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RESUMEN

El betabel es una fuente rica en betalainas, las cuales, tienen propiedades
antioxidantes. Debido a que las betalainas son inestables a la temperatura, luz,
oxigeno, etc., su encapsulacion es una alternativa de preservacion. El objetivo
fue estudiar el efecto del encapsulante (maltodextrina e inulina) en la estabilidad
de betalainas adicionadas a yogurt. En los polvos se evalug; temperatura de
transicion vitrea, indice de absorcion y solubilidad en agua, mientras que en las
mezclas yogurt-polvo se analizaron; grasa, proteina, ceniza, humedad, color, pH,
sinéresis, actividad antioxidante, contenido total de polifenoles y betalainas a
través del tiempo. Se elaboraron cuatro tratamientos con tres repeticiones en un
disefio completamente al azar; dos adicionados con extracto de betabel
liofilizado, uno con jugo de betabel y un control. Los liofilizados de betabel fueron
estadisticamente diferentes (P<0.05) en las variables analizadas. Los cuatro
tratamientos tuvieron diferencias significativas (P<0.05) en el andlisis
fisicoguimico y bioactividad. El mayor contenido de betalainas se observé en el
tratamiento con jugo, seguido de la maltodextrina e inulina 209.490 + 14.911,

18.652 £ 1.012 y 12.962 + 0.551, respectivamente (P<0.05). La mayor actividad
antioxidante se observo en el yogurt con jugo después de 14 dias (ABTS  0.819
mM TE/100 g y DPPH" 0.343 mM TE/100 g). La adicion de betalainas aument6

significativamente la actividad antioxidante en el yogurt. La encapsulacién del
extracto de betabel mediante liofilizacién es un método eficiente para estabilizar
betalainas, aunque, no es posible determinar cual de los agentes, es mejor,

debido a que depende del tiempo de almacenamiento.
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ABSTRACT

Beet is a source rich in betalains, which have antioxidant properties;
encapsulation is a preservation alternative because betalains are unstable in
temperature, light, oxygen, etc. The objective was to study the effect of the
encapsulant (maltodextrin and inulin) on the stability of betalains added to yogurt.
In the powders it was evaluated; glass transition temperature, water absorption
and solubility index, while yogurt-powder mixtures were analyzed; fat, protein,
ash, moisture, color, pH, syneresis, antioxidant activity, total content of
polyphenols and betalains over time. Four treatments were developed with three
repetitions in a completely randomized design; two added with lyophilized beet
extract, one with beet juice and a control. Beet lyophilisates were statistically
different (P <0.05) in the variables analyzed. The four treatments had significant
differences (P <0.05) in the physicochemical analysis and bioactivity. The highest
betalaine content was observed in the juice treatment, followed by maltodextrin
and inulin 209,490 + 14,911, 18,652 + 1,012 and 12,962 + 0.551, respectively (P
<0.05). The highest antioxidant activity was observed in the juice after 14 days
(ABTS" 0.819 mM TE / 100 g and DPPH" 0.343 mM TE / 100 g). The addition of
betalains significantly increased the antioxidant activity in yogurt. Encapsulation
of beet extract by lyophilization is an efficient method to stabilize betalains,
although it is not possible to determine which of the agents is better, because it

depends on the storage time.
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INTRODUCCION

En los dltimos afios ha aumentado el interés respecto a las propiedades
funcionales del betabel (Beta vulgaris sp.) (Kapadia et al., 1996). Se ha
demostrado su actividad anticancerigena (Kapadia et al., 2003), antiinflamatoria
(Winkler et al., 2005), antidiabética (Bolkent et al., 2000) y antioxidante (Kanner
et al.,, 2001). Los extractos betalamicos del Beta vulgaris sp. surgieron como
fuentes prometedoras de colorantes alimentarios rojos y amarillos (Stintzing
et al., 2005). Se cree que los beneficios funcionales del betabel provienen de sus
propiedades antioxidantes relacionadas a los compuestos fendlicos y betalainas
(betacianinas-BC y betaxantinas-BX) (Netzel et al., 2005; Stintzing et al., 2006;

Kujawska et al., 2009).

El yogurt, al igual que el betabel, es un alimento funcional ya que posee
propiedades benéficas para mantener o conservar la salud (Parra-Huertas,

2013).

Los Alimentos Funcionales (AF) son alimentos que presentan uno o varios
componentes que promueven un efecto fisioldgico, genético o psicolégico mas
alld de su valor nutritivo tradicional (Araya y Lutz, 2003; Fuentes-Berrio et al.,
2015; Cortés et al., 2005). Por tanto, los AF pueden contribuir a la prevencion y/o
tratamiento de enfermedades (Araya y Lutz, 2003; Silveira Rodriguez et al., 2003;

Rodriguez-Barona et al., 2016).

En la actualidad las personas han mostrado una clara preferencia por los
alimentos naturales, ya que se han asociado a ellos caracteristicas nutritivas y
saludables; se considera que esta tendencia se mantendra en el futuro (Winkler
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et al., 2005). Por lo que los alimentos funcionales, representan una parte
importante, innovadora y de rapido crecimiento del mercado alimentario (Vuli¢

et al., 2014).

El objetivo general de este estudio fue evaluar el efecto de la adicion de
extracto de betabel (Beta vulgaris sp.) encapsulado con diferentes agentes sobre
las caracteristicas fisicoquimicas, actividad antioxidante, contenido total y

estabilidad de betalainas y polifenoles del yogurt durante la vida en anaquel.
Los objetivos especificos fueron:
En los extractos liofilizados (polvos) de betabel:

e Evaluar el indice de absorcién y solubilidad en agua y la temperatura de
transicion vitrea.
e Cuantificar el contenido total de betalainas y polifenoles, la concentracion total

de proteina y la actividad antioxidante, en el extracto liofilizado de betabel.

En los tratamientos de yogurt:

e Evaluar la composicién quimica de los tratamientos (grasa, proteina, ceniza,
humedad) al dia 1.

e Evaluar las caracteristicas fisicas (color, pH, sinéresis) de los tratamientos a
través del tiempo (dia 1, dia 7 y dia 14).

e Cuantificar el contenido total de betalainas y polifenoles, la concentracion total
de proteina y la actividad antioxidante en los tratamientos a través del tiempo
(dia 1, dia 7 y dia 14).

e Realizar un analisis de correlacion entre las variables analizadas.

2



REVISION DE LITERATURA

Produccién de Leche en México

La produccion de leche es uno de los sistemas con mayor presencia y
aporte econdmico, por lo que se considera prioritario en México, dada su
importancia como sector proveedor de alimentos y generador de empleo.
Asimismo, la leche es el tercer producto alimenticio mas consumido en los

hogares mexicanos (SIAP-SAGARPA, 2017).

Segun el SIAP-SAGARPA (2019), la produccion nacional de leche en el
afio 2018 ascendiod a los 12, 008,239 miles de litros. En Chihuahua se estima que
la produccion en el mismo periodo alcanzo los 1, 128,405 miles de litros. Parte
de la produccion nacional de leche se transformé en yogurt (110,952 ton), con un

valor en el mercado de 2, 331,326 miles de pesos.

Yogurt

El yogurt es un alimento lacteo funcional (ALF), que se obtiene de la
fermentacion de la leche con bacterias acido lacticas. Segun la NOM-181-SCFI-
2010, el yogurt se define como el producto obtenido de la fermentacion de leche,
estandarizada o no, por accion de microorganismos Streptococcus thermophilus
y Lactobacillus delbrueckii subespecie bulgaricus, teniendo como resultado la

reduccion del pH.

Propiedades Funcionales del Yogurt
Desde la antigiedad son conocidos los efectos benéficos que este

producto lacteo presenta en la salud humana (Parra-Huertas, 2013). EI consumo



de leches fermentadas disminuye el colesterol (Dilmi-Bouras, 2006; Lee et al.,
2010). Asimismo, Wohlgemuth et al. (2010), mencionan que el yogurt puede
ejercer efectos positivos sobre los sistemas inmune y digestivo (Taranto et al.,

2005; Ramirez et al., 2011).

Ademas, se ha demostrado que los alimentos lacteos funcionales
previenen diferentes tipos de cancer (Parra-Huertas, 2013); tales como: colo-
rectal (Parvez et al., 2006; Ajmal y Ahmed, 2009), vesical (Larsson et al., 2008) y

de seno (Adolfsson, 2004), entre otros (Parra-Huertas, 2013).

Frutas y Hortalizas

El consumo de frutas y hortalizas se ha correlacionado con una menor
incidencia de enfermedades crénico degenerativas (Kapadia et al., 1996; Virgili
et al.,, 2001), entre las que se encuentran: el cancer, enfermedades
cardiovasculares y cerebrovasculares (Escribano et al., 1998; Kapadia et al.,
2003; Perez-Vizcaino et al., 2009; Gandia-Herrero et al., 2016; Rodriguez-Barona
et al., 2016; Gonzalez-Gomez, 2012). El efecto protector de estos alimentos se
ha atribuido a los compuestos bioactivos (Steinmetz y Potter, 1996; Oude Griep
et al., 2011; Winkler et al., 2005; Pugliese et al., 2013), donde destacan cuatro
grupos de compuestos fitoquimicos: terpénicos, fendlicos, azufrados vy

nitrogenados (Tomas-Barberan, 2003).

Betabel (Beta vulgaris sp.)

El betabel o remolacha roja (Beta vulgaris rubra), es miembro de la familia
Chenopodiaceae (Kapadia y Subba, 2013). Esta familia agrupa importantes
cultivos alimenticios como la acelga (Beta vulgaris cicla) y espinaca (Spinacia
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oleracea) (Ninfali y Angelino, 2013). El betabel es un alimento nutritivo que
generalmente se consume en ensaladas, jugos, conservas en vinagre, o cocido
(Guadarrama-Lezana et al., 2014). Vuli¢ et al., (2014) indicaron que la pulpa de
betabel puede considerarse una fuente potencial de nutrientes y puede usarse

como un ingrediente para la elaboracion de alimentos funcionales.

Ademas de otros compuestos quimicos activos, el betabel contiene una
clase unica de antioxidantes: las betalainas (Netzel et al., 2005) (Netzel et al.,
2005; Mikotajczyk-Bator y Pawlak, 2016); que incluyen dos clases de
compuestos, betacianinas (rojas) y betaxantinas (amarillas) (Pasch y Von Elbe,

1979; Von Elbe y Schwartz, 1996; Kanner et al., 2001).

El extracto de betabel se ha empleado exitosamente como colorante en
productos tales como: caramelos duros, malvaviscos (Basulto et al., 2014),
postres de gelatina (Guneser, 2016), yogures y helados (Khan, 2016a), productos
carnicos (Georgiev et al., 2010), aderezos para ensaladas (Khan, 2016b),
mezclas de pastel (Khan y Giridhar, 2014), mezclas de bebidas en polvo,
refrescos (Kapadia et al., 2003) y mermeladas (Tellez, 2010). Un colorante es
cualquier quimico ya sea natural o sintético que imparte color, mientras que los
pigmentos son sustancias naturales en las células y tejidos de las plantas y/o

animales que imparten color (Von Elbe y Schwartz, 1996).

Por otro lado, el betabel ha tenido aplicacibn como pigmento en
cosmeéticos, arte decorativo, pinturas y en la industria farmacéutica (Kapadia y
Subba, 2013; Mereddy et al., 2017) también se ha utilizado como un
medicamento para enfermedades hepéticas y renales (Kapadia et al., 2003), para
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la estimulacién del sistema inmune y hematopoyético (Lu et al., 2009; Szaefer
et al., 2014), como tratamiento dietético especial del cancer (Kanner et al., 2001)

y otras enfermedades comunes (El-Gamal et al., 2014).

Hoy en dia, el extracto de betabel es un color aprobado bajo el cédigo
73.40 por la Administracion de Drogas y Alimentos de EUA (FDA) (Martinez et al.,
2006; Rodriguez, 2016) y por la Unién Europea (UE) designado con el nimero

E162 (Kapadia y Subba, 2013; EFSA-ANS, 2015; Carocho et al., 2015).

Betalainas

Las betalainas son los principales pigmentos de la raiz del betabel (Beta
vulgaris sp.) y de otras especies, como la espinaca malabar (Basella sp.) el
amaranto (Amaranthus sp.), la pitaya (Cereus, Hylocereus y Selenicereus sp.) y
la pera del cactus (Opuntia sp.) comunmente conocida como tuna (Figura 1,
Stintzing et al., 2003; Kumar et al., 2014; Guneser, 2016; Celli y Brooks, 2017;

Ciriminna et al., 2018).

La raiz del betabel representa la principal fuente comercial de betalainas
(Delgado-Vargas et al., 2000; Soriano-Santos et al., 2007; Rodriguez-Amaya,
2016; Rodriguez-Amaya, 2018). En las dltimas décadas se han estudiado las
propiedades funcionales que estos compuestos confieren a la salud, entre las
gue se destacan su actividad antioxidante (AA), antidiabética, antiinflamatoria y
anticancerigena (Kanner et al., 2001; Kapadia et al., 2003; Gandia-Herrero et al.,
2013; Kapadia y Subba, 2013; Gandia-Herrero et al., 2016; Mikotajczyk-Bator y

Pawlak, 2016; Ciriminna et al., 2018).



c) Espinaca (Basella alba.) d) Amaranto (Amaranthus sp.)

e) Tuna (Opuntia sp.) f) Acelga (Beta vulgaris cicla)

Figura 1. Especies que contienen betalainas.



