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1.- INTRODUCCION:

La tendencia de la adquisicion y desarrollo de productos alimenticios, en la
actualidad estéa dirigida a considerar aquellos que aporten un beneficio adicional a
la nutricion basica. Aumentando el contenido de vitaminas y nutrimentos
inorganicos, probidticos, prebidticos, agentes antimicrobianos, antioxidantes, entre
otros compuestos bioldgicamente activos que han contribuido al desarrollo de los

denominados alimentos funcionales.

La OMS recomienda consumir al menos 400 g/dia de frutas y hortalizas variadas y
aumentar el consumo de otros alimentos de origen vegetal (cereales integrales,
leguminosas y frutos secos), ya que contienen otros componentes biolégicamente
activos que se han reportado responsables del efecto protector frente al estrés

oxidante y a la carcinogénesis.

Los antioxidantes son compuestos que inhiben la oxidacion de otras moléculas, su
biodisponibilidad esta determinada por su naturaleza y funcion. La susceptibilidad a
la oxidacién de estas puede limitar su estabilidad y procesamiento. Es por ello que
en el presente trabajo experimental se realizé una alternativa hacia la industria y el
consumidor en encapsular el extracto que contiene los antioxidantes provenientes
del betabel (Beta vulgaris L.) para su incorporacion en una matriz alimenticia y

promover un mayor consumo de dichos compuestos biolégicamente activos.



2.- MARCO TEORICO

2.1Alimentos funcionales
Debido a la necesidad de la industria de satisfacer el interés que tienen en consumir
alimentos que aporten beneficios a la salud, se han desarrollado desde hace varias

décadas los “alimentos funcionales”.

El concepto surgio en 1980 en Japdn para reducir el costo creciente que estaba
generandose en el sector salud, pero fue hasta 1991 cuando se establecio la
categoria de alimentos potencialmente beneficioso denominados “alimentos de uso
especifico para la salud” (Food for Specific Health, FOSHU, por sus siglas en
inglés), refiriéndose a aquellos alimentos con componentes que desempefian una
funcién favorable y especifica en las funciones fisiolégicas del organismo humano
mas alla de su aporte nutricional. Para su aprobacién como FOSHU, un alimento
debe cumplir fundamentalmente tres requisitos:

1) Evidencia cientifica de su eficacia, incluyendo estudios clinicos.

2) Que su consumo sea seguro, con estudios adicionales en humanos.

3) Determinacion analitica de sus compuestos biolégicamente activos (Arai et

al., 2001).

Actualmente no existe una definicion ni legislacion de “alimento funcional” que esté
homologada debido a que existen variaciones dependiendo del pais y el contexto
utilizado. Para los fines de este trabajo se definira a los alimentos funcionales como
los productos alimenticios de origen animal o vegetal, consumidos en la dieta diaria,
que ademas de aportar los nutrimentos poseen componentes biol6égicamente
activos. Estos compuestos ejercen efectos farmacolégicos que modulan funciones

terapéuticas en el cuerpo que resultan benéficas para la salud (Jacobs et al., 2009).

Diplock y colaboradores describen que un alimento funcional puede ser un
alimento natural o un alimento en el que un componente haya sido afladido/retirado
tecnoldgica o biotecnol6gicamente. También puede ser un alimento en el que la

naturaleza o la biodisponibilidad de uno o mas de sus componentes han sido
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modificados, o cualquier combinacion de éstas. Un alimento funcional puede serlo
para todos los miembros de una poblacion o para un grupo especifico, que puede
estar definido, por ejemplo: edad o constitucion genética, destacando los siguientes

elementos:

a) El efecto funcional es distinto que a los nutrimentos de la dieta basica.

b) Consiste en una mejoria de funciones fisioldgicas (incluyendo funciones
psicolégicas como el bienestar) o en reduccion del riesgo de desarrollar una
patologia.

c) Se trata de un alimento, no de una pildora o capsula, y debe consumirse como

parte de la dieta normal (Kwak et al., 2011).

Un alimento funcional puede ser un alimento tradicional, y también uno elaborado a
partir de uno tradicional mediante una o varias de las siguientes modificaciones:

1. Eliminacion de un componente conocido que causa un efecto perjudicial
cuando se consume (e.g. proteina alergénica).

2. Aumento de la concentracién de un componente presente de forma natural
en el alimento hasta un nivel en el que se produzca el efecto benéfico
deseado (e.g. yogurt adicionado con proteina).

3. Adicion de un componente que el alimento previamente no contenia con
efectos fisiologicos benéficos (e.g. productos lacteos con prebidticos).

4. Sustitucion parcial de un ingrediente, cuya ingesta es normalmente alta y
puede tener un efecto negativo, por otro con efectos fisioldgicos beneficiosos
(e.g. leche entera por deslactosada con vitaminas A, D, y E).

5. Aumento de la biodisponibilidad o estabilidad de un componente que
produzca un efecto benéfico o que reduzca el riesgo de padecer una
enfermedad (e.g. bebidas con incorporaciones de antioxidantes) (Roberfroid,
2002).



2.1.2 Tendencias en aplicaciones de alimentos funcionales

Actualmente, el desarrollo de nuevos productos esta dirigido a los alimentos
funcionales que atiendan distintas problematicas, necesidades o requerimientos
gue esta pidiendo el consumidor, a través de una o mas modificaciones descritas
anteriormente:

e Desarrollo fetal y crecimiento

En esta etapa de la vida las necesidades energéticas y de determinados nutrimentos
son mas elevadas que en otras etapas y tanto la dieta de la madre como la del
propio nifio pueden influir en su desarrollo y crecimiento. En este grupo se
encuentran alimentos enriquecidos con hierro, acido fdlico en cereales de
desayuno, yodo en sal, calcio y vitamina D en lacteos, nutrimentos para la infancia

en formulas infantiles, entre otros (Serrano et al., 2005).

e Efectos en la microbiota intestinal
El equilibrio de la microbiota intestinal es importante para mantener una buena salud
y prevenir enfermedades ya que entre sus funciones se incluyen el efecto barrera o
resistencia a la colonizacién de microorganismos potencialmente patdgenos,
funciones troficas sobre la proliferacion y diferenciacion del epitelio intestinal y sobre

el desarrollo y la modulacién del sistema inmune.

La categoria engloba los alimentos probioticos, prebidticos, simbidticos y los
ricos en fibra, los cuales se han demostrado que ejercen efectos benéficos en
patologias del tracto gastrointestinal como diarreas, intolerancia a la lactosa, cancer
de colon y enfermedades intestinales cronicas, entre otras (Gaurner, 2007).

e Agentes xenobioticos
Se designa xenobidticos a los compuestos naturales y sintéticos, a los que un
individuo esta expuesto (forman parte de pinturas, plasticos, cigarrillos, cosméticos,
medicamentos, entre otros.). De acuerdo a la dosis en que el individuo esta
expuesto se podrian causar efectos negativos para la salud.
El organismo puede realizar su modulacién mediante compuestos bioldgicamente

activos de los alimentos. Por ejemplo, la actividad citocromo CYP3A4, involucrada



en la biotransformacion de distintos farmacos como la ciclosporina o felodipina, es
muy sensible a compuestos biolégicamente activos presentes en el vino, jugo de

naranja o en ajo (Gaurner, 2007).

e Funciones psicolbgicas
El apetito o sensacion de saciedad, rendimiento cognitivo, humor, manejo del estrés
también son un area de desarrollo para implementar estos alimentos funcionales:
En esta &rea se podrian incluir alimentos ricos en fibra (su efecto sobre la saciedad),
con sustancias excitantes (cafeina, ginseng) o tranquilizantes (melisa) extraidas de

plantas, entre otros (Gaurner, 2007).

e Reacciones con radicales libres
Los mecanismos que involucran la formacion de radicales libres estan implicados
en el inicio y progresion de diversas patologias como DM II, enfermedades
cardiovasculares e incluso neoplasias. Los estudios epidemiolégicos son
incompletos, pero en general apoyan la hipotesis de que una ingesta adecuada y
equilibrada de alimentos ricos en antioxidantes contribuye a proteger a las células 'y
tejidos del efecto nocivo de los radicales libres y, por tanto, se reduciria el riesgo de

padecer ciertas patologias (Harris et al.,2003).

Entre los compuestos biolégicamente activos mas destacados se encuentran: las
vitaminas: E (frutos secos, germen de trigo) y C (citricos, kiwi), carotenoides
(licopeno en tomate, B-caroteno en zanahorias), zinc y selenio (carnes, pescados,
huevos), compuestos de azufre (col, cebolla, ajo), flavonoides y otros polifenoles
(vegetales en general). En los ultimos afios ha sido significativo el aumento de

productos enriquecidos con sustancias antioxidantes (Harris et al.,2003).



2.2 Compuestos biol6gicamente activos de los alimentos

La presencia y concentracién de los compuestos bioldgicamente activos (CBA) en
alimentos, también llamados fitoquimicos al referirse a compuestos de origen
vegetal, estara en funcion de diversos factores como climatologicos, agronémicos,

tecnoldgicos o culinarios, entre otros (Camara-Hurtado, 2003).

Los CBA poseen cierta actividad biolégica dentro del organismo, confieren las
caracteristicas especificas que convierten a un alimento en funcional. Se traduce en

bienestar para el individuo y menor riesgo de padecer determinadas enfermedades.

2.2.1 Clasificacion de los compuestos biolégicamente activos

De acuerdo con Innova Market Insights (2015) los consumidores prefieren que
dichos componentes tengan un origen natural en vez de sintético, por lo que
normalmente se extraen de plantas, de subproductos del procesamiento de
alimentos o incluso, de algas. Los CBA pueden clasificarse segun su naturaleza

guimica, como se observa en la Figura 1.

Compuestos bioactivos de los alimentos

Inorganicos Orgdnicos
I 1
I I I | 1
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Figura 1: Algunos de los compuestos bioldgicamente activos que se pueden encontrar en los
alimentos, clasificados segun su naturaleza quimica (Milner, 2004).



Compuestos Fendlicos

-Polifenoles: Son un conjunto heterogéneo de moléculas con actividad antioxidante
gue incluye a los fenoles acidos y flavonoides (Figura 2A) En términos generales,
los fenoles acidos se caracterizan por tener un anillo aromatico central como en el

caso del acido cinamico y otros derivados (Figura 2B).

Existe una gran variedad de fenoles acidos distribuidos en productos de origen

vegetal como son la curcumina, el acido cafeico, acido ferulico y acido clorogénico

gue estan presentes en las semillas de mostaza, frutas, semillas de café y soya
(Milner, 2004).

- B
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Figura 2: Clasificacion de los compuestos fendlico:

2A Fenoles simple, 2B: Polifenoles (Milner, 2004).



