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RESUMEN

La OMS estima que cada afio se enferman en el mundo 600 millones de personas por ingerir
alimentos contaminados y que 420 mil mueren por la misma causa. Es por ello, que en los
ultimos afios las investigaciones se han centrado en el desarrollo de empaques inteligentes para
ayudar a contrarrestar estos efectos. Los sensores son un tipo de empaques inteligentes, que
pueden detectar cambios de temperatura, humedad, oxigeno, dioxido de carbono y pH. Los
sensores de pH se realizan con colorantes sintéticos que dafian al medio ambiente. Una
alternativa a estos colorantes es el uso de pigmentos sensibles a cambios de pH como las
betalainas. Sin embargo, este pigmento es inestable a factores ambientales por lo que, las
betalainas requieren ser encapsuladas en nanoparticulas a base de gluteninas por la técnica de
electroaspersion coaxial. Con base a lo anterior, el objetivo fue estudiar la encapsulacion de
betalainas en nanoparticulas de gluteninas aplicadas sobre una pelicula de PLA modificada y
evaluar su aplicacion como un sensor de pH en alimentos. En este estudio se optimizd la
extraccion de betalainas a partir de la pulpa de pitaya (Stenocereus thurberi) usando la
metodologia de superficie de respuesta. Las variables con mayor efecto fue la temperatura y
tiempo de sonicacién. Se obtuvo un maximo de extraccion de 2.6 £ 0.08 mg/g de betalainas a
una temperatura de 57 °C, relacion de solvente de 34 mL y tiempo se sonicacion de 27 minutos,
partiendo de 2 g de pulpa. El extracto fue purificado por ultrafiltracion y los compuestos
obtenidos se identificaron por UPLC-DAD-MS, ademas, se determind fenoles totales por Folin
y capacidad antioxidante por ABTS y DPPH. Donde presentaron diferencias significativas entre
el extracto ultrafiltrado (E/U) y sin ultrafiltrar (E/SU) en la cantidad de fenoles totales y
capacidad antioxidante entre ambos radicales. Presentando mayor capacidad antioxidante y

contenido fendlico el E/U. Ademas, en los cromatogramas se aprecio una notable disminucién



de compuestos fendlicos en el E/U y la identificacion del acido galico y resorcinol; compuestos
que no se habian reportado en frutos del género Stenocereus spp. La encapsulacion de betalainas
en nanoparticulas por electroaspersion coaxial presentd una eficiencia de encapsulacion del 79%
+ 0.155. La presencia de betalainas en el nucleo de la particula fue confirmada por TEM y
LSCM. Las nanoparticulas con betalainas presentaron un aumento en la estabilidad térmica
observada por TGA, asi como, por FT-IR una posible interaccion fisica entre la matriz y las
betalainas. La modificacion del PLA se realiz6 con polietilenglicol diglicidil éter (PEG-DEsoo)
al 3 % (p/v), mejorando sus propiedades fisicoquimicas y mecanicas comparado con la pelicula
de PLA. Al agregar las nanoparticulas con betalainas a las peliculas, la Tg aument6 a 54.53 °C,
asi como su estabilidad térmica, las propiedades mecénicas se observaron levemente
modificadas, sin embargo, los valores de ductilidad y médulo de Young fueron mucho menores
a los observados para la pelicula de PLA. Las peliculas de PLA modificadas y adicionadas con
nanoparticulas fueron aplicadas en filetes de caballa (Scomber scrombrus) por 7 dias a 4 °C.
Los analisis de calidad a los filetes arrojaron principalmente una elevada peroxidacion de acidos
grasos, evidenciando una nula capacidad antioxidante, sin embargo, en el analisis
microbioldgico se observo un efecto inhibitorio de bacterias, especialmente las gram positivas.
Por lo tanto, la conclusién general de este trabajo de tesis fue que la encapsulacién de betalainas
en nanoparticulas a base de gluteninas aplicadas en una pelicula de PLA modificada no logré
cambiar de color con respecto al pH en contacto con el filete de caballa (Scomber scrombrus)
durante el periodo de almacenamiento sin embargo, la pelicula present6 un efecto inhibitorio en
bacterias, principalmente en gram positivas por lo cual, estas peliculas podrian funcionar como

empaques bioactivos en alimentos.
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INTRODUCCION

El crecimiento microbiano en los alimentos es uno de los principales factores que contribuye a
las pérdidas en el mundo. Los microrganismos por efecto de su desarrollo pueden producir
metabolitos secundarios ocasionando mal olor, cambios de textura y pH en los alimentos
disminuyendo su vida Gtil y aumentando el riesgo de enfermedades transmitidas (Puligundla et
al., 2012). La Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agricultura (FAO,
por sus siglas en inglés), estima que alrededor de 1300 millones de toneladas de alimentos se
pierden anualmente, valorados en mas de 750 mil millones de ddlares. Esta organizacion
menciona que, con esa cantidad de dinero, se podria facilmente alimentar a los més de 842

millones de personas que sufren hambre en el mundo.

En las Gltimas décadas, la comunidad cientifica y la industria alimentaria han mostrado interés
en desarrollar medidas de seguridad alimentarias innovadoras (Cavallo et al., 2014). Una de las
mas conocidas, es la denominada fecha de caducidad de los alimentos, misma que la industria
estima considerando las condiciones de distribucion y almacenamiento a la que el producto sera
exhibido. Sin embargo, con frecuencia los alimentos estan expuestos al abuso de condiciones
ambientales como temperatura, humedad, oxigeno y luz, entre otros, convirtiéndola en una
prediccidn poco segura. Una posible alternativa a esta problematica es el uso de biosensores,
con los cuales se podra monitorear el estado de los alimentos, y asi establecer si esta llegando
al término de su vida dtil, lo que permite disminuir la cantidad de alimento que se desecha
anualmente (Silvestre et al., 2011; Gutiérrez et al., 2016).

Un sensor es un dispositivo inteligente capaz de detectar metabolitos diana. Son capaces de
indicar la frescura de los alimentos, ya que pueden detectar la formacion de productos de
degradacion. El sensor esta compuesto principalmente por dos unidades: un receptor, que
reconoce un analito y un transductor que convierte las sefiales en una respuesta cuantitativa o
cualitativa (Realini et al., 2014). Existen diversos tipos de sensores, algunos que detectan
diéxido de carbono (CO,), oxigeno (O2), temperatura 6 pH en base a un cambio de color. En los
ultimos afios, los sensores de pH han sido de los més estudiados y desarrollados, debido a su



répida determinacion, ademas que no requieren de instrumentacion analitica costosa (Silvestre
etal., 2011; Yoshida et al., 2014). Sin embargo, en muchos de los casos el proceso de obtencion
es tardado, laborioso, costoso y se utilizan colorantes poco benéficos al medio ambiente ( Mills
et al., 2009; Puligundla et al., 2012; Emin et al., 2016). Un colorante que podria sustituir a los

utilizados actualmente son las betalainas.

Las betalainas son pigmentos nitrogenados, solubles en agua y se sintetizan en dos grupos
estructurales: betacianinas (proporcionan coloracion rojo-violeta) y betaxantinas (coloracién
amarillo-naranja), en ambos grupos se encuentra presente el acido betalamico como unidad
estructural, siendo la naturaleza del residuo adicional el que determina la clasificacion del
pigmento (Gandia et al., 2013; Cejudo et al, 2014).

Una gran fuente de betalainas son las de la pitaya del cactus (Stenocereus thurberi). EI género
Stenocereus es un cactus columnar nativo del continente americano, pertenece a la familia
Cactaceae el cual, crece en zonas aridas y semiaridas, con algunas especies endémicas en el
noroeste de México como Stenocereus thurberi (Elobeidy, 2004). Este cactus produce frutos
dulces llamados pitayas, que tienen forma esférica u ovoide con espinas, y su pulpa es carnosa
con semillas comestibles. La pulpa puede presentar diferentes colores, como naranja, amarillo,
rojo y purpura, lo que sugiere un alto contenido de betalainas. Las betalainas presentan
caracteristicas que son interesantes para la industria alimentaria, farmacéutica y cosmética como
actividad antioxidante, antimicrobiana, anticancerigeno y antiinflamatorio; ademas, su alta
capacidad tintorea (Stintzing y Carle., 2007; Cejudo et al., 2014). Actualmente la principal
aplicacion de betalainas es como colorante natural en alimentos, industrialmente es conocido
como E-162 y la principal fuente de extraccion, aprobada, es la remolacha 6 betabel (Robert et
al., 2015).

A pesar de las propiedades interesantes que presentan, no se ha podido potencializar su uso, ni
aprovechar al maximo sus beneficios, debido, a su facil degradacion a factores ambientales
como pH, actividad de agua, luz, oxigeno y temperatura; siendo estos Ultimos factores
indeseables para el desarrollo de un sensor de pH a partir de betalainas (Anna et al., 2013). Por

tal motivo, la estabilidad de betalainas podria mejorarse con tecnologias de encapsulacion a
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partir de matrices que reaccionen a cambios de pH, pero que a su vez presenten estabilidad a la
temperatura, luz y oxigeno con el propdésito de no mostrar falsos positivos.

Una de las técnicas actualmente utilizada para la encapsulacion de compuestos es la
electroaspersion coaxial. Con esta técnica se pueden producir sistemas ndcleo-coraza
presentando multiples ventajas con respecto a otras técnicas como son: secado por
pulverizacion, emulsion, nanoprecipitacion y electroaspersion convencional, entre otras
(Cardenas et al., 2004; Galloway et al., 2008). Lo anterior es porque se producen particulas con
una alta eficiencia de encapsulacion y no requiere de un proceso de separacion para la
eliminacion de productos no deseables. Convirtiéndola en una técnica apta para producir
sistemas nucleo-coraza (Gomez et al., 2012). Con este tipo de sistemas, las betalainas pueden

ser incorporadas en el nucleo protegidas por una matriz mas estable.

En la actualidad se han utilizado diversas matrices para encapsular las betalainas, y una de las
mas reportadas hasta el momento ha sido la maltodextrina. Sin embargo, a pesar de las
combinaciones con otros biopolimeros sigue presentando desventajas como alta
higroscopicidad y sabor caracteristico (Saenz et al., 2009; Castro et al., 2015). Anteriormente,
nuestro grupo de trabajo desarrollo y caracterizd microesferas de gluteninas de bajo peso
molecular, con aplicacion como sistema de liberacion controlada de urea. Las microparticulas
presentaron insolubilidad en agua, estabilidad térmica mayor a 100 °C y solubilidad a pH
extremos (&cidos ¢ alcalinos). Por lo que, las gluteninas de bajo peso molecular podrian ayudar
a mantener la estabilidad requerida por las betalainas formando la coraza que las proteja de

factores externos indeseables (Castro Enriquez et al., 2015).

En la elaboracién del sensor se requiere de un soporte sélido que contenga a las betalainas
encapsuladas, y que sea adecuado para estar en contacto con los alimentos. El &cido polilactico
(PLA) es un biopolimero sintetizado quimicamente a partir del &cido lactico obtenido por
fermentacion de fuentes renovables como el maiz, remolacha, trigo y otros productos con
almidon o azucares (Rodriguez-Martinez et al., 2016). Esta clasificado por la Administracion
de Alimentos y Medicamentos de Estados Unidos (FDA, por sus siglas en inglés) y por la

Comision Europea como un material GRAS (generalmente reconocido como seguro) para su
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uso en contacto con alimentos (Ruiz-Cabello et al., 2015; Rodriguez-Martinez et al., 2016;
Mistriotis et al., 2016; Wen et al., 2016). Por estas razones, el PLA podria ser un excelente
material para la produccién de un sensor que esté en contacto con el alimento, no obstante, es
demasiado rigido y quebradizo para la aplicacion en este tipo de sistemas. Una alternativa, es la
adicion de plastificantes que reduzcan las fuerzas intermoleculares y aumenten la movilidad de
las cadenas poliméricas del PLA, mejorando asi su flexibilidad (Marcos et al., 2014; Herrera et
al., 2016). Por lo que, en el presente trabajo de tesis, se propone la encapsulacion de un colorante
natural como las betalainas, para el desarrollo de un sensor que detecte cambios de pH en los

alimentos.



REVISION BIBLIOGRAFICA

Hoy en dia uno de los principales problemas que preocupa a nivel mundial es la pérdida de
alimentos. Debido a que afecta a la seguridad alimentaria, la calidad e inocuidad, al desarrollo
econdémico y al medio ambiente. Ademas, conlleva al desperdicio de recursos utilizados en la
produccion, como tierra, agua, energia e insumos. También al producir alimentos que no van a
consumirse crea emisiones innecesarias de CO2 (FAO, 2012). La Organizacion de las Naciones
Unidas para la Alimentacion y la Agricultura (FAO, por sus siglas en inglés), estima que un
tercio de los alimentos producidos para el consumo humano se pierde a nivel mundial, lo que
equivale a 1300 millones de toneladas por afio. Debido a esta problematica, la misma
organizacion ha lanzado una iniciativa a nivel mundial conocida como “SAVE FOOD” la cual
tiene por objetivo evitar las pérdidas de alimentos. Por lo que, la seguridad alimentaria es una
prioridad mundial y uno de los principales objetivos de la legislacién alimentaria actual.

La pérdida de alimentos a causa del crecimiento microbiano produce cambios fisicoquimicos
en los alimentos y la disminucidn de la vida atil (Puligundla et al., 2012). Incluso, es una de las
principales fuentes de enfermedades transmitidas por los alimentos (Ghaani et al., 2016). Es por
ello, que la comunidad cientifica esta en la basqueda de nuevas tecnologias que ayuden a
contrarrestar esta problematica. Una de las formas que actualmente se esta investigando es el
desarrollo de empaques activos e inteligentes con el objetivo de extender la vida atil de los
alimentos, permitiendo la reduccion de su desperdicio. Actualmente se utilizan diversos
polimeros naturales y sintéticos para el desarrollo de empaques de alimentos, sin embargo,
debido a cuestiones ambientales se prefiere el uso de polimeros biodegradables como el &cido
polilactico.

Acido Polilactico (PLA)

Los biopolimeros en los ultimos afios han atraido gran atencion para el reemplazo de los
polimeros sintéticos los cuales estan hechos a base de petréleo. El acido polilactico (PLA) o
también llamado como polilactida (Figura 1) es un poliéster alifatico biodegradable que se

produce a partir de la fermentacion de recursos renovables como polisacaridos o azucares



extraidos del maiz, desechos de la cafia, remolacha azucarera, papa, entre otros., o que permite
que el PLA sea biodegradado en compostaje por los microorganismos (Vink y Davies, 2015).

Sintesis y propiedades generales del PLA

El mondmero del PLA es el acido lactico, que se produce por la fermentacion de azucares. El
acido lactico tiene dos formas Opticamente activas acido L- lactico y &cido D-lactico debido a
un atomo de carbono asimetrico. EI PLA se puede obtener mediante policondensacién o por
polimerizacion por apertura de anillo a partir de lactida (diester ciclico del acido lactico). A
partir de la polimerizacion con lactida son posibles tres formas: la LL-lactida hecha de dos L-
lactatos, la DD-lactida de dos D-lactatos y la DL o meso-lactida la cual esta hecha a partir de
una combinacién de una L y D-lactato (Saeidlou et al., 2012). Por lo que, el PLA puede existir
en tres formas estereoquimicas: poli (L-lactido) (PLLA), poli (DL-lactido) (PDLLA) y poli (D-
lactido) (PDLA). La sintesis de PLA se divide principalmente en polimerizacion quimica y
bioldgica (Tokiwa y Jarerat, 2004). Las formas de polimerizacién del PLA mas utilizadas son
la polimerizacion directa y la polimerizacién por apertura de anillo mencionada anteriormente

(Saeidlou et al., 2012). Sin embargo, en la polimerizacién directa el rendimiento es menor.
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Figura 1. Estructura quimica del PLA. Fuente: Ahmed et al. 2011




Propiedades fisicas y quimicas

Entre las diversas polilactidas que se pueden obtener, las polilactidas 6pticamente puras son poli
(L-lactida) (PLLA) y la poli (D-lactida) (PDLA), los cuales difieren en sus velocidades de
degradacidn, propiedades fisicas y mecénicas. EI PLLA tiene un punto de fusion de 170-183 °C
y una temperatura de transicion vitrea de 55-65 °C, mientras que PDLA tiene una Tg de 59 °C
(Ahmed et al.,, 2009). La densidad del PLLA y PDLA es de 1.25-1.29 y 1.27 gl/cc
respectivamente. EI PLLA es cristalino, por lo que tienen una estructura méas ordenada y
compacta y, por lo tanto, con un médulo de Young alto, bajo porcentaje de elongacion y esto le
proporciona un mayor tiempo de vida util, mientras que el PLDA es totalmente amorfo. Las
propiedades mecanicas dependen principalmente del peso molecular, cristalinidad, método de
produccion y de las condiciones de procesamiento. La resistencia a la flexion del PLLA aumenta
de 64 a 106 MPa al aumentar el peso molecular de 23 a 67 kDa, pero la resistencia a la tension
se mantiene a 59 MPa (Perego et al., 1996). EI PDLA cuando el peso molecular se incrementa
de 47.5 a 114 kDa la resistencia a la tension y flexién aumenta 49-53 MPa y 84-88 MPa
respectivamente (Tsuji, 2002). Como ya se observé anteriormente las propiedades del PLA
varian dependiendo de la relacion y la distribucion de los dos isémeros y el peso molecular del
polimero. EI comportamiento de cristalizacion del PLA depende del historial térmico, la
cantidad y el tipo de aditivos, la distribucion de la secuencia de sus isomeros, ademas, la
cristalizacion depende de la pureza Optica (Marariu y Dubois, 2016). Esta propiedad es
importante ya que puede influir fuertemente en las propiedades fisicas del polimero (Perego et
al., 1996). El PLLA tiene una cristalinidad de alrededor del 37 %, una temperatura de fusion
entre 173-178 °C y un modulo de elasticidad entre 2.7 a 16 GPa.

Aplicaciones del PLA

Existen diferentes razones como economicas, de salud y seguridad por lo cual los productos
plasticos biodegradables se estan estableciendo como alternativas viables para diversas
aplicaciones. Algunos de estos se encuentran en el area de medicina, textil, higiene y agricultura,

asi como en empagues de alimentos.



Empagues de alimentos

La preocupacion a nivel mundial del uso de plasticos basados en petroquimicos como el
polietilentereftalato (PET), cloruro de polivinilo (PVC), polietileno (PE), poliestireno (PS) y
poliamida (PA) ha generado interés en los materiales ecol6gicos o biodegradables para el
desarrollo y utilizacion en empaques para alimentos (Urayama et al., 2003). Los envases
biodegradables o ecologicos deben de cumplir requisitos basicos para ser candidatos ideales
para los alimentos, que incluyen propiedades de barrera, propiedades oépticas, resistencia,
propiedades quimicas, resistencia a la temperatura y sobre todo siguen la seguridad alimentaria.

El PLA ha ganado atencion en la Gltima decada como material de envasado de alimentos por
que puede obtenerse facilmente a partir de recursos renovables, su produccién consume didxido
de carbono, puede ser reciclado, compostado y sus propiedades fisicas y mecanicas pueden
adaptarse dependiendo del tipo de alimento (Siracusa et al., 2008; Haugaard et al., 2002). El
PLA ha sido aprobado para estar en contacto con los alimentos por la Administracion de
Alimentos y Medicamentos (FDA por sus siglas en inglés). Debido a esto, el PLA se esta usando
actualmente para el envasado de alimentos especificamente de corta vida util, como son los
envases para beber, envoltorios de ensaladas y blister (Plackett et al., 2006), por lo tanto, el PLA
se estd tomando como un material de envasado de alimentos “verde”. EI PLA presenta ventajas
por su caracter ecolégico, biocompatible, procesable y econdmico; mientras que sus desventajas
son bajo porcentaje de elongacion, fragilidad e hidrofobicidad (Rasal et al., 2010), sin embargo,
estas ventajas y desventajas son muy relativas ya que van a depender principalmente de su
aplicacion. Actualmente, existen numerosos estudios sobre la modificacion del PLA utilizando
plastificantes o la adicion de nanomateriales con el objetivo de modificar las propiedades del

PLA como su rigidez.



Plastificacion del PLA vy sus propiedades mecénicas

Las propiedades mecanicas del PLA se han estudiado ampliamente. Los parametros mecanicos
del PLA indican que es un material quebradizo con una resistencia a la tension de 32 MPa, un
alto mddulo de Young de 2.3 GPay un bajo porcentaje de elongacion de 5% (Auras et al., 2005).
Los valores de resistencia a la tensién para el PLA son similares a los que presenta en PS bajo
las mismas condiciones, pero inferiores a los del PET (Ahmed et al., 2009). La temperatura de
fusion (Tf) y la Tg del PLA son significativamente mas bajos que el PET y PS lo que mejora la
capacidad de sellado y procesamiento térmicos del PLA. Debido a que el PLA es rigido y
quebradizo con baja capacidad de deformacion plastica es necesaria su plastificacion para
producir peliculas mas flexibles (Bhardwaj y Mohanty, 2007). Algunos autores han estudiado
la adicion de diferentes tipos de plastificantes principalmente el polietilenglicol (PEG),
propilenglicol (PP) entre otros a diferentes pesos moleculares, sobre sus propiedades mecénicas
y térmicas. Todos ellos coinciden en que se observa una disminucién de la Tg, Tf, asi como de
su cristalinidad a menos peso molecular del plastificante utilizado y a menos concentracion de
este. Ademas, que se mejora la capacidad de deformacion plastica, disminuyendo el médulo
Young y el esfuerzo a la tension (Auras et al., 2005; Ljungberg y wesslen, 2002; Pillin et al.,
2006; Kulinski et al., 2006). Debido a las caracteristicas antes mencionadas del PLA, en los
ultimos afios se han desarrollo empaques a base de PLA con caracteristicas antioxidantes,
antimicrobianas y como indicadores de frescura en alimentos (Van Aardt et al., 2007; Jin y
Zhang, 2008; Turalija et al., 2016; Li et al., 2017; Radusin et al., 2019; Iglesias et al., 2019;
Khalil et al., 2018). Estos empaques se conocen como empagques activos e inteligentes los cuales

son una promesa para reducir la pérdida de alimentos.

Empaques activos e inteligentes en alimentos

El empaquetado es uno de los principales procesos para preservar la calidad de los alimentos
para su transporte, almacenamiento y uso final. Disminuye el deterioro de la calidad y hace que

la distribucion y el marketing sean mas eficientes. El empaquetado tiene cuatro funciones que
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son basicas: proteccion, comunicacion, conveniencia y contencion (Han, 2005). La entrega
segura y la preservacion de los alimentos empaquetados antes del consumo son los principales
objetivos en toda la cadena de suministro de alimentos. Sin embargo, la pérdida de la calidad de
los alimentos ocurre durante la distribucion y almacenamiento debido a la degradacion
bioldgica, quimica y fisica (Han, 2014). Recientemente dos conceptos han contribuido en gran
medida a lograr conocimientos avanzados sobre el empaquetamiento para alimentos mas

seguros y saludables: Empaque activo y empaque inteligente.

Empaques activos

El empaque activo es una de las tecnologias innovadoras que se ha introducido en respuesta a
los cambios en las demandas del consumidor y las tendencias del mercado (Vermeiren et al.,
1999). Los empaques activos se basan en la incorporacion de ciertos componentes al empaque
que pueden liberar o absorber sustancias del alimento envasado o del medio ambiente para
prolongar la vida atil y mantener la calidad, la seguridad y las caracteristicas sensoriales del
alimento (Camo et al., 2008). Dentro de los principales empaques activos se encuentran los

absorbentes de humedad, antimicrobiano y los empaques antioxidantes.

Absorbentes de humedad

El exceso de agua desarrollado dentro del empaque producido naturalmente por los alimentos
promueve el crecimiento microbiano, lo que da como resultado pérdidas de calidad y reduccién
de la vida atil. Una forma de controlar el exceso de agua en el empaque de alimentos es usar
absorbentes de humedad (Ozdemir et al., 2004). Los sistemas de absorcion de humedad mas
comunes consisten en polimeros absorbentes que se encuentran entre dos capas de un polimero
microporoso. Este material se utiliza como almohadillas absorbentes que se encuentran

tipicamente en productos como carnes y pescados frescos (Kerry et al., 2006).
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Empaques antimicrobianos

El crecimiento microbiano acelera los cambios en el aroma, color y textura de los alimentos, lo
que reduce la vida util y aumenta el riesgo de enfermedades transmitidas por los alimentos. El
desarrollo de empaques antimicrobianos presenta un enfoque prometedor para controlar
activamente el crecimiento de microorganismos principalmente en alimentos carnicos como la
carne roja, pescado y pollo ya que proporcionan nutrientes excelentes para el crecimiento de
microorganismos, por lo tanto, se debe prestar atencion para minimizar la proliferacion
bacteriana para entregar productos sanos y seguros al consumidor (Kerry, 2014). Uno de los
principales microorganismos deteriorantes son Salmonella spp., Sthaphylococcus aureus,
Listeria monocytogenes, Clostridium perfringens, Clostridium botulinum y Escherichia coli las
cuales, son motivo de gran preocupacion ya que provocan deterioro de la calidad y problemas
de seguridad alimentaria (Jayasena y Jo, 2013). El objetivo del uso de empaques activos con
capacidad antimicrobiana son prolongar la vida util y garantizar la seguridad alimentaria.
Existen cuatro categorias basicas de empaques antimicrobianos (Coma, 2008): 1) Incorporacion
de sustancias antimicrobianas en un sobre, bolsa o almohadilla dentro del empaque. Estos
pueden producirse mediante la generacién de compuestos antimicrobianos in situ con posterior
liberacion (Ontoni et al., 2016). 2) Incorporacion directa de los antimicrobianos en la pelicula
del empaque. Esto se puede lograr mediante técnica de elaboracion de peliculas con tratamiento
térmico o sin tratamiento térmico, sin embargo, el tratamiento térmico produce perdidas de
compuesto bioactivo en comparacion con métodos no térmicos como electrohilado, evaporacion
de solventes (Sung et al., 2013). Los antimicrobianos se liberaran gradualmente desde el
empaque hasta la superficie del alimento para inhibir el crecimiento de microorganismos. 3)
Recubrimiento de envases con una matriz que actia como transportador de agentes
antimicrobianos para que los agentes se puedan liberar en la superficie de los alimentos mediante
evaporacion a partir de sustancias volatiles o migracion a los alimentos mediante difusion. Esta
matriz puede ser una pelicula de plastico como el acido polilactico (PLA) o cualquier otro
material inocuo para alimentos, como cera o polisacaridos que incorporan antimicrobianos y
estan directamente recubiertos en el alimento. 4) Uso de polimeros que son intrinsecamente
antimicrobianos. Dos ejemplos de estos polimeros utilizados en el envasado de alimentos y

recubrimientos son quitosano y poli-L-lisina. Las aminas cargadas de los polimeros interactian
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con cargas negativas en la membrana celular de los microorganismos que causan la fuga de

constituyentes intracelulares y luego se produce la muerte celular (Goldberg et al., 1990).

