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RESUMEN
Las betalainas constituyen una alternativa para minimizar el uso de colorantes

artificiales en la produccion de alimentos, no obstante, su susceptibilidad a factores
ambientales limita su aplicacién industrial. Por este motivo la encapsulaciéon se ha
utilizado como una técnica de conservacion para favorecer su estabilidad, donde el
tipo de material de pared, influye en la retencién de estos compuestos bioactivos que
se reflejan en las propiedades que definen la calidad de los polvos encapsulados. En
este trabajo, se optimizé una mezcla de fructanos, proteina de suero de leche y
almidén modificado como materiales de pared en la encapsulacién de jugo de pitaya
(Stenocereus stellatus) evaluando las propiedades fisicas, quimicas y morfologicas de
los encapsulados bajo un disefio de mezclas con restricciones. Los polvos
encapsulados obtenidos fueron aceptables en términos de estabilidad de betalainas y
de sus propiedades fisicas, esto permitié su almacenamiento y el manejo adecuado
durante su analisis. Los acarreadores en sus términos lineales tuvieron un efecto
significativo (p<0.05) en los contenidos de betalainas, polifenoles y actividad
antioxidante. Los polvos con altas proporciones de proteina alcanzaron los valores
mas altos para la retencion de betalainas y de actividad antioxidante que van del 70 al
90% y de 7 al 10.8%, respectivamente. Por su parte, el contenido de polifenoles
aumento cuatro veces en los polvos con mayor contenido de proteina, respecto al jugo
de pitaya. Ademas, la adicidon de proteina incrementoé los valores de L* (luminosidad)
atenuando la tendencia al color rojo de los polvos lo que afectd el potencial de
pigmentacién. El almidon OSA vy los fructanos en sus términos lineales tuvieron un
efecto significativo (p<0.05) en el parametro a* y un incremento en sus proporciones
mejoro las tonalidades de los encapsulados mientras que contribuyeron a la obtencion
de valores aceptables para los contenidos de betalainas, polifenoles y capacidad
antioxidante. Respecto a las propiedades fisicas, los materiales de pared en sus
términos lineales afectaron significativamente (p<0.05) la densidad aparente, el ISA,
el contenido de humedad y la higroscopicidad de los polvos. La adicion de proteina
disminuy® la higroscopicidad y aumento la temperatura de transicion vitrea, lo cual es
deseable en términos de conservacion de los polvos durante el almacenamiento. No

obstante, el analisis microscopico mostré que el dano superficial de las microcapsulas

Xi
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era mas evidente al incrementar el contenido de dicho acarreador. Los mas altos

contenidos de betalainas (1.30 a 1.36 mg/g) y valores del parametro a* (22.22 a 25)
se obtuvieron en el rango 6ptimo de 0.6 a 13.4% para fructanos, de 6.3 a 15.8% para
proteinay de 75.2 a 88.2% de almidon OSA. Los modelos ajustados fueron verificados,
estimando satisfactoriamente (<10%) la variabilidad de los datos. Los resultados
sugieren, que la conservacion de betalainas y otros compuestos bioactivos contenidos
en el jugo de pitaya, puede lograrse a través de su encapsulacion con mezclas de
acarreadores como proteina, almidén y fructanos, potenciando su estabilidad y

posterior aplicacién para el desarrollo de productos pigmentados.
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ABSTRACT
Betalains constitute an alternative to synthetic dyes in food production due to its

potential pigmenting capacity and biological properties, however, they are susceptible
to degradation by environmental factors such as: temperature, water activity, light, and
pH, thus limiting their industrial application. In order to increase stability, many different
encapsulation techniques are available, where spray drying, for its low cost and ability
to process a wide range of products, is one of the most applied. Regarding to increase
compounds retention and stability of microparticles, wall materials and process
conditions must be evaluated. In this work, a mixture of fructans, whey protein
concentrate and modified starch was optimized in the encapsulation of pitaya juice
(Stenocereus stellatus) assessing the physical, chemical and morphological properties
of the encapsulated powders under a restricted mixture design. In general, the powders
obtained were acceptable in terms of betalain stability and handling. Carrier agents in
their linear terms had a significant effect (p <0.05) on betalain and polyphenol content
as well the antioxidant activity. Powders with high protein proportions reached the
highest values in betalain content and antioxidant activity retention from 70-90% and
7-10.8%, respectively. The polyphenol content showed a four-fold increase in powders
with the highest protein content, compared to pitaya juice. Furthermore, the addition of
protein increased the L* parameter (luminosity), attenuating the red color of the
powders, which affected the pigmentation potential. OSA starch and fructans in their
linear terms had a significant effect (p <0.05) on the a* parameter and an increase in
their proportions improved the shades of the encapsulates while they contributed to
obtaining acceptable values for betalain and polyphenol contents and antioxidant
capacity. Regarding the physical properties, the wall materials in their linear terms
significantly affected (p <0.05) the bulk density, WSI, moisture content and
hygroscopicity of the powders. By increasing the protein addition, the hygroscopicity
decreased while the glass transition temperature increased, which is desirable in terms
of storage stability. However, microscopic analysis showed that the surface damage of
the microcapsules was more evident when the content of said carrier increased. Wall
material proportions ranging from 0.6 to 13.4% for fructans, from 6.3 to 15.8% for

protein and from 75.2 to 88.2% for OSA starch delimited the optimal zone to obtain
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powders with betalain contents of 1.30 to 1.36 mg/g and values from 22.22 to 25 for a*

parameter. This was verified with proportions of 7% fructans, 10.3% protein and 82.7%
OSA starch producing powders with 1.24 mg of betalains/g and 23.72 of parameter a*.
Mixture optimization was successfully verified which means that the proposed model
satisfactorily predicts the behavior of the variables studied under the effect of different

wall materials on betalain encapsulation

Xiv



==L FACULTAD DE CIENCIAS QUIMICAS

I. INTRODUCCION
Uno de los principales atributos que el consumidor considera al momento de elegir un
alimento es el color, ya que es frecuentemente asociado con el sabor, la calidad,
frescura e incluso, con el contenido en nutrientes (Belmonte-Vazquez et al., 2016). Por
esta razon, los colorantes son anadidos a los alimentos ya sea para recuperar el color
durante su procesamiento, mejorar su apariencia o bien minimizar diferencias entre los
lotes de producciéon (Vargas-Campos et al., 2018). La industria de alimentos
comunmente adiciona colorantes sintéticos para la pigmentacion de productos, no
obstante, las tendencias de consumo actual han conllevado a que el consumidor
busque opciones de alimentos mas saludables, libres de aditivos quimicos. En
respuesta a esto, se ha planteado la pigmentacion de alimentos procesados haciendo

uso de colorantes naturales.

Dentro de la gama de pigmentos extraidos de fuentes naturales se encuentran las
antocianinas, carotenoides, clorofilas, flavonoides y betalainas; estas ultimas han sido
estudiadas debido a su potencial para la pigmentacién de diversos productos. Las
fuentes principales de betalainas han sido relacionadas a betabel, amaranto, frutillas
y algunas cactaceas como la pitaya (Stenocereus stellatus), la cual exhibe colores
atractivos en piel y pulpa debido a la presencia de betalainas (Garcia-Cruz et al., 2013).
La pitaya se produce en las zonas aridas y semiaridas de México y es subutilizada por
su corta vida de anaquel presentando pérdidas importantes, principalmente por la falta
de alternativas tecnologicas para su uso adecuado. Una de las posibles aplicaciones
para el aprovechamiento de este fruto es la extraccidon de las betalainas; a pesar de
que estos pigmentos son poco estables y pueden ser afectados por diversos factores
(pH, temperatura, luz, oxigeno y actividad de agua) el procesamiento podria ser una
alternativa para la conservacion de estos a través de su estabilizacion o encapsulacion
para fines especificos de pigmentacion de productos alimenticios con propiedades
antioxidantes (Celli y Brooks, 2017).

La encapsulacion de estos pigmentos y compuestos bioactivos contenidos en el jugo
de pitaya, se han realizado empleando materiales de pared a base de carbohidratos

complejos y proteinas empleando el proceso de secado por aspersion. Aunque las
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condiciones de secado influyen en la retencion de estos componentes, por la

degradacion térmica, debido altas temperaturas de proceso, su facil operacion y bajo
costo, representan ventajas tecnoldgicas para su implementacion. El material de
pared, es otro factor, que influye significativamente en la estabilidad de estos
componentes, por lo que su seleccion debe ser considerada, tomando en cuenta las
posibles interacciones con el compuesto de interés de manera que su retencion sea
incrementada y por sus propiedades fisicoquimicas enfocadas a la formacion de
superficies suaves y con el menor dafio posible o, para evitar la adhesion en las
paredes de la camara de secado cuando se trata de productos con alto contenidos de
azucar (Shishir y Chen, 2017). Materiales de pared como almidén modificado y
proteinas, se han evaluado, en forma individual o en mezclas para la encapsulacion
de jugos con alto contenido de pigmentos, como antocianinas, donde se reporta que
mezclas de almidon modificado mediante succinilacion (OSA), inulina (IN) y
maltodextrina (MD) en diferentes proporciones, se lograron las propiedades deseadas
en términos de color, contenido de antocianinas y actividad antioxidante (Quirino-
Lacerda et al., 2016). Se ha observado que mezclas de carbohidratos complejos
(Inulina y maltodextrina) con proteinas de suero de leche (PS), han resultado
adecuados, en la retenciéon de propiedades antioxidantes y parametros fisicos como
higroscopicidad en la encapsulacion de betabel. Mientras que los polvos encapsulados
a base de inulina-proteina de suero de leche, mostraron una estabilidad aceptable de
compuestos bioactivos, representando un area de oportunidad para el desarrollo de

productos (do Carmo et al., 2017).

Estos resultados sugieren que la combinacién de carbohidratos complejos, como
fructanos tipo inulina y almidén modificado, con proteina puede favorecer la retencién
de los compuestos basado en interacciones fisicas o quimicas como interacciones
electroestaticas o puentes de hidrégeno el cual ocurre en la interaccion de betalaina-
polimero promovida por las propiedades catidnicas de las betalainas (Kanner et al.,
2001; Caiy Corke, 2000). En adicion, se ha comprobado la existencia de interacciones
tanto de proteinas como de carbohidratos con los polifenoles mediante puentes de
hidrégeno hidrofébicos y no covalentes, aunque su numero e intensidad depende en
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gran medida de la composicion de las macromoléculas (Jakobek, 2015). De igual

manera, el uso de proteinas es considerado una buena opcion en la encapsulacion
mediante secado por aspersion por su habilidad de formar geles térmicamente
estables por encima de los 70 °C protegiendo los compuestos bioactivos (Bartkowiak
et al., 2017). No obstante, esto dependera del compuesto a encapsular, el agente

acarreador seleccionado y las condiciones del proceso.

A pesar del esfuerzo realizado para la preservacion de betalainas mediante la
encapsulacion, aun no se han elucidado los posibles mecanismos de interaccion entre
los pigmentos y los agentes acarreadores empleados para incrementar la estabilidad
de las betalainas y la informacién reportada sobre el tema es escasa. Ademas,
estudios recientes reportan que las perspectivas futuras en este tépico deben ser
enfocadas en el efecto de la matriz sobre la estabilidad de las betalainas y proponen
la combinacién de polisacaridos-proteina como la mas prometedora (Castro-Enriquez
et al., 2020). Robert et al. (2015) reportaron que la mezcla de proteina de soya con
polisacaridos (maltodextrina e inulina) mejord la encapsulacion de polifenoles en un
grado significativo, y se dijo que formaban un nuevo sistema con propiedades
diferentes con respecto a cada polimero individual, como también se ha informado

para moléculas hidrofdbicas.

En base a todas estas consideraciones, esta investigacion tuvo como objetivo
encontrar las proporciones Optimas de fructanos de agave, concentrado de proteina
de suero de leche y almidén octenil succinico (OSA) como agentes acarreadores y
evaluar su influencia en las propiedades fisicoquimicas de polvos encapsulados de

pitaya.
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Il. ANTECEDENTES

2.1 Situacién actual del empleo de colorantes artificiales en alimentos y su
sustituciéon por pigmentos naturales.

Al igual que en otros tipos de ingredientes en la industria alimentaria, el area de
colorantes ha implementado la busqueda de ingredientes naturales para satisfacer la
creciente demanda de los consumidores. Segun Innova Market Insights, el 19% de los
consumidores de EUA en 2018 dijo que la frase "sin colorantes/saborizantes
artificiales" influye en su decision al comprar alimentos y bebidas (Nachay, 2019). El
rechazo de sustancias quimicas por parte del consumidor, se debe a los efectos
nocivos para la salud y, a pesar de ser mas estables durante el procesamiento y a su
amplia gama de colores, su viabilidad para la coloracién de alimentos ha disminuido.
Ante ese escenario, se han estudiado diversos pigmentos como alternativa a los

colorantes sintéticos y sus posibles aplicaciones se han diversificado.

De acuerdo con su origen, los aditivos de color se clasifican en tres grupos: naturales,
idénticos a naturales o sintéticos. Estos ultimos son los que no estan presentes en los
alimentos de manera natural, de modo que muchos han sido producidos por sintesis
quimica proporcionando ciertas ventajas como bajo costo y estabilidad (Badui-Dergal,
2013). Sin embargo, estudios han reportado posibles efectos adversos a la salud como
el desarrollo del trastorno por déficit de atencion con hiperactividad en nifios (Vojdani
y Vojdani, 2015), alergias y afecciones en el sistema respiratorio (Amchova et al.,
2015). En consecuencia, se han establecido restricciones por parte de organizaciones
internacionales como el indice de ingesta diaria, que define la cantidad que puede ser
consumida por tiempo indefinido sin causar dafio a la salud (Martins et al., 2016). Por
ejemplo, la tartrazina presenta un IDA de 7 mg/kg, la eritrosina 0.6 mg/kg y el rojo
cochinilla de 4 mg/kg. Ademas, de acuerdo al articulo de Brockman en la revista Mintel
(2019), aunque los consumidores estan interesados en colores brillantes y atractivos,
también esperan que las formulaciones sean naturales, debido a la tendencia de una
“alimentacion limpia” adoptada por muchos de los consumidores en los ultimos afos.

Por tanto, la industria alimentaria ha optado por sustituir estos aditivos por pigmentos
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provenientes de fuentes naturales, no obstante, una realidad que debe asumirse es la

poca estabilidad de los pigmentos ante diversas condiciones de procesamiento lo que
implica una posible alteracion de otras propiedades organolépticas del alimento
(Restrepo-Gallego, 2007).

Los pigmentos naturales son generados por vegetales o animales, son purificados para
su uso Yy, generalmente, pueden clasificarse en liposolubles (clorofilas y carotenoides)
e hidrosolubles (antocianinas, betalainas y flavonoides) (Martinez-Giron y Ordofiez-
Santos, 2016). Algunos de estos han adquirido cierto interés debido a la reduccion en
la incidencia de enfermedades por sus propiedades antivirales y antiinflamatorias
(Leong et al., 2018; Stahl y Sies, 2005). Colorantes naturales, como las betalainas de
betabel (Beta vulgaris), son ya utilizados en la industria alimentaria y han sido
aprobados para su uso en Estados Unidos y la Unién Europea (Serries y Biliaderis,
2001; Moreno et al., 2008) principalmente para alimentos procesados como bebidas
alcohdlicas y no alcohdlicas, confituras, productos lacteos, carnicos y de panificacion
(Sanchez-Juan, 2013). Si bien los colorantes naturales gozan de mayor aceptacion, el
principal reto para su desarrollo como agentes de pigmentacién a nivel industrial es
obtener la estabilidad con el poder de pigmentacion adecuado y la variedad de

tonalidades que se obtienen con los pigmentos sintéticos (Badui-Dergal, 2013).

2.2 El fruto de pitaya como fuente de pigmentos naturales

La pitaya (Stenocereus spp.) pertenece a la familia de las cactaceas, crece como
cactus en zonas aridas y semi-aridas, tales como aquellas localizadas en la region
norte y central de México (Garcia-Cruz et al., 2015). El fruto de pitaya se compone de
tres partes principales: pulpa, semillas presentes en la pulpa; y cascara alta en fibra
(Figura 1). La pulpa posee diversos aromas, es jugosa y dulce; puede ser blanca,
amarilla, rosa, roja o morada. El peso del fruto varia ampliamente; en una pitaya
madura puede ser entre 69.3-148.3 g, del cual 89.6-75.4% es pulpa, 22.1-24.6%
cascara y 2.4-2.3% semillas.

En comparacion con la tuna, la pitaya posee una fraccion comestible mayor. La

cascara de la pitaya representa de 18 a 24% del peso de la fruta, mientras que en la
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tuna asciende el 45%. Ademas, en el caso de la tuna, las semillas (4%) no son

usualmente consumidas, mientras que las del fruto de pitaya (1.6-3.4%) pueden

masticarse y ser digeridas (Chuck-Hernandez et al., 2016).

Figura 1. Pitaya (Stenocereus stellatus).
El color de la pulpa de la pitaya, asi como en otras especies de cactaceas del género
Opuntia e Hylocereus se debe a la presencia de betalainas las cuales proveen
coloraciones rojas y naranjas (Pimienta-Barrios y Nobel, 1994). Otro grupo de
fitoquimicos de la pulpa de la pitaya son los compuestos fendlicos los cuales, al igual
que las betalainas, se han asociado con actividades biolégicas benéficas para el
organismo como efectos anti-alergénicos, antimicrobianos, antioxidantes,

antitrombdticas y cardio protectores (Garcia-Cruz et al., 2017).

En adicibn a sus propiedades nutricionales, el cultivo de pitaya representa una
oportunidad para la agricultura sustentable debido a su requerimiento minimo de agua
(Chuck-Hernandez et al., 2016). Por otro lado, este fruto ha ganado popularidad en
Europa y Estados Unidos por su apariencia exética y sus atractivos colores (Esquivel
y Araya-Quesada, 2012). Considerando lo anterior expuesto, es posible anadir valor
agregado al fruto de pitaya una vez que sus compuestos sean extraidos, aislados y
caracterizados obteniendo informacién valiosa para el desarrollo de estudios

relacionados a su aplicacion en alimentos (Garcia-Cruz et al., 2017).
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En los mercados de frutos exéticos la pitaya es de gran valor y al igual que otros frutos

de este tipo se consume principalmente en fresco o en productos minimamente
procesados como mermeladas, gelatinas y bebidas donde el pigmento se conserva
mas facilmente (Badui-Dergal, 2013). Actualmente, no se han encontrado suficientes
estudios sobre la aplicacidon del fruto en productos industrializados que permitan su
explotacion comercial, esto ha sido atribuido al manejo postcosecha que se considera
complicado por su corta vida de anaquel (Sanchez-Lopez et al., 2012). Por otro lado,
la obtencién de extractos de pitaya con concentraciones altas de compuestos
bioactivos, podria ayudar a superar este inconveniente al permitir su aprovechamiento
como fuente de pigmentos y antioxidantes incorporados a alimentos. Sin embargo,
esto podria tener ciertas dificultades ya que el fruto posee altos niveles de mucilago y
azucares, lo cual puede afectar significativamente el rendimiento de la extraccion
(Pérez-Loredo et al., 2017; Celli y Brooks, 2017).

2.3 Betalainas
2.3.1 Generalidades de las betalainas

Las betalainas son pigmentos nitrogenados solubles en agua que se clasifican en dos
grupos: betacianinas (rojo-violeta) y betaxantinas (amarillo-naranja) (Figura 2). En
ambos grupos, existe una estructura comun, el acido betalamico, al cual se pueden
unir diversos aminoacidos y otras aminas (betaxantinas) o unirse a la ciclodopa
(betanidina) o sus derivados de glucosil (betacianinas) (Herbach et al., 2006; Khan y
Giridhar, 2015). La betanidina es el aglicon de la mayoria de las betacianinas;
diferentes patrones de sustitucion (glucosilacion y acilacion) de uno o varios grupos
hidroxilo localizados en la posicion 5 o 6 de la betanidina resulta en la formacion de
varias betacianinas. La mayoria de estos son 5-O-glucésidos, pero los 6-O-glucésidos
también han sido detectados (Delgado-Vargas et al., 2000). La glucosilacién del 5-O-
glucésido es muy comun, asi como la esterificacion con acidos hidroxicinamicos
(Strack et al., 2003). La betacianina mas comun es la betanidina-5-OB-glucésido
(betanina), el pigmento principal en el betabel (Stintzing y Carle, 2004). Las
betacianinas muestran dos longitudes de onda maximas de absorcion: una en el rango

de UV (270-280 nm) debido a la ciclodopa y otra en el rango visible 535-540 nm,
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dependiendo del solvente. Las betaxantinas, por otro lado, contienen diferentes

cadenas laterales de aminoacidos o aminas (Strack et al., 2003). Las modificaciones
estructurales en las betaxantinas producen cambios hipsoor batocromaticos. Los
conjugados de amina muestran un maximo de absorcibn mas bajo que sus

equivalentes de aminoacidos respectivos (Stintzing et al., 2002b).

Betacianinas Betaxantinas

Figura 2. Estructura quimica de las betacianinas y betaxantinas (Rodriguez-Amaya, 2019).