-Flavonoides: Pertenecen al grupo de los polifenoles, se caracterizan por tener una
estructura de tres anillos formada de dos centros aromaticos y un heterociclo central
oxigenado. Dentro de los flavonoides se incluyen a las flavonas, flavanonas,
catequinas y antocianinas (Figura 3). Por ejemplo, las flavonas, como la quercetina,
se encuentran en la cebolla y lechuga, la flavanona, en citricos, mientras que las
catequinas en vino rojo y la epicatequina y la epicatequina en el té. Dentro del grupo
de las antocianinas se distingue la delfinidina presente en las cerezas y en la

cascara de frutas con pigmentos oscuros coloridos (Nijveltd et al., 2001).

Flavonoides
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Figura 3: Estructuras quimicas de algunos Flavonoides (Nijveltd et al., 2001).

Lignanos:

Se definen como compuestos diméricos fenilpropanoides presentes en mayor
abundancia en la cascarilla de la semilla de linaza y de centeno. Los lignanos
vegetales son compuestos glicosilados almacenados en vacuolas y son convertidos
en fitoestrégenos activos por la microbiota del colon intestinal como es el caso del

enterodiol que deriva del secoisolariciresinol (Dixon 2004).

Isoprenoides:

-Terpenos: Moléculas lineales formadas de unidades poliméricas de isopreno con
propiedades antioxidantes que protegen a lipidos y componentes celulares del
ataque de agentes oxidantes como radicales libres de oxigeno, superéxido e

hidroxilo. Los terpenos mejor conocidos son el escualeno y los carotenoides, los



cuales estan ampliamente distribuidos en productos vegetales verdes, cereales y
leguminosas (Stuchilk, et al., 2002).

-Fitoesteroles: Son triterpenos insaturados con uno o dos dobles enlaces entre
carbono y carbono. Pueden formar ésteres con acidos grasos, acidos fendlicos o
hexosas (usualmente glucosa).

Los fitoesteroles y fitoestanoles inhiben la absorcion intestinal de colesterol, por ello,
su consumo se ha asociado con la disminucion del riesgo de enfermedades del
corazon (Gylling et al., 2005). También se ha reconocido que poseen propiedades
inmunomoduladoras que podrian ser benéficas para la prevencion del cancer de

colon, de mama y dafio tisular asociado a inflamacién (Boulce. 2001).

Compuestos organosulfurados:
-Isotiocianatos: Moléculas presentes en el berro, calabaza y brocoli. Cuando estos
vegetales son macerados, cortados o masticados, la enzima mirosinasa se activa e

hidroliza conjugados tioglucésidos para generar los isotiocianatos.

Los isotiocianatos de origen natural mas conocidos son el bencil isotiocianato,
feniletil isotiocianato y sulforafano. Algunos isotiocianatos ayudan a inhibir a las
enzimas de fase | de biotransformacioén como el complejo citocromo oxidasa p450.
Si este complejo no fuera inhibido entonces favoreceria la biotransformacion de
carcinégenos capaces de unirse covalentemente a macromoléculas para formar
aductos de ADN o de proteinas (Okada et al., 2005).

2.3Betabel

El betabel (Figura 4) también conocido como remolacha y betarraga, cuyo nombre
cientifico es Beta vulgaris, forma parte del grupo de las quenopodiaceas y de la
familia de las amarantaceas. Esta planta de tipo herbaceo cuenta con un tallo
grueso que puede tener una altura de dos metros, hojas ovales de gran tamafio y

pequenas flores de color verdoso (Kujala et al.,2002).


http://definicion.de/flor/

En México los principales estados productores de este cultivo son: Puebla, Jalisco,
Sonora, Baja California, Guanajuato (CANACA, 2015). Dichos estados
mencionados destinan 7 Ha para producir un promedio anual de 67 toneladas
reportado por el INEGI en 2015. Necesita el invierno para florecer y es una planta

bienal, por lo que esta en el campo todo el afo.

El rendimiento potencial es aproximadamente de 180g por planta, llegando a ser el
rendimiento de 1.9 kg/m?, ademas los residuos se utilizan para la produccién de
etanol, por lo que se considera uno de los tubérculos con mayor rendimiento
(SAGARPA, 2014).

En la Tabla 1 se presenta la composicion quimica del betabel, destacandose el
contenido de agua e hidratos de carbono. Ademas, contiene pigmentosllamados
Betalainas que se componen de Vulgaxantina |, vulgaxantina Il, indicaxantina,
betanina, prebetanina, isobetanina y neobetanina, y una serie de compuestos
fendlicos que incluyen &cidos fendlicos, flavonoides y acidos organicos e

inorganicos.

Contiene cantidades bajas de &cido ascérbico que puede aumentar adicionalmente

la capacidad antioxidante total (Lee et al., 2005).

Tabla 1. Composicion Quimica del betabel (Beta vulgaris L) expresada en g/100 g.

Energia (kcal) 37.50
Agua 88.30
Hidratos de carbono 6.70
Proteina 1.30
Extracto Etéreo Tr*
Fibra 3.20
Nutrimentos Inorgénicos (Cenizas) 0.05
Tr=trazas Fuente: USDA; 2015
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Las betalainas son utilizadas como colorantes naturales por la industria alimentaria,
aceptadas en diversas legislaciones y clasificadas como aditivo E-162 (EU) y 73.40
(FDA, EU). Actualmente, han recibido una creciente atencién debido a los posibles
benéficos para la salud en humanos, especialmente sus actividades antioxidantes
y antiinflamatorias (Zielinska-Przyjemska et al., 2009: Georgie et al., 2010;). Otros
beneficios incluyen la inhibicion de la peroxidacion lipidica (Reddy et al., 2005),
aumento de la resistencia a la oxidacion de lipoproteinas de baja densidad (LDL)

(Tesoriere et al., 2003) y efectos quimio-preventivos (Zhang et al., 2013).

Figura 4: Betabel (Beta vulgaris L.)

2.3.1 Betalainas

Las betalainas son pigmentos naturales hidrosolubles que son utilizados
potencialmente como colorantes (rojos y amarillos) y poseen una alta actividad
antioxidante (Allegra et al., 2005, Cai et al., 2005: Tesoriere et al., 2005; Moreno et
al., 2008). Estos pigmentos son particularmente escasos en la naturaleza; se
encuentran en el betabel (Beta vulgaris L.), semillas y hojas de amaranto
(Amaranthus sp) y en algunas cactaceas del género Opuntia y Hylocereus, como la
tuna puarpura y las pitayas (Corke, 1998; Stintzing et al., 2002; Vaillant et al., 2005).
Las betalainas usualmente se extraen con disolventes polares (agua, etanol y
metanol) con o sin aplicacion de temperatura (Delgado et al., 2000).

Este grupo de compuestos se derivan del acido betaldmico (Figura 5A) y se
clasifican principalmente en dos grupos: las betacianinas, responsables del color
rojo-purpura y las betaxantinas, de coloracion amarillo-anaranjado. Tabla 2
(Delgado et al., 2000: Castellar et al., 2003: Allegra et al., 2005; Saenz, 2006)
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Tabla 2: Caracteristicas y diferencias de los tipos de Betalainas (Betacianina y

Betaxantina)
Tipo de Betalaina Coloracién Longitud de onda Grupo funcional caracteristico
caracteristica
Betacianina Rojo 535-550 nm 3,4-dihidroxifenilalanina (DOPA)
puede estar o no glicosilado
Betaxantina Amarillo- 475-480 nm Aminodcidos o derivados
Anaranjado aminos

Fuente: Forni et al., 1992; Delgado Vargas et al., 2000; Castellar et al., 2003; Allegra et al.,
2005; Saenz, 2006.

Tanto las betacianinas y betaxantinas se encuentran presentes tanto en la cdscara,
pero la mayor concentracion esta en la pulpa del fruto (Dominguez-Lopez, 1996;
Castellar et al., 2003; Sepulveda et al., 2003).

Dentro de las betacianinas del betabel se han identificado principalmente la betanina
(Figura 5 B) y en menores niveles la isobetanina (Séenz et al., 2009). En el grupo
de las betaxantinas se ha identificado sélo la indicaxantina (Figura 5 C) (Butera et
al., 2002; Fernandez et al., 2002; Castellar et al., 2003; Allegra et al., 2005)

Glucosa—0 _

. T ; \
| ]
| HO™ ~F ri'r oo 'f\rff\coon
‘ | |
| (] 8
= T
Hooc® E COOH HOoOC N COOH HOOC N COOH

Figura 5: Estructura quimica del Acido Betalamico (A), Betanina (B), Betaxantina (C)
(Allegra et al., 2005; Azeredo, 2008).
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El contenido de betacianinas y betaxantinas en el betabel puede variar dentro del
rango de 0.04 a 0.21% y 0.02 a 0.14% respectivamente, dependiendo del cultivo
(Azaredo, 2009). Sin embargo, de 80 a 90% del pigmento total contenido en el
betabel es atribuido a las betaninas (rojo), principalmente: (betanidina 5-O-
glucosido) y su isbmero C 15-isobetanina, mientras que laulgaxantina | (amarilla)
representa la betaxantina predominante (Azaredo, 2009).

El contenido de betalainas depende del cultivar o variedad, madurez, clima y
procedencia del fruto (Dominguez-Lopez, 1996; Sepulveda et al., 2003; Saenz,
2004; Stintzing y Carle, 2004). Vulic y colaboradores en 2012 realizaron un analisis
por espectrometria (A = 435 y 580 nm) en donde determinaron el contenido de

betalainas presentes en diferentes cultivos de betabel (Tabla 3).

Tabla 3: Contenido de Betalainas totales (Betacianinas y Betaxantinas) presentes en el

extracto de pulpa seca de betabel (Beta vulgaris L.)

1.25+0.03° 0.46+ 0.02° 1.99+0.16° 0.62+0.16°

0.74+0.02°° 0.29+0.01° 1.7640.04° 0.046+0.01°

Fuente: Vulic et al. (2012)

2.3.2 Importancia biolégica de las betalainas y otros compuestos
biol6gicamente activos del betabel

El betabel posee compuestos conocidos como funcionales y promotores de la salud
(Piga, 2004). Diversos autores han reportado que las betalainas (betanina e
indicaxantina) poseen actividad antioxidante, por lo que su consumo se asocia a la
proteccion contra enfermedades relacionadas con el estrés oxidante (Butera et al.,
2002; Lee et al., 2005; Stintzing et al., 2005; Tesoriere et al., 2005).



Dicha actividad antioxidante de las betalainas se atribuye al grupo fendlico y grupo
amino ciclico presentes en su estructura, los cuales donan atomos de hidrégeno o
electrones a radicales libres (Kanner et al., 2001; Moreno et al., 2008). Diversos
experimentos in vitro e in vivo muestran que las betaxantinas y betacianinas poseen
actividad antioxidante en ambientes biolégicos como membranas celulares y células
(Tesoriere et al., 2005; Allegra et al., 2005).