Se han probado diversos agentes antimicrobianos como etanol, dioxido de carbono, iones de
plata, didxido de cloro, antibidticos, bactericidas, &cidos orgénicos, aceites esenciales y especias
con el fin de inhibir el crecimiento de microorganismos en los alimentos (Lian y Yue, 2013).
También se han utilizado extractos de plantas, péptidos y nisina como agentes antimicrobianos
(Arvanitoyannis y Stratakos, 2012). Los puntos clave que se deben considerar en la aplicacion
de empaques activos antimicrobianos son las sustancias antimicrobianas, impacto minimo en
las propiedades visuales y sensoriales del producto empaquetado. Por ejemplo, aunque los
aceites esenciales son prometedores por su efecto antimicrobiano, los efectos organolépticos
negativos debido a su intenso aroma limitan su aplicacion (Tornuka et al., 2015). Las nuevas
tecnologias como la encapsulacion podrian ayudar a mejorar la calidad sensorial en la utilizacién

de aceites.

Empagues antioxidantes

Los altos niveles de oxigeno en el empaquetado de alimentos pueden facilitar la oxidacion de
lipidos, desarrollo de olores, sabores extrafios, cambios de color y pérdidas nutricionales. La
oxidacion de los lipidos no solo da como resultado el desarrollo de rancidez, sino también la
formacion de aldehidos tdxicos y la pérdida de la calidad nutricional debido a la degradacion de
acidos grasas poliinsaturados (Gémez-Estaca et al., 2014). Por lo tanto, el control de los niveles
de oxigeno en el empaquetado es importante para limitar la velocidad de dichas reacciones de
deterioro. Los sistemas de empaquetamiento antioxidantes se pueden clasificar en dos grupos:
1) dispositivos antioxidantes independientes y 2) materiales de empaquetamiento antioxidantes
(GOmez- Estaca et al., 2014).

Dispositivos antioxidantes independientes. — Estos pueden ser saquitos, almohadillas o etiquetas
gue contienen eliminadores de oxigeno. Los cuales, se separan del alimento y se agregan al

empaque convencional. El polvo de hierro y 6xido ferroso son los eliminadores de oxigeno mas
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comunes a un que también se ha utilizado &cido ascorbico, sulfitos, catecoles, ligandos y
enzimas como la glucosa oxidasa (Brody et al., 2008).

Materiales de empaquetamiento antioxidante. — El agente activo se incorpora en las paredes de
la pelicula del empaque liberando compuestos antioxidantes a los alimentos. El procedimiento
de fabricacion se selecciona teniendo en cuenta el tipo de polimero y las caracteristicas de los
agentes antioxidantes. Si la actividad antioxidante del material se basa en un proceso de
migracion al alimento, los compuestos antioxidantes liberados deben permitirse como aditivos
alimentarios y cumplir con las regulaciones apropiadas en términos de su concentracién maxima
permisible (Gomez-Estaca et al., 2014). Los antioxidantes naturales mas comunes son los
tocoferoles, aceites esenciales y los extractos vegetales como el romero, orégano y el té verde
(Yang et al., 2016).

Empaques inteligentes

La comision europea los define como materiales y articulos inteligentes en contacto con
alimentos como aquellos materiales y articulos que supervisan el estado de los alimentos
empaquetados o el entorno que los rodea (Comision de las comunidades europeas, 2004). Otra
definicion que proponen Yam et al. 2005, es que son un sistema de empaque que es capaz de
Ilevar a cabo funciones inteligentes (deteccion, registro, comunicacion) para facilitar la toma de
decisiones para extender la vida Util, mejorar la seguridad, calidad, proporcionar informacion y
advertir sobre posibles problemas. Por lo tanto, se puede decir que un empaque inteligente es
aquel que monitorea la condicion de la calidad, seguridad de un producto alimenticio y puede
proporcionar una advertencia temprana al consumidor o fabricante de alimentos. Los términos
de empaque inteligente y activo no son mutuamente excluyentes, ya que hay algunos sistemas

de envasado que pueden clasificarse como ambos (Yam et al., 2005).

Indicadores o sensores

Los indicadores informan sobre un cambio producido en un producto o su entorno mediante

cambios visuales y un sensor es un dispositivo capaz de detectar, registrar y transmitir
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informacion relacionada con la formacion de productos de degradacion de los alimentos con
gran precision (Yam et al., 2005). Existen diferentes tipos de indicadores y sensores que pueden
detectar diferentes analitos identificados por cambios visuales de color. Ejemplo, 1) indicador
de temperatura: la temperatura es uno de los factores ambientales mas importantes que
determinan la conservacion de alimentos, ya que las variaciones de temperatura durante la vida
atil de los alimentos pueden comprometer la seguridad y la vida util de los productos
alimenticios perecederos como los alimentos basados en pescado, pollo y carnes. Estos son
herramientas efectivas disefiadas para el monitoreo continuo del historial de la temperatura de
productos refrigerados y congelados a lo largo de la cadena (Lee y Rahman, 2014). Los
indicadores de temperatura ofrecen un cambio visualmente de color cuando el alimento ha
estado a temperaturas fuera de su rango ideal de almacenamiento y este proceso se acelera al
aumentar la temperatura (Galan y Su, 2008). Estos indicadores permiten el monitoreo continuo
de las condiciones de almacenamiento. Por lo tanto, pueden informar sobre la interrupcion de la
cadena de frio y pueden usarse como indicadores indirectos de la vida atil y algunos de ellos se
basan en procesos fisicos, quimicos, enzimaticos o biologicos (Kerry et al., 2006). 2)
indicadores de integridad: Estos son los indicadores de tiempo que brindan informacidn sobre
cuanto tiempo lleva abierto un producto. La etiqueta se activa al momento del consumo, cuando
el sello se rompe, dispara un temporizador y experimenta cambio de color con el tiempo
(Timestrip, 2012). Otros indicadores de integridad estan los de gas, estos funcionan como
indicadores que brindan informacién sobre la integridad del empaque en toda la cadena de
distribucion y entre los diversos indicadores de gas estan los de oxigeno gue son uno de los mas
estudiados especificamente en aplicacion para carnes (Yam et al., 2005). 3) indicadores y
sensores de frescura: Los indicadores de frescura indican la calidad del alimento empaquetado
al reaccionar a los cambios que tienen lugar en el producto alimenticio como resultado del
crecimiento microbiano o el metabolismo, brindando informacion directa sobre la calidad del
producto (Smolander, 2008). Los cambios quimicos que ocurren en productos como carne,
pollo y pescado durante el almacenamiento son indicadores de la frescura (Arvanitoyannis y
Stratakos, 2012). Los sistemas inteligentes de envasado para controlar la frescura de los
alimentos se encuentran como indicadores de frescura basados en una deteccién indirecta de
metabolitos a través de indicadores de color o basados en la deteccion directa de metabolitos

diana utilizado sensores. Los sensores son sistemas inteligentes capaces de detectar metabolitos
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diana que pueden incorporarse al empaque. Son capaces de controlar la frescura de los alimentos
de una manera mas especifica que los indicadores de frescura, ya que pueden detectar la
formacion de productos de degradacion y pueden disefiarse de acuerdo con el tipo de alimento
(Wang et al., 2006).

Una variedad de indicadores y sensores de frescura capaces de monitorear los cambios quimicos
que ocurren durante la vida util de los alimentos se han presentado en la literatura cientifica. La
mayoria de los conceptos se basan en un cambio de color de la etiqueta debido a la presencia de
metabolitos derivados del crecimiento microbiano (Smolander, 2008). Entre ellos encontramos
los basados en cambios de pH que se correlacionan con la produccién de algunos metabolitos
especificos como la produccién de aminas biogénicas, produccion de trimetilamina que se
pueden correlacionar entre si con cambios de pH (Yoshida et al., 2014). Pacquit et al. 2007,
desarrollaron un indicador colorimétrico basado en un colorante capaz de identificar aminas
volatiles como indicador del deterioro en pescados. El indicador se preparé atrapando dentro de
una matriz de polimero un colorante sensible al pH que respondia a través de cambios de color
visibles a la formacion de aminas volatiles y la respuesta también se correlacioné con el conteo
viable total y el crecimiento de Pseudomonas spp. Utilizando el mismo principio, otros autores
disefiaron una variedad de indicadores de frescura para la carne de pescado y aves basandose en
el aumento del pH (Kuswandi et al., 2012; Kuswandi et al., 2014). Pospiskova et al. 2012,
desarrollaron un sensor para la deteccion de aminas biogénicas, que son compuestos basicos de
nitrégeno formados principalmente por la descarboxilacion de aminoécidos o por aminacién y

transaminacion de aldehidos y cetonas generados por el metabolismo microbiano.

Como se menciono anteriormente la mayoria de los indicadores y sensores de frescura se basan
por un cambio de color visible. Los més utilizados para el envasado de carnes son los colorantes
de pH que cambian de color como el azul de bromotimol, azul de xilenol, purpura de
bromocresol, verde de bromocresol, rojo de cresol, rojo de metilo, rojo de fenol y alizarina
(Horan, 2000). En su mayoria son colorantes sintéticos que son poco benéficos para el medio
ambiente, por lo que se propone el desarrollo de estos sistemas, pero con pigmentos naturales

tales como las betalainas.
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Betalainas: Descripcidn general y propiedades

Las betalainas son pigmentos vacuolares hidrofilos que se acumulan en las hojas, raices, tallos,
frutos, flores, bréacteas, peciolos y semillas de plantas del orden Caryophyllales. La Unica
excepcion a este orden son las familias Caryophyllaceae y Molluginaceae, aqui el color se debe
a las antocianinas (Gandia y Garcia 2013). Las betalainas en la década de 1950 fueron
denominadas antocianinas nitrogenadas; no fue sino hasta afios mas tarde que se proporciono
evidencia de que se trataba de un conjunto de pigmentos diferentes de los de las antocianinas
(Piantelli et al. 19642; Miller et al. 1968; Impellizzeri y Piattelli, 1972). Fue entonces cuando

Mabry y Dreiding en 1968 acufiaron el término "betalainas".

Las betalainas se sintetizan naturalmente a partir del aminoacido tirosina en dos grupos
estructurales principales: betacianinas y betaxantinas, el &cido betaldmico es su precursor
biosintético. Las betacianinas exhiben un color rojo violeta con una longitud de onda maxima
de absorcion (Amax) de 541 £ 9 nm, y su estructura basica consiste en la condensacion de acido
betaldmico con el ciclo DihidrOxyPhenylAlanine (DOPA). Ademas, las betaxantinas muestran
un color amarillo anaranjado con una Amax de 471.5 £ 13.5 nm y su estructura consiste en la
conjugacion de acido betalamico con aminoacidos o aminas (Figura 2) (Strack et al. 2003; Khan
et al. al.2015). Hasta la fecha, se han identificado alrededor de 70 betalainas en la naturaleza,
que comprenden aproximadamente 50 betacianinas y 20 betaxantinas. Se pueden encontrar en
frutas y semillas como la remolacha (Beta vulgaris), amaranto (Amaranthus spp.), tuna (Opuntia
spp.), pitaya (Stenocereus spp.), entre otros (Cai et al. 2005; Stintzing et al. 2007).

Las investigaciones sobre betalainas han sido pocas, en comparacion con las antocianinas,
debido a su presencia limitada en la naturaleza. Sin embargo, el estudio de las betalainas ha
aumentado en los ultimos 15 afios, generando méas conocimiento sobre su biosintesis, estructuras
y propiedades. La importancia de la investigacion sobre betalainas reside principalmente en sus
propiedades, como la solubilidad en agua, la intensidad del color y sus propiedades
antioxidantes, antibacterianas y anticancerigenas (Stintzing y Carle 2007; Cejudo et al.2014).
Por lo tanto, los investigadores en las areas de medicina y alimentacion han mostrado interés en
estudiar las betalainas y su posible uso.

17



HOOC o

A

HO.
HO N

H

H Acido Betalamico CicloDOPA
Tirosina

) 5 ~ C< NN Ry H

Ho s > | “coon © 7S

> | | . &/ ~cooH
. , - °

| / Aminoacido Amina |

HooC' ﬁ COOH HOOC p o coon
Betaxantma Betacianina

Figura 2. Diagrama esquematico de la ruta para la obtencion de betacianinas y

betaxantinas

18



Propiedades de las betalainas en los alimentos

En la actualidad, con el avance del estudio de las betalainas, sus posibles aplicaciones se han
diversificado. Una de las principales aplicaciones es su uso como colorantes naturales. EIl uso
de colorantes naturales en los alimentos ha crecido, debido a la alternativa que representa al uso
de colorantes artificiales, que presentan efectos nocivos para la salud. Las betalainas son los
colorantes naturales mas utilizados en los alimentos (Obodn et al. 2009). La principal fuente de
betalainas son las remolachas rojas; sin embargo, la desventaja de usar betalainas extraidas de
la remolacha roja es el olor a tierra debido a la geosmina y las pirazinas, que son inevitables
cuando se aplican en alimentos a altas concentraciones (Stintzing et al. 2000). Por lo tanto, se
necesitan nuevas fuentes de betalainas para su aplicacion en los alimentos. Algunas fuentes de
betalainas, han sido de gran interés para los cientificos de alimentos desde un punto de vista
tecnoldgico y nutricional, incluyen las frutas de amaranto y cactus, que revelan un gran potencial
para el empleo como colorantes naturales (Cai et al. 2003; MoRhammer et al. 2005; Robert et
al.2015).

Otra contribucion importante de las betalainas ha sido el desarrollo del envasado de alimentos
con polimeros naturales. Estos proporcionan propiedades al envasado de alimentos, como el
color, la capacidad antioxidante, la estabilidad en términos de fotodegradacion y una mayor
flexibilidad (Akhtar et al. 2012; Gutiérrez et al. 2015). Las betalainas, ademés de usarse como
colorantes, pueden favorecer las propiedades fisicoquimicas del envasado de alimentos y
proporcionar un valor afiadido. La relevancia de las betalainas en los alimentos y sus
propiedades ha aumentado el interés de los cientificos por seguir buscando formas de

incorporarlos a los alimentos y promover la salud humana (Choo.2017).
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Propiedades bioldgicas de las betalainas

Las betalainas presentan propiedades benéficas para la salud, principalmente por su actividad
antioxidante, antimicrobiano y anticancerigena (Vulic et al.2013; Gandia Herrero et al.2016;
Khan 2016; Belhadj et al.2017; Miguel 2018; Yong et al.2018). Las betalainas muestran una
fuerte actividad antioxidante, hasta 7 veces mayor que la vitamina C, que es un antioxidante
natural muy eficaz y hasta 3-4 veces mayor que el acido isoascérbico o la catequina (Cai et al.
2003). La actividad antioxidante de las betalainas se ha estudiado a partir de diversas fuentes,
como frutas, hojas, flores y semillas. Sin embargo, no todas las fuentes de betalainas presentan
la misma actividad antioxidante debido al nimero y la posicion de los grupos hidroxilo e imino,

ademas de la glicosilacion de agliconas en la estructura de las betalainas (Cai et al. 2003).

Las betalainas debido a su efecto activo contra los radicales libres pueden prevenir la aparicion
de céancer. La literatura ha informado su efecto antiproliferativo sobre el carcinoma de colon
humano, mostrando que las betalainas pueden detener e inhibir eficientemente el ciclo celular
de las células cancerosas (Serra et al. 2013). Ademas, se han probado en células de cancer de
ovario, células inmortalizadas de epitelio cervical y células de cancer de cuello uterino,
presentando un efecto inhibitorio significativo del 40-60% (Zou et al. 2005). Otra propiedad
menos estudiada es el efecto antimicrobiano de las betalainas. Se ha informado que las
betalainas exhiben propiedades antipaludicas, siendo capaces de quelar los cationes interiores
esenciales y bloquear el transporte de parésitos intracelulares (Hilou et al. 2006). Ademas, las
betalainas han mostrado efectos inhibitorios contra bacterias Gram negativas como
Pseudomonas aeruginosa y Salmonella typhimurium, entre otras, ademas de bacterias Gram
positivas, como Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis y Listeria monocytogenes
(Canadanovic et al. 2011; Tenore et al. 2011; Tenore et al. 2011; Tenore et al. 2011; Tenore et
al. 2012). Aunque se sabe que las betalainas muestran efectos antimicrobianos, la literatura ha
informado muy poco sobre su mecanismo de inhibicién, por lo tanto, puede ser un tema de
oportunidad para futuras investigaciones. A pesar de las interesantes propiedades alimenticias y

médicas que exhiben las betalainas, una de las principales limitaciones que impiden su uso
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potencial ha sido su inestabilidad. Por lo tanto, en los ultimos afios, varios estudios han buscado

formas de estabilizarlos y aumentar sus aplicaciones comerciales.

Estabilidad de las Betalainas

Existen varios factores que afectan la estabilidad de las betalainas y deben considerarse para
garantizar sus propiedades. La estabilidad de las betalainas esta influenciada por factores fisicos
como temperatura, luz, oxigeno, alta actividad de agua, asi como por cambios de pH<30>7
(Stintzing y Carli 2007; Cejudo et al.2014). Estos factores que comprometen la estabilidad de
las betalainas por si solos, no influyen en gran medida en su degradacion, excepto por la
actividad de agua, que es un factor importante debido a las reacciones hidroliticas. Se ha
demostrado que la temperatura, el oxigeno, la luz y el pH actGan en sinergia, favoreciendo una
mayor degradacion de las betalainas (Figura 3) (Azeredo 2009; Reshmi et al. 2012). Ademas,
se ha observado que la estructura también es importante en la estabilidad. Por ejemplo, los
grupos estructurales de betacianinas y betaxantinas muestran diferentes estabilidades. Las
betacianinas exhiben mayor estabilidad a la temperatura, pH acido y son menos propensas a la
oxidacion que las betaxantinas, pero las betaxantinas muestran una mayor estabilidad a pH 7 y
a las enzimas hidroliticas. La mayor estabilidad de las betacianinas respecto a las betaxantinas
puede deberse al hecho de que algunas de ellas tienen una estructura glucosilada, que tiene un
alto potencial de reduccion de la oxidacion (Herbach et al. 2006; Azeredo 2009).

Debido a la facil degradacion de las betalainas, el objetivo del estudio en los Gltimos afios se ha
basado en encontrar formas de estabilizarlas para aumentar sus aplicaciones comerciales y
aprovechar sus beneficios. La literatura ha informado del uso de aditivos, como antioxidantes,
agentes quelantes y la encapsulacion, este ultimo representa un método prometedor para la

estabilizacion de las betalainas.
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Figura 3. Factores fisicoquimicos, solos y en combinacidn, que proporcionan inestabilidad a

las betalainas.
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Meétodos de extraccion de betalainas

La extraccion de betalainas es el primer paso para su estudio, por lo tanto, es un paso importante
y crucial en el resultado final. En la extraccion de betalainas, se han utilizado métodos
convencionales y no convencionales (Barba et al. 2017). Los métodos convencionales son
aquellos que usan solventes con y sin tratamiento térmico, tales como maceracion,
hidrodestilacién y Soxhlet, mientras que los métodos no convencionales son tecnologias
modernas y ecoldgicas con bajo consumo de energia, algunas de estas técnicas prometedoras
son la extraccion asistida por ultrasonido, microondas, extraccién asistida, extraccion asistida
de fluido supercritico, extraccion asistida por campo eléctrico pulsado y extraccion de liquidos
a presion (Azmir et al. 2013; Soquetta et al. 2018). Los métodos convencionales han sido los
mas utilizados en la extraccidn de betalainas porque son métodos simples y no requieren equipos
sofisticados, sin embargo, el tiempo de extraccion es muy largo con bajos rendimientos, ademas
el uso de altas temperaturas puede degradar las betalainas (Tiwari y Cullen 2013; Celli y Brooks
2017). Por lo que, en los dltimos afios, los procesos de extraccion de betalainas se han
optimizado utilizando métodos no convencionales. Laqui et al. 2018, optimiz6 la extraccién de
betalainas de la cascara de quinua por el método de ultrasonido y lo comparé con el método de
maceracion, donde obtuvieron por ultrasonido un rendimiento de 96.477 mg de betacianinas /
100 g de muestra fresca (FS) en 9.2 s, asi también se obtuvieron un rendimiento de 201.01 mg
de betaxantinas / 100 g de FS en 40 s, mientras que en la extraccién por maceracion, se
necesitaron 30 minutos a temperatura ambiente para alcanzar rendimientos similares, lo que
demuestra que el método no convencional fue mejor para la extraccion de betalainas. Kouba et
al. 2016, evaluaron el potencial de los tratamientos anteriores con ultrasonidos y campo eléctrico
pulsado para mejorar la extraccion de betalainas de la corteza y la pulpa de la tuna, realizaron
una extraccién acuosa. Los resultados mostraron que los tratamientos utilizados mejoraron
significativamente la extraccion de betalainas, concluyendo que el campo eléctrico pulsado
induce la permeabilidad de la pared celular sin desintegrar el tejido celular, lo que facilita la
recuperacion de compuestos intracelulares. Roriz et al. 2017, optimizaron la extraccion de
betacianinas de Gomphrena globose L. mediante extraccion asistida por microondas y
ultrasonido, donde informaron un mayor rendimiento de extraccion mediante ultrasonido con

46.9 = 4.8 mg / g, validando que el método de ultrasonido es mas adecuado para obtener
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betacianinas de Gomphrena Globose L. Thirugnanasambandham y Sivakumar (2017)
optimizaron la extraccion de betalainas de la corteza de la fruta del dragon por el método de
microondas obteniendo 9 mg / L de betalainas en 8 minutos a 35 ° C, concluyen que el proceso

de microondas muestra gran efectividad en la extraccion de betalainas.

Algunas de las ventajas y desventajas de los métodos de extraccion se pueden ver en la Tabla 1,
donde la principal desventaja presentada por el método convencional con respecto a no
convencional es el tiempo, la temperatura y el uso de solventes. Sin embargo, en base a lo
anterior, podemos mencionar que, aunque los métodos convencionales pueden tener
limitaciones en la extraccion de betalainas, son métodos que se pueden combinar con métodos
no convencionales para mejorar el proceso de extraccion sin afectar las propiedades naturales

de las betalainas.

Estabilizacion de betalainas

Una de las diferentes formas de estabilizar a las betalainas es con el uso de compuestos
antioxidantes, especialmente el &cido ascorbico y el &cido isoascérbico. Estos antioxidantes han
demostrado efectos beneficiosos en extractos crudos de betalainas, como en betalainas
purificadas (Khan y Giridhar 2014). El &cido isoascorbico ha exhibido un mayor potencial para
estabilizar las betalainas que el acido ascorbico, debido a su mayor potencial redox (Azeredo
2009). Sin embargo, se requieren mas estudios sobre las cantidades éptimas de &cido ascérbico
0 acido isoascorbico para la estabilizacion de betalainas, ya que existen discrepancias. Los
agentes quelantes también han demostrado un efecto estabilizador sobre las betalainas. Estos
actuan neutralizando parcialmente el centro electrofilico (N cargado positivamente) presente en
la estructura de las betalainas. El acido citrico y el EDTA (&cido etilendiaminotetraacético) son
agentes quelantes que se han utilizado para mejorar la estabilidad de las betalainas, evitando su
oxidacion y aumentando su vida util (Herbach et al. 2006). Sin embargo, el uso de acido citrico
en altas concentraciones puede afectar las caracteristicas sensoriales en los alimentos. En la
Tabla 2, se pueden ver otros métodos de estabilizacion de betalainas menos estudiados y con

una gran oportunidad para desarrollar nuevas investigaciones.
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Tabla 1. Ventajas y desventajas de los métodos de

convencionales.

extraccion convencionales y no

Método

Ventajas

Desventajas

Convencional

Maceracion

Soxhlet

Hidrodestilacion

No conventional

Fluidos supercriticos

Liquido presurizado

Ultrasonido asistido

Microondas asistida

Campo
pulsado

eléctrico

Método simple y bajo costo

Método simple

No se
organicos

La extraccion es
selectiva 'y no
limpieza adicional.

requieren solventes

rapida,
requiere

Extraccion rapida y consumo

reducido de solventes

Bajo tiempo de extraccion,
bajo consumo de energia y

altos rendimientos

Se puede hacer con o sin la

adicion de solventes

Bajo tiempo de extraccion y

altos rendimientos

Tiempo de extraccion, bajos
rendimientos y uso de solventes
organicos

Alto consumo de energia y uso
de solventes organicos

Altas temperaturas, alto
consumo de energia y excesivo
tiempo de extraccién

Cambios de temperatura y
equipos especializados

Altas temperaturas y presiones

Uso de solventes organicos

Equipo especializado

Uso de solventes y consumo de
energia
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Tabla 2. Métodos de estabilizacidn de betalainas: ventajas y desventajas

Método

Observacién

Ventajas y desventajas

Referencias

Formacion
compleja (matrices
inorgénicas como y-
alimina)

Copigmentacion
(metales, fenoles,
alcaloides y acidos
organicos)

Estabilizar el
pigmento por mas
de veinte meses.

Promueve la
retencion del color
por hasta 6 meses a
5°C

Alta estabilidad / baja
solubilidad y posible
formacion de agregados.

Aumenta la intensidad y la
estabilidad del color / Baja
estabilidad en pigmentos
purificados

Pérez-Ramirez et
al. 2015; Lima et
al. 2009; Molina et
al. 2014

Khan et al. 2015;
Khan and Giridhar
2014; Trouillas et
al. 2016
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Otro de los principales métodos para estabilizar las betalainas es la encapsulacion. La
encapsulacion ha sido objeto de investigacion en los Ultimos afios para estabilizar, mejorar la
biodisponibilidad y facilitar la administracion de betalainas (Khan 2016). Una de las razones
mas importantes para el uso de la encapsulacion en betalainas es proporcionar una mayor
estabilidad durante el procesamiento y aumentar el tiempo de vida Util de estos productos
(Nedovic et al. 2011). Las betalainas encapsuladas pueden presentar una estabilidad de
almacenamiento de hasta 6 meses, esta estabilidad no podria obtenerse con otros métodos
(Gandia et al. 2013). Esto se debe a la matriz que los protege de los factores fisicoquimicos que
aceleran su degradacion. Otra de las ventajas de la encapsulacion de betalainas es que estas
ultimas se pueden agregar a sustancias liquidas o solidas sin lograr su degradacién
(Ravichandran et al. 2014; Pitalda et al. 2010). Por lo tanto, la estabilidad de las betalainas
derivadas de la encapsulacion comprende uno de los objetivos mas importantes en su estudio
actual. Sin embargo, el efecto de las diferentes técnicas de encapsulacion y tipos de matriz,
también pueden ser factores importantes para determinar una mayor o menor estabilidad de

betalainas.