2.3.2 Aplicaciones de las betalainas como colorantes en alimentos

Las betalainas pueden ser utilizadas en la produccion de alimentos como postres,
confiterias, mezclas secas, productos lacteos y carnicos. La concentracion de
pigmento requerida para obtener el tono deseado es relativamente pequena,
raramente superior a 50 mg/kg, calculada como betanina (Delgado-Vargas et al.,
2000). Segun el Codex Alimentarius (2004), el uso de betalainas esta limitado solo por
las buenas practicas de fabricacion. El pigmento extraido del betabel, se comercializa
en la Unién Europea y EUA como colorante alimentario (Castellar et al., 2006). Los
colorantes comerciales de betabel estan disponibles como concentrados de jugo
(producidos por concentracion al vacio de jugo de betabel a 60-65% de sdlidos totales)
o en polvo (producidos por liofilizacion o secado por aspersion), que contienen de 0.3%
a 1% de pigmento (Cerezal et al., 1994; Cerezal y Nuhez, 1996).
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2.3.3 Fuentes vegetales de betalainas

Las betalainas se pueden encontrar en raices, frutas y flores (Strack et al., 2003). Las
pocas fuentes comestibles conocidas de betalainas son el betabel rojo y amarillo (Beta
vulgaris L. ssp. vulgaris), la acelga de color (Beta vulgaris L. ssp. cicla), el grano o
follaje del amaranto (Amaranthus sp.) y frutos de cactus, como los de los géneros
Opuntia e Hylocereus (Cai et al., 1998; Stintzing et al., 2002b; Kugler et al., 2004;
Vaillant et al., 2005). El principal cultivo comercialmente explotado para la obtencion
de betalainas es el betabel (Beta vulgaris), que contiene dos pigmentos solubles
principales, la betanina (roja) y la vulgaxantina | (amarilla). La familia mas prometedora
entre las plantas portadoras de betalainas es la Cactaceae. Entre ellas, la tuna (género
Opuntia) y pitayas (géneros Cereus, Hylocereus y Selenicereus) las cuales son
comunmente cultivadas como plantas frutales y son las mas adecuadas para ser
estudiadas como fuentes de betalainas para la pigmentacion de alimentos (Mizrahi et
al., 1997; Stintzing et al., 2003; Stintzing y Carle, 2006). Los frutos de tuna, en contraste
con el betabel, pueden usarse en alimentos sin los efectos negativos en el sabor
conferidos por la geosmina en los extractos de betabel. En las pitayas, su tenue sabor
tiende a incrementar el potencial de mercado haciendo mas prometedor su
aprovechamiento en aplicaciones de coloracién. Las betalainas en las frutas de cactus
cubren un espectro de color mas amplio desde amarillo-naranja (Opuntia sp.) hasta
rojo-violeta (Hylocereus sp.) en comparacion con el betabel y, por lo tanto, pueden
abrir nuevas ventanas de diversificacion de color. Los frutos de cactus
amarillo/anaranjado son de particular interés, debido a la escasez de pigmentos
amarillos solubles en agua (Mobhammer et al., 2005). Ademas, los bajos niveles de
compuestos fendlicos incoloros los hacen muy prometedores, ya que se evitan las
posibles interacciones de las betalainas con estos fendlicos (Stintzing et al., 2001).
Una ventaja adicional de estos frutos son sus requisitos minimos de suelo y agua, ya
que se consideran cultivos alternativos para la economia agricola de las regiones
aridas y semiaridas (Castellar et al., 2006). Las pulpas de fruta de los cactus
Hylocereus contienen altas concentraciones de betacianinas (0.23-0.39%), tanto no

aciladas como aciladas, y (en contraste con el betabel) no contienen betaxantinas
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detectables (Wybraniec et al., 2001; Stintzing et al., 2002a; Vaillant et al., 2005). Por
otro lado, las frutas Opuntia cubren un amplio rango de coloracién, desde amarillo
brillante hasta rojo-violeta, dependiendo tanto de la relacién betacianina/betaxatina

como de sus concentraciones absolutas (Mobhammer et al., 2005; Stintzing et al.,
2005).

2.3.4 Propiedades biolbégicas de las betalainas

En la actualidad, cada vez hay mas pruebas de que el estrés oxidativo conduce a
cambios bioquimicos, que contribuyen al desarrollo de varias enfermedades
degenerativas, como el cancer y las cardiopatias. Las moléculas antioxidantes
protegen contra los efectos potencialmente perjudiciales del estrés oxidativo (Kanner
et al., 2001). Las actividades antioxidantes y antirradicales in vitro de las betalainas y
de las especies que las producen es de lo mas estudiado, como se puede ver en los
diversos articulos publicados solo en 2018 (Amjadi et al., 2018; Aparicio-Fernandez et
al., 2018; Calvo et al., 2018; Hidalgo et al., 2018 y Lozano-Navarro et al., 2018). La
actividad antioxidante de las betalainas se ha reportado a través de la induccién de
mecanismos endogenos de defensa como las enzimas enddgenas del sistema redox
y la sintesis de glutation (Esatbeyoglu et al., 2014; Kanner et al., 2001; Krajka-Kuzniak
et al., 2013). De acuerdo con Gonzalez-Ponce et al. (2018), las betalainas, asi como
otros metabolitos secundarios, tienen un papel preventivo importante contra los
medicamentos antiinflamatorios y analgésicos no esteroideos de venta libre, ya que la
acumulacién o la sobredosis de estos medicamentos pueden inducir insuficiencia
hepatica aguda, debido al estrés oxidativo que se produce en los hepatocitos. En el
estudio desarrollado por Yong et al. (2018) informaron la actividad antibacteriana de
pitaya roja (Hylocereus polyrhizus), contra 10 bacterias patégenas Gram-positivas y 6

Gram-negativas.

La bioactividad de las betalainas ya se ha documentado como se menciono
anteriormente, aunque no se aborda exhaustivamente; sin embargo, los estudios sobre
la absorcion, el metabolismo no solo hepatico sino también por microbiota, distribucion
y excrecion, es decir, la informacion sobre su biodisponibilidad es escasa (Miguel,

2019). El perfil y la concentracibn de betalainas, asi como sus metabolitos
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descarboxilados y deshidrogenados fueron estudiados por Sawicki et al. (2018) en

plasma y orina de voluntarios después de una exposicion a largo plazo al jugo de
remolacha roja fermentada. Observaron que la cantidad de metabolitos era mayor que
las betalainas nativas en el plasma sanguineo y la orina, aunque se ha registrado una
variabilidad interindividual. Los autores también detectaron una estabilizacion del perfil
y el contenido de ambas betalainas y sus metabolitos (Sawicki et al., 2018). Se
encontraron pequefias cantidades de aglicones en el plasma sanguineo de los
voluntarios, lo que también fue reportado por Sawicki et al. (2017). Los autores
destacan varias explicaciones: una pequefa absorcion de aglicones o no se absorben
en absoluto, o bien una degradacién rapida después de la absorcion o incluso en el
lumen del tracto digestivo antes de la absorcién, debido a su baja estabilidad (Sawicki
et al., 2018). El estudio de Clifford et al. (2016) reportd la débil biodisponibilidad en el
plasma humano de betalainas nativas (betanina o betanidina 5-O-B-glucésido)
después de la ingestion del fruto de betabel o del jugo, asi como Frank et al. (2005),
quienes también encontraron que el aclaramiento renal de betalaina era una ruta
menor de eliminacion sistémica cuando las mujeres sanas, que participaron como
voluntarias en el estudio, consumian jugo de betabel. Esto confirma la importancia de
la biotransformacién de los compuestos nativos en sus metabolitos, por lo que las
propiedades biolégicas que muestran las betalainas in vitro no pueden extrapolarse a
las condiciones in vivo. Las propiedades biolégicas atribuidas a las betalainas en
estudios in vivo (Han et al., 2015; Tan et al., 2015) deben reevaluarse, ya que lo mas

probable es que se deban a los metabolitos de betalainas (Clifford et al., 2016).

2.3.5 Factores que afectan la estabilidad de las betalainas

Las betalainas como pigmentos naturales poseen multiples ventajas en comparacion
a los colorantes sintéticos, sin embargo, su estabilidad se ve afectada por ciertas
condiciones. Esto debe ser considerado para asegurar la coloracion y retencion 6ptima
en los productos alimenticios pigmentados con betalainas. La degradacion de las
betalainas puede ocurrir mediante distintos mecanismos y esta en funcién de factores,
tanto intrinsecos como extrinsecos, los cuales se muestran en la Figura 3 y se

describen a continuacion.
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Figura 3. Factores que afectan la estabilidad de las betalainas (Khan 2016).

Con respecto a los aspectos estructurales, se ha informado que las betacianinas son
mas estables que las betaxantinas, tanto a temperatura ambiente (Sapers y Hornstein,
1979) como al calentamiento (Singer y Von Elbe, 1980; Herbach et al., 2004a).
Comparando la estabilidad de diferentes betacianinas, las estructuras glicosiladas son
mas estables que los aglicones, probablemente debido a los mayores potenciales de
oxidacion-reduccion de las primeras (Von Elbe y Attoe, 1985). Las betalainas pueden
utilizarse para proveer color a productos alimenticios tanto acidos como neutros ya que
son estables a un amplio rango de pH (3-7) donde los valores de estabilidad maxima
van de 5 a 6 (Neelwarne, 2012; Jackman y Smith, 1996; Huang y Von Elbe, 1985). Las
condiciones alcalinas causan la hidrdlisis del enlace aldimina, mientras que la
acidificacién induce la recondensaciéon del acido betalamico con el grupo amina del
residuo de adicion (Schwartz y Von Elbe, 1983). Otros factores, como el pH, afectan
la estabilidad de la betalainas. Havlikova et al. (1983) informaron que altas

temperaturas cambiaron el pH 6ptimo para la estabilidad de la betacianina hacia 6.

La actividad de agua es un factor clave en la estabilidad de las betalainas debido a

que determina la susceptibilidad del pigmento a la ruptura del enlace de aldimina
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(Saguy et al., 1984; Herbach et al., 2006b). El efecto de la aw puede atribuirse a una
movilidad reducida de los reactivos o a una solubilidad de oxigeno limitada (Delgado-
Vargas et al., 2000). Kearsley y Katsaboxakis (1980) reportaron que una reduccion de
aw mejoro la estabilidad de la betanina, especialmente por debajo de 0.63. Mientras
que Cohen y Saguy (1983) observaron que al incrementar la awde 0.32 a 0.75 la tasa

de degradacion aument6 aproximadamente en un orden de magnitud.

La temperatura se considera como el factor mas importante en la estabilidad de las
betalainas, por lo que ha sido el objeto de estudios donde se muestra un aumento en
las tasas de degradacion como resultado de las altas temperaturas (Saguy et al., 1978;
Havlikova et al., 1983; Garcia-Barrera et al.,1998). Estudios han reportado que la
degradacion térmica de las betacianinas en soluciones de betanina, asi como en jugos
de betabel y pitaya, sigue una cinética de primer orden (Von Elbe et al., 1974; Saguy
et al., 1978; Saguy, 1979; Herbach et al., 2004b). Durante el procesamiento térmico,
la betanina puede degradarse por isomerizacién, descarboxilacion o escision, lo que
resulta en una reduccién gradual del color rojo y, finalmente, la aparicién de un color
marron claro (Huang y Von Elbe, 1986; Drdak y Vallova, 1990). La deshidrogenacion
de betanina conduce a la formacion de neobetanina, provocando una coloraciéon
amarilla. La escision de la betanina y la isobetanina, que también puede ser inducida
por bases (Schwartz y Von Elbe, 1983; Schliemann y Strack, 1999), produciendo el

acido betalamico amarillo brillante y el ciclo-Dopa-5-0O-glucésido incoloro.

Otros factores que influyen en la estabilidad de las betalainas son el oxigeno y la
exposicion a la luz. Segun el nivel de oxigeno es la degradacion de las betalainas por
lo que se recomiendan ambientes controlados con nitrégeno o antioxidantes para una
mejor conservacion (Walkowiak-Tomczak, 2002; Delgado-Vargas et al., 2000). De
igual manera, los efectos por la luz se minimizan en atmaésferas libres de oxigeno
(Pourrat et al., 1983). La degradacioén de las betalainas se debe a que la absorcién de
la luz en la regién UV o visible eleva los electrones 11 del croméforo del pigmento a un
mayor nivel de energia (Tm*) causando un aumento en su reactividad al disminuir la

energia de activacion de la molécula (Hussain et al., 2018).
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2.3.6 Estabilizacion de betalainas

La estabilidad de las betalainas esta influenciada por factores intrinsecos y extrinsecos
planteados en la seccidon anterior, los cuales provocan cambios que resultan en la
degradacion de betalainas como la ruptura del enlace de aldimina, Ila
deshidrogenacion, la deglucosilacion, la descarboxilacion y la isomerizacion (Khan,
2016).

Con el objetivo de aumentar las aplicaciones comerciales, los pigmentos de betalainas
deben soportar o retardar estos cambios mediante técnicas de estabilizacion. Se ha
demostrado que componentes alimenticios, como los antioxidantes, poseen efectos
favorables para la preservacion de betalainas. El acido citrico, el EDTA y especies
cationicas figuran dentro de estos componentes (Von Elbe y Attoe, 1985; Pasch y Von
Elbe, 1979). Se ha reportado que especies quelantes neutralizan el nitrégeno
electrofilico de la betanina a través de la unién alrededor del nitrégeno amino cargado
(Hussain et al., 2018).

Otra técnica de estabilizacién es la formacion de complejos de las betalainas con iones
metalicos como cobre, magnesio, hierro, niquel y cobalto que han dado lugar a
cambios batocrémicos en la absorcion del color (Butera et al., 2002; Kuusi et al., 1977;
Spoérna-Kucab et al., 2011). Por otro lado, se ha informado que el complejo B-
ciclodextrina (B-CD)-betanina estabiliza el color (Hamburg y Hamburg, 1991). Esto se
atribuy6 a la adsorcion de agua libre por la B-CD. En ausencia de luz y O2, se ha
reportado que las ciclodextrinas mejoran la estabilidad de la betalaina (Drunkler et al.,
2006).

Si bien, los estudios de estabilizacion de betalainas han llevado a diversificar las
técnicas empleadas, la encapsulacién se considera como uno de los mejores procesos
para la preservacién de compuestos bioactivos. En esta tecnologia, se retiene un
agente activo dentro de un material protector produciendo capsulas en un rango de
nanémetros a milimetros (Nedovic et al., 2011). Se utiliza para crear una barrera que

retarda las reacciones quimicas con el ambiente externo, promoviendo un aumento en
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la vida util y la liberacion gradual de los compuestos encapsulados, estabilizandolos

en una matriz sélida (Labuschange, 2018).

Generalmente, el proceso de encapsulacion se lleva a cabo en tres etapas principales:
el primer paso consiste en formar una cobertura alrededor del material a encapsular o
nucleo; el segundo implica mantener intactos los materiales del nucleo para evitar
cualquier liberacidn de contenido; y en el ultimo paso, se espera que el nucleo se libere
en el momento adecuado y a la velocidad precisa (Mishra, 2016). La eleccion de la
técnica de encapsulacion estara relacionada con los requerimientos finales de las
particulas y de algunos factores importantes como su tamafo, propiedades fisicas de
los materiales de la pared, material del nucleo, liberacién controlada y costos (Martin-
Villena et al., 2009).

2.4 Secado por aspersion para la encapsulacion de compuestos bioactivos

Existe una amplia variedad de técnicas de encapsulacion en la industria alimentaria
las cuales son aplicadas segun los requerimientos de encapsulacién. Sin embargo, el
secado por aspersidn goza de gran preferencia para procesos de encapsulacion por
su bajo costo y flexibilidad ademas de la buena calidad de las capsulas producidas
(Khan, 2016).

El secado por aspersion es un proceso de un solo paso, donde la alimentacion liquida
se convierte directamente en polvo (Chiou y Langrish, 2007). Es ampliamente utilizado
en la industria de alimentos para la produccion de polvos y aglomerados alimentarios
y esta catalogado como la técnica de encapsulacion mas econoémica debido a sus
bajos requerimientos operacionales. Segun el reporte de Hammami y Rene (1997),
una comparacion a escala industrial mostré que el proceso de secado por aspersion
es alrededor de 4-5 veces mas econdmico que el de la liofilizacion debido a que el
consumo energético es menor. Ademas, el tiempo de contacto de secado es
relativamente corto (5-100 s), por lo tanto, puede preservar atributos de calidad como
nutrientes, pigmentos y sabores los cuales son sensibles a altas temperaturas
(Rodriguez-Hernandez et al., 2005; Yousefi et al., 2011). Dentro de sus ventajas, se

encuentra la estabilidad que adquiere el producto final debido al bajo contenido de
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humedad y actividad de agua haciendo que los polvos sean resistentes a degradacion

microbioldgica y oxidacion, como oscurecimiento, reacciones hidroliticas u otras
actividades enzimaticas (Shishir et al., 2016; Patil et al., 2014; Tze et al., 2012; Kha et
al., 2010; Marques et al., 2007; Tan et al., 2011).

Al igual que otros procesos, el secado por aspersion posee ciertas limitaciones. Si bien
los tiempos de exposicion son cortos, las temperaturas de secado pueden ser muy
altas (150-220 °C como la temperatura de entrada y 50-80 °C para la temperatura de
salida) por lo que afectan compuestos termosensibles (Bao et al., 2016; Chen et al.,
2016; Kong y Ismail, 2011; Patil et al., 2014). Por otra parte, el secado de materiales
con alto contenido de azucar como los jugos de frutas y verduras, puede ser dificil sin
el uso de un agente acarreador debido a su baja temperatura de transicién vitrea que
conduce a problemas como depdsitos en la camara de secado disminuyendo el
rendimiento del proceso (Bhandari et al., 1997). Finalmente, el control de tamafo de
las gotas es limitado, generando particulas de amplia distribucion de tamafno vy, a

veces, microestructuras irregulares (Dalmoro et al., 2012).

2.4.1 Descripcion operacional del secado por aspersion

El secado por aspersion consta de tres pasos: atomizacion de la muestra de
alimentacion, secado de las gotas y recuperacion de polvo, como se muestra en la
Figura 4. Durante la atomizacién, la alimentacién es asperjada a la camara de secado
y distribuida en pequefnas particulas de liquido en un gran volumen. La atomizacion
maximiza el area de superficie de alimentacion liquida para un secado efectivo y
eficiente. Las propiedades del producto final dependen del disefio del atomizador y su
rendimiento (Phisut, 2012). Se ha demostrado que las condiciones de proceso influyen
de manera significativa en las caracteristicas de los polvos, en la siguiente seccion se

describe a mayor profundidad el efecto de cada parametro del proceso de secado.
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Figura 4. Diagrama del proceso de secado por aspersion (Shishir y Chen, 2017).

2.4.2 Efecto de los parametros del proceso en polvos encapsulados de jugos de
frutas

La calidad de los polvos encapsulados obtenidos esta en funcién de los parametros
establecidos en el secado por aspersion. Los factores mas importantes del proceso
son la temperatura de secado, el flujo de aire de secado, el flujo de alimentacion, la
velocidad del atomizador, el tipo y la concentracion de agente acarreador en la mezcla
(Fazaeli et al., 2012; Murali et al., 2015; Phisut, 2012; Tonon et al., 2008). Ademas, las
caracteristicas de la alimentacidén juegan un papel muy importante; por ejemplo, el
secado de jugos de frutas sin la ayuda de un material de pared suele ser complicado
debido a su alto contenido de compuestos de bajo peso molecular como azucares y
acidos organicos causando que se adhieran en la camara de secado (Quek et al.,
2007). Otro parametro a considerar es la viscosidad del material la cual puede ser

controlada incrementando la adicion del agente acarreador (Tonon et al., 2008).
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Las condiciones del proceso de secado influyen de diversas formas en las propiedades

del producto final, la temperatura por su parte, se considera como el factor mas
determinante en las propiedades fisicoquimicas del polvo encapsulado. Al incrementar
la temperatura de secado se suministra mas calor a la camara, por tanto, la velocidad
de secado aumenta y por el contrario el contenido de humedad del producto final
disminuye (Shishir y Chen, 2017). El tamano de particula también se ve afectado ya
que un aumento en la temperatura acelera la evaporacion del agua, lo cual desarrolla
las microesferas mas rapido sin permitir una contraccion adecuada y, por tanto, se
obtienen particulas mas grandes (Shishir y Chen, 2017). Los pigmentos y otros
compuestos sensibles al calor también estan influenciados por la temperatura de
secado. En general, el contenido de compuestos sensibles al calor disminuye al
aumentar la temperatura debido a la degradacion térmica y oxidativa. Esto se ha
demostrado en diferentes compuestos como betacianinas en polvo de pitaya (Tze et
al., 2012), licopeno y p-caroteno en polvo de sandia (Quek et al., 2007), antocianinas
en polvo de acai (Tonon et al., 2008), vitamina C en polvo de guayaba (Patil et al.,
2014), licopeno en polvo de subproducto de puré de guayaba rosa (Kong et al., 2010),
polifenoles totales y actividad de eliminacién de radicales libres en polvo de jugo de
amla (Mishra et al., 2014), contenido total de carotenoides y actividad antioxidante en
polvo de jugo de arilo de fruta Gac (Kha et al., 2010) y antocianinas y actividad

antioxidante en polvo de zanahoria negra (Murali et al., 2015).