También se han evidenciado acciones antiinflamatorias en células endoteliales y
efectos sobre células de lineas tumorales (Gentile et al., 2004; Sreekantah et al.,
2007). Por ejemplo: Gentile y colaboradores en 2004 observaron que las betalainas
protegen células endoteliales contra la oxidacion, lo que indicaria un efecto protector
contra procesos inflamatorios conducentes a problemas cardiovasculares
posteriores. Por su parte Wu y colaboradores en 2006 reportaron que las betalainas
presentes tienen un fuerte poder inhibidor sobre la proliferacion de células

cancerigenas en estudios in vitro.

Estudios en seres humanos han demostrado que el consumo de betabel puede
disminuir el estrés oxidante y que la betanina y la indicaxantina son altamente
biodisponibles. Ademas, se detecto la reaccion de betalainas en las LDL, lo que
sugiere que tanto betanina como indicaxantina pueden participar en la proteccién
del LDL contra modificaciones oxidativas (Tesoriere et al., 2005). La naturaleza
catidnica de las betalainas favoreceria la interaccion de estas moléculas solubles

en agua con moléculas polares de las membranas y de las LDL (Kanner et al., 2001).

Pruebas clinicas mostraron que la ingestion de jugo de betabel retarda la oxidacién
de los lipidos, efectos que se atribuyen a las betalainas (Moreno et al., 2008). Los
estudios in vivo reportados por Morento y colaboradores coinciden en sefialar que
las betalainas estarian relacionadas con diversos efectos protectores contra
procesos oxidativos en el organismo, contribuyendo por lo tanto a prevenir la
incidencia de enfermedades cronicas no transmisibles.

El betabel posee compuestos fendlicos, los cuales presentan propiedades

antioxidantes en sistemas bioldgicos que se atribuyen a su capacidad para inactivar
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radicales libres y quelar metales. Se han descrito mecanismos por donacion de un
atomo de hidrégeno a través de la ruptura homolitica del enlace OH y transferencia

de electrones (Leopoldini et al., 2011).

2.3.3 Factores que afectan la estabilidad de las betalainas

La estabilidad es un factor importante a considerar para la incorporacion de las
betalaninas en productos alimenticios, como lo reportan varios estudios de
pigmentos obtenidos de betabel (von Elbe et al., 1974; Hornstein., 1979; Delgado
Vargas et al., 2000; Herbach et al., 2006; Azeredo, 2008), en betalainas de tuna
parpura (Butera et al., 2002; Castellar et al., 2003; MolRhammer et al., 2005;
Stintzing et al., 2005; Herbach et al., 2006; Azeredo, 2008) y en betalainas de
amaranto (Corke, 1998 y 2000).

Se ha establecido que los principales factores intrinsecos que influyen en la

estabilidad de las betalainas son: actividad de agua (aw), presencia de metales,

accion enzimética, mientras que los extrinsecos son: temperatura, pH, luz y

presencia o ausencia de oxigeno, siendo la temperatura el factor tiene un mayor
impacto en la degradacion de las betalainas (Herbach et al., 2006).

v Temperatura: La degradacion de las betalainas depende de la temperatura

y sigue una cinética de reaccién de primer orden, dependiente del pH (von

Elbe, 1985; Castellar et al., 2003). Al calentar disoluciones de betanina se

produce una reduccion gradual del color rojo caracteristico de este pigmento

con la aparicion de pardeamiento (Von Elbe et al., 1974).

v" pH: Las betalainas son estables entre un rango de pH de 3 a 7, rango en el
que se encuentran la mayoria de los alimentos (Delgado et al., 2000; Castellar
et al., 2003; Stintzing et al., 2005), fuera de este rango el color decrece. El pH
Optimo para la estabilidad de las betalainas del betabel en presencia de
oxigeno se encuentra a pH 5.5 a 5.8, mientras que en condiciones
anaerobicas a pH 4.0 a 5.0 (Von Elbe, 1985).

v' Actividad de agua (aw): Las betalainas presentan mayor estabilidad en

alimentos o sistemas modelo con un bajo contenido de aw, debido a que el
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agua esta menos disponible para que ocurran reacciones quimicas. Valores
de aw por debajo de 0.63 mejoran la estabilidad de la betanina de betabel
(Delgado et al., 2000). Ademéas, métodos para reducir la aw, como la
concentracion y el secado por atomizacion han demostrado proporcionar
estabilidad a las betalainas, en pigmentos provenientes de tuna purpura
(Opuntia stricta) (Castellar et al., 2006) y de amaranto (Corke, 2000).

Luz: Existe una relacion inversa entre la estabilidad de las betalainas del
betabel y la exposicion a la luz. La degradacion de betalainas sigue una
cinética de primer orden dependiente del oxigeno, ya que los efectos de la
exposicion a la luz son insignificantes bajo condiciones anaerobias (Attoe y
von Elbe, 1981). Otros autores, observaron que la adicion de 0.1% de acido
isoascorbico y 1% de &acido ascoérbico en jugo de betabel inhibio la
degradacion inducida por la luz durante el almacenamiento de betacianina
(Herbachet al., 2006).

Oxigeno: La estabilidad de la betanina disminuye linealmente con el aumento
en la concentracion de oxigeno (Czapski, 1990) siguiendo una cinética de
primer orden en presencia de oxigeno, pero en ausencia de oxigeno su
comportamiento se desvia de este modelo. Se ha recomendado que para
aumentar la estabilidad del pigmento es necesario colocar las muestras en
atmosferas con bajas concentraciones de oxigeno, incorporando
antioxidantes o utilizando atmédsferas con nitrégeno, ya que de lo contrario
provocaria un pardeamiento en los pigmentos (Von Elbe, 1985; Drunkler et
al., 2006).

2.4.4 Vias de degradacion de las betalainas

La degradacion de betacianinas se ha descrito especialmente para betaninas

(Herbach et al., 2004 y 2006). La Figura 2 muestra las posibles vias de degradacion

de betanina, asociando los productos de degradacion con el color que presenta

cada compuesto.
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Las principales vias de degradacién que se han descrito son: isomerizacion,
descarboxilacion, desglicosilacion, deshidrogenacion e hidrélisis, las cuales
se describen en la Figura 6.

Isomerizacion: La isomerizacion se considera una modificacion estructural
mA&s que una reaccion de degradacion. Las betacianinas estan siempre
acompafiadas de su isémero en relaciones variables dependiendo del tipo de
fuente. La betanina se isomeriza en el carbono C15 a isobetanina, la cual
presenta propiedades cromaticas idénticas a la betanina. Se ha observado
que la isomerizacién se produce en condiciones &cidas, alcalinas y en
tratamientos térmicos (von Elbe et al., 1981; Herbach et al., 2004 y 2006). El
acido betaldmico y la indicaxantina son susceptibles a isomerizacion y la
indicaxantina también es susceptible a epimerizacién en C11 (Herbach et al.,
2006).

Desglicosilacion: Bajo condiciones fuertemente acidas, altas temperaturas
y presencia de B-glucosidasa, la molécula de glucosa puede separarse de la
betanina, provocando un desplazamiento batocrémico cercano a 4 nm,
obteniéndose un color rojo violeta profundo por la formacion de una aglicona
de menor estabilidad dada su mayor susceptibilidad a la oxidacion (Herbach
et al., 2006).

Hidrdlisis: La hidrdlisis de la betanina se produce por la ruptura hidrolitica
del enlace aldimina, esta ruptura se ha observado en tratamientos térmicos
y en condiciones de pH superiores a 6. La hidrdlisis de betanina disminuye la
intensidad del color, debido a que la ruptura de la betanina genera acido
betalamico (amarillo brillante) y ciclo-Dopa-5-O-R3-glucésido (incolora)
(Herbach et al., 2006). La ruptura del enlace aldimina es reversible con una
condensacion de base de Schiff y pH dependiente (reaccién favorecida a pH)
(Huang y von Elbe, 1985y 1987). Se ha observado recondensacion de acido
betalamico y ciclo-Dopa a betanina después de cortos tratamientos térmicos
(bajas temperaturas) (Huang y Von Elbe, 1985).

Descarboxilacién: Ocurre en los carbonos C2, Cl15 y C17 de las
betacianinas y en los carbonos Cl11 y C13 de las betaxantinas. La

descarboxilacion produce un desplazamiento hipsocrémico, que puede ser
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explicado por una disminucion en la deslocalizacion de los electrones
(Herbach et al., 2006). Varios estudios han corroborado que la betanina
puede ser descarboxilada en las posiciones C2, C15 y/o C17. No obstante,
cuando la descarboxilacion ocurre en C2 y C15 se puede considerar una
ventaja ya que se mantienen las caracteristicas cromaticas de su precursor,
la betanina, mientras que cuando ocurre en el C17 esas caracteristicas
cambian a una coloracion rojo-anaranjado (Herbach et al., 2006).

Deshidrogenacion: Debido a esta reaccion se genera el compuesto llamado
neobetanina que se caracteriza por ser de color amarillo. La formacion de
neobetanina se ha confirmado en jugo de betabel sometido a un tratamiento

térmico bajo condiciones anaerdbicas (Herbach et al., 2004).
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Figura 6: Vias de Degradacién de Betanina (Herbach et al., 2006)
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2.4 Microencapsulacién

Durante el procesamiento y almacenamiento, los polifenoles pueden facilmente
reordenarse en diferentes isbmeros geométricos y oxidarse, esto trae como
consecuencia la disminuciébn o pérdida del colorante y de sus propiedades
biolégicas. Las principales alternativas de aplicaciones para incrementar la
estabilidad de los antioxidantes y asi permitir su incorporacion en ambientes hostiles
para ellos, es la técnica de microencapsulacion (Larroza y Zerlotti, 2007; Fabra et
al., 2009).

La microencapsulaciéon es una técnica mediante la cual compuestos activos,
sélidos, liquidos o gaseosos (antioxidantes, sabores, bactericidas, entre otros) se
introducen en una matriz o sistema de naturaleza polimérica con el fin de protegerlos
de su entorno, de su interaccion con otros componentes del alimento o bien, para

controlar su liberacion (Yafiez et al., 2002).

La microencapsulacion también se define como una técnica por la cual gotas
liquidas, particulas solidas o gaseosas, son cubiertas con una pelicula polimérica
porosa conteniendo una sustancia activa (Araneda y Valenzuela, 2009), esta
membrana, barrera o pelicula estd generalmente formada por componentes con
cadenas para crear una red con propiedades hidrofébicas y/o hidrofilicas (Fuchs et
al., 2006). La estructura formada por el agente microencapsulante alrededor de la
sustancia microencapsulada (nucleo) se llama pared y protege al nacleo contra el

deterioro y liberacion bajo condiciones deseadas (Madene, 2006).

