenidas por secado por atomizacion le
confieren cierta proteccién aun después de que estas se disuelvan en el agua.
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CONCLUSIONES

En la microencapsulacién por secado por atomizacion de la pulpa de tuna
anaranjada (Opuntia ficus-indica) la temperatura de secado y la relacion
pulpa/agente encapsulante tuvieron un efecto significativo sobre la EE de
indicaxantina y el rendimiento del proceso.

Los agentes encapsulantes utilizados para la obtencién de microparticulas
de pulpa de tuna anaranjada, maltodextrina (MD), mucilago (M) y mezcla
de mucilago-maltodextrina (M+MD) afectan las caracteristicas de estas,
asi como la estabilidad de la indicaxantina. La maltodextrina y la mezcla
mucilago-maltodextrina encapsularon una gran cantidad de pigmento
(mas del 90%), manteniendo su estabilidad y conservando el color durante
el almacenamiento, mostrando una alta interaccion pigmento-
maltodextrina.

Las condiciones 6ptimas para la encapsulacién con MD (temperatura del
aire de entrada: 150 °C y relacion P/AE 3:1) muestran que la relacion
pulpa/agente encapsulante tiene mas influencia que la temperatura en el
rendimiento durante la encapsulacion.

La retencion de indicaxantina durante el almacenamiento es alta en todos
los sistemas de microparticulas estudiados, sin embargo, se observa que
a 60 °C el mucilago, al aumentar la higroscopicidad de las particulas
contribuye a la degradacion de los pigmentos, probablemente por una
reaccion de hidrdlisis.

Las microparticulas con maltodextrina (P-MD y P-M+MD) muestran un
comportamiento similar como colorantes en un yogur y en una bebida
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refrescante, siendo mas estables en el yogur, debido posiblemente a una
menor liberacion en esa matriz que en agua.

El color del yogur con microparticulas (P-MD y P-M+MD) muestra similar
estabilidad que el color del yogur con colorante natural comercial, siendo
esto un punto favorable para su potencial comercial, cumpliéndose la
hipotesis planteada al respecto.

En los sistemas de microparticulas P-MD y P-M+MD se cumple la hipétesis
que plantea que la eficiencia de encapsulaciéon y estabilidad de
indicaxantina serian similares, aun empleando agentes encapsulantes
distintos.

Por lo tanto, el mucilago de nopal con adicion parcial de maltodextrina,
puede ser un agente encapsulante de la pulpa de tuna anaranjada,
proporcionando un colorante amarillo-anaranjado natural para alimentos,
dando, ademas, una nueva alternativa de utilizacion a una planta de bajo
requerimiento hidrico.
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ANEXOS

Anexo |. Publicaciones y presentaciones en congresos

Publicaciones

+ Carmona, J. C., Robert, P., Vergara, C. y Saenz, C. 2021. Microparticles
of yellow-orange cactus pear pulp (Opuntia ficus-indica) with cladode
mucilage and maltodextrin as a food coloring in yogurt. LWT — Food
Science and Technology. 138, 110672. DOI: 10.1016/j.lwt.2020.110672.

+ Carmona, J. C., Robert, P., y Saenz, C. Yellow-orange cactus pear
(Opuntia ficus-indica) microparticles as colorants: stability in storage and a
food matrix. Food Science and Technology International, (en revision).

+ Saenz, C., Carmona, J. C., Vergara, C., y Robert, P. 2021. Cactus pear as
coloring food: application in different food matrices. In: Ramadan, M. F.,
Moussa-Ayoub, T.E. y Rohn, S. (eds.) Opuntia spp.: Chemistry, Bioactivity,
and Industrial Applications. Cham, Switzerland. Springer Nature
Switzerland AG.(en revision).

+ Carmona, J. C., Fabry, A. M. y S4enz, C. 2019. Coloring foods from yellow-
orange cactus pear. Acta Horticulturae, 1247, 15-22. DOI:
10.17660/ActaHortic.2019.1247.3.

Presentaciones en congresos

+ Carmona, J. C., Sdenz, C., Vergara, C. y Robert, P. 2018. Optimizacién de
la encapsulacion de pulpa de tuna anaranjada mediante superficie
respuesta. V Congreso Internacional de Ingenieria Quimica,
Biotecnoldgica y Alimentaria, La Habana, Cuba.

+ Saenz, C., Pinto, R., Fabry, A. M., Carmona, J. C., Apablaza, E. y Prat, M.
L. 2018. Potencial agroalimentario de cactaceas del norte de Chile. V
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Saenz, C., Garcia, N., Carmona, J. C. y Robert, P. 2018. Optimizacion del
proceso de extraccién acuosa y secado del mucilago de nopal (Opuntia
ficus-indica). V Congreso Internacional de Ingenieria Agroindustrial, San
Carlos, Alajuela, Costa Rica.

Carmona, J. C., Séenz, C. y Robert, P. 2018. Effect of spray drying process
on physicochemical properties of mucilage extracted from cactus pear
(Opuntia ficus-indica) cladodes. International Conference on Advanced
Polymers, Biomaterials and Nanomedicine, Flic en Flac, Mauricio.

Carmona, J. C., Fabry, A. M., Saénz, C. 2017. Coloring foods from yellow-
orange cactus pear. IX International Congress on cactus pear and
Cochineal, Coquimbo, Chile.

Saenz, C., Pinto, R., Fabry, A. M., Carmona, J. C., Franck, N. 2017.
Characterization of rumba fruits (Corryocactus brevistylus) from northern
Chile. IX International Congress on cactus pear and cochineal, Coquimbo,
Chile.

Otras presentaciones
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Escuela de verano DOCNUTAL. 2019. Optimizacion de la encapsulacion
de pulpa de tuna anaranjada mediante superficie respuesta. Facultad de
Ciencias Agronomicas, Santiago.

VI Jornadas de Investigacion DOCNUTAL. 2018. Efecto del secado por
atomizacion en las propiedades fisicas y quimicas del mucilago extraido
de las paletas de nopal (Opuntia ficus-indica) para su uso como agente
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evaluacion de un “alimento colorante” de frutos de tuna anaranjada
(Opuntia ficus-indica) para su aplicacion en alimentos. Instituto de
Nutricién y Alimentos, Santiago.
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Anexo Il. Determinacion del contenido de polifenoles totales por el método de
Folin-Ciocalteu (Singleton y Rossi, 1965)

Fundamento

Consiste en oxidar los compuestos fendlicos presentes en la muestra, por medio
de una mezcla de &cidos fosfotingstico y fosfomolibdico conocida como reactivo
de Folin-Ciocalteu, los cuales, en presencia de polifenoles, son reducidos a
oxidos azules de tungsteno y molibdeno.

Materiales

+ Agua destilada

Reactivo de Folin-Ciocalteu

Carbonato de sodio al 20%

Puntas de micropipeta de 20 — 200 uL
Puntas de micropipeta de 100 — 1000 pL
Puntas de micropipeta de 1 — 5 mL
Micropipetas (hasta 200 pL, 1000 pL y 5 mL)
Cuentagotas plastico

+ Matraz de aforo (10, 25 mL)

-+ F F F F F

Procedimiento
Preparaciéon de la muestra

Se pes6 8 g y se aforé con agua destilada en un matraz de 25 mL, luego se
centrifug6 durante 20 minutos a 3000 rpm, y el sobrenadante se filtr6 a través de
una membrana de 0,45 pm.