Otros factores como la velocidad de alimentacién y del aire de secado, asi como las
caracteristicas de la atomizacidon son consideradas menos relevantes en la
encapsulacion de pigmentos. Sin embargo, influyen en términos de requerimientos de
energia, en el proceso de transferencia de calor y masa, tamafios de particula,
rendimientos y eficiencias de secado (Hong y Choi, 2007; Jumah et al., 2000; Chegini
y Ghobadian, 2007).
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2.4.3 Influencia del agente acarreador en el proceso de secado por aspersion

El agente acarreador es uno de los factores mas importantes en el proceso de
encapsulacion debido a que aumentan la temperatura de transicion vitrea y el
porcentaje de rendimiento ademas de reducir la pegajosidad e higroscopicidad del

producto en polvo (Quek et al., 2007).

La seleccion del agente acarreador depende de los objetivos del proceso y del
comportamiento fisicoquimico del material a procesar. Los requerimientos que se
consideran comunmente consisten en que el material debe ser reconocido como
seguro o “GRAS” (Generally Recognized as Safe), debe ser altamente soluble en
agua, debe tener la capacidad de formar una pelicula y producir una baja viscosidad
en el sistema incluso a altas concentraciones (Labuschagne, 2018). Ademas, deben
ofrecer cierta proteccion a compuestos sensibles del calor, el oxigeno, la luz y la
humedad (Desai y Park, 2005).

Los agentes acarreadores mas utilizados son basicamente polimeros de carbohidratos
como almidones, hidrocoloides, celulosa; proteinas de suero, soya o caseina y lipidos
como ceras, parafinas o grasas (PorCevic et al., 2016; Labuschagne, 2018). Los
carbohidratos son ampliamente utilizados para la encapsulacion de ingredientes
alimentarios debido a su capacidad para formar sélidos vitreos amorfos que
proporcionan soporte al material de pared. Por su diversidad, bajo costo y uso
diversificado en los alimentos, los convierte en la opcidbn mas elegida para la

encapsulacion (Augustin y Hemar, 2009; Madene et al., 2006).

Los almidones hidrolizados mejoran la solubilidad, mantienen baja la viscosidad del
sistema en altas proporciones ademas que facilitan el secado. Un ejemplo es la
maltodextrina, oligosacarido formado por hidrélisis parcial del almidén de maiz con
acidos o enzimas y se suministra segun el grado de polimerizacion (DP) que varia de
0 a 20 (I Ré, 1998; McCrae et al., 2009). Otra alternativa interesante con menor
aplicacion es la inulina, fructooligosacarido obtenido comercialmente de la achicoria
(Bakowska-Barczak y Kolodziejczyk, 2011). Ademas de su gran capacidad para la

formacion de pared, posee numerosos beneficios para la salud como efectos
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prebioticos y promueve la absorcién de minerales (Kaur y Gupta, 2002; Robert et al.,

2015). Se ha reportado que, debido a sus propiedades viscoelasticas, permite la
formacion de particulas mas suaves y proporciona mayor estabilidad de
almacenamiento a los activos encapsulados por su baja absorcién de agua (Botrel et
al., 2014). Pese a sus multiples ventajas, la mayoria de los carbohidratos no son
tensioactivos por lo que su capacidad emulsificante es muy baja. Para compensar esta
deficiencia, los carbohidratos pueden combinarse con otros materiales como la goma
arabiga y la proteina de suero, o bien, se pueden modificar quimicamente con grupos
hidrofobos como el anhidrido n-octenil succinico (OSA) (Augustin y Hemar, 2009;
McCrae et al., 2009; Sheu y Rosenberg, 1998).

Por otro lado, las proteinas y los aislados de proteinas se conforman por una amplia
gama de grupos funcionales que les confieren propiedades hidrofilicas y, en
consecuencia, excelentes capacidades de emulsificacion. Siendo ideales para la
disolucion de ingredientes hidrofobicos. Ademas, pueden formar peliculas estables
arriba de los 70 °C haciéndolas utiles como matriz de encapsulacién (Augustin y
Hemar, 2009; Madene et al., 2006, Bartkowiak et al., 2017). La seleccién del tipo de
proteina a utilizar depende de ciertos factores como: las caracteristicas fisicoquimicas
de la proteina (desnaturalizacién térmica, temperatura de transiciéon vitrea, puntos
isoeléctricos, sensibilidad a iones monovalentes o multivalentes), la susceptibilidad a
enzimas especificas, enlaces quimicos y/o reacciones de degradacion (Estevinho y
Rocha, 2018).

Las proteinas poseen algunas desventajas como altos costos y poca solubilidad en
agua fria lo que se traduce en una mayor cantidad de agua a remover debido al bajo
contenido de sélidos. Se ha reportado que el uso de proteina como uUnico agente
acarreador produce bajas eficiencias de encapsulaciéon. Por tal motivo, es comun
mezclarlas con carbohidratos, donde la fraccidn proteica funciona como emulsificante
y formador de pelicula mientras que el carbohidrato como formador de la matriz (I Ré,
1998; Madene et al., 2006).
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2.4.4 Empleo de mezclas de polisacaridos y proteina como agentes acarreadores

en la encapsulacion de betalainas mediante secado por aspersion

En lo que respecta a la encapsulacion de betalainas, muchas matrices como
polisacaridos, proteinas o la combinacion de estos, han sido utilizadas ya que se ha
reportado que las protegen de la oxidacion y de la alta solubilidad de la mayoria de los
polisacaridos (Gandia-Herrero et al., 2013; Robert et al., 2015; Chranioti et al., 2015;
Otélora et al., 2016).

La maltodextrina es un polisacarido proveniente de la hidrdlisis del almidén y es de los
materiales mas utilizados para la encapsulacion de betalainas por su efecto positivo
en la estabilidad de estos compuestos segun lo reportado por Gandia-Herrero et al.
(2013). Por lo tanto, su aplicacion individual y en combinacion con otros polisacaridos
es recomendable. El trabajo de Ravichandran et al. (2014) sobre la encapsulacion de
betalainas de betabel con maltodextrina y en mezclas con goma guar, goma arabiga,
goma xantana y pectina mostré un incremento significativo en la estabilidad. La
maltodextrina también puede ser combinada con proteinas, tal es el caso del estudio
de Robert et al. (2015) donde las betalainas fueron encapsuladas con proteina de soya
combinada con maltodextrina o inulina. Se observdé una baja degradacién de
betalainas en la matriz de proteina-maltodextrina que en la matriz de proteina-inulina
y respecto a la estabilidad, los autores atribuyeron este comportamiento a las

diferencias estructurales entre ambos polisacaridos.

A pesar de los avances alcanzados en la encapsulacion de betalainas con este tipo de
técnicas, el efecto de la matriz en la estabilidad de las betalainas sigue siendo el
objetivo de estudio principal, por tanto, se ha reportado que las investigaciones futuras
deberan ser dirigidas bajo el enfoque de las combinaciones de proteinas con
polisacaridos considerando también el uso de productos novedosos (Castro-Enriquez
et al., 2020; Macias-Cortés et al., 2019).

En respuesta a lo anterior expuesto, se propone el uso de almidones modificados como
el almidén derivado de n-octenilsuccinato, el cual se obtiene tras la adicion de un

componente lipofilico que mejora su caracter anfifilico y, por tanto, su capacidad

35



== FACULTAD DE CIENCIAS QUIMICAS
emulsificante (Arburto et al., 1998). El almidon OSA es considerado seguro y ha sido

aprobado por la FDA para su empleo en la industria alimentaria y farmacéutica como

material de pared (Bastos et al., 2009).

El almidon ha sido aplicado en la encapsulacion de sabores volatiles y su demanda ha
incrementado por sus ventajas como: amplia disponibilidad, bajo costo y facilidad para
ser modificado adquiriendo diversas propiedades (Wang et al., 2015). Por su actividad
emulsificante y su peso molecular, el almidon OSA permite la formacion de peliculas
mas gruesas que otros materiales lo que resulta en una gran eficiencia de
encapsulacion. Ademas, no posee sabor propio por lo que no afecta el producto final
(Borrmann et al., 2013).

Respecto a la encapsulacion de pigmentos y compuestos bioactivos, pocas
investigaciones han sido desarrolladas. Garcia-Tejeda et al. (2018), encapsularon
antocianinas de maiz azul utilizando dos tipos de almidones de maiz, regular y ceroso,
los cuales fueron modificados con octenil succinico anhidro. Los resultados mostraron
que el almidon de maiz regular modificado logré una mejor eficiencia de
encapsulacion. El estudio de Vargas-Campos et al. (2018) consistio en la
encapsulacion de betalainas de pitaya mediante almidén de papa nativo modificado
por succinilacion y un almidén comercial. El desempefio del almidén modificado fue
superior al almidén comercial ya que mostré un mejor potencial de pigmentacion y
mayor estabilidad. Investigaciones recientes proponen que mediante mezclas de
acarreadores se pueden obtener mejores resultados, tal es el caso del estudio de
Quirino-Lacerda et al. (2016) donde las microparticulas de pulpa de jussara producidas
con mezclas de 2/3 de almidén OSA, 1/6 maltodextrina y 1/6 inulina mostraron una

mayor retencion del color, mayor contenido de antocianinas y actividad antioxidante.
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ll. JUSTIFICACION

El uso de colorantes artificiales en la industria alimentaria ha permanecido como una
practica comun, ya sea para mejorar la calidad visual del producto final, minimizar
diferencias entre lotes de produccion o recuperar pérdidas durante el procesamiento.
No obstante, cada vez son mas las tendencias inclinadas al consumo de productos
naturales y libres de aditivos. Por tanto, en los ultimos afnos, la industria alimentaria ha
enfrentado el reto de desarrollar productos mas saludables y al mismo tiempo, el
proceso de productos ya existentes fue modificado de manera que su calidad
nutricional sea incrementada y optando por ingredientes con propiedades funcionales
como los pigmentos obtenidos de manera natural. La razéon por la cual los
consumidores rechazan el uso de los colorantes sintéticos, radica en que
investigaciones han demostrado que el consumo de estos conlleva a afecciones como
reacciones alérgicas, cancer y desorden mental en nifios, por lo que han sido
regulados por organizaciones a nivel mundial. Ante este problema, se ha planteado el
uso de colorantes metabolizados naturalmente como: clorofilas, antocianinas,
carotenos y betalainas provenientes de plantas y frutos. Particularmente, las
betalainas disponen de un amplio espectro de coloracion y diversas propiedades
biolégicas como actividad antioxidante y antiinflamatoria que pueden beneficiar a la
salud, ademas no afectan la calidad del producto final ya que no imparten sabor u olor.
La principal desventaja de los pigmentos es su baja estabilidad ya que son propensos
a factores ambientales como temperatura, luz, pH y oxigeno por lo que su aplicacion
en procesos industriales se ve limitada. Existen diferentes técnicas de encapsulacion
para proteger estos compuestos, sin embargo, el secado por aspersion es la mas
popular por su capacidad de procesar diferentes materiales a bajo costo y, respecto a
las betalainas, es la técnica mas recomendada por sus altas eficiencias de
encapsulacion. Estudios sobre el impacto de las variables del proceso de secado en
la estabilidad de betalainas han sido desarrollados, concluyendo que la temperatura 'y
el material de pared se encuentran entre las variables mas determinantes, sugiriendo
que las investigaciones futuras deben ser dirigidas a conocer las interacciones de las

betalainas con los componentes de la matriz de encapsulacién con el objetivo de
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incrementar su estabilidad. Estudios recientes sugieren que el empleo de mezclas de

materiales de pared como carbohidratos y proteinas, representan ventajas en la
retencion de los compuestos bioactivos y rendimientos, por lo que su estudio es
prometedor dependiendo del compuesto bioactivo que se desea conservar. Este
enfoque se ha aplicado en algunos estudios utilizando maltodextrina, inulina y aislado
de proteina para la encapsulacion de betalainas de betabel y de tuna, reportando altas
eficiencias de encapsulacion y una buena estabilidad de las betalainas. Estudios mas
recientes se han enfocado en el empleo de materiales novedosos como el almidon
derivado de n-octenilsuccinato (OSA), el cual se modifica mediante la adicién de un
grupo lipofilico mejorando su caracter anfifilico y su capacidad emulsificante. El
almidén OSA, ya ha sido utilizado en la encapsulacion de antocianinas de pulpa de
jussara, en pulpa y el extracto de tuna, y, en el extracto de pitaya. Sin embargo, no
existen reportes, acerca de su efecto en la encapsulacion de betalainas proveniente
de jugo de pitaya combinada con otros materiales, como proteinas u otros
carbohidratos. Dada la poca estabilidad de las betalainas y su encapsulacion a través
de métodos de secado por aspersion, sujeto a temperaturas altas y expuesto a
ambientes oxidantes, es conveniente evaluar el empleo de mezclas de agentes de
pared como el almidéon OSA con proteinas de suero de leche e inulina y determinar la
efectividad individual y combinada de estos componentes, sobre la estabilidad,
rendimientos y propiedades fisicoquimicas de los polvos encapsulados de jugo de

pitaya.
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IV. HIPOTESIS
La encapsulacion de jugo de pitaya (Stenocereus stellatus) mediante secado por
aspersion utilizando mezclas de fructanos de agave, almidén modificado y concentrado
de proteina de suero de leche como materiales de pared en proporciones Optimas
presentara una mayor retencion de pigmentos y otros compuestos bioactivos que los

polvos encapsulados con materiales de pared en forma individual.
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V. OBJETIVOS
5.1 Objetivo general

Preservar pigmentos provenientes de la fruta de pitaya (Stenocereus stellatus)
mediante secado por aspersion a través de la optimizacion de mezclas de fructanos
de agave, almidén modificado y concentrado de proteina de suero de leche como
materiales de pared evaluando su impacto en las propiedades fisicoquimicas de los

polvos.
5.2 Objetivos particulares

1. Caracterizar el jugo obtenido del fruto de pitaya.

2. Evaluar el efecto combinado de fructanos, almidén modificado y proteina como
agentes acarreadores durante la encapsulacion de jugo de pitaya mediante
secado por aspersidon en las propiedades fisicas y quimicas de los
encapsulados.

3. Determinar la mezcla éptima de acarreadores que permita la mayor retencion
de betalainas y otros compuestos bioactivos, asi como, propiedades fisicas que
promuevan su estabilidad.

4. Verificar la mezcla 6ptima mediante una evaluacion experimental determinando

las propiedades fisicas y quimicas de los encapsulados.
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VI. MATERIALES Y METODOS
6.1 Materiales
6.1.1 Obtencién y caracterizacion de materia prima

Frutos de pitaya (Stenocereus stellatus) de la regién de El Fuerte, Sinaloa fueron
recolectados durante el periodo de temporada en el afio 2019. Los frutos fueron
lavados, desinfectados y procesados mediante un extractor para la obtencién del jugo.
El jugo fue centrifugado a 3,400 rpm por 6 min para remover el mucilago y los sélidos
en suspensién, se almacend en recipientes de un litro a una temperatura de -20 °C
hasta su posterior analisis. A fin de caracterizar los frutos, una muestra de pulpa fue
liofilizada para determinar el contenido de humedad, proteina, grasa, fibra cruda y
cenizas de acuerdo con los métodos de la AOAC (1998). Adicionalmente, el jugo fue
caracterizado en contenido de humedad, pH, sdlidos solubles (°Bx) y acidez titulable,
actividad antioxidante, contenido de polifenoles y betalainas totales, quercetina,
kaempferol, isorhamnetina, betacianinas y betaxantinas, dichos métodos se describen

en la seccion posterior.

6.1.2 Quimicos y reactivos

DPPH, Trolox, Folin-Ciocalteu, carbonato de sodio, acido galico y estandares de
quercetina, kaempferol e isorhamnetina fueron adquiridos de Sigma-Aldrich (St. Louis,
MO, EUA). Para las diferentes determinaciones analiticas se utilizaron solventes de
grado analitico y HPLC de Sigma-Aldrich y J.T. Baker (Ciudad de México, México). Se
obtuvo agua desionizada mediante un sistema de purificacién (Barnstead; Thermo
Scientific, Dubuque, 1A, EUA). Metanol, acido clorhidrico y fosfato monopotasico
(KH2PO4) de grado analitico fueron obtenidos de J.T. Baker (Ciudad de México,
México). Se utilizaron como materiales de pared: fructanos de agave (Agaven®,
Guadalajara, Jalisco, Meéxico), almidon octenil succinico (OSA) (Ingredion®,
Querétaro, Qro., México) y concentrado de proteina de suero de leche (PSL 80%)
obtenido comercialmente en Servicios y Tecnologia de Alimentos y Nutricion
(Chihuahua, Chih., México).
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6.2 Métodos

6.2.1 Preparacion de las mezclas de jugo de pitaya y materiales de pared

Previo al proceso de secado, las mezclas de jugo y los materiales de pared fueron
preparadas a un contenido de sélidos totales de 22.5% (peso/volumen) segun las
diferentes proporciones para cada tratamiento. Se vertieron 200 mL de jugo en un vaso
de precipitado, se agrego el primer acarreador mezclando con un agitador magnético.
Una vez incorporado, se agregaron 200 mL mas de jugo y el siguiente acarreador y
asi sucesivamente hasta alcanzar 600 mL de volumen con los tres materiales de pared
(fructanos, proteina, almidén OSA) siguiendo el mismo procedimiento en cada
tratamiento. Finalmente, la mezcla se homogeneizé mediante un Ultra-Turrax IKA T-
18 con una herramienta de dispersion S18N-19G (IKA Works, Inc., Wilmington, NC,
EUA) por 15 min.

6.2.2 Secado por aspersion

Las mezclas homogenizadas fueron deshidratadas utilizando un secador por
aspersion Niro A/S DK-2860 2001 (GEA Company, Soeberg, DK) acondicionado a una
temperatura de entrada de 160 °C y 85 °C de temperatura de salida a 0.7 bar de
presion de aire. Los polvos encapsulados obtenidos fueron almacenados en frascos
de vidrio con sellado hermético y en la oscuridad hasta su posterior analisis. Dichos
encapsulados fueron analizados en sus propiedades fisicas: densidad aparente, color
(L* a* b* Croma* Hue®°y AE), contenido de humedad, actividad de agua, indice de
absorcion y solubilidad en agua, higroscopicidad y temperatura de transicion vitrea;
quimicas: contenido total de betalainas e individuales por HPLC, polifenoles totales,
actividad antioxidante, flavonoides individuales y propiedades morfolégicas por

microscopia electronica de barrido.
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6.2.3 Caracterizacion fisicoquimica de los encapsulados de pitaya

6.2.3.1 Analisis fisicos

pH

La determinacién del pH se sigui6 el método 981.12 de la AACC (2000). Se utilizé un
potenciometro (Hanna Instruments, modelo EDGE HI2020, RI, EUA) previamente
calibrado a pH 4 y 7 con soluciones buffer estandar. Se introdujo el electrodo en la

muestra y se tomd la lectura del pH. Esta determinacién se hizo por triplicado.

Determinacién de sélidos solubles

El contenido de sélidos solubles (°Brix) de la pulpa y el jugo de pitaya se determind
mediante el método 932.12 de la AACC (2000). Se realizé por indice de refraccion,
usando un refractometro Atago Abbe (Tokio, Japdn), a una temperatura de 25 °C. Este
se ajusto previamente a 0 °Brix con agua desionizada a 25 °C. Se coloco una gota de
la muestra en la camara del refractémetro a temperatura ambiente (25 °C) y se realizé

la lectura por triplicado.

Determinacién de humedad

El contenido de humedad de polvos encapsulados se determind gravimétricamente
por secado en estufa de vacio a 70 °C durante 24 h hasta peso constante, de acuerdo
con el método 925.098 de la AOAC (1998).

Actividad de agua
La actividad de agua (aw) de los encapsulados de pitaya se determindé usando un
medidor de actividad de agua AqualLab Serie 3 (Decagon Devices Inc., Pullman, EUA),

previamente calibrado.

Densidad aparente

Para la determinacioén de la densidad aparante (DA), de los polvos se utilizé el método
reportado por Mahdavi et al. (2016) con ligeras modificaciones. Se pesaron 2 g de
muestra en una probeta graduada de 10 mL. La probeta fue golpeada ligeramente y la
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densidad aparente fue calculada como la relacion entre la masa (g) del polvo contenido

en la probeta y el volumen ocupado (cm?).

indice de absorcién en agua

El indice de absorcién de agua (IAA), se determiné conforme al método descrito por
Anderson et al. (1969). Se pesaron 1.250 g de polvo y se suspendieron en 15 mL de
agua destilada a 30 °C en un tubo para centrifuga con rosca previamente tarado. La
suspension se agitdo en vortex por un minuto y se centrifugé a 3200 x g en una
centrifuga (Thermo IEC modelo CL3-R, EUA) durante 10 min a 25 °C. El sobrenadante
se vertio cuidadosamente en una capsula de porcelana previamente tarada y se peso
el sedimento formado en el tubo de la centrifuga. Lo anterior se realizé por triplicado.
El IAA se calculd como el peso del sedimento después de la eliminacion del

sobrenadante entre el peso de la muestra.

indice de solubilidad en agua

El indice de solubilidad en agua (ISA), representa el porcentaje de materia seca
recuperada después de evaporar el sobrenadante correspondiente a la determinacion
del indice de absorcion de agua. El ISA fue determinado utilizando como referencia el
método reportado por Anderson et al. (1969); el sobrenadante se vertio en una capsula
de porcelana a peso constante, posteriormente se secé en una estufa (Fisher
Scientific, EUA) a 70 °C por 36 h y se pesdé. Lo anterior se realizé por triplicado y el
ISA se calculé como el porcentaje del peso de los sélidos secos del sobrenadante

entre los sélidos secos de los encapsulados (muestra).