Estructura quimica de las betalainas. Las betalainas son pigmentos
nitrogenados solubles en agua, derivados del acido betaldmico (AB) (Badui,
1990; Fennema, 1996; Tesoriere et al., 2004a, 2004b; Rodriguez-Amaya, 2016;
Mereddy et al., 2017) y estan compuestas de dos grupos estructurales (Figura 2):
betacianinas (BC) y betaxantinas (BX) (Lee et al., 2005; Azeredo et al., 2007).
Las BC contienen un residuo de ciclodopa-5-O-glucosido (CDG) (Penfield y
Campbell, 1990; Stintzing y Carle, 2006; Tesoriere et al., 2004b; Moreno et al.,
2008), y exhiben una coloracién rojo-violeta (Gandia-Herrero et al., 2009;
Carocho et al., 2015; Chranioti et al., 2015), incluyen betanina, isobetanina y
neobetanina (Figura 3) (Ahia, 2008). Las BX contienen diferentes cadenas
laterales de aminoacidos o aminas (Tesoriere et al., 2004b) y exhiben una
coloracién amarillo-naranja (Kanner et al., 2001; Stintzing et al., 2002, 2006,
Azeredo, 2009), e incluyen indicaxantina y vulgaxantina | y Il (Figura 3) (Penfield
y Campbell, 1990; Ahia, 2008). Las betaxantinas difieren de las betacianinas en
gue el nacleo de las primeras es remplazado por un aminoacido (Von Elbe y

Schwartz, 1996; Azeredo, 2009; Azeredo et al., 2009).

Estabilidad de las betalainas. Las betalainas por naturaleza son inestables
(Figura 4) en presencia de luz (Von Elbe et al., 1974), altas temperaturas (Huang
y Von Elbe, 1985), pH alcalinos (Penfield y Campbell, 1990), actividad enzimatica
(Slimen et al., 2017), y presencia de oxigeno y/o metales (Von Elbe y Schwartz,
1996; Wong y Siow, 2015). Y debido a la baja estabilidad se ha restringido su uso
en alimentos (Serris y Biliaderis, 2001; Herbach et al., 2006a, 2006b, 2006c;

Stintzing et al., 2006; Martins et al., 2017; Flores-Mancha et al., 2019).
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Figura 2. Estructura del acido betalamico y grupos estructurales de las
betalainas. Adaptado de Stintzing y Carle, (2004) y Slimen et al.,
(2017)
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Alto contenido de Bajo contenido de
pigmento pigmento
Alto grado de Bajo grado de
glucosilacion glucosilacion
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Figura 4. Factores que influyen en la estabilidad de las betalainas (Mayor
estabilidad columna izquierda, menor estabilidad columna
derecha). Adaptado de Herbach et. al. (2006a) y Esatbeyoglu
et al., 2015).
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Temperatura. La degradacion de las betalainas depende en gran medida de la
temperatura y sigue una cinética de reaccion de primer orden, que depende del
pH (Huang y Von Elbe, 1985; Castellar et al., 2003; Azeredo, 2009). El factor mas
importante en la estabilidad de las betalainas durante el proceso y
almacenamiento de los alimentos es la temperatura (Huang y Von Elbe, 1985;
Herbach et al., 2005; Azeredo, 2009; Reshmi et al., 2012). Durante los procesos
térmicos las betalainas pueden degradarse por desglicosilacion, isomerizacion,
hidrélisis, descarboxilacion y deshidrogenacion (Von Elbe et al., 1974; Schwartz
y Von Elbe, 1983; Huang y Von Elbe, 1985; Von Elbe y Schwartz, 1996; Stintzing
et al., 2005; Herbach et al., 2006a, 2006b, 2006c; Azeredo, 2009; Castillo-
Garrido, 2013), el cambio en la reduccién de color es gradual, de color rojo
caracteristico de estos pigmentos hasta llegar a color marron claro (Huang y Von

Elbe, 1985).

Se ha demostrado que las betalainas tienen mayor estabilidad a
temperaturas bajas (Herbach et al., 2005; Stintzing et al., 2005), siendo 4°C la
gue permite mantener la estabilidad de los compuestos betalamicos comparado
con temperaturas mas altas (Herbach et al., 2005; Gonzalez et. al., 2010;

Janiszewska, 2014).

El AB (amarillo brillante) y CDG (sin color) son productos resultantes de la
descarboxilacién de la betanina durante tratamientos térmicos (Huang y Von
Elbe, 1985). Cuando la betanina pierde atomos de hidrégeno (deshidrogenacion)
entonces se genera otro compuesto betalamico llamado neobetanina,

observandose un cambio de color rojo hasta amarillo (Reshmi et al., 2012).
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Asi mismo, el proceso térmico del jugo de betabel causa la degradacion
de las betalainas dando como resultado diferentes tipos de BC;

monocarboxiladas, dicarboxiladas y tricarboxiladas (Wybraniec, 2005).

pH. Los compuestos betalamicos son estables en un rango de pH de 3.0 a 6.0
por encima de este rango las betalainas se degradan rapidamente, dicho proceso
es acompafiado de una pérdida de color (Delgado-Vargas et al., 2000; Castellar
et al., 2003; Stintzing et al., 2005; Gandia-Herrero et al., 2007; Gandia-Herrero y
Garcia-Carmona, 2013). La betanina se degrada a AB y CDG en condiciones
alcalinas (Von Elbe y Schwartz, 1996). Las BC se consideran con mayor
estabilidad a pH acido, mientras que las BX son mas resistentes en medios
neutros (Reshmi et al., 2012). El pH ideal para la estabilidad de los pigmentos
betalamicos es de 4.0-5.0 en condiciones anaerobias, pero si las betalainas se
encuentran en un medio con presencia de oxigeno el pH 6ptimo es de 5.5 a 5.8

(Huang y Von Elbe, 1985).

Luz. La estabilidad de las betalainas depende de la presencia de luz, la
degradacion de color es causada por la absorcién de luz en ondas UV (Manchali
et al., 2013; Janiszewska, 2014). Sin embargo, Herbach et al. (2004a, 2004b),
sefialan que la degradacién de los pigmentos por la luz depende de la presencia
de oxigeno, puesto que ésta no se da en condiciones anaerobias. Este tipo de
degradacion se puede evitar mediante la utilizacion de acido ascérbico en
diferentes niveles (Herbach et al., 2005). La presencia de luz y oxigeno tienen un

efecto sinérgico cuando ambos se encuentran presentes. La luz causa una
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degradacion de color del 15.6% y el oxigeno 14.6%, mientras que la combinacion

de ambos causa una degradacion del 28.6% (Von Elbe et al., 1974).

Manchali et al. (2013), mencionan que no todas las fuentes de luz generan
la degradacion de las betalainas, sino que la luz de diferentes longitudes de onda
puede causar un efecto aditivo de color en las betalainas. De tal forma Shin et al.
(2003), sugieren que la luz azul en combinacién con la luz infrarroja inducen a

una mayor acumulacion de BC, pero también de azucares totales y sacarosa.

Oxigeno. Las betalainas reaccionan con oxigeno, cuando estas son
almacenadas en presencia de oxigeno sufren una degradacion de color (Von
Elbe et al., 1974; Herbach et al., 2006a, 2006b, 2006c). Sin embargo, se ha
demostrado que niveles bajos de oxigeno favorecen la recuperacion del pigmento
después de sufrir dicha degradacién (Huang y Von Elbe, 1985, 1987). La
eliminacion de oxigeno disuelto aumenta la estabilidad de los compuestos

betalamicos (Von Elbe et al., 1974).

El oxigeno es un papel crucial en la degradacion de las betalainas, y mas
aun, si dichos compuestos se encuentran almacenados por encima de los 4°C y
en presencia de luz (Von Elbe et al., 1974; Schwartz y Von Elbe, 1983; Herbach

et al., 2004a, 2004b; Azeredo, 2009; Manchali et al., 2013).

Metales. Los metales son otro factor a considerar en la degradacion de los
pigmentos betalamicos, iones como cobre, hierro, aluminio y estafio afectan la
estabilidad de la betanina acelerando la pérdida de su color (Pasch y Von Elbe,

1979; Von Elbe y Attoe, 1985). Para reducir la degradacion de color en los
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pigmentos por iones metalicos, algunos autores recomiendan utilizar &cido citrico

como agente quelatante (Stintzing y Carle, 2007).

Actividad de agua (aw). La aw afecta la estabilidad de los compuestos
betalamicos puesto que el agua favorece la ruptura del enlace aldimina del
compuesto (Serris y Biliaderis, 2001; Herbach et al., 2006c). Se ha observado
una mayor estabilidad de las betalainas cuando la actividad de agua (aw) es
menor de 0.63 (Azeredo, 2009). Diversos autores reportan que la estabilidad de
estos compuestos aumenta cuando se aplican métodos para reducir el contenido
de agua, tales como liofilizacion y secado por atomizacién, entre otros (Serris y
Biliaderis, 2001; Castellar et al., 2003; Herbach et al., 2004a, 2004b, 2005, 2006a,

2006b, 2006c; Pitalua et al., 2010; Ruiz-Gutiérrez et al., 2014).

Actividad enzimética. Otra causa de la inestabilidad de los compuestos
betaldmicos es la inactivacion inadecuada de enzimas como las glucosidasas,
polifenoloxidasas y peroxidasas (Herbach et al., 2006b, 2006c; Castillo-Garrido,
2013). Las glucosidasas afectan la estabilidad de las betalainas por la formacion
de agliconas, las peroxidasas forman radicales, las polifenoloxidasas oxidan
principalmente los compuestos fendlicos incoloros, todo esto dando como
resultado la inactivacion de las betalainas y por consiguiente la decoloracion de
los compuestos betalamicos (Von Elbe y Schwartz, 1996; Stintzing y Carle, 2007,

Castillo-Garrido, 2013).

Propiedades funcionales de las betalainas. Estos compuestos ademas de
tener un color atractivo para la industria alimenticia, presentan propiedades
anticancerigenas (Ninfali y Angelino, 2013; Kapadia et al., 1996; Escribano et al.,
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1998), antiinflamatorias (Winkler et al., 2005; Tan et al., 2015), antidiabéticas
(Bolkent et al., 2000) y antioxidantes (Kanner et al., 2001; Vuli¢ et al., 2014). El
Cuadro 1 resume las propiedades funcionales atribuidas a los compuestos

betalamicos.

Polifenoles

Los polifenoles son los antioxidantes mas abundantes en las plantas,
frutas y hortalizas (Quifiones et al., 2012; Valencia-Avilés et al., 2017; Cutrim y
Sloboda, 2018). El contenido de polifenoles en frutas y hortalizas puede variar de
acuerdo a factores, como: especie, grado de madurez, condiciones ambientales
(clima, suelo, ubicacion geogréfica, etc.) y condiciones de almacenamiento, entre

otros (Haminiuk et al., 2012; Valencia-Avilés et al., 2017).

En las Ultimas décadas se ha demostrado que una dieta con alto contenido
de polifenoles vegetales mejora la salud y ayuda a prevenir enfermedades
(Schroeter et al., 2006; Perez-Vizcaino et al., 2009). Estos componentes son
importantes en la alimentacion humana debido a que ejercen diversas funciones
tales como: la sintesis proteica, asimilacién de nutrientes, actividad enzimatica,
formacion de componentes estructurales, quelacién de metales y su accion

atrapadora de radicales libres (Manach et al., 2004; Valencia-Avilés et al., 2017).

Estructura de los polifenoles. Son compuestos quimicos de alto peso
molecular que contienen al menos un grupo hidroxilo (-OH) unido a uno o varios
anillos aromaticos que caracteriza su estructura fendlica (Salas et al., 2013,
Pefarrieta et al., 2014; Cutrim y Sloboda, 2018). Segun el nimero de anillos que
contienen se clasifican en: acidos fendlicos, estilbenos, flavonoides, lignanos y
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Cuadro 1. Propiedades funcionales de las betalainas

Autores

Schwartz et. al.,
1983

Kapadia et. al.,
1996

Kapadia et. al.,
2003

Zhang et. al., 2013

Szaefer et. al.,
2014

Unidad
Experimental

Ratas

Ratones

Ratones

Ratones

Ratas

Tratamiento
Dosis / Frecuencia / Duracion /
Administracion

50 mg / kg betanina pura y 50
mg / kg BC / diario / 6-8 meses /
dieta

2.5-100 mg / mL de betanina /
diario / 20 semanas/ agua
potable

2,5 mg de betanina / diario / 20
semanas / aplicacion oral y
topica

0.025-0.1 mg / mL de betanina /
diario / 20 semanas / agua
potable

6.3 mg de BXy 12.7 mg de BC
kg / peso corporal / diario / 4
semanas / sonda nasogastrica

Resultado

Anticancerigena
Evita la hepatocarcinogénesis

Anticancerigena
Inhibicién de cancer de piel y pulmén

Anticancerigena
Supresion de tumores de piel y de
higado

Anticancerigena
Disminucién de la carga tumoral

Anticancerigena
Disminucién de cancer de pulmény
glandula mamaria
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Autores

Kujawska et. al.,
2009

Tan et. al., 2015

Lee et. al., 2005

Agarwal et al.
(2006)

Lu et. al., 2009

Winkler et. al.,
2005

Kanner et. al., 2001

Unidad
Experimental

Ratas

Ratas

Ratas

Ratas

Ratones

Humanos

Humanos

Tratamiento
Dosis / Frecuencia / Duracion / Resultado
Administracion

Anticancerigena y Antioxidante
Reduccion de la, multiplicidad y retraso
del tumor.