Método Folin-Ciocalteu

En un matraz aforado de 10 mL se coloc6 0,1 mL de muestra y se agreg6 4,9 mL
de agua destilada. Luego, se agreg6 0,5 mL de reactivo de Folin-Ciocalteu, se
agitdé y se dejé en reposo durante 3 minutos. Posteriormente se afladié 1,7 mL
de carbonato de sodio al 20%, se aforé con agua destilada y se dejo reposar por
30 minutos en oscuridad. En paralelo se preparo un blanco en cual se adicion6 5
mL de agua destilada, siguiendo el mismo procedimiento para la muestra.
Finalmente se midi6 la absorbancia a una longitud de onda de 765 nm. Para los
calculos del contenido de polifenoles totales, se realizé una curva de calibrado
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de &cido galico (y =1,2677 x; R>=0,99); donde: y es la absorbancia de la muestra
(U.A)) y x es la concentracion de polifenoles (mg mL™).

1,20 -

1,00 -
£ 0,80 -
[ o

@
2 0,60 -
o

4
2 0,40 |

0,20 + y =1,2677x R*= 0,9991

D’DD 1 T 1 T 1
0,00 0,20 0,40 0,60 0,80 1,00
Concentracion (mg/mL)

Curva de calibracion de acido galico para la determinacion de polifenoles totales
por el método de Folin-Ciocalteu.
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Anexo lll. Determinacion del contenido de azucares totales por el método de la
Antrona (Osborne y Voogt, 1978)

Fundamento

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

Materiales

+ Acido perclorico al 52%

Reactivo de Antrona

Solucién de glucosa (0,03%; 0,05%; 0,07%; 0,1%; 0,15% y 0,17%)
Agua destilada

Matraz Erlenmeyer (250 mL)

Matraz de aforo (100; 250 mL)

Tubos de vidrio con tapa

+ Papel de filtro

- F F F F F

Procedimiento
Preparacién de soluciones:

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

+ Acido sulfarico al 76%: se prepar6 afiadiendo cuidadosamente 760 mL
de acido (peso especifico 1,84) a 330 mL de agua destilada. La mezcla se
enfrié antes de usar.

+ Reactivo de Antrona: se prepar6 al 0,1% disolviendo el reactivo en el
acido sulfarico al 76%. Se prepar6 solo la cantidad suficiente para los
analisis del dia.

+ Soluciones de glucosa: se disolvieron 100 mg de glucosa en 100 mL de
agua destilada, luego se diluyeron 3, 5, 7, 10, 15y 17 mL de esta solucion
en matraces de aforo de 100 mL, aforando con agua destilada. Se preparé
una curva de calibracion con glucosa.
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Método de Antrona

Se pesaron 2 g de muestra himeda, en un matraz Erlenmeyer con tapa y se
mezclaron con 10 mL de agua destilada y 15 mL de acido perclérico al 52%, una
vez agitada la mezcla se dejé reposar por 12 horas para producir la hidrélisis de
la muestra. Después de la hidrdlisis, se adicioné agua destilada hasta 100 mL
aproximadamente, la mezcla se filtr6 en papel filtro y se recibié en un matraz
aforado de 250 mL, el filtro se lavé con agua destilada y luego se aforé. De esta
solucién, se tomaron 10 mL y se agregaron a un matraz de 100 mL aforando con
agua destilada. De esta ultima solucion se tomé una alicuota de 1 mL y se agregé
a un tubo con tapa, en el cual se agregaron 5 mL del reactivo de Antrona. El tubo
se agitdé en un vortex y se llevé a un bafio a temperatura de ebullicion por 12
minutos; luego, se enfrié rapidamente con agua fria y se ley6 la absorbancia a
una longitud de onda de 620 nm. Paralelamente se preparé un tubo con 1 mL de
agua destilada més los 5 mL de reactivo de Antrona (blanco) y un set de 6 tubos
con 1 mL de soluciones de glucosa (0,03%; 0,05%; 0,07%; 0,1%; 0,15% y 0,17%)
mas los 5 mL de reactivo de Antrona en cada uno para realizar la curva de
calibracion.

Para los calculos del contenido de azucares totales, se emple6é una curva de
calibrado de glucosa (y = 5,4272 x; R? = 0,99), donde: y es la absorbancia de la
muestra (U.A.) y x es la concentracién de glucosa (mg mL™1).

1,00
0,90
0,80
© 0,70
20,60
[1+]
£ 0,50
2
2 0,40
0,30
0,20
0.10 y = 5,4272x R® = 0,9986
0,00
0,00 0,05 0,10 0,15 0,20
Concentracion glucosa (mg/ml)

Curva de calibracion de glucosa para la determinacion de azucares totales por el
método de Antrona.
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Anexo IV. Determinacion de la capacidad antioxidante por el método de ORAC
(Davalos et al., 2004)

Fundamento

Consiste en determinar mediante fluorimetria la capacidad del compuesto
estudiado para retardar la caida en la fluorescencia como consecuencia de la
oxidacion de la fluoresceina, en presencia de un agente oxidante (AAPH).

Materiales

*

- F +F & F F F

*

Cloruro de Sodio (NaCl)

Cloruro de Potasio (KCI)

Dihidrégeno Fosfato de Sodio (NaH2POa4)
Dihidrégeno Fosfato de Potasio (KH2POa)
Acido Clorhidrico (HCI)

Hidroxido de Sodio (NaOH)

Fluoresceina

AAPH

Estandar Trolox

Procedimiento

Preparacion de soluciones

*

Solucién PBS (buffer): para un litro de solucion buffer se pesaron las
siguientes cantidades: 8,06 gr. de NaCl; 0,22 gr. de KCI; 1,15 gr. NaH2POa4
Di hidrato; 0,20 gr. KH2POa. Se disolvieron en 750 mL de agua milli-Q y se
ajusté a pH 7,0 con HCL o NaOH al 10%, se enraz6 a 1 L y se agito.

Preparaciéon solucion stock fluoresceina (duracién 7 dias
refrigerado): se pesaron exactamente alrededor de 22 mg de fluoresceina
en un matraz aforado ambar de 50 mL, se disolvid y se enraz6 con solucion
de PBS.

Solucién diaria fluoresceina (duracién 1 dia a temperatura ambiente):
se tomo una alicuota de 0,050 mL de solucion stock en un matraz aforado
ambar de 10 mL, se homogeneizé y se realiz6 una segunda dilucién de 2
mL en un matraz aforado de 100 mL, se aforo con solucion de PBS pH 7,0
y se homogeneiz6 agitando.
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+ Solucién radical AAPH (duracion 1 dia refrigerada): concentracion: 46
mg mL?1. Se prepard el volumen necesario de solucién a ocupar de
acuerdo con la cantidad de muestras a analizar en el dia. Se peso la
cantidad de masa necesaria y se trasvasijé en un matraz de volumen
apropiado con tapa, se disolvid con solucién PBS previamente mantenida
a 37°C, se agité y homogeneizé.

+ Solucion Stock Estandar Trolox (duraciéon dos dias refrigerado en
ausencia de luz): se pes6 exactamente alrededor de 25 mg de estandar
Trolox en un matraz aforado &mbar de 50 mL, se disolvié directamente y
se aford con buffer PBS a 37 °C.