Higroscopicidad

La higroscopicidad de los encapsulados fue determinada de acuerdo al método
propuesto por Quirino-Lacerda et al. (2016) con algunas modificaciones. Se pesaron
aproximadamente 500 mg de polvo en capsulas de aluminio a peso constante, las
cuales se colocaron en un recipiente de plastico hermético con una solucién saturada

de NaCl (75% de humedad relativa) a 25 °C. Después de 1 semana, las muestras
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fueron pesadas y la higroscopicidad fue expresada como g de humedad adsorbida por

100 g de sdlidos secos (g/100 g ss).

Parametros de color
El color de los polvos encapsulados de pitaya fue medido usando un colorimetro de
reflectancia triestimulo portatil Konica Minolta CR-400/410 (Minolta Co., Osaka,
Japon), éste se calibrd previamente con una placa blanca estandar de ceramica (X=
94.9, y = 0.3185, x = 0.3124). Se determinaron los parametros de color L*, a* y b*
donde L* es referente a la luminosidad o brillantez (0 = negro y 100 = blanco), a* va
del verde al rojo (+a* = rojo; -a* = verde) y b* va del azul al amarillo (+b* = amarillo; -
b* = azul). Se realizaron 15 disparos de medicidon para cada tratamiento. Con estos
valores se calcul6 el angulo Hue®, croma* y la diferencia total de color (AE).
El angulo hue®, indica la percepcién del color de la muestra y se calculé usando la
siguiente ecuacion:
Hue® = arctan (b*/a*) (1)

En el circulo cromatico, los valores de hue® pueden variar de 0° a 360° (rojo) a través
de un circulo de matiz de desvanecimiento continuo, cuyos otros valores de referencia
son 90° (amarillo), 180° (verde) y 270° (azul).
El valor de croma* indica la pureza o saturacion del color, el cual se determind usando
la siguiente ecuacion:

Croma* = [ax? + bx2]"2 (2)
La diferencia total de color (AE) se calcul6 usando la siguiente ecuacion:

AE = [(L*o — L*)? + (@*0 — a*)? + (b*o — b*)?]"2 (3)
donde AE es la diferencia total de color entre el color del jugo y de los encapsulados;
Lo* ao* y bo* son los valores de L*, a* y b* del jugo con la adicion de los materiales de
pared previo al secado por aspersidon. A cada encapsulado se le restd su
correspondiente mezcla inicial con las diferentes proporciones de acarreador
utilizadas. Los valores colectados, fueron promediados y expresados con la media +

desviacion estandar.
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Temperatura de transicién vitrea

El analisis térmico se realiz6 a través de la determinacion de la temperatura de
transicion vitrea (Tg), siguiendo el método descrito por Ahmed et al. (2010). Para esto
se utilizé un calorimetro diferencial de barrido TA Instruments (TA Q-2000, Crawley,
Reino Unido). Se pesaron de 5 mg de polvo encapsulado en una celda de aluminio de
40 pL, la cual se sellé herméticamente. Una celda vacia se usé como referencia para
todas las mediciones. El programa de barrido de temperatura fue desde 0 °C a 120 °C,
seguido de un enfriamiento hasta 30 °C, con una velocidad de calentamiento de 10
°C/min y presion de una atmésfera de gas argdén. Los termogramas fueron analizados
usando el programa Universal Analysis (TA Instruments). La temperatura de transicion
vitrea se interpreté como el punto medio de las curvas obtenidas. Cada determinacion

se realiz6 por duplicado y se obtuvo un valor promedio para cada muestra.

6.2.3.2 Microscopia electronica de barrido

La morfologia de los polvos encapsulados de jugo de pitaya fue analizada por
microscopia electronica de barrido mediante un microscopio electrénico de barrido
(JSM-5800 LV; JEOL, Tokio, Japon). Los encapsulados fueron fijados en talones SEM
con cinta adhesiva de doble cara para cada uno de los tratamientos. Luego, se
obtuvieron las imagenes de cada tratamiento con una magnificacion de 1000x a 15 kV
en bajo vacio. Ademas de los tratamientos del disefio experimental, se analizaron los
controles, es decir, los polvos obtenidos con cada uno de los acarreadores de manera
individual con el objetivo de hacer comparaciones y analizar el comportamiento de

cada material.

6.2.3.3 Analisis quimicos

Preparacion de extracto para la cuantificacién de polifenoles totales y actividad
antioxidante

Los extractos utilizados para la determinacion del contenido total de polifenoles y la
actividad antioxidante se prepararon segun el procedimiento descrito por Vergara et
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al. (2014) con algunas modificaciones. Los polvos de pitaya (500 mg) se dispersaron

en 10 mL de metanol: acido acético: agua (50:8:42 v/v/v), y luego se agitaron en vortex
durante 1 min, se colocaron en un bafio de ultrasonido (Branson 1800, EUA) durante
20 min y luego se centrifugaron a 3000 x g durante 5 min en una centrifuga Centra
(CL3R IEC; Thermo Electron Corporation, Waltham, MA, EUA). Los sobrenadantes se

recolectaron y luego se almacenaron a -20 °C para su posterior analisis.

Cuantificacion de polifenoles totales

El contenido total de polifenoles (PT) se determin6 siguiendo el método de Folin-
Ciocalteu de Singleton y Rossi (1965) con algunas modificaciones. Se prepar6 una
mezcla de 3 mL de agua desionizada, 30 pyL de extracto, 200 uL de reactivo Folin-
Ciocalteu y 600 pyL de una solucion de carbonato de sodio al 20%. Las mezclas se
agitaron durante 10 s y luego se incubaron en un bafio de agua a 45 °C durante 20
min. La reaccion se detuvo usando un bafio frio y la absorbancia se midié a 760 nm
usando un espectrofotometro Lambda 25 UV-Vis (Perkin Elmer, Waltham, MA, EUA).
Las mediciones se realizaron por triplicado utilizando una curva de calibracion estandar
de acido galico. Los resultados se expresaron en mg equivalentes de acido galico

(EAG) por 100 g de polvo + desviacion estandar.

Determinacién de la actividad antioxidante

La actividad antioxidante (AA) se determiné siguiendo el método descrito por Kuskoski
et al. (2005) basado en la medicion de la absorbancia del radical DPPH". Primero, se
colocaron 3.9 mL de una solucion 100 uM del radical DPPH en tubos de ensaye, se
agregaron 100 yL de muestra y se agitdé por 10 s. Posteriormente, se almacend en
oscuridad durante 3 h, tiempo en el que se logra la inhibicion completa del radical
segun otros estudios. Una vez transcurrido el tiempo, se midio la absorbancia a 517
nm usando un espectrofotdmetro Lambda 25 UV-Vis (Perkin Elmer). Se utilizdé una
curva de calibracién a partir de Trolox. Las mediciones se realizaron por triplicado y
los resultados se expresaron como pumol equivalente de Trolox (ET)/100 g de polvo +

desviacion estandar.

47



== FACULTAD DE CIENCIAS QUIMICAS
Preparacion del extracto para la cuantificaciéon de flavonoides

Para la determinacién de agliconas de flavonoides se realizé una hidrdlisis acida
siguiendo el método descrito por Kuti et al. (2004) con algunas modificaciones. Los
extractos se obtuvieron incorporando 2.5 g de polvo encapsulado con 25 mL de
metanol mediante vortex durante 1 min, se aplicé un tratamiento ultrasonico (Branson
1800, EUA) durante 20 min y se centrifugaron a 3000 x g durante 5 min en una
Centrifuga Centra (CL3R IEC; Thermo Electron Corporation). El sobrenadante se filtré
a través de un filtro de polietileno con poros de 0.22 ym (Millipore Corp., Bedford, MA,
EUA) y se lavo con metanol al 50%. Los extractos se concentraron en rotavapor a 40
°Cy 250 rpm por 15 min hasta obtener un liquido viscoso. Posteriormente, los extractos
se transfirieron a tubos que contenian una solucion de acido clorhidrico 1 N en metanol
al 50% en un bafio de agua a 90 °C durante 30 min. Las muestras de jugo recibieron

el mismo procedimiento con una solucién de acido clorhidrico 12 N.

Cuantificacion de flavonoides individuales por HPLC

La cuantificacion de flavonoides se realizé utilizando un UHPLC Thermo Scientific
Dionex Ultimate 3000 equipado con un detector de diodos y UV visible (Thermo
Scientific Dionex, Sunnyvale, California, EUA). La separacién se realizé con una
columna nucleésil de fase reversa Thermo Scientific Diosnex C18 (5 ym, 150 x 4.6
mm). La identificacién de los flavonoides se basé en el tiempo de retencidén de los
estandares quercetina, kaempferol e isorhamnetina siguiendo el método descrito por
Kuti et al. (2004). La cuantificacion se realizé a 370 nm utilizando agua acidificada con
acido fosférico a pH 2.4 (Disolvente A) y acetonitrilo al 100% (Disolvente B) como
disolventes de elucion a una velocidad de flujo de 1 mL/min con un volumen de
inyeccion de 20 uL. Los resultados se expresaron en mg de quercetina, kaempferol o

isorhamnetina/100 g de polvo + desviacion estandar.

Preparacion del extracto para la determinaciéon de betalainas totales
La determinacién de betalainas se realizd de acuerdo a la metodologia descrita por

Castellanos y Yahia (2008) con algunas modificaciones. Se pesaron 500 mg de
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encapsulado y se dispersaron en 10 mL de agua destilada. La mezcla se agit6 en

vortex por 1 min, seguido de un bafo ultrasénico (Branson 1800, EUA) con potencia
variable por 20 min y se centrifugd a 4,200 rpm a 10 °C por 5 min en una centrifuga
IEC Centra CL3R (Thermo Electron Corporation, EUA); los sobrenadantes se filtraron,
en un filtro de nylon de 0.45 uym (Millipore Corp., Bedford, MA, EUA). Los extractos

fueron analizados por espectrofotémetro y por HPLC.

Cuantificacion de betalainas

Antes de la cuantificacidon se realizd un barrido para obtener el espectro de
absorbancia (Anexo 1), en un rango de 300-600 nm en un espectrofotometro Perkin-
Elmer (modelo Lambda 25 UV/VIS, EUA). Con los resultados obtenidos se procedi6 a
realizar la cuantificacion de acuerdo a Castellanos y Yahia (2008) aplicando la
siguiente ecuacion:

mg\ _ ADF)(MW)vd
B ( g ) o eLWd (4)

donde A es la absorcion a 535 nm para betacininas (BTC) y 483 nm para betaxantinas
(BTX); DF es el factor de dilucion; Vd es el volumen de la solucién (mL); Wd es el peso
del producto deshidratado (g); L es longitud de la celda (1 cm); MWy € son el peso
molecular y el coeficiente de absortividad molar [Betacianina = 550 g/mol; € = 60 000
L/ (mol cm) en agua y Betaxantina € = 48 000 L/(mol cm)]. La determinacion se realizo

por triplicado y los resultados se expresaron en mg de BTC o BTX/g.

Retencién de betalainas individuales por HPLC

La determinacién de betalainas por HPLC se realizé de acuerdo al método de Ruiz-
Gutiérrez et al. (2014). Se utiliz6 un UHPLC Thermo Scientific Dionex Ultimate 3000
equipado con un detector de matriz de diodos, un UV visible (Thermo Scientific Dionex,
Sunnyvale, California, EUA) y una columna nucleosil de fase inversa Thermo Scientific
Diosnex C18 (5 ym, 150 x 4.6 mm). La muestra (20 L) se inyect6 con un sistema de
solventes de MeOH/KH2PO4 0.05 M a pH 2.75 ajustado con acido fosforico como fase
movil Ay la fase movil B fue metanol grado HPLC. El gradiente comenzé usando 100%
Ay termin6 con 80% Ay 20% B después de 20 min a una velocidad de flujo de 1
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mL/min. La deteccion se realizé a 481 y 536 nm para betaxantinas y betacianinas,

respectivamente. Las determinaciones se realizaron por duplicado y se reportaron

como retencion (%) calculada usando la siguiente ecuacion:
Retencion (%) = Ai x 100 (5)
0

donde A es el area de la muestra y Ao es el area obtenida de la muestra de jugo de
pitaya.

6.2.3.4 Disefo experimental

Se utilizé un disefio de mezclas D-optimal para evaluar el efecto de fructanos (X1),
proteina de suero de leche (X2) y almidon OSA (Xs) utilizando el software Design-
Expert 12 (Stat-Ease Inc., Minneapolis, EUA). Se realizaron pruebas preliminares para
definir las proporciones de los componentes resultando en las siguientes restricciones:
0=2X1<50,1M2=2X2<90y 10 = X3 <90. La Tabla 1 muestra los factores, niveles y el
disefio experimental en términos codificados y no codificados. EI modelo estadistico
consta de 16 tratamientos (6 puntos del modelo, 5 puntos para la falta de ajuste y 5
réplicas elegidas al azar). Ademas, se realizaron tres tratamientos adicionales como
controles para cada uno de los acarreadores. Las respuestas fueron analizadas

utilizando el modelo polinomial de Scheffé:

Y = B1 X1 + B2X5 + B3X3 + f12X1 Xy + B13X1X3 + B23Xo X5 + P123X1 X, X5 + € (6)
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Tabla 1. Componentes de las mezclas 2 de agentes acarreadores preparadas acorde al
disefio de mezclas D-optimal.

Mezclas Valores codificados Valores no codificados (proporciones de agentes
acarreadores)
X1 X2 X3 Fructanos Proteina de Almidén OSA

(%) suero (%) (%)
1 0.500 0.397 0.103 50.0 39.7 10.3
2 0.000 0.100 0.900 0.0 10.0 90.0
3 0.000 0.500 0.500 0.0 50.0 50.0
4 0.436 0.100 46.4 43.6 10.0 46.4
5 0.000 0.900 0.100 0.0 90.0 10.0
6 0.247 0.653 0.100 247 65.3 10.0
7 0.157 0.224 0.619 15.7 224 61.9
8 0.330 0.684 0.283 3.3 68.4 28.3
9 0.275 0.378 0.347 27.5 37.8 34.7
10 0.493 0.232 0.275 49.3 23.2 27.5
11 0.000 0.249 0.751 0.0 24.9 75.1
12 0.247 0.653 0.100 247 65.3 10.0
13 0.000 0.900 0.100 0.0 90.0 10.0
14 0.000 0.100 0.900 0.0 10.0 90.0
15 0.500 0.397 0.103 50.0 39.7 10.3
16 0.436 0.100 0.464 43.6 10.0 46.4

aCada mezcla se prepar6 a un contenido de solidos secos de 22.5 % (p/v) para un volumen de 600 mL.

Donde Y es la respuesta estimada, B1, B2, B3, B12. B13, B23 Yy B123, son los coeficientes
para cada término lineal y de interaccion obtenidos de los modelos de prediccién y ¢
es el error. El analisis se realizo utilizando las unidades no codificadas. La designacion
de los puntos experimentales, aleatorizacion, ajuste del modelo a través de regresion
no lineal, optimizacion del proceso y las representaciones graficas se llevé a cabo
utilizando el paquete estadistico de Design-Expert 12 (Stat-Ease Inc., Minneapolis,
EUA). Asi como el analisis de varianza (ANOVA), para determinar si los factores
tuvieron un efecto en los parametros estudiados utilizando un nivel de significancia
menor a 0.05. Las variables de respuesta de expresaron como medias + desviacion
estandar (DE). Adicionalmente, se realizé un analisis de correlacion entre las

respuestas que presentaron comportamientos similares y un analisis de cordilleras
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para determinar los puntos criticos del modelo mediante el software JMP (SAS Institute

Inc., Carolina del Norte, EUA).

6.2.3.5 Verificacion experimental

Una vez realizado el analisis estadistico, la condiciéon éptima de la mezcla de
acarreadores fue verificada. Para ello, se prepard la mezcla con las cantidades
necesarias de fructanos, proteina de suero y de almidon OSA con el jugo de pitaya
siguiendo el procedimiento descrito anteriormente. Posteriormente, se llevo a cabo el
proceso de secado bajo las mismas condiciones experimentales.

Esto se realizé por triplicado. Una vez obtenidos los polvos, se evaluaron las
propiedades fisicoquimicas y se compararon con los valores estimados por el modelo
matematico ajustado, determinando el error relativo, como un indicador de ajuste del

modelo propuesto.
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VII. RESULTADOS Y DISCUSION
7.1 Caracterizacion fisicoquimica del jugo de pitaya

El jugo de pitaya utilizado como materia prima en el proceso de encapsulacién fue
caracterizado en sus propiedades fisicoquimicas las cuales se muestran en la Tabla
2. El jugo de pitaya, resultd con un contenido de soélidos solubles de 12.20 + 0.0001 y
soélidos secos de 13.24 + 0.09, con un pH fue de 4.7 £ 0.0001, el cual es ligeramente

acido, pero se encuentra en el rango para mantener la estabilidad de las betalainas.

Tabla 2. Propiedades fisicoquimicas del jugo de pitaya (Stenocereus stellatus).

Determinacién Contenido?
Sélidos solubles totales (°Bx) 12.20 £ 0.001
pH 4.70 £ 0.001
Contenido de humedad (%) 86.76 + 0.09
Betacianinas (mg BTC/g b.s.) 0.35+0.03
Betaxantinas (mg BTX/g b.s.) 1.31 £ 0.06
Polifenoles totales (mg EAG/100 g b.s.) 679.25 + 13.47
Actividad antioxidante (umol ET/g b.s.) 139.98 £ 5.20
Isorhamnetina (mg/100 g b.s.) 1.12 £ 0.03
Quercetina (mg /100 g b.s.) 1.07 £0.03
Kaempferol (mg /100 g b.s.) 2.36 £ 0.03

aMedias + DE. EAG: equivalentes de acido galico; ET: equivalente de trolox; b.s.: base seca.

Respecto al contenido de betalainas, el jugo presenté 0.35 mg/g base seca (b.s.) de
BTC y 1.308 mg/g b.s. de BTX. En el estudio de Pérez-Loredo et al. (2016) para la
misma variedad de pitaya, se reportan 1.46 y 1.51 mg/g b.s. para betacianinas y
betaxantinas, respectivamente. Estos valores fueron mayores que los obtenidos en
este estudio, siendo mas notorio en el contenido de betacianinas. Esto puede deberse
a que el jugo utilizado como materia prima fue obtenido, en su mayoria, de pitayas
amarillas las cuales poseen un mayor contenido de betaxantinas. De manera similar,
Garcia-Cruz et al. (2013) reportaron mayor contenido en ambos pigmentos (3.21 mg
BTX/g b.sy 2.86 mg BTC /g b.s.). Las diferencias entre estos resultados pueden ser
debido al grado de madurez de las frutas o bien por el proceso de extraccion de los
pigmentos, ya que en los estudios citados la pulpa y las semillas fueron incluidas en la
extraccion, mientras que en este estudio unicamente se utilizé el jugo. Asi, los valores

reportados son similares a los obtenidos por Ruiz-Gutiérrez et al. (2014) para tuna
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(Opuntia ficus indica) donde la pulpa y la semilla fueron removidas para la obtencion

del extracto (1.71 y 0.68 mg/g de betacianinas y betaxantinas, respectivamente).

El jugo de pitaya presentd un contenido de polifenoles de 679.25 mg EAG/100 g b.s el
cual es mayor a los reportado por Kim et al. (2011) con un contenido de 491 mg EAG/
100 g y por Pérez-Loredo et al. (2016), quienes evaluaron muestras de pitaya
(Stenocereus stellatus) de diferentes colores y reportaron contenidos de 372 a 579 mg
EAG/100 g. La actividad antioxidante determinada en el jugo de pitaya fue de 791.54
pmol ET/100 g b.s. Este valor es ligeramente menor a los de pulpa de pitaya reportados
por Beltran-Orozco et al. (2009) con un contenido de 1100 umol ET/100 g y por Garcia-
Cruz etal. (2017) con 921 umol ET/100. En contraste, es mayor que el del jugo de tuna
(6.36 umol ET/100 g b.s.) y de un extracto de maiz azul (93.57 uymol ET/g b.s.)
reportado por Ruiz-Gutiérrez et al. (2014) y Sanchez-Madrigal et al. (2019),
respectivamente.

En este estudio se identificaron y cuantificaron los flavonoides isorhamnetina,
quercetina y kaempferol; resultando en contenidos de 1.12 mg/100 g b.s., 1.06 mg/100
g b.s. y 236 mg/100 g b.s., respectivamente. Los contenidos de quercetina y
kaempferol fueron mayores a los reportados por Garcia-Cruz et al. (2017) en pitaya
roja de la misma variedad con contenidos de 0.709 y 0.350 mg/100 g b.s mientras que

la isorhamnetina se reportdé como no detectable.

7.2 Propiedades fisicas de los encapsulados de jugo de pitaya

Los resultados de las propiedades fisicas evaluadas: contenido de humedad, actividad
de agua, densidad aparente, higroscopicidad, ISA, IAA, y temperatura de transicion
vitrea se muestran en la Tabla 3.