Encapsulacion de betalainas

La encapsulacion es un método para atrapar materiales solidos, liquidos y gaseosos en pequefias
capsulas que pueden ser de tamafio nanométrico o micrométrico (Fang y Bhandari 2010). El
contenido de la cépsula se aisla del medio ambiente y este puede liberarse a velocidades
controladas durante periodos de tiempo prolongados mediante la acciéon del pH, enzimas,
temperatura, entre otros (Augustin et al. 2008; Gouin 2004). Este método es de interés para el
sector farmacéutico con respecto a la liberacion de medicamentos y vacunas. También es de
interés para la industria alimentaria con respecto a la adicion de ingredientes funcionales como
antioxidantes, antimicrobianos y para controlar el sabor, la textura y el color (Champagne y
Fustier 2007; Vincekovic et al. 2017). La encapsulacién se basa en la proteccién de compuestos
sensibles a factores externos, cubriéndolos con una matriz mas estable como polisacéaridos,
lipidos y proteinas. Estos sistemas también llamados nucleo-coraza se forman a partir del
compuesto protector denominado nucleo y una cubierta o matriz que cubre el compuesto (Figura
4) (Janiszewska 2014).
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Figura 4. Esquema del sistema nucleo-coraza con ejemplos
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La encapsulacion se usa actualmente para estabilizar las betalainas. En la literatura, se han
informado varias tecnologias de encapsulacion y diferentes matrices se han utilizado en la
encapsulacion de betalainas. Sin embargo, en la literatura, no existe un trabajo de revision que
analice en conjunto el efecto de las matrices y las tecnologias de encapsulacion en la estabilidad

de las betalainas.

Efecto de la de matriz y la tecnologia de encapsulacion en la estabilidad de las betalainas

Hay varios factores que pueden contribuir a la degradacién de las betalainas en una forma
encapsulada. Los factores principales incluyen el tipo de matriz, la tecnologia de encapsulacion
y la porosidad de la matriz. Esto se debe a que estan principalmente expuestos a factores
fisicoquimicos, principalmente oxigeno, que puede ingresar facilmente a la matriz y afectar a
las betalainas (Serris y Biliaderis 2001). La matriz es una barrera fisica que con frecuencia
también se denomina recubrimiento, capsula, membrana o barrera (Fang y Bhandari 2010).
Estos pueden estar compuestos de carbohidratos, polisacaridos, lipidos, proteinas y polimeros
sintéticos, o tal vez incluso estén combinados, mejorando sus propiedades de barrera. La
selecciéon de la matriz es muy importante, ya que de ella dependera la aplicacion final del
compuesto encapsulado y un resultado eficiente (Chranioti et al. 2015). Actualmente, se han
empleado varias matrices para encapsular betalainas principalmente polisacaridos en
combinacién con proteinas. Las razones de esto pueden deberse a su capacidad para proteger
las betalainas de la oxidacion y la alta solubilidad de la mayoria de los polisacaridos (Gandia et
al. 2013; Robert et al. 2015; Chranioti et al. 2015; Otalora et al. 2016).

Castro-Mufioz et al. 2015, encapsularon el jugo de la tuna utilizando una matriz de gelatina,
maltodextrina y una combinacion de gelatina / maltodextrina por secado por pulverizacion. Los
autores informaron una alta higroscopicidad en la matriz cuando contenia maltodextrina ya que
maltodextrina tiene una alta capacidad para absorber agua de 72-83 g / 100 g. Ellos observaron
que con la encapsulacion de las betalainas la estabilidad térmica de las particulas aumento a mas

de 200 °C. Los autores concluyeron que las particulas pueden usarse en compuestos
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alimenticios. Robert et al. 2015, encapsularon betalainas utilizando proteinas de soja
combinadas con maltodextrina o inulina, observando una menor degradacion de los compuestos
betalactamicos cuando la matriz comprendia una combinacion de proteina-polisacarido. La
matriz de maltodextrina-proteina fue aquella con menor degradacion de betalactdmicos en
comparacion con la proteina-inulina. Existen diferencias en la estabilidad de la betalainas con
respecto al tipo de polisacérido, los autores atribuyeron esto a las diferencias estructurales entre
ambos polisacaridos. Do Carmo et al. 2018, también coinciden con los resultados mencionados
anteriormente. Tumbas et al. 2016, encapsularon betalainas de orujo de remolacha utilizando
proteina de soya y observaron que la estabilidad de las betalainas se redujo solamente un 24 %
después de 3 meses de almacenamiento a 25 °C. A pesar de que la mayoria de las investigaciones
sobre la encapsulacion de betalainas se basa en la utilizacion de polisacaridos podemos observar

que con el uso de proteinas mejora la estabilidad.

En la literatura, se han reportado diferentes tecnologias de encapsulacion de betalaina, tales
como secado por aspersion, liofilizacidn, gelificacion ionica y emulsiones (Vergara et al. 2014;
Kaimainen et al. 2015; Chranioti et al. 2015; Otalora et al. 2016). La tecnologia més utilizada
para la encapsulacion de betalainas es el secado por pulverizacién, debido a su bajo costo,
procesamiento simple y su répida obtencion de betalainas encapsuladas. Sin embargo, la
principal desventaja del secado por pulverizacion es que la matriz tiene que ser soluble en
solventes que puedan evaporarse facilmente con la temperatura y debido al uso de altas
temperaturas, algunos compuestos bioactivos pueden degradarse. Ravichandran et al. 2014,
estudiaron el efecto de diferentes matrices en la encapsulacion de betalainas mediante secado
por atomizacion y liofilizacion. Estos autores concluyeron que, con la técnica de liofilizacion,
se obtuvo una mayor eficiencia de carga y estabilizacion de las betalainas que con la
atomizacion. Ademas, mencionaron que la goma guar se puede emplear para encapsular
betalainas con la técnica de liofilizacion, pero que esto no es adecuado para el secado por
pulverizacion. Hay otros autores que también mostraron las limitaciones de la técnica de secado
por pulverizacion (Gandia et al. 2013). Estos autores encapsularon betalainas en una matriz de
maltodextrina y quitosano, revelando problemas para el procesamiento de quitosano en esta

técnica debido a su viscosidad y baja solubilidad.
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Con base a lo mencionando anteriormente se decidi6 encapsular a las betalainas para aumentar
su estabilizacion a partir de una matriz a base de proteina. Las proteinas de origen vegetal
parecen ofrecer posibilidades interesantes, debido a las caracteristicas que presentan;
biodegradabilidad, bajo costo, disponibilidad, grupos funcionales donde pueden interaccionar
con sustancias de interés, biocompatibilidad, entre otras; siendo las proteinas del gluten
especificamente las gluteninas prometedores biomateriales.

Gluten de trigo

El gluten de trigo es interesante como materia prima para el desarrollo de nuevos biomateriales
ya que es un material renovable, biodegradable, disponible en grandes cantidades y a bajo costo
(Chevillard et al., 2011). El gluten de trigo se compone principalmente de proteinas entre un 75-
85 % vy el resto son minerales, lipidos y almidon. Las principales proteinas del gluten de trigo
son gliadinas y gluteninas con una proporcién de aproximadamente 1:1 (Majzoobi et al., 2012).
Debido a que las propiedades fisicoquimicas de las gluteninas y gliadinas son diferentes, es
posible aislarlas del gluten y encontrar aplicaciones apropiadas para cualquiera de estas

proteinas.

Gliadinas

Las gliadinas son proteinas monoméricas con pesos moleculares que oscilan entre 28,000 y 55,
000 Da, estas carecen de puentes disulfuro intermoleculares y son facilmente solubles en
soluciones de alcohol diluido (He et al., 2013; Lagrain et al., 2010). Se clasifican en tres

fracciones principalmente segin su movilidad electroforética en a-f, y y ® (Zhang et al., 2007).
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Gluteninas

Las gluteninas de trigo son proteinas poliméricas de alto peso molecular, se encuentran entre las
proteinas mas grandes de la naturaleza, por lo cual, gran parte de la proteina es insoluble en
solventes comunes (Gamboa et al., 2007). Las gluteninas se pueden separar en dos grupos, en
subunidades de bajo peso molecular (BPM) y de alto peso molecular (APM), la composicion de
alto peso molecular en la proteina es del 20% y 80% para las de bajo peso molecular (Gamboa
et al, 2007).

La fraccion de alto peso molecular presenta pesos moleculares entre 65 y 90 kDa mientras que
la fraccion de bajo peso presenta valores entre 30 y 45 kDa. A su vez la fraccion de BPM se
clasificaen D, By C en base a su movilidad electroforética, presentando tres subgrupos tipicos
reconocidos, es decir, BPM-s, BPM-m y BPM-i, de acuerdo con su primer aminoacido (serina,
metionina e isoleucina, respectivamente). Por otra parte, la fraccion de APM presenta dos
subfracciones una de mayor peso denominada como X (con peso molecular de 83,000 a 88,000
Da) e Y de bajo peso (67,000 a 74,000), conformando de esta manera una estructura compleja
para las gluteninas (Delecour et al., 2012). Los principales aminoacidos que la constituyen son
prolinay glutamina. Presentan entre sus cadenas enlaces disulfuro tanto intermoleculares como
intramoleculares y son practicamente solubles en soluciones acidas diluidas (Garg et al, 2011;
Woerdeman et al, 2005).

Hoy en dia, se han propuesto muchos procedimientos de encapsulacién de compuestos activos.
La encapsulacion se refiere a una tecnologia en la que los compuestos activos estan
completamente envueltos y cubiertos por una matriz polimérica. Lo opuesto a esta tecnologia
es lainmovilizacion siendo originalmente una tecnologia diferente en la que el compuesto activo
esta cubierto, pero no necesariamente envuelto por la matriz. Algunos compuestos activos
pueden estar expuestos en la superficie, caracteristica que no estd permitida en los
procedimientos de encapsulacién. Algunas técnicas de inmovilizacién son secado por
pulverizacion, emulsion, precipitacion, entre otras. La consecuencia del uso de estas técnicas es

que pueden interferir con la vida atil del compuesto activo y la eficiencia, ademas, que la matriz
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no serd suficiente para proteger al compuesto activo del ambiente (Vos et al, 2009). Por tal
motivo, una de las técnicas que permiten encapsular y ha logrado atraer la atencion por ser un
método practico para producir capsulas de tamafio nano y micrométrico es la técnica de

electroaspersion coaxial.

Electroaspersion coaxial

La técnica de electroaspersion coaxial es una de las mas aptas para producir estructuras ndcleo-
coraza, debido a las maultiples ventajas que presenta con respecto a otras técnicas, ya que
proporciona particulas con una alta eficiencia de encapsulacion y no requiere un proceso de
separacion para la eliminacion de particulas a partir de disolventes, como sucede con varias

técnicas de encapsulacion (Gémez et al, 2012).

Componentes y fundamento

La técnica se compone de varios dispositivos basicos principales (Figura 5): (1) una bomba de
infusion a jeringa, encargada de suministrar un flujo constante de la solucion polimérica, (2)
una jeringa, la cual es la encargada de contener la solucion polimérica, (3) una aguja metalica o
capilar, (4) una fuente de alto voltaje y (5) un colector metélico conectado a tierra para, recoger
el material obtenido (Xie et al., 2014).

La electroaspersion emplea fuerzas electrostaticas generadas por una fuente de alto voltaje que
compiten con la tension superficial de la gota. A medida que aumenta la tension, el liquido que
fluye hacia fuera del capilar forma un menisco que se alarga, formando un cono (cono de
Taylor), que es deformado rompiéndose en pequefias gotas iniciales. Posteriormente, el
disolvente se evapora de la superficie de las gotas durante su vuelo, disminuyendo el tamafio de
la gota y aumentando su densidad de carga eléctrica. Esto conduce a una acumulacion de fuerzas
de repulsion dentro de cada gota que favorece la disipacion y la ruptura de las gotas en otras
mas pequefias de tamafio micro o nanométrico. Este proceso se mantiene hasta que las gotas

alcanzan el colector y disipan su carga eléctrica (Cao et al., 2014).
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Figura 5. Componentes basicos de electroaspersion coaxial.
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JUSTIFICACION

La gran cantidad de alimentos que son deteriorados a causa del crecimiento microbiano origina
intoxicaciones en seres vivos, asi como grandes pérdidas de alimentos y economicas en todo el
mundo. La implementacion de dispositivos que ayuden a monitorear e indicar el estado de los
alimentos puede contribuir a la disminucion de mas de 600 millones de intoxicaciones por el

consumo de alimentos en mal estado.

HIPOTESIS

La encapsulacion de betalainas en una matriz de gluteninas aplicadas sobre una pelicula de PLA

modificada funcionard como un sensor de pH en alimentos.

OBJETIVOS

Objetivo general

Estudiar la encapsulacion de betalainas en una matriz de gluteninas aplicadas sobre una pelicula

de PLA modificada y evaluar su aplicacion como un sensor de pH en alimentos.

Objetivos especificos
I.  Optimizar la extraccion de betalainas de la pulpa de pitaya del cactus
(Stenocereos thurberi) y encapsularlas en una matriz de gluteninas.

Il.  Determinar la cinética de liberacién de betalainas in vitro y definir la velocidad
y mecanismo de transporte mediante un modelo matematico.

1. Obtener una pelicula de acido polilactico modificada con polietilenglicol-
diglicidil éter, con/sin betalainas encapsuladas y evaluarla fisicoquimica y
mecanicamente.

IV. Evaluar la efectividad de betalainas en la pelicula como sensor de pH en un

modelo de filete de caballa (Scomber scombrus).
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MATERIALES Y METODOS

Materiales

Materia prima

Las pitayas (Stenocereus thurberi) se recolectaron aleatoriamente en los meses de junio-julio de
2016 en el municipio de Carb0, ubicado al oeste del estado de Sonora entre las coordenadas
geogréficas 29 ° 41 'de latitud norte y 110 ° 57' de longitud oeste.

Reactivos

Los reactivos fueron los siguientes, gluten de trigo comercial (Roquette), PLA amorfo 4060 D
(NatureWorks, EU), polietilenglicol diglicidil éter de PM: 500 Da (Sigma-aldrich, EU), acido
acético (J.T. Baker, EU), etanol (Meyer, MX), metanol (Meyer, MX), acetonitrilo (Sigma-
aldrich, EU), acetona (Sigma-aldrich, EU), 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH) (Sigma-aldrich,
EU), 2,2-azino-bis (3-etilbenzotiazolina-6-sulfénico) (ABTS) (Sigma-aldrich, CA), Folin-
Ciocalteu (Sigma-aldrich, EU), Acido-6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-carboxilico

(Trolox) (Sima-aldrich, EU), Rodamina b para fluorescencia (Sigma-aldrich, MX).

Métodos

Diagrama general

La metodologia se dividié en tres etapas como se muestra en la Figura 6. La etapa 1 comprende
la extraccion, encapsulacion y la cinética de liberacion de betalainas, la etapa 2 abarca la
obtencion de la pelicula de PLA modificada y la obtencion del sensor, y en la etapa 3 se engloba

los ensayos del biosensor in vitro utilizando como modelo filete de caballa (Scomber scombrus).
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Figura 6. Diagrama general dividido en etapas.
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Etapa 1

Caracterizacion fisica y quimica de la pitaya (Stenocereus thurberi)

Con el objetivo de conocer las caracteristicas fisicas y quimicas se medio el diametro ecuatorial

y polar del fruto, azucares totales, acidez, pH, humedad y color segun la metodologia siguiente.

Determinacién del didmetro del fruto

Se midi6 el diametro ecuatorial y polar de la pitaya roja utilizando un Vernier (Extol, EU)

Azlcares totales

El método de azlcares totales por antrona consiste en la hidrélisis de los polisacaridos a
monosacaridos por accion del &cido sulfurico (H2SOa4) del reactivo de antrona los cuales, se
deshidratan formando furfural o hidroximetilfurfural. Estos productos pueden condensarse con
antrona generando complejos coloreados. EI cambio de coloracion puede entonces determinarse
por espectrofotometria a una determinada longitud de onda. La concentracién de los azlcares
totales se determina haciendo una interpolacion en la curva patron del azlcar utilizado,
graficando la absorbancia en funcién de la concentracion. Siguiendo la metodologia modificada
de Laurentin y Edwards (2003), se prepard el reactivo de antrona, disolviendo 200 mg de antrona
en 100 mL de H2SOsal 95% y se almacend en un frasco &mbar a 4 °C. Posteriormente, se mezcld
1 mL de muestra con 4 mL de reactivo antrona, se mezclaron bien y se colocaron en un bafio
maria a 100 °C por 8 min e inmediatamente se detuvo la reaccion con bafio de agua y hielo.
Posteriormente, se dejaron en reposo por 15 min, y se determind su absorbancia a 630 nm. El
mismo tratamiento se realizo para el blanco con agua destilada. Todas las determinaciones se

realizaron por triplicado.
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Métodos de la AOAC (1996)

Humedad (AOAC 925.10). - Primeramente, se lavaron 3 platillos de aluminio y se metieron a
unaestufa por 1 ha 130 °C, despues se sacaron y se metieron a un desecador para peso constante.
Se pesaron 2 g de pulpa de pitaya roja sin semillas en los 3 platillos de aluminio, las muestras
se homogenizaron uniformemente en todo el platillo y se colocaron en la estufa a 130 °C por 1
h. Transcurrido el tiempo, los platillos se coloraron en un desecador hasta que alcanzaron la
temperatura ambiente y fueron pesados para calcular el porcentaje de humedad siguiendo la

formula

Peso de la muestra himeda—peso de la muestra seca
L X100 Ec.1

% de humedad =

Peso de la muestra himeda

Acidez (AOAC 935.57). - Se peso 1 g de pulpa sin semillas y se adiciond 30 mL de agua mili-
Q, la solucidn se agito vigorosamente. Posteriormente, la muestra se titul6 a pH 8.2 usando una
soluciéon de NaOH 0.1 N, y un potenciémetro (Hanna, HI 2550). Los resultados se expresaron

como % de acido citrico con base a la siguiente ecuacion.

(NXVXmE:. ac.citrico) X 100 Ec.2

% &ac. Citrico =

Donde: N es la concentracion de NaOH, V es el volumen de NaOH utilizado en la titulacion,

mEq son los miliequivalentes de &c. Citrico y P es el peso de la muestra.
pH (AOAC 981.12). - La determinacion de pH se realizé pesandol g de pulpa de pitaya sin

semillas y se le afiadié 10 mL de agua mili-Q. La muestra se agité vigorosamente y el pH fue

medido utilizando un potenciometro (Hanna, HI 2550).
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Color

El color de la pitaya (fruta) se determind usando un colorimetro MiniScan XE (Hunterlab,
Miniscan XE plus, EU). El color se expreso segun los parametros de escala CIELAB (L*, a* y
b*), donde L™ (luminosidad, blanco-negro), a* (-a = verde, +a = rojo) y b* (-b = azul, +b =
amarillo). El angulo de tono (H*) y el croma (C*) se calcularon de acuerdo con las Ec. 3 y 4.
Los valores de angulo de tono varian de 0° (color rojo puro), 90 ° (color amarillo puro), 180°
(color verde puro) a 270° (color azul puro) (Garcia Lucas et al., 2016). Las muestras se

realizaron por triplicado.

' =vaZ ¥ b2 Ec. 3
H* = arctan (Z—) Ec4

Optimizacion de la extraccion de betalainas

Para la optimizacion, las betalainas fueron extraidas variando la temperatura, el tiempo de
sonicacion y la relacion de solvente. Para ello se pesaron 2 g de pulpa sin semillas y se maceraron
en agua destilada, la mezcla fue sonicada (Branson, M3800H, MX) y agitada por 20 minutos en
un agitador horizontal (VWR, EU) a 25 °C en la oscuridad. Posteriormente, la mezcla fue
centrifugada (Eppendorf, 5804 R, DE) a 5000 rpm por 10 minutos. El sobrenadante obtenido

fue almacenado en viales color ambar para cuantificar a las betalainas.

Cuantificacion de betalainas

La cuantificacion de betalainas se llevd a cabo midiendo la absorbancia a 538 nm para
betacianinas y 483 nm para betaxantinas, usando un espectrofotometro UV-Vis (Varian, Cary

50, AU). La cantidad de betalainas fue calculada con la siguiente ecuacion.

[B ] AXFDXPMXV Ec5

£xPxL
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Donde: [B] significa la concentracion de betalainas, A es la absorbancia de la muestra, FD es el
factor de dilucion, PM es el peso molecular (betanina 550 g/mol) (indicaxantina 308 g/mol), V
es el volumen, ¢ es el coeficiente de extincion molar, para betanina es 60, 000 mol/L cm y para
indicaxantina 48, 000 mol/L cm, P es el peso de la muestray L es la longitud de la celda.

Disefio de experimentos

El disefio central compuesto (DCC) fue utilizado para evaluar las condiciones 6ptimas para la
extraccion de betalainas. El analisis estadistico fue realizado en un paquete estadistico JMP 10.0.
Las variables independientes fueron: temperatura (°C), relacién de solvente (mL) y tiempo de
sonicacion (min), con tres niveles cada una (-1, 0, +1), datos que se pueden observar en la Tabla
3. La variable respuesta fue la concentracion de betalainas, para ello se realizaron 28
experimentos (Tabla 4). La relacion entre las variables independientes y la respuesta se
expresaron mediante una ecuacién matematica polinomial de segundo orden y la forma

generalizada fue de la siguiente manera.
y= ag + Zapx; + Zax? + Za;xx;+e Ec.6

Donde: a;, a;;,y a;; son coeficientes de efecto lineal, cuadratico y de interaccion

respectivamente.

Posteriormente, se desarrollaron gréaficas de superficie de respuesta 3D, con el fin de estudiar el
efecto interactivo de las variables independientes sobre la respuesta. La validacion del modelo
desarrollado fue mediante un analisis de varianza (ANOVA). Finalmente, la optimizacion se
empled para optimizar las variables del proceso y asi, obtener la mayor concentracion de

betalainas a partir de la pulpa de la pitaya roja.
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Tabla 3. Variables independientes y niveles utilizados en el disefio central compuesto.

Factores Niveles

Variable independiente X -1 0 +1

Temperatura (°C) X1 25 40 60

Relacidon de solvente (mL) X 20 30 40

Tiempo de sonicacién (min) X3 10 20 30

Tabla 4. Matriz de disefio experimental con resultados.
Corridas Variables Concentracion de betalainas
(mg/g)
Temperatura Relacion Tiempo de Experimental Prediccion
(°C) solvente/soluto sonicacion
(mL) (min)

1 25 20 10 1.9423 1.9598
2 25 40 10 1.3614 1.6675
3 25 20 30 1.5794 1.6478
4 25 40 30 1.0137 1.3114
5 60 40 10 2.0844 2.1010
6 60 20 30 2.3130 2.5557
7 60 40 30 2.8621 2.7040
8 25 30 20 1.8549 1.8763
9 60 30 20 2.5210 2.5470
10 40 30 10 2.0915 2.3775
11 40 30 30 2.7750 2.5230
12 40 20 20 2.5672 2.5786
13 40 40 20 2.7239 2.5066
14 40 30 20 2.8903 2.6113
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15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28

40
25
25
25
60
60
60
60
40
40
40
40
40
40

30
20
20
40
20
40
20
40
30
30
20
40
30
30

20
10
30
30
10
10
30
30
10
30
20
20
20
20

2.9606
1.9943
1.6671
1.2652
1.9050
2.2365
2.7835
2.5987
2.0293
2.6263
2.2236
2.3765
2.4595
2.6929

2.6113
1.9598
1.6478
1.3114
1.9086
2.1010
2.5557
2.7040
2.3775
2.5230
2.5786
2.5066
2.6113
2.6113
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Preparacion del extracto ultrafiltrado y sin ultrafiltrar de la pitaya (Stenocereus thurberi)

Una vez optimizada la extraccion de betalainas fueron ultrafiltradas. EI extracto sin ultrafiltrar
(E/SU) se obtuvo pesando 2 g de pulpa de pitaya sin semillas y fue macerada en 34 mL de agua
destilada. La mezcla se sonico en un bafio sonicador (Branson, M3800H, MX) por 27 minutos
y se agitdé durante 20 minutos en un agitador horizontal (VWR, EU) en la oscuridad.
Posteriormente se centrifugd (Eppendorf, 5804, DE) a 5000 rpm por 10 minutos, el
sobrenadante obtenido se liofilizé y se almaceno en viales color ambar a -20 °C para su posterior
analisis. Siguiendo la metodologia anterior, el extracto ultrafiltrado (E/U) se obtuvo por
ultrafiltracién usando membranas (Millipore, EU) con un tamafio de poro de 1 kDa a una presion
de gas nitrogeno de 50 psi. El extracto obtenido se liofiliz y se almacend en viales de color
ambar para su posterior analisis. La Figura 7 muestra el proceso de ultrafiltracion desarrollado

para obtener el E/U.

Identificacidn de fitoquimicos presentes en la pulpa de pitaya por UPLC-DAD-MS

Con el objetivo de conocer la eficiencia de la ultrafiltracion y los fitoquimicos presentes en la
pulpa de la pitaya roja se utiliz6 Cromatografia liquida de ultra rendimiento (UPLC, por sus
siglas en inglés) (Waters, ACQUITY LC, SG) equipado con un detector de diodos acoplado a
un espectrometro de masas. Para el analisis de las muestras, se utilizé una columna C18 de 1.7
pm (2.1 x 50 mm) (ACQUITY, UPLC, BEH). Los gradientes utilizados fueron &cido acético al
0.1 % en agua desionizada (A), metano (B) y acetonitrilo (C). Se aplicé un gradiente isocratico
de 90 % (A), 5% (B) y 5 % (C) durante 5 minutos, seguido de 78 % (A), 11 % (B) y 11 % (C)
por 5 minutos, 1 minuto de 36 % (A), 31 % (B) y 31 % (C) y al final se usé un gradiente de 90
% (A), 5% (B) y 5 % (C) por 2 minutos. La velocidad de flujo fue de 0.3 mL/min, la columna
y la temperatura de las muestras se mantuvieron a 35 °C y 20 °C. El volumen de inyeccion de

la muestra fue de 5 pL, y la absorbancia utilizada fue de 280 nm.

La ionizacién por electroaspersion (ESI por sus siglas en inglés) fue operada en modo de ion
positivo y negativo. Los espectros de masas se obtuvieron en un rango de 100-750 m/z, el voltaje
capilar fue de 3.00 kV y un voltaje de cono de 30 V. Los parametros ESI-MS fueron una
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temperatura de desolvatacion de 400 °C y un flujo de gas de 650 L/h. La identificacién de los

compuestos se baso en estandares, valores de m/z y articulos cientificos.

Capacidad antioxidante

Capacidad antirradical utilizando el ensayo DPPH"

La estabilizacion del radical DPPH" (1,1-difenil-2-picrilhidrazil) se realiz6 con base al método
propuesto por Molyneux, (2004). Se mezclaron 200 pL de radical a una concentracion de 0.03
mg/mL de metanol con 20 puL de muestra y se dejo reposar durante 30 min en la oscuridad. La
absorbancia se midié a 515 nm en un lector de microplaca (Thermo scientific, Multiskan go,
FI).

Capacidad antirradical utilizando el ensayo ABTS *

La estabilizacion del radical ABTS* (&cido 2,2"-azino-bis-3etilbenzotiazolin-6-sulfénico) se
determin6 usando el método de Re et al., (1999). Se afiadieron 270 L de la solucion del radical
el cual se encontraba a una concentracion de 0.043 mg/mL de etanol y se mezclaron con 20 pL
de muestra, se dejé reposar durante 30 min en la oscuridad. La absorbancia se midi6 a 734 nm
en un lector de microplaca (Thermo scientific, Multiskan go, FI). Los resultados se expresaron

para ambos radicales en mM ET/g y en % de inhibicion de acuerdo con la siguiente ecuacion:

A inicial-(A muestra—A Bco muestra)

x 100 Ec.7

% de inhibicion = il
Donde: A inicial es el Rtvo + H20, A muestra es Rtvo + muestra, A Bco muestra es H>O +
muestra.