Curva de calibrado estandar Trolox (duracion un dia en ausencia de luz)

Punto Alicuota Vol. matraz Concentraciéon (uM) Solucion
1 0,5 mL (Sol Stock) 10 mL 100 1
2 5,0 mL (Sol. 1) 10 mL 50 2
3 5,0 mL (Sol. 2) 10 mL 25 3
4 5,0 mL (Sol. 3) 10 mL 12,5 4
5 5,0 mL (Sol. 4) 10 mL 6 5
6 10,0 mL (buffer) 10 mL 0 buffer

Preparacion muestra (Duracién un dia a temperatura ambiente y luz)

Previo a tratar la muestra se centrifugé por 10 min y se filtré por 0,45 um. Se
diluyeron 50 uL de la muestra original en un matraz aforado de 50 mL con PBS y
una alicuota de este (50 pL) en un matraz aforado de 20 mL con solucién de PBS.

Método de ORAC

En cada pocillo de la placa, se colocaron 150 uL de fluoresceina, 25 uL de AAPH,
25 pL de blanco, muestra y estandar. Se agité suavemente por algunos segundos
y se coloco la placa en el instrumento iniciando el programa. La fluorescencia se
midié inmediatamente después de la adicidon de AAPH hasta que la intensidad
fue menor al 5% del valor de la lectura inicial. Los valores ORAC, expresados
como pumoles equivalentes de Trolox, se calcularon mediante la ecuacién (14),
donde AUC es el area bajo la curva, C es la concentracion del estandar de Trolox
y K es el factor dilucién de las muestras (K x 0,001 x 0,025).

ORAC = (AUCmuestra - AUCblanco)/(AUCTrolox - AUCblanco) * CTrolox * K (14)
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Anexo V. Determinacion del contenido de betalainas por espectrofotometria
(Stintzing et al., 2005)

Materiales
+ Buffer Mcllvaine pH 6,5
Procedimiento
Preparacion buffer Mcllvaine pH 6,5:
+ Solucion A: 0,1 M &cido citrico (CeHsO7.1H20) = 21,01 g L*

+ Solucién B: 0,2 M dihidrégeno fosfato de sodio (Na2zHPO4.2H20) = 35,60
gLt

+ Para obtener una solucién a pH 6,5 se mezclan 29,65 mL de Ay 70,35 mL
de B.

Preparacion de la muestra

+ Pulpa de tuna: se pesaron 4 g de muestra de pulpa y se aforé con agua
destilada en un matraz de aforo de 25 mL, posteriormente se sometio a
centrifugacion durante 5 minutos a 5000 rpm, el sobrenadante obtenido se
filtr6 a través de una membrana de 0,22 um, se tomo una alicuota de 1 mL
que se aforé en un matraz de 10 mL con la solucién buffer Mcllvaine pH
6,5. Luego se leyo en espectrofotdmetro a longitudes de onda de 480, 538
y 600 nm, respectivamente.

+ Preparacion de estandares de betanina e indicaxantina: la separacion
por columna de betanina e indicaxantina, se realiz6 de acuerdo al método
propuesto por Alfaro (2013). Se colocaron 30 g de gel de silice (0,063 —
0,200 mm de tamaiio 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. El gel de silice frio se coloc6 en una columna abierta de vidrio
y se acondicion6 con buffer Mcllvaine. El extracto de betalainas (pulpa de
tuna filtrada por 0,22 um) se agrego en la parte superior de la columna,
luego se adicion6 buffer como fase movil, eluyendo primero el pigmento
de color violeta (betacianinas) y luego el pigmento amarillo (betaxantinas).

+ Extracto extraido de la columna: se tomé una alicuota de 0,25 mL y se
aford con la solucién de Mcllvaine en un matraz de 10 mL. Se realizaron
diluciones sucesivas, se leyo en espectrofotometro a longitudes de onda
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de 480, 538 y 600 nm, respectivamente y en HPLC, con el método descrito
por Fernandez-Lopez y Almela (2001).

El contenido espectrofotométrico de betacianinas y betaxantinas, expresado
como betanina e indicaxantina, respectivamente, se calcul6 segun la ecuacion
(15), donde B es el contenido de betalainas (betacianinas y betaxantinas) (mg g
1) expresado como equivalente de betanina o indicaxantina, A es la diferencia de
absorbancia entre la muestra y su respectivo factor de correccion a 600 nm, FD
es el factor de dilucion, PM es el peso molecular (betaninas 550 g mol? e
indicaxantinas 308 g mol?), V es el volumen inicial al que es llevado la muestra,
£ es el coeficiente de extincion molar (betaninas 60000 L mol! cm? e
indicaxantinas 48000 L mol* cm?), L es la distancia que recorre la luz en la
cubeta (1 cm) y P es el peso de la muestra (g).

B=(AXFD XPM XV x100)/(e¢ XL X P) (15)

A partir de las concentraciones determinadas por espectrofotometria para los
pigmentos puros (betanina e indicaxantina) y el area por HPLC, se graficé una
curva de calibracién para la determinacion posterior de los contenidos de
pigmentos.

curva de betanina HPLC (mg/L)

4000
3500
3000

o 2500
a 2000
1500
1000
500

y=175,492x R* = 0,9925

0,0 10,0 20,0 30,0 40,0 50,0
Cuantificacion espectrofotométrica {mg/L)

curva de indicaxantina HPLC (mg/L)
10000

8000

6000

AUC

4000

2000
y=112,49% R* = 0,9979

0,0 20,0 40,0 60,0 80,0

Cuantificacion espectrofotométrica (mg/L)

Curva de calibracion de betanina e indicaxantina para la determinacion de
betalainas por HPLC
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Anexo VI. Optimizacion de la encapsulaciéon del sistema P-MD mediante
metodologia de superficie respuesta

Informacién del Disefio

Tipo de estudio

Superficie respuesta Subtipo

Aleatorizado

Tipo de disefio  Compuesto Central  Corridas 12
Modelo Cuadrético Bloques Sin Bloques
Factores
Factor Nombre Minimo Maximo C0d|f|_cado Codificado Medio
bajo alto
A Tem'(?,ecr;"t“ra 110 180 1110 +1180 145
Relacion . : : : :
B PIAE 1:1 5:1 -1 1:1 +1 < 5:1 3:1
Respuestas
Respuesta Nombre Minimo Maximo Media D.E. Modelo
R1 EE (%) 92 99,7 97,13 2,48 Cuadratico
reducido
R2 Y (%) 40,4 62,3 50,98 7,52 Cuadratico
reducido
Respuesta 1: EE
Estadisticas del ajuste
D.E. 10,9386 R2 0,9090
Media 97,13 R2 ajustado 0,8571
CV.% 0,9664 R2predicho 0,6728
Precision adec. 12,2141
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ANOVA para el modelo cuadratico reducido

Sumade Cuadrado F-
cuadrados gl medio valor p-valor
Modelo 61,64 4 15,41 17,49 0,0009*
A-Temperatura 12,04 1 12,04 13,67 0,0077*
B-Relacion 20,91 1 20,91 23,73 0,0018*
A2 13,50 1 13,50 15,32 0,0058*
B2 6,00 1 6,00 6,81 0,0349*
Residuales 6,17 7 0,8810
Falta de ajuste 4,63 4 1,16 2,25 0,2652
Error puro 1,54 3 0,5133
Corr. Total 67,80 11

*: significativo
Ecuacion final

EE = 53,93861 + 0,573129 Temperatura + 1,31677 Relacién P/AE — 0,001837
Temperatura® — 0,375000 Relacién P/AE?