El analisis de varianza mostré que el modelo tuvo un efecto significativo (p< 0.05) para
las respuestas de densidad aparente e ISA, mientras que los agentes acarreadores en
sus términos lineales afectaron de manera significativa (p<0.05) los valores de
densidad aparente, ISA, contenido de humedad e higroscopicidad de los polvos (Tabla
4).
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Tabla 3. Propiedades fisicas de los encapsulados de pitaya (Stenocereus stellatus) con diferentes proporciones de
fructanos, proteina de suero y almidén OSA como materiales de pared.

DA H HIG T
Mezcla () ISA %) aw %) Aom_v

1 0.5600 + 0.010 0.2653 +0.012 1.4449 +0.030 270+0.108 0.054 +0.004 31.6398 +0.217 38.53+0.07
2 0.6772 +0.019 0.2335+0.043 0.9960 +0.008 1.00+0.122 0.055+0.007 31.6121 +0.751 36.21+0.02
3 0.6273 + 0.003 0.3866 + 0.028 0.9694 +0.013 1.20+0.223 0.047 +0.014 30.8901 +0.192 38.79+0.05
4 0.6475 +0.002 0.3892 + 0.024 0.9817 +0.003 1.80+0.106 0.048 +0.006 32.9829+1.079 40.73+0.95
5 0.5173 +0.013 0.3897 +0.001 0.9508 +0.010 1.30+0.368 0.047 +0.001 30.2892 +0.019 40.35+0.14
6 0.5379+0.017 0.3816 + 0.021 0.9448 + 0.007 1.40+0.156 0.048 +0.001 32.0069 +0.312 40.34 +£0.23
7 0.6684 + 0.001 0.3421 £0.008 0.6823+0.459 0.70+x0.127 0.050+0.001 31.7216 +1.491 41.27 £0.26
8 0.5285 + 0.001 0.3207 £ 0.009 0.9482+0.010 2.60+0.049 0.051+0.001 30.5012+0.676 41.70+0.53
9 0.6267 + 0.001 0.5316 £ 0.024 0.9509+0.027 240+0474 0.054+0.002 31.2762+0.709 34.58 +0.67
10 0.5904 + 0.001 0.5749 £ 0.044 0.9399+0.005 250+0.396 0.058+0.002 31.5726+0.289 34.74+0.36
11 0.6681 + 0.001 0.4220 £ 0.027 0.9228 +0.083 1.80+x0.275 0.051+0.003 30.3463+0.401 42.69+0.79
12 0.5684 + 0.019 0.3435+0.012 0.9712+0.344 1.51+0.354 0.094 +0.002 30.9342+0.304 4153+0.55
13 0.5010+£0.012 0.5165+£0.017 0.9540+0.364 1.51+0.134 0.078+0.005 28.5403+0.553 40.41+0.10
14 0.6680 + 0.027 0.4388 +0.026 0.9903+0.252 1.60+0.120 0.087 +0.004 30.0802+0.388 37.14+0.69
15 0.6261 £ 0.001 0.3740 £0.019 1.5333+0.247 2.80+0.240 0.065+0.001 31.2667 £0.705 37.04 +0.64
16 0.6269 + 0.001 0.3674 £ 0.011 0.9805+0.367 2.40+0.156 0.060+0.007 30.6984 +1.659 40.26 £0.85
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En adicion el término de interaccion de fructanos con almidon OSA (AC) también

mostro un efecto negativo y significativo (p<0.05) en el indice de solubilidad (Tabla 4).
El modelo se ajusté de manera aceptable para las respuestas de densidad aparente e
ISA describiendo la variabilidad de los datos en un 88.9% y 83.2%, respectivamente
(Tabla 4).

Tabla 4. Andlisis de varianza de las propiedades fisicas de los encapsulados de pitaya
(Stenocereus stellatus) con diferentes proporciones de fructanos, proteina de suero de leche y
almidon OSA como materiales de pared.

Suma de Cuadrados

Fuente GL DA ISA IAA H aw HIG Tg

Modelo 5 0.0473 0505 0.052 398  0.001 847 64.38
Mezcla lineal 2 0.0456° 0.179° 0.003 276 0000 6.50° 13.94
AB 1 00005 0.017 0024 0682 0000 151 26.26"
AC 1 0.0001 0079 0013 0811 3.9x106 111  39.41°
BC 1 00007 0.001 0002 0.161 0001 0338 7.56

ABC 1 0.000 00105 0036 0.158 2.91x10® 0229 41.08
Residual 10 0.0059 0.102  0.008 250  0.002 643  30.91
Falta de ajuste 5 0.0029 0.098* 0.036 2.10* 0000 0476 28.54"
Error 5 0003 0004 0036 0393 0002 596  2.37

R? 0889 0832 0418 0615 0267 0.568 0.676

"Significancia (p<0.05). A: fructanos; B: proteina; C: almidon OSA; GL: grados de libertad; DA: densidad aparente;
ISA: indice de solubilidad en agua; ISA: indice de absorcion de agua; H: contenido de humedad; aw: actividad de
agua; HIG: higroscopicidad; Tg: temperatura de transicion vitrea.

Tabla 5. Coeficientes de regresion del modelo polinomial ajustado para las
propiedades fisicas de los encapsulados de pitaya.

Coeficientes DA ISA IAA H aw HIG Tg
B1 0.511" 3.34 0.949 9.32 -0.196  25.66° 9.84
B2 0.463- 0.934° 0.481 1.37 13.74 28.99°  39.01
B3 0.687° 0973 0.356 0.972 7.92 30.58 35.9
B12 0.316  -1.95 -2.30 -12.1 26.83 18.10 75.6°
B13 0.156 -4.25  -1.74 -13.6 22.53 15.87 94.8
B23 0.158 0.068 -0.249 243 2.15 3.51 16.6
B123 -0.182  -5.77 10.67 22.36 -75.95 -26.92 360.9°

"Significancia (p<0.05). DA: densidad aparente; ISA: indice de solubilidad en agua; IAA: indice de
absorciéon de agua; H: contenido de humedad; aW: actividad de agua; HIG: higroscopicidad; Tg:
temperatura de transicién vitrea.
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7.2.1 Contenido de humedad

Generalmente, el contenido de humedad de los polvos producidos mediante secado
por aspersion se encuentra por debajo del 5%, de forma que pueden clasificarse como
microbiolégicamente seguros, ademas, de ser estables durante el almacenamiento
(Tontul y Topuz, 2017). El contenido de humedad de los polvos obtenidos en este
estudio varié de 0.7 a 2.8% (Tabla 3). El andlisis de varianza en la Tabla 4, muestra
que los agentes acarreadores tuvieron un efecto significativo en sus términos lineales
(p<0.05) donde las mezclas con mayor proporcién de fructanos dieron lugar a los
polvos con mayor humedad (Figura 5a), este comportamiento se observa en las zonas
coloreadas en naranja mostrando como los valores se incrementan en a medida que
la proporcién de fructanos es mayor. Esta tendencia pudo deberse a la propiedad
higroscopica de los fructanos; por tanto, a medida que estos aumentan en la
composicién de los encapsulados, la afinidad entre los grupos hidrofilicos de los
fructanos y el agua es mayor, incrementando el contenido de humedad (de Barros-
Fernandes et al., 2014). Estos resultados coinciden con lo reportado en diferentes
estudios de encapsulacion con fructanos. Tal es el caso de Barros-Fernandes et al.,
(2014) quienes encapsularon aceite esencial de romero utilizando diferentes
acarreadores, los polvos obtenidos presentaron mayor contenido de humedad al
incrementar la inulina. Una tendencia similar se reporto tras la encapsulacion de tuna
(Opuntia ficus-indica) cuando se empled inulina como agente acarreador (Saénz et al.,
2009). En contraste, los polvos que presentaron menor humedad fueron producidos
con altas proporciones de almidén OSA. Esto puede observarse en la Figura 5a, donde
las areas coloreadas en azul corresponden a los contenidos de humedad mas bajos.
Segun el estudio de Puerta-Gémez y Castell-Pérez (2015), la absorcion del agua se
reduce segun el nivel de modificacidon del almidon con &cido octenilsuccinico
incrementando la estabilidad del producto. Por este motivo, materiales de este tipo
pueden ser adecuados para la encapsulacion de compuestos bioactivos. Esto coincide
con los resultados de Merhan et al. (2020) y Souza et al. (2018) en la encapsulacién

de antocianinas y de licopeno, respectivamente, donde se reportd que al incrementar
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las proporciones de almidon modificado los contenidos de humedad de los polvos

fueron mayores.

B: Proteina C: Almidon OSA
HUMEDAD

A: Fructanos

b)

00
B: Proteina C: Almidon OSA
aW

Figura 5. Superficie de respuesta mostrando el efecto de los distintos materiales de pared en
el contenido de humedad (a) y la actividad de agua (b) de los encapsulados de pitaya.
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En lo que respecta a las mezclas con altas proporciones de proteina, los polvos

producidos presentaron contenidos de humedad ligeramente altos (1.3 - 2.6) lo cual
puede ser por el caracter higroscopico de la proteina, que, si bien es menor que el de
los fructanos, influyé en la retencidn del contenido de humedad en los polvos. En
estudios de encapsulacién de jugo de betabel empleando concentrado de proteina
como agente acarreador se han reportado (Bazaria y Kumar, 2016) contenidos de
humedad ligeramente mas elevados (2.81 y 4.37%), que los encontrados en este
estudio, atribuido a la alta higroscopicidad de la proteina que tuvo un mayor efecto al
ser utilizada como unico material de pared.

De manera general, la humedad de los encapsulados fue menor al 5%, lo que significa
que son seguros Yy estables al almacenamiento. Ademas, estudios reportan que las
condiciones del proceso de secado son mas determinantes que los materiales de

pared en los contenidos de humedad (Soottitantawat et al., 2005).

7.2.2 Actividad de agua

Si bien se sabe que el agua actua como medio para las reacciones quimicas y
bioldgicas, el contenido de agua en el material de pared no es el unico indicador de la
posible actividad biolégica del sistema. A valores bajos de aw el agua es fuertemente
atraida por los sitios polares de los componentes de la pared y no esta disponible para
ningun tipo de reaccion (Pitalua et al., 2010). Sin embargo, la estabilidad maxima
corresponde a la entropia integral minima, que representa un equilibrio, donde todos
los sitios activos estan ocupados con moléculas de agua que forman una monocapa
(Pérez-Alonso et al., 2006). Los productos obtenidos mediante secado por aspersion
son altamente estables debido a su bajo contenido y actividad de agua, los valores
comunes de estos parametros para polvos de frutas y vegetales son del 2-5% y 0.2-
0.6, respectivamente (Shishir y Chen, 2017).

La actividad de agua de los polvos de pitaya vario entre 0.047 y 0.094 (Tabla 3). Los
agentes acarreadores no afectaron de manera significativa (p>0.05) en sus términos
lineales o de interaccion (Tabla 4). EI comportamiento de esta respuesta fue similar al
que se observo en el contenido de humedad, ya que las mayores actividades de agua
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corresponden a las mezclas con mayor proporcion de fructanos (Figura 5b). De esta

manera se comprueba que a mayor cantidad de fructanos se les atribuyen mayores
propiedades higroscopicas por su mayor afinidad por el agua. En comparaciéon con
otros estudios (Vergara et al., 2014; Fang y Bhandari, 2012; Quirino-Lacerda et al.,
2016; Vargas-Campos et al., 2018) los valores obtenidos de aw, son bajos, sin
embargo, se encuentran dentro de los valores comunmente reportados para productos
secados por aspersion. Los bajos valores de aw, mejoran la estabilidad de las
betalainas, ya que se ha reportado que la aw debe ser menor al 0.6 para prevenir la

ruptura del enlace de aldimina (Hussain et al., 2018).

7.2.3 Densidad aparente

La densidad aparente esta en funcion del tamano, de la forma y las propiedades
superficiales de las particulas. Los polvos con superficies suaves y uniformes poseen
gran densidad aparente, mientras que los de menor densidad aparente requieren un
mayor volumen de empaque para la misma cantidad (Tontul y Topuz, 2017).

La densidad aparente en los polvos de pitaya oscilé de 0.5010 a 0.6772 g/mL (Tabla
3). El analisis de varianza (Tabla 4), muestra que los materiales de pared tuvieron un
efecto significativo (p<0.05) en esta respuesta y el modelo ajustado mostré una
tendencia al minimo explicando la variabilidad de los datos en un 88.91%. La Figura
6a muestra una tendencia de incremento en los valores de DA, con altas proporciones
del almidén OSA en las mezclas. Esto puede atribuirse a que el peso molecular del
almidén incrementa una vez modificado (Wang et al., 2015) llenando facilmente los
huecos entre particulas, ocupando menos espacio y, por lo tanto, incrementando la
densidad aparente (Tonon et al., 2008).

En términos de reducir los costos de empaque y transporte del producto, una densidad
aparente alta es deseable. Ademas, esta influye otras propiedades del polvo como
fluidez, grado de apelmazamiento y solubilidad (Bicudo et al., 2015; Kingwatee et al.,
2015) y ayuda a prevenir la oxidacion lipidica durante el almacenamiento debido a que

la cantidad de aire disminuye (Chew et al., 2018).
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a) o.s010 [l 06772

B: Proteina C: Almidon OSA
DENSIDAD AP

A: Fructanos

28.5403 [ 32.9829

B: Proteina C: Almidon OSA
HIGROSCOPICIDAD

Figura 6. Superficie de respuesta mostrando el efecto de los distintos materiales de pared en
la densidad aparente (a) e higroscopicidad (b) de los encapsulados de pitaya.
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Por otro lado, los polvos que presentaron menor densidad aparente corresponden a

las mezclas con mayor contenido de proteina. Este comportamiento también fue
reportado por Bazaria y Kumar (2016) durante la encapsulacion de betabel con
concentrado de proteina. Los valores de densidad aparente fueron de 0.50 a 0.65
g/cm?® y disminuyeron al incrementar el agente acarreador. Esto fue atribuido a que el
concentrado de proteina redujo la pegajosidad de las particulas e incrementa el
volumen de aire dentro de las mismas debido a la habilidad de la proteina para la
formacion de peliculas.

Los valores de densidad aparente en las mezclas con mayor contenido de fructanos
se situaron en la zona de color verde en la Figura 6a, se puede observar que si bien
no dio lugar a los valores mas altos o mas bajos, este material tuvo un efecto
significativo en su término lineal segun el analisis de varianza (Tabla 4). Sanchez-
Madrigal et al. (2019) reportaron valores similares durante la encapsulacion de extracto
de maiz azul (0.6254 a 0.6477 g/cm?) con un aumento de esta respuesta al incrementar
las proporciones de fructanos. En otros estudios se ha reportado el efecto contrario,
tal es el caso de Femat-Castafieda et al. (2019) que utilizaron fructanos y maltodextrina
en el secado por aspersion de extractos de clorofila con valores de 0.19 a 0.57 g/cm?,
encontrando que el incremento de los fructanos disminuy6 la densidad aparente de los

polvos.

7.2.4 Higroscopicidad

La higroscopicidad es la habilidad que posee un material para absorber humedad de
un ambiente con alta humedad relativa. Generalmente, un polvo de calidad presenta
bajos valores de higroscopicidad, contenido de humedad y grado de compactacion,
asi como una alta solubilidad (Bhusari et al., 2014). Los materiales de pared afectaron
de manera significativa (p<0.05) la higroscopicidad en los polvos de pitaya en su efecto
lineal (Tabla 4) y los valores variaron de 28.54 a 32.98% (Tabla 3). La tendencia de
esta respuesta puede observarse en la Figura 6b. Las zonas de color azul muestran
que los polvos con menor higroscopicidad fueron producidos con altas proporciones
de proteina, mientras que la higroscopicidad es mayor a medida que el contenido de
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fructanos y almidon OSA en las mezclas incrementd. Resultados similares fueron

reportados por Bhusari et al. (2014) en la encapsulacion de jugo de betabel con goma
arabiga, maltodextrina y concentrado de proteina y la higroscopicidad de los polvos
varid de 16.61 a 28.96% atribuido al alto peso molecular de la proteina. Resultados
similares se obtuvieron en el estudio de Bicudo et al. (2015) donde se compararon tres
materiales de pared (goma arabiga, gelatina y maltodextrina) en la higroscopicidad de
polvo de jussara (Euterpe edulis M.) donde el polvo producido con gelatina (proteina)
fue el menos higroscépico, lo cual puede estar relacionado a las cadenas hidrofébicas
laterales de la molécula de gelatina.

Respecto al uso de almidén modificado, Chen et al. (2016) compararon el efecto de
cinco acarreadores en la higroscopicidad de polvo de caqui (Diospyros kaki) y
reportaron que los polvos producidos con goma arabiga, almidéon modificado con acido
octenil succinico y albumina de huevo fueron mas higroscopicos. Segun Tonon et al.
(2008), los polvos con menor contenido de humedad tienden a absorber agua del aire
que los rodea y, por lo tanto, son mas higroscépicos. Esto puede explicar el hecho de
que los polvos producidos con mayor proporciéon de almiddén presentaron menor
contenido de humedad al mismo tiempo fueron mas higroscopicos (Figura 5a y 6b), en

comparacion con los polvos producidos con mayor proporcion de proteina.

7.2.5 indice de solubilidad en agua (ISA) e indice de absorciéon de agua (IAA)

El ISA es un parametro crucial del comportamiento del producto en fase acuosa, ya
que determina la calidad de reconstitucion del polvo. El ISA de los encapsulados de
pitaya fue afectado significativamente (p<0.05) por los acarreadores en sus términos
lineales y por la interaccion de los fructanos con el almidéon OSA (Tabla 4 y 5). El
modelo ajustado mostré un comportamiento de punto silla (Anexo 3, Tabla 16)
explicando la variabilidad de los datos en un 81.5%. Los valores del ISA variaron de
0.68 a 1.53 (Tabla 3) donde los indices mas altos se presentaron en los polvos con
mas contenido de fructanos (Figura 7a). Este comportamiento también fue reportado
por Sanchez-Madrigal et al. (2019) en la encapsulacion de antocianinas de maiz azul

con fructanos de agave explicando que, a altas concentraciones de fructanos, se
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favorece la interaccion entre las particulas conduciendo a aglomeraciones que

aumentan los valores del ISA. Por otro lado, el indice de solubilidad disminuyé cuando
la proteina y el almidén OSA eran mayoritarios en la composicion de las mezclas
(Figura 7a), esto puede atribuirse a que la solubilidad de las proteinas es menor que
la de los carbohidratos (Cortés-Rojas y Oliveira, 2012). Considerando que la
solubilidad en agua y la viscosidad del agente acarreador se relacionan con el tamafo
de particula y, por lo tanto, con la dispersion por tamano, los carbohidratos con baja
solubilidad y alta viscosidad, como el almidon OSA, deberian ser favorecidos sobre los
de alta solubilidad y baja viscosidad, tales como maltodextrina, para producir
microparticulas con propiedades funcionales deseables (Quirino-Lacerda et al., 2016).
Los valores de ISA encontrados en este estudio, son mayores que los reportados por
Ruiz-Gutiérrez et al. (2014) en encapsulados de betalainas (0.640-0.766) y menores
a los reportados por Ahmed et al. (2010) en encapsulados de compuestos bioactivos
de camote morado con maltodextrinas y acido citrico como acarreadores (1.92-2.56).
Los ISA de todos los encapsulados pueden considerarse aceptables ya que ninguno
presento dificultad para solubilizarse, esto debido a que los componentes de los polvos
obtenidos como pigmentos, azucares y acarreador presentan una alta solubilidad en
agua.

El indice de absorcion de agua se refiere a la capacidad que posee un material para
absorber agua y, segun Chew et al. (2018), los atributos fisicos son considerados de
mejor calidad cuando la disolucion de un material en agua toma menos tiempo. En
este estudio, los valores de esta respuesta oscilaron de 0.2335 a 0.5749 (Tabla 3) y
no fue afectada significativamente (p>0.05) por los agentes acarreadores en ninguno
de sus términos (lineales o de interaccion) como se muestra en el ANOVA de la Tabla
4. Las mezclas con mayor proporcion de fructanos y almidén OSA dieron lugar a los
polvos con menor IAA (Figura 7b), esto coincide con lo reportado por Sanchez-
Madrigal et al. (2019) y de acuerdo a Labuschagne (2018); se ha propuesto que debido
las propiedades viscoelasticas de los fructanos se forman particulas mas suaves
mientras que su baja capacidad para absorber agua puede proporcionar una mayor

estabilidad de almacenamiento a los compuestos bioactivos encapsulados.
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A: Fructanos

A: Fructanos
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00
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Figura 7. Superficie de respuesta mostrando el efecto de los distintos materiales de pared en el ISA
(a), el IAA (b) y la Tg (c) de los encapsulados de pitaya.
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7.2.6 Temperatura de transicién vitrea

La temperatura de transicion vitrea (Tg) es un indicador util de estabilidad durante el
almacenamiento debido a la teoria de que la difusion y la movilidad de reactivos, como
agua y Oz, se restringen por la poca movilidad de las cadenas de polimeros en su
estado vitreo conduciendo a una mayor estabilidad para los activos encapsulados
(Slade y Levine, 1991; Ferrari et al., 2013).