Con el fin de determinar el ICsp, el cual indica la concentracion a la que se tiene 50% de
reduccion del radical (ABTS, DPPH), se prepararon diferentes concentraciones de los extractos
y se les midio el porcentaje de radical reducido. Los datos obtenidos se graficaron con respecto
a la concentracion y se calculo la concentracion a la cual se alcanzo el 50% de reduccion del
radical, mediante una regresion logaritmica. Al valor de concentracion obtenido se le considerd

como ICsoen mg/mL.
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Extracto sin
ultrafiltrar

Extracto
ultrafiltrado

Figura 7. Proceso de ultrafiltracion para la obtencidn del extracto ultrafiltrado.
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Fenoles totales

La determinacion de fenoles totales se llevd a cabo con el método de Folin-Ciocalteu (FC),
mediante el método de Prior et al. 2005. Se mezclaron 10 uL de muestra con 25 uL. de FC IN y
se dejaron reposar durante 5 minutos. Después, se anadieron 25 ulL de Na,COsal 20 % y 140
pL de agua destilada. Se dejo reposar durante 30 minutos y se determiné la absorbancia a 760
nm. Los resultados se expresaron en miligramos de equivalentes de acido galico por gramo de

muestra seca (mg EAG/Q).

Determinacion del cambio de color de betalainas a diferentes pH

Para la determinacion de color se realizaron soluciones de betalainas a una concentracion de 0.3
% p/v y se ajustaron a diferentes pH (1-14) con hidréxido de sodio 1N y &cido clorhidrico 1N.
Todas las soluciones se evaluaron segln los parametros de color L™ (luminosidad, blanco-
negro), a* (-a = verde, +a = rojo) y b* (-b = azul, +b = amarillo), en la escala de Hunter usando
un colorimetro CIE LAB (Hunterlab, Miniscan XE plus, EU) El cambio de color (AE*) se

determiné segun la siguiente ecuacion.

AE*ab = /(L — Lg)2 + (a — ag)? + (b — by)? Ec. 8

Donde: Lo, ao, y bo son parametros de color iniciales y L, a, y b son los parametros de color
finales. Para ver si habia diferencias significativas del cambio de color con respecto al pH se

realizé un analisis de varianza, utilizando la prueba de Tukey (p<0.05).

Extraccion de gluteninas a partir del gluten

El gluten se fracciond inicialmente en gliadinas y gluteninas segun el método descrito por
Castro-Enriquez et al. (2015). En 1600 mL de etanol al 70 % (v/v) se colocaron 100 g de gluten
en polvo, se agito por 12 h a temperatura ambiente y se centrifugé a 5000 g por 15 min a 25 °C.
El precipitado (gluteninas), se lavd con agua destilada para eliminar el etanol remanente, se

congeld y liofilizé para ser molido en un mortero.
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Obtencion de la fraccion soluble de gluteninas

Las gluteninas obtenidas anteriormente se le dio un tratamiento a base de reactivos
desnaturalizantes para fraccionarlas y obtener la fraccion soluble. Para lo cual, se utilizo la
metodologia descrita por Castro-Enriquez et al. (2015). Primeramente, se realizd una solucion
de 100 mL de urea (8 M) y 50 mL de &cido acético al 70 % (p/v), a la que se adiciono 20 g de
gluteninas, 4 g de sulfito de sodio (NaSOz) y 6 g de dodecilsulfato sddico (SDS, por sus siglas
en inglés). La solucion se agitdo magnéticamente a 40 °C por 24 h y después se centrifugo a 8000
g por 20 min. El sobrenadante se purifico por didlisis durante 24 h utilizando membranas de
celulosa con un tamafio de poro de 14,000 Da. Pasado el tiempo, la solucién dializada se congel6
a-20 °Cy se liofilizé en un liofilizador (Labconco Free Zone) para ser molida en un mortero.

Sintesis de particulas de gluteninas por electroaspersion

Evaluacion del solvente

Primeramente, se evalud el mejor solvente y concentracion de solvente para disolver a FSG.
Para ello, se realizaron cuatro soluciones al 12 % (p/v), utilizando como solventes etanol y acido
acético al 70 % y 80 %, bajo agitacion magnética por 12 h. A las soluciones se les determing el
porcentaje de solubilidad segin el método propuesto por Shukry et al. (2008), donde se
afiadieron 10 mL de la solucién a un tubo y se centrifugaron a 5000 g por 20 minutos. El
precipitado se congeld y liofiliz6. Para la obtencion de particulas, todas las soluciones fueron
llevadas al equipo de electroaspersion donde las condiciones fueron las siguientes: velocidad de
flujo de 0.8 mL/h, distancia de la aguja a la placa colectora de 15 cm, voltaje aplicado 17 kV y
la posicion del equipo (vertical, horizontal). Las particulas fueron recolectadas en una placa de

aluminio.
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Caracterizacién de las soluciones

Concentracion. - Las soluciones de FSG a concentraciones de 1%, 2%, 4%, 6%, 8%, 10% y
12% (p/v) se realizaron bajo agitacion magnética por 12 h. Posteriormente, se determindé la

densidad y viscosidad de cada una de las soluciones.

Densidad. - La densidad se calcul6 usando un picnémetro, con la siguiente ecuacion:

g  _ M3-M1
p(cm3) T M2-M1 1 Ec.9

Donde: M1 es el peso del picnébmetro, M2 es el peso del picnémetro con agua'y M3 es el peso

del picnémetro con la muestra.

Viscosidad. - A las soluciones antes mencionadas, se les analiz6 la viscosidad utilizando un
redbmetro Anton Par modelo MCR 102 con una geometria de cilindros concéntricos. Las

condiciones fueron a una velocidad de corte constante de 5 s™.

Parametros de electroaspersion

Con el objetivo de estudiar el efecto de la concentracion (1%-12%), voltaje (15kV-20kV) y la
velocidad de flujo (0.5 mL/h-1mL/h) sobre el tamafio de las particulas y su morfologia, se
realiz6 un disefio factorial de 7 x 3 x 3. Las variables independientes fueron la concentracion de
FSG con siete niveles (1%, 2%, 4%, 6%, 8%, 10% y 12% p/v), voltaje aplicado con tres niveles
(15, 17 y 20 kV) y la velocidad de flujo con tres niveles (0.5, 0.8 y 1.0 mL/h). Las soluciones
se transfirieron a una jeringa de plastico con una aguja de 0.8 mm de didmetro. Se utiliz6 una
bomba para jeringa (Scientific, KD, EE. UU.) para regular el flujo de la solucion y una fuente
de energia de alto voltaje (Spellman, CZE 1000R, EE. UU.). Se utiliz6 una placa de aluminio

para la recoleccion de las particulas.
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Sintesis de particulas por electroaspersion coaxial

La técnica de electroaspersion coaxial se llevd a cabo utilizando la FSG como la solucién
externa (coraza), y una solucion de betalainas como la interna (nucleo). Las soluciones se
transfirieron individualmente en jeringas de 5 mL, cada jeringa fue colocada en diferentes
bombas para jeringas (Scientific, KD, EE. UU.). La aguja se formé de dos agujas concéntricas
con los siguientes didmetros: la aguja que formé la coraza tenia un didmetro interno de 0.84 mm
y la del ndcleo un diametro externo de 0.56 mm e interno de 0.30 mm, respectivamente. Las
betalainas fueron disueltas en etanol 70 % a concentraciones de 1, 5y 10 % (p/v) y la velocidad
de flujo se fijo de 0.1-1 mL hL. Con la finalidad de obtener un chorro estable en la salida, el
voltaje se vario de 5-20 kV dependiendo de las propiedades de la solucién y las velocidades de
flujo. Las particulas se recolectaron en una placa de aluminio conectada a tierra a una distancia
de 5-20 cm de la aguja (Zamani-Maedeh et al., 2014).

Eficiencia de encapsulacion

Para determinar la cantidad de betalainas encapsuladas por electroaspersion coaxial, se utiliz6
la metodologia propuesta por Aceituno-Medina et al. (2015). Primeramente, se realiz6 una curva
de calibracion con concentraciones conocidas de betalainas. Consecutivamente, se pesaron 3
mg de particulas nucleo-coraza de betalainas y se vertieron en 5 mL de acido acético al 70 %
(v/v) bajo agitacién por 10 minutos a 300 rpm. Posteriormente, se centrifug6 a 10,000 g por 10
minutos a 20 °C, el precipitado fue resuspendido siguiendo la metodologia anteriormente
mencionada. Al sobrenadante obtenido se le midié la absorbancia mediante un
espectrofotometro UV-Vis (Perkin-Elmer, Lambda 20) en un intervalo de 600 a 400 nm. Las

determinaciones se realizaron por triplicado.

conc.de betalainas encapsuladas

% EE = X100 Ec. 10

conc.inicial de betalainas de la formulacion
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indice de polidispersidad (IPD)

El indice de polidispersidad es una indicacion de calidad con respecto a la distribucion de
tamanio de las particulas y se evalu6 mediante el conteo de 100 particulas utilizando el software
Image J para obtener el tamafio promedio y la desviacidn estdndar. Siguiendo la ecuacion a

continuacion se determiné el IPD.

Desviacion estandar

IPD = Ec.11

Tamarfio promedio

Estabilidad de betalainas encapsuladas

Para evaluar la estabilidad de las betalainas encapsuladas, las particulas se dividieron en dos
lotes. Donde ambos fueron expuestos a una temperatura de 4 °C, humedad relativa de 43 % por
30 dias. La diferencia entre ambos lotes fue que uno de ellos se colocé en presencia de luz y el
otro lote en ausencia de luz. Todas las muestras se les midié el color durante todo el periodo de

la prueba. Las muestras se analizaron por triplicado.

Caracterizacion del material obtenido

El material polimérico obtenido con la técnica de electroaspersion coaxial fue caracterizado de

acuerdo con las siguientes técnicas:

Microscopia electrénica de barrido (SEM, por sus siglas en inglés)

Para evaluar las caracteristicas de superficie, morfologicas, tamafio y porosidad del material
obtenido, se realizaron observaciones en un microscopio electronico de barrido (marca JEOL,
modelo 5410LV) operado a 15 kV. Para evaluar el diametro promedio de las particulas se
contaron minimo 100 particulas en diferentes cuadrantes de la imagen, esto se llevd a cabo con

ayuda de un software llamado Image J.
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Microscopia electrénica de transmision (TEM, por sus siglas en inglés)

Con el objetivo de corroborar la obtencion de particulas nicleo-coraza se utilizé un microscopio
electronico de transmisién (JEOL, JEM 2010 f), utilizando un voltaje operativo de 200 V' y un

filamento de emision de campo.

Microscopia confocal de barrido laser (LSCM, por sus siglas en inglés)

Para observar la distribucion de las betalainas en la matriz de gluteninas, se utilizd un
microscopio confocal de barrido laser de marca Zeiss (modelo LSM 800). Para ello, se tifio el
nucleo como la coraza con rodamina B al 0.02 % (p/v) en cada solucion segun el caso. La
medicion se realizé a una excitacion de 658 nm y emision de 683 para rodamina B, utilizando
la lente del objetivo de 63X. El analisis de las imagenes se realiz6 con el software ZEN 2.6.

Andlisis termogravimétricos (TGA por sus siglas en inglés)

Con el fin de determinar la estabilidad y degradacion con respecto a la temperatura, el material
se caracteriz6 utilizando un equipo Perkin Elmer, modelo Pyris 1. Se pesaron aproximadamente
4 mg de muestra y se calentaron hasta 700 °C a una velocidad de calentamiento y enfriamiento
de 10 °C min, bajo un flujo de 20 mL min de gas nitrdgeno con un cambio de gas aire al
Ilegar a los 600 °C.

Espectroscopia de infrarrojo con transformada de Fourier (FT-IR, por sus siglas en inglés)

Este estudio se utilizé para determinar la presencia de betalainas en las particulas y posibles
interacciones entre la matriz, asi como también conocer si quedan residuos de los solventes
utilizados en la extraccion de gluteninas. Para la obtencion de los espectros se utilizo un equipo
Perkin ElImer GX. El nimero de scans fue de 16, en un intervalo del infrarrojo de 4000 a 500

cm-1.
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Comportamiento en simulantes alimentarios de betalainas encapsuladas

Para evaluar el comportamiento de las betalainas encapsuladas se utilizaron dos medios
dispersantes, etanol 10 % y acido acético 3 % (v/v), los cuales son considerados simulantes
alimentarios de acuerdo con el reglamento de la comision 10/2011 de la union europea.
Siguiendo el método modificado de Atay et al. (2018), se pesaron 13 mg de particulas y se
colocaron en bolsitas de didlisis de celulosa con un tamafio de poro de 14,000 Da. Las bolsitas
de dialisis con las particulas se sumergieron en 100 mL de cada solucién simulante de alimento
en agitacion suave a 25 °C y se recolectaron 2 mL de muestra a diferentes tiempos. Las muestras
fueron leidas frente a blanco a una longitud de onda de 538 nm y 483 nm en un equipo UV-Vis
(Perkin-Elmer, Modelo Lambda 20). Previamente se realizé una curva de calibracion para cada
solucion. Las muestras fueron recolectadas hasta que la concentracion en el seno de la solucién

permanecio constante. Todos los experimentos se llevaran a cabo por triplicado.

Elucidacion del tipo y mecanismo de transporte

Con el objetivo de conocer la velocidad y mecanismo de transporte de las betalainas al medio
liquido, los datos obtenidos de los estudios cinéticos fueron modelados para la ecuacion de la
ley de la potencia (Ec. 3). Cabe mencionar que este modelo es ajustable a una liberacién menor

al 60% y para morfologias esféricas, por lo tanto,

M
Minf

= Kt" Ec. 11

I.  Donde: Mty Minf es la cantidad de sustancia que se libera en el tiempo t, y en un tiempo
infinito.
. K es una constante relacionada con las caracteristicas estructurales y geométricas de la
matriz polimérica.
1. n es el exponente de liberacion, indicativo del mecanismo de liberacion del agente

activo.
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En la Tabla 5 se muestran los indicadores de valores de n; donde n es el exponente difusional
que depende del mecanismo de liberacion del activo y de la forma del dispositivo, bajo prueba
(Andreani et al., 2009).
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Tabla 5. Indicadores del mecanismo de liberacién en base al valor de n.

Valores de n Descripcion
n=0.43 Representa un mecanismo de liberacion por difusion de Fick
n=0.85 Cinética de liberacién de orden cero (transporte caso I1)
n=0.43-0.85 Indicativos de superposicion de los dos fendmenos (transporte
anomalo)
n<0.43 Difusion parcial a través del hinchamiento de la matriz y poros
hidrofilicos
n>0.85 Indica caso Il, relacionado con mecanismos de difusion, relajacion de

cadenas e hinchamiento
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Etapa 2

Elaboracion de pelicula de PLA modificada utilizando la técnica de evaporacion de
solventes

El PLA 4060 D, fue recibido en pellets por lo cual, se moli6é en un molino de cuchillas (Thomas-
Wiley, modelo 4, U.S.A) utilizando dos tipos de mallas de 2 mm y 1 mm. Una vez obtenido el
PLA molido con la malla de 1 mm y siguiendo las metodologias modificadas de Yuniarto et al.
(2014) y Zhu et al. (2018), las peliculas de PLA fueron elaboradas a partir de una solucion de
10 % (p/v), 5 % (p/v) y 3 % (v/v) de polietilenglicol diglicidil éter (PEG-DEsqo). Para ello se
disolvieron 0.5 g de PLA en 10 mL de acetona y se puso en agitacion por 30 min.
Posteriormente, a la solucion se le adiciond el PEG-DEsgo y se puso en agitacion por 30 min'y
se vertié en moldes de 10 cm de diametro por 5 cm de alto. Los moldes se colocaron en una
estufa de vacio a 50 °C por 12 h, para el secado de las peliculas. Una vez obtenidas las peliculas

se les midid el espesor en 10 puntos al azar usando un micrometro.

Obtencion de las peliculas de PLA modificada y la adicién de particulas nacleo-coraza de
betalainas

Siguiendo la metodologia modificada de Liu-Fei et al. 2015, a la solucion formadora de pelicula
anteriormente mencionada se les adiciond 0.5 % (p/v) de particulas y se puso en agitacion por
30 min. Posteriormente, la solucidn fue vertida en los moldes y secada en una estufa de vacio a
50 °C por 12 h para la evaporacién del solvente y las peliculas fueron desprendidas de las placas

para su caracterizacion y aplicacion en el filete de caballa.

Pruebas mecéanicas

Las peliculas obtenidas por evaporacion de solventes con y sin particulas, se cortaron en
probetas de geometria estandar para pruebas mecanicas. Las pruebas se llevaron a cabo en una
maquina universal de pruebas mecanicas de marca UNITED (modelo SSTM-5KN) por medio
de un ensayo de tensién. Se sigui6 el estandar configurado en el equipo 107-ASTM D1708 para

pruebas de microtension de plasticos, con una velocidad de desplazamiento de 10 mm min. Se
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realizaron 10 repeticiones de cada tipo de pelicula. Se evalué el médulo de Young, el esfuerzo
a la tension y el porcentaje de deformacion a la fractura (Burrola et al., 2014).

Técnicas de caracterizacion de peliculas de PLA con particulas nudcleo/coraza de
betalainas

Microscopia electrénica de barrido (SEM, por sus siglas en inglés)

Para evaluar las caracteristicas superficiales, morfologicas, tamafio y porosidad del material
obtenido, se realizaron observaciones en un microscopio electronico de barrido (marca JEOL,
modelo 5410LV) operado a 15 kV.

Calorimetria diferencial de barrido (DSC, por sus siglas en inglés)

Con el objetivo de estudiar el cambio en la temperatura de transicion vitrea (Tg) de las peliculas
con PEG-DE vy particulas. EI material fue caracterizado con un equipo (Perkin Elmer, modelo
8500). Se pesaron aproximadamente 10 mg de muestra, a las cuales se les realiz6 dos rampas
de calentamiento y una de enfriamiento de 20 °C a 100 °C y de 20 °C a 150 °C; con el objetivo
de borrar el historial térmico de la muestra. Las pruebas se realizaron bajo un flujo de 20 mL/min

de gas nitrégeno.

Andlisis termogravimétricos (TGA por sus siglas en inglés)

Con el fin de determinar la estabilidad y degradacién con respecto a la temperatura, el material
se caracterizd utilizando un equipo Perkin EImer, modelo Pyris 1. Se pesaron aproximadamente
4 mg de muestra y se calentaron hasta 700 °C a una velocidad de calentamiento y enfriamiento
de 10 °C min, bajo un flujo de 20 mL min de gas nitrégeno con un cambio de gas aire al
llegar a los 600 °C.
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Espectroscopia de infrarrojo con transformada de Fourier (FT-IR, por sus siglas en inglés)

Este estudio se utilizé para determinar la presencia de betalainas en las particulas y posibles
interacciones entre la matriz, asi como también conocer si quedan residuos de los solventes
utilizados en la extraccion de gluteninas. Para la obtencion de los espectros se utilizé un equipo
Perkin Elmer GX. El nimero de scans fue de 16, en un intervalo del infrarrojo de 4000 a 500

cm-1.

Etapa 3

Aplicacion de peliculas de PLA con particulas nucleo/coraza de betalainas en filete de
caballa (Scomber scombrus)

El pescado fresco (Scomber scombrus) fue capturado cerca de la costa atlantica gallega
(noroeste de Espafia) y transportado al laboratorio. Este proceso duro 10 h y los peces se
mantuvieron en hielo. La longitud y el peso de los especimenes oscilaron entre 15-21 cm y entre

158-304 g, respectivamente.

A su llegada al laboratorio, se separaron tres muestras de peces individuales para ser analizados
como material inicial (dia 0). Todos los especimenes fueron diseccionados asépticamente para
extraerles el musculo. Del musculo obtenido, se pesaron alrededor de 7.5 g para ser colocados
en las peliculas de PLA con particulas nacleo/coraza (M1) y peliculas de PLA (MO0) que fueron
utilizadas como control, posteriormente todas las muestras fueron termoselladas. Las muestras
fueron almacenadas durante siete dias a 4 °C, el muestreo y analisis se realizé el dia4y 7. En
cada momento del muestreo se tomaron 15 muestras de cada tratamiento para su analisis y se
dividieron en tres grupos que se estudiaron de forma independiente (n=3). Los analisis

realizados fueron quimicos y microbiologicos.
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Anélisis quimicos

Extracto Bligh and Dyer (B & D)

Para realizar el extracto se pesaron en un tubo de ensayo 4 g de musculo y se le adicionaron 8
mL de metanol y 4 mL de diclorometano. Posteriormente, utilizando un ultra turrax se
homogenizo la muestra a 800 rpm por 30 segundos, se centrifugd a 3250 rpm por 10 minutos a
4 °C. Una vez centrifugada la muestra se separd la fase acuosa de la fase orgénica y se colocaron
en recipientes por separado. El remanente de la muestra se le dio un segundo lavado afiadiendo
4 mL de metanol, 4 mL de diclorometano y 2 mL de agua destilada esta muestra se homogenizo
por 20 segundos y se centrifugo nuevamente. La fase acuosa se descartd y la fase orgénica se
mezcld con la extraccion orgénica anterior. Consecutivamente, a la fase orgénica se le afiadio
sulfato sddico anhidrido (Na2SOs4) en polvo, se homogenizo, se filtro y se realizo lavados con
diclorometano de 2 mL por 3 veces. Una vez obtenido dicho extracto se guardd en tubos de 25

mL con tapon de rosca, bajo congelacién, para posteriores usos.

Extracto de acido tricloroacético (TCA)

En la obtencion del extracto de TCA se pesaron 10 g de musculo de pescado y se agregaron 30
mL de TCA al 5% en vasos de precipitado, todos los vasos se mantuvieron en hielo.
Posteriormente, se homogenizd la muestra en un ultra turrax por 45 segundos y se enfriaron en
un congelador de -20 °C por 15 minutos. Pasado el tiempo las muestras fueron filtradas en papel
filtro y se lavé el vaso utilizado con &cido tricloroacético frio hasta aforar a volumen de 50 mL.
Los extractos obtenidos se guardaron en recipientes de rosca y colocados en un congelador de -

20 °C hasta su posterior uso.
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Cuantificacion lipidica

En la cuantificacion lipidica, primeramente, se pesaron y tararon capsulas de aluminio y se
colocaron en una placa con temperatura. Posteriormente se afiadieron 500 pL del extracto B &
D y se retiraron de la temperatura hasta la evaporacién completa del diclorometano (CH2Cly).
Una vez evaporado el diclorometano las capsulas fueron colocadas dentro de un desecador hasta
su enfriamiento para ser pesadas. Los resultados fueron expresados en g de lipidos por Kg de

musculo.

indice de perdxidos

El indice de perdxidos fue obtenido agregando 1000 pL del extracto B & D a tubos de ensayo
y se pusieron a evaporar con N2, Posteriormente, se le agregaron a los tubos, 200 pL de hexano,
5 mL de etanol al 96 %, 100 pL de tiocianato amonico (NHsSCN) al 30 %. Los tubos se agitaron
en un vortex y se les agreg6 100 uL de cloruro de hierro (11) (FeCl2). Todas las muestras fueron
medidas frente a blanco a los 3 minutos a 500 nm. Los resultados se expresaron como
miliequivalentes de oxigeno activo por kilogramo de lipidos (meq O / Kg lipidos). Para la

obtencion de estos resultados previamente se realiz6 una curva de calibracion.

Formacion de compuestos fluorescentes

La determinacion de compuestos fluorescentes es un método muy utilizado para evaluar la
oxidacion para ello se siguio la metodologia descrita por Aubourg, 1999. La formacién de
compuestos fluorescentes se determiné mediante mediciones a 393/463 y 327/415 nm. La
fluorescencia relativa se calculo de la siguiente manera: FR= F/Fest, donde F es la fluorescencia
medida en cada excitacion/emision maxima y Fest es la intensidad de fluorescencia de una
solucion de sulfato de quinina (1ug mL™? en 0.05 M de &cido sulfirico (H2504)) en la longitud
de onda correspondiente. La relacion de la fluorescencia (RF) se calculé como la relacion entre

los dos valores.
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FRsos,
RF = * Ec. 12

FRa27
415

El valor de RF se determiné usando la fase acuosa y organica que resulto de la extraccion de

lipidos del musculo de pescado (B & D).

Determinacion de acidos grasos libres

El contenido de acidos grasos libres (AGL) se determiné en el extracto lipidico del muasculo de
pescado siguiendo el método de Lowry y Tinsley, 1976 basado en la formacion de complejos
con acetato cuprico-piridina. Para ello, se agregaron 5 mL del extracto B & D en tubos con tapa,
el diclorometano fue evaporado con N2 y posteriormente se agregé 5 mL de toluenoy 1 mL de
acetato cuprico al 5 % estabilizado a pH 6 con piridina, los tubos se agitaron en un vortex por
45 segundos y se centrifugaron a 3000 rpm por 10 minutos. La absorbancia fue medida a 715
nm frente a blanco. Para la curva de calibracion se utilizo el &cido oleico. Los resultados se

expresaron como g de oleico/100 mg de lipidos.

indice de trimetilamina por el método del picrato (i-TMA)

Los valores de trimetilamina se determinaron utilizando el método colorimétrico de picrato,
descrito por Tozawa et al, 1971. Para ello, se utilizé 1.5 mL del extracto de TCA y 1 mL de
TCA 5% (m/v) hasta obtener un volumen final de 2.5 mL, los cuales fueron afiadidos a tubos de
25 mL con tapa de rosca, ademas, se le agreg6 0.5 mL de formaldehido al 10 % (v/v), 5 mL de
tolueno y 1.5 mL de hidréxido de potasio (KOH) al 25 % (m/v). Posteriormente, las muestras
se agitaron suavemente por 5 segundos y se colocaron en bafio maria a 30 °C por 5 minutos,
pasado el tiempo se agitaron suavemente por 5 segundos y se centrifugaron a 1500 rpm por 5
minutos a 25 °C. La fase toluénica (fase superior) se separ6 de la fase acuosa (fase inferior) y 2
mL de la fase toluénica se mezclaron con 2 mL de &c. picrico, la muestra se mezclé con agitacion

fuerte por 5 segundos y se midio si absorbancia a 410 nm. Los valores se obtuvieron con ayuda
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de una curva de calibracién, realizada previamente. Los resultados se expresaron como mg de

nitrogeno de trimetilamina por 100 g de musculo (mg N TMA/100g musculo).

indice del 4cido tiobarbitdrico (i-TBA)

El i-TBA se determind de acuerdo con Vyncke, 1970. Para ello, entre 1-5 mL del extracto de
TCA fue utilizado y colocado en tubos con tapa de rosca a los cuales se les afiadié 5 mL de
solucion de TBA. Posteriormente, se taparon los tubos y se introdujeron en un bafio con
ebullicién suave durante 40 minutos, una vez finalizado el tiempo de reaccion, los tubos se
sacaron del bafio y se colocaron en una charola con agua fria, los tubos se agitaron suavemente
y se destaparon para dejar escapar el gas producido. Finalmente, el contenido de sustancias
reactivas al acido tiobarbiturico se midié espectrofotométricamente a 532 nm y se calcul6 a
partir de una curva de calibracion realizada previamente utilizando 1,1,3,3-tetraetoxipropano o
también conocido como malondialdehido. Los resultados se expresaron como mg de

malondialdehido por Kg de musculo (mg MDA/Kg musculo).