Normal Plot of Residuals Residuals vs. Predicted

4.48577

Normal % Probability
g

Externally Studentized Residuals

L2857

[ I ! ! ! ! I I I 1 !
-200 100 000 100 200 90 9z 94 96 98 100

Externally Studentized Residuals Predicted

Graficos de diagndstico
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Respuesta 2: Y

Estadisticas del ajuste

D.E. 2,68 R? 0,9189
Media 50,98 Rz ajustado 0,8726
CV.% 5,26 R2 predicho 0,7833

Precision adec. 11,2934

ANOVA para el modelo cuadratico reducido

Sumade Cuadrado F-

cuadrados gl medio valor Pvalor

Modelo 571,00 4 142,75 19,85 0,0006*

A-Temperatura 1,82 1 1,82 0,2524 0,6308

B-Relacion 50,46 1 50,46 7,02 0,0330*

A? 184,81 1 184,81 25,70 0,0014*

B2 161,20 1 161,20 22,41 0,0021*
Residuales 50,35 7 7,19

Falta de ajuste 21,14 4 5,28 0,5427 0,7202
Error puro 29,21 3 9,74

Corr. Total 621,34 11

*: significativo
Ecuacion final

Y =-107,98151 + 1,98653 Temperatura + 13,11250 Relacion P/AE — 0,006796
Temperatura? — 1,94375 Relacion P/AE?



104

Normal Plot of Residuals Residuals vs. Predicted
N _g 200 _]
. )
z g 200_| o
&
2[00 1 [00 0. (i)ﬂ 1 EOO 2 (I)O 3[5 4'0 4'5 SIG JS EIG
Externally Studentized Residuals Predicted
Gréficos de diagnostico
Optimizacion multiple
1 soluciéon encontrada
Numero Temperatura Relacion P/AE EE Y Deseabilidad

1 150 3:1 99,294 58,657 0,889
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Anexo VII. Optimizacion de la encapsulacion del sistema P-M mediante
metodologia de superficie respuesta

Informacién del disefio

Tipo de estudio Superficie respuesta Subtipo Aleatorizado
Tipo de diseiio  Compuesto central Corridas 12

Modelo Cuadrético Bloques Sin bloques

Factores

Factor Nombre Minimo Maéaximo C0d|f|_cado Codificado Media
bajo alto

A Temperatura

(°C) 110 180 -1 - 110 +1 - 180 145
Relacion : : : : :
B P/AE 3:1 5:1 -1 3:1 +1 & 5:1 4:1
Respuestas
Respuesta Nombre Minimo Maximo Media D.E. Modelo
R1 EE (%) 70,6 92,2 82,65 7,12 Cuadratico
reducido
R2 Y (%) 3,6 10,8 6,67 243 Cuadratico
reducido

Respuesta 1: EE

Estadisticas del ajuste

D.E. 2,78 R2 0,9033
Media 82,65 R2 ajustado 0,8480
CV.% 3,36 Rz predicho 0,7101

Precision adec. 12,0762
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ANOVA para el modelo cuadratico reducido

Sumade Cuadrado F-

cuadrados gl medio valor p-valor

Modelo 503,48 4 125,87 16,34 0,0012*

A-Temperatura 2,04 1 2,04 0,2651 0,6225

B-Relacion 208,22 1 208,22 38,72 0,0004*

A2 97,61 1 97,61 12,67 0,0092*

B2 168,54 1 168,54 21,88 0,0023*
Residuales 53,91 7 7,70

Falta de ajuste 33,87 4 8,47 1,27 0,4404
Error puro 20,05 3 6,68

Corr. Total 557,39 11

*: significativo
Ecuacion final

EE = 86,02109 — 1,41558 Temperatura + 56,55000 Relacién P/AE + 0,004939
Temperatura® — 7,95000 Relacion P/AE?

Normal Plot of Residuals Residuals vs. Predicted

600 _|
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Respuesta 2: Y.

Estadisticas del ajuste

D.E. 1,20 R? 0,8211
Media 6,67 Rz ajustado 0,7540
CV.% 18,04 Rz predicho 0,4962

Precision adec. 7,4573

ANOVA para el modelo cuadratico reducido

Sumade Cuadrado F-
cuadrados gl medio valor Pvalor
Modelo 53,21 3 17,74 12,24 0,0023*
A-Temperatura 0,0067 1 0,0067 0,0046 0,9476
B-Relacion 11,76 1 11,76 811 0,0215*
B2 41,44 1 41,44 28,59 0,0007*
Residuales 11,59 8 1,45
Falta de ajuste 9,53 5 1,91 2,78 0,2149
Error puro 2,06 3 0,6867
Corr. Total 64,80 11

*: significativo
Ecuacion final

Y = 70,02143 — 0,000952 Temperatura — 31,13333 Relacién P/AE + 3,71667
Relacion P/AE?
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Residuals vs. Predicted

8
m figp

Gréficos de diagnostico

Optimizacion mualtiple

Predicted

Numero Temperatura Relacion P/AE EE Y Deseabilidad
1* 180 3:1 89,333 9,900 0,871
2 180 3:1 89,422 9,811 0,867
3 110 31 88,167 9,967 0,848
4 110 3:1 88,439 9,691 0,836
5 175 3:1 87,674 9,905 0,832
6 110 31 88,552 9,574 0,830
7 175 3:1 87,567 9,905 0,829
8 115 3:1 86,766 9,962 0,813
9 168 3:1 85,635 9,912 0,781
10 122 3:1 84,877 9,955 0,764
11 154 3:1 83,229 9,925 0,717
12 135 3:1 83,027 9,943 0,712
13 180 4,7:1 80,639 5,788 0,376
14 180 4,8:1 80,481 5,822 0,376
15 180 4,8:1 80,246 5,874 0,376
16 110 4,7:1 80,494 5,638 0,360

*: seleccionada
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Anexo VIII. Optimizacién de la encapsulacion del sistema P-M+MD mediante
metodologia de superficie respuesta

Informacién del disefio

Tipo de estudio Superficie respuesta Subtipo Aleatorizado
Tipo de diseiio  Compuesto central Corridas 12

Modelo Cuadrético Bloques Sin bloques

Factores

Factor Nombre Minimo Maéaximo Cod|f|_cado Codificado Media
bajo alto

A Temperatura

(°C) 110 180 -1 - 110 +1 <~ 180 145
Relacion : : : : :
B P/AE 3:1 5:1 -1« 3:1 +1 & 5:1 4:1
Respuestas
Respuesta Nombre Minimo Maximo Media D.E. Modelo
R1 EE (%) 87,7 954 92,21 222 Cuadratico
reducido
R2 Y (%) 4,9 31,5 17,03 7,11 Cuadratico
reducido

Respuesta 1: EE

Estadisticas del ajuste

D.E. 0,8586 R2 0,9049
Media 92,21 Rz ajustado 0,8505
CV.% 0,9311 R2predicho 0,6781

Precision adec. 14,1945




ANOVA para el modelo cuadratico reducido
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Sumade Cuadrado F-
cuadrados g.l. medio valor Pvalor
Modelo 49,09 4 12,27 16,65 0,0011*
A-Temperatura 8,88 1 8,88 12,05 0,0104*
B'F;‘jfgén 10,14 1 10,14 13,76 0,0076*
A? 25,63 1 25,63 34,76 0,0006*
B2 13,50 1 13,50 18,31 0,0037*
Residuales 5,16 7 0,7371
Falta de ajuste 3,99 4 0,9975 2,56 0,2332
Error puro 1,17 3 0,3900
Corr. Total 54,25 11

*: significativo

Ecuacion final

EE =119,22993 - 0,768639 Temperatura + 16,70000 Relacion P/AE + 0,002531
Temperatura? — 2,2500 Relacion?