Las microcépsulas, ayudan a que los materiales alimenticios empleados resistan las
condiciones de procesamiento y empaque mejorando sabor, aroma, estabilidad,

valor nutritivo y apariencia de sus productos (Yafiez et al., 2002; Ortega, 2007).

La industria requiere de tecnologias que protejan este tipo de moléculas del
ambiente, debido a su inestabilidad en la presencia de luz, aire, humedad y altas

temperaturas.
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En este contexto, la utilizacion de la tecnologia de encapsulacion se presenta como

una herramienta para proteger y mejorar la estabilidad de las betalainas.

La técnica de microencapsulacion ha permitido solucionar problemas que han
surgido en la industria alimentaria puesto que puede controlar la eliminacion de
saborizantes, asi como reducir volatilidad, higroscopicidad y reactividad
incrementando la estabilidad de productos bajo condiciones ambientales adversas.
Al no efectuarse las aplicaciones de ingredientes y aditivos alimenticios podrian
limitarse, puesto que puede controlar la eliminacion de saborizantes, asi como
reducir volatilidad, higroscopicidad y reactividad incrementando la estabilidad de

productos bajo condiciones ambientales adversas (Favaro et al., 2010).
2.4.1 Procesos de microencapsulacion

Los procesos de encapsulacion se pueden dividir en dos tipos: quimicos y

mecénicos Figura 7.
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Grupos quimicos

Peso molecular
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Figura 7: llustracién esquemética de los dos procesos de microencapsulacion (Madene,

2006).
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Procesos quimicos

Los procesos quimicos se dividen en las técnicas de coacervacion, co-cristalizacion,
polimerizacion interfacial, gelificacion ionica (interna y externa), incompatibilidad

polimérica, atrapamiento por liposomas e inclusién molecular (Madene, 2006).

-Coacervacion. Consiste en un soluto polimérico separado en forma de pequefas
gotas liquidas, que constituye el coacervado. La deposicidon de este coacervado
alrededor de las particulas insolubles dispersas en un liquido forma cépsulas
incipientes (Madene, 2006). Es un fendmeno que se presenta en soluciones

coloidales y se considera como el método original de encapsulacion.

-Co-cristalizacion: Es un proceso de microencapsulacién donde dos ingredientes
son incorporados en un conglomerado poroso de microcristales de sacarosa
formados por una aglomeracion del producto. Los procesos son llevados a cabo por
concentracion de jarabes de sacarosa hasta supersaturacion. Lo anterior se logra
con agitacion constante del material a encapsular, esto permite una nucleacién
(Astolfi et al., 2005).

Es una alternativa flexible y econémica por ser un procedimiento relativamente
simple; numerosos productos pueden ser encapsulados como jugos de frutas,
aceites esenciales, saborizantes, aromatizantes y azdcar morena (sacarosa) entre

otros.

-Polimerizacion interfacial. En este proceso se produce la polimerizacién de un
monomero en la interfase de dos sustancias inmiscibles, formando una membrana,
qgue daréa lugar a la pared de la microcapsulas. Este proceso tiene lugar en tres

pasos:

1. Dispersion de una solucién acuosa de un reactante soluble en agua, en una fase
organica para producir una emulsion de agua en aceite.
2. Formacion de una membrana polimérica en la superficie de las gotas de agua,

iniciada por la adiciéon de un complejo soluble en aceite a la emulsion anterior.
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3. Separacion de las microcapsulas de la fase organica y su transferencia en agua
para dar una suspension acuosa. La separacion de las microcapsulas se puede

llevar a cabo por centrifugacion.
-Gelificacion ionica. Existen dos técnicas de gelificacion:

o Gelificacion externa: En la gelificacion externa, la sal de calcio soluble es
agregada a una emulsién A/O. El tamafio de particula no puede ser bien
controlado y las particulas tienden a coagular en grandes masas antes de
adquirir la consistencia apropiada. Ademas, el tamafio de particula que se
obtiene es grande entre 400 um y 1 mm (Villena et al., 2009).

o Gelificacion interna. La gelificacion interna se basa en la liberacion del ion
calcio desde un complejo insoluble en una solucion de alginato de sodio. Esto
se lleva a cabo por acidificacién de un sistema soluble. Esta técnica permite
obtener particulas de un tamafio de aproximadamente 50 um. De acuerdo
con esta técnica, a la fase acuosa, generalmente formada por alginato y

cloruro de calcio (Villena et al., 2009).

-Incompatibilidad polimérica. En este método se utiliza el fenomeno de
separacion de fases, en una mezcla de dos polimeros quimicamente diferentes e
incompatibles en un mismo solvente. El material a encapsular interaccionara solo
con uno de los dos polimeros, el cual se adsorbe en la superficie del material a
encapsular, formando una pelicula que los engloba. De manera general, este
proceso se lleva a cabo en solventes organicos y cuando el material a encapsular
es solido (Villena et al., 2009).

-Atrapamiento en liposomas. Se describe como vesiculas que se forman cuando
peliculas de fosfolipidos son dispersadas en un medio acuoso, son selectivamente
permeables a iones y se pueden formar cuando una solucién acuosa de sustancia
activa es mezclada con la pelicula del lipido; su aplicacion en alimentos es posible
si se utilizan solventes organicos, por ejemplo, empleando deshidratacion
(Schrooyen, Meer y Kruif, 2001).
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-Inclusién molecular. Esta técnica es definida como el resultado de interacciones
entre componentes en los cuales una pequefia molécula se ajusta dentro de otra 'y
es rodeada por la forma circular de la otra molécula que es el agente encapsulante,
en este caso es la ciclodextrina. A través de este proceso se pueden proteger
sabores y otros ingredientes sensibles a la temperatura que son adicionados en
alimentos como el aceite de ajo, cebolla y vitaminas A, E, K (Madene, 2006).

Procesos mecanicos

En los procesos mecanicos estan las técnicas de secado por aspersion, secado por

congelamiento/enfriamiento y extrusion (Yarez et al., 2002; Madene, 2006).

-Secado por aspersion: La microencapsulacion por el método de secado por
aspersion es el método mas utilizado, por ser el mas econémico para conservar
ingredientes alimenticios, como ejemplos se tienen: vitaminas (C, E), &cido folico,
aromas, orégano, citronela, aceite de cardamomo, probiéticos, lipidos (&cido
linoléico, aceites vegetales) minerales como hierro; pigmentos de antocianina y

leche entre otros alimentos (Wandrey, Bartkowiak y Harding, 2010).

-Aspersion por enfriamiento o congelamiento: Este método es considerado uno
de los méas adecuados para el secado de materiales bioldgicos y alimentos sensibles
a la luz y temperatura (Semyonov et al., 2010). La aspersion por enfriamiento y
congelamiento involucran dispersién de ingredientes solubles en agua en una grasa
fundida o cera; esta dispersion se realiza a través de inyectores con calefacciéon

dentro de una camara a temperatura ambiente o temperatura de refrigeracion.

Las microcépsulas son insolubles en agua, es por ello que su contenido podria ser
liberado cuando la temperatura del producto alimenticio aumenta por encima de la

temperatura de fundicion de la grasa o cera (Schrooyen, Meer y Kruif, 2001).

-Extrusién: Involucra el paso de una emulsion del material activo y la pared a traves
de un dado a alta presion. La extrusion constituye el segundo proceso mas usado,
después del secado por aspersién, para la encapsulacion de sabores. (Yafiez et al.,
2002).
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-Procesos alternos: Antisolventes supercriticos (ASS) es una técnica analoga al
secado por aspersion, el alimento es continuamente llevado a un proceso de
aspersion dentro de diéxido de carbono (que actiia como antisolvente en la mayoria
de polimeros incluyendo lisozima). La técnica y sus variaciones, requieren
polimeros disueltos en un disolvente o mezcla (llamados co-solventes) miscibles

con CO:2 para luego ser pulverizado dentro de éste CO2 (Zhong et al., 2009).

-Métodos para controlar laliberacion: La liberacion controlada puede ser definida
como un método por el cual agentes o ingredientes estan disponibles en sitios y
tiempos deseados a una velocidad especifica (Madene, 2006). Una ventaja es que
el compuesto encapsulado se libera gradualmente del compuesto que lo ha
englobado o atrapado a velocidades controladas bajo la influencia de condiciones

especificas (Singh, 2007).

Para lograr con éxito la liberacion deben tenerse en cuenta los siguientes aspectos:
seleccibn de la membrana, naturaleza quimica, morfologia, temperatura de
transicion, el grado de hinchamiento y de cruzamiento también influyen en la
difusion de la membrana, aunque pueden disminuir la velocidad de liberacién
(Yafiez et al., 2002).

La liberacién controlada de las capsulas consta de tres etapas:

1. Liberacion inicial del principio activo enlazado a la superficie 0 embebido en
la region superficial.

2. Liberacion difusional del principio activo a través de la matriz del polimero y
a través de los poros durante la degradacion de la matriz.

3. Liberacién erosional del principio activo por la desintegracion de la matriz del
polimero y disolucion después que la matriz pierde su integridad y las
cadenas del polimero, son degradadas a un tamafio lo suficientemente

pequefas como para ser solubilizadas.
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2.4.2 Agentes utilizados para la microencapsulacion.

*Lipidos: los principales agentes encapsulantes de caracter lipidico estan: grasa
lactea, lecitinas, ceras, acido esteéarico, monoglicéridos, diglicéridos, parafinas,
aceites hidrogenados como el aceite de palma, algodén y soya; ya que son
excelentes formadores de peliculas capaces de cubrir las particulas individuales,

proporcionando una encapsulacion uniforme (Yafez et al., 2002).

*Hidratos de carbono: son empleados extensivamente en la encapsulacion, se
utiliza la técnica de secado por aspersion para ingredientes alimenticios como
soporte de encapsulamiento, dentro de este amplio grupo se encuentran los

almidones y maltodextrinas (Madene, 2006; Murua et al., 2009).

*Gomas: son generalmente insipidas, pero pueden tener un efecto pronunciado en
el gusto y sabor de alimentos, son solubles, algunas dan una mayor viscosidad a
los liquidos en que estan disueltas, poseen caracteristicas de emulsificacion y son
muy versétiles para la mayoria de los métodos de encapsulacion (Madene, 2006;
Murua et al., 2009).

Como ejemplos se tienen goma de algarrobo, guar, de tamarindo, gelana y xantana
(Morkhade y Joshi, 2007). Una de sus aplicaciones ha sido en inmovilizacion de
células bacterianas, para lo cual se han utilizado alginatos y carragenina (McMaster,
2005).