Disminucion del estrés oxidativo
inducido por xenobidticos

8 mL / kg / diario/ 28 dias /
sonda nasogastrica

Anticancerigena, Antiinflamatoria y
Antioxidante Proteccion contra el dafo
renal agudo inducido debido a la
inhibicion del estrés oxidativo y la

25y 100 mg / kg / tres dias
antes y dos dias después de la
administracion del inductor /
sonda nasogastrica

inflamacion.
10-150 ppm pg / mL de betanina Hepatoprotectora
/ diario / 2 meses / dieta Inductor de quinona reductasa
1000, 2000 y 4000 mg / kg Hepatoprotectora

extracto etanodlico de betabel /

diario/ 7 dias/ dieta Inductor de quinona reductasa

20 mg/ kg pv / dia/ 33 p / sonda

Lo Radioprotectora
nasogastrica

. Antiinflamatoria
0.5pg /mlL betanina /48 h /NA / Supresion de la produccion de

NA :
neopterina

300 mL jugo de betabel -120 mg Antioxidante
de betanina / 1 dia / NA /oral Inhibicion la peroxidacioén lipidica



Autores

Netzel et. al., 2005

Vulic et. al., 2014

Josef et al. (1973)

Yoshikawa et al.
(1996)

Bolkent et. al.,
2000

Unidad
Experimental

Humanos

Ratas

Humanos

Ratas

Ratas

Tratamiento
Dosis / Frecuencia / Duracion / Resultado
Administracion

500 mL de jugo de betabel / 1 Ant|OX|dante. :
. Aumenta compuestos antioxidantes en
dia/ NA / oral

la excrecién urinaria

1-3 mL / kg extracto de betabel Antioxidante
de peso corporal / diario / 7 dias Supresion produccién excesiva de
/ via intraperitoneal radicales libres inducida
Antidiabética
100 g / diario / 14 dias / dieta Disminucion del contenido de azlcar
en la sangre
5 mL / kg de peso corporal / NA Antidiabética
INA / oral Reduccidn de glucosa en sangre
2 g / kg de peso corporal / diario Antidiabética

/ 28 dias / via intraperitoneal Reduccion de glucosa en sangre



taninos (Figura 5) (Martinez-Florez et al., 2002; Haminiuk et al., 2012; Goncalves
et al., 2013; Zhang et al., 2015). Existe gran variedad de polifenoles, entre los
cuales se incluyen pigmentos naturales, de diversas tonalidades, como amarillo,
naranja, rojo y azul, asi como otros compuestos relacionados con sabor y olor de

los alimentos (Cutrim y Sloboda, 2018).

Estabilidad de los polifenoles. Es preciso tener en cuenta que los polifenoles
tienen baja estabilidad, reaccionando con otros compuestos y se deterioran
facilmente a altas temperaturas, presencia de luz y oxigeno, entre otros factores
(Pulido y Beristain, 2010; Busso-Casati y Baeza, 2016; Diaz et al., 2017; Baeza
et al., 2019). El pH también es un factor importante a considerar, se ha
demostrado una mayor estabilidad en pH por debajo de 5.0, porque la acidez
tiene un efecto protector sobre la molécula (Busso-Casati y Baeza, 2016; Baeza
et al., 2019), mientras que en medios alcalinos ocurre una rapida degradacion

oxidativa (Reyes-Aguilar, 2014).

Propiedades funcionales de los polifenoles. Ademas de ser potentes
antioxidantes, los polifenoles poseen propiedades funcionales como
antimicrobianas, antiinflamatorias, antialergénicas, antitrombdticas,
antihipertensivas, anticancerigenas y antineoplasicas (Schroeter et al., 2006;
Perez-Vizcaino et al., 2009; Palacios et al., 2011; Haminiuk et al., 2012; Quifiones

et al., 2012; Moreno-Jimenez et al., 2015; Cutrim y Sloboda, 2018).

Encapsulacion
Estudios recientes han demostrado que la encapsulacion de betalainas y
polifenoles en diferentes matrices comestibles pueden aumentar la estabilidad de
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Figura 5. Estructura quimica del acido fenico y de los polifenoles. Adaptado de
Haminiuk et al., (2012).
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estos compuestos, y por ende conservan sus actividades antioxidantes y
antirradicales (Gandia-Herrero et al., 2009; Lépez et al., 2012). La encapsulacion
se ha utilizado para proteger los compuestos fitoquimicos (colorantes,
saborizantes, antioxidantes, bactericidas, vitaminas, aceites esenciales, etc.) que
contienen los alimentos (Lépez et al., 2012; Vergara, 2013; Xue et al., 2013;
Luna-Guevara et al., 2016). Este es un proceso mediante el cual las sustancias
bioactivas se recubren con una pelicula delgada de un material protector (Parra-
Huertas, 2011; Flores-Belmont y Jiménez-Munguia, 2013; Arrazola et al., 2014;
Gallo-Nunura y Cevallos-Vera, 2014; Manjunatha y Raju, 2015; Diaz et al., 2017),
que reduce su pérdida, aumenta la estabilidad, mejora la biodisponibilidad,
incrementan la vida Gtil y ademds de ser mas faciles de manejar (Azeredo, 2005;
Pitalua et al., 2010; Lopez et al., 2012; Janiszewska, 2014; Ibraheem et al., 2015;

Diaz et al., 2017).

Métodos de encapsulacion. Existen una gran variedad de técnicas para llevar
a cabo la encapsulacion, algunos autores las han clasificado como quimicas y
fisicas (Guevara-Breton y Jimenez-Munguia, 2008). En los métodos quimicos se
encuentran: la polimerizacion interfacial, gelificacion ibnica, cristalizacion,
coacervacion compleja, inclusibn molecular, incompatibilidad polimérica y
atrapamiento de liposomas (Pedroza-Islas, 2002; Azeredo, 2005; Flores-Belmont
y Jiménez-Munguia, 2013). Dentro de las técnicas fisicas 0 mecéanicas aparecen:
el secado en lecho fluidizado, extrusién, liofilizacién y secado por atomizacién
(Figura 6) (Azeredo, 2005; Madene et al., 2006), siendo estas Ultimas las mas

utilizadas (Azeredo, 2005; Oberoi y Sogi, 2015; Araujo-Diaz et al., 2017;
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(Shaaruddin et al., 2017; Shishir y Chen, 2017). Al momento de la encapsulacion
se debe tomar en cuenta que existen complicaciones relacionadas con el
apelmazamiento, aglomeracion de particulas y pegajosidad, como resultado de
la baja temperatura de transicion vitrea (Tg) (Araujo-Diaz et al., 2017), debido a
lo anterior, es necesario utilizar agentes encapsulantes que aumenten dicho

parametro (alto peso molecular y baja viscosidad) (Diaz et al., 2017).

Agentes encapsulantes. Existen diferentes tipos de agentes encapsulantes
(Sandoval-Peraza et al., 2016) también llamados acarreadores, entre estos se
encuentran: carbohidratos, lipidos, proteinas y polimeros de grado alimenticio
(Guevara-Breton y Jimenez-Munguia, 2008; Gallo-Nunura y Cevallos-Vera, 2014;
Ibraheem et al., 2015; Antigo et al., 2017). En el grupo de los carbohidratos se
localizan: los almidones, alginatos, carrageninas, goma arabiga, goma guar,
goma xantana, sacarosa, glucosa, maltodextrina, inulina, jarabe de maiz, pectina,
carboximetil celulosa y quitosano, entre otros (Barbosa et al., 2005; Ravichandran
et al., 2014; Manjunatha y Raju, 2015; Diaz et al., 2017; Shishir y Chen, 2017,
Slimen et al., 2017). Entre los lipidos se ubican las ceras de abeja, carnauba y
candelilla, diestearato de glicerol y grasas naturales y modificadas (Pedroza-Islas
et al., 1999; Sandoval-Peraza et al., 2016). En las proteinas se pueden destacar
como agentes encapsulantes la gelatina, caseinas como el caseinato de sodio,
proteinas del suero, soja y trigo (Gandia-Herrero y Garcia-Carmona, 2013). En
los polimeros de grado alimenticio se destaca el polipropileno, polivinilacetato,
poliestireno y el polibutadieno entre otros (Guevara-Breton y Jimenez-Munguia,

2008). Cada grupo de materiales acarreadores tienen ventajas y desventajas, es
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por esto que los recubrimientos en su mayoria son formulaciones compuestas de

todos los anteriores (Apintanapong y Noomhorm, 2003; Madene et al., 2006).

Encapsulacion de betalainas. Gandia-Herrero et al. (2013), reportan que la
estabilidad de las betalainas aumenta cuando son encapsuladas con
maltodextrina, manteniendo la coloracion rojo-purpura de los polvos. Azeredo
et al. (2007) indican que el uso de diferentes proporciones de maltodextrina en la
encapsulacion mediante el secado por atomizaciéon de BC aumenta su
estabilidad. Una investigacion realizada por Serris y Biliaderis (2001), sugiere que
la mezcla de maltodextrina con pululano es una opcidon viable para la
encapsulacion (secado por atomizacion o liofilizacion) de compuestos
alimentarios como las betalainas. Por su parte, Ravichandran et al. (2014),
mencionan que la encapsulacion de las betalainas con diferentes mezclas
[(maltodextrina con pectina (6%), maltodextrina con goma arabiga (6%), y
maltodextrina con goma xantana (21%)] y con secado por pulverizacion
incrementa la estabilidad de éstas en comparacion con el uso exclusivo de
maltodextrina. Asi mismo, éste estudio sefiala que las betalainas encapsuladas
por liofilizacidbn con goma de xantana aumenta su concentracién hasta en un 65%
en comparacion con el control (Unicamente maltodextrina). De igual forma, Antigo
et al. (2017) indican que la liofilizacion de extracto de betabel mezclado con
maltodextrina y goma de xantana produce una mayor estabilidad de las

betalainas, en relacion a cuando se emplea el secado por pulverizacion.

Por otro lado, se ha demostrado que la estabilidad de las betalainas

aumenta cuando se utiliza como agente encapsulante la goma arabiga en
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relacion con la maltodextrina, esto debido a su menor higroscopicidad (Pitalua
et al., 2010; Guadarrama-Lezana et al., 2014; Janiszewska, 2014). También, se
ha determinado que el uso de inulina como agente acarreador, aumenta la
estabilidad de BC en contraste con el extracto sin agentes acarreadores (Omae
et al., 2017). Estos métodos y agentes de encapsulacion han sido utilizados para
diversas fuentes de betalainas tales como Beta vulgaris, Opuntia spp. vy

Amaranthus, entre otras (Cuadro 2 y 3)

Encapsulacion de polifenoles. Diaz et al. (2017), reportaron que el empleo de
maltodextrina como agente acarreador prolonga la estabilidad de los compuestos
fendlicos en un 200%. Asi mismo, Antigo et al. (2017) mencionan que la
encapsulacién de compuestos bioactivos con maltodextrina y goma de xantana
presentan una mayor estabilidad en contenido de polifenoles. En otros estudios,
se afirma que la encapsulacién de polifenoles con maltodextrina proporciona un
efecto protector, disminuyendo la constante de velocidad de degradacion de
dichos compuestos durante el almacenamiento (Robert et al., 2010; Araujo-Diaz
et al., 2017). Por su parte, Saénz et al. (2009) obtuvieron un incremento en el
contenido de compuestos fendlicos utilizando maltodextrina e inulina como

agentes encapuslantes.

Radicales Libres

Los radicales libres son particulas inestables que perdieron un electron y
son altamente reactivas (Halliwell y Gutteridge, 1990; Coronado et al., 2015),
destruyen las paredes celulares, debilitan el sistema inmunitario, inactivan

enzimas y dafan el material genético-hereditario; pueden ser causantes de
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Cuadro 2. Condiciones de encapsulacion y agentes encapsulantes utilizados para estabilizar betalainas mediante secado

por atomizacion.

Condiciones de encapsulacion

. Fuente de Agente (Temperatura de entrada, Flujo Aplicacion en
Referencia ; ; , ., :
betalainas encapsulante de aire, Tasa de alimentacién, alimentos
Tasa de aspiracion, Presion)
. . Maltodextrina y 150°C, 0.6 L/ h, NE, 3.8 m3/ h,
Antigo et al. (2017) Beta vulgaris Goma xantana 0.08 - 014 bar -
Omae et al. (2017) Beta vulgaris Inulina 120°C, 600 L/ h, 10. mL /min, NE, Adicion a
20 psi sorbete
Castro-Muioz et al. Opuntia stricta Maltodextrina y 110 - 140°C, NE, 1 mL / min, 32 m® i
(2015) P Gelatina /'h, 40 kg / cm2
Guadarrama-Lezana . - 135 -145°C, 40 mL / min, NE, NE,
et al. (2014) Beta vulgaris Goma arabiga 4 bar -
Janiszewska (2014) Beta vulgaris Maltodextrinay 4 gn0c NE, NE, 0.055 m? /s, NE :
Goma arabiga
Maltodextrina,
Ravichandran et al. Beta vuloaris Goma guar, Goma 90 - 102°C, 700 L / h, 10 mL / min, i
(2014) 9 arabiga, Pectina 'y NE, 25psi
Goma xantana
Ruiz-Gutiérrez et al. Opuntia ficus- Fibra soluble (B-D- 160 - 200°C, NE, NE, NE, 4.5 bar )
(2014) indica glucano)
_— Adicion a
- - ° ) o)
Castillo-Garrido (2013) Opuntia ficus Capsul y K-4484 110 - 133°C, 600 L /'h, 5%, 100%, bebida

indica

5 bar
refrescante
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Referencia

Fuente de
betalainas

Agente
encapsulante

Condiciones de encapsulacién

(Temperatura de entrada, Flujo
de aire, Tasa de alimentacién,
Tasa de aspiracion, Presion)

Aplicacion en
alimentos

Gandia-Herrero et al.