Los valores de Tg de los encapsulados oscilaron de 34.58 a 42.69 °C, estos se
consideran aceptables ya que segun Gradinaru et al. (2003), cuanto mas la
temperatura de almacenamiento esta por debajo de la Tg del material de pared, mas
lenta es la velocidad de cambios fisicos, quimicos y enzimaticos en las microcapsulas.
Los agentes acarreadores no tuvieron efecto significativo (p>0.05) en sus términos
lineales, sin embargo, las interacciones de fructanos con proteina y almidon (B12'y B13)
y la interaccion de los tres acarreadores (B123) si mostraron un efecto significativo
(p<0.05). Los valores de Tg se obtuvieron en los polvos encapsulados con mayores
proporciones de proteina y de almidén OSA. Esto se observa en la Figura 7c donde
los valores de Tg mas altos se ubican en las zonas de color rojo en el triangulo. Esto
puede ser atribuido a que la Tg de los materiales proteicos como aislados o
concentrados (150-153 °C) es mayor a la de los fructanos (25 °C) (Fang y Bhandari,
2012; Grinberg y Tolstoguzov, 1997; Zimeri y Kokini, 2002).

Fang y Bhandari (2012) reportan valores de Tg entre 14.12 y 15.34 °C para
encapsulados de myrica (Myrica rubra) con concentrado de proteina, reportando que
no hubo efecto significativo por parte de las variables en esta respuesta. Ademas,
reportan que en estudios previos se ha encontrado que los sistemas proteina-azucar
no son compatibles y que la Tg determinada refleja, principalmente, la Tg de los
azucares del sistema. Por lo tanto, la variacion en el contenido de proteina no tuvo
impacto ya que los azucares del jugo pudieron haber interferido en la medicion. Este
comportamiento pudo haber ocurrido en este estudio ya que, al igual del jugo de
myrica, el jugo de pitaya posee un gran contenido de sdlidos, entre ellos azucares de

bajo peso molecular, mucilago y acidos organicos (Chuck-Hernandez et al., 2016).
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Por el contrario, las mezclas con mayor contenido de fructanos presentaron los valores

de Tg mas bajos. Esto puede deberse al peso molecular de los fructanos, ya que segun
Cai y Corke (2000) la Tg disminuye a medida que el peso molecular es mas pequefio.
En comparacion con el estudio de Sanchez-Madrigal et al. (2019), los valores de Tg
reportados son mayores (50.01-53.55 °C), esto puede deberse a que el material a
encapsular fue un extracto de maiz azul y, por tanto, el contenido de sélidos era muy
bajo comparado al jugo de pitaya.

En lo que respecta las mezclas con mayores proporciones de almidon OSA, los valores
de Tg fueron similares a los obtenidos con altas proporciones de proteina y mayores
a los obtenidos con mayor contenido de fructanos. Esto puede deberse a que el peso
molecular del almidén es mas alto que el de los fructanos y a la similitud del almidén
con las proteinas una vez que es modificado, ya que su caracter anfifillico es mejorado
y adquiere propiedades como alta solubilidad, baja viscosidad y capacidad

emulsificante (Sweedman et al., 2013).

7.3 Parametros de color de los encapsulados de pitaya

El color es uno de los aspectos mas importantes cuando se trata de calidad de los
encapsulados ya que su principal funcion es proveer pigmentacion a los alimentos
como alternativa ante el uso de colorantes artificiales. La Figura 8 muestra los polvos
encapsulados de pitaya producidos con las diferentes mezclas de acarreadores y la
Tabla 6 muestra los parametros de color determinados en los polvos.

Segun el ANOVA de la Tabla 7, el modelo afecté de manera significativa (p<0.05) los
parametros de a* b*y AE. Los efectos lineales de los acarreadores tuvieron un efecto
significativo (p<0.05) en todos los parametros, destacando la interaccion de fructanos
con proteina (B12) y con almidon OSA (13) que fue significativa para AE (Tabla 8).
Los valores de R? variaron de 0.599 a 0.83 lo que significa que el modelo se ajusté de
manera adecuada para explicar el comportamiento de los parametros de color de los

encapsulados.
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Figura 8. Polvos encapsulados de pitaya producidos con mezclas de fructanos, proteina y almidén
OSA en diferentes proporciones. A) 50F-39.7P-10.3A, B) OF-10P-90A, C) OF-50P-50A, D) 43.6F-10P-
46.4A, E) OF-90P-10A, F) 24.7F-65.3P-10A, G) 15.7F-22.4P-61.9A, H) 3.3F-68.4P-28.3A, 1) 27.5F-

37.8P-34.7A, J) 49.3F-23.2P-27.5, K) OF-24.9P-75.1A.
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Tabla 6. Parametros de color de los encapsulados de pitaya producidos con diferentes proporciones

de fructanos, proteina de suero y almidon OSA como materiales de pared.

Mezcla L* a* b* °Hue Chroma* AE
1 54.68 + 0.66 20.05+0.88 39.00 £ 0.99 1.09 £ 0.09 43.86 + 1.27 5.37+ 0.33
2 50.75 £ 0.11 27.97 £0.20 36.84 £ 0.16 0.92 £0.02 46.25+0.24 2.33+£0.33
3 50.83 £ 0.16 20.09+1.14 40.07 £ 0.68 0.93 £ 0.01 4550 £ 1.22 4.23+0.79
4 49.18 £ 0.09 25.48 £ 0.21 34.15+£0.28 0.93 £0.05 42.61+£0.29 6.07 £ 0.55
5 58.39 £ 0.28 14.90 £ 0.90 42.90 £1.29 1.24 £0.09 4541 £ 1.51 5.10 £ 0.98
6 59.45 £ 0.33 12.89+ 0.33 4574 £0.14 1.31£0.02 4715+ 0.15 7.84 £0.87
7 55.96 £ 0.20 16.47 £ 0.66 44.37 £1.08 1.22 £0.05 4733 +£1.24 7.04 £152
8 58.59 £ 0.20 15.56 £ 0.48 45.05 £ 0.50 1.24 £ 0.06 47.66 = 0.62 6.65+1.18
9 56.19£0.12 14.93 £ 0.41 42.40 £ 0.62 1.23+£0.04 4495 +0.72 7.12+0.16
10 54.33+£0.19 16.79+ 0.60 42.46 £ 0.81 1.19 £ 0.07 45.66 £ 0.95 7.29 +£0.63
11 58.75+£0.20 14.28 £ 0.57 47.27 £1.05 1.28 £ 0.05 49.38 £ 1.16 5.65+0.17
12 59.19+0.24 12.20 £ 0.43 4597 £ 1.14 1.31+£0.08 47.56 £ 1.15 8.60 £0.23
13 57.13+0.24 17.31£0.79 43.23 £ 0.90 1.19 £ 0.08 46.56 + 1.12 5.60 £0.28
14 50.82 £ 0.07 26.61+£0.21 36.29 £ 0.28 0.94 £0.05 4450 £0.35 2.21 £0.61
15 54.08 £ 0.14 19.67 £ 1.02 38.94 £ 0.98 1.10 £ 0.01 43.62 +£1.33 5.71+£0.26
16 50.17 £ 0.20 25.92+0.43 34.85 + 0.31 0.96 £0.04 42.97 £ 0.51 6.46 £0.48

Medias + DE. AE: diferencia total de color entre las mezclas del jugo y los acarreadores previo al secado por aspersion y los polvos

encapsulados.
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Tabla 7. Andlisis de varianza de los parametros de color de los encapsulados de pitaya con
diferentes proporciones de fructanos, proteina y almidén OSA como materiales de pared.

Suma de cuadrados

Fuente GL L* a* b* °Hue Croma* AE

Modelo 5 133.2 301.36" 169.57 0.216 31.49 38.56"
Mezcla lineal 2 97.81 185.98" 96.89" 0.127 21.4° 21.69
AB 1 4.97 9.97 7.29 0.0053 2.55 4.69
AC 1 0.327 1.70 0.5902  0.0002 0.411 6.63
BC 1 0.000 18.51 10.64 0.0000 1.22 1.23

ABC 1 4.73 13.36 7.15 0.0239 0.117 0.025
Residual 10 60.93 94.18 89.85 0.119 21.06 7.84

Falta de ajuste 5 59.43 89.97° 89.36 0.118 19.43 7.33
Error 5 1.50 4.22 0.486 0.001 1.63 0.501
R? 0.686 0.762 0.654 0.645 0.599 0.831

*Significancia (p<0.05). A: fructanos; B: proteina; C: almidon OSA; GL: grados de libertad; AE:
diferencia total de color entre las mezclas del jugo y los acarreadores previo al secado por aspersion
y los polvos encapsulados.

Tabla 8. Coeficientes de regresion del modelo polinomial ajustado para las propiedades de
color de los encapsulados de pitaya.

Coeficientes L a b’ °Hue Croma’ AE
B1 33.42° 48.8 14.6° 0.262 31.49° -10.63"
B2 57.41" 17.7 41.7 1.24" 4545 561
B3 51.54" 28.8 35.9° 0.971 4572 1.72°
B12 32.86 -46.6 39.8 1.07 23.52 31.95
B13 8.64 -19.7 11.6 0.199 9.68 38.87
B23 0.034 -26.0 19.7 -0.023 6.67 6.71
B123 122.45 -205.8 150.5 8.70 19.23 8.88

“Significancia (p < 0.05). AE: diferencia total de color.
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El parametro L* el cual representa la luminosidad, fue afectado de manera significativa

(p<0.05) por los agentes acarreadores en sus términos lineales (Tabla 7) y los valores
obtenidos variaron de 49.18 a 59.45 (Tabla 6). Los valores de L*, incrementaron con
altas proporciones de proteina y fructanos en las mezclas. Esto puede observarse en
la Figura 9a donde los valores mas altos corresponden a las zonas rojas del triangulo.
Sanchez-Madrigal et al. (2019), reporté el mismo comportamiento en encapsulados de
maiz azul, atribuyendo esta tendencia de blanqueamiento a los fructanos al
encontrarse en mayores proporciones. Similarmente, Ruiz-Gutiérrez et al. (2014)
reportaron un incremento de la luminosidad de encapsulados de tuna con el
incremento en el contenido de fibra soluble como acarreador. Contrariamente, en este
estudio, la luminosidad en los encapsulados de pitaya disminuyo al incrementar las
proporciones del almidén OSA en las mezclas (Figura 9a).

Ramakrishnan et al. (2018) reportaron esta tendencia en los polvos de tamarillo
(Solanum betaceum) encapsulados con almidon OSA. Ademas, evaluaron otros
materiales como acarreadores y coinciden con los resultados reportados debido a que
los valores de luminosidad incrementaron con la adicion de los acarreadores opacando
el color de los polvos.

Respecto al parametro a*, el cual mide las tonalidades del verde al rojo (-a*= verde;
+a*= rojo), fue afectado de manera significativa (p<0.05) por el modelo y por los
materiales de pared en sus términos lineales como se muestra en la Tabla 7. El analisis
de cordilleras mostré que el valor 6ptimo de esta variable tiende al minimo (Anexo 3,
Tabla 16) y la variabilidad de los datos se explica en un 76.2% segun el ANOVA. Los
valores de a* variaron de 20.05 a 34.77 y al ser positivos existe una tendencia al color
rojo, como lo muestran los polvos en la Figura 8. Los valores de a* incrementaron
conforme las proporciones de almidén OSA eran mayores en las mezclas (Figura 9b).
Estos resultados coinciden el estudio de Quirino-Lacerda et al. (2016) quienes reportan
que las microcapsulas de jussara producidas con altas proporciones de almidén OSA
presentaron los valores mas altos de a*.

Por su parte, los valores de b* oscilaron de 34.15 a 47.27 y, al ser positivos, las

tonalidades tienden al color amarillo-narana (Figura 8). Los valores de b*, fueron
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afectados significativamente (p<0.05) por los términos lineales de los acarreadores

como muestra el ANOVA en la Tabla 7. El parametro b* incrementé a medida que la
proporcion de proteina de suero de leche se incrementa en la mezcla (Figura 9c). Esto
se atribuye a una disminucion en la intensidad del color rojo del jugo por la adicion de
este componente. A diferencia de otros estudios, los valores de b* reportados por Ruiz-
Gutiérrez et al. (2014) y Robert et al. (2015) en la encapsulacion de tuna son negativos,
resultando en coloraciones azules mientras que los obtenidos en este estudio son

valores positivos con una tendencia a coloraciones amarillas.

A: Fructanos A: Fructanos

B: Proteina C: Almidon OSA . .
B: Proteina C: Almidon OSA

A: Fructanos a*

-
49.1764 [ 594536 12.2040 [ 27.9646

B: Proteina C: Almiden OSA

34.1463 [ 47.2649

Figura 9. Superficies de respuesta de los parametros de color de los encapsulados de pitaya
producidos con mezclas de fructanos, proteina de suero y almidon OSA como materiales de pared L*
(a), a* (b), b*(c). 72
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Figura 10. Superficies de respuesta de los parametros de color de los encapsulados de pitaya
producidos con mezclas de fructanos, proteina de suero y almidon OSA como materiales de pared
Croma* (a), ° Hue (b), Diferencia total de color (c).
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Respecto al croma* que mide la intensidad del color y al angulo hue que determina la

pureza, ambos fueron afectados significativamente (p<0.05) por los acarreadores en
sus términos lineales (Tabla 7). El croma* mostré valores de 42.61 a49.38 y los valores
mas altos se obtuvieron con altas proporciones de proteina, mientras que el angulo
hue varié de 0.9 a 1.31 y se incrementd cuando la proteina y los fructanos se
encontraban a grandes proporciones en las mezclas (Figura 10 a 'y b). Los valores de
hue disminuyeron cuando las mezclas contenian altas proporciones de almidon OSA,
lo cual es deseable ya que los valores cercanos a cero representan la pureza del color
rojo (Figura 10b). Por tanto, los polvos de pitaya con altos valores de a*y bajos valores
de angulo hue son considerados aceptables en cuanto a pigmentacion. Los altos
valores de b* y de angulo hue pueden atribuirse a las caracteristicas de la pitaya,
empleada para la obtencion del jugo, las cuales presentaron una pulpa amarilla y
naranja con altos contenidos de betaxantinas que confieren estas coloraciones.

La diferencia total de color (AE) fue determinada comparando los parametros de color
de las mezclas del jugo con los acarreadores previo al proceso de secado, considerado
como el estandar, con los de los polvos que corresponden a las muestras. Los agentes
acarreadores en sus términos lineales y las interacciones de fructanos con proteina
(B12) y con almidén OSA (B13) tuvieron un efecto significativo (p<0.05) en esta
respuesta (Tabla 7 y 8). Los valores de AE variaron de 2.21 a 8.60 donde los valores
mas bajos corresponden a las mezclas con mayor proporcion de almidon OSA (Figura
10c). Los polvos con mayor proporcion de OSA son aceptables debido a que los
valores de AE son menores y segun Nkhata (2020) a menor valor de AE, menor es la
diferencia entre la muestra y el estandar. Por tanto, un valor de 0.0 significa que el
color de la muestra es idéntico al color del estandar.

De acuerdo con los resultados, los valores de diferencia total de color en los
encapsulados obtenidos fue baja, por lo que se puede inferir que el proceso de secado
no tuvo un impacto en los compuestos que confieren color. Sin embargo, esto no puede
afirmarse con certeza ya que las condiciones de proceso no fueron seleccionadas

como factores de estudio.
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7.4 Propiedades morfolégicas de los encapsulados de pitaya por microscopia
electrénica de barrido

La morfologia de los polvos de pitaya encapsulados con diferentes proporciones de
acarreadores fue analizada mediante microscopia electrénica de barrido y los
resultados obtenidos se muestran en la Figura 11.

En general, los polvos mostraron una morfologia similar en todas las mezclas, con
formas esféricas y algunas estructuras colapsadas o comprimidas, ademas de
aglomeraciones entre particulas. El tamafno de las microcapsulas varié entre 55 y 67
micrémetros. Por otro lado, la mayoria de las microcapsulas mostraron superficies
porosas lo cual, de acuerdo Labuschagne (2018), puede contribuir a una degradacion
acelerada durante el almacenamiento.

Con el objetivo de describir el comportamiento de cada material de pared en las
mezclas, se analizaron los tratamientos controles los cuales se muestran en la Figura
11 donde A, B y C corresponden a la encapsulacion con fructanos, proteina y almidén
OSA, respectivamente.

Los polvos de pitaya encapsulados con mayor proporcion de fructanos dieron lugar a
capsulas mas completas y menos dafiadas ya que las superficies no mostraron fisuras
o poros (Figura 11D, M). Esto puede confirmarse al observar los polvos encapsulados
con fructanos (Figura 11A), donde las capsulas poseen una forma esférica y completa
con superficies mas suaves en comparacion con la encapsulaciéon mediante proteina
(Figura 11B) y almidén OSA (Figura 11C). Este comportamiento también fue reportado
por do Carmo et al. (2017), donde los polvos de betabel encapsulados con inulina
mostraron superficies mas regulares lo cual puede ser debido a las propiedades
higroscépicas del material.

De manera contraria, los polvos encapsulados con mayor proporcion de proteina de
suero (Figura 11F, H, I, K, L) produjeron microcapsulas comprimidas e irregulares, con
cavidades en las superficies. Esto puede observarse en el control de proteina donde
las capsulas poseen forma esférica pero la superficie es porosa y corrugada.

En el estudio de Mahdi et al. (2020) donde reportan un extracto de cidra o “Mano de

Buda” (Citrus medica var. Sarcodactylis) encapsulado utilizando goma arabiga (GA),
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almidon modificado (AM), concentrado de proteina de suero (CPS) y maltodextrina

(MD) en diferentes proporciones. Muestran que las microparticulas que presentaron
mayor dafio corresponden a las formulaciones GMSW (25% de cada acarreador) y
MSW (33.3 % MD, AM, PS y 0% de GA). Esto fue atribuido a la baja temperatura del
aire de secado, a las propiedades viscoelasticas y a la capacidad para formar peliculas
de los materiales. Resultados similares fueron reportados por Premi y Sharma (2017)
durante la encapsulacion de aceite de moringa (Moringa oleifera) utilizando
combinaciones de MD con GA y CPS, encontrando que las particulas estaban mas
comprimidas y arrugadas debido a la desnaturalizacion parcial de las moléculas de
proteina durante las etapas iniciales de secado, lo que resultd en una lenta formacién
de la capa alrededor del material del nucleo durante el secado.

En las mezclas con mayor proporcién de almidon OSA (Figura 11C) se obtuvieron
esferas con superficies ligeramente rugosas y a medida que el contenido de proteina
incrementaba, las fracturas fueron mas evidentes (Figura 11F, J, L).

Estos resultados fueron consistentes con los reportados por Wang et al. (2017) tras la
encapsulacion de aceite de chile con almidén OSA y otros materiales, entre ellos,
proteina. Observaron que los polvos producidos con almidén mostraron menos grietas
y menor dano superficial, lo cual es importante en el sentido de la proteccion y
retencion del material del nucleo.

El hecho de que la encapsulacién con proteina produce estructuras mas dafiadas
puede deberse a un fendmeno denominado “hinchamiento”, que ocurre durante el
secado de materiales con capacidad de formar peliculas a altas temperaturas como la
leche en polvo (Walton y Mumford, 1999).

Si bien los acarreadores mostraron diferentes comportamientos durante la
encapsulacion de pitaya, las microcapsulas obtenidas mostraron estabilidad y un

tamano uniforme resultando en un polvo naranja homogéneo.

76



~rude

CIMAV 10.0kV 8.5mm X1,00k UVD 60Pa

CIMAV 10.0kV 8.6

Figura 11. Microscopia electronica de barrido de los polvos de pitaya encapsulados con diferentes
proporciones de fructanos, proteina de suero y almidon OSA como materiales de pared. (A), 100 F; (B), 100
P; (C), 100 A; (D), 50F-39.7P-10.3A; (E), OF-10P-90A; (F), OF-50P-50A; (G), 43.6F-10P-46.4A; (H), OF-90P-
10A; (1), 24.7F-65.3P-10A; (J), 15.7F-22.4P-61.9A; (K), 3.3F-68.4P-28.3A; (L), 27.5F-37.8P-34.7A; (M),
49.3F-23.2P-27.5A; (N), OF-24.9P-75.1A.
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7.5 Propiedades quimicas de los encapsulados de pitaya

Los resultados obtenidos tras la determinacion de las propiedades quimicas de los
encapsulados de pitaya se muestran en la Tabla 9.

El analisis de varianza (Tabla 10), muestra que tanto el modelo como los acarreadores
en sus términos lineales tuvieron un efecto significativo (p<0.05) en el contenido de
betalainas y polifenoles. La actividad antioxidante fue afectada de manera significativa
(p<0.05) por los términos lineales de los acarreadores, mientras que el contenido de
flavonoides individuales no fue afectado por ninguno de los términos. EI modelo
propuesto predice adecuadamente el comportamiento del contenido de las betalainas
y de polifenoles alcanzando valores de R? de 96.8 % y 96.6%, respectivamente. No
obstante, el valor de R? para la actividad antioxidante fue inferior. La falta de ajuste del
modelo para la prediccion del contenido de flavonoides individuales fue significativa,
por lo tanto, el modelo no es adecuado para esta respuesta (Tabla 10). Los coeficientes
de regresion ajustados para cada una de las propiedades quimicas se muestran en la
Tabla 12.