Anélisis microbioldgicos

Porciones de 10 g de musculo de pescado extraidas asépticamente se mezclaron con 90 mL de
agua peptona al 0.1 % y se homogeneizaron en bolsas estériles Stomacher. En todos los casos

se realizaron diluciones seriadas de los extractos microbianos.

Los aerobios totales se determinaron en agar por recuento en placa (ARP) después de la
incubacion a 30 °C durante 48 h. Los anaerobios se investigaron de la misma manera, excepto
gue se colocd un kit de atmdsfera anaerdbica, junto con las placas, dentro del frasco de
anaerobiosis. Los psicrotrofos se determinaron en ARP, después de la incubacion a 7-8 °C
durante 7 dias. Los microorganismos que exhibieron fenotipos proteoliticos o lipolitico fueron
investigados en agar caseina o agar tributirina, respectivamente, después de la incubacion a 30
°C durante 48 h. En todos los casos, los resultados se expresaron como log CFU/g musculo.

Todos los analisis se realizaron por triplicado.
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Disefio experimental y anélisis estadistico

Se realizaron analisis de varianza (ANOVA\) utilizando el software InfoStat (version 5.0, SAS
Institute Inc., USA), con un nivel de significancia de P=0.05. Las medias entre grupos
homogéneos fueron separadas usando la prueba de comparacion de medias de Tukey, con un
intervalo de confianza del 95%. Los datos fueron expresados como el valor medio de tres

repeticiones mas el error estandar. También se utilizo estadistica descriptiva.
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RESULTADOS Y DISCUSION

ETAPA1

Caracterizacion fisicoquimica de la pitaya (Stenocereus thurberi) y sintesis
de particulas nucleo/coraza de betalainas
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Caracterizacion fisica y quimica de la pitaya (Stenocereus thurberi)

Con el objetivo de conocer nuestra materia prima en estudio, se realizé una caracterizacion fisica
y quimica de la pitaya (Stenocereus thurberi) ya que es una especie poco conocida y no existen
estudios sobre su fruto. En la Figura 8 se muestran las caracteristicas fisicas y quimicas de la
pitaya roja del género y especie Stenocereus thurberi. Donde los atributos morfoldgicos del
fruto muestran una forma casi esférica con didmetros polares y longitudinales mayores que los
reportados para S. pruinosus, S. stellatus y S. griseus, sin embargo, S. thurberi presentd menor
peso comparada con todas las anteriores que oscilan entre 171.15 g a 91.26 g. Las diferencias
de peso se deben a la alta tasa de transpiracion de la fruta y las diferencias entre las especies se
debe al nimero de areolas, ya que las espinas presentes en las areolas ayudan a reducir la pérdida
de agua (Garcia Cruz et al., 2016). La transpiracion es una de las causas de las pérdidas
poscosecha de este fruto y se tipifica como un fendmeno de transporte de agua desde el interior
del fruto hasta el exterior, a través de estructuras vegetales como la epidermis (Maguire et al.,
2001). En cuanto a sus atributos quimicos la cantidad de azucares totales fue similar a lo
reportado para S. pruinosus (57.1-66.7 mg/g), S. stellatus (60.7-68.6 mg/g) y S. griseus (76.0-
103.0 mg/g) (Garcia Cruz et al., 2016; Yafiez Lépez et al., 2005), sugiriendo que dicho

contenido podria ser un rasgo caracteristico del género Stenocereus (Yafiez Lopez et al., 2005).

Por otra parte, el valor de la acidez titulable de la pitaya roja (S. thurberi) fue bajo (0.22%) y
similar a lo reportado para S. pruinosus (0.17%) y S. griseus (0.18%), mientras que en S.
stellatus se reportan valores de 0.60%, que son mayores comparado con las especies anteriores.
En forma consistente el resultado del pH fue alto, similar a lo reportado para S. pruinosus (5.70),
mientras que para S. stellatus se reportan valores de 4.19 (Garcia Cruz et al., 2016), lo que

sugiere que la pitaya S. thurberi es mas dulce que la pitaya S. stellatus.

En cuanto a los atributos de color de la pitaya roja S. thurberi se obtuvieron valores de 29.45°
para el angulo de tono, 36.29 para croma y 17.19% para luminosidad. Comparando estos
resultados con lo reportado por Garcia Cruz et al, (2013) para la pulpa roja de S. pruinosus (L*=

19.4, H*=19.8° y C*=24.7), present6 un tono magenta, mientras que los valores obtenidos para
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S. thurberi, presentd un tono rojo-naranja con menor luminosidad que la pulpa de S. pruinosus.
El color de la fruta de pitaya se deriva de la presencia de betalainas (Stintzing y Carle, 2004)
por lo cual, el color es un indicador de la proporcion entre los dos diferentes grupos (betacianinas
y betaxantinas) por lo tanto, se puede suponer que la pulpa de S. pruinosus presenta mayor
contenido de betacianinas que betaxantinas, mientras que en la pulpa de S. thurberi la proporcién
podria ser muy similar entre ambos grupos.

Para lograr la maxima extraccion de betalainas de la pulpa de la pitaya S. thurberi se realizo un
analisis de optimizacion utilizando el método de superficie de respuesta el cual, se discute a

continuacion.

Optimizacion por metodologia de superficie de respuesta

Los resultados del anlisis de varianza (ANOVA por sus siglas en inglés) (Tabla 6) muestran el
efecto del modelo y la relacion lineal, interactiva y cuadratica entre los efectos de las variables
independientes en su variable dependiente. Se observa que el modelo de la metodologia de
superficie de respuesta (MSR) fue significativo para la respuesta (concentracion de betalainas).
El valor de F (15.869) indicé que la falta de ajuste no fue significativa, lo que implica que el
modelo se ajusta a los datos. La temperatura (A) fue la que contribuyd mas significativamente
(p <0.05) de forma lineal, interactiva y cuadratica en la extraccion de betalainas de la pulpa de
pitaya (Stenocereus thurberi). Este comportamiento también ha sido observado por otros autores
en la extraccion de betalainas (Thirugnanasambandham y Sivakumar, 2017; Ferreres et al.,
2017). En este estudio, la variable con la menor influencia en la extraccion de betalainas fue la
relacion de disolvente (C) con un valor de p (0.4265). El coeficiente de determinacion (R?)
también es otro pardmetro importante a tener en cuenta, se considera que los valores de R?
superiores a 0.90 indican una fuerte dependencia de la variable de estudio del cambio de
variables independientes (Maran et al., 2013). El valor de R? calculado fue de 0.89, lo que indica
que el modelo polinomial es un buen predictor de la respuesta y que solo el 0.11 % no puede ser
explicado por el modelo. Otros autores han informado coeficientes de determinacion mas bajos
que los obtenidos. Muiiiz et al. 2013 extrajeron compuestos fenolicos de las hojas de laurel por

extraccion asistida por ultrasonido, variando la relacion sélido / liquido, el tiempo de sonicacion
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y la concentracion de etanol, obteniendo un R? de 0.79. Ellos sugirieron tener un alto coeficiente

de determinacion.

En general, es importante confirmar el modelo ajustado para garantizar que proporcione una
aproximacion suficiente a los valores reales. La Figura 9 (a) muestra un gréafico de residuos que
verifica el supuesto de homocedasticidad e independencia. Lo que indica que los datos se ajustan
a una normal. Si bien la grafica Q-Q se muestra en la Figura 9 (b), podemos observar que los
cuantiles de la muestra se ajustan estrechamente al cuantil normal, lo que se interpreta como la
validez del supuesto de normalidad. Como corroboracion, se realizé la prueba de Shapiro-Wilks,
donde el valor de p = 0.1964 para un alfa de 0.05, lo que indica que los datos siguen una
distribucion normal. Por lo tanto, estos resultados implican la confirmacion de que el modelo
utilizado en este proceso de extraccion pudo detectar las condiciones del proceso para la

extraccion de betalainas a partir de la pitaya (Stenocereus thurberi).
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Caracteristicas

Pitaya roja

Morfologia
Peso de la pitaya (g)
Diametro ecuatorial (cm)
Diametro polar (cm)
Color
Luminosidad (L*) (%)
Rojo/verde (a*)
Amarillo/azul (b*)
Angulo de tono (H*) (°)
Croma (C*)
Caracterizacion quimica
Acidez valorable (% ac.
citrico)
pH
Humedad (%)
Azucares
Totales (antrona) (mg/g)

6497 £ 8.11
7.95 £0.54
8.16 £0.27

17.79 £ 0.37
31.61 £0.55
17.85 £0.44
29.45 £0.38
36.29 £0.70

0.22 £0.01

546 +£0.10
86.41 £0.13

68 +£1.35

Figura 8. Caracterizacion fisica y quimica de la pitaya (Stenocereus thurberti).
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Tabla 6. ANOVA de MSR para la extraccion de betalainas de pulpa de pitaya (Stenocereus

thurberi).

Coeficiente Suma de GL Cuadrado  Valor-F Valor-p

cuadrados medio prob > F

Modelo 2.657 6.548 9 0.727 15.869  <0.0001*
(A)Temperatura 0.390 2.270 1 49.525 <0.0001*
(B) Tiempo de 0.134 0.311 1 6.794 0.0179*
sonicacion
(O)R. -0.042 0.030 1 0.661 0.4265
solvente/soluto
AB 0.231 0.697 1 15.219 0.0010*
AC 0.197 0.525 1 11.456 0.0033*
BC -0.003 0.0001 1 0.002 0.9598
A? -0.377 0.530 1 11.572 0.0032*
B? -0.230 0.233 1 5.084 0.0368*
C? -0.138 0.084 1 1.832 0.1926
Lack of fit 0.347 5 0.069 1.891
Error puro 0.477 13 0.036
Error total 0.825 18 0.164
R? 0.89
R2ajustado 0.83

* Parametros significativos del modelo (p < 0.05); GL: grados de libertad.
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Efecto de las variables del proceso

El proceso de extraccion de betalainas a partir de la pulpa de la pitaya roja se llevo a cabo a
diferentes temperaturas, tiempo se sonicacion y relacion solvente/soluto; con el objetivo de
conocer el ambiente Optimo de extraccion de betalainas. Para comprender mejor las
interacciones entre las variables sobre la extraccion de betalainas, se realizaron graficos de
superficie de respuesta 3D. Las gréficas muestran la influencia de dos variables mientras que la

tercera variable se mantiene constante (Figura 10-12).
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Figura 9. Gréfico residual (a) y grafico de normalidad Q-Q (b) para la extraccion de
betalainas de pulpa de pitaya (Stenocereus thurberi).
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Efecto de la temperatura

Las Figuras 10 y 12 muestran la interaccion entre la temperatura, el tiempo de sonicacion y la
relacion de solvente en la extraccion de betalainas. Donde se observa que la concentracion de
betalainas aumenta con la temperatura. Este efecto ya ha sido reportado por varios autores como
Prakas Maran et al. 2013, donde extrajeron betalainas de tuna (Opuntina ficus-indica) por
maceracion y observaron que el rendimiento aumentaba con el aumento de la temperatura. Este
efecto también fue observado por Thirugnanasambandham y Sivakumar, 2017, quienes
estudiaron el efecto de la temperatura en la extraccion de betalainas de la cascara de la fruta del
dragon (Hylocereus polyrhizus) observando un efecto significativo en la extraccion de
betalainas. Bengardino et al. 2019 optimiz6 la extraccién de compuestos bioactivos como las
betalainas de las hojas de remolacha, descubrieron que la temperatura era una de las variables
qgue mas influyeron en la extraccion de compuestos bioactivos. Con estos estudios, se sugiere
que la temperatura es una de las variables a considerar para aumentar la extraccion de betalainas
independientemente del tipo de fuente o matriz (hojas, cascaras, pulpa de fruta, etc.) donde se
pueden encontrar estos compuestos. Este resultado puede explicarse por el hecho de que el
aumento de la temperatura provoca el ablandamiento del tejido vegetal, alterando las
interacciones entre compuestos bioactivos, proteinas y carbohidratos, lo que conduce a una
mayor extraccion (Figura 10b) (Swamy et al., 2014; Manikandan, 2012). Sin embargo, el
aumento de la temperatura (superior a 57 ° C) mostré un aumento insignificante en la extraccién
de betalainas de la pulpa de pitaya. Esto puede deberse a que a altas temperaturas las betalainas

reducen su estabilidad al pasar a otras estructuras moleculares (Laqui et al., 2018).

72



Tig,
ra (°C) 'Mpo )
Temperalfat 0 . % Sonicays
40 20 " (min)
15
57 . P
S 26 S o
£ S +
E, 6D
” £
S 2 5=
£ 8
s 0
3 s 4m
2 T
[} -
8 23
) 3
c I
o ° !
[*3 = 2
g S b %
= 34
8 g 7
c =
S 78
o8 e
»
58

Figura 10. Grafico de superficie de respuesta que muestra la interaccion entre la temperatura
y el tiempo de sonicacidn (a) y su influencia sobre la célula vegetal en la extraccion de
betalainas de la pitaya (Stenocereus thurberi) (b).
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Efecto del tiempo de sonicacion

Las Figuras 11y 12 muestran la interaccion entre el tiempo de sonicacion, la relacion de solvente
y la temperatura sobre el contenido de betalainas. Donde podemos ver que cuanto mayor sea el
tiempo de sonicacion aumenta la concentracion de betalainas. Este resultado Laqui et al. (2018)
también lo informaron, extrajeron betalainas de la cascara de quinua mediante ultrasonido,
observando que cuanto mas largo era el tiempo de sonicacién, obtenian un mayor contenido de
betalainas. Maran, J. P. y Priya, B. (2016) extrajeron betalainas de tallos de remolacha mediante
sonicacién y observaron un aumento constante con respecto al aumento de la temperatura. Esto
se debe a que a medida que la onda ultrasonica pasa a través del medio liquido, se genera una
onda que colisiona con la pared celular causando el agrandamiento de los poros o la ruptura de
la pared, permitiendo una mayor difusividad, mejorando el rendimiento de extraccion de
betalainas (Figura 11b) (Quan et al., 2009). Sin embargo, a medida que aumenta el tiempo de
sonicacion, la concentracion de betalainas de la pulpa de pitaya disminuy6 (Figura 11a). Este
comportamiento esta relacionado con la degradacion estructural de las betalainas por las
especies reactivas de oxigeno generadas al aumento en el tiempo de sonicacion, lo que reduce

el rendimiento de extraccion. (Roriz, Barros et al., 2017).
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Figura 11. Gréafico de superficie de respuesta que muestra la interaccion entre el tiempo de
sonicacioén y la relacion de solvente (a) y su influencia sobre la célula vegetal en la extraccién

de betalainas de la pitaya (Stenocereus thurberi) (b).
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Efecto de la relacién de solvente

Las Figuras 10 y 12 muestran el efecto de la relacion del solvente entre la temperatura y el
tiempo de sonicacion sobre el contenido de betalainas. Donde se observa que con el aumento
del agua favorece la extraccion de betalainas. Este resultado coincide con el obtenido por Roriz
et al. 2017, quienes extrajeron betalainas de la parte floral de Gomphrena globosa L. usando
agua como solvente, mencionando que el rendimiento de las betalainas aument6 con una mayor
cantidad de agua. Esto se debe a que las betalainas son moléculas polares que tienen una mayor
afinidad con el agua, lo que aumenta el rendimiento. Este comportamiento también se ha
observado en moléculas como los fenoles. Quiles-Carrillo et al. 2019 estudiaron el efecto de la
concentracion de etanol en la extraccion de compuestos fendlicos, observaron que, al disminuir
la concentracion de etanol, el rendimiento de estos compuestos aument6. Por lo que, la
composicion del solvente es uno de los factores mas importantes en un proceso de extraccion,
ya que es crucial para la solubilidad de los compuestos (Zhao et al., 2018). El agua es un solvente
que puede facilitar la extraccién de compuestos al difundirse en la célula de la planta causando
su hinchazon, lo cual es favorable al aumentar el area de contacto superficial entre la matriz y
el solvente (Figura 12b) (Hayat et al., 2009).

Determinacion y validacién de las condiciones éptimas

De acuerdo con los resultados obtenidos por el DCC, se obtuvo el nivel 6ptimo de cada una de
las variables estudiadas. Las condiciones para obtener el contenido méximo de betalainas de la
pulpa de pitaya indican una temperatura de extraccion de 57 °C, un tiempo de sonicacion de 27
min y una relacion de disolvente de 34 mL (Tabla 7). Todas estas condiciones indicaron una
extraccion de betalainas de 2.8 mg/g con un valor de deseabilidad de 0.917. Para validar este
conjunto de condiciones, se llevaron a cabo experimentos para comparar los resultados
experimentales con los valores predichos. La eficiencia de extraccion de las betalainas de la
pulpa de pitaya en las condiciones anteriores fue de 2.6 + 0.08 mg/g (N = 3). Por lo tanto, los
resultados obtenidos por los experimentos comparados con los predichos indican la idoneidad

del modelo desarrollado (Maran et al., 2013).
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Una vez realizada la optimizacion para la extraccion de las betalainas, el extracto obtenido se
hizo pasar por un proceso de ultrafiltracion con el objetivo de separar a las betalainas del resto
de moléculas del extracto y se evalud el efecto de este sobre varios pardmetros que se discuten

a continuacion.
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Figura 12. Grafico de superficie de respuesta que muestra la interaccion entre la temperatura y
la relacion de solvente (a) y su influencia sobre la célula vegetal en la extraccion de betalainas

de la pitaya (Stenocereus thurberi) (b).

Tabla 7. Valores predichos y experimentales de las respuestas en condiciones éptimas
obtenidos a partir de 2 g de pulpa de pitaya (Stenocereus thurberi).

Niveles optimos del proceso Valores predichos Valores
experimentales?

Betalainas (mg/g) Betalainas (mg/g)

Temperatura (°C) = 57 2.8 2.6 £0.08
Relacién de solvente (mL) = 34

Tiempo de sonicacion (min) = 27

4 Media + desviacion estandar de determinaciones por triplicado de los experimentos
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Efecto de la ultrafiltracion del extracto de pitaya (Stenocereus thurberi)

Contenido fitoquimico

En la Tabla 8 se muestra el contenido de fenoles totales y betalainas del extracto sin ultrafiltrar
(E/SU) y del extracto ultrafiltrado (E/U) de pitaya. El contenido encontrado de fenoles totales
para el E/SU fue similar a lo reportado para los frutos de otras cactdceas como el garambullo
(Myrtillocactus geometrizans) con valores de 7.4 a 10.02 mg EAG/g (Herrera et al., 2011) y
xoconostle cuaresmefio (Opuntia matudae) con 8.5 mg EAG/g (Guzman et al., 2010). Sin
embargo, para otros géneros y especies de cactus como O. stricta, O. undularay O. ficus indica
se han reportado valores inferiores de 1.64 a 2.18 mg EAG/g (Fernandez et al., 2010; Castellar
et al., 2012). Garcia Cruz et al. (2016), informaron el contenido de fenoles totales de la pulpa
de pitaya S. pruinosus y S. stellatus de color rojo, naranja y blanco con valores de 0.35-0.707
mg EAG/g mencionando que la variedad roja fue la que presento6 el valor més alto. Mientras
que en la pulpa de pitaya S. griseus fue de 1.66 mg EAG/g (Garcia Cruz et al., 2013). Como
podemos observar el contenido de fenoles puede ser variable entre los frutos de cactaceas
incluso del mismo género, presentando mayor contenido la pulpa de pitaya (S. thurberi)
estudiada por nosotros. Sin embargo, estos datos podrian estar sobreestimados, porque el
método colorimétrico utilizado en su determinacién no es especifico para fenoles y otros
compuestos como los azucares y la vitamina C también pueden reducir el reactivo de Folin-
Ciocalteu (George et al., 2005). Lo cual, puede confirmarse con los valores de azUcares totales
mencionados anteriormente y la acidez titulable. Por otra parte, el contenido de fenoles totales
fue estadisticamente diferente (p < 0.05) entre los extractos, con 13.89 + 0.751y 20.70 + 0.813
mg EAG/g en E/SU y E/U, respectivamente. Este resultado concuerda con lo reportado por
Vergara et al. 2014, donde ellos evaluaron fisicoguimicamente el extracto ultrafiltrado y sin
ultrafiltrar de la tuna (O. ficus indica) encontrando diferencias significativas en la cuantificacion
de fenoles en ambos extractos. La ultrafiltracion es un método de separacion y concentracion de
compuestos y se ha visto que en extractos de frutas de cactaceas se ven reducidos compuestos

como polisacaridos, proteinas y azucares por lo cual, este resultado puede ser debido a la mayor
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disponibilidad de grupos que pueden reaccionar con el reactivo de Folin-Ciocalteu
contribuyendo con una mayor cuantificacion de fenoles (Castro Mufioz et al., 2014; Vergara et
al., 2014).

El contenido de betacianinas y betaxantinas encontrado (Tabla 8) fue mayor comparado con la
tuna (O. ficus indica) donde para betacianinas oscila entre 0.07 a 0.254 mg/g y betaxantinas 0.12
a 0.88 mg/g (Moussa Ayoub et al., 2011; Vergara et al., 2014). En especies como S. pruinosus
y S. stellatus se han reportado valores de betalainas de 0.535 mg/g y 0.707 mg/g respectivamente
(Garcia Cruz et al., 2016). Pérez et al. 2016 analizaron el contenido de betalainas en pitayas de
Stenocereus stellatus y lo compararon con 32 muestras de otras frutas de cactus para clasificar
las frutas de cactus como fuentes pobres, buenas y excelentes de betalainas. Ellos calcularon
tres intervalos de confianza para el contenido total de betalainas, considerado como bajo
(inferior a 1208 pg/g), medio (2935-3288 ng/g) y alto (4488-9248 ng/g). Considerando esta
clasificacion, el contenido de betalainas en la pulpa de pitaya Stenocereus thurberi se define

como una buena fuente de betalainas.

El betabel (Beta vulgaris) presenta un contenido de betalainas de 39.76 mg/g, muy por encima
a los valores obtenidos (Georgiev et al., 2010). Sin embargo, las frutas de pitaya pueden
presentar mayores concentraciones de betalainas que otras frutas de cactus. Por otra parte, el
contenido de betalainas no mostré diferencias significativas entre ambos extractos. Estos
resultados concuerdan con lo reportado por Castro Mufioz et al. 2014 y Vergara et al. 2014,
ellos evaluaron las caracteristicas fisicoquimicas del extracto ultrafiltrado de la tuna (O. ficus
indica) donde no encontraron diferencias significativas en el contenido de betalainas. Aunque
numéricamente se observa un ligero aumento en el E/U, lo cual es debido a la disminucién de
la turbidez ocasionada por la presencia de polisacaridos ocasionando un aumento en la

intensidad del color (Castro Mufioz et al., 2014).
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Tabla 8. Contenido fitoquimico del extracto sin ultrafiltrar (E/SU) y ultrafiltrado (E/U) de pitaya
(Stenocereus thurberi).

Fitoquimicos E/SU E/U
Fenoles totales (mg EAG/Q) 13.89 + 0.7512 20.70 £ 0.813°
Betalainas totales (mg/g) 2.11 +0.2302 2.54 + 0.3582

* Letras diferentes significan diferencias significativas (p < 0.05); el peso de la muestra de partida
fue de 2 g de pulpa.
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Capacidad antirradical ABTS "y DPPH"

En la Figura 13 se muestra la capacidad antioxidante del E/SU y E/U por dos métodos DPPH y
ABTS expresados en % de inhibicion y mM ET/g de muestra seca. Podemos observar que ambos
extractos mostraron una gran capacidad antioxidante, comparando estos resultados con otras
frutas de cactaceas. Garcia et al. 2016 evaluaron por ABTS la capacidad antioxidante de la pulpa
de pitaya (S. pruinosus y S. stellatus) de diferentes colores: rojo (Spr, Ssr), naranja (Spn) y
blanco (Ssb), respectivamente. Ellos reportaron que las pitayas rojas para ambas especies tenian
la mayor capacidad antioxidante con valores para Spr 4.91 £ 0.20 mM ET/Kg y Ssr 6.68 + 072
mM ET/Kg de muestras secas. Otro de los frutos de cactus que ha sido evaluado por ABTS es
la tuna (Opuntia ficus-indica), que muestra una capacidad antioxidante en un rango de 0.0337—
0.0856 mM ET/g de muestras frescas (Zafra et al., 2013; Butera et al., 2002). En la pitaya roja
(Hylocereus polyrhizus) también se determind la capacidad antioxidante con el radical DPPH,
obteniéndose un valor de 0.001664 mM ET/g (Tenore et al., 2012). Estos resultados pueden
deberse a la presencia de compuestos fendlicos y betalainas capaces de reducir los radicales
DPPH y ABTS. La identificacion de fitoquimicos del género Stenocereus spp de dos especies
S. pruinosus y S. stellatus ha sido reportada en la literatura. Garcia et al. 2017 informaron que
los perfiles y las concentraciones de betalainas y compuestos fendlicos en los frutos de las dos
especies de Stenocereus estudiadas, variaban segun el color de la pulpa y entre las especies.
Ademas, en las variedades rojas, las betalainas estaban presentes en niveles mucho mas altos
que los compuestos fenolicos. Las betalainas son moléculas con una alta capacidad antioxidante
comparable al galato de epicatequina, capaces de donar electrones y protones debido a la
presencia de un 5-O-glucosil catecol y 1,7-diazaheptametino (Nakashima y Bastos, 2019). Sin
embargo, no todas las betalainas tienen la misma capacidad antioxidante, y esto dependera de
la fuente y la posicion de los grupos hidroxilo/imino y la glicosilacion de la aglicona en la
estructura de las betalainas (Cai et al., 2003).