Normal Plot of Residuals

Normal % Probability

I I I

0.00 1.00 2.00

Externally Studentized Residuals

Externally Studentized Residuals

000

Residuals vs. Predicted

448577

e85

Graficos de diagndstico

Predicted
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Respuesta 2: Y.

Estadisticas del ajuste

D.E. 3,03 R2 0,8843
Media 17,03 Rz ajustado 0,8182
CV.% 17,79 R2 predicho 0,6093

Precision adec. 12,3565

ANOVA para el modelo cuadratico reducido

Sumade Cuadrado F-

cuadrados gl medio valor Pvalor

Modelo 491,13 4 122,78 13,37 0,0022*

A-Temperatura 3,53 1 3,53 0,3842 0,5550

B'Féfjfgén 30,37 1 30,37 331 0,1117

A? 364,26 1 364,26 39,68 0,0004*

B2 238,77 1 238,77 26,01 0,0014*
Residuales 64,26 7 9,18

Falta de ajuste 45,17 4 11,29 1,78 0,3326
Error puro 19,09 3 6,36

Corr. Total 555,39 11

*: significativo
Ecuacion final

Y = -43,22602 + 2,78874 Temperatura — 73,45000 Relacién P/AE — 0,009541
Temperatura? + 9,46250 Relacién P/AE?



Normal Plot of Residuals

Residuals vs. Predicted
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4.48577

b4 . : k g 200
4‘00 —3'00 —ZIOO —1‘00 0.!)0 T(I)U ZI)U N S‘ 1|0 1'5 ZIO Z‘S JO
Graficos de diagndstico
Optimizacion mualtiple
6 soluciones encontradas
Numero Temperatura Relacion PIAE  EE Y Deseabilidad
1* 123 31 92,801 20,324 0,620
2 123 3:1 92,853 20,168 0,620
3 112 5:1 92,066 18,972 0,548
4 112 5:1 92,186 18,584 0,547
5 113 5:1 91,926 19,424 0,547
6 111 5:1 92,333 18,110 0,547

*: seleccionada
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de calorimetria diferencial de barrido (DSC) de las

microparticulas de los sistemas P-MD (a), P-M (b) y P-M+MD (c) obtenidas a 150
°C y relacién P/AE 3:1
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Anexo X. Variacion de los parametros de color (C*, L*, h° y AE*) durante el
almacenamiento de las microparticulas de los sistemas P-MD, P-M y P-M+MD a

5°C

Variacion de C* durante el almacenamiento de las
sistemas P-MD, P-My P-M+MD a 5 °C

microparticulas de los

P-M P-MD P-M+MD
Dia C* D.E. Dia C* D.E. Dia C* D.E.
0 27,54 0,04 Ab O 2411 0,09 C bc 0 2567 0,02 B ab
7 2550 0,06 Ae 7 2434 068 B bc 7 2534 0,09 A b
14 28,24 0,16 A a 14 26,73 0,32 B a 14 26,16 0,14 C a
21 26,62 0,05 A c 21 24,71 0,62 B bc 21 25,31 0,36 B bc
35 26,97 0,34 A c 35 2484 0,14 C b 35 2577 04 B ab
49 26,06 0,14 A d 49 23,35 0,83 C c 49 2466 023 B c

Variacion de L* durante el almacenamiento de las microparticulas de los sistemas
P-MD, P-My P-M+MD a 5 °C

P-M

P-MD

P-M+MD

Dia

L* D.E.

Dia

L* D.E.

Dia

L* D.E.

0
7
14
21
35
49

88,57 0,03 C a O
8456 0,2 B d 7
86,77 0,33 C c 14
87,04 0,02 B bc 21
87,26 0,45 B bc 35
87,78 0,44 C ab 49

9199 0,08 A a O
89,74 08 A ¢ 7
91,08 0,01 A ab 14
89,00 0,19 A ¢ 21
91,24 0,22 A ab 35
90,87 0,14 A b 49

90,24 0,03 B a
88,91 0,24 A d
89,92 0,43 B ab
89,24 0,05 A cd
87,70 0,08 B e
89,63 0,1 B bc
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Variacion de h° durante el almacenamiento de las microparticulas de los sistemas
P-MD, P-My P-M+MD a 5 °C

P-M P-MD P-M+MD
Dia h° D.E. Dia h° D.E. Dia h° D.E.
0O 88,47 0,06 C bc 0 8950 004 B c¢c 0 8970 0,02 A c
7 8882009C a 7 90,48 0,08 A abc 7 89,95 0,01 B bc
14 88,44 0,24 B c¢ 14 90,23 0,07 A bc 14 90,06 0,03 A ab
21 88,78 0,09 B ab 21 90,18 0,87 A bc 21 90,16 0,29 A ab
35 88,64 0,01 C abc 35 90,97 0,18 A ab 35 89,86 0,1 B bc
49 88,79 0,06 C a 49 91,25 0,11 A a 49 90,38 0,03 B a

Cambio de color (AE*) durante el almacenamiento de las microparticulas de los
sistemas P-MD, P-My P-M+MD a 5 °C

P-M P-MD P-M+MD
Dia AE* D.E. Dia AE* D.E. Dia AE* D.E.
0O 005005Ac O 0087 005A d 0 0029 001 A d
7 450 021 Aa 7 2393067 Bab 7 1383 022B b
14 194 025 B b 14 2,79 031 A a 14 067 03 C c
21 1,79 0,04 B b 21 3,117 0,11 A a 21 1,13 0,1 C bc
35 149 026 Bb 35 123 0,18 B ¢ 35 257 0,09 A a
49 1,71 0,33 A b 49 1,63 0,49 A bc 49 1,223 024 A b

P: pulpa de tuna anaranjada; M: mucilago; MD: maltodextrina, D.E.: desviacion
estandar (n=3); C*: croma, L*: luminosidad; h°: angulo de tono; AE*: cambio total
de color. Letras mayusculas distintas en la misma fila indican diferencia
significativa entre sistemas en cada dia y letras minusculas distintas en la misma
columna indican diferencias significativas entre dias en cada sistema.
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Anexo Xl. Variacion de los parametros de color (C*, L*, h® y AE*) durante el
almacenamiento de las microparticulas de los sistemas P-MD, P-M y P-M+MD a
37 °C

Variacion de C* durante el almacenamiento de las microparticulas de los
sistemas P-MD, P-My P-M+MD a 37 °C

P-M P-MD P-M+MD
Dia C* D.E. Dia C* D.E. Dia C* D.E.
0 2754 004 Ac 0 2411009 C d 0 2567 002 B c
7 2860 0,61 Ac 7 249 14 Bcd 7 2653 058 AB c
14 3522 1,01 A a 14 2838 0,06 C a 14 3141 0,74 B b
21 32,17 0,84 A b 21 2623 04 B bc 21 3169 03 A b
35 35,22 0,37 A a 35 27,22 0,04 C ab 35 33,00 0,11 B a
49 35,22 0,14 A a 49 26,53 0,12 C bc 49 32,12 0,11 B ab

Variacion de L* durante el almacenamiento de las microparticulas de los sistemas
P-MD, P-My P-M+MD a 37 °C