*Proteinas: el caseinato de sodio, proteina de lactosuero, aislados de proteina de
soya (Madene, Scher y Desobry, 2006; Murla, Beristain y Martinez, 2009), gluten,
(Yafiez et al., 2002), caseina, soya, trigo y grenetina (Kwak, Ihmy Ahn, 2001; Saenz
et al., 2009), este ultimo utilizado por sus buenas propiedades de formacion de
peliculas, solubilidad de agua y biodegradabilidad (Favaro et al., 2010).

*Los Eudragit: son un grupo de polimeros derivados del acido metacrilico que
estan disponibles en diferentes formas ionicas. Son solubles por la neutralizacion
de los grupos carboxilo con la respectiva formaciéon de la sal, y por lo tanto,

exhibiendo el caracter de polielectrolito aniénico en solucién. Diferentes tipos de
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Eudragit se han utilizado en la elaboracion de microparticulas, permitiendo la

liberaciobn de principios activos a nivel intestinal, evitando la inactivacion de

farmacos en el estbmago, por ejemplo: en la preparacion de microparticulas que

permiten la administracion oral de péptidos y proteinas (Villamizar y Martinez, 2008).

2.4.3 Ventajas de la Microencapsulacion:

Las principales ventajas de la microencapsulacion son:

v

Proteger el material activo de la degradacion producida por el medio
ambiente (T, Oz, luz, humedad, entre otros).

El compuesto encapsulado se libera gradualmente del compuesto que lo ha
englobado o atrapado en un punto determinado.

Las caracteristicas fisicas del material original pueden ser modificadas y
hacer mas facil su manejo (un material liquido convertido a polvo), la
higroscopia se reduce, la densidad se modifica y el material contenido puede
ser distribuido mas uniformemente en una muestra.

El sabor y olor del material puede ser enmascarado.

Puede ser empleado para separar componentes, con el fin de que estos no
reaccionen.

Estabilizacion de principios activos inestables.

Transformacion de liquidos en sélidos (Astray et al., 2009).

2.4.4 Microencapsulacion de betalainas

Algunos de los estudios reportados para microencapsular betalainas por procesos

mecanicos se mencionan a continuacion:

Secado por atomizacion para jugo de betabel con goma arabiga (Pitalua et
al., 2010); extracto de betabel con maltodextrina (10ED) (Azeredo et al.,
2007) y maltodextrina (20ED) (Ravichandran et al.,, 2012); Extractos de
amaranto con maltodextrinas y almidén (Corke, 2000); extracto de
indicaxantina con maltodextrina (Gandia-Herrero et al., 2010).
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e Liofilizacién para jugo de betabel y maltodextrina (5 y 20 ED) (Serris y
Biliaderis, 2001).

También existen estudios para microencapsulacion de betalainas por procesos
quimicos como los mencionados en:

e Microencapsulacion de pulpa de betabel y pulpa de tuna (Opuntia ficus-
indica) y su extracto hidroalcohdlico con maltodextrina, inulina (Tapia, 2007;
Saenz et al., 2009).

e Mezclas de aislado proteico de soya con maltodextrina e inulina (Torres,

2008) con extractos de betabel.

Las betalainas son usadas como ingredientes en la industria de alimentos,
especificamente en la industria lactea y de bebidas refrescantes, debido a que las
estructuras de las betalainas permiten soportar soluciones con un pH &cido
(MoRBhammer et al., 2005 y 2006). Obodn et al. (2009) aplicé un colorante obtenido
de jugo de Opuntia stricta en yogurt y bebida refrescante, reporté que los alimentos
presentaron una tonalidad rojo-purpura muy atractiva para los consumidores, que

no vario después de un mes de refrigeracion.

Torres (2008) estudio la adicién de microparticulas de compuestos biolégicamente
activos obtenidos de pulpa de tuna purpura (Opuntia ficus-indica) en yogurt
manteniendo un alto porcentaje de retencion de betalainas y un color parpura

intenso durante todo el periodo de estudio (30 dias a 5°C).
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3.-HIPOTESIS

La microencapsulacion por gelificacion idnica interna de un extracto de betalainas
de betabel (Beta vulgaris L.), estabilizaran a estas moléculas y consecuentemente

seran resistentes para su adicion en una matriz alimenticia.

4.- OBJETIVOS

4.1 Objetivo general
Encapsular el extracto de betabel (Beta vulgaris L.) a través de una gelificacion

iGnica para su aplicacion en un jugo de manzana y un yogurt.

4.2 Objetivos especificos

1.Caracterizar la pulpa de betabel (Beta vulgaris L.) por analisis
fisicoquimicos.

2. Determinar el contenido de betalainas totales presentes en el extracto de
betabel por método un espectrofotométrico para estandarizar el contenido presente
en la encapsulacion.

3. Determinar el contenido de polifenoles totales presentes en el extracto de
betabel (Beta vulgaris L.). por el método Folin-Ciocalteu.

4.-Encapsular las betalainas de un extracto de betabel (Beta vulgaris L.)
utilizando una gelificacién iénica (Alginato de sodio: CaClz2) para conservar las
propiedades antioxidantes y el color de las esferas formadas.

5. Adicionar las microparticulas con betalainas en una matriz alimenticia y

analizar la aceptacién de los productos por el consumidor.
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5. METODOLOGIA

5.1 Diagrama general de experimentacion

Diagrama general de experimentacion

ETAPA 1:

Fisicoquimicos

|

ETAPA 2:
Preparacion
del extracto de
Betabel

Analisis ey

e Humedad: AOAC (1996),

e Solidos solubles (°Brix): AOAC (1996).
e pH: AOAC (1996).

e Acidez total: (1996).

\ 4

A 4

Se recolecté un lote que contenia tres piezas de betabel de la central de abastos,
ubicada en la ciudad de México. Se eligié una pieza al azar, se pesd la pulpa con cdscara
y se molid hasta extraer el jugo de la muestra, se filtré y se tomé una alicuota de500 pL
para llevar al aforo 100 mL de agua destilada, manteniendo un pH de 6.0 a 6.5.

ETAPA 3:
Contenido e
identificacion de
betalainas.

ETAPA 4:
Microencapsulacién
de las betalainas
con alginato de
sodio

ETAPA 5:
Estudio Sensorial

Método espectrofotométrico.
El contenido del extracto de betabel previamente tratado se determind en un

espectrofotometro UV/Vis a longitudes de onda de 480, 543 y 600 nm,
respectivamente.

Método de Folin Ciocalteu.

Se utilizé alginato de sodio (1.87 %) como gelificante y CaCl, (0.2 %) como precursor de
la gelificacion, formado el gel se incorpord con el extracto del jugo de betabel a una
35°C en una proporcién 2: 1 respectivamente.

e Se evaluaron las esferas con el extracto de betabel en dos productos
alimenticios (Jugo clarificado y yogurt) con un grupo de 100 jueces no
entrenados.

e Los atributos evaluados fueron: Apariencia, Textura, Tamafio de esferas,
Sabor y Color. Se utilizd una escala de 5 puntos JAR (Just about Right) para
evaluar el tamafio de las esferas y la intencién de compra.
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5.2 Andlisis fisicoquimicos del extracto de betabel:

Los parametros fisicoquimicos analizados por AOAC (1996) fueron:

Humedad: Se determiné con termobalanza pesando 0.528 g de muestra. Sélidos
solubles (°Brix): Se determin6 con un refractometro. pH: Se determiné con un

potenciometro y Acidez total.

5.3 Determinacion del contenido de betalainas por espectrofotometria
(Stintzing et al., 2005)

Extracto de betabel: Se adquirié un lote que contenia tres piezas de betabel de la
central de abastos, ubicada en la ciudad de México. Se eligié una pieza al azar, se
peso la pulpa con cascara y se molié hasta extraer el jugo de la muestra, se filtré y

almaceno en un envase de vidrio a temperatura de refrigeracion por 24 h.

Contenido e identificacion de betalainas (betacianinas y betaxantinas):

La longitud de onda para identificar y medir las betacianinas fue de 535 a 550 nmy
para las betaxantinas de 475 a 480 nm en el rango de luz visible, ademas se resto
la lectura a 600 nm para eliminar estructuras isoméricas que interfieran en la
cuantificacion (Forni et al., 1992; Delgado et al., 2000; Castellar et al., 2003; Allegra
et al., 2005; Saenz, 2006).

Del jugo extraido se tomo una alicuota de 500 pL y se afor6 con 100 mL de
agua destilada, manteniendo un pH de 6.0 a 6.5, para cuantificar el contenido total
de betalainas en un espectrofotémetro UV/Vis a longitudes de onda de 480, 543 y
600 nm, respectivamente de acuerdo al método espectrofotométrico descrito por
Stintzing et al. 2002.
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Contenido e identificacion de betalainas (betacianinas y betaxantinas) para el
extracto frio:

Del lote adquirido se seleccioné al azar un betabel, se rallo y se sometid a un
tratamiento térmico (T=— 5 °C, por 48 h): Posteriormente se molié para extraer el
jugo, se tomé una alicuota de 500 pL y se afor6 con 100 mL de agua destilada,

manteniendo un pH de 6.0 a 6.5, para cuantificar el contenido total de betalainas.

Determinacion del Contenido de polifenoles totales: por el método de Folin
Ciocalteu (Singleton y Rossi, 1965).

El contenido de polifenoles totales se determiné por el método de Folin-Ciocalteu
con algunas modificaciones. Se tom6 500 pL de la alicuota (1/50) del extracto de
betabel empleado en la determinacion de Betalainas y se colocaron en un tubo de
ensaye. Se adicionaron 2.5 mL del reactivo de Folin-Ciocalteu (0.2 N),
transcurriendo 5 min se agregaron 2 mL de una solucion de carbonato de sodio
(Na2COs 75g/L), se dejo reposar por 2 h en la oscuridad a temperatura ambiente y
se realiz6 la lectura de absorbancia en el espectrofotometro de UV/VIS a 760 nm,

utilizando un blanco de reactivos.

A la par se realiz6 la curva de calibracion de (0, 1, 2, 3, 4 y 5) mg/L a partir de una
disolucién de 0.1 g/L de acido galico. Los resultados obtenidos se expresaron en

equivalentes de acido galico (Hatami, et al, 2014).

5.4 Microencapsulacién de las betalainas con alginato de sodio (Najafi-
Soulari, et al., 2016)

Se utiliz6 alginato de sodio (1.87%) como gelificante y CaCl2 (0.2%) como precursor
de la gelificacion, el alginato de sodio fue disuelto en agua destilada a una
temperatura de 90°C por 20 min, hasta espesar la disolucion y formar un gel.

El gel formado se incorpord con el extracto del jugo de betabel empleado en la
determinacion de betalainas a una temperatura de 35°C en una proporcion 2:1 (gel:
extracto). Se empled una jeringa para formar las esferas, cada una contenia un

volumen de 100 pL de la mezcla del gel con el extracto. Las esferas fueron
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depositadas inmediatamente después de su formacion en CaClz en una proporciéon
gel-CaCl21:1. Se dejaron reposar por 20 min para obtener el mayor rendimiento
posible (Najafi-Soulari, et al., 2016).