(2013)

Vergara (2013)

Gandia-Herrero et al.

(2010)

Pitalua et al. (2010)

Obdn et al. (2009)

Saénz et al. (2009)

Azeredo et al. (2007)

Diaz-Sanchez et al.

(2006)

MoRhammer et al.

(2006)

Cai y Corke (2000)

Beta vulgaris

Opuntia ficus-
indica
Opuntia

Beta vulgaris

Opuntia stricta

Opuntia ficus-
indica

Beta vulgaris

Opuntia
lasiacantha
Opuntia ficus-
indica

Amaranthus

Quitosano y
Maltodextrina

Capsul y K-4484
Maltodextrina
Goma arabiga

Jarabe de glucosa

Maltodextrina e
Inulina

Maltodextrina
Maltodextrina
Maltodextrina

Maltodextrina

140°C, 246 L/ h, 2.5 mL / min, 36
m3/h, NE

110 - 219°C, 600 L / h, 3 mL / min,
NE, 5 bar

120 -210°C, 246 L/ h, 25 mL/
min, 36m3/h, NE

175 - 185°C, NE , NE, NE, 5 bar

80 —-160°C, 0.36 —0.72 L/ h, NE,
36 m3/h,

120 - 160°C, 600 L /h, 10 mL /
min, NE, 20 psi

120°C, 0.4 L/ h, NE, NE, NE
150°C, NE, 15%, NE, NE

165°C, NE, NE, NE, NE

150 — 210°C, NE, 390 — 530 g/h,
56 m3/ h, 1.4 — 1.5 bar

Adicion a
bebida
refrescante

Adicién a yogurt
y bebida
refrescante

Adicién a yogurt
natural

NE= No especifica. Adaptado de Flores-Mancha et al. (2019).
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Cuadro 3. Condiciones de encapsulacion y agentes encapsulantes utilizados para estabilizar betalainas mediante

liofilizacién.
Condiciones de encapsulacion
. Fuente de Agente (Congelacién tiempo y Aplicacion en
Referencia ; L :
betalainas encapsulante temperatura; Liofilizacion alimentos

tiempo, temperatura y presion)

Antigo et al. (2017)

Ravichandran et al.

(2014)

Diaz-Sanchez et al.

(2006)

MoRRhammer et al.
(2006)

Serris y Biliaderis
(2001)s

Cai y Corke (2000)

Beta vulgaris

Beta vulgaris

Opuntia
lasiacantha

Opuntia ficus-
indica

Beta vulgaris

Amaranthus

Maltodextrina y
Goma Xantana

Maltodextrina,
Goma guar, Goma
arabiga, Pectinay

Goma xantana

Maltodextrina

Maltodextrina

Maltodextrina y
Pululano

Maltodextrina

NE= No especifica. Adaptado de Flores-Mancha et al. (2019).

48 h - 10°C;
48 h, -36°C, 1.09 Pa

3 h, -18°C;
48 h, NE, NE

Congelacién inmediata N2; 24 h,
NE, NE

NE, NE; 72 h, -25°C, NE -

NE, -18°C;
NE, NE, NE

Congelacion inmediata N2; 24 h,
NE, NE



diversas patologias tales como: asma, arteriosclerosis, padecimientos articulares
cronicos, angiopatia diabética, trastornos del sistema nervioso central (Parkinson
y Alzheimer), envejecimiento de la piel, cataratas, cancer y anemia (Korc et al.,
1995; Valko et al., 2006; Maldonado-Saavedra et al., 2010; Corrales y Mufioz,

2012).

Antioxidantes

Los antioxidantes, son eliminadores de radicales libres (Winkler et al.,
2005), comprenden un gran numero de clases de moléculas organicas como los
fenoles, péptidos, fosfolipidos y polisacaridos (Azeredo, 2009). Una de las
principales funciones de los antioxidantes es prevenir o retrasar la oxidacion de
las grasas, que a su vez beneficia la conservacion de alimentos (Wootton-Beard
y Ryan, 2011). Los antioxidantes pueden inhibir directamente el dafio causado
por reacciones proliferativas al donar el electron necesario para estabilizar las
especies reactivas de oxigeno y nitrdgeno sin volverse reactivos a su vez (Figura
7) (Valko et al., 2006; Maldonado-Saavedra et al., 2010; Corrales y Mufioz, 2012).
Los grupos fendlicos dentro de las betalainas son donantes de electrones, lo que
les otorga una capacidad alta para eliminar radicales libres (Herbach et al., 2007;

Stintzing y Carle, 2007; Tan et al., 2015).

Actividad Antioxidante

El equilibrio entre la produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS) y
especies reactivas de nitrégeno (RNS) (denominadas colectivamente RONS)
(Wootton-Beard y Ryan, 2011) es importante para la correcta funcionalidad de

las moléculas antioxidantes (Juarez-Moya, 2015) que protegen contra los efectos
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Figura 7. Interaccion entre radicales libres y antioxidantes. Adaptado de Coronado et al. (2015).



potencialmente perjudiciales del estrés oxidativo (Valko et al., 2006). El estrés
oxidativo produce dafio en las células debido a la oxidacion de los lipidos,
proteinas, ADN y enzimas (Venereo-Gutiérrez, 2002), lo que deriva en una
reaccion en cadena, que genera mayor produccion de radicales libres y por lo
tanto, aumento del dafio celular (Venereo-Gutiérrez, 2002; Valko et al., 2006;
Mesa-Vanegas et al., 2010). El exceso de produccion de RONS, conduce a
cambios bioquimicos en productos alimenticios (Azeredo, 2009), tales como: la
modificacion de las proteinas y oxidacion de los lipidos (Alvarado-Carrasco y
Guerra, 2010), lo que contribuye al desarrollo de trastornos patologicos
(Escribano et al., 1998), como el cancer, enfermedades cardiovasculares y
deterioro neuroldgico (Alvarado-Carrasco y Guerra, 2010; Wootton-Beard y

Ryan, 2011).

Por lo anterior, el objetivo de este trabajo fue evaluar el efecto de la adicion
de extracto de betabel (Beta vulgaris) encapsulado con diferentes agentes
acarreadores sobre las caracteristicas fisicoquimicas, color, estabilidad de las

betalainas y capacidad antioxidante del yogurt durante la vida en anaquel.
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MATERIALES Y METODOS

Localizacién del Area de Estudio

El desarrollo experimental de esta investigacion se efectué en el
Laboratorio de Biotecnologia de Productos de Origen Animal en la Facultad de
Zootecnia y Ecologia (FZyE) ubicado en el Periférico Francisco R. Almada km 1
y el Laboratorio de Alimentos Il de la Facultad de Ciencias Quimicas ubicado en
Circuito Vial Universitario, de la Universidad Autonoma de Chihuahua (UACH)

Chihuahua, Chih, México.

Descripcién del Disefio y de los Tratamientos

El experimento consistio en dos etapas: 1) Elaboracion y caracterizacion
de los extractos de jugo de betabel (liofilizado y encapsulado), y 2) Elaboracion
de los tratamientos (yogurt a base de leche entera de vaca).

Se elaboraron cuatro tratamientos con tres repeticiones y tres replicas bajo
un modelo estadistico completamente al azar. La descripcion de los tratamientos
se basé en la adicion de betabel (liquido o liofilizado) y un tratamiento control
(TC), sin adicion de pigmentos (Cuadro 4).

Los tratamientos se mantuvieron en refrigeracion (4°C), tomandose
muestras a los dias 1, 7 y 14 para evaluar el efecto de los tratamientos en el
tiempo sobre las variables de respuesta, tales como: color, pH, sinéresis,
contenido de betalainas, contenido de polifenoles y actividad antioxidante. Al dia

1, se determiné contenido de grasa, proteina, humedad y cenizas en los yogures.
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Cuadro 4. Descripciéon de los tratamientos de yogurt adicionado con extracto liquido y liofilizado de betabel (Beta
vulgaris).

Extracto de Betabel Extracto de Betabel
, Extracto de Betabel
Tratamientos o encapsulado con Encapsulado con

liguido : :

Maltodextrina Inulina
T1 0 0 0
T2 100 mL* 0 0
T3 0 600 mg* 0

T4 0 0 600 mg*

T1= Yogurt (Y) natural, T2=Y adicionado con jugo de betabel, T3= Y adicionado con extracto encapsulado con
Maltodextrina y T4=Y adicionado con extracto encapsulado con Inulina. *Por cada litro de Yogurt.



Descripcién de las Materias Primas

El yogurt se realizé segun la metodologia descrita por Tamime y Robinson
(1999), con; leche entera (LALA®, composicion fisicoquimica Cuadro, 5), crema
entera (3%, LALA®), leche en polvo (8%, NIDO®), aztcar de mesa (3%) y como
cultivo iniciador se utilizé yogurt natural (10%, LALA®). El betabel utilizado en esta
investigacion fue adquirido en el mercado local de Chihuahua, México, durante el
periodo de marzo a julio del 2018. Como agentes encapsulantes se utilizaron

maltodextrina (DE 10) e inulina ambos de la marca Sigma-Aldrich®.

Elaboracion de los Extractos Liofilizados de Betabel

Obtencién del jugo de betabel, encapsulacion y liofilizacion. Se extrajo el
jugo del betabel con un extractor doméstico (Cold Press). El agente acarreador
(Maltodextrina-M e Inulina-l) se adicion6 al jugo de betabel (JB) en un 30%, a
temperatura ambiente, se homogeneizaron las mezclas durante 10 minutos
(Ultra-Turrax IKAT18 basico) con una herramienta de dispersion (S18N-19G, IKA
Works Inc.), y a continuacion, cada mezcla se liofilizd (Labconco Niro Mobile
Minor DK-2860, GEA Company) a -85°C con 0.035 mbar de presion. Se
obtuvieron tres liofilizados: betabel puro (B), betabel encapsulado con
maltodextrina (M), betabel encapsulado con inulina (I). Los polvos se

almacenaron (12 £ 3°C) para su posterior caracterizacion.

Los extractos liofilizados o polvos se caracterizaron en términos de: indice

de absorcién y solubilidad en agua, temperatura de transicion vitrea, actividad
antioxidante por los métodos de ABTS y DPPH’, betalainas totales,
betacianinas, betaxantinas, polifenoles totales y concentracion total de proteina.
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Cuadro 5. Composicion fisicoquimica de la leche utilizada para los tratamientos
de yogurt adicionado con extracto liquido y liofilizado de betabel (Beta vulgaris

sp.)

Parametro Media * Error Estandar

Grasa 3.247 + 0.031 %
Solidos no grasos 7.887 £ 0.050 %
Proteina 2.937 £ 0.021 %
Lactosa 4.227 + 0.031 %

pH 6.567 + 0.012
Punto de congelacion -0.489 + 0.004 °C
Densidad 26.050£0.177 g/ mL
Conductividad 4.483 £0.021 mS/cm
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Obtencion de extracto acuoso. Los extractos utilizados para la determinacion
del contenido de polifenoles totales y de la actividad antioxidante se obtuvieron
de acuerdo con el método descrito por Pitalua et al. (2010), con modificaciones.
Brevemente, se dispersé un total de 0.5 g de polvo en 10 mL de metanol y agua
desionizada (1:1 v / v). Las dispersiones se homogeneizaron durante 15 s
utilizando un vortex Ultra-Turrax IKA T18 basico con una herramienta de
dispersion (S18N-19G, IKA Works Inc.). La mezcla se centrifugdé a 3,000 x g
durante 10 minutos en una Centrifuga Centra (Avanti® J-26 XPI. Beckman
Coluter®, EUA). Los sobrenadantes se filtraron con un filtro de polietileno con
poros de 0.22 ym (Millipore Corp., Bedford, MA, EUA), y se almacenaron
congelados hasta su analisis.