P-M P-MD P-M+MD
Dia L* D.E. Dia L* D.E. Dia L* D.E.
0O 8857003 C a 0 9199 0,08 A a 0 90,24 0,03 B a
7 86,24 020B b 7 8888 1,01 Ab 7 88,07 047 A a
14 82,02 043 B ¢ 14 89,31 0,68 A b 14 8356 1,72 B b
21 77,47 157 C d 21 87,16 0,23 A b 21 8250 1,40 B b
35 75,58 1,00 C de 35 87,52 1,64 A b 35 81,36 1,78 B b
49 74,19 045 C e 49 89,00 0,03 A b 49 80,78 0,61 B b
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Variacion de h° durante el almacenamiento de las microparticulas de los sistemas
P-MD, P-My P-M+MD a 37 °C

P-M P-MD P-M+MD
Dia h° D.E. Dia h° D.E. Dia h° D.E.
0O 8847 006 Ca 0O 8950 0,04 B a 0 89,70 0,02 A a
7 8825012 B a 7 8952 041 A a 7 89,87 039 A a
14 86,60 0,06 B b 14 88,02 0,22 A b 14 87,67 0,61 A b
21 85,86 0,62 B b 21 88,70 0,51 A ab 21 87,59 0,47 A b
35 84,23 056 B ¢ 35 87,88 049 A b 35 87,18 0,62 A b
49 83,64 0,21 C c 49 88,48 0,16 A b 49 86,85 0,36 B b

Cambio de color (AE*) durante el almacenamiento de las microparticulas de los
sistemas P-MD, P-My P-M+MD a 37 °C

P-M P-MD P-M+MD

Dia AE* D.E. Dia AE* D.E. Dia AE* D.E.
0O 005 005Ad O 009005A c 0 003 001AD
7 262 009 Ac 7 349059A Db 7 237 063 AD
14 10,17 0,49 A b 14 511 0,32 B ab 14 8,87 1,80 A a
21 12,10 1,80 A b 21 529 038 B a 21 988 131 A a
a a
a a

35 15,27 1,08 A 35 555132 C a 35 11,62 1,46 B
49 16,51 0,44 A 49 3,88 0,10 C ab 49 11,55 0,46 B

P: pulpa de tuna anaranjada; M: mucilago; MD: maltodextrina, D.E.: desviacion
estandar (n=3); C*: croma, L*: luminosidad; h°: angulo de tono; AE*: cambio total
de color. Letras mayusculas distintas en la misma fila indican diferencia
significativa entre sistemas en cada dia y letras mindsculas distintas en la misma
columna indican diferencias significativas entre dias en cada sistema.
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Anexo Xll. Variacién de los parametros de color (C*, L*, h® y AE*) durante el
almacenamiento de las microparticulas de los sistemas P-MD, P-M y P-M+MD a

60 °C

Variacion de C* durante el almacenamiento
sistemas P-MD, P-M y P-M+MD a 60 °C

de las microparticulas de los

P-M P-MD P-M+MD
Dia C* D.E. Dia C* D.E. Dia C* D.E.
0 275 00 Af 0 241 01 Cc O 257 00 B d
7 314 01 Ae 7 276 11 Bb 7 30,7 10 A c
14 36,0 0,6 A b 14 300 0,2 B a 14 351 0,3 A a
21 33,7 0,2 Ad 21 285 0,1 B b 21 343 1,1 A ab
35 348 03 Ac 35 298 02 Ba 3 345 03 A ab
49 328 0,2 Aa 49 285 02 Cb 49 341 08 B b

Variacion de L* durante el almacenamiento de las microparticulas de los sistemas
P-MD, P-My P-M+MD a 60 °C

P-M P-MD P-M+MD
Dia L* D.E. Dia L* D.E. Dia L* D.E.
0 8857003 C a 0 9199 0,08 A a 0 90,24 0,03 B
7 7810094 B b 7 8501068 Ac 7 8023137 B b
14 74,72 0,28 C ¢ 14 87,07 0,24 A b 14 7759 126 B c
21 73,52 0,06 C cd 21 85,04 047 A c 21 76,67 0,48 B cd
35 73,33 055 C d 35 84,26 0,16 A ¢ 35 74,70 0,46 B
49 71,01 0,03 C e 49 83,71 0,92 A c 49 74,556 0,04 B
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Variacion de h° durante el almacenamiento de las microparticulas de los sistemas
P-MD, P-My P-M+MD a 60 °C

P-M P-MD P-M+MD
Dia h° D.E. Dia h° D.E. Dia h° D.E.
0O 88,47 006 Ca 0O 8950 0,04 B a 0 89,70 0,02 A a
7 8531007 ADb 7 8653072A b 7 8553048 A b
14 84,19 0,46 B ¢ 14 8591 0,11 A bc 14 84,18 0,33 B c
21 82,23 0,11 Cd 21 8533 0,32 A cd 21 83,08 0,31 B d
35 82,07 0,01 B d 35 8483 020 A d 35 81,89 0,14 B e
49 80,17 0,09 C e 49 83,00 0,38 A e 49 78,84 0,09 B f

Cambio de color (AE*) durante el almacenamiento de las microparticulas de los
sistemas P-MD, P-M y P-M+MD a 60 °C

P-M P-MD P-M+MD
Dia AE* D.E. Dia AE* D.E. Dia AE* D.E.
0O 003 001 Ad O 009 005 A c O 005 005 A
7 1361 0,78 A ¢ 7 792 113 B b 7 9,07 166 B
14 18,86 061 A b 14 7,89 004 C b 14 1353 0,85 B ¢
21 1893 0,14 A b 21 843 045 C b 21 14,00 097 B bc
35 1962 0,36 A b 35 988 0,24 C a 35 1592 0,26 B ab
49 2091 0,19 A a 49 987 0,72 B a 49 17,75 0,08 B a

P: pulpa de tuna anaranjada; M: mucilago; MD: maltodextrina, D.E.: desviacion
estandar (n=3); C*: croma, L*: luminosidad; h°: angulo de tono; AE*: cambio total
de color. Letras mayusculas distintas en la misma fila indican diferencia
significativa entre sistemas en cada dia y letras minusculas distintas en la misma
columna indican diferencias significativas entre dias en cada sistema.
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Anexo XIllIl. Variacion de la concentracion y la retencion de indicaxantina durante
el almacenamiento a 5 °C de las microparticulas de los sistemas P-MD, P-M y P-
M+MD

Variacion de la retencion de indicaxantina durante el almacenamiento de las
microparticulas de los sistemas P-MD, P-My P-M+MD a 5 °C

P-M P-MD P-M+MD

Dia Ret. D.E. Dia Ret. D.E. Dia Ret. D.E.
0 100,0 0,2 A 0O 1000 0,8 A a O 100,0 0,1 A
7 790 13 B 7 1010 0,75 A a 7 1034 112 A
14 88,4 1,45 A 14 98,1 32 A a 14 983 80 A
A
A
A

21 86,9 0,35 B 21 100,4 3,25 AB a 21 102,4 9,65
35 86,8 1,45 B 35 103,99 325 A a 35 101,7 1,8
49 88,2 0,7 B 49 100,1 1,05 A a 49 1009 2,55

O T T T O 2
QO 2 9 9 2 QO

Variacion de la concentracion de indicaxantina durante el almacenamiento de las
microparticulas de los sistemas P-MD, P-My P-M+MD a 5 °C