Por otro lado, la capacidad antioxidante fue significativamente diferente entre los extractos y en
ambos radicales. Estos resultados son consistentes con los reportados por Castro-Mufioz et al.
2015 donde los valores de la capacidad antioxidante se ven favorecidos por la ultrafiltracion del

extracto de tuna (Opuntia ficus-indica), ellos obtuvieron valores del extracto sin filtrar de 11.48
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MM ET/g y ultrafiltrado de 15.09 uM ET/g. En la literatura, se ha reportado que los extractos
purificados aumentan sus propiedades funcionales. Tenore et al. 2014 evaluaron los extractos
completos y purificados de pithaya (Hylocereus polyrhizus) en microorganismos y encontraron
que de acuerdo con los valores de la concentracién minima inhibitoria (MIC), los extractos
purificados de pulpa y céascara ejercieron un amplio espectro antimicrobiano al inhibir el
crecimiento de todas las bacterias, mientras que los extractos enteros revelaron una actividad
muy baja o totalmente inactiva. Por lo tanto, los resultados obtenidos podrian deberse a que en
el E/SU puede contener compuestos que podrian actuar como prooxidantes evitando la
reduccion de radicales libres y la ultrafiltracion haya favorecido el permeado y la concentracion
de compuestos altamente antioxidantes ya que se ha visto que con el método de ultrafiltracion
puede haber una retencidn de compuestos en la membrana de hasta el 50% (Cassano et al., 2010;
Pap et al., 2012; Yilmaz et al., 2018).
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120

Capacidad antirradical E/SU E/U
DPPH' (mM ET/g ms) 10.78 £ 0.172 1593 £ 0.42°

“ ABTS™ (mM ET/gms) 17.61 + 0.42¢ 18.37 £ 0.014

*Letras diferentes significan diferencias significativas (p < 0.05)

% de Inhibicién

*ms= muestra seca

E/U E/SU E/U E/SU
DPPH ABTS

E/SU = Extracto sin ultrafiltrar
E/U = Extracto ultrafiltrado

Figura 13. Capacidad antirradical ABTS* y DPPH" del extracto sin ultrafiltrar (E/SU) y

extracto ultrafiltrado (E/U).
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La Tabla 9 muestra los valores de la concentracion a la que se tiene el 50% de la reduccion de
radicales ABTS y DPPH. Podemos observar que el E/U fue el que presentd valores
significativamente més bajos de I1Cso con respecto al E/SU. Luo et al. 2014 informaron valores
de 1Cso en el radical DPPH de 0.83 mg/ml para la cascara de pitahaya de Hylocereus polyrhizus.
Sin embargo, los valores obtenidos en el radical ABTS para el E/U son similares a los obtenidos
para el acido ascérbico, potente antioxidante con una ICso de 1.81 mg/ml (Fathordoobady et al.,
2016). La diferencia significativa entre los radicales ABTS y DPPH en ambos extractos puede
deberse al hecho de que el mecanismo de inhibicion utilizado por ambos extractos es por
transferencia de &tomos de hidrégeno (HAT) predominando la inhibicién del radical ABTS. Sin
embargo, esto puede deberse a varios factores, como la solubilidad, la energia de disociacion
del enlace, el potencial de ionizacién, la estructura antioxidante y el disolvente (Liang et al.,
2014).

Identificacidn de fitoquimicos presentes en la pulpa de pitaya por UPLC-DAD-MS

La pulpa de pitaya Stenocereus thurberi fue analizada con el objetivo de conocer los
fitogquimicos presentes y la eficiencia del proceso de ultrafiltracién. Para ello, se analizaron dos
extractos, el extracto sin ultrafiltrar (E/SU) y el extracto ultrafiltrado (E/U). La Tabla 10 muestra
los resultados del analisis de MS con los posibles compuestos que estan presentes en las
muestras. Podemos observar que en el E/SU hubo una mayor presencia de compuestos fenolicos
como el acido ferdlico, el &cido cafeico, el acido p-coumarico y la quercetina con tiempos de
retencion de 0.43, 2.45, 4.19 y 9.23 min, respectivamente (Figura 14a). La presencia de estos
compuestos fendlicos también ha sido reportada por Garcia et al. 2017 en la pulpa pitaya de
Stenocereus stellatus y Stenocereus pruinosus. Sin embargo, en el E/U hay una disminucién en
los compuestos fendlicos (Figura 14b), principalmente aquellos que tienen el mayor tiempo de
retencion, como el acido cafeico, rutina, quercetina e isorhamnetina, por mencionar algunos.
Este resultado puede estar relacionado con el factor de recuperacion del proceso de
ultrafiltracién donde se obtuvo el 50 % + 0.066. Algunos investigadores han estudiado el efecto
de la ultrafiltracion; Pap et al. 2012 estudiaron el efecto de la ultrafiltracion en el contenido de

antocianinas y flavonoides en el jugo de grosella negra, los autores mencionan que el proceso
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de ultrafiltracion tuvo un efecto significativo en la disminucion del 50 % de estos compuestos
en comparacion con el jugo inicial. Cassano et al. 2009 también observaron la disminucion de
compuestos fendlicos en el juego de la mandarina, asi como la disminucion de flavonoides en
el jugo de tuna (Cassano et al., 2010). Esta disminucion se debe principalmente al tamafio de
los poros de la membrana de ultrafiltracion, aunque no es la Unica razon, sino también al
fendmeno del ensuciamiento de la membrana, como el blogueo de los poros y la formacion de
capas compuestas, que promueven la retencion de compuestos en la membrana (Yilmaz et al.,
2018).

En la Figura 15, el proceso de ultrafiltracion se esquematiza, donde se puede observar que el
E/U tiene una disminucion en las moléculas. Sin embargo, a pesar de la disminucién de los
compuestos fenolicos debido a la ultrafiltracion, el E/U mostr6 una mayor capacidad
antioxidante en ambos radicales. Esto indica que en los extractos purificados se pueden
favorecer las propiedades funcionales, debido a la concentracién, y que muchos compuestos

pueden actuar de forma antagdnica o sinérgica (Tenore et al., 2014; Mercado et al., 2020).
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Tabla 9. Valores necesarios para inhibir el 50 % del radical DPPH" y ABTS
"+ del extracto sin ultrafiltrar (E/SU) y ultrafiltrado (E/U).

E/SU E/U
1Cso DPPH' 8.92 5.6¢
(mg/mL) ABTS™* 3.0 1.8¢

* Letras diferentes significan diferencias significativas (p < 0.05)
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Tabla 10. Identificacion de posibles fitoquimicos presentes en la pulpa de pitaya
(Stenocereus thurberi) del E/SU y E/U.

m/z

Estructura m/z E/SU E/U
. FM MM .
gquimica (M +H) (M - Hy (TR) (TR)
Compuestos
fenolicos
Ac. ferdlico C10H1004 381 382 380 0.43 0.45
Ac. gélico C7H6Os 170 171 169 0.56 0.56
Resorcinol CsHsO2 110 111 N.D. 1.15 1.15
Catequina C15H1406 290 291 289 1.21 1.25
Ac. cafeico CoHgOq4 180 181 N.D. 2.45 N.D.
Ac. p- CoHsOs 164 165 163 419 419
coumarico
Rutina Ca7H30016 610 611 609 6.52 N.D.
Isorhamnetina Ci16H1207 316 317 N.D. 8.14 N.D.
Quercetina Ci15H1007 302 303 N.D. 9.23 N.D.
Ac. Ci6H150 354 N.D 353 1131 ND
Cafeoilquinico 10T " ’ e
Quercetina
glucosilada Ca1H20012 464 465 N.D. 11.90 N.D.

N.D = No detectado; TR = tiempo de retencion; FM = formula molecular; MM = Masa molecular; m/z = masa/carga.
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En ambos extractos estudiados de pulpa de pitaya (Stenocereus thurberi), se identifico la
presencia de &cido galico y resorcinol a 0.56 miny 1.15 min, respectivamente (Tabla 10 y Figura
13a, b). Es de nuestro conocimiento que tales compuestos no han sido reportados en el género
de Stenocereus spp. Esta claro que hay pocos estudios sobre las especies de este género y sus
frutos. Por lo tanto, este hallazgo podria proporcionar un valor agregado a la pitaya Stenocereus
thurberi, ya que el acido gélico tiene propiedades como antimutagénico, antimicético y es un
potente antioxidante ain mas efectivo que el &cido ascorbico (Yen et al., 2002; Yilmaz et al.,
2004). Del mismo modo, el resorcinol es un compuesto fenolico ampliamente utilizado en

cosméticos, medicamentos y como antioxidante (Yin et al., 2011).
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Figura 14. Cromatogramas de UPLC de los compuestos fenolicos presentes en extracto sin

ultrafiltrar (a) y ultrafiltrado (b) a 280 nm, [eje y = intensidad (unidad de absorbancia, AU); eje

X = tiempo de retencion (min)]. Picos: 1, acido ferulico; 2, &cido galico; 3, resorcinol y 4,

catequina.
Moléculas grandes
.Q Moléculas pequenas
:—:—:—:—: Membrana
S . o
e s b
= g ® )
G121 1ol 353
QO O

Figura 15. Esquema del proceso de ultrafiltracion que representa las principales moléculas
presentes en el extracto de pitaya (Stenocereus thurberi) antes y después del proceso.
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Andlisis de correlacion entre fitoquimicos vy capacidad antioxidante

En la Tabla 11 podemos observar los valores de coeficientes de correlacion entre la capacidad
antioxidante y el contenido de fitoquimicos de la pitaya (Stenocereus thurberi). Donde los
coeficientes de correlacion entre la capacidad antioxidante y contenido de fenoles totales fueron
positivos y altamente significativos (p< 0.01) para el radical DPPH y significativos (p< 0.05)
para el radical ABTS en ambas muestras. Esta observacion concuerda con el trabajo de Dehbi
et al. (2013) con respecto a la correlacion del contenido de fenoles totales con la capacidad
antioxidante en jugos de nueve cultivares de tuna (Opuntia ficus-indica). La capacidad
antioxidante de los compuestos fenolicos se atribuye a sus propiedades redox, que les permiten
actuar como agentes reductores, donadores de hidrogeno, inhibidores de oxigeno y también
quelacion de metales (Abdel Hameed et al., 2014).

Los coeficientes de correlacion entre la capacidad antioxidante y el contenido de betacianinas y
betaxantinas fueron mayores de 0.90 (r> 0.90) en todos los casos. El contenido de betacianinas
y betaxantinas de la pitaya se correlaciono positivamente con la capacidad antioxidante y fue
altamente significativo (p< 0.01) para ambos radicales y muestras respectivamente. Se ha
reportado que la actividad antioxidante de betalainas esta relacionada con su estructura quimica,
ya que la capacidad antioxidante aumenta con el nimero de grupos hidroxilo y grupos imino y
disminuye con una mayor glucosilacion en la molécula (Miguel, 2018). Sin embargo, de acuerdo
con Gandia Herrero, Escribano y Garcia Carmona, (2009), la actividad antioxidante de las
betalainas, en particular de las betaxantinas, no esta relacionada con la presencia de grupos
hidroxilo o aromaticidad de la estructura. Segun los mismos autores, existe una “actividad
intrinseca” de las betaxantinas que podria estar asociada con el sistema de resonancia que esta
soportado por los dos atomos de nitrégeno y ser general para todas las betalainas. No obstante,
la presencia de grupos hidroxilo en betaxantinas aumenta su capacidad antioxidante (Gandia
Herrero et al., 2009). Por lo tanto, estos datos sugieren que los compuestos fenolicos como las
betacianinas y betaxantinas presentes en la pulpa de pitaya (Stenocereus thurberi) contribuyen

significativamente en la capacidad antioxidante.
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Tabla 11. Valores de coeficientes de correlacion entre la capacidad antioxidante (ABTS,
DPPH) y el contenido de fitoquimicos del extracto sin ultrafiltrar (E/SU) y ultrafiltrado
(E/U) de pitaya.

Coeficientes de correlacion (r)

Fitoquimicos E/SU E/U

*ABTS  *DPPH  *ABTS  *DPPH

Fenoles 0.983 0.997 0.922 0.988
Betalainas Betacianinas 0.982 0.992 0.902 0.997
Betaxantinas 0.991 0.994 0.941 0.991

*Todos los datos fueron significativos (p < 0.05)
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Efecto del pH en el cambio de color de betalainas

Con el objetivo de evaluar el efecto del extracto ultrafiltrado sobre el cambio de color en
presencia de diferentes pH, en la Figura 16 se muestra la grafica del cambio de color (AE) con
respecto al pH. Se observa que a valores extremos de acidez y alcalinidad existen diferencias
significativas en el cambio de color. Sin embargo, podemos observar que no se muestran
cambios significativos en un rango de pH de 4-7. Estos resultados concuerdan con lo reportado
en la literatura, en donde se menciona que las betalainas son estables a un rango de pH de 4-7
(Stintzing et al., 2004).

Las betalainas durante su degradacion pueden experimentar cambios en su estructura como la
ruptura del enlace aldimina, deshidrogenacion, desglucosilacion y descarboxilacion (Stintzing
et al., 2007; Manchali et al., 2013; Khan, 2016). El pH es el factor principal que afecta la
estabilidad del color en betalainas, aunque presentan una estabilidad al pH que oscila entre 4-7
(Figura 15), las condiciones de pH mas alla de esta gama inducen facilmente su degradacion
(Manchali et al., 2013). En pH &cido las betalainas experimentan cambios en su estructura
debido a la deshidrogenacion de los carbonos, C2 y C15 dando una coloracion amarilla, a esta
estructura también se le conoce como neobetanina (Reshmi, Aravindhan & Suganyadavi, 2012;
Gengatharan, Dykes & Choo, 2017). Ademas de este cambio estructural a pH acido, pueden
experimentar descarboxilacion de los carbonos C2, C15 y C17, siendo la descarboxilacion del
C17 la que origina un cambio de color (naranja-rojo) mientras que la descarboxilacion del C2 'y
C15 presentan color rojo (Gengatharan, Dykes & Choo, 2017). Otro de los cambios estructurales
que pueden sufrir las betalainas a pH acido es la desglucocilacion presentando un cambio de
color de violeta-rojo. Por otra parte, en condiciones alcalinas las betalainas se ven afectadas por
la hidrolisis del enlace aldimina (Herbach, Stintzing & Carlie, (2006), originando la separacién

del &cido betalamico (color amarillo) y el ciclo-DOPA (incoloro) (Figura 17).
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Figura 16. Efecto del pH sobre el cambio de color de betalainas de la pitaya (Stenocereus
thurberi)
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Sintesis y caracterizacion de particulas de FSG por electroaspersion

En la sintesis de particulas a partir de la fraccion soluble de gluteninas (FSG) se estudiaron
diferentes parametros con el objetivo de encontrar las condiciones idéneas para obtener

particulas con la mejor morfologia.

Solvente

Para la sintesis de particulas a partir de la fraccion soluble de gluteninas (FSG), se evaluaron
dos tipos de solventes el acido acético (70%, 80% v/v) y etanol (70%, 80% v/v). Mostrando
diferencias significativas entre ellos, siendo el acido acético al 80% v/v el que presentdé mayor
porcentaje de solubilidad (Figura 18). En la literatura, se ha reportado que el acido acético
diluido es un buen disolvente para las gluteninas (Pitkanen et al., 2012; Wieser, 2007; Majzoobi
etal., 2012). Pero también, se menciona que la fraccion de bajo peso molecular de las gluteninas
se puede disolver en etanol diluido (Lambourn et al., 2010; Hernandez et al., 2004). La
diferencia de solubilidades es debido al bajo momento dipolar que presentan las gluteninas por
lo que, solventes que presentan una constante dieléctrica elevada como el etanol y agua, no son

solventes adecuados para disolver a las gluteninas (Singh et al., 2013).
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Figura 18. Porcentaje de solubilidad de acido acético y etanol al 70 % y 80 %
*Letras diferentes significan diferencias significativas (p< 0.05)
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Concentraciéon

Usando el &cido acético (80% v/v) se prepararon soluciones de la fraccion solubles de gluteninas
(FSG) a diversas concentraciones (1%-12% p/v) con el objetivo de estudiar el efecto de las
propiedades fisicoquimicas de las soluciones sobre las caracteristicas de las particulas obtenidas
por electroaspersion. En la Tabla 12 se muestran las propiedades fisicoquimicas de las
soluciones sobre el tamafio de las particulas de FSG, donde podemos observar que a medida que
aumenta la concentracion de FSG también aumenta la viscosidad y la densidad de la solucion,
mostrando el mayor valor de viscosidad (0.9492 + 0.055 Pa.s) para la concentracion del 12%
p/v, obteniendo particulas de gran tamafio (1.030 + 0.086 pum). El aumento del tamafio de
particulas con una mayor concentracion de polimero ya se ha reportado (Gémez Estaca et al.,
2012). Esto es debido a la mayor masa del polimero en las gotas generadas durante el proceso
de electroaspersion y la viscosidad de la solucién ya que la viscosidad juega un papel muy
importante durante la aspersion del liquido, y por lo tanto influye en el tamafio de las gotas (Hao
et al., 2014). La menor concentracion y viscosidad a la que se lograron obtener particulas de
FSG fue para la concentracion del 6 % (p/v) (0.1794 + 0.005 Pa.s), obteniendo un diametro de
particula significativamente menor (0.812 + 0.209 um) que el resto de las concentraciones
electrosprayadas. Las soluciones de menor concentracion de 1 %, 2 %y 4 % (p/v) no se lograron
electrosprayar, arrojando solo gotas a la placa colectora. Gomez Estaca et al. 2012 realizaron
particulas de zeina a distintas concentraciones por la técnica de electroaspersion, donde ellos
mencionan que con concentraciones bajas (2% y 4% p/v) no hay suficientes entrecruzamientos
intermoleculares entre las cadenas del polimero como para permitir que las cadenas se agreguen

en particulas.
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Tabla 12. Propiedades fisicoquimicas de soluciones de FSG.

Concentracion Viscosidad Densidad Tamario de
(%) (g/cmd) particula (um)
(Pa.s)

1 0.0041+0.000 1.067+0.001 NA

2 0.0067+0.000  1.072+0.000 NA

4 0.0341+0.000  1.077+0.001 NA

6 0.1794+0.005 1.082+0.001 0.812+0.209?

8 0.3569+0.017 1.085+0.001 0.877+0.205°
10 0.8668+0.035  1.089+0.001  1.151+0.179°
12 0.9492+0.055  1.093+0.001  1.030+0.086"

*Letras diferentes significan diferencias significativas (p< 0.05)

NA=no aplica, ya que no se obtuvieron particulas
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Morfologia

Los cambios en la morfologia de las particulas de FSG con el aumento de la concentracién se
muestran en la Figura 19, se observa que cuando la concentracion es baja, es decir del 6 % (p/v),
las particulas son planas, alargadas y colapsadas. Sin embargo, con el aumento de la
concentracion no solo dio lugar a un aumento en el tamafio de las particulas, sino que también
a un cambio en su morfologia. La concentracion del 8 % (p/v) muestra particulas colapsadas en
forma de hojuela con tamarfios de particulas entre 0.159 um a 2.968 pm, mientras que para las
concentraciones de 10 %y 12 % (p/v) se muestran particulas colapsadas, pero en menor cantidad
que en las del 8 % (p/v) y con cavidades en diferentes angulos de las particulas, los didmetros
fueron entre 0.206-2.697 um y 0.301-2.888 um respectivamente. Gémez Estaca et al. 2012
estudiaron el efecto de las variables de electroaspersion en la obtencién de nanoparticulas de
zeina, donde también obtuvieron particulas colapsadas en forma de hojuelas y con cavidades en
diversos angulos de las particulas a concentraciones mayores del 10 %. Zaeim et al. 2018
también obtuvieron particulas de goma arabiga con cavidades. Estas formas se pueden atribuir
a la evaporacion incompleta del solvente debido a la distribucion no homogeénea de las cadenas
del polimero (separacion de fases) en las gotitas formadas a partir de electroaspersion, lo cual,
genera regiones ricas en solvente y ricas en polimero creando cavidades en la superficie de las
particulas al secarse (Hao et al., 2014; Zaeim et al., 2018). Gomez Estaca et al. 2012 atribuyen
este efecto al aumento en el tamafio de las gotas junto con una rapida evaporacion del solvente.
La volatilidad del solvente esta relacionada con su temperatura de ebullicion, por lo que,
solventes con altas temperaturas de ebullicion se vaporizan con menos facilidad que los
solventes con bajas temperaturas de ebullicion. Esto afecta la morfologia de las particulas por
la rapida evaporacion del solvente, debido a que hay menos tiempo disponible para que las
cadenas de polimero se contraigan y reorganicen (Bock, Dargaville & Woodruff, 2012).
Derivado de esto se puede decir que los parametros que mas influyen en la morfologia de las
particulas es la naturaleza del polimero (solubilidad, peso molecular, concentracién) y el
solvente (presion de vapor, miscibilidad). En base a las morfologias observadas y a la cantidad
de particulas obtenidas (datos no mostrados) se decidi6 elegir la solucion del 12 % (p/v) para

posteriores analisis.
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Figura 19. Esquema del efecto de la concentracion, velocidad de flujo y voltaje en la morfologia

de particulas de FSG.
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Voltaje

En la Figura 20 se muestra el efecto del voltaje aplicado en el tamafio y morfologia de las
particulas. Se observa que a mayor voltaje disminuye el tamafio de particula, sin embargo, el
voltaje de 15 kV y 17 kV con tamafo promedio de particulas de 1.130 um y 1.126 pm
respectivamente, no mostraron diferencias significativas en el tamafo, pero si se observaron
diferencias significativas aplicando un voltaje de 20 kV. En cuanto a la morfologia no hubo
cambios considerables entre el voltaje de 15 kV y 17 kV. Sin embargo, al aumentar el voltaje a
20 kV se observaron mayor namero de pequefias particulas formadas a partir de gotitas satélite.
Esto es debido al alto voltaje aplicado que conduce a que la gota que sale de la punta de la aguja
alcance el limite de Rayleigh rapidamente provocando que gotas satélites se expulsen junto con

las gotitas primarias (Bhushani et al., 2017).

Velocidad de flujo

La velocidad de flujo es un pardmetro importante en el proceso de electroaspersion, ya que
afecta directamente el tamafio de las particulas (Gomez Estaca et al., 2012). En el presente
estudio, el efecto de la velocidad de flujo en el tamafio de las particulas se evalu6 a un voltaje
de 17 kV con una concentracion del 12% variando las velocidades de flujo de 0.5, 0.8 y 1 mL/h.
Como se puede observar en la Figura 21, el tamafio de las particulas aumento con las velocidades
de flujo més altas de la solucion de FSG. Se observaron didametros de particulas de 0.936 pum
para la velocidad de flujo de 0.5 mL/h'y 1.128 um para la velocidad de flujo de 1 mL/h. También
muestra la morfologia de las particulas donde se observa que conforme aumenta la velocidad de
flujo existen mayor nimero de pequefias particulas, por lo que las particulas de flujo de 0.5
mL/h fueron las que mejor apariencia y monodispersidad presentaron. Este comportamiento es
debido a que velocidades més altas pueden desencadenar la formacidn de gotitas secundarias
originando polidispersidad al tamafio de las particulas (Bock, Dargaville & Woodruff, 2012).
Una vez conocidas las condiciones para la obtencién de particulas a partir de la FSG para la
formacion de la coraza, se continuo con la sintesis de particulas ndcleo-coraza para la

encapsulacion de betalainas, lo cual se discute a continuacion.
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Figura 20. Efecto del voltaje sobre el tamano de particulas de la FSG.
*Las variables constantes fueron la concentracion: 12% y velocidad de flujo: 1 mL/h
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Figura 21. Efecto de la velocidad de flujo sobre el tamafio de particulas de la FSG.
*Las variables constantes fueron la concentracion: 12% y el voltaje: 17 kV.
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Sintesis de particulas por electroaspersion coaxial

En la Tabla 13 se muestran algunas de las condiciones utilizadas para la obtencion de particulas
nucleo-coraza por la técnica de electroaspersion coaxial, donde podemos observar las diferentes
concentraciones de betalainas como de la proteina que fueron usadas hasta lograr la obtencién
de polvos. De todas las combinaciones realizadas la que presentd mejores caracteristicas
macroscopicas fue la combinacién del 7 % (p/v) de gluteninas con la concentracidn de betalainas
de 1-10 % (p/v) para la solucion formadora del ndcleo. Las condiciones del equipo utilizadas
fueron la siguientes: voltaje de 20 kV, flujo interno de 0.05 mL/h, flujo externo de 0.1 mL/h,
variando la distancia entre la punta de aguja y la placa colectora. En la literatura, se ha reportado
que para obtener particulas nlcleo-coraza por la técnica de electroaspersion coaxial se requiere
ciertas caracteristicas como: la velocidad de flujo del liquido de la coraza debe ser mayor que la
velocidad de flujo del liquido del nucleo, la viscosidad de ambos liquidos debe ser similar y la
tension superficial del liquido del nucleo debe ser mayor que la del liquido que forma la coraza
(Jaworek et al., 2018).

Una vez que se obtuvieron las mejores caracteristicas macroscopicas se caracterizaron por

microscopia electronica de barrido para observar las caracteristicas microscépicas de los polvos

obtenidos.
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Tabla 13. Condiciones de electrospray coaxial para la obtencion de particulas nucleo-coraza a
partir de gluteninas de trigo (Glut) y betalainas (Bet).

Soluciones Voltaje Flujo Distancia Caracteristicas
(kV) (mL/h) (cm)
Coraza Nucleo FE Fl
Bet
1-10 % (p/v) 20 0.5-0.05 0.1-0.05 15 Solo gotas
Et-OH 70 % (v/v)
Bet/Glut Obtencion de
5 %:5 % (p/v) 20 0.5-0.1 0.1-0.05 15 polvo con gotas
Glut 12 % 0.5 0.3 Polvo/ gotas
(p/v) / &c. 0.3 0.1 Polvo/gotas
acetico 80 % Gl
(VIV) Bet/Glut 0.1 0.1 Polvo/gotas
5 %:7 % (pIv) 20 15
0.1 0.08 Polvo/gotas
0.1 0.05 Obtencidn de
polvo
Bet/Glut Obtencion de
1-10 %:7 % (p/v) 20 0.1 0.05 5-20 polvo

*FE = flujo externo que forma la coraza, FI = flujo interno que forma el nucleo
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Microscopia electronica de barrido (SEM)

En la Figura 22 se muestran las micrografias de las particulas nlcleo-coraza obtenidas por
electroaspersion coaxial a concentraciones de betalainas de 1 % - 10 % (p/v) y a una distancia
de 5 cm -20 cm respectivamente. Podemos observar que conforme aumenta la distancia la
morfologia cambia y el didmetro de las particulas aumenta. Esto es debido a que al aumentar la
distancia el campo eléctrico disminuye generando gotas méas grandes, originando particulas de
mayor diametro y morfologias amorfas (Morais et al., 2020). En la literatura se ha reportado
resultados similares como lo investigado por Faramarzi et al. 2016, ellos realizaron particulas
de &cido poli(lactico-co-glicélico) (APLG), donde los autores mencionan que a medida que
aumentaron la distancia mayor a 20 cm las particulas mostraban una morfologia no uniforme.
Moghaddam et al. 2015, reportaron la obtencién de particulas nicleo-coraza de n- nonadecano
y alginato por electroaspersion coaxial. Ellos mencionan que la variacion en la distancia entre
la punta y la placa colectora tiene una influencia directa en la fuerza del campo eléctrico y el
tiempo de vuelo del polimero hacia la placa colectora, encontrando que la disminucién de la
distancia de 20 cm a 5 cm llevd a disminuir el diametro de las particulas y con una mejor
morfologia esférica y lisa. Los autores lo atribuyen a que debido a la reduccion de la distancia
la intensidad del campo eléctrico se incrementa, lo que conduce a la disminucién del didmetro
de las gotitas, por lo tanto, la obtencién de un diametro menor en las particulas. Otro de los
efectos que podemos observar es que al aumentar la concentracion de betalainas de 1% a 10 %
(p/v) el tamafio de particula aumenta ligeramente de 700 a 800 nm aproximadamente, esto puede
ser debido al aumento de la concentracion causando un mayor nimero de moléculas dentro de
las particulas de 10 % (Moghaddam et al., 2015). Una vez que se observaron las caracteristicas
morfoldgicas en base a la distancia y concentracion de betalainas se decidié elegir para
posteriores analisis las particulas obtenidas a partir de una distancia de 5 cm y una concentracion
de betalainas del 10 % (p/v).
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Figura 22. Micrografias de SEM de particulas nlcleo-coraza de betalainas encapsuladas por la
técnica de electrospray coaxial con sus histogramas de dispersion. En el eje y = son las
concentraciones de betalainas utilizadas y en el eje X = las distancias utilizadas en la técnica de
electrospray coaxial desde la punta de la aguja hasta la placa colectora. Todas las micrografias
presentadas son vistas a 5000 X.
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En la Figura 23 se muestran las micrografias correspondientes a la FSG y las particulas nlcleo-
coraza con y sin betalainas. Donde podemos observar que la FSG (a) se observan hojuelas
amorfas de distintos tamafios aproximadamente de 20 um a 80 um, a partir de este material se
obtuvieron las particulas. En la figura 23 b y ¢ se muestran las micrografias correspondientes a
las particulas nucleo-coraza sin y con betalainas encapsuladas, en donde el aumento en el
tamafio de las particulas es evidente, las particulas sin betalainas encapsuladas muestran un
diametro promedio de 632 = 0.209 nm con un indice de polidispersidad de 0.331 mientras que
las particulas con betalainas presentan un didmetro de 0.794 + 0.244 nm con un indice de
polidispersidad de 0.307. Danaei et al. 2018 mencionan en su investigacion que indices de
polidispersidad menores de 0.05 indican una alta monodispersidad e indices de polidispersidad
mayores de 0.7 indican una distribucion muy amplia. Por lo tanto, podemos concluir que el

tamano de las particulas nacleo-coraza obtenidas, presentan un indice de polidispersidad medio.