Caracterizacion de los Liofilizados

indice de absorcion y solubilidad en agua. El indice de absorcién en agua
(IAA) e indice de solubilidad en agua (ISA) se determinaron segun el método
descrito por Anderson et al. (1970) con modificaciones. Se pesaron 0.5 g de
muestra en una balanza analitica (PA214C, OHAUS Pioneer, EUA), se
adicionaron 6 mL de agua desionizada a 30°C y se incubaron en un bafno maria
de recirculacion (WBC22, WiseCircu, Alemania) durante 30 min. Posteriormente,
se centrifugd a 2800 x g, por 20 min (Avanti J-26 XPI, Beckman Coulter, EUA).
Se decant6 el sobrenadante en una capsula a peso constate, se registré el nuevo
peso (capsula + sobrenadante); se secé en un horno a 85°C durante 24 horas y
posteriormente se volvio a pesar. El IAA se calculé como el peso del sedimento

obtenido después de la eliminacion del sobrenadante por unidad de peso de los
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solidos originales como base seca. El ISA es el porcentaje de materia seca
recuperada después de evaporar el sobrenadante obtenido del IAA. Cada
determinacién se realizo por triplicado y se obtuvo un valor promedio para cada
muestra.
Temperatura de transicion vitrea. La temperatura de transicion vitrea (Tg) se
determiné siguiendo el método de Ahmed et al. (2010) mediante calorimetria
diferencial de barrido (DSC), en un equipo TA Instruments (DSC Q-2000, Crawley,
RU). Se colocaron 6 mg de muestra en las celdas de aluminio de 40 uL y se
sellaron. Posteriormente, se sometieron a diferentes ciclos de calentamiento y
enfriamiento todos a una rampa de calentamiento de 15°C / min. El primer ciclo
fue de temperatura ambiente hasta 0°C, el segundo ciclo de 0°C hasta 120°C, el
tercer ciclo de 120°C hasta 0°C y el cuarto ciclo de 0°C hasta 120°C. Se utilizé
una celda vacia como referencia para todas las mediciones. Como resultado se
obtuvieron los termogramas en los cuales se observa una grafica del flujo de calor
(eje Y) contra la temperatura (eje X), estos se analizaron con el software
Universal Analysis, para obtener la Tg4) generada en el cuarto ciclo de
calentamiento. Cada determinacion se realizé por duplicado y se obtuvo un valor
promedio para cada muestra.
Elaboracion de los Tratamientos

La leche se calenté a 95°C durante cinco minutos, se enfrié a 45°C para
adicionar la leche en polvo (8%), crema (3%), azucar (3%) y el inéculo (10%). Los
tratamientos se incubaron en una incubadora (Thermo Fisher Scientific, Modelo

3721, EUA) a 42°C aproximadamente por 4:30 h, hasta llegar a un pH de 4.2. Se
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realizd el batido del yogurt y se almacend a 4°C durante 12 horas.
Posteriormente, se adicionaron los extractos liofilizados (polvos) de betabel al
yogurt (Figura 8). Las muestras se almacenaron a 4°C por 14 dias.

Andlisis Fisicoquimicos

Composicion quimica. Se determiné por triplicado en las muestras de yogurt
correspondientes al dia 1. El contenido de humedad, cenizas, grasa y proteina
se realizaron de acuerdo a los métodos establecidos por la AOAC (926.08,

935.42, 989.05 y 991.20 respectivamente).

Color. EI color se midié con un colorimetro Modelo CR-410 (Konica Minolta®,
Japon) evaluandose los parametros L*, a* y b*. Donde L* es un indicador de
luminosidad (de negro a blanco), a* es un indicador que va del color verde
(valores negativos) al rojo (valores positivos) y b* indica tonalidades desde el
color azul (valores negativos) hasta el amarillo (valores positivos). Las muestras
se colocaron en recipientes de plastico con una capacidad de 200 mL. Las
determinaciones se realizaron por triplicado y los valores L*, a* y b* fueron

utilizados para calcular Chroma* (C*), angulo Hue (h°) y AE.

El valor de Chroma indica la intensidad o saturacion de color, y se

determind utilizando la siguiente ecuacion (Ruiz-Gutiérrez et al., 2014):

Chroma = (a'? + b*?)/?
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Elaboracion de Yogurt Batido
I

Calentamiento
95°C - 5 min

Adicion de solidos
45°C
Leche en polvo 8%
Crema 3%

Azurar 3% )

Inoculacion 10%
42°C

Incubacion
42°C - 4 h, 30 min aprox., pH 4.2

Batido
4°C - 10 min

Almacenamiento
4°C -12 h

Adicién del jugo y/o polvo de
betabel

4°C
I

Batido
4°C - 10 min
I

Almacenamiento
4°C

Figura 8. Proceso de elaboracién del yogurt batido.
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El &ngulo Hue se refiere a las tonalidades y puede variar entre 0° (rojo
puro), 90° (amarillo puro), 180° (verde puro) y 270° (azul puro). Dicho parametro

se calculd utilizando la siguiente ecuacion (Ruiz-Gutiérrez et al., 2014):

Hue® = arctan (b* + a")

Para la diferencia de color del yogurt (representada como AE*) en cada
uno de los tratamientos se utilizd el promedio de las lecturas de los pardmetros
L*, a* y b* utilizando la siguiente ecuacioén y el tratamiento control fue la referencia

de las lecturas (Aportela-Palacios et al., 2005).

AE =+/(Lg — L.)? + (ahg — ah,)? + (bhs — bh,)?
Donde:
Lc, ahc y bhe = pardmetros controles
Ls, ahs y bhs = parametros para los diferentes tratamientos

pH. El pH se midié en 20 g de cada muestra con un potencidémetro digital (Orion

Versa Star) previamente calibrado.

Sinéresis. Se evalué mediante el método descrito por Ozturk y Oner (1999). Se
tomaron 10 g de yogurt (4 = 1°C) se colocaron en tubos Corning UHP (50 mL) y
se centrifugaron (centrifuga Modelo Avanti J-26 XPI Beckman Coulter®, EUA) a
2,800 x g durante 10 min, a 4 + 1°C. Se peso el sobrenadante y se expreso en

porcentaje en relacion al peso inicial del yogurt.
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Obtencién del Extracto Acuoso de los Yogures

Para obtener el extracto acuoso se siguié la metodologia reportada por
Torres-Llanez et al. (2011), con la modificacion (o eliminacion) de la preparacion
0 acondicionamiento de la muestra. Se colocaron 50 mL de cada tratamiento en
tubos de plastico (para centrifuga) y se centrifugaron (Avanti® J-26 XPI. Beckman
Coluter®, EUA) a 10, 000 x g durante 30 minutos a 4°C. El sobrenadante (extracto
acuoso) se filtré con papel filtro Whatman™ (GE Healtcare, RU) con diametro de
poro de 125 mm. Dicho extracto fue centrifugado nuevamente con las
condiciones mencionadas anteriormente. Los sobrenadantes se filtraron a través
de un filtro de polietileno con poros de 0.22 ym para la determinacién de la
capacidad antioxidante y contenido de polifenoles (Millipore Corp., Bedford, MA,
EUA). Para determinar el contenido de betalainas el extracto se filtr6 en papel
con poro de 0.45 pym (Millipore Corp., Bedford, MA, EUA). Todos los extractos se
almacenaron a -20°C hasta su analisis.
Curva de Calibracién Actividad Antioxidante (Trolox)

La curva estandar para ABTS  y DPPH’, se realiz6 de acuerdo a lo

reportado por Thaipong et al. (2006). Se prepard una solucion stock, disolviendo
31.3 mg de Trolox (Acido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-carboxilico) en 10

mL de metanol (r>= .99). Las diluciones utilizadas se muestran en el Apéndice A.

Actividad Antioxidante (AA) por ABTS’

Se llevd a cabo segun lo establecido por Thaipong et. al. (2006). Se

prepard una solucion de ABTS  (Acido 2,2 -azinobis {3-etilbenzotiazolino} -6-

sulfononico) 7.4 mM, disolviendo 38.8 mg de sal amonica cristalizada de ABTS’
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en 10 mL de agua destilada. Posteriormente se preparé una solucién de

persulfato de potasio 2.6 mM, disolviendo 6.6 mg en 10 mL con agua destilada.
Para generar el radical ABTS  se mezclaron estas dos soluciones y se dejé
reposar en la oscuridad a temperatura ambiente durante 12 horas. Para la

solucion de trabajo de ABTS  se mezclé 1 mL de la solucién del radical libre

ABTS  con 60 mL de metanol para llegar a una absorbancia de 1.1 + 0.02.
Posteriormente, en una celda de plastico de 3 mL se colocaron 150 uL de muestra
(o estandar: Trolox) y 2850 uL de la solucion de trabajo ABTS', se dejé reposar
durante 2 horas en la oscuridad a temperatura ambiente y se leyo la absorbancia
a 734 nm en un espectrofotometro UV (UV-1800. Shimadzu, Japén). Las
mediciones se realizaron por triplicado. Se reporté la capacidad antioxidante
como mM equivalente Trolox (mM TE / 100 g), empleando la absorbancia
obtenida y sustituyendo en la ecuacion de la recta obtenida de la curva de

calibracion Trolox (Apéndice B)
Actividad Antioxidante (AA) por DPPH’

Se determind la capacidad antioxidante por el método DPPH" (2,2-Difenil-
1-Picrilhidrazilo), segun Thaipong et al. (2006), con ligeras modificaciones.
Primero se preparo una solucion stock de DPPH™ con 0.0240 g de DPPH™ en 100

mL de metanol para tener una concentraciéon de 0.6 mM, la solucién se almacend
en un frasco ambar y se congeld a -20°C hasta su uso. A partir de esta solucion
se prepard la solucion de trabajo, para la cual se tomaron 10 mL de la solucion

stock y se mezclaron con 45 mL de metanol, para obtener una concentracion final
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de 0.1 mM y una absorbancia de 1.1 + 0.02. Posteriormente, en una celda de

cuarzo de 3 mL se colocaron 150 uL de muestra (o estandar: Trolox) y 2850 pL
de la solucion de trabajo DPPH . Se dejé reposar durante 3 horas en la oscuridad

a temperatura ambiente y se leyd la absorbancia a 515 nm en un
espectrofotometro UV (UV-1800. Shimadzu, Japon). Las mediciones se
realizaron por triplicado. Se reportdo la capacidad antioxidante como mM
equivalente Trolox (mM TE / 100 g), empleando la absorbancia obtenida y
sustituyendo en la ecuacién de la recta obtenida de la curva de calibracién Trolox
(Apéndice C).

Curva de Calibracién Polifenoles Totales (Acido Galico)

La curva estandar para polifenoles totales, se realizé de acuerdo a lo
reportado por Xu y Chang (2007). Se preparo6 una solucion stock, disolviendo 0.5
g de &cido galico en 250 mL de agua destilada (r’= .99). Las concentraciones
utilizadas se muestran en el Apéndice D.

Polifenoles Totales

El contenido total de polifenoles (PT) se determiné siguiendo el método
espectrofotométrico de Folin-Ciocalteu descrito por Singleton y Rossi (1965), con
algunas modificaciones usando acido galico (AG) como estandar. Se prepard una
mezcla combinando 50 pL de extracto de la muestra con 3 mL de agua destilada,
250 pL de reactivo de Folin-Ciocalteu y 750 pL de una solucién de carbonato de
sodio (7%). Las mezclas se agitaron durante 10 s y se reposaron por 8 min a
temperatura ambiente. Posteriormente, se adicionaron 950 pL de agua destilada.

Las mezclas se reposaron por 2 h a temperatura ambiente en la oscuridad. La
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absorbancia fue medida a 765 nm en un espectrofotdmetro UV (UV-1800.
Shimadzu, Japdn). Las mediciones se realizaron por triplicado. Los resultados de
la absorbancia se linealizar6n en la ecuacion de regresién de la curva de
calibracion (Apéndice E) y se expresaron en mg de equivalente de &cido galico
(mg GAE / g) de polvo.
Extraccion de Betalainas

Se realizo la extraccidon de betalainas de acuerdo al método descrito por
Guneser (2016), para lo cual se utilizé una solucion de acido tricloroacético (TCA)
al 4% en agua destilada. En tubos Corning se colocaron 4 mL de yogurt y se
mezclaron con 4 mL de la solucion de TCA, se homogenizo utilizando un vortex
(Ultra-Turrax IKA T18 basico) durante 3 min y se centrifugd (Avanti® J-26 XPI.
Beckman Coluter®, EUA) por 10 min a 4032 x g a 25 °C. El sobrenadante se filtrd
a través de un filtro de polietileno con poro de 0.45 um (Millipore Corp., Bedford,
MA, EUA). Las muestras se mantuvieron a -20 °C hasta su analisis.
Betalainas Totales

La cuantificacion fotométrica de betalainas totales (BT) se determino
siguiendo el método descrito por Ruiz-Gutiérrez et al. (2014). Los extractos
acuosos de los pigmentos del T2 se diluyeron con buffer Mcllvaine (pH 6.5,
citrato-fosfato) 1:10 respectivamente; sin embargo, para los T3 y T4 no se realiz6
dicha dilucion, para obtener valores en sus respectivos maximos de absorcion.
El contenido de betalainas se calculd6 como se describe a continuacion:

BC [mg/g]=[(A*DF*MW*V) / ( €*L)]

Donde:
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A = valor a la maxima absorcion (534 para BC y 480 para BX,
respectivamente) a 600 nm.
DF = factor de dilucion
MW = peso molecular (550 g / mol para BC y 308 g / mol para BX).
V = volumen de la solucién (1000 mL)
€ = coeficiente de extincion molar (60,000 L / mol*cm para BC y 48,000
L / mol*cm para BX).

L = longitud de la cubeta de lectura (1 cm)

La cuantificacion de BC y BX se calcularon por separado, y para
determinar el contenido de BT se sumaron estos dos resultados. Dichas
mediciones se realizaron por triplicado y los resultados obtenidos se expresaron
en mg /100 g de yogurt.