5.5 Estudio Sensorial: (O"Mahony, 2002)
Se realizé con 100 jueces no entrenados en la Facultad de Quimica (41% hombres
y 59% mujeres). En el rango de 20 a 55 afios.
Se realiz6 un analisis sensorial afectivo con el fin de establecer el nivel de agrado o
desagrado que puedan provocar las tres muestras experimentales:

¢ Un Jugo de manzana clarificado con esferas del extracto de betabel

e Un yogurt natural con esferas del extracto de betabel

e Y las esferas del extracto del betabel

Se utilizé la escala heddnica de 9 puntos que se muestra a continuacion

Me Gusta
Muchisimo

Me gusta
Mucho

Me Gusta

Me Gusta
Poco

Ni me gusta nime
disgusta

Me disgusta
Poco

Me Disgusta

Me disgusta
Mucho

Me disgusta
Muchisimo

9

8

7

6

5

4

3

2

1

Los atributos evaluados fueron: Apariencia, textura, tamafo de esferas, sabor y
color, en las 3 muestras experimentales codificadas con un niamero aleatorio de 3

digitos.

Se utilizé una escala de 5 puntos JAR (Just About Right) para evaluar el tamafio de

las esferas y conocer el tamafio ideal dictaminado por el consumidor.

Mucho mds GRANDES de lo
que me gusta

Mds GRANDES de lo que me
gusta

Justo como me gusta

Mdas PEQUENAS de lo que me
gusta

Mucho mds PEQUENAS de lo
que me gusta

5

4

3

2

1

Para concluir el estudio se pregunté con una escala de 5 Puntos la intencion de

compra.

Definitivamente Sl lo
compraria

Probablemente si lo
compraria

Tal vez si o tal vez no lo
compraria

Probablemente NO lo
compraria

Definitivamente No lo
compraria

5

4

3

2

1
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Finalmente se identifico la preferencia del consumidor en relacion a las dos matrices
alimenticias propuestas para incluir las esferas que contiene los antioxidantes del
betabel.

Los ensayos se realizaron en un dia y las muestras fueron evaluadas frias (5 °C).
Las evaluaciones sensoriales se efectuaron en la Facultad de Quimica de la UNAM
en la Ciudad de México. Los panelistas tenian un vaso con agua purificada para
limpiar el paladar antes y después de la toma de la muestra, un plato con las tres
muestras y la hoja para evaluar el atributo. En el Anexo 3 se muestra el cuestionario

aplicado a los panelistas.
5.6 Andlisis estadistico del estudio Sensorial: (O"Mahony, 2002)

Los analisis estadisticos se hicieron por el método de ANOVA y los analisis de
varianza por el método de Tukey y Fisher con el software XLSTAT VERSION 2016.
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1 Andlisis fisicoquimico del extracto del betabel (Beta vulgaris L.)

En la Tabla 4 se muestran los pardmetros fisicoquimicos del betabel (Beta vulgaris
L.) evaluados estuvieron dentro del rango reportado por otros autores en muestras
de betabel (Sdenz y Sepulveda, 2001; Piga, 2004; Stintzing et al., 2005; Morales et
al., 2008; Saenz et al., 2009).

En la Tabla 4 se observa que el betabel (Beta vulgaris L.) al recibir un tratamiento
térmico como lo es la congelacion, no modifica pH y acidez. Esto se debe a que el
proceso de congelacién incrementa la conservacion de alimentos, favorece la
reduccion significativa de la velocidad del crecimiento microbiano que modificarian

a ambos parametros (Singh, 2001).

Ademas, la disminucion de la temperatura, ocasiona la reduccion de la actividad
enzimatica y de las reacciones de oxidacion, debido a la formacion de cristales de
hielo que modifican la disponibilidad del agua y evitan que se favorezcan las
reacciones de deterioro (Singh, 2001). Sin embargo, las propiedades de humedad
y solidos solubles se modifican, debido a que los contenidos de cristales de hielo
contenidos en los tejidos del betabel son liberados y aumentan la humedad (%) y
disminuyen la cantidad de sélidos totales presentes la pulpa del betabel (Beta

vulgaris L.).
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Tabla 4. Caracteristicas fisicoquimicas del extracto de betabel (Beta vulgaris L.) con'y
sin tratamiento de congelacion

Extracto de betabel (20 a Ext_racto 212 [EIEleE) s
o - . tratamiento de congelacién
Par: 25°C, recién obtenido) (-5°C, 48 h)
arametro ) ’
Pulpa de bet_abel (Beta Pulpa de betabel (Beta
vulgaris L) .
(X + DE) vulgaris L)
(X  DS)
Humedad (%0) 85.8+0.5 93.1+0.9*
Sélidos solubles (°Brix a 20°C) 11.0+£0.3 10,6 £ 0.3
pH 6.15+0.032 6.10 + 0.01?
Acidez (mg de acido a 3
ascorbico/100 g muestra) Ulizs HOIE UL

Nota: Valores promedio * desviacion estandar (n= 3)
Nota: Diferentes letras indican diferencia estadisticamente significativa con un nivel de confianza
95%
*La humedad del betabel congelado se determiné cuando la muestra fue atemperada

6.2 Contenido e identificacién de betalainas (betacianinas y betaxantinas)

En la Tabla 5 se observan los resultados para ambos extractos de betabel, el
primero sin tratamiento térmico y el segundo con un tratamiento térmico de

congelacion (-5°C, 48 horas).

El contenido de betacianinas y betaxantinas obtenidos del extracto de betabel sin
tratamiento térmico fueron de 3.99 + 0.1 mg de equivalentes de &cido galico/ g de
pulpa seca y de 0.15 + 0.05 mg de equivalentes de acido gélico/ g de pulpa seca
respectivamente siendo estos valores mayores a los informados por Vulic et al.
(2012), (Tabla 5, pp. 37).

De igual manera el contenido de betacianinas y betaxantinas obtenidos del extracto
de betabel con el tratamiento térmico de congelacion fueron mayores a los
reportados por Vulic et al. (2012), (Tabla 5): 3.56 + 0.19 mg de equivaletes de acido
galico/g de pulpa seca y 0.50 + 0.08mg de equivalentes de acido galico/g de pulpa

seca respectivamente.
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Los resultados indican que el tratamiento térmico aplicado al betabel modifica el
contenido de Betacianinas (Tabla 5), corroborando el efecto de la temperatura en

estas moléculas (Tabla 5).

Las Betalainas al ser sometidas a un tratamiento térmico se degradaron por
isomerizacion y descarboxilacion. El acido betalamico y la indicaxantina son
susceptibles a isomerizacidon y la indicaxantina también es susceptible a

epimerizacion en C11 (Herbach et al., 2006).

En todos los casos predominaron las betacianinas sobre las betaxantinas,
pigmentos caracteristicos de frutos del betabel. Estas diferencias se pueden atribuir
a factores como la temporada de cosecha, cultivo o variedad, madurez, clima y
procedencia, entre otros, que afectan el contenido de betalainas y polifenoles
(Odoux y Dominguez, 1996; Stintzing, 2004; Sdenz, 2006; Miletic et al., 2012).

Saenz 2006, reporta una variacion entre el 10 y 20% mientras que Vulic et
al., 2012, reporta variaciones hasta del 90% de acuerdo a cultivos en diferentes

zonas geogréficas

Tabla 5. Caracterizacion y cuantificacion de Betalainas (Betacianinas y Betaxantinas) de
extractos provenientes del betabel (Beta vulgaris L.) con y sin tratamiento de
congelacion

Extracto de betabel

Tipo de Betalaina

Extracto de betabel
(20-25°C, 0 h)
Concentracion: mg de
equivaletes de 4cido galico/

g de pulpa seca
(X £ DE)

tratamiento de
congelacién
(-5°C,48h)
Concentracion: mg de
equivaletes de acido galico/

g de pulpa seca
(X + DS)

Betacianina

3.99+0.12

356+ 0.19°

Betaxantina

0.15 + 0.05°

0.50 + 0.08°

Nota: Valores promedio * desviacion estandar (n= 3)
Nota: Diferentes letras indican diferencia estadisticamente significativa con un nivel

de confianza 95%
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6.2.1 Determinacion del Contenido de polifenoles totales: por el método de
Folin Ciocalteu.

El color rojo intenso del betabel se deriva de altas concentraciones de Betalainas y
cantidades menores de acidos hidroxicinamicos tales como acidos galicos,
ascorbico, cafeico y flavonoides (Kazimierczak et al., 2014). Por tal motivo se
determind el contenido de polifenoles totales por el método de Folin Ciocalteu

(método AOAC). La curva patron fue realizada con acido géalico (Anexo 2).

El contenido de polifenoles totales se determiné solo para el extracto de betabel sin
tratamiento térmico de congelacion debido a que en la determinacion de betalainas
se observo degradacion significativa, el resultado obtenido fue de: 461 + 0.44 mg

de equivalentes de acido galicol/L.

La concentracion obtenida fue menor al descrito por Stintzing et al. (2005) reportado
como 560 mg de equivalentes de &cido galico/L y por Saenz et al.(2009) el cual
reporta 809,47 mg de equivalentes de &cido gélico/L, de igual manera esta
diferencia se puede atribuir a factores como la temporada de cosecha, cultivo o
variedad, madurez, clima y procedencia, entre otros, que afectan el contenido de
betalainas y polifenoles totales (Odoux y Dominguez-Lopez, 1996; Stintzing y
Sepulveda et al., 2003; Carle, 2004;Saenz, 2006; Miletic et al., 2012).

6.3 Microencapsulaciéon de las betalainas con alginato de sodio

Para elegir al agente encapsulante se tomaron en cuenta las siguientes
caracteristicas: solubilidad en agua, permeabilidad, facilidad de aplicacién, baja
viscosidad en soluciones concentradas e inocuidad para su consumo (no toxico) y
costos (Gibbs et al., 1999).

La viscosidad de las soluciones de alginatos depende de la longitud de las
moléculas, en cuanto mayor sea la longitud de las cadenas, mas alta sera la
viscosidad. Al disolverse en agua las moléculas se hidratan y aumentan la
viscosidad. En una solucion acida el alginato formara un gel ya que a pH bajo (3-4)

los grupos carboxilicos de los acidos urénicos aceptan protones, favoreciendo la
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formacién de un gel de alta viscosidad, incrementando la disminucion de solubilidad

del acido alginico libre, precipitando en forma de gel (Lupo et al., 2012)

Al encapsular el extracto de betabel con el alginato de sodio y posteriormente
incorporar las esferas formadas a las matrices alimenticias podremos asegurar que

las esferas seran estables a la acidez que presenten el yogurt y el jugo (pH: 3 a 4).