Microscopia electrdnica de transmisién (TEM)

Con el objetivo de conocer la distribucion de las betalainas en las particulas nucleo-coraza se
analizaron por TEM. En la Figura 24 se muestran las micrografias de TEM de las particulas
nlcleo-coraza sin y con betalainas. En la Figura 24 (a) se observa la particula nicleo-coraza sin
betalainas donde el nucleo (linea roja) se ve expandido casi en toda la particula comparado con
las particulas ndcleo-coraza con betalainas, donde el nucleo se observa completamente
delimitado de la coraza, asi como particulas que no estan cargadas (Figura 24 b y c). En la
literatura se ha reportado que en la elaboracion de particulas nicleo-coraza se requiere que los
dos liquidos utilizados sean inmiscibles entre si ya que permite un control preciso sobre la

geometria de las particulas (Chen et al., 2019, Morais et al., 2020).
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Figura 23. Micrografias de SEM de la FSG vista a 300 X (a), particulas nicleo-coraza sin

betalainas vista a 5000 X con histograma de dispersion (b) y particulas nucleo-coraza con

betalainas vista a 5000 X con histograma de dispersion (c).

Figura 24. Micrografias de TEM de particulas nucleo-coraza sin betalainas (a) y particulas

nucleo-coraza con betalainas (b, c).
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Microscopia confocal de barrido laser (LSCM)

Para confirmar lo observado por TEM se realizd microscopia confocal a las particulas. En la
Figura 25 (a) se aprecian a las particulas nicleo-coraza sin rodamina B donde podemos observar
que las particulas por si solas presentan fluorescencia en el color de canal del verde a una
longitud de onda de emision de 519 nm. Esta autofluorescencia se debe mayoritariamente a las
gluteninas esto debido a la emision de los aminoéacidos aromaticos presentes en la proteina
(Bonillaet al., 2019). La estructura nucleo-coraza de las particulas se confirmé nuevamente con
LSCM como se muestra en la Figura 25 (b). Para ello, se llevo a cabo una excitacion simultanea
a una longitud de onda de emision de 519 nm y 683 nm la cual, revel6 una coloracion amarilla
en el nacleo y en la coraza anaranjada. La posicion de las diferentes coloraciones refleja la
ubicacion de las moléculas, lo que demuestra y confirma la estructura ndcleo-coraza de las

betalainas encapsuladas.

Esta estructura tan bien delimitada que forman las particulas ndcleo-coraza se debe
principalmente a las caracteristicas que presentan las gluteninas. Las gluteninas son proteinas
gue estan compuestas mayoritariamente por los aminoacidos glutamina y prolina, su estructura
secundaria presenta tanto a-hélice como giros- p (Kumar et al., 2017; Delcour et al., 2012). Sin
embargo, las gluteninas al estar en contacto con solventes polares (agua, etanol, &c. acético)
pueden formar enlaces de hidrogeno intramoleculares formando laminas-3 esto debido a que el
inverso de la estructura de giros-p presenta residuos de glutamina, aminoacido polar que forma
enlaces de hidrogeno (Guerrieri y Cavaletto, 2018).

Con base a lo anterior podemos tratar de deducir como es que las gluteninas pueden formar estas
estructuras con las betalainas. En la Figura 26 se puede observar la representacion de la
obtencion de particulas donde al momento de entrar en contacto las dos soluciones en la punta
de la aguja, las gluteninas interactian con su parte hidrofilica con las betalainas debido al
caracter hidrofilico de las mismas, provocando que las laminas-p de la proteina se englobe
formando un anillo toroidal encerrando a las betalainas en el centro y los aminoacidos apolares
como la prolina se encuentren en la parte externa de la molécula. Esta parte externa que es

hidrofobica a su vez interacciona con la parte hidrofdobica de la proteina que forma la coraza
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haciendo que la proteina se englobe formando las particulas nicleo-coraza mostrando en la parte
externa de toda la particula sus aminoacidos polares.

Eficiencia de encapsulacién

La eficiencia de encapsulacion de betalainas fue del 79 % + 0.155, en la literatura se han
reportado valores cercanos a los obtenidos. Amjadi et al. 2019 reportaron la encapsulacién de
betanina en lecitina formando nanoliposomas por el método de hidratacién-sonicacion
obteniendo una eficiencia de encapsulacién del 80 %. Sin embargo, otros autores han reportado
valores por debajo de los obtenidos como lo reportado por Calvo et al. 2018. Ellos encapsularon
betalainas en alginato con sacarosa y dextrano por la técnica de gelacion ionotrdpica v,
reportaron una eficiencia de encapsulacion del 15-60 % valores dependientes de la formulacion
de la coraza. Castro-Mufioz et al. 2015 reportaron la encapsulacion de betalainas en gelatina con
maltodextrina por secado por pulverizacion obteniendo una eficiencia de encapsulacion del 18-
57 %. Estos resultados son indicativos que la encapsulacion de betalainas por electroaspersion
coaxial puede ser una técnica adecuada para producir particulas nucleo-coraza que contengan

betalainas.
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Figura 25. Observaciones del microscopio confocal de barrido laser de particulas ndcleo-coraza
sin rodamina B (a) y particulas nucleo-coraza con rodamina B en el nGcleo como en la coraza

(b).
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Figura 26. Representacion grafica de la formacion de particulas nicleo-coraza.
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Espectroscopia de infrarrojo con transformada de Fourier (FT-IR)

Para estudiar posibles interacciones de las betalainas con la FSG y posibles cambios
conformacionales de la FSG se utiliz6 FT-IR. En la Figura 27 se aprecian los espectros de FT-
IR de la proteina como de las particulas sin y con betalainas, asi como también de las betalainas
puras. En el espectro correspondiente a la fraccion soluble de gluteninas (FSG) podemos
observar las principales bandas caracteristicas de las proteinas resaltando la banda
correspondiente a la vibracion por tension del enlace N-H mostrada a los 3278 cm™. Otras
bandas importantes es la amida | que corresponde al estiramiento vibratorio del grupo C=0, y
la banda amida Il, que esta relacionada con la vibracion por flexion del enlace N-H. Estas
ultimas bandas se relacionan con la estructura secundaria de las proteinas (Castro-Enriquez et
al., 2019).

Al comparar los espectros de la FSG y las particulas de la FSG (P-FSG), se observa un
desplazamiento de banda en la amida I (1639-1642 cm™) y amida Il (1523-1536 cm™) a una
longitud de onda mayor. Ademas, de este desplazamiento podemos observar un cambio en la
forma de la banda de amida I. Estos cambios estan relacionados principalmente con la estructura
secundaria de las proteinas los cuales, son indicativos de un cambio conformacional de la
proteina que paso de tener presencia de a-hélice a presentar una mayor presencia de estructuras
de tipo laminas-f (Li et al., 2016; Barth, 2007; Kong y Yu, 2007). En la tabla 14 se muestran
los porcentajes correspondientes a la estructura secundaria de la FSG, P-FSG y P-NC-B
obtenidos a partir de las deconvolucion de la banda amida | (graficos mostrados en anexos).
Donde podemos observar que al obtener las particulas por electroaspersion coaxial se modifica
la estructura secundaria aumentando el porcentaje de laminas-B lo cual corrobora los

corrimientos de bandas y el modelo de encapsulacion propuesto anteriormente.

En el espectro de las particulas nucleo-coraza con betalainas (P-NC-B) se puede observar un
corrimiento en la banda amida | a menor nimero de onda de 1642 cm™a 1632 cm™ comparado
con las P-FSG. Este desplazamiento puede ser atribuido a posibles interacciones fisicas entre
las proteinas y las betalainas por vias puentes de hidrogeno (Barth, 2007). Ademas, se observo
corrimientos de las bandas amida 11 de 1536 cm™ a 1544 cm™ correspondiente a la vibracion de
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flexion del enlace N-H y la banda amida 111 mostr6 deformacion de la banda con corrimientos
hacia menor nimero de onda (1406 cm™) correspondiente a la vibracion por estiramiento del
enlace C-N, asi como la presencia de una banda a 711 cm™ correspondiente al enlace C-S. Esto
puede ser indicativo de interacciones de tipo covalentes entre los compuestos fenolicos
observados (Tabla 10) y las proteinas. Algunos autores han reportado que los compuestos
fendlicos pueden interaccionar con las proteinas de forma no covalente como covalente, ademas,
que pueden conducir a cambios en la estructura secundaria y terciaria de las proteinas (Ozdal et
al., 2013). Esto ultimo explica el aumento considerable de hojas-B en las particulas nucleo-
coraza de betalainas en comparacién con el resto de las muestras. También se observé una
banda intensa alrededor de los 1000 cm™ correspondiente a la vibracion del anillo aromatico
presente en la estructura de betalainas o probablemente relacionada con la vibracion de tensién
del enlace C-O- (Oliveira et al., 2016; Kumar et al., 2017).
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Figura 27. Espectros de FT-IR de la fraccion soluble de gluteninas (FSG), particulas de FSG
(P-FSG), particulas nucleo-coraza con betalainas (P-NC-B) y betalainas

Tabla 14. Numero de onda de la banda amida | asignadas a la estructura secundaria de la
proteina en cada una de las muestras analizadas por FT-IR

Estructura secundaria

Hélice-a Random Hojas-3 Vueltas-
Muestras NUmerode Porcentaje NUmerode Porcentaje NUmerode Porcentaje ~ Numero  Porcentaje
onda (%) onda (%) onda (%) de onda (%)
(cm) (cm™) (cm) (cm)
FSG 1656 3 1648 22 1625 33 1672 41
P-FSG 1656 2 1648 1 1630 56 1669 39
P-NC-B 1656 4 1648 10 1625 70 1667 13

*Las frecuencias correspondientes a cada estructura secundaria estan basadas en datos experimentales disponibles
en la literatura (Carbonaro y Nucara, 2010; Kong y Yu, 2007).
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Anélisis termogravimétrico (TGA)

En la Figura 28 se observa la estabilidad térmica de la FSG, betalainas y las particulas sin y con
betalainas. Todas las muestras excepto las betalainas revelaron una pérdida de peso de
aproximadamente el 5 % antes de los 100 °C (Figura 28 a) el cual es atribuida a la humedad. En
la Figura 28 (b) podemos observar las derivadas de las pérdidas de peso de las muestras en
donde las betalainas muestran una primera pérdida empezando alrededor de los 100 °C llegando
a su pico maximo a los 140 °C esta pérdida de peso de aproximadamente 2 % se debe a la
descomposicion de las betalainas por deshidroxilacion y separacion del acido betalamico del
resto de la molécula (Otélora et al, 2015). Presentando un pico maximo de degradacién a los
196 °C con una pérdida de peso mayor al 50 % quedando un remanente de alrededor del 20 %
posiblemente debido a los minerales presentes en el extracto. En la derivada correspondiente a
las P-NC-B podemos observar que no se mostré la pérdida de betalainas antes de los 200 °C si
no que las particulas presentaron una segunda degradacion a los 226 °C con una pérdida de peso
del 25 % volviéndose mas estables térmicamente ya que las P-FSG presentan una segunda
degradacion antes de los 200 °C con una pérdida de peso del 10 %. Esta segunda pérdida de
peso de las P-NC-B es debido a la degradacion de las betalainas y a la descomposicion de los
aminoacidos (Dhandayuthapani et al., 2012). Una tercera pérdida es observada a los 350 °C
presentando mayor estabilidad térmica comparada con las P-FSG, dicha estabilidad podria estar
relacionada con las interacciones entre la proteina, compuestos fenolicos y betalainas discutidas
anteriormente en FT-IR (Yang et al., 2016). Este comportamiento concuerda con lo reportado
por Ojha et al. 2012 los autores estudiaron las caracteristicas de unién del acido ferdlico con la
albdmina de suero bovino utilizando técnicas de fluorescencia, dicroismo circular y calorimetria
de titulacion isotérmica. Encontrando que la unién entre la proteina y el &cido fertlico aumento
la estabilidad térmica de la proteina. Por lo tanto, la encapsulacion de betalainas no solo ayuda
a promover su estabilidad térmica, sino que ademas los compuestos presentes en el nucleo de

las particulas ayudan al aumento de la estabilidad térmica de la proteina.
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Figura 28. Termogramas de TGA (a) y la derivada del peso (b) de la fraccion soluble de
gluteninas (FSG), particulas de FSG (P-FSG), particulas nicleo-coraza con betalainas (P-NC-
B) y betalainas
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Estabilidad de color de betalainas encapsuladas en ausencia y presencia de luz

En la Figura 29 podemos observar la estabilidad de betalainas en las particulas elaboradas a
partir de la forma coaxial y de forma convencional por electroaspersion bajo condiciones de
almacenamiento a 4 °C a una humedad relativa de 43 % por 30 dias. Para cada uno de los
tratamientos se evalu6 el AE” donde podemos apreciar que las particulas elaboradas de forma
convencional presentaron valores mas altos de AE™ (10) tanto en ausencia como en presencia de
luz sin embargo, en las particulas elaboradas de forma coaxial presentaron valores de AE” (2) en
ausencia de luz y en presencia de luz el valor de AE” (3). En la literatura se menciona que valores
de AE" mayores a 3 se puede percibir visualmente un cambio de color (Rodriguez et al., 2017).
En base a lo anterior podemos decir que las betalainas encapsuladas de manera coaxial fueron
las que mostraron una mayor estabilidad en presencia o ausencia de luz durante su
almacenamiento y esto es debido a que en las particulas convencionales las betalainas se
encuentran dispersas en toda la particula por lo cual es mayormente susceptible a que factores
externos puedan afectar la integridad del pigmento. La variacion que se observa en los valores
de AE” de las particulas convencionales puede deberse a la posible aparicion de algunas
reacciones reversibles debido a la degradacion de las betalainas en la que estos pigmentos se
pueden regenerar continuamente y después de un tiempo las reacciones pueden volverse
irreversibles y producir cambios de color amarillentos en los polvos (Herbach et al., 2006).
Otros autores han reportado que, con el uso de agentes encapsulantes como maltodextrina, goma
arabiga, proteina de soya, inulina entre otras, aumenta la estabilidad de betalainas frente a
factores ambientales comparado con el extracto puro (Carmo et al.,2018; Moser et al., 2017).
Con los resultados obtenidos se demuestra la importancia de usar agentes encapsulantes como
la FSG que ayudan a proporcionar mayor estabilidad a las betalainas, ademas, que con el uso de
la forma coaxial para desarrollar particulas nucleo-coraza de betalainas aumenta a un mas su

estabilidad comparada con la forma convencional para desarrollar particulas.
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Figura 29. Gréficas de la estabilidad de color de betalainas encapsuladas en ausencia de luz
(coaxial AL), presencia de luz (coaxial PL) y particulas de betalainas no encapsuladas en
ausencia de luz (convencional AL) como en presencia de luz (convencional PL) bajo
condiciones de almacenamiento durante 30 dias.
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Cinéticas de liberacion de betalainas en simulantes alimentarios

En la Figura 30 se muestra la liberacion in vitro de betalainas encapsuladas en etanol al 10 %
como en &cido aceético al 3 % utilizados como simulantes alimentarios. Durante los primeros
minutos de la liberacion (Figura 30 b) podemos observar una liberacion rapida que normalmente
estd relacionada con la presencia de moléculas cercanas a la superficie que se liberan
rapidamente cuando la matriz se hincha en contacto con el medio de liberacién, seguido de una
liberacion sostenida debido a que los compuestos se difunden a través de la matriz (Zarchi et
al., 2015; Gulfam et al., 2012). Sin embargo, se observaron ligeras diferencias en la liberacion
de betalainas por efecto de las propiedades del simulador de alimentos. La liberacion fue mayor
en el simulador de alimentos acidos, llegando a una liberacion del 99 % a los 1440 min. Mientras
que en etanol al 10 %, se observo una disminucion en el porcentaje de liberacién de betalainas
con respecto al tiempo llegando a una liberacion del 99 % en 2880 min. Este comportamiento
puede atribuirse a la mayor solubilidad de la matriz en condiciones &cidas permitiendo liberar
mas rapido a las betalainas en comparacion con el etanol. Otros autores han obtenido resultados
similares como los reportados por Atay et al. 2018, donde ellos realizaron particulas con
gelatina/quitosano como agentes encapsulantes de antocianinas por la técnica de
electroaspersion, reportando una mayor liberacion de antocianinas en el medio &cido que en el
etanolico. Por otra parte, los autores reportaron una liberacion de antocianinas en menos tiempo
comparado con lo obtenido por nosotros, donde alrededor del 50 % de las antocianinas
encapsuladas se liberaron en 20 min en el medio acido, mientras que en el etanol fue del 25 %
en 20 min. En un trabajo previo nosotros reportamos la obtencion de particulas de FSG como
agente encapsulante de urea por electroaspersion, y estudiamos la liberacion de urea a diferentes
pH llegando a una liberacion del 99 % de la urea en 700 min aproximadamente. Por lo tanto, la
liberacion de betalainas en mayor tiempo puede ser debido a la estructura ndcleo-coraza
ocasionando gue las moléculas de betalainas se difundan en el medio de una manera mas lenta

comparada con las particulas obtenidas por electroaspersion convencional.
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Figura 30. Comportamiento de la liberacion de betalainas encapsuladas en simulantes
alimentarios.
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Elucidacion del tipo y mecanismo de transporte

La Tabla 15 enumera los valores obtenidos para k y n del modelo de la ley de la potencia. El
valor de k en el acido acético como simulante alimentario fue mayor con respecto al etanol y la
constante cinética k esta relacionada con la velocidad de liberacion por lo que los valores
obtenidos para cada simulante alimentario coinciden con el comportamiento cinético de las
betalainas, como ya se discutié anteriormente. Los tipos de mecanismos que estan involucrados
en la liberacion de betalainas incluyeron el transporte anémalo o no fickiana para el etanol lo
cual significa que el mecanismo de liberacion no sigue la ley de Fick. Mientras que en medio
acido el mecanismo que sigue la liberacion es de tipo Il lo que indica que la liberacion de
betalainas se logra mediante la difusion, relajacion de las cadenas e hinchazén de la matriz

(Guzman et al., 2013). Con base a los valores de R? todos los datos se ajustaron al modelo.
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Tabla 15. Datos obtenidos a partir de la ley de la potencia.

Simulante R? k n Mecanismo
alimentario
Etanol 10 % 0.9910 0.4184  0.6168 Transporte anémalo
Ac. acético 3%  0.9979 0.5136  0.9020 Transporte caso Il
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ETAPA 2

Desarrollo y caracterizacion de peliculas de PLA modificadas con y sin
particulas nucleo-coraza de betalainas por el método de casting
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Desarrollo de peliculas de PLA modificada

El PLA es un polimero fragil y rigido, por lo cual el uso de plastificantes para mejorar su
procesabilidad, flexibilidad y ductilidad son ampliamente utilizados (Baiardo et al., 2003). Con
el objetivo de mejorar las caracteristicas del PLA se incorporaron diferentes plastificantes a las
soluciones de PLA como &cido citrico, glicerol, propilenglicol y polietilenglicol diglicileter de
500 Da y polietilenglicol de 1450 Da. En la Tabla 16 se muestran las diferentes condiciones
empleadas para la obtencion de peliculas de PLA modificada, utilizando dos tipos de PLA el
4043 D y 4060 D respectivamente. De todas las condiciones usadas para la obtencién de
peliculas a partir del PLA 4043 D, con base a las observaciones macroscépicas fue utilizando el
plastificante PEG-DEsgo @ una concentracion de 0.3 % (p/v). El &cido citrico con ninguna
concentracion se observaron peliculas homogéneas y transparentes. Por lo tanto, se decidio
utilizar el PLA 4060 D el cual es un tipo de PLA de baja cristalinidad, los plastificantes que se
decidieron manejar fue cido citrico y PEG-DEsqo a diferentes concentraciones donde la mejor
apariencia macroscépica de las peliculas fue a una concentracion de acido citrico al 5 % (p/v) y
de PEG-DEso al 3 % (p/v). Como podemos observar (Tabla 16) al utilizar el PLA de baja
cristalinidad se pudo obtener peliculas con mejor apariencia macroscépica utilizando mayores
concentraciones de plastificante comparado con el PLA 4043 D que es un tipo de PLA
semicristalino. Este comportamiento es debido a que el PLA amorfo puede interactuar mejor
con las moléculas al ser mas facil de disolverse en solventes comunes como acetona (Persson,
2018). Con base a lo anterior se decidio trabajar con las peliculas de PLA con PEG-DEs al 3
% (p/v) para la adicion de particulas nicleo-coraza de betalainas y realizar posteriores analisis.
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Tabla 16. Condiciones para la obtencion de peliculas de PLA modificada con diferentes plastificantes

por casting.
Plastificantes
Conc. PLA Conc. Ac. Citrico  Glicerol PPG PEG14s0 PEG-DEsqo
plastificantes
(pIV) (pIv)
Observaciones
0.3% Opaca Opaca Opaca/transp  Opaca/trans
arente parente
0.5% Separacion  Separacié Separaci6 ~ Separacion  Separacion
de fase ndefase ndefase de fase/opaca de fase
5 04 1% Separacion  Separacié  Separaci0  Separacion
de fase ndefase ndefase de fase/rigida
4043 D
5% Separacion  Separacié  Separacid  Separacion
de fase ndefase ndefase de fase
10 % Presencia  Separaci6  Separacid  Presencia de
de agujeros nde fase  nde fase agujeros en
en peliculas peliculas
1% Rigida/ Lisa
transparent
e
5% 3% Lisa/transpa
rente
4060 D 5% Transparent Lisa/opaca
e/opaca
10 % Opaca- Lisa/opaca
blanco

*PPG= Polipropilenglicol; PEG= Polietilenglicol; PEG-DE= polietilenglicol diglicil éter
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Microscopia electronica de barrido (SEM)

En la Figura 31 se muestran las micrografias de SEM de las peliculas de PLA, PLA-PEG-DE y
PLA-PEG-DE con particulas nucleo-coraza de betalainas. En la Figura 31 a se muestra la
superficie de la pelicula de PLA, observando una superficie lisa, sin aparentes grietas, sin
embargo, en la Figura 31 b se observa la superficie de la pelicula de PLA modificada con PEG-
DE mostrando pequefias rugosidades esto debido al plastificante afiadido. En el corte transversal
de dicha pelicula (Figura 31 d) no se aprecian diferentes fases entre el PLA y el plastificante, lo
que indica una aparente miscibilidad. Este comportamiento ya ha sido reportado por Tipachan
et al. 2017, donde ellos reportaron la plastificacion de peliculas de PLA con polietilenglicol
(PEG). En la Figura 31 c se observa la parte superficial de la pelicula de PLA-PEG-DE con
particulas, donde se muestra una superficie rugosa debido a la presencia del PEG-DE. También,
se observa la presencia de las particulas nucleo-coraza de betalainas distribuidas
homogéneamente en toda la superficie de la pelicula, lo cual se puede corroborar en el corte
transversal de la pelicula (Figura 31 €) donde se aprecia la distribucion de las particulas sin
presencia de grietas, por lo que esta morfologia es positiva ya que podrian no verse afectadas

severamente las propiedades mecanicas.
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Figura 31. Micrografias de SEM: (a) superficie de la pelicula de PLA, (b) superficie de la
pelicula de PLA con PEG-DE, (c) superficie de la pelicula de PLA-PEG-DE con particulas
nucleo-coraza de betalainas, (d) corte transversal de la pelicula de PLA con PEG-DE y (e) corte
transversal de la pelicula de PLA-PEG-DE con particulas nlcleo-coraza de betalainas, vistas a
2000X y 200X.
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Espectroscopia de infrarrojo con transformada de Fourier (FT-IR)

Los cambios quimicos también se observaron por espectroscopia FT-IR (Figura 32). Donde en
la pelicula de PLA se observan las bandas caracteristicas del PLA que corresponden a la
absorcion de la banda de estiramiento asimétrico y simétrico del C-H a 2990 y 2940 cm, la
vibracion por estiramiento del grupo CH3 que se encuentra a 1453 cm™, la vibracion por
estiramiento del enlace C=0 se observa a 1746 cm™ y las bandas de estiramiento del C-O en -
CH-O-y -O-C=0 del PLA aparecen a 1179 cm™y a 1077 cm™* respectivamente. En el caso de
la pelicula de PLA con PEG-DE se observa una banda caracteristica del PEG-DE a 2874 cm™
correspondiente al estiramiento vibracional del enlace C-H. Podemos observar que esta banda
se desplaz6 hacia nimeros de onda mayores comparado con el espectro de solvente de PEG-
DE, este corrimiento se atribuye a la posible interaccidn entre los grupos reactivos del PLAy el
PEG-DE demostrando que la estructura del PLA fue modificada por el PEG-DE, este
comportamiento coincide con lo reportado por varios autores (Choi et al., 2013; Li et al., 2019).
El espectro de la pelicula de PLA-PEG-DE con particulas ndcleo-coraza de betalainas mostro6
un corrimiento de la banda del grupo C=0 de 1746 cm™a 1752 cm™ lo que podria atribuirse a
la interaccion de las particulas y la pelicula de PLA. Ademas, se observa una nueva banda a los
1644 cm™ la cual es atribuida a la presencia de la FSG, banda caracteristica de las proteinas
(Glassford et al., 2013).