Curva de Calibracién Concentracion Total de Proteina (BSA)

La curva de calibracidon correspondiente al perfil peptidico se realizé de
acuerdo al método descrito por Bradford (1976). Se prepararon 5 estandares de
albumina de suero bovino (BSA), a diferentes concentraciones y se obtuvo la
ecuacion de regresion. Los resultados de la absorbancia se linealizaron en la
ecuacion de regresion de la curva de calibracion y se analizd la concentracion
peptidica de cada uno de los tratamientos. Las diluciones utilizadas se muestran

en el Apéndice F.
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Concentracién Total de Proteina

La concentracion total de proteina (CTP) de determind segun el método
de Bradford (1976). Las proteinas reaccionan con el colorante azul brillante y se
obtiene un producto que absorbe intensamente a 595 nm. Para la CTP el se
tomaron 0.1 mL de la muestra 'y 1 mL del reactivo de Bradford y se dejo reaccionar
en la oscuridad por 45 minutos, una vez trascurrido este tiempo se tomo la lectura
de la absorbancia a 595 nm en un espectrofotometro (UV-1800 Shimadzu). Los
resultados de la absorbancia se linealizaron en la ecuacion de regresion de la
curva de calibracion y la concentracion total de proteina se expres6 en ug / mL

de BSA (Apéndice G).

Analisis Estadistico

Se realiz6 un analisis de correlaciones entre pares de variables de
respuesta, utilizando el procedimiento CORR de SAS 9.0 (Institute Inc. E.U.A.,
2006), para determinar el tipo, fuerza y significancia de su asociacion lineal.

Los resultados del analisis proximal de los tratamientos de yogurt y de la
caracterizacion de los polvos (medidas una sola vez en el tiempo) se analizaron
a través de un analisis de varianza utilizando el procedimiento ANOVA, a través
del siguiente modelo:

Yij = p+ Ti + Eij
Donde:

Yij = variable de respuesta medida en la j-ésima repeticion del i-ésimo

tratamiento.

1 = media general comun a todas las observaciones.
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Ti = efecto del i-ésimo tratamiento.
€= error aleatorio medido en la j-ésima repeticion del i-ésimo tratamiento;
el cual se supone idéntica e independientemente distribuido de manera

normal con media p y varianza c2.

Cuando los tratamientos mostraron diferencias, se realizd6 una
comparacion multiple de medias mediante las pruebas TUKEY y DUNCAN. El

programa utilizado fue SAS 9.0 (Institute Inc. E.U.A., 2006).

Para el andlisis de las caracteristicas fisicas (color, pH y sinéresis) y las
bioactividades (antioxidante, betalainas y polifenoles), medidas a través del
tiempo, se llevdé a cabo un analisis con el procedimiento MIXED de SAS 9.0
(Institute Inc. E.U.A., 2006), basandose en el siguiente modelo:

Yijk = p+ Ti + Pj + Eijk
Donde:

Yik = variable de respuesta medida en la k-ésima repeticion del i-ésimo

tratamiento evaluado en el j-ésimo tiempo de almacenamiento.

K = media general comun a todas las observaciones.

Ti = efecto del i-ésimo tratamiento.

Pj = efecto del j-ésimo tiempo de almacenamiento

Eik= error aleatorio medido en la k-ésima repeticion del i-ésimo tratamiento

evaluado en el j-ésimo tiempo de almacenamiento; el cual se supone

idénticamente distribuido de manera normal con media p y varianza c?.
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RESULTADOS Y DISCUSION

La liofilizacion del jugo de betabel es una alternativa simple y eficaz para
mantener la estabilidad de los pigmentos betalamicos, en esta investigacion se
estudi6 el efecto de dos agentes encapsulantes (maltodextrina e inulina) sobre la
estabilidad de las betalainas adicionadas a un yogurt. En general, los
tratamientos exhibieron resultados con diferencias significativas (P<0.05,
Apéndice H) en las variables analizadas.
Caracterizacion de los Extractos Liofilizados de Betabel

Los polvos presentaron diferencias significativas (P<0.05) en IAA, ISA, Tg,

AA (ABTS  y DPPH’), PT, BT, BC, BX y CTP (Cuadro 6). Los valores de ISA

fueron de 8.955 £ 0.023%, 9.051 £ 0.016% y 9.374 + 0.014% para los extractos
liofilizados de jugo de betabel, B, | y M, respectivamente. Lo que indica que al
tener exposicion al agua, el extracto con M solubilizé mas en comparacion con el
qgue contenia B e [; dichos resultados son comparables con el ISA de la harina de
cebada y de papa (Altan et al., 2009). Sin embargo, otros estudios en donde se
evalud el ISA en polvos de tuna, trigo, y quinoa, variaron de 0.230% a 15.790%
(Altan et al., 2009; Rodriguez et al., 2012; Ruiz-Gutiérrez et al., 2014, 2016). Para
el IAA se obtuvieron valores de 44.007, 27.095 y 30.684 para B, M e |
respectivamente, por su parte Altan et al. (2009), Rodriguez et al. (2012), Ruiz-
Gutiérrez et al. (2014, 2016) reportaron el IAA en un rango de 1.920 a 7.260;
estos resultados pudieran atribuirse a la correlacién negativa que existe entre el
IAAy la Tg (Cuadro 7), ya que los extractos (B, M e |) comienzan a hidratarse a

temperaturas relativamente bajas (18.34°C).
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Cuadro 6. Caracterizacion fisicoguimica de extractos liofilizados de betabel (Beta vulgaris sp.) (Media + Error Estandar)

Extracto IAA ISA (°T(%) (mMAI'?E-I;SZLOO 9) (mM[')I'FI;P/|_|100 9)
B 44.00+1.00 2 9.05+0.01° 18.34 + 0.953 ¢ 0.90+0.002 0.44 +0.00 2
M 27.09 £6.09° 9.37+0.012 61.63+1.261%2 0.74 £0.00° 0.29 +0.00 P
I 30.68 +3.42° 8.95+0.02° 27.59 +0.382° 0.64 £ 0.00 ¢ 0.20 +0.00 ¢
Extracto PT BT BC BX CTP
(mg GAE / Q) (mg /100 g) (mg /100 g) (mg /100 g) (ug / mL)
B 12.35+0.012 382.35+0.09 2 219.17 £0.09 @ 163.17 +0.00 2 5.97 £0.00 2
M 6.09 £ 0.00° 15.71+£0.01° 10.00 £ 0.00° 5.71+0.00° 3.52 +0.00 ¢
I 5.97+0.00 ¢ 10.11+0.01°¢ 6.27 +0.00 © 3.83+0.00°¢ 3.65+0.00 P

B= Extracto de betabel sin encapsular. M= Extracto de betabel encapsulado con Maltodextrina. I= Extracto encapsulado
con Inulina. IAA= Indice de absorcion, ISA= Indice de solubilidad, Tq= Temperatura de transicién vitrea, Actividad
antioxidante por ABTS" y DPPH’, PT= Polifenoles totales, BT= Betalainas totales, BC= Betacianinas, BX= Betaxantinas y

CTP= Concentracion total de proteina.
abe | jterales diferentes entre filas indican diferencia estadistica significativa (P<0.05).
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Cuadro 7. Coeficiente de correlacion y su nivel de significancia (P-value) entre las variables de respuesta de los extractos
liofilizados de betabel (Beta vulgaris sp.)

ISA Tg ABTS’ DPPH’ PT BT BC BX CTP
IAA -0.4519 -0.7410 0.8968 0.8963 0.8933 0.8882 0.8878 0.8887 0.8982
P-value 0.2220 0.0224 0.0011 0.0011 0.0012 0.0014 0.0014 0.0014 0.0010
ISA 0.9068 -0.6166 -0.6188 -0.3118 -0.2838 -0.2817 -0.2865 -0.3412
P-value 0.0007 0.0770 0.0756 0.4141 0.4593 0.4627 0.4549 0.3689
Tg -0.8872 -0.8885 -0.6768 -0.6549 -0.6533 -0.6571 -0.6995
P-value 0.0014 0.0014 0.0453 0.0556 0.0564 0.0545 0.0360
ABTS’ 1.0000 0.9398 0.9293 0.9285 0.9304 0.9500
P-value <.0001 0.0002 0.0003 0.0003 0.0003 <.0001
DPPH’ 0.9388 0.9283 0.9275 0.9293 0.9491
P-value 0.0002 0.0003 0.0003 0.0003 <.0001
PT 0.9996 0.9995 0.9997 0.9995
P-value <.0001 <.0001 <.0001 <.0001
BT 1.0000 1.0000 0.9982
P-value <.0001 <.0001 <.0001
BC 1.0000 0.9980
P-value <.0001 <.0001
BX 0.9983
P-value <.0001

IAA= indice de absorcion en agua, ISA= indice de solubilidad en agua, Tg= Temperatura de transicion vitrea, ABTS y

DPPH = Actividad antioxidante, PT= Polifenoles totales, BT= Betalainas totales, BC= Betacianinas, BX= Betaxantinas y
CTP= Concentracion total de proteina. P-value = Nivel de significancia de la correlacion.
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Los valores de Tg presentaron diferencia significativa (P<0.05) entre los
polvos, con valores de 18.34 a 61.63 °C. Esta propiedad es importante ya que
esta relacionada con la estabilidad del producto (Ruiz-Gutiérrez et al., 2014),
valores bajos de Tg4indican una alta higroscopicidad del polvo (Caiy Corke, 2000).
En general, los valores obtenidos de T4 en esta investigacion, fueron mas bajos
que los informados otros estudios, en los cuales la T4 se encuentra en un rango
de 32.27 a 387.10 (Cai y Corke, 2000; Serris y Biliaderis, 2001; Guadarrama-
Lezana et al., 2014; Ruiz-Gutiérrez et al., 2014; Janiszewska, 2014). Al igual que
Janiszewska (2014), el resultado obtenido de la deshidratacion de B no fue
satisfactorio, ya que el polvo obtenido era pegajoso debido a su baja T4 (18.34 £
0.95); por lo anterior B no se adicion6 a la matriz, sino que se utilizé el jugo de
betabel sin liofilizar para el T2.

El contenido promedio de betalainas del betabel es aproximadamente de
130 mg / 100 g (Von Elbe et al., 1972; Von Elbe, 1977); en cambio, Delgado-
Vargas et al. (2000), mencionan que las nuevas variedades de betabel producen
alrededor de 450 a 500 mg / 100 g de pigmentos betalamicos. El contenido de
BT en B fue de 382.35 + 0.092, siendo 219.17 + 0.092 mg/ 100 g de BCy 163.17
+ 0.001 mg / 100 g de BX, por encima de lo reportado por Janiszewska (2014),
Azeredo et al. (2007) y Pitalua et al. (2010) en donde reportan 77.70 mg / 100 g,
28.82 mg / 100 g y 11.97 mg / 100 g de BT respectivamente. No obstante, el
contenido de BT encapsuladas (M= 15.71 £ 0.016 mg/ 100 g e I= 10.11 + 0.016)
en esta investigacion no coincide con los resultados obtenidos por Antigo et al.
(2017), en donde se reporté una concentracion BT de 121.6 £ 1.4. Por otro lado,

Janiszewska (2014) y Azeredo et al. (2007) indicaron un contenido de BT en un
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rango de 90.71 a 135.98 mg / 100 g; pero, las condiciones de deshidratacion
fueron diferentes a las de este estudio, ya que dichos autores utilizaron secado
por aspersion. Asi mismo, el contenido de PT se encontrd en un rango de 5.975
a 12.354 mg GAE / g en este estudio, y fue mayor que lo reportado por Antigo
et al. (2017), en donde reportan 4.88 mg GAE / g (Cuadro 6). La AA de los polvos

de betabel (B, M e I) se mantuvo en un rango de 0.647 a 0.907 mM TE / 100 g

por el método de ABTS™ y de 0.208 +0.001 a 0.447 +0.001 mM TE / 100 g en

DPPH’, con diferencias significativas (P<0.05) entre los polvos en ambas

técnicas. También, se encontraron diferencias significativas (P<0.05) en la CTP,
los valores fueron de 5.974 + 0.001, 3.524 +0.001 y 3.655 +0.001 para B, M e |
respectivamente. Los valores mas altos de AA, PT, BT, BC, BX y CTP se
encontraron en B, este resultado pudiera atribuirse a que dicho polvo es
unicamente jugo de betabel y no una mezcla de jugo de betabel con agentes
encapsulantes.

La AA de los polvos mostré un comportamiento similar que el observado
para PT, BT, BC, BX y CTP. Se observé una correlacion positiva (r=0.9398,
P<0.0002) entre la AA y el PT. También se encontré una correlacién positiva
(r=0.9500, P<0.0001) entre la AAy CTP. Asi mismo, se observé una correlacion
positiva (r=0.9982, P<0.0001) entre BT y CTP (Cuadro 7). Resultados similares
se ha reportado en extracto de tuna roja (Castro-Munoz et al., 2015).