7.5.1 Contenido total de polifenoles

El contenido total de polifenoles varioé de 934.33 a 2677.74 mg EAG/100 g b.s. (Tabla
9). Los materiales de pared afectaron significativamente (p<0.05) el contenido de
polifenoles de los encapsulados, en sus términos lineales, donde el modelo propuesto
describe en forma significativa el comportamiento de esta respuesta, explicando en un
96.6% la variabilidad de los datos con una tendencia al maximo (Anexo 3, Tabla 16)
en el rango experimental (Tabla 10).

Los contenidos mas altos de polifenoles se presentaron en los encapsulados con
mayor proporcion de proteina. Esta tendencia se observa en la Figura 12 y puede ser
atribuida a la capacidad de las proteinas para formar geles térmicamente estables por
encima de los 70 °C, minimizando la degradacion de los compuestos fendlicos
(Bartkowiak et al., 2017).
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Tabla 9. Propiedades quimicas de los polvos de pitaya encapsulados con diferentes proporciones de fructanos,
proteina y almidén OSA como materiales de pared.

MEZCLA BT PT AA I Q K
(mg/g) (mg EAG/100 g) (umol ET/g) (mg/100 g) (mg/100 g) (mg/100 g)
1 1.6685+0.131 1862.00 + 66.29 12.28 £+1.39 0.3766 + 0.041 0.2511£0.052 0.3661 £0.017
2 1.3715 £ 0.002 934.33 £ 200.7 9.75+0.97 0.3568 +0.009 0.2751+0.007 0.3143 £+ 0.001
3 1.8166 + 0.032  2003.52 + 191.93 12.62+1.30 0.4096 +0.010 0.2826 + 0.014 0.3302 + 0.001
4 1.1830£0.055 1117.13 +115.30 9.93+0.97 0.3294 +0.004 0.3035+0.017 0.3165 £ 0.001
5 22779 £0.084 2351.74 +482.31 11.23+1.98 0.3750 £ 0.012 0.2650 + 0.032 0.3307 £+ 0.001
6 1.9800 + 0.075  2379.04 + 227.42 12.71+1.44 0.3797 £ 0.009 0.2868 + 0.001 0.3232 + 0.002
7 1.3605 + 0.021  1384.78 + 85.02 10.39+3.52 0.3885+0.003 0.2534 + 0.006 0.3405 + 0.004
8 1.8727 £0.060 2399.93 + 200.35 12.70+1.17 0.3907 £ 0.013 0.2428 + 0.002 0.3359 + 0.008
9 1.5366 £ 0.066 1714.52 + 104.77 9.83+0.83 0.3745+0.060 0.2421 £0.019 0.3402 £ 0.022
10 1.2758 £ 0.010 1342.89 + 108.87 9.35+1.01 0.3611+£0.010 0.2613+0.017 0.3037 + 0.002
11 1.4180 £0.159  1393.70 £ 121.70 7.27+4.71 0.3379+£0.008 0.2471 +0.004 0.3030 + 0.003
12 2.0287 £0.373 2138.63 + 312.33 14.31+1.84 0.3454 £ 0.008 0.2630 + 0.011 0.3203 £+ 0.004
13 25578 £0.047 2677.74 + 153.45 1514 +£1.96 0.3670+0.012 0.2415+0.009 0.3245 £ 0.006
14  1.3586 £+ 0.018 1091.33 + 158.13 8.79+1.96 0.3422+0.059 0.2746 +0.015 0.3086 + 0.001
15  1.5431+£0.119 1594.93 + 76.67 10.17 £1.93 0.3678 £ 0.002 0.2659 + 0.003 0.3337 + 0.003
16 1.2238 £0.058 1250.00 + 385.72 8.36 +1.78 0.3284 +0.024 0.2666 + 0.005 0.3182 + 0.001

Medias + DE. BT: betalainas totales; PT: polifenoles totales; AA: actividad antioxidante; EAG: equivalentes de acido galico; ET: equivalentes de trolox; I:
isorhamnetina; Q: quercetina; K: kaempferol.
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Tabla 10. Analisis de varianza de las propiedades quimicas de los polvos de
pitaya encapsulados con diferentes proporciones de fructanos, proteina y almidon
OSA como materiales de pared.

Fuente GL Suma de Cuadrados

BT PT AA I Q K

Modelo 2.33° 4.31x10™ 49.45 0.0051 0.002 0.0012

)
Mezcla lineal 2 229 4.21x10™ 45.89* 0.0021 0.0005 0.0008
AB 1 0.0008 35266.26 3.31 0.0001 0.007  5.55x108

1

1

1

AC 0.0002 31150.61 2.23 0.0003  0.0009 0.000
BC 0.0257 73967.22 0.1258 0.0014 1.405x10° 0.0001
ABC 0.0041 17699.95 1.82 0.0004 0.0013 0.000
Residual 10 0.078 1.52x10% 22.28 0.003 0.0026 0.0026
Falta de ajuste 5 0.028 13849.27 9.45 0.002 0.0013 0.0021
Error 5 0.049 1.39x10° 12.84 0.001 0.0013 0.0006
R? 0.968 0.966 0.689 0.629 0.4383 0.3172

*Significancia (p < 0.05). A: fructanos; B: proteina; C: almidon OSA; GL: grados de libertad; BT:
betalainas totales; PT: polifenoles totales; AA: actividad antioxidante; EAG: equivalentes de acido
galico; ET: equivalente de trolox; I: isorhamnetina; Q: quercetina; K: kaempferol.

Tabla 11. Coeficientes de regresién del modelo polinomial ajustado para las
propiedades quimicas de los encapsulados de pitaya.

Coeficientes BT PT AA | Q K
B1 0.89° 69.62" -0.196" 0.401 0.159 0.346
B2 2.61° 257745 13.74" 0.354 0.252 0.321
B3 1.32° 652.26" 7.92 0.321 0.271 0.302
B12 0.413 2769.08 26.83 -0.142 0.379 -0.004
B13 0.195 2664.15 22.53 -0.281 0.445 -0.085
B23 -0.970 1644.61 2.15 0.226 0.0002 0.071
B123 -3.59 -7490.52 -75.95 1.09 -2.03 0.360

“Significancia (p<0.05). BT: betalainas totales; PT: polifenoles totales; AA: actividad
antioxidante; EAG: equivalentes de acido galico; ET: equivalente de trolox; I: isorhamnetina; Q:
quercetina; K: kaempferol.
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A: Fructanos

0.0

\

100.0

B: Proteina C: Almidon OSA
POLIFENOLES TOTALES

934.3333 2677.7407

Figura 12. Superficie de respuesta del contenido de polifenoles de los encapsulados de pitaya
producidos con mezclas de fructanos, proteina de suero y almidén OSA como materiales de pared.

Esto es similar a lo reportado por Bazaria y Kumar (2016) y por Bhusari et al. (2014)
quienes utilizaron concentrado de proteina de suero para la encapsulacion de jugo de
betabel y pulpa de tamarindo, relacionando este efecto a la formacion de una capa
“vidriosa” debido a las propiedades de superficie activa de las proteinas.

El estudio de Sassy et al. (2020) evalud el uso de proteina de yema de huevo y goma
arabiga como materiales de pared en la encapsulacion de polifenoles de datil (Phoenix
dactylifera L.) mediante liofilizacién. El contenido de polifenoles se utilizé para
determinar la eficiencia de encapsulaciéon de ambos materiales, donde la proteina de
yema mostré un efecto potenciador debido a la formacién de interacciones mas fuertes
de los polifenoles con las proteinas que las de goma arabiga. Estas interacciones,

tanto de proteinas como de carbohidratos con los polifenoles, son principalmente
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puentes de hidrégeno hidrofébicos y no covalentes, pero su numero e intensidad

depende en gran medida de la composicion de las macromoléculas (Jakobek, 2015).
Al comparar el contenido de polifenoles del jugo de pitaya (679.26 mg EAG/100 g b.s.)
y de los encapsulados con altas proporciones de proteina (1714.52-2726.89 mg EAG/
100 g b.s), se observd que hubo un incremento de hasta cuatro veces. Esto también
se pudo observar en el estudio de Robert et al. (2015) durante la encapsulacién de
jugo de tuna, el cual mostré un contenido de polifenoles de 73.2 mg EAG/100 g e
incrementd hasta el triple en los encapsulados con proteina (231 mg EAG/100 g polvo).
De manera similar, Saénz et al. (2009), reportan un incremento en el contenido de
polifenoles en la encapsulacion de tuna mediante inulina y maltodextrina.

La eleccion del material de la pared y la formulacion de la alimentacion juega un papel
vital con respecto al efecto protector sobre los compuestos fendlicos y los parametros
mas relevantes en este aspecto son: la tasa de retencion de los fendlicos en el nucleo,
el contenido fendlico total y la actividad antioxidante (Anandharamakrishnan, 2015).
En el estudio de do Carmo et al. (2017), los tratamientos de proteina y su combinacion
con inulina produjeron los encapsulados de betabel con la actividad antioxidante mas
alta, 78.19 y 85.01%, respectivamente. Lo cual puede relacionarse con la capacidad
de las proteinas para preservar los compuestos fendlicos reflejandose en la capacidad
antioxidante.

La retencidén de polifenoles al emplear proteina como material de pared ha sido
reportada en otros estudios con observaciones particulares, tal es el caso de Pang et
al. (2014) donde reportan que una menor cantidad de proteina (0.05% en peso) logré
una mayor retenciéon de compuestos fendlicos, mientras altas concentraciones la
redujeron. Esta diferencia fue atribuida a que, a altas concentraciones, la solubilidad
de la proteina disminuye como resultado de la desnaturalizacién
(Anandharamakrishnan et al., 2008). Consecuentemente, los polifenoles pueden no
ser tan accesibles como aquellos encapsulados con proteina soluble sin
desnaturalizar, lo que condujo a una menor conservacién durante el secado por

atomizacion.
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Por otro lado, el contenido de polifenoles disminuy6 a medida que las proporciones de

almidén OSA incrementaban. Resultados similares fueron presentados por da Silva et
al. (2013) tras la encapsulacién de propdleo con goma arabiga y almidéon OSA donde
la preservacion de los compuestos fendlicos fue mayor en la encapsulacion con goma
arabiga.

Otros estudios reportan que la retencion de compuestos se ha favorecido utilizando
almidén modificado como material de pared, tal es el caso de Baranauskiené et al.
(2007), donde se evaluo el efecto de almidones modificados como materiales de pared
en la retencion de aceite de menta (Mentha piperita L.). Acorde a los resultados, los
almidones OSA mostraron una mayor eficiencia de encapsulacion que los almidones
hidrolizados.

Los polvos encapsulados con mayor contenido de fructanos mostraron contenidos
entre 1117 y 1862 mg EAG/100 g de polvo los cuales se situan en la zona de color
verde como lo muestra la superficie de respuesta en la Figura 12. La adicion de
fructanos resulto en valores medios en el contenido de polifenoles para el resto de los
tratamientos.

En contraste, en el estudio de Sanchez-Madrigal et al. (2019) el incremento del
contenido de fructanos caus6 una disminucion en la retencion de polifenoles tras
encapsulacion de antocianinas de maiz azul. Otros estudios han mostrado una mejor
retencion de diversos compuestos utilizando estos polimeros. Tarone et al. (2020)
evaluaron inulina y fructooligosacaridos con distintos grados de polimerizacion en la
encapsulacion de polifenoles extraidos de cascara de jabuticaba (Myrciaria
Jabuticaba). De acuerdo a los resultados, las propiedades quimicas como bioactividad
y eficiencias de encapsulacion, aumentaron tras incrementar el grado de
polimerizacién. Esto puede explicarse debido a que la ramificacion de la estructura
aumenta con el aumento del grado de polimerizacion aumentando el numero de sitios

disponibles para interacciones.
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7.5.2 Actividad antioxidante

La actividad antioxidante de los polvos de pitaya fue afectada significativamente
(p<0.05) por los agentes acarreadores evaluados (Tabla 10) y los valores obtenidos
variaron entre 7.27 y 15.14 umol ET/g b.s. (Tabla 9). A medida que la proporcion de
proteina incrementaba en las mezclas, la actividad antioxidante de los polvos fue
mayor. La Figura 13 muestra las tendencias de esta respuesta segun las proporciones
de los agentes acarreadores, la zona naranja corresponde a los polvos con mayor
actividad antioxidante situados en el area de la proteina como mayor componente. do
Carmo et al. (2017) reportaron resultados similares, encontrando que la actividad
antioxidante fue mayor en los tratamientos donde se utilizo la proteina de suero como
unico acarreador al igual que las mezclas de este material con maltodextrina y con
inulina en la encapsulacion de betabel. Esto fue atribuido al alto contenido de azucar
del jugo y a la presencia de proteina, lo cual pudo haber dado lugar, a reacciones de
Maillard debido a las altas temperaturas obteniendo compuestos que contribuyeron
con la actividad antioxidante.

De manera similar, se ha reportado que la proteina de yema de huevo tiene un mejor
efecto en la actividad antioxidante de los polvos de datil en comparacion con la goma
arabiga. Esto relacionado a que la proteina posee gran capacidad antioxidante por la
fuerte propiedad quelante de metales de la fosvitina, que representa el 16% de la
fraccion granular de la proteina (Sassy et al., 2020).

Los polvos de pitaya encapsulados con mayor proporcion de almidon OSA presentaron
menor actividad antioxidante y en la Figura 13 se observa como la respuesta disminuye
a medida que las proporciones de este material aumentan. Resultados similares se
obtuvieron en el estudio de da Silva et al. (2013), debido a que la actividad antioxidante
disminuyé al incrementar las concentraciones de ambos acarreadores. Se sugiere que
las concentraciones evaluadas se encontraban cerca del punto de saturacion de esta
propiedad, por lo que el incremento de la concentracién no tuvo efecto en la actividad
antioxidante.

Respecto al uso de fructanos como material de pared, la tendencia fue similar a la

observada en el contenido de polifenoles. La adiciéon de fructanos dio lugar a valores
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situados al centro del rango de los valores obtenidos en todos los tratamientos, esto

corresponde a la zona de color verde en la superficie de respuesta de la Figura 13.

A: Fructanos

0
100.0

\
100.0

B: Proteina C: Almidon OSA
ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE

7.2705 [ 15.1353

Figura 13. Superficie de respuesta de la actividad antioxidante de los encapsulados de pitaya
producidos con mezclas de fructanos, proteina de suero y almidon OSA como materiales de pared.

Los fructanos han sido evaluados en distintos estudios obteniendo resultados
similares. Sanchez-Madrigal et al. (2019), reportaron que la actividad antioxidante en
polvos de antocianinas de maiz azul disminuyé al incrementar la concentracion de
fructanos como materiales de pared.

Comparando las respuestas del contenido de polifenoles y la actividad antioxidante en
este trabajo, ambas fueron mayores al incrementar el contenido de proteina de suero.
Lo mismo ocurrié en el estudio de Bazaria y Kumar (2016), donde el incremento

gradual de la concentracion de proteina de suero promovié el contenido de polifenoles
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y, por lo tanto, incremento la actividad antioxidante en encapsulados de betabel debido

a las propiedades gelificantes y emulsificantes de las proteinas.

7.5.3 Flavonoides individuales

Los contenidos de flavonoides se muestran en la Tabla 9. La isorhamnetina presenté
los contenidos mas altos, seguida del kaempferol y la quercetina presentd los
contenidos mas bajos. El analisis de varianza en la Tabla 10, mostré que ni los
acarreadores ni el modelo tuvieron un efecto significativo (p>0.05) en el contenido de
flavonoides.

El contenido de isorhamnetina varié de 0.328 a 0.409 mg/100 mg de polvo y los valores
mas altos corresponden a las mezclas 3 (OF-50P-50A) y 8 (3.3F-68.4P-28.3A) con
0.391 y 0.409, respectivamente (Figura 14a).

Los contenidos de kaempferol oscilaron de 0.303 a 0.366 y los de quercetina de 0.241
a 0.303. La tendencia en ambos es menos clara en la superficie de respuesta de la
Figura 14a, sin embargo, el contenido mas alto de kaempferol corresponde a la mezcla
1(50F-39.7P-10.3A) y el de quercetina a la mezcla 4 (43.6F-10P-46.4A) (Figura 14b y
c). Estos valores mostraron una disminucion evidente en relacion al jugo de pitaya con
porcentajes de retencién de 32.51% para la isorhamnetina, 13.78% para el kaempferol
y 24.77 % para la quercetina. Estos resultados coinciden con los reportados por Ruiz-
Gutiérrez et al. (2014) donde el contenido de flavonoides en los encapsulados de tuna
no fue afectado de manera significativa por las variables estudiadas, sin embargo, los
contenidos reportadas son mayores a los que se obtuvieron en los encapsulados de
pitaya.

En el estudio de Ramakrishnan et al. (2018), se reporta una degradacion en el
contenido de flavonoides en microcapsulas de jugo de tamarillo con diferentes
materiales de pared durante el almacenamiento lo cual puede contribuir a la

degradacion de otros compuestos como antocianinas y carotenoides.
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Figura 14. Superficies de respuesta del contenido de isorhamnetina (a), kaempferol (b) y
quercetina (c) en los encapsulados de pitaya producidos con mezclas de fructanos, proteina de
suero y almidén OSA como materiales de pared.
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7.5.4 Betalainas totales

La cuantificacién de los pigmentos de los polvos de pitaya se muestra en la Tabla 9.
El analisis de varianza (Tabla 10) de los datos mostré que los acarreadores, en su
efecto lineal tuvieron un efecto significativo (p<0.05) en el contenido de betalainas y el
modelo propuesto, presentd un ajuste significativo, describiendo adecuadamente la
respuesta, resultando con valores de R?= 0.968, mostrando una tendencia de punto
silla (Anexo 3, Tabla 16) en el rango experimental.

El incremento de las proporciones de proteina en las mezclas resulté en un mayor
contenido de betalainas, esto puede observarse en la superficie de respuesta en la
Figura 15, donde los valores mas altos se posicionaron en la zona naranja. Mientras
que, los pigmentos disminuyeron a medida que las proporciones almidon OSA y
fructanos eran mayores, siendo mas evidente la disminucion en los incrementos del
almiddn. Esta tendencia puede observarse en la Figura 15, donde el contenido de
betalainas disminuye conforme las proporciones de estos materiales aumentan.
Estos resultados concuerdan con los reportados por Robert et al. (2015) donde la
encapsulacion de jugo de tuna con aislado de proteina de soya, sola y en combinacion
con maltodextrina o inulina mostré6 mayores eficiencias de encapsulacion. Este
comportamiento puede ser debido a las caracteristicas catidonicas de las betalainas
(Moreno et al., 2008) que promueven interacciones entre betalaina y polimero por
interacciones electrostaticas o puentes de hidrogeno. Adhikari et al. (2009), observaron
que, durante el secado por aspersion de sacarosa, se formd una pelicula de aislado
de proteina de suero alrededor de las particulas inmediatamente después de entrar en
contacto con el aire de secado, incluso mas rapido que la maltodextrina, lo que también
podria explicar la retencién de pigmento en este trabajo.

En cuanto a la encapsulacion de betalainas utilizando fructanos o inulina los trabajos
reportados son escasos. Sin embargo, Saénz et al. (2009) determinaron las
condiciones 6ptimas en cuanto a la relacién nucleo/material de pared y la temperatura

del aire de entrada para la encapsulacion de pulpa de tuna y del extracto etandlico de

pulpa.

88



=== FACULTAD DE CIENCIAS QUIMICAS

De manera general, no se informd ningun efecto individual de los materiales de pared
concluyendo que, en todos los sistemas las indicaxantinas mostraron una degradacion

lenta durante el almacenamiento siendo mas estables que las betacianinas.

A: Fructanos

B: Proteina C: Almiden OSA

BETALAINAS TOTALES

1.18301 2.55776

Figura 15. Superficie de respuesta del contenido de betalainas en los encapsulados de pitaya
producidos con mezclas de fructanos, proteina de suero y almidon OSA como materiales de pared.

Kuhn et al. (2020), encapsularon extracto de bugambilia (Bougainvillea glabra)
mediante secado por aspersion y liofilizacion, utilizando polidextrosa, inulina y
albumina de huevo como materiales de pared. Las microcapsulas obtenidas con
inulina mediante liofilizacién mostraron una mejor retencion de betalainas, 78.2% para
betacianinas y 51.15% para betaxantinas. Esto fue atribuido a las posibles
interacciones entre las betalainas con los grupos hidroxilo de la inulina debido a
enlaces de puentes de hidrégeno o interacciones electrostaticas como se menciond

anteriormente.
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Los contenidos de betalainas utilizando almidon OSA como material de pared fueron

bajos, sin embargo, son superiores a los reportados por Vergara et al. (2014) con 0.36
y 0.16 mg/g para betacianinas y betaxantinas, respectivamente. Mientras que en un
estudio realizado por Vargas-Campos et al. (2018) en la encapsulacién de jugo de
pitaya comparando el efecto de almidones modificados por succinilacion y fosforilacion
con un almidén industrial, donde los contenidos de betalainas reportados también son
inferiores a los obtenidos en este trabajo, concluyeron que las microcapsulas
producidas con el almidén modificado mostraron mejor potencial de pigmentacion y
mas estabilidad que las obtenidas con el producto industrial.