Se determiné la cantidad total de betalainas (Betacianinas y Betaxantinas) y de
polifenoles totales presentes en las esferas con volumen de 100 pL. En la Tabla 6y
7 se indican los valores de las concentraciones de betalainas y polifenoles totales.
Los valores determinados fueron de: 3.92 + 0.30 mg de equivalentes de acido galico/

g de pulpa seca. y 458+0.89mg deequivalentes de acido galico/L respectivamente.

Se determiné el rendimiento total de las betalainas y polifenoles en el proceso de
encapsulamiento logrando el 94.6% y 99.4% de rendimiento respectivamente. Esto
se debe a que el agente encapsulante inmoviliza y aisla del ambiente a las
moléculas que estan dentro de esa matriz. EI gel compuesto evita que las
betacianinas se liberen ya que su tamafo es mayor (PM = 550 g/mol) que la red de
alginato, mientras que las Betaxantinas al ser moléculas mas pequefas (PM = 380
g/mol) es factible que puedan salir de la red, provocando un menor rendimiento
(Nazzaro et al., 2009).

Tabla 6. Caracterizacion y cuantificacion de microcapsulas de Betalainas (Betacianinas y
Betaxantinas) de un extracto proveniente del betabel (Beta vulgaris L.)

Extracto de betabel (20-25°C, 0 h)

Concentracion: mg
Tipo de Betalaina de equivalentes de Rendimiento del
acido galico/ g de proceso
Tiempo pulpa seca
(dias) (X £ DE)
Betacianina 3.79+£ 0.23 94.9%
Dia 1 Betaxantina 0.13+0.34 84.6%
Betalainas totales 3.92+0.30 94.6%
Betacianina 3.31+ 0.43 87.7%
Dia 20 Betaxantina 0.08+ 0.64 63.6%
Betalainas totales 3.40+ 0.56 67.0 %

Nota: Valores promedio * desviacion estandar (n= 3)
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Tabla 7. Contenido de Polifenoles totales en microcapsulas de un extracto proveniente
del betabel (Beta vulgaris L.)

Extracto de betabel (20-25°C, 0 h)

Concentracion: mg Rendimiento del
Tipo de Betalaina de equivaletes de proceso
acido gélico/L
Tiempo (X£DS)
(dias)
Dia 1 Polifenoles totales 458 + 0.89 99.94 %
Dia 20 Polifenoles totales 330 + 0.76 84.04 %

Nota: Valores promedio * desviacion estandar (n= 3)

Al comparar el rendimiento del encapsulamiento de las betalainas, y el contenido
total de las betalainas provenientes del extracto, se observa en la Tabla 8 que las
betacianinas fueron mas impermeables que las betaxantinas y por ende el
rendimiento fue alto, sin embargo no se descarta la existente degradacion de las
betaxantinas y de las betalainas en general desde microparticulas, ya que puede
ocurrir principalmente por una hidrolisis (Herbach et al., 2006), produciéndose una
ruptura del enlace aldimina de la betanina formando &cido betaldmico y ciclo dopa
(reaccion reversible) (Figura 6, pp 19).

La fuerza del gel fue un factor importante para evitar que las moléculas de las
betacianinas se escaparan. La fuerza depende del nimero de enlaces cruzados
formados, del tipo de reticulacion iénica y de la longitud de la rigidez de los bloques
entre los enlaces, los geles que presentan una fuerza alta exhiben una porosidad
mayor. Los que presentan un gel de fuerza media presentan mayor resistencia a la
sinéresis porgue los poros son mas pequefios (Hernandez et al., 2005).

Adicionalmente se observa que, al transcurrir 20 dias, las Betalainas se degradan
por diferentes vias (Figura 6, pp 19) por lo que existe una pérdida del 33%
identificado por el método espectrofotométrico y 26% en el método de polifenoles
totales (Folin Ciocalteu) en la concentracion de betalainas contenidas en las

esferas del extracto de betabel.
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Tabla 8. Determinacion del contenido y rendimiento de los compuestos

fendlicos presentes en un extracto proveniente del betabel (Beta vulgaris L.)

Extracto de betabel (20-25°C, 0 h)

Compuesto fendlico

Concentracion en el

Concentracion en la

Rendimiento del

analizado extracto:mg de microcaspula de proceso de
equivaletes de acido alginato: mg de encapsulamiento
galico/ g de pulpa seca | equivaletes de acido
(X£DE) galico/ g de pulpa seca
(X + DE)
Betacianina 3.99 +£0.10 3.79£0.23 94.9%
Betaxantina 0.15+0.05 0.13£0.34 84.6%
Betalainas totales 4.14+£0.19 3.92+ 0.30 94.6%
Compuesto fendlico | Concentraciénenel | Concentracion en la Rendimiento del
analizado extracto:mg de microcapsulade proceso de

equivalentes de acido

alginato: mg de

encapsulamiento

galico/ L equivalentes de &cido
pe=lEs) galico/ L
(X + DS)
Polifenoles totales 458 + 0.44 458 + 0.89 99.94%

Nota: Valores promedio * desviacion estandar (n= 3)

Debido a estas reacciones de degradacion se recomienda que al incorporar las
esferas de betalainas a una matriz alimenticia, que el alimento se mantenga en las

siguientes condiciones: No ser expuesto a la luz y a altas temperaturas(>35°C).

6.4 Estudio sensorial

Se realiz6 un andlisis sensorial afectivo con el fin de establecer el nivel de agrado o
desagrado de 3 muestras experimentales, las cuales fueron: las esferas que
contenian el extracto betabel, Un jugo clarificado con esferas que contenian el
extracto de betabel y un yogurt natural sin sabor con esferas que contenian el

extracto de betabel (Figura 8y 9).
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Figura 8: Fotografia de la esfera con extracto de betabel

Figura 9: Fotografia de las muestras que fueron evaluadas en orden de izquierda a

derecha

Se utiliz6 una escala hedodnica de 9 puntos la cual se dividi6 en 3 partes, para

obtener una mejor apreciacion de los atributos evaluados por el consumidor (Figura

HEDONIC
9 point scale

= Like extremely
TOP THREE = Like very much
= Like moderately
= Like slightly
MIDDLE THREE = Neither like or dislike

= Dislike slightly

®  Dislike moderately

BOTTOM THREE = Dislike very much

= Dislike extremely

10) para identificar la preferencia del
consumidor en las aplicaciones, contribuira al
mejor entendimiento del estudio sensorial.
(Figura 9) de los prototipos evaluados, asi
como su intencibn de compra de cada
muestra.

Las muestras se evaluaron a una T de 5°C.

Figura 10: Segmentacion de la escala heddnica en 3
(O"Mahony 2002)

42



El 100% de los panelistas no entrenados tenian conocimiento en lo que consistia
un alimento funcional y el 98% de dichos evaluadores consumian en su dieta
alimentos con antioxidantes, entre los mas mencionados: Café (38%), frutos rojos
(29%), verduras (23%) y frutas (17%).

6.4.1 Apariencia

Al evaluar la apariencia de las tres muestras experimentales de acuerdo a los datos
obtenidos, se realiz6 una ANOVA, seguido de un analisis de Tukey. Se identificd
que existe diferencia estadisticamente significativa entre las esferas solas y la matriz
alimenticia de yogurt con esferas junto con la matriz alimenticia del jugo con esferas
(Grafico 1).

De acuerdo a la segmentacion de la escala heddnica al evaluar el nivel de agrado
o desagrado en la apariencia de las 3 muestras experimentales se determiné que el
yogurt con esferas fue el mejor evaluado. El promedio de la calificacion dada por el
consumidor fue de 7.2 (me gusta) seguido del jugo con esferas 6.2 (me gusta poco)

y las esferas 5.8 (me gusta poco) Gréfico 1.

Gréfico 1: Resumen de las comparaciones por pares: APARIENCIA (Tukey)

n =100

Apariencia
5.8B 6.2B

0,

Esferas Jugo con esferas
Yogurt con esferas

Htop3 M middle3 = bottom3

Nota: Diferentes letras indican diferencia estadisticamente significativa con un nivel de
confianza 95%
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6.4.2 Textura

Al evaluar el nivel de agrado o desagrado en el atributo Textura de las tres muestras
experimentales se determind que el yogurt con esferas fue el mejor evaluado,
debido a que se esperaba que la textura de las esferas (consistencia semi-sélida,
caracteristica del alginato) fuera similar a la textura del yogurt. El promedio de la
calificacién dada por el consumidor fue de 7.3 (me gusta) seguido del jugo con
esferas 6.5 (me gusta y las esferas 6.3 (me gusta poco). (Grafico 2), considerando
estos resultados, las esferas podrian incorporarse al yogurt ya que es del agrado
del consumidor y en un jugo, quizas en uno no clarificado para que resalte mejor

este atributo.

Se identificd que existe una diferencia estadisticamente significativa entre la matriz
alimenticia de yogurt con esferas y la matriz alimenticia aplicada en el jugo y las
esferas solas de acuerdo a la ANOVA analizada por el método de Tukey (Gréfico
2). Las esferas de alginato son estables a las condiciones de acidez de las matrices

alimenticias, por lo tanto, no interfieren en la modificacion de la textura del alimento.

Grafico 2: Resumen de las comparaciones por pares: TEXTURA (Tukey)

Textura n =100
6.3B 6.5B
3% 1% 0%

18%

46% ELE

Esferas Jugo con esferas Yogurt con esferas

Etop3 middle 3 bottom 3

Nota: Diferentes letras indican diferencia estadisticamente significativa con un nivel de
confianza 95%
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6.4.3 Tamafo de esfera

Se realiz6 una ANOVA analizando las varianzas por el método de Tukey en donde
se identifica que NO hubo una diferencia estadisticamente significativa entre las tres
muestras experimentales en el atributo tamafio de esfera (Grafico 3). De acuerdo a
la segmentacién de la escala heddnica al evaluar el nivel de agrado o desagrado
sobre el tamafio de las esferas se determind que las 3 muestras experimentales
presentan un ligero agrado (me gusta poco). Este resultado indica que el tamafio de
esfera podria ser modificado y asi podria ser de mayor agrado para el consumidor,
también se observa que, aunque las esferas no fueron elaboradas con un equipo
de aspersion, el tamafio de la esfera no fue afectado por la metodologia utilizada.

Grafico 3: Resumen de las comparaciones por pares: TAMANO DE ESFERAS (Tukey)

Tamano de esferas n =100

Esferas Jugo con esferas

Yogurt con esferas

Etop3 mmiddle3 bottom 3

Nota: Diferentes letras indican diferencia estadisticamente significativa con un nivel de
confianza al 95%

El consumidor expres6 un me gusta poco al tamafio de las esferas en las tres

propuestas experimentales, en el estudio por medio de la metodologia JAR se

identifico el tamafio ideal para las esferas en cada matriz alimenticia.