P-M P-MD P-M+MD
Dia Conc. D.E. Dia Conc. D.E. Dia Conc. D.E.
0O 1983 0,04 A a 0O 1891 0,16 B 0 14,92 0,01 C
7 1566 0,26 B c¢c 7 19,10 0,24 A 7 1543 1,68 A
14 1753 0,29 A b 14 1855 0,62 A 14 14,67 1,20 B
21 17,24 0,07 AB b 21 18,97 0,62 A 21 15,27 145 B
35 17,21 0,28 B b 35 19,65 0,62 A 35 15,17 0,27 C
49 17,49 0,14 B b 49 18,92 0,20 A 49 15,05 0,38 C

Qv O Y D W®
O O v v D QD

P: pulpa de tuna anaranjada; M: mucilago; MD: maltodextrina, D.E.: desviacion
estandar (n=3); Ret.: retencidon de indicaxantina (%); Conc.: concentracion de
indicaxantina (mg EI 100 g1); letras mayusculas distintas en la misma fila indican
diferencia significativa entre sistemas en cada dia y letras minusculas distintas
en la misma columna indican diferencias significativas entre dias en cada
sistema.
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Anexo XIV. Variacion de la concentracion y la retencion de indicaxantina durante
el almacenamiento a 37 °C de las microparticulas de los sistemas P-MD, P-M y
P-M+MD

Variacion de la retencion de indicaxantina durante el almacenamiento de las
microparticulas de los sistemas P-MD, P-M y P-M+MD a 37 °C

P-M P-MD P-M+MD
Dia Ret. D.E. Dia Ret. D.E. Dia Ret. D.E.
0O 1000 0,2 A a O 1000 08 Aa 0O 1000 0,1 A a
7 722 03 Cb 7 93 19 Aa 7 835 2 Bec
14 748 79 C b 14 1068 47 A a 14 924 18 B b
21 62,5 0,35 C bc 21 101,8 0,005 A a 21 932 06 B b
35 58,7 195 B cd 35 1012 64 A a 35 952 0,25 A b
49 488 745 B d 49 992 48 A a 49 958 125 A b

Variacion de la concentracion de indicaxantina durante el almacenamiento de las
microparticulas de los sistemas P-MD, P-M y P-M+MD a 37 °C

P-M P-MD P-M+MD
Dia Conc. D.E. Dia Conc. D.E. Dia Conc. D.E.
0O 1983 0,04 A a 0O 1891 0,16 B 0 14,92 0,01 C
7 1431 0,07 B b 7 18,21 0,36 A 7 12,47 03 C
14 1483 158 B b 14 20,20 0,89 A 14 13,79 0,27 B
21 12,40 0,07 C bc 21 19,24 0,001 A 21 139 0,09 B
35 11,65 0,38 C cd 35 19,13 12 A 35 14,2 0,04 B
49 9,67 148 C d 49 1876 09 A 49 14,29 0,19 B

O T T T O 9
Qv v Y D D

P: pulpa de tuna anaranjada; M: mucilago; MD: maltodextrina, D.E.: desviacion
estandar (n=3); Ret.: retencion de indicaxantina (%); Conc.: concentracién de
indicaxantina (mg EI 100 g1); letras mayusculas distintas en la misma fila indican
diferencia significativa entre sistemas en cada dia y letras minusculas distintas
en la misma columna indican diferencias significativas entre dias en cada
sistema.
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Anexo XV. Variacion de la concentracion y la retencidén de indicaxantina durante
el almacenamiento a 60 °C de las microparticulas de los sistemas P-MD, P-M y
P-M+MD

Variacion de la retencién de indicaxantina durante el almacenamiento de las
microparticulas de los sistemas P-MD, P-M y P-M+MD a 60 °C

P-M P-MD P-M+MD
Dia Ret. D.E. Dia Ret. D.E. Dia Ret. D.E.
0O 1000 0,2 Aa O 1000 08 A a 0 1000 01 A a
7 60,7 295Cb 7 965 22 Aab 7 786 44 Bb
14 439 06 Cc 14 965 22 A ab 14 646 06 B c
21 36,5 37 Cd 21 93,7 0085 A b 21 606 41 Bc
35 349 19 Cd 35 92,7 235 A bc 35 586 1,05 B ¢
49 318 17 Cd 49 890 035 A ¢ 49 605 455 B c

Variacion de la concentracion de indicaxantina durante el almacenamiento de las
microparticulas de los sistemas P-MD, P-M y P-M+MD a 60 °C

P-M P-MD P-M+MD
Dia Conc. D.E. Dia Conc. D.E. Dia Conc. D.E.
0 1492 0,010 Ca O 1891 0,160 B a 0 19,83 0,040 A a
7 905 0440 Cb 7 1824 0,420 A ab 7 1559 0,870 B b
14 6,55 0,090 C ¢ 14 18,25 0,420 A ab 14 12,82 0,120 B ¢
21 545 0560 C d 21 17,71 0,160 A b 21 12,02 0,820 B c
35 521 0,280 Cd 35 17,52 0,450 A bc 35 11,63 0,220 B ¢
49 4,75 0,260 C d 49 16,83 0,070 A ¢ 49 11,99 0,910 B ¢

P: pulpa de tuna anaranjada; M: mucilago; MD: maltodextrina, D.E.: desviacion
estandar (n=3); Ret.: retencion de indicaxantina (%); Conc.: concentracién de
indicaxantina (mg EI 100 g1); letras mayusculas distintas en la misma fila indican
diferencia significativa entre sistemas en cada dia y letras mindsculas distintas
en la misma columna indican diferencias significativas entre dias en cada
sistema.
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Anexo XVI. Variacion de los parametros de color (C*, L*, h° y AE*) durante el
almacenamiento a 5 °C del yogur con las microparticulas colorantes P-MD y P-
M+MD y el yogur comercial de vainilla

Variacion de C* durante el almacenamiento a 5 °C del yogur con las
microparticulas colorantes P-MD y P-M+MD y el yogur comercial de vainilla

Y-P-MD Y-P-M+MD Y-Comercial
Dia C* D.E. Dia C* D.E. Dia C* D.E.
0 1240 0,06 B b 0 11,92 0,02 C a 0 13,03 0,06 A ¢
7 1221 001 Bc 7 11,85 0,10 Ca 7 1350 0,02 A b
14 12,47 0,05 B b 14 11,79 0,02 C a 14 13,80 0,02 A a
28 12,59 0,01 B a 28 11,88 0,01 C a 28 13,83 0,02 A a

Variacion de L* durante el almacenamiento a 5 °C del yogur con las
microparticulas colorantes P-MD y P-M+MD y el yogur comercial de vainilla

Y-P-MD Y-P-M+MD Y-Comercial
Dia L* D.E. Dia L* D.E. Dia L* D.E.
0O 8716 0,02 A b 0 87,25 008 Ab 0 87,27 0,03 A a
7 87,73 003 A a 7 87,26 002 B b 7 87,24 0,02 B a
14 87,41 0,08 A b 14 87,53 0,10 A a 14 87,12 0,03 B b
28 87,35 0,19 AB b 28 87,67 0,14 A a 28 87,27 0,03 B a
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Variacion de h° durante el almacenamiento a 5 °C del yogur con las

microparticulas colorantes P-MD y P-M+MD y el yogur comercial de vainilla

Y-P-MD Y-P-M+MD Y-Comercial
Dia h° D.E. Dia h° D.E. Dia h° D.E.
0 8853051 C¢c 0O 90,67 001Bd 0 104,32 0,12 A a
7 8937 0,00 Cb 7 91,06 007 B c 7 103,69 0,04 A b
14 90,36 0,06 C a 14 91,76 0,14 B b 14 103,50 0,12 A b
28 90,96 0,06 C a 28 92,42 0,06 B a 28 103,49 0,01 A b