Al comparar los resultados del contenido de polifenoles, betalainas y actividad
antioxidante de los encapsulados de pitaya, todas las respuestas incrementaron
cuando la proteina era el componente de mayor contenido en las mezclas. Esto era de
esperarse debido a que se ha reportado que las betalainas poseen actividad
antioxidante y, por lo tanto, contribuyen a la estabilidad de esta (Gandia-Guerrero et
al., 2013; Miguel, 2019).

Para confirmar la correlacién entre el contenido de polifenoles y betalainas totales y la
actividad antioxidante, se realiz6 un analisis de Pearson. Los resultados mostraron que
su correlacion es fuerte debido a que los valores obtenidos fueron muy cercanos al
uno (Tabla 12). Por otro lado, la correlacion resulté altamente significativa (p<0.05) y
positiva lo que significa que las respuestas se ven afectadas de igual forma por los
acarreadores, donde el aumento en el contenido de betalainas se presenta un

aumento en la actividad antioxidante y en el contenido de polifenoles.

Tabla 12. Coeficientes de correlacion entre el contenido de betalainas, el contenido
de polifenoles y la actividad antioxidante de los encapsulados de pitaya.

BT PT
PT 0.931 <—— Correlacion de Pearson
0.000 - Valor de p
AA 0.871 0.877
0.000 0.000

BT: betalainas totales; PT: polifenoles totales; AA: actividad antioxidante.
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7.6 Analisis cromatografico de betalainas individuales

El contenido de pigmentos de los encapsulados se completé con la deteccién de
betalainas individuales mediante un analisis de cromatografia liquida. Debido a que
los estandares de betalainas no se encuentran disponibles para realizar la
cuantificacion, se utilizd como referencia el trabajo reportado por Garcia-Cruz et al.
(2017) donde se realizo el perfil de betalainas y compuestos fendlicos en pulpa de
pitaya de la misma variedad mediante cromatografia de gases. Los cromatogramas
obtenidos en este estudio se muestran en la Figura 16 donde se identificaron la

filocactina (pico 6, Figura 16a) y la indicaxantina (pico 2, Figura 16b).
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Figura 16. Perfil de HPLC de betalainas de la pulpa de Stenocereus Prinosus (SpO) a 530 nm (A)

y 480 nm (B).
Estos componentes fueron identificados tentativamente en los cromatogramas
obtenidos tras el analisis de los encapsulados de pitaya y se calcularon los porcentajes
de retencion respecto al jugo utilizado como materia prima. Algunos de los
cromatogramas obtenidos se muestran en la Figura 17, y, se puede observar que los
patrones son consistentes entre tratamientos al igual que los tiempos de retencion para

cada compuesto.
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Figura 17. Cromatogramas para la deteccion de betalainas por HPLC en encapsulados de jugo de
pitaya a 536 nm (A) y 481 nm (B).

Los porcentajes de retencion variaron de 5.73 a 26.88 y de 17.02 a 28.87 para
betacianinas (filocactina) y betaxantinas (indiaxantina), respectivamente (Tabla 13).
Los datos fueron analizados mediante un ANOVA (Tabla 14), donde se observa que
los acarreadores no presentaron efectos significativos (p>0.05) en los porcentajes de
retencion de los polvos. Las mezclas con mayor porcentaje de almidén y fructanos
mostraron la mayor retencion para los dos pigmentos
(Figura 18), mientras que la retencion mas baja fue para el jugo de pitaya encapsulado
con mayor contenido de proteinas (Tabla 13). Se puede observar que los porcentajes
de retencion de betaxantinas son ligeramente mayores lo cual se atribuye a que estos
pigmentos tienen mayor estabilidad a altas temperaturas que las betaxantinas
(Gandia-Herrero et al., 2013; Azeredo et al., 2007).

En comparacion con otros estudios la retencién de betalainas en este trabajo fue
menor, tal es el caso de Ruiz-Gutiérrez et al. (2014) quienes reportaron porcentajes
de 40-57% para betacianinas y de 36.44-56.29% para betaxantinas en la
encapsulacion de jugo de tuna.

do Carmo et al. (2017), reportaron una retencion de betalainas totales del 88.45 al

95.69% en la encapsulacion de betabel. Mientras que Delia et al. (2019), reportaron
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una de retencion del 90% de las betalainas encapsuladas con mucilago después de

tres meses de almacenamiento.

Tabla 13. Retencion de betalainas en polvos de pitaya
encapsulados mediante mezclas de fructanos, proteina de suero
y almidon OSA como materiales de pared.

Mezcla FILOCACTINA INDICAXANTINA
(%)* (%)

1 13.51+0.477 21.83 £0.191
2 26.88 + 0.881 28.87 +1.181

3 22.82 +0.385 26.35+0.273
4 22.12 £ 0.601 25.59 + 0.804
5 9.77 + 0.261 21.96 + 0.460
6 14.56 + 0.593 23.14 £ 0.336
7 8.26 + 0.600 19.85 + 0.221
8 8.53 +0.148 20.30 £ 0.197
9 7.97 £0.288 18.73 + 0.086
10 6.38 + 0.230 17.02 + 0.654
11 5.73 +£0.079 17.81 +0.186
12 5.98 + 0.257 22.90 + 0.052
13 8.28 + 0.362 20.82 +0.160
14 18.24 + 0.464 27.70 £ 0.658
15 10.82 + 0.299 20.80 +0.189
16 12.88 + 0.493 25.60 + 0.808

"Media + DE.

Tabla 14. Analisis de varianza de los porcentajes de retencion de betalainas
en los polvos de pitaya encapsulados con diferentes proporciones de

fructanos, proteina y almidon OSA como materiales de pared.

Fuente GL

Suma de cuadrados

BTC BTX
Modelo 5 0.0195 0.086
Mezcla lineal 2 0.007 0.248
AB 1 0.011 0.0007
AC 1 0.004 0.0003
BC 1 0.039 0.0102
ABC 1 0.015 0.0010
Residual 10 0.032 0.0020
Falta de ajuste 5 0.016 0.0018
Error 5 0.044 0.0021
R2 0.2921 0.9667

*Significancia (p<0.05). A: fructanos; B: proteina; C: almidon OSA; GL: grados de libertad;

BTC: betacianinas, BTX: betaxantinas.

93



A: Fructanos

00
B: Proteina C: Almidon OSA
RET BTC

0356156 || 0.927422

A: Fructanos

00
B: Proteina C: Almidon OSA
RET BTX

0.826852 [ 14885

Figura 18. Superficie de respuesta de la retenciéon de betacianinas (a) y betaxantinas (b) en los
encapsulados de pitaya producidos con mezclas de fructanos, proteina de suero y almidén OSA
como materiales de pared.
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Existen muchos factores que pudieron haber influenciado en las diferencias entre la

retencidon de pigmentos, entre estos se encuentra el origen del fruto, ya que el
contenido puede variar dependiendo de la fuente. Asi como la variedad de los métodos
de extraccién de betalainas, el cual pudo ser afectado por el tipo de solvente empleado
y si este es 0 no, sometido a extraccion asistida por sonicacién. Otro factor, es el tipo
de acarreador seleccionado en los diferentes estudios, ademas de las condiciones del
proceso de secado por aspersion como técnica de encapsulacion.

Los altos porcentajes de retencion obtenidos en la encapsulacion del jugo de pitaya
con mayores proporciones de almidon OSA pueden ser atribuidos a las distintas
propiedades que presenta el material como agente acarreador. Por ejemplo, se ha
reportado que el almidon modificado es tolerante a altas temperaturas en comparacion
con otros materiales de pared, lo que pudo haber minimizado la degradacién de los
pigmentos (Partanen et al., 2002). El estudio de Choudhari et al. (2012) demostré que
las microcapsulas de licopeno producidas con almidén OSA fueron relativamente
estables al proceso de extrusién con temperaturas mayores a 187 °C.

Otra de las propiedades que contribuye a la preservacion de compuestos es su
estructura geométrica que permite un empaque compacto, convirtiéndose en una
estructura optimizada para maximizar la retencion de compuestos bioactivos, asi como
para minimizar las rupturas durante el procesamiento (Hoyos-Leyva et al., 2018).

Los almidones modificados también han sido utilizados en combinacion con otros
polisacaridos, como proteinas u otro tipo de carbohidratos lo que puede incrementar
la preservacion de los pigmentos debido a una posible sinergia entre los materiales de
pared. Por ejemplo, Shen et al. (2010) utilizaron quitosano como material de pared el
cual es un polisacarido cationico el cual formd enlaces electrostaticos con el almidon
OSA (anidnico) resultando en particulas muy estables.

A pesar de que los estudios de encapsulacidon de betalainas mediante almidon OSA
son escasos, los resultados obtenidos demuestran que es un material prometedor para
la produccion de microcapsulas estables como colorantes naturales en la produccion

de alimentos.

95



== FACULTAD DE CIENCIAS QUIMICAS

7.7 Optimizacion de las proporciones en las mezclas

Para la obtencion de las proporciones éptimas de cada acarreador se llevé a cabo la
técnica de optimizacion grafica de respuestas multiples (Floros y Chinnan, 1988;
Quintero-Ramos et al., 2002).

Uno de los objetivos principales del estudio fue obtener polvos encapsulados con alto
contenido de betalainas y con tonalidades rojas para ser utilizados como pigmentos
naturales en la produccion de alimentos. Bajo este esquema, se procedido a maximizar
las respuestas de contenido de betalainas totales y parametro a* de color como criterio
de optimizacion. El resto de las variables se mantuvieron en el rango debido a que no
tuvieron un efecto significativo tanto en la estabilidad, como en el manejo en general
de los polvos.

Las condiciones 6ptimas de encapsulacion corresponden al area coloreada del grafico
de superposicion que se muestra en la Figura 19. Como se observa, la zona esta
definida por rangos que van de 0.6 a 13.4% para fructanos, de 6.3 a 15.8% para
proteina y de 75.2 a 88.2% para almidon OSA, bajo estas condiciones se obtendrian
valores de 1.30 a 1.36 mg/g para el contenido de betalainas y de 22.22 a 25 para el
parametro a*.

Segun lo anterior, es el almidon modificado quien debe estar en mayor proporcion en
las mezclas vy, si bien los contenidos mas altos de betalainas, polifenoles y actividad
antioxidante se obtuvieron con altas proporciones de proteina, los valores de a*
disminuyeron por el efecto de blanqueamiento y los polvos obtenidos eran mas
opacos. Por lo tanto, el contenido de proteina se mantuvo en una proporcién que
contribuyera a la preservacion de las betalainas sin afectar el color de los
encapsulados.

Finalmente, se selecciond un punto de la zona 6ptima con las proporciones de
acarreador necesarias para para lograr las propiedades fisicoquimicas utilizadas como
criterio de optimizacion. En la Figura 19, puede observarse que las proporciones
fueron: 7.0% de fructanos, 10.3% de proteina 'y 82.7% de almidén OSA.
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Figura 19. Grafico de contorno de sobreposicion que muestra las proporciones 6ptimas de los
materiales de pared para la encapsulacién de jugo de pitaya.

7.8 Verificaciéon experimental

La mezcla 6ptima de agentes portadores se verificd realizando un tratamiento de
encapsulacion independiente utilizando las proporciones de 7% de fructanos, 10.3%
de proteina de suero y 82.7% de almidén OSA bajo las mismas condiciones del
proceso de secado.

Los datos experimentales, los valores de prediccion estimados por el modelo y el error

relativo calculado se muestran en la Tabla 15.
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Tabla 15. Estimacion del error relativo entre los valores de prediccion y los
valores experimentales de las propiedades fisicoquimicas de los
encapsulados de pitaya obtenidos con la mezcla 6ptima de fructanos,
proteina y almidén OSA.

Variable de Valor de Valor Error
respuesta prediccion experimental (%)
H (%) 1.1074 1.3+0.33 17.39*
aw 0.067 0.071 £ 0.07 5.97
ISA 0.8342 1.0042 £ 0.31 20.38*
IAA 0.3587 0.3209 £ 0.01 10.54*
DA 0.675 0.5863 £ 0.01 13.14*
HIG (%) 31.251 32.1294 + 0.38 2.81
Tg (°C) 38.9622 37.4842 + 0.47 4.73
L 52.6923 53.0953 + 0.01 0.76
a’ 23.7285 23.7243 + 0.09 0.02
b 38.9031 38.2216 + 0.07 1.75
Hue (°) 1.0355 1.0151 £ 0 .01 1.97
Croma 46.1466 449874 + 1.36 2.51
AE 4.3803 4.3915 £ 0.08 0.26
AA (umol TE/g) 9.0312 8.5364 + 0.44 5.48
PT (mg GAE/100 g) 1064.4505 1030.42 £ 2.74 3.20
BT (mg/g) 1.3252 1.238 £ 0.02 6.58
RET BTC (%) 17.7359 13.64 £ 0.74 23.09*
RET BTX (%) 24.7535 17.25+£0.79 30.31*
I (mg/100 g) 0.3408 0.3678 £ 0.06 0.11
Q (mg/100 g) 0.2736 0.2641 £ 0.05 0.04
K (mg/100 g) 0.3107 0.2936 £ 0.01 0.07

*Error relativo > 10%. H: contenido de humedad; aw: actividad de agua; ISA: indice de
solubilidad de agua; IAA: indice de absorcion de agua; DA: densidad aparente; HIG:
higroscopicidad; Tg: temperatura de transicién vitrea; AA: actividad antioxidante; PT:
polifenoles totales; BT: betalainas totales; RET BTC y BT: retenciéon de betacianinas y
betaxantinas; I: isorhamnetina; Q: quercetina; K: kaempferol.
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El error relativo es una herramienta utilizada para determinar la precisién de la

medicion determinando la proporcion del error con respecto al valor exacto de dicha
medicion. La precision de una medicion dependera del proceso en cuestion, por lo
general, una medida es buena cuando no supera el 10% de error relativo (Vivanco,
2005).

El error relativo obtenido para las respuestas de contenido de betalainas y parametro
a* fue de 6.58 y 0.02%, respectivamente. Por lo tanto, la calidad de la medicion es
aceptable y, considerando que estas variables fueron seleccionadas para la
optimizacién, se interpreta que el modelo predice de manera correcta el
comportamiento de las variables.

En lo que respecta al resto de las variables, la mayoria presentaron errores menores
al 10% lo que indica que la verificacion de las condiciones 6ptimas fue satisfactoria. El
hecho de que algunas respuestas mostraron porcentajes de error mayores puede
deberse a la sensibilidad de las técnicas. Tal es el caso del analisis por HPLC donde
la preparacion del sistema de solventes pudo haber interferido. Por otro lado, se
considera complicado que las variables en estudio resulten aceptables en su totalidad
en especial cuando la cantidad es considerable como en este estudio. Por tal motivo,
se priorizaron las variables que fueron de mayor importancia en cuanto a la calidad de

los encapsulados de pitaya.
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VIIl. CONCLUSION
El modelo polinomial de Scheffé propuesto para para describir el proceso de
encapsulacion de pigmentos de pitaya empleando diferentes proporciones de
materiales de pared (fructanos, propteinas y almidon OSA) se ajustd de manera
adecuada para las respuestas de: densidad aparente, indice de solubilidad en agua,
color (a" y AE), contenido total de betalainas, polifenoles y actividad antioxidante.
La combinacién de carbohidratos complejos con proteinas dio lugar a la produccion de
microparticulas con propiedades fisicoquimicas aceptables. Las mezclas con mayor
proporcion de proteinas mostraron una mejor retencion para el contenido de betalainas
y la actividad antioxidante. Ademas, con este acarreador, el contenido de polifenoles
se incrementd hasta cuatro veces con respecto a los polifenoles contenidos en el jugo
de pitaya. No obstante, altas proporciones de proteina opacaron las tonalidades de
interés en los polvos (parametro a*) por efecto de blanqueamiento, por lo que se
mantuvo a niveles que permitieran la preservacion de betalainas sin perjudicar las
propiedades de color. Por otro lado, el almidon OSA potencié el color rojo de los polvos
y presentd mejor retencion de betalainas segun el analisis cromatografico.
La condicidon optima de las proporciones para los acarreadores esta definida por
rangos que van de 0.6 a 13.4% para fructanos, de 6.3 a 15.8% para proteina y de 75.2
a 88.2% para almidén OSA para alcanzar un contenido de betalainas de 1.30 a 1.36
mg/g y valores de 22.22 a 25 para el parametro a*.
La verificacion experimental bajo la condicién de 7% de fructanos, 10.3% de proteina
y 82.7 % de almidon OSA resultdé en un contenido de betalainas de 1.24 mg/gy 23.72
para el parametro a*. El resto de las variables mostraron errores relativos aceptables
concluyendo que las mediciones fueron precisas y validando el proceso de
optimizacion.
De los hallazgos antes mencionados, se puede concluir que el tipo de matriz de
encapsulacion tiene un efecto importante sobre la estabilidad de las betalainas. La
combinacion de polisacaridos puede aportar diferentes caracteristicas a la matriz,
ademas de una mayor proteccion a los compuestos bioactivos. Se demostré que la

combinacion proteina-polisacarido provee mayor estabilidad para las betalainas y a su
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vez, esto dependera del tipo de polisacarido seleccionado debido a que segun la

estructura las propiedades del material pueden variar. Tanto la encapsulacién de
betalainas para incrementar su estabilidad, como el efecto del material de pared
seleccionado seguira siendo uno de los objetivos en el desarrollo de estudios futuros.
En general, los resultados sugieren que el empleo de fructanos, proteina de suero y
almidén modificado como materiales de pared es viable para la encapsulacién de
betalainas y permite la produccion de polvos fisica y quimicamente estables como

alternativa al uso de colorantes sintéticos en la produccion de alimentos.
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X. APENDICES

Anexo 1: Barrido para determinar la absorbancia de betacianinas y betaxantinas por
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Figura 20. Barrido para determinar la absorbancia de betalainas
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Anexo 2: Curvas de calibracion
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Figura 21. Curva de calibracion para polifenoles totales.
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Figura 23. Curva de calibracion para el contenido de isorhamnetina.
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Figura 25. Curva de calibracion para el contenido de kaempferol.
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Anexo 3: Determinacion de los puntos maximos y minimos de las propiedades

fisicoquimicas de los encapsulados de pitaya

Tabla 16. Analisis de cordilleras para la estimaciéon de los puntos criticos del

modelo.
Parametro Solucién
L*
4 Solucion
Variable Valor critico
tructanns/0.8 -33.26262
proleing-0.1)/08 88957443
{almidon-0.1)/0.8 25366877
La solucdn es Maxima
Se asume la siguiente suma de mezcla:
fructanos+prateina +almidon=1
Los valores articos estdn tuera del rango de datos
Valor prevista on la soluadn 14975316
*
a 4 Solucion
Variable Valor critico
fructanos/0.8 2538299
{proteina 0.1)/08 19926541
olmidon 0.1/08  6.45064473
La solucion ¢s Minimo
Se asurne la siguionte suma de mesds
fructanos + proteing + almidon =1
Loy valores ariticos estan fuera del rango de dalos
Valor previsto en kb solucién  4.396012
b*
4 Solucion
Variable Valor critico
fructanas/0.8 -33.6339
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{proleina-0.1V0.8 10.985024
Bimidon-01/0.8 73648877
L a solucdn es Midmo

Se asume 3 siguiente suma de mezcla:

fructanns+ proteina+ almidan=1

Los valores arfticos estdn fuera del rango de datos
Valor proevisto on la sokuddn 51573374



* ==>*** FACULTAD DE CIENCIAS QUIMICAS
Densidad aparente

indice de solubilidad en agua

Betalainas totales

Polifenoles totales

4 Solucion
Variable Valor critico
fructanos/0.8 -72.18645

{proteina-0.1)/0.8 76.60838
fplmidon 0108  149.79484
L2 solucion es Maximo
Se asume la siguiente suma de mezdls:
fructanos + proteina + almidon=1
Los valores arilivos estan fuera del rango de dalos
Valor previsto en ko solucién  0.150924

» Curvatura canénica
< Solucion
Variable Valor critico
fructanns/0.8 33.938987

proteing-0.1)/08  -2431322
{almidan-0.1)/08 21039325

La solucidn es Punta de silla
Se asume |3 siguiente suma de mezcla:
fructanos + proteina +almidon=1
Los valores aiticos estan fuera del rango cle datos
Valor previsto en la solucidén 04318732

4 Solucion
Variable Valor critico
fructanos/0.8 94121185

{proteina 0.1)/0.8 637.2377
folmidon-C.1/08  -303.0741

La soluddn es Minima
Se asume la siguiente suma de mezda:
fructanos+proleina+alrmidon=1
o5 valares criticos estdn fuera del rango de datos
Valor previsto en la soludon  -5.46202

! Curvatura canénica
4 Solucion
Variable Valor critico
fructanngOR -54.84619

{proteine-0LU8  95.3/9208
{Amidan-03)08 4043300

La solucdn es Madmo
Se asume la siguiente suma de mezcla:
fructanos + proteina + almidon=1
Los valores oiticos estan fuera del rango de datos
Valor previsto en la solucidn 10152247

! Curvatura canénica
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Actividad antioxidante

4 Solucién
Variable Valor critico
fructanos/0.8 B5.75518

{proteina 0.1)/0.3 93.10375
{almidon-0.1)/0.8 15985893

La solucion es Punto de sifla
Se¢ asurne la siguiente surma de mesda:
fructanos + proteina + almidon -1
Loy valures ailicos estan fuera del rango de datos
Valor previsto en b solucién  1.055094

! Curvatura canénica
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