Andlisis Fisicoquimico
Los tratamientos adicionados con extracto de betabel encapsulado (T3 y

T4) presentaron mayor contenido de proteina (4.88 + 0.22 y 4.84 + 0.48,
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respectivamente), mostrando diferencia significativa (P<0.05), en comparacién
conelT1(3.87 £0.31)ycon el T2 (3.88 £ 0.36) (P<0.05). En cuanto al porcentaje
de grasa los T3 (5.49 + 0.81) y T4 (5.36 + 0.32) tuvieron mayor contenido en
contraste con el T1 (5.09 £ 0.45) y T2 (5.02 £ 0.86) (Cuadro 8); aunque, en esta
determinacién no hubo diferencia significativa (P>0.05) entre los tratamientos.
Otros estudios sefialan que yogures adicionados con concentrado de rubas,
extracto de curuba, chocolate y avena también mostraron un incremento
significativo en el contenido de proteina y grasa (Parra-Huertas, 2012; Sanchez
et al., 2013; Parra-Huertas, 2014; Parra-Huertas et al., 2015). El porcentaje de
humedad presenté diferencia significativa (P<0.05) en los cuatro tratamientos,
dicho comportamiento pudiera atribuirse a que los aditivos fueron en diferente
presentacion (jugo o polvos), ya que en los tratamientos 3 y 4 adicionados con
polvos el contenido de humedad fue menor (78.10+ 0.17 y 78.60 + 0.33) que en
el T1 (78.94 £ 0.15), asi mismo, el porcentaje de humedad del T2 fue mayor
(79.92 £ 0.12) que el T1. En cuanto al porcentaje de cenizas no hubo diferencia
significativa (P>0.05) entre los tratamientos. En los cuatro tratamientos se
presentd una disminucion de pH. Los valores fueron de 4.163 + 0.052 al dia 1,
4.044 +0.030 para el dia 7 y 3.949 + 0.010 en el dia 14 (Gréfica 1, Apéndice H),
dicho decremento de pH pudiera atribuirse a la actividad microbiana por parte de
las bacterias acido lacticas presentes en el yogurt (Parra-Huertas, 2014;
Hernandez-Rodriguez y Salazar-Tijerino, 2017). El grado de sinéresis (Gréfica 2,
Apéndice H), obtenido en este estudio varié de 18.01 hasta 35.32%, presentando
diferencias significativas (P<0.05) entre los tratamientos y los dias de

almacenamiento. Dichas diferencias entre tratamientos pudieran atribuirse a que
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Cuadro 8. Andlisis proximal de yogurt adicionado con extracto liquido y liofilizado de betabel (Beta vulgaris sp.)

Tratamiento % Grasa % Proteina % Humedad % Cenizas
T1 5.09+0452 3.87+0.31° 78.94 +£0.15° 0.18+0.012
T2 5.02+0.862 3.88+0.36° 79.92+0.122 0.18+0.012
T3 5.49+0812 488 +0.222 78.10 £ 0.17 ¢ 0.18+0.022
T4 5.36 +0.322 4.84+0.482 78.60 +0.33°¢ 0.19+0.022

T1= Yogurt (Y) natural, T2= Y adicionado con jugo de betabel, T3= Y adicionado con extracto encapsulado con

Maltodextrina y T4=Y adicionado con extracto encapsulado con Inulina.

abed \/alores con superindice diferente entre filas indican diferencia estadistica significativa entre tratamientos (P<0.05).
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Gréfica 1. Potencial de hidrogeno (pH) de yogurt adicionado con extracto de betabel. T1= Yogurt (Y) natural, T2=Y
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ABCD valores con superindice diferente indican diferencia estadistica significativa entre tratamientos (P<0.05).
abe \/alores con superindice diferente indican diferencia estadistica significativa a través del tiempo (P<0.05).
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abe \/alores con superindice diferente indican diferencia estadistica significativa a través del tiempo (P<0.05).



los componentes de los polvos, especificamente la maltodextrina y la inulina,
favorecieron la retencion de agua, debido a que contribuyen al efecto de malla
en la red tridimensional del gel formado en el yogurt (Macedo-Ramirez y Vélez-
Ruiz, 2015). Ademas la sinéresis aumento en todos los tratamientos durante el
almacenamiento, posiblemente por la pérdida de estabilidad de los componentes
del yogurt (Diaz-Jimenez et al., 2004). Dicho comportamiento se debe también a
la disminucién en el pH durante el almacenamiento, ya que puede tener efecto
de contraccion en la matriz de la micela de caseina causando mayor eliminacion
de lactosuero (Achanta et al., 2007).
Color

Los valores de los parametros de color L*, a* y b* se pueden observar en
el Cuadro 9. Los valores de L* (Grafica 3) disminuyeron significativamente para
T1, T3 y T4 (90.684, 79.466, 82.208, respectivamente), aunque este valor
aumento en el T2 (45.455). En relacion al parametro a* (Grafica 4), este se redujo
en el T3 después del almacenamiento, esta tendencia fue reportada por Antigo
et al. (2017) en micro capsulas de betabel utilizando M como vehiculo (dia 0 a*=
8.39, dia 7 a*= 1.71); no obstante, los valores de a* para T1, T2 y T4 mostraron
un incremento a través del tiempo (P<0.05). En general los valores de b* (Grafica
5) también presentaron un aumento a través del tiempo (P<0.05). La degradacion
de las BC conduce a la formacion de compuestos con un color amarillo, y esto es
reflejado en el incremento en el parametro b * (Herbach et al., 2006c). La
saturacion de color (Chroma) y la tonalidad (angulo Hue), indicaron diferencias

(P<0.05) entre tratamientos y a través del tiempo, sin embargo, los tratamientos
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Cuadro 9. Valores de color L*, a*, b*, C*, h° y AE de yogurt adicionado con extracto liquido y liofilizado de betabel (Beta

vulgaris sp.)

Parametro Dia T1 T2 T3 T4
L* 1 96.354 +2.543 A2 43.700 +1.376 PP 79.330 £1.441 ©® 83.678 +0.659 B2
7 88.170 +1.294 A° 41.780 +1.828 P° 82.079 +2.189 ©2 80.719 +0.503 B¢
14 87.528 +2.448 #° 50.884 +1.742 P2 76.927 £2.739 ©© 82.225 +1.033 Bb
a* -3.522 +0.124 ©® 32.763 £1.729 #° 22.705 +0.998 Ba 21.076 +0.688 B°
-3.272 £0.232 2 30.701 #1.254 AP 21.581 +0.601 BP 22.822 +0.051 Ba
14 -3.266 +0.106 ©2 39.563 +3.047 A2 22.137 +0.816 B° 22.118 +0.732 Ba
b* 8.612 +0.303 A° 2.174 +0.209 B° 0.617 +0.097 PP 1.574 +0.380 ¢2
9.533 +0.281 A2 3.254 +0.077 Ba 1.344 +0.248 P2 0.696 +0.024 P
14 9.037 +£0.132 42 3.527 +0.414 Ba 1.182 +0.117 P 1.169 +0.127 ©a
C* 9.305 +0.278 ¢ 32.835 +1.735 40 22.713 +0.998 B2 21.135 +0.673 B°
10.078 +0.314 ©2 30.873 £1.241 *° 21.623 +0.595 Bb 22.833 +0.503 Ba
14 9.609 +0.134 ¢ 39.720 +3.067 ~2 22.169 +0.819 B° 22.149 +0.732 B2
h* 2.445 +0.134 ©° 0.066 +0.005 #° 0.027 +0.004 B¢ 0.075 +0.019 Ba
2.913 +0.168 ¢2 0.106 +0.006 2 0.062 +0.012 B 0.030 +0.002 B¢
14 2.767 +0.091 ¢ 0.089 +0.006 A° 0.053 +0.005 Bb 0.053 +0.006 BP
AE - 64.268 +1.584 A2 32.273 +1.803 B2 28.553 +1.059 ©2
- 57.841 +1.971 A° 26.867 +0.739 B° 28.539 +0.690 ©2
14 - 56.635 +2.469 AP 28.626 +1.782 Bb 27.099 +1.012 ©b

T1= Yogurt (Y) natural, T2= Y adicionado con jugo de betabel, T3= Y adicionado con extracto encapsulado con
Maltodextrina y T4=Y adicionado con extracto encapsulado con Inulina.

L*= luminosidad, a*= verde (-) y rojo (+), b*= azul (-) y amarillo (+), C*= chroma (saturacion de color), h*= angulo Hue
(tono) y AE= diferencia de color.

ABCD valores en columnas con superindice diferente indican diferencia estadistica significativa entre tratamientos (P<0.05).
abe \/alores en renglones con superindice diferente indican diferencia estadistica significativa a través del tiempo (P<0.05).
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adicionados con polvo de betabel (T3 y T4) no mostraron diferencia (P>0.05). El
cambio de color (AE) entre tratamientos y dias también fue diferente (P<0.05)
Asi mismo, se encontré una fuerte correlacidon negativa (r=-0.9410,
P<0.0001) entre L* y BT, y una alta correlacion positiva (r=0.7054, P<0.0001)
entre el valor de a* y BT (Cuadro 10). Lo que indica que a mayor contenido de
BT, existe menor luminosidad y mayor concentracion de color rojo; dichas
correlaciones ya han sido reportadas en micro particulas de pulpa de tuna (Saénz
et al., 2009; Castillo-Garrido, 2013; Vergara, 2013) y en polvos colorantes de

pulpa de tuna (Obodn et al., 2009)

Actividad Antioxidante

Se encontraron diferencias estadisticamente significativas para la variable

de AA entre los tratamientos (P<0.05) en ABTS" (Grafica 6) y DPPH" (Gréfica 7).
La mayor AA se observo en el T2 después de 14 dias (ABTS  0.819 mM TE / 100
gy DPPH"™ 0.343 mM TE / 100 g), y la menor AA se encontré en el T1 al dia 14

(ABTS" 0.526 mM TE / 100 g y DPPH" 0.094 mM TE / 100 g). Los tratamientos
adicionados con extracto encapsulado, la mayor AA se encontré en T3 al dia 1

(ABTS 0.667 mM TE /100 g y DPPH" 0.197 mM TE / 100 g); en cambio, el T4
presentd mayor AA al dia 7 (ABTS™ 0.644 mM TE /100 g y DPPH" 0.145 mM TE
/ 100 g), es importante resaltar que para dicho tratamiento en el dia 14 (ABTS’
0.613mMM TE /100 gy DPPH" 0.136 mM TE / 100 g) la AA fue mayor incluso que
eneldia1 (ABTS 0.604 mM TE/100gy DPPH" 0.124 mM TE /100 g) (Apéndice

H). Asi mismo, Pitalua et al. (2010) reportaron una disminucion (450 — 230 mV),
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Cuadro 10. Correlacién entre las variables de respuesta del yogurt adicionado con extracto liquido y liofilizado de betabel
(Beta vulgaris sp.).

DPPH’ PT BT BC BX CTP L* a* b* pH SIN
ABTS’ 0.9652 0.8263 0.9281 0.9231 0.9361 0.8022  -0.9306 0.8322  -0.4192 0.3101 0.7143
P-value <.0001 <.0001 <.0001 <.0001 <.0001 <.0001 <.0001 <.0001 <.0001 <.0001 <.0001
DPPH" 0.8002 0.9395 0.9355 0.9447 0.8128  -0.9463 0.8017  -0.3518 0.2469 0.7660
P-value <.0001 <.0001 <.0001 <.0001 <.0001 <.0001 <.0001 <.0001 <.0001 <.0001
PT 0.8615 0.8621 0.8552 0.7917  -0.7921 0.4929 0.0126 0.2085 0.7890
P-value <.0001 <.0001 <.0001 <.0001 <.0001 <.0001 0.8217 0.0002 <.0001
BT 0.9994 0.9960 0.8822  -0.9410 0.7054  -0.1638 0.2006 0.8773
P-value <.0001 <.0001 <.0001 <.0001 <.0001 0.0031 0.0003 <.0001
BC 0.9924 0.8802  -0.9355 0.6979  -0.1525 0.1949 0.8802
P-value <.0001 <.0001 <.0001 <.0001 0.0059 0.0004 <.0001
BX 0.8827  -0.9502 0.7214  -0.1927 0.2147 0.8645
P-value <.0001 <.0001 <.0001 0.0005 <.0001 <.0001
CTP -0.8939 0.5308  -0.0260 0.2972 0.8480
P-value <.0001 <.0001 0.6416 <.0001 <.0001
L* -0.7702 0.3215  -0.2102  -0.8032
P-value <.0001 <.0001 0.0001 <.0001
ax -0.7934 0.1319 0.4245
P-value <.0001 0.0175 <.0001
b* -0.1343 0.1679
P-value 0.0156 0.0024
pH -0.0415
P-value 0.4562

ABTS" y DPPH'= Actividad antioxidante, PT= Polifenoles totales, BT= Betalainas totales, BC= Betacianinas, BX=
Betaxantinas, CTP= Concentracion total de proteina, L*= Luminosidad, a* (tendencia al rojo), b* (tendencia al verde) y SIN=
Sinéresis. P-value = Nivel de significancia de la correlacion.
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abe \/alores con superindice diferente indican diferencia estadistica significativa a través del tiempo (P<0.05).



seguida de un periodo de estabilidad de 10 dias y un incremento en la AA para
el dia 14 (430 mV). Dicho comportamiento pudiera deberse a compuestos con
alta actividad antioxidante que se formaron o liberaron durante el
almacenamiento debido a la adsorciéon de agua por la encapsulacion, o a la
interaccidon de algunos componentes en la muestra almacenada con el oxigeno
u otros componentes de la muestra (Anese et al., 2003). Ademas, se ha reportado
que un mayor tiempo de almacenamiento y una mayor actividad de agua
producen una mayor actividad antioxidante para extinguir los radicales (Pitalua
et al., 2010). Por otra parte, se encontrd una alta correlacion positiva (r=0.7946,
P<0.0001) entre BT y la AA, lo que pudiera deberse a la presencia del AB, ya que
actua como agente antioxidante; no obstante, si la molécula de acido no presenta

grupos hidroxilo, el acido betalamico no presenta capacidad antioxidante (Castro-