Cambio de color (AE*) durante el almacenamiento a 5 °C del yogur con las

microparticulas colorantes P-MD y P-M+MD y el yogur comercial de vainilla

Y-P-MD Y-P-M+MD Y-Comercial
Dia AE* D.E. Dia AE* D.E. Dia AE* D.E.
0O 0,13 000 Ac O 0,08 0001B¢c 0O 006 0,028Bc
7 062 002Aa 7 012 005 Cc 7 050 0,02 B b
14 0,48 0,04 B b 14 0,39 0,04 B b 14 0,81 0,03 A a
28 0,61 0,07 B a 28 0556 0,10 B a 28 0,82 0,02 A a

P: pulpa de tuna anaranjada; M: mucilago; MD: maltodextrina, D.E.: desviacion
estandar (n=3); C*: croma, L*: luminosidad; h°: angulo de tono; AE*: cambio total
de color. Letras mayusculas distintas en la misma fila indican diferencia
significativa entre alimentos en cada dia y letras minusculas distintas en la misma

columna indican diferencias significativas entre dias en cada alimento.
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Anexo XVII. Variacién de los parametros de color (C*, L*, h® y AE*) durante el
almacenamiento a 5 °C de la bebida refrescante con las microparticulas
colorantes P-MD y P-M+MD y el agua saborizada de pera

Variacion de C* durante el almacenamiento a 5 °C de la bebida refrescante con
las microparticulas colorantes P-MD y P-M+MD y el agua saborizada de pera

B-P-MD B-P-M+MD B-Comercial
Dia C* D.E. Dia C* D.E. Dia C* D.E.
0O 707001 Aa O 677002Ba 0 4,26 001 C a
7 560 025 Ab 7 560005Ab 7 467 035 B a
14 450 0,10 A c 14 3,78 0,31 B ¢ 14 458 0,01 A a
28 195 0,10 B d 28 1,93 0,03 B d 28 4,35 0,16 A a

Variacion de L* durante el almacenamiento a 5 °C de la bebida refrescante con
las microparticulas colorantes P-MD y P-M+MD y el agua saborizada de pera

B-P-MD B-P-M+MD B-Comercial
Dia L* D.E. Dia L* D.E. Dia L* D.E.
0 9439 006 Bd 0 938001 C ¢ 0 96,06 0,03 A a
7 96,24 0,11 A b 7 9579 024 A ab 7 96,22 0,51 A a
14 9557 0,01 A c 14 9546 049 A b 14 9594 0,05 A a
28 96,78 0,07 A a 28 96,23 0,08 B a 28 96,20 0,01 B a
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Variacion de h° durante el almacenamiento a 5 °C de la bebida refrescante con
las microparticulas colorantes P-MD y P-M+MD y el agua saborizada de pera

B-P-MD B-P-M+MD B-Comercial
Dia h° D.E. Dia h° D.E. Dia h° D.E.
0 8792001 Cb 0 8923006 Bc 0 9786 0,13 A a
7 88325039 Cb 7 9001006 Bc 7 979 030 A a
14 89,94 0,26 C b 14 91,52 0,73 B b 14 97,48 0,002 A a
28 96,78 2,80 A a 28 96,76 0,13 A a 28 98,03 0,38 A a

Cambio de color (AE*) durante el almacenamiento a 5 °C de la bebida refrescante
con las microparticulas colorantes P-MD y P-M+MD vy el agua saborizada de pera

B-P-MD B-P-M+MD B-Comercial
Dia AE* D.E. Dia AE* D.E. Dia AE* D.E.
0O 0,04 003Ad O 002002Ad 0 002001ATC
7 236 023 Ac 7 227023 Ac 7 0640228B a
14 2,83 0,09 A b 14 3,42 050 A b 14 0,35 0,03 B ab
28 5,68 0,08 A a 28 5,42 0,05 B a 28 0,20 0,08 C bc

B: bebida; Y: yogur, P: pulpa de tuna anaranjada; M: mucilago; MD:
maltodextrina, D.E.: desviacion estandar (n=3); C*: croma, L*: luminosidad; h°:
angulo de tono; AE*: cambio total de color. Letras mayusculas distintas en la
misma fila indican diferencia significativa entre alimentos en cada dia y letras
minusculas distintas en la misma columna indican diferencias significativas entre
dias en cada alimento.
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Anexo XVIII. Variacion de la concentracion y la retencién de indicaxantina
durante el almacenamiento a 5 °C de los alimentos con las microparticulas
colorantes P-MD y P-M+MD

Variacion de la retencion de indicaxantina durante el almacenamiento a 5 °C del
yogur con las microparticulas colorantes P-MD y P-M+MD

Y-P-MD Y-P-M+MD
Dia Ret. D.E. Dia Ret. D.E.
0 100,00 6,09 A a 0 100,00 540 A a
7 9953 247 A a 7 98,17 0,21 A a
14 9359 0,31 A a 14 96,18 3,34 A a
28 8341 181 A b 28 8201 0,30 A b

Variacion de la concentracion de indicaxantina durante el almacenamiento a5 °C
del yogur con las microparticulas colorantes P-MD y P-M+MD

Y-P-MD Y-P-M+MD
Dia Conc. D.E. Dia Conc. D.E.
0 0,065 0,004 A a 0 0,060 0,003 A a
7 0,065 0,002 A a 7 0,060 0,000 B a
14 0,061 0,000 A a 14 0,060 0,002 B a
28 0,054 0,001 A b 28 0,050 0,001 B b
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Variacion de la retencion de indicaxantina durante el almacenamiento a 5 °C de
las bebidas refrescantes con las microparticulas colorantes P-MD y P-M+MD

B-P-MD B-P-M+MD
Dia Ret. D.E. Dia Ret. D.E.
0 100,00 2,45 A a 0 100,00 1,87 A a
7 8599 291 Ab 7 8781 130 A b
14 6255 429 A c 14 46,51 791 B c
28 1196 102 Ad 28 7,44 0,17 B d

Variacion de la concentracion de indicaxantina durante el almacenamiento a 5 °C
de las bebidas refrescantes con las microparticulas colorantes P-MD y P-M+MD

B-P-MD B-P-M+MD
Dia Conc. D.E. Dia Conc. D.E.
O 058 001Aa O 047 001 B a
7 050 002Ab 7 041 001 Bb
14 0,36 0,02 Ac 14 0,22 004 Bc
28 0,07 0,01 Ad 28 0,03 0,001 Bd

B: bebida; Y: yogur, P: pulpa de tuna anaranjada; M: mucilago; MD:
maltodextrina, D.E.: desviacion estandar (n=3); Ret.: retencion de indicaxantina
(%); Conc.: concentraciéon de indicaxantina (mg EI 100 g); letras mayusculas
distintas en la misma fila indican diferencia significativa entre alimentos en cada
dia y letras mindsculas distintas en la misma columna indican diferencias
significativas entre dias en cada alimento.
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Anexo XIX. Representacion esquematica del espacio de color

Green
-a* AL*

L*=0

Esquema de representacioén del color. Componentes a*, b* y L* y variacion de
color AE* (Dao et al., 2018)(a), espacio de color CIELAB (Everding, 2015)(b).
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