129



P_.PNC-B ™ -
-CH 1644 cm!
2861 cm! 1752 em!
<
g
> |ppPEGDE ™
- -CH
’ 8 2874 cm’! 1746 cm-?
E
= |s-PEG-DE \f'
é -CH
2867 cm!
[ =
H v— s B
P-PLA _
-CH ead
2990-2940 cm! c=0 ., 4;}1&1_1 :
1746 cm %7 :
L ' L ' L) ' L | l L ' L) ' L |
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
, -1
Numero de onda (cm™)

Figura 32. Espectros de FT-IR de la pelicula de PLA (P-PLA), solvente de PEG-DE (S-PEG-
DE), pelicula de PLA con PEG-DE (P-PEG-DE) y pelicula de PLA modificada con PEG-DE y
particulas nucleo-coraza de betalainas (P-PNC-B).
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Anélisis termogravimétrico (TGA)

En la Figura 33 se muestran los termogramas y derivadas de las peliculas de PLA con PEG-DE
y particulas nucleo-coraza de betalainas. Donde podemos observar que en todos los casos las
muestras se degradan por completo a los 400-600 °C respectivamente (Figura 33 a). La pelicula
de PLA muestra una Unica caida, presentando una estabilidad térmica a los 359 °C
aproximadamente, mientras que la pelicula de PLA modificada con PEG-DE muestra una
evidente disminucion de la estabilidad térmica presentada a los 233 °C comparada con la
pelicula de PLA. Dicha disminucién se debe a una evidente modificacion estructural del PLA
por el PEG-DE debido a la plastificacion del PLA (Li et al., 2018). En la pelicula de PLA-PEG-
DE adicionada con particulas nicleo-coraza de betalainas la estabilidad térmica aumento,
presentando una unica caida a los 338 °C. Este comportamiento también ha sido observado por
otros autores Chieng et al. 2014, quienes realizaron peliculas de PLA con PEG y adicionaron
nanopelets de grafeno. Ellos observaron que al afadir los nanopelets aumentaba la estabilidad
térmica de la pelicula de PLA con PEG atribuyendo dicha estabilidad a los nanocompuestos

afadidos.
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Figura 33. Termogramas de TGA (a) y la derivada del peso (b) de la pelicula de PLA (P-
PLA), pelicula modificada con PEG-DE (P-PEG-DE), pelicula de PLA con particulas nucleo-
coraza de betalainas (P-PNC-B)
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Calorimetria diferencial de barrido (DSC)

Los datos de las propiedades térmicas de la pelicula de PLA, pelicula de PLA-PEG-DE vy
pelicula PLA-PEG-DE con particulas ndcleo-coraza de betalainas se describen en la Tabla 17.
Donde podemos observar que la pelicula de PLA presentd un valor de Tg de 60.62 °C y con la
adicion de PEG-DE disminuyo considerablemente a 48.13 °C. Este comportamiento se debe al
efecto de plastificacion del PLA, como ya se ha reportado en otros trabajos el PEG de bajo peso
molecular es uno de los plastificantes mas adecuados debido, a su buena miscibilidad con el
PLA (Hassouna et al., 2011). La temperatura de cristalinidad (Tc) también disminuyé de 84.78
°C a 82.05 °C cuando se afiadi6 PEG-DE. La disminucion de la Tg y la Tc en la pelicula de
PLA-PEG-DE indica la compatibilidad del PEG-DE con el PLA, debido a la separacion de las
cadenas del PLA. Esta separacién contribuye al aumento del volumen libre entre las cadenas
mejorando la movilidad de las mismas (Choi et al., 2013). En la pelicula con particulas nacleo-
coraza de betalainas se observé un aumento de la Tg y Tc, en comparacion con la pelicula con
PEG-DE, pero no mayor a la presentada por la pelicula de PLA. Otros autores han reportado
resultados similares. Ozkoc y Kemaloglu, 2009, realizaron peliculas de PLA plastificadas con
PEG y arcillay observaron que, al incorporar la arcilla la Tg aumenté 4°C. Este comportamiento
lo atribuyeron a una restriccion de la movilidad de las cadenas como consecuencia de la unién
0 adsorcion en la superficie de la arcilla. Por lo tanto, podemos concluir que las particulas
nucleo-coraza de betalainas debido a la posible interaccion con la pelicula, como ya se observo
por FT-IR anteriormente, dificulta el movimiento de las cadenas provocando un aumento en la
Tg asi como las deméas transiciones mostradas en la Tabla 17. Para confirmar este
comportamiento se realizaron pruebas mecéanicas a las peliculas obtenidas ya que las

transiciones mencionadas se relacionan estrechamente con su comportamiento mecanico.
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Tabla 17. Propiedades térmicas de las peliculas de PLA
modificada y con la adicion de particulas nucleo-coraza de
betalainas.

Materiales Tg (°C) Tc (°C) Tf(°C)
PPLA 60.62 84.78 151.75
P-PEG-DE 48.13 82.05 110.01
P-PNC-B 54.53 84.14 132.69

*P-PLA: pelicula de PLA; P-PEG-DE: pelicula de PLA modificada con
PEG-DE; P-PNC-B: pelicula de PLA/PEG-DE; Tg: temperatura de
transicion vitrea; Tc: temperatura de cristalinidad; Tf: temperatura de
fusion.
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Pruebas mecanicas de las peliculas

Los valores especificos de las caracteristicas que incluyen modulo de elasticidad, resistencia a
la tension y elongacion al rompimiento se resumen en la Tabla 18. La pelicula de PLA presentd
un alto modulo de elasticidad de 699.225 MPa y un bajo porcentaje de elongacion, sin embargo,
cuando la pelicula fue plastificada con PEG-DE, el mddulo de elasticidad disminuyd
significativamente a 26.673 MPa y el porcentaje de elongacion aumento a 218.939 MPa. Este
comportamiento indica el mejoramiento de su ductilidad debido a la plastificacion del PLA como se
ha discutido anteriormente confirmando asi la plastificacién del PLA por el PEG-DE. En la
pelicula con particulas nucleo-coraza de betalainas se observé un ligero aumento del médulo de
elasticidad (30.664 MPa), y una disminucion significativa del porcentaje de elongacion
(160.374 %), lo cual nos indica que las particulas si bien, no afectan en gran medida al aumento
en la rigidez del material, si tienen un efecto en la disminucion de la ductilidad. Este
comportamiento puede deberse a la restriccion del deslizamiento de las cadenas del polimero
como consecuencia de la presencia e interaccion entre las particulas y la matriz disminuyendo
el porcentaje de elongacion lo que promueve la ruptura del material. (Ozkoc y Kemalonglu,
2009; Fortunati et al., 2012).
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Tabla 18. Propiedades mecénicas de las peliculas de PLA modificada y con la
adicion de particulas nucleo-coraza de betalainas

Peliculas

Maodulo de Resistencia a la Elongacion al
elasticidad (MPa) tension (MPa) rompimiento (%)

PLA
PEG-DE
PNC-B

699.225+73.404% 29.420+6.893% 5.605+2.186°
26.673+3.186°"° 6.520£2.539°  218.939+97.700°
30.664 +9.160° 3.178 £ 0.604 ° 160.374 + 62.001 ¢

*Letras diferentes entre misma columna significan diferencia estadisticamente significativa

(p <0.05)
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ETAPA 3

Evaluacion de peliculas de PLA modificadas con y sin particulas nucleo-
coraza de betalainas sobre las propiedades quimicas y microbiologicas de
filetes de caballa (Scomber scombrus)
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Aplicacion de peliculas PLA modificadas con y sin particulas nucleo-coraza de betalainas

En la Figura 34 se muestran las fotografias de las peliculas de PLA modificadas con y sin
particulas, aplicadas en trozos de filetes de caballa (Scomber scombrus), almacenadas a 4 °C
por 7 dias. Se puede observar que las peliculas con particulas nucleo-coraza de betalainas
muestran coloracion comparadas con las peliculas de PLA-PEG-DE sin particulas. A pesar de
que se esperaba un cambio de color en las peliculas con particulas conforme avanzara el tiempo
de almacenamiento, no se observé un cambio visual durante los 7 dias. Este comportamiento
puede ser debido a la interaccidn entre las betalainas y la matriz que las encapsula (interacciones
discutidas anteriormente por FT-IR) proporcionando una mayor estabilidad a las betalainas en
presencia de luz y temperatura, efecto comprobado y discutido en analisis anteriores. Rodriguez
et al. 2017, estudiaron la estabilidad de las betalainas en dulces tipo gomitas a base de gelatina,
asi como en el jugo de pitaya bajo diferentes condiciones de almacenamiento, observando que
la estabilidad de betalainas se veia disminuida en el medio liquido que en el solido donde el
color inicial predomind por més dias. Los autores concluyen que la mayor estabilidad en el
medio solido puede ser debido a que las interacciones con las proteinas de la gelatina pueden
proteger a los pigmentos de procesos como hidrolisis, oxidacion entre otros. Ademas, cabe
mencionar que en nuestro estudio las particulas estan dispersas en la pelicula de PLA lo que de

cierta forma brinda una berrera extra a las betalainas.
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Figura 34. Fotografias de las peliculas modificadas con y sin particulas nucleo-coraza de
betalainas aplicadas en trozos de filetes de caballa (Scomber scombrus) almacenadas a 4 °C por
7 dias en ausencia de luz.
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Evaluacion de la pérdida de la calidad por andlisis quimico de los filetes de caballa

(Scomber scombrus)

En la Figura 35 se observan el conjunto de graficas de los resultados de los analisis quimicos
realizados a los filetes de caballa (Scomber scombrus) durante el periodo de almacenamiento.
Podemos observar que en la mayoria de los casos no se encontraron diferencias significativas
con el control, probablemente debido a que las betalainas encapsuladas presentes en las peliculas
de PLA-PEG-DE migraron hacia el filete, provocando interferencia en ciertas determinaciones
que son colorimétricas pudiendo estar los valores sobreestimados. Sin embargo, podemos
observar que a pesar de que se obtuvieron valores crecientes de i-TMA (Figura 35 g) a medida
que avanzaba el tiempo de refrigeracion, no se obtuvieron valores por encima del limite legal
de 120.0 mg Kg* (Directiva del consejo europeo, 1991). Otros autores han reportado valores
muy por encima de los obtenidos como lo reportado por Garcia-Soto et al. 2015. Ellos realizaron
peliculas de PLA / acido ascorbico / extracto de alga y las aplicaron sobre filetes de pescado
conocido como el gallo (Lepidorhombus whiffiagonis) los cuales fueron almacenados a 4 °C por
4, 7y 11 dias. Los resultados mostraron valores de i-TMA en el dia 7 de 23.4 mg Kg* de
musculo, siendo el dia 11 donde se sobrepasé el valor limite permitido. Otros autores han
propuesto valores de rechazo de <5 mg N /100 g (Jouki et al., 2014; Souza et al., 2010), valores
que estan por encima de los obtenidos en el presente trabajo. Este efecto sobre la inhibicién de
la formacion de i-TMA podria atribuirse a los compuestos presentes en las peliculas con

particulas tales como betalainas y compuestos fenolicos.

El contenido de acidos grasos libres (AGL) en las muestras no presentaron diferencias
significativas durante el tiempo de almacenamiento (Figura 35 €). La actividad enzimatica
enddgena, como la actividad microbiana, se han sefialado como responsables de la formacién
de AGL durante el almacenamiento en refrigeracion del pescado (Campos et al., 2012; Sikorski
y Kolakoski, 2000). La actividad enziméatica enddgena debe ser predominante antes del final de
la fase de retraso microbiano; después de ese tiempo, la actividad microbiana deberia ganar
importanciay ser principalmente responsable del desarrollo de la hidrélisis lipidica. Por lo tanto,

los resultados obtenidos demuestran un efecto inhibidor de la hidrolisis lipidica por la presencia
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de las betalainas, resultado que podemos corroborar con el analisis microbioldgico

especificamente en el desarrollo del recuento lipolitico (Tabla 19).

Se observo una formacién marcada y progresiva en los valores de i-peroxidos en todas las
muestras durante el tiempo de almacenamiento (Figura 35 b); asi como en la fluorescencia y en
el i-TBA (Figura 35 c,d,f). Estos tres pardmetros se relacionan entre si con la oxidacion lipidica,
y es sabido que una de las principales causas de deterioro de los alimentos es la oxidacién
lipidica. Esta ultima afecta a los acidos grasos, principalmente a los poliinsaturados, los cuales
son altamente inestables y reaccionan facilmente con el oxigeno, produciendo camios
importantes en alimentos con contenido lipidico como en su aroma, color, sabor, textura y valor
nutritivo (Damodaran et al., 2008). Los resultados en este estudio muestran una nula inhibicion
antioxidante de las peliculas con particulas ndcleo-coraza de betalainas hacia el filete de
pescado. Esto puede ser debido a la interaccion entre la proteina, compuestos fendlicos y
betalainas mostrada por FT-IR y corroborada por TGA, ya que se ha reportado que dichas
interacciones afectan la actividad antioxidante de los compuestos fenolicos de forma negativa.
Por lo general las proteinas disminuyen la actividad antioxidante de los compuestos fendlicos
por su afinidad de union (Ozdal et al., 2013). Li et al. 2020 encontraron resultados similares a
los obtenidos por nosotros. Los autores estudiaron el mecanismo de union y capacidad
antioxidante del complejo de B- caseina y acidos fendlicos, observando que la presencia de (-
caseina disminuyo la capacidad antioxidante in vitro de los &cidos fendlicos, especialmente del

acido galico, compuesto gque se encuentra presente en nuestro extracto.
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Figura 35. Gréficas del anlisis quimico de filetes de caballa (Scomber scombrus) almacenadas
a 4 °C por 7 dias: a) porcentaje de lipidos (% lipidos), b) indice de perdxidos (i-perdxidos), c)
fluorescencia acuosa, d) fluorescencia organica, e) acidos grasos libres (AGL), f) indice de acido
tiobarbitarico (i-TBA) y g) indice de trimetilamina (i-TMA).

*Letras diferentes significan diferencia estadisticamente significativa (p < 0.05), IN = iniciales (dia 0); 3-CT PLA
= pelicula de PLA-PEG-DE sin particulas; 4-CAB PITAYA = pelicula de PLA-PEG-DE con particulas ndcleo-
coraza de bhetalainas.
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Evaluacion de la pérdida de la calidad por analisis microbioldgico de los filetes de caballa

(Scomber scombrus)

En la Tabla 19 se muestran los valores obtenidos para el desarrollo de los microorganismos
estudiados. En la evolucion de los mesofilos aerdbicos se observaron diferencias significativas
(p < 0.05) con el control. El dia 4 presentd una disminucion significativa en su desarrollo en
comparacion con el dia cero, mientras que el dia 7 presentd un aumento sin diferencias
significativas con respecto al dia cero sin embargo, los valores obtenidos en el dia 7 pueden
considerarse aceptables desde el punto de vista de seguridad ya que estan por debajo de 6
unidades. Dentro de este grupo en su mayoria son gram positivas que pertenecen a los géneros
de Streptococcus, Bacillus, Listeria y Corynebacterium. El recuento de psicrofilos revel6 un
aumento significativo hasta el dia 7 con respecto al dia cero. La comparacidon entre las peliculas
mostrd valores promedio mas altos para la pelicula control por lo que, se obtuvo un efecto
inhibitorio en la pelicula con particulas en el dia 4 de almacenamiento. Dicho grupo esta
compuesto principalmente por bacterias gram negativas que pertenecen a los géneros
Pseudomonas, Moraxella, Acinetobacter y Flavobacterium (Garcia-Soto et al., 2015). En la
evaluacion del recuento de lipoliticos no se presentaron diferencias significativas en la pelicula
con particulas durante el almacenamiento con respecto al dia cero; esto concuerda con lo
observado anteriormente en el contenido de AGL, mostrando un efecto inhibitorio en esta clase
de microorganismos. La comparacion entre los promedios de las peliculas no muestra
diferencias significativas, sin embargo, las peliculas controles numéricamente mostraron un
mayor desarrollo de microorganismos. En cuanto al recuento de los anaerobios no se mostré un
efecto significativo durante el periodo de almacenamiento, observando un efecto de inhibicién
notable de las peliculas con particulas que contienen betalainas con respecto a los controles

donde el recuento promedio es mayor.

Esta inhibicion de la actividad microbiana puede estar implicada como resultado de la presencia
de betalainas y compuestos fenolicos presentes en las peliculas con particulas. Se ha informado
que las betalainas exhiben efectos antimicrobianos, pero sus efectos dependen de la dosis y de
la fuente (Choo, 2017). EIl orujo de remolacha que contiene gran cantidad de betalainas y
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compuestos fenolicos se ha observado que tiene un efecto inhibitorio en bacterias gram negativo
y gram positivo, sin embargo, las de mayor susceptibilidad son las gram positivas (Vulic et al.,
2013). La pulpa de pitahaya roja también se ha observado que ejerce un amplio espectro
antimicrobiano al inhibir bacterias gram positivas (Listeria monocytogenes, Staphylococcus
aureus, Escherichia faecalis) y negativas (Salmonella typhi, Proteus mirabilis, Pseudomona
aeruginosa) (Yong et al., 2017). En base a los resultados obtenidos observamos mayor efecto
inhibitorio en los mesofilos, que en su mayoria son bacterias de tipo gram positivas. Este
resultado también ha sido reportado por otros autores como Tenore et al. 2012, quienes
informaron que se necesitd de una concentracion baja de betalainas extraidas de la pitahaya roja
para actuar contra las bacterias gram positivas. Esto podria deberse a que las bacterias gram
negativas tienen una membrana externa adicional que sirve como barrera selectiva de
permeacion. Otros autores informaron que las bacterias gram positivas son mas susceptibles a
las betalainas de la remolacha (Canadanovic et al., 2011; Saani y Lawrence, 2016). Por lo tanto,
las propiedades hidrofilicas de las betalainas pueden inhibir el crecimiento bacteriano al dafiar

la membrana celular o inhibir la sintesis de proteinas (Yong et al., 2018).
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Tabla 19. Evaluacion de la actividad microbiana en filetes de caballa refrigerado y envuelto con

diferentes condiciones de pelicula

Tiempo de almacenamiento (dias)

Microorganismos Peliculas 0 4 7
(log UFC/ g musculo)
Mesofilos CT PLA 3.60 (0.44) ® 3.42 (0.10)® 4.44 (0.46) ©
CAB PITAYA 3.60 (0.44)® 2.40 (0.17)2 3.55(0.41)"°
Psicrofilos CTPLA 2.75(0.26) @ 3.75(0.32)® 4.46 (0.48)°
CAB PITAYA 2.75(0.26) @ 3.56 (0.41) ® 4.35 (0.60) °
Proteoliticos CTPLA 2.43(0.38) 2 4.44 (0.32)° 4,97 (0.61)°
CAB PITAYA 2.43(0.38) 2 3.88 (0.60) ° 4.84 (0.47)°
Lipoliticos CTPLA 2.00 (0.00) 2 3.33(041)® 3.98 (0.28) ®
CAB PITAYA 2.00 (0.00) 2 3.21(1.13)® 3.53 (0.92)®
Anaerobios CTPLA 2.39(0.35) 2 3.35(0.32) ¢ 3.66 (0.25) b°
CAB PITAYA 2.46 (0.40) 2 2.90 (0.10) ® 3.36 (0.16) ¢

*Letras diferentes significan diferencia estadisticamente significativa (p < 0.05); UFC = unidades formadoras

de colonias
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CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos en este trabajo de investigacion permiten concluir que la temperatura
principalmente y el tiempo de sonicacion ayudan a una mayor extraccion de betalainas a partir
de la pulpa de pitaya (Stenocereus thurberi). Ademas, la ultrafiltracion es un buen método de

purificacion que puede favorecer las propiedades bioactivas del extracto de pitaya.

La encapsulacion de betalainas en FSG por la técnica de electroaspersion coaxial fue realizada
con éxito obteniendo particulas nicleo-coraza en las cuales se registrd el establecimiento de
interacciones quimicas entre FSG, las betalainas y los compuestos fenolicos presentes en el
extracto. Las betalainas encapsuladas presentaron mayor estabilidad a la exposiciénalaluzy a
la alta temperatura; registrando, ademas, una liberacion prolongada bajo condiciones

alimentarias simuladas.

La modificacion del PLA con el plastificante PEG-DE provoco la disminucion de su estabilidad
térmica, asi como la disminucion de sus temperaturas de transicion (Tg, Tcy Tf). Se registraron,
ademas, cambios en las propiedades mecéanicas de la pelicula ya que aumentd el porcentaje de
elongacion y disminuyd la rigidez de la misma. Al adicionar las particulas nucleo-coraza de
betalainas a la pelicula éstas presentaron interaccion con la pelicula, ocasionando el aument6 en
la estabilidad térmica y en la Tg; sin embargo, las propiedades mecanicas se mantuvieron

similares a las peliculas sin particulas.

Las peliculas con particulas ndcleo-coraza de betalainas aplicadas en filetes de caballa no
presentaron visualmente cambios de color durante el almacenamiento del alimento modelo.
Tampoco se registro efectos antioxidantes de dichas peliculas en este sistema; sin embargo, el
material si present0 efectos inhibitorios en bacterias, principalmente en las de tipo gram
positivas. Estos resultados indican que estas peliculas podrian funcionar como empaques activos

en alimentos.
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RECOMENDACIONES

e Evaluar laestabilidad de betalainas encapsuladas y no encapsuladas frente a temperatura,
luz y pH utilizando diferentes matrices.

e Colocar a las betalainas encapsuladas a diferentes concentraciones en la superficie de las
peliculas de PLA modificadas mediante una reaccion de funcionalizacion.

e Aplicar las peliculas con particulas en filetes de pescado magro y graso analizando
fisicoquimica y microbiolégicamente durante 14 dias de almacenamiento a temperaturas

de congelacién y refrigeracion.
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Abstract Betalains are pigments that have properties that
benefit health, such  as  sntioxidant, anticancer, and
antimicrobial activity, and they also possess a high ability
to prowide color, However, these pigments, although vsed
as colorants in cedan foods, have not been able w0 be
potentialized to diverse areas such as pharmacology, due o
their instability to physicochemical factors such as high
temperature, pH changes and high water activity. For this
reason, different stabilization methods have been reported.
The method that has presented best results for diversifyving
the use of betalaing has been encapsulation. Encapsulation
is a method of entmpment where the objective is o protect
a compound uilizing more stable matrices froom encapsu-
lation technologies. This method has been emploved o
provide  preater swhility o betalwins, wsing  different
matrices and encapsulation  technologies. However, a
review does not exist, o our knowledge, which anal yees
the effect of matrices and encapsulation technologies on
betalains stabilization. Therefore, the objective of this
review articls was to evaluate the differsnt matrices and
encapsulation  technigues that have been emploved o

stabilize betalains, in order to arrive ot specific conclusions
cimcerning the effect of encapsulation on their stabilization
and to propose new lechnigues and matrices that could
promite their stabilization,

Keywords Betalains - Encapsulation - Matrix -
Stabilization - Effects

Introduction

Betalains are pigments found in froits, fowers, roots, and
leaves of plants (Gengatharan et al. 2015). They are syn-
thesized from the wmino acid tymsine into two structural
groups, betacyaning, and betaxanthing, it being the nature
of the additional residue that determines the classification
of the pigment (Gandis-Herrero and Garcis-Carmona
201 3). Betalains have interesting propenies, such as high
water solubility and color intensity, and they possess
antioxidant and anticancer effects (Stintzing and Carle
20417).

However, one of the main problems that limit the
amolication of betalains is their instability (Casiellar e al.
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Abstract Stenocercus thurberi is an endemic species in northwestern Mexico. It produces colorful
fruits called pitavas that have anedible pulp. They have phytochemical compounds associated with
biological activities. Ultrafiltration is a widely used method for the clarification of fruit juices and
the meoovery of phytochemicals. However, its effect has not been extensively studied in extracts.
Themfore, the objective of this work is to study the effect of the ultrafiliration of pitaya extract
{ Stemocereus thurberi) om its phytochemical content, antioxidant capacity, and identification of phenolic
compounds by UPLC-DAD-MS, providing greater knowledge about the pitaya. In this study, two
extracts werne analyzed, the unclarified extract (UE) and the clarified extract (CE). The anboxidant
capacity was higher in the CE with 1593 £ 042 mM TE/g, DPPH and 18.37 = 0.016 mM TE/g,
ABTS. The UPLC-MS analysis indicated the decrease in phenolic compounds in the CE and the
presence of gallic acid and resorcinol, compounds that had not been identified in other species of
Stenocereus spp. The correlation analysis indicated that all the phytochemicals present in the pitayva
contribute significantly to the antioxidant capacity. The ultrafiltration process could be a viable option
to improve the biological achivity of the natural extracks,
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ANEXOS 2

Gréfico de la deconvolucidn de la banda amida I de las proteinas (FSG)

Peak Analysis

Data Set:[Book2]Sheet1!B Date:29/04/2020
BaseLine:End Points Weighted

Chi*2=2.53654E-006 Adj. R-Square=9.94808E-001 # of Data Points=106
SS=2.48581E-004 Degree of Freedom=98
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Fitting Results
Peakindex | PeakType | Arealntg [ FWHM | MaxHeight | CenterGnty | Area IntgP

1 Gauss 162911  31.94715 0.04942 1625.38363 33.39893
2 Gauss 1.07977  25.60834 0.03961 1648.09463 22.13679
3 Gauss 0.16237 21.046 0.00725 1656.79028 3.32885
4 Gauss 2.00648  34.48703 0.05533 1672.03325 41.13543

Gréfico de la deconvolucién de la banda amida I de las particulas sin betalainas (P-FSG)

Peak Analysis

Data Set:[Book3]Sheet1!B Date:29/04/2020
BaseLine:End Points Weighted
Chi"2=1.14657E-005 Adj. R-Square=9.94762E-001 # of Data Points=121
S$S=1.29562E-003 Degree of Freedom=113
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Fitting Results
Peakindex | PeakType | Arealntg | FWHM | MaxHeight | CenterGnty | AreaIntgP
1 Gaussian 0.21849 13.43482 0.01528 1656.79028 2.14055
2 Gaussian 0.13246 10.65066 0.01168 1648.50384 1.2977
3 Gaussian 5.79043 44.84741 0.12268 1630.44757 56.72831
4 Gaussian 4.06592 37.84048 0.10198 1669.73146 39.83344
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Gréfico de la deconvolucién de la banda amida | de las particulas con betalainas (P-NC-B)

Peak Analysis

Data Set:[Book4]Sheet1!G"Smoothed Y5" Date:29/04/2020
BaseLine:End Points Weighted
Chin2=1.40612E-006 Adj. R-Square=9.98767E-001 # of Data Points=225
S$S=3.02316E-004 Degree of Freedom=215
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Fitting Results

Peakindex | PeakType | Arealntg | FWHM | MaxHeight | CenterGnty | Area InigP
1 Gaussian 484469 49.62054 0.09267 1625.31969 70.94088
2 Gaussian 0.04421 16.03053 0.00259 1633.45269 0.64731
3 Gaussian 0.72453 18.15513 0.03749 1648.18414 10.60925
4 Gaussian 0.28194 13.61235 0.01946 1656.75192 4.1284
5 Gaussian 0.93384 19.44386 0.04549 1667.13555 13.67415
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