Mufioz et al., 2015). Asi mismo, se encontré una correlacion positiva (ABTS'

r=0.8263 y DPPH" r=0.8002, P<0.0001) entre AA 'y PT (Cuadro 10); el aumento

de la AA durante el almacenamiento puede ocurrir debido a que en esos periodos,
se liberan o forman nuevos compuestos fendlicos capaces de extinguir radicales
(Nicoli et al., 1999).
Polifenoles Totales

Se observo un alto contenido de PT (de 7.13 a 9.79 mg de GAE / g,
(Gréfica 8) referente al reportado por Antigo et al. (2017) (4.88 mg de GAE / g);
pero, en polvos de pera de cactus se han informado valores de 14.67 mg de GAE
/ g (Ruiz-Gutiérrez et al., 2014). La concentracion de PT (Apéndice H) mostré un

comportamiento similar al que encontraron Saénz et al. (2009), en donde reportan
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abe \/alores con superindice diferente indican diferencia estadistica significativa a través del tiempo (P<0.05).



recuperaciones y formacion de polifenoles de mas del 100% con respecto al
tiempo inicial, como consecuencia de la hidrdlisis de los conjugados de
polifenoles del betabel durante el almacenamiento. El almacenamiento con alta
actividad de agua facilita las reacciones de oxidacion, causando que los
compuestos fendlicos reaccionen con el oxigeno y produzcan un medio
enriquecido que posee fuertes propiedades de eliminacion y reduccion de
radicales (Pitalua et al., 2010), cabe mencionar que dichos estudios se realizaron
unicamente en polvos. Al igual que Pitalua et al. (2010), se observé una fuerte
correlacion positiva (r=0.8615, P<0.0001) entre PT y BT (Cuadro 10); es
importante resaltar que las betalainas son los principales polifenoles presentes
en el betabel (Antigo et al., 2017), por lo tanto, se esperaba una asociacion
positiva entre ambas variables.
Betalainas Totales

Se han realizado varias investigaciones sobre el uso de agentes
encapsulantes para prevenir la degradacion de las betalainas (Serris y Biliaderis,
2001; Janiszewska, 2014; Castro-Mufoz et al., 2015; Antigo et al., 2017), sin
embargo, la mayoria de los estudios de estabilidad fueron con muestras de
polvos. En el presente estudio, se realizé la adicion del polvo a un fluido no
newtoniano. La estabilidad de los extractos se evalué en los yogures en cuanto
al contenido de BT (Grafica 9), durante 14 dias de almacenamiento a 4°C y
ausencia de luz. El mayor contenido de pigmentos se observé en el T2 después
de 14 dias (243.20 mg / 100 g), se observaron diferencias estadisticamente

significativas en el contenido de BT después de 7 (191.65 mg/ 100 g) y 14 dias
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abe \/alores con superindice diferente indican diferencia estadistica significativa a través del tiempo (P<0.05).



de almacenamiento en comparacién con su contenido al dia 1 (209.40 mg / 100
g). De los tratamientos adicionados con extracto encapsulado (T3 y T4), el mayor
contenido de BT se encontré en el T3 el dia 1 (18.652 mg / 100 g) y el mayor
contenido de BT para el T4 fue en el dia 7 (18.024 mg / 100 g); no obstante,
mientras que el T3 mostro una disminucién de BT en el dia 7 (10.24 mg / 100 g)
y posteriormente un aumento en el dia 14 (15.06 mg / 100 g); el T4 tuvo un
incremento de BT para el dia 7 (18.02 mg / 100 g) y en el dia 14 una disminucién
(15.26 mg/ 100 g); aunque, es importante destacar que al dia 14 la cuantificacion
de BT en el T4 fue mayor, incluso que el dia 1 (12.96 mg / 100 g) (Apéndice H).
De acuerdo con Azeredo et al. (2007), la encapsulacion con M fue eficaz para
estabilizar las betalainas después de 14 dias de almacenamiento. A diferencia de
lo informado por Omae et al. (2017), en este estudio la adicion de |, si aumenté
la estabilidad de las BC durante el almacenamiento, y no se observo una relaciéon
lineal a partir de las graficas del contenido de BT versus tiempo. Segun estudios
previos (Von Elbe et al., 1974; Attoe y Von Elbe, 1984; Huang y Von Elbe, 1985,
1987), la degradacion de las BC es el resultado de una reaccién de hidrdlisis que
produce CDG y AB; esta reaccion de degradacion es reversible e implica una
condensacion de la base de Schiff de la amina de CDG con el aldehido del AB
(Von Elbe y Attoe, 1985). Por otro lado, la degradacion de pigmentos betalamicos
derivados del betabel fue reportada por Pitalua et al. (2010), Janiszewska (2014),
Omae et al. (2017) y Antigo et al. (2017).

Se ha reportado que el betabel tiene mayores niveles de BC que de BX
(Azeredo, 2009; Gandia-herrero et al., 2010; Ravichandran et al., 2014;

Janiszewska, 2014); de acuerdo con lo anterior, en esta investigacion se encontro
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mayor contenido de BC en comparacion con BX. Los contenidos de BC (6.22 a
11.809 mg /100 g) y BX (4.01 2 6.85 mg / 100 g) (Grafica 10 y Grafica 11) en los
tratamientos adicionados con extracto de betabel encapsulado (T3 y T4) en este
estudio fueron menores que los reportados por Janiszewska (2014), y mayores
que los reportados por Ravichandran et al. (2014), 118.0 mg/100gy 3.5 mg /L,
respectivamente. Ademas, se obtuvieron correlaciones positivas (r=0.9994,
P<0.0001) entre BT y BC, y entre BT y BX (r=0.9960, P<0.0001, Cuadro 10).
Concentracion Total de Proteina

La concentracioén total de proteina (CTP, Grafica 12) varié en un rango de
11.385 a 12.568 ug / mL; pero, tuvieron diferencia estadisticamente significativa
(P<0.05, Apéndice H) entre tratamientos y a través del tiempo. Se encontré una

correlacion positiva entre la CTP y AA (ABTS'r=0.8022 y DPPH r=0.8126,

P<0.0001), CTP y PT (r=0.7917, P<0.0001) y entre la CTP y BT (r=0.8822
P<0.0001, Cuadro 10). Dicha correlacion puede deberse a que los azucares y las
proteinas generan productos que tienen una alta AA (Wang et al., 2011), y esta
AA se puede observar a pesar de presencia de betalainas (Castro-Mufioz et al.,

2015).
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CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

De los resultados mostrados, su analisis y discusion, se pueden obtener
las siguientes conclusiones sobre la estabilidad de betalainas, polifenoles totales
y actividad antioxidante en el yogurt batido adicionado con extracto liofilizado de

betabel:

a) La adicion del extracto de betabel aumento significativamente la actividad
antioxidante en el yogurt; siendo las betalainas y otros polifenoles los
principales compuestos encargados de dicha bioactividad.

b) La encapsulacion del extracto de betabel mediante liofilizacidn resultd ser
un método eficiente para estabilizar las betalainas; sin embargo, no fue
posible determinar si maltodextrina o inulina es mejor como agente
encapsulante, debido a que esto varia a través del tiempo de

almacenamiento.

Se recomienda se realice otro estudio en el cual se adicione al yogurt el
mismo contenido de betalainas (extracto liquido y / o liofilizado), para obtener
resultados comparables entre si. Ademas, se recomienda que se amplie el
tiempo de almacenamiento del producto, para observar el comportamiento de las

betalainas y polifenoles en el yogurt después de 14 dias.
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APENDICE A

Cuadro 11. Concentraciones utilizadas para la curva de calibracion de actividad
antioxidante (ABTS  y DPPH").
Concentracion

Trolox (mL)  Metanol (mL)

mM

1.20 2.880 0.120
1.00 2.400 0.600
0.80 1.920 1.080
0.60 1.440 1.560
0.40 0.960 1.040
0.20 0.480 2.520
0.10 0.240 2.760
0.08 0.192 2.808
0.05 0.120 2.880
0.03 0.072 2.928
0.01 0.024 2.976
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APENDICE D

Cuadro 12. Concentraciones utilizadas para la curva de calibracion de
polifenoles totales (Acido Galico) por el método de Folin-Ciocalteu.

Concentracion Acido Agua
m Gélico Destilada

PP (mL) (L)
400 2.00 8.00
300 1.50 8.50
200 1.00 9.00
150 0.75 9.25
100 0.50 9.50
80 0.40 9.60
60 0.30 9.70
40 0.20 9.80
20 0.10 9.90
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APENDICE F

Cuadro 13. Concentraciones utilizadas para la curva de calibracion de la
concentracion peptidica (BSA) por el método de Bradford.

Concentracién Solucién
BSA (mg/mL) Salina15M

mM

(mL)
1.00 2.400 0.600
0.80 1.920 1.080
0.60 1.440 1.560
0.40 0.960 1.040
0.20 0.480 2.520
0.10 0.240 2.760
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APENDICE H

Cuadro 14. Valores de los parametros analizados en los tratamientos de yogurt adicionado con extracto liquido y liofilizado
de betabel (Beta vulgaris sp.) (media + desviacion estandar).

Parametro  Dia T1 T2 T3 T4

ABTS’ 1 0.606 +0.019°¢? 0.812 +0.002 AP 0.667 +0.007 B2 0.604 +0.002 Pe
7 0.544 +0.007 b 0.801 *0.012 4 0.622 +0.010 ¢ 0.644 +0.001 B
14 0.526 +0.010 Pc 0.819 +0.004 A2 0.650 +0.0038Bb 0.613 +0.009 ©°

DPPH’ 1 0.114 +0.007 P2 0.335 +0.014 Aab 0.197 +0.013B2 0.124 +0.012¢b
7 0.102 +0.007 bab 0.322 +0.0244° 0.170 +0.020 B 0.145 +0.010°¢2
14 0.094 +0.012°P®b 0.343 +0.01342 0.185 +0.022 Bab 0.136 +0.012Ca

PT 1 8.340 +0.319 82 9.237 +0.158 A¢ 8.288 +0.125¢2 7.352 +0.304 Pc
7 7.413 +0.310 ¢ 9.262 +0.3634° 7.133 +0.068 ¢ 7.730 +0.334 B2
14 7.885 +0.300 BP 9.795 +0.436 "2 7.649 +0.149¢P 7.563 +0.261 PP

BT 1 -- 209.490 +14.9114° 18.652 +1.0128Ba 12.962 + 0.551 Bec
7 -- 191.651 +9.8704¢ 10.240 +0.880 Bc 18.024 +0.608 B2
14 -- 243.202 +21.522 42 15.064 +0.530 Bb 15.264 +0.825°BP

BC 1 -- 149.817 +12.401 4P 11.809 +0.711Ba 7.854 +0.273B¢
7 -- 137.401 +9.3954¢ 6.222 +0.717°B¢ 11.169 +0.448 82

14 -- 177.229 +18.343 42 9.396 +0.484°BP 9.254 +0.7398Bb




00T

Parametro Dia T1 T2 T3 T4

BX 1 -- 59.673 +5.538 AP 6.843 +0.363 B2 5.108 +0.4716B¢
7 -- 54.249 +1.689 Ac 4.018 +0.374 B¢ 6.855 +0.231 B2
14 -- 65.973 +5.543 A2 5.667 +0.106 B° 6.009 + 0.215Bb
CTP 1 11.479 £0.209 ¢c 12.438 +0.036#° 11.480 +0.084 BCP 11.526 +0.082 BP
7 11.650 +0.31582 12.568 +0.075%2 11.385 +0.152 ¢ 11.579 +0.104 BCa
14 11.518 +0.110°8° 12.223 +0.1514¢ 11518 +0.120°B2 11.440 +0.064 ©c
pH 1 4.154 +0.027 Ba 4.240 +0.012 42 4.130 +0.022¢2 4,132 +0.017 Bea
7 4.003 +0.047 b 4.072 +0.004 AP 4.061 +0.014°B° 4.041 +0.024 BCb
14 3.940 +0.050 ¢ 3.964 +0.011%¢ 3.946 +0.011 B¢ 3.947 +0.014 BCc
SIN 1 21488 +0.747°B¢ 32.000 +0.9754c 18.617 +0.728 ¢c 18.010 +0.701Pc
7 24.475 +0.690 BP 32.534 +1.107A° 20.970 +1.463°CP 20.675 +0.825P¢
14 25.642 +1.7588Ba 35.321 +3.32142 22.992 +1.384°¢C2 22.078 +0.475Pa

T1= Yogurt (Y) natural, T2= Y adicionado con jugo de betabel, T3= Y adicionado con extracto encapsulado con
Maltodextrina, T4=Y adicionado con extracto encapsulado con Inulina, PT= Polifenoles totales, BT= Betalainas totales,
BC= Betacianinas, BX= Betaxantinas, CTP= Concentracion total de proteina.

ABCD valores en columnas con superindice diferente indican diferencia estadistica significativa entre tratamientos (P<0.05).
abc \/alores en renglones con superindice diferente indican diferencia estadistica significativa a través del tiempo (P<0.05).