Las esferas sin matriz alimenticia presentaron el 50 % de conformidad con el tamafio
ideal, el 63% para la matriz del jugo y el 65% para el yogurt, Denotando que el

consumidor en las tres muestras penaliz6 el tamafio de las esferas indicando que
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eran mas pequeiias de lo que hubieran preferido, El 46% de los consumidores se
posiciond a favor de incrementar el tamafio en las esferas solas, el 30 % indico
incrementar el tamafio de esferas en el jugo y el 28% en el yogurt, Gréafico 4 cabe
destacar que para las tres muestras experimentales el volumen de las esferas fue

el mismo.

Grafico 4: Resumen de las comparaciones por pares: TEXTURA

Justo como me gusta: Tamaino de esferas

B STRONGER m®JAR LITTLE

30% 28%

46%

Esferas Jugo con esferas
Yogurt con esferas

Nota: n =100
6.4.4 Sabor

De acuerdo al andlisis estadistico se identifica diferencia significativa entre las
matrices alimenticias de yogurt y jugo y las esferas solas, Grafico 5. De acuerdo a
la segmentacion de la escala hedonica al evaluar el nivel de agrado o desagrado en
el sabor de las tres muestras experimentales se determiné que el yogurt (natural sin
sabor) con esferas fue el mejor evaluado, demostrando una compatibilidad entre el
ligero sabor que pueda presentar la esfera y el yogurt natural, el promedio de la
calificacion dada por el consumidor fue de 7.3 (Me gusta), 7.0 (Me gusta) para el
jugo con esferas, de igual manera existe una aceptacion entre el sabor del jugo y el
sabor de las esferas y 4.7 (Ni me gusta ni me disgusta) para las esferas,
representando neutralidad entre el gusto y disgusto de sabor que pueda

proporcionar la esfera por si sola (Grafico 2).
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Los resultados obtenidos indican que las esferas al ser incorporados en una matriz
alimenticia generan una mejor calificacion en el atributo de sabor del producto que
por si solas.

Gréfico 5: Resumen de las comparaciones por pares: SABOR (Tukey)

Sabor n =100
4.7B 7.0A 7.3A
U% 1%
19% 25% 20%

71%

Esferas Jugo con esferas Yogurt con esferas

Etop3 middle 3 bottom 3

Nota: Diferentes letras indican diferencia estadisticamente significativa con un nivel de
confianza al 95%

6.4.5 Color

Se realizé una ANOVA para evaluar el color, se identificO que hay diferencia
estadisticamente significativa entre las matrices alimenticias de yogurt y el jugo con
esferas y las esferas solas Gréfico 6. De acuerdo a la segmentacion de la escala
hedonica al evaluar el nivel de agrado o desagrado en el color de las tres muestras
experimentales se determiné que el yogurt con esferas fue el mejor evaluado,
debido a que el color natural de las esferas daba una ligera pigmentacién al yogurt,
por lo que es probable que este atributo resalte en el yogurt, si el sabor fuera
relacionado a frutos rojos. En cuanto al jugo no clarificado la degradacion de las
betalainas que llegaran a sufrir las esferas no serian visibles debido a la naturaleza

y el color del jugo.
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Graéfico 6: Resumen de las comparaciones por pares: COLOR (Tukey)

Color n =100

6.5B

Esferas Jugo con esferas Yogurt con esferas

Etop3 M middle3 bottom 3

Nota: Diferentes letras indican diferencia estadisticamente significativa con un nivel de
confianza al 95%

6.4.6 Nivel de agrado en general
Al evaluar el conjunto de todos los atributos ya mencionados se realiz6 una pregunta
final, denominado nivel de agrado. En donde se identifica que existe una diferencia

estadisticamente significativa entre las tres muestras experimentales Gréfico 7.

De acuerdo a la segmentacion de la escala hedonica al evaluar el nivel de agrado
o desagrado en general de cada prototipo se determind que el yogurt y el jugo con
esferas fueron “bien evaluados” el promedio de la calificacion dada por el
consumidor fue de 7.2 (Me gusta), 6.7 (Me gusta) respectivamente y 5.4 (Ni me

gusta ni me disgusta) para las esferas Gréfico 7.

Las esferas al contener betalainas proporcionaban pigmentacion en las matrices
alimenticias en un tono rojo/rosa dependiendo de la matriz alimenticia, y de acuerdo
al resultado obtenido esa pigmentacién era del agrado del consumidor, ademas el

pigmento es de origen natural, generando mas interés y valor agregado al producto.
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Gréfico 7: Resumen de las comparaciones por pares: Gusto en general (Tukey)

Gusto en general 1 =100

54C 6.7B

Esferas Jugo con esferas Yogurt con esferas

Etop3 Mmiddle3 bottom 3

Nota: Diferentes letras indican diferencia estadisticamente significativa con un nivel de

confianza al 95%
7.4.7 Intencién de Compra

Se analiz6 la preferencia de acuerdo a las tres muestras experimentales
presentadas al consumidor, el yogurt con esferas represento el 75% de declaracion
que, Sl comprarian el producto, siendo el prototipo por encima del resto de las otras
dos muestras. El jugo con esferas obtuvo el 50 % de una intencion de compra y las
esferas solas un 15%. Grafico 8. Los consumidores expresaron que el yogurt y las
esferas en una sola matriz tenian una mejor apariencia y juego de texturas mas

agradables.

Los datos obtenidos son de caracter declarativo por parte del consumidor que

evaluaron los prototipos y, por tanto, no corresponderian a las ventas reales.
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Graéfico 8: Porcentaje de la intencién de compra de los tres prototipos

Intencion de compra

mS| mTalvezSi.TalvezNO mNO

Esferas Jugo con esferas

Yogurt con esferas

Nota: n =100

Al conocer la intencion de compra de las muestras experimentales, también se
obtuvo la informacién sobre la preferencia del consumidor a cerca de las dos

matrices alimenticias existentes: El jugo y el yogurt.

El resultado fue contundente, los consumidores prefirieron con el 68% al prototipo

gue contenia yogurt sobre el prototipo del jugo Grafico 9.

Grafico 9: Porcentaje de la preferencia de las dos matrices alimenticias en las cuales se

aplico las esferas con betalainas

Jugo con esferas vs yogurt con esferas

- Jugo con esferas

m  Yogurt con esferas

n =100
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En general al evaluar todos los atributos (Apariencia, textura, tamafno de esferas,
sabor, color) los consumidores prefieren al yogurt como matriz alimenticia para
incorporar las esferas con el extracto de betabel ya que se logra enmascarar algun
resabio del betabel y va de acuerdo con la textura del producto, ademas asociaron

este producto a una linea de alimentos mas saludable e innovador.
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7.- CONCLUSIONES

El consumo de fitoquimicos con propiedades antioxidantes presentes en
frutas y verduras incluidos en la dieta diaria, aportan nutrimentos
indispensables para el buen funcionamiento metabalico.

Se caracterizaron los parametros fiscoquimicos de la pulpa de betabel (Beta
vulgaris L.) y existieron diferencias significativas debido a la zona geografica
donde se cultive el Betabel.

El contenido de polifenoles totales disminuyé con el tratamiento de
congelacion por 48 h en un 11% con respecto al contenido presente en el
jugo recién prensado (458 + 0.89 mg de equivalentes de acido galico/L).

El rendimiento de las betacianinas y betaxantinas en microcapsulas de un
extracto de betabel (Beta vulgaris L.) fue de 94.9%, y 84.6% respectivamente,
transcurridos 20 dias la degradacion presentada fue de 30%.

Se encapsularon las betalainas de un extracto de betabel (Beta vulgaris L.)
utilizando una gelificacién ionica, (Alginato de sodio: CaClz) Se obtuvieron
rendimientos mayores al 85% con las concentraciones propuestas y la
preservacion de dichas moléculas para su incorporacion en matrices
alimenticias.

Las microparticulas obtenidas en este estudio podrian ser aplicadas para
disefiar alimentos funcionales debido a su actividad antioxidante en la
industria de alimentos debido a su alta estabilidad y solubilidad.

En el estudio sensorial realizado, los consumidores prefirieron el yogurt como
matriz alimenticia para incorporar las esferas, ya que era el producto que
tenia la mejor Apariencia, Textura, Color y Sabor, ademas que les resultaba

ser un producto innovador.
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9. ANEXOS

1 Materiales y Equipos

1.- Extracto

2.- Andlisis
Fisicoquimicos

3.- Identificacion y
cuantificaciéon de
Betalainas de un

extracto de betabel

-Probeta de 250 mL
-Vaso de pp de 500 mL
-Colador

-Matraz Erlenmeyer de
250 mL

-Vaso de precipitados de
diferentes voliumenes
-Brixometro

-Bureta de 50 mL
-Matraz volumétrico de
25,50y 100 mL

-Matraz volumétrico de
25,50y 100 mL

-Vaso de precipitados de
diferentes volimenes
-Micropipeta de 1000 pL
-Tubos de ensaye
-Gradilla

-Puntas de micropipeta

No aplica

-BuffersapH=4.7y
10

-Fenoftaleina
etanolica

-NaOH 0.01 N
valorado

Agua destilada

-Extracto de jugo de
betabel
-Agua destilada

-Acido Galico (Técnica
Quimica S.A, 99.5%)
-Carbonato de Sodio.

Grado analitico
-Etanol
(Ferandelh,S.A DE
C.V., 96%)
-Reactivo de Folin-
Ciocalteu. Grado

Analitico

-Extractor de jugo
-Balanza granataria
-Congelador
-Potenciometro de

Hidrégeno

Termobalanza

-Espectofotometro y
celdas de vidrio
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4.-
Microencapsulacién
de Betalainas

5.- Estudio
Sensorial

Agitador de Virdrio
-Probeta de 100 mL
-Jeringa de 1000 pL
-Colador

-Vasos de precipitados

de diferentes tamafnos

Vasos del nimero 0
Cucharas del numero 0
Servilletas

Vasos de agua
Charolas de

presentacion

Vasos de precipitado de

1L

Agitadores de vidrio

-Alginato de sodio.
Grado alimenticio-
-Cloruro de calcio.
Grado reactivo.
-Extracto de jugo de
betabel

-Agua destilada

-Microcéapsulas con el
extracto de betabel
-jugo clarificado
saborizado

-Yogurt natural

-Agua potable

-Parrilla eléctrica

con agitacion
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10.2 Curva patrén del &cido galico

Curva patrén

Concentracion (mg/L) Abs

0.000
0.178
0.322
0.500
0.647
0.785

bW NIEFLR O

Absorbancia

Curva Patron del acido galico

y=0.157x +0.012
R?=0.998

/ & Abs
/ ——Lineal (Abs)

Concentracién (mg/L)
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3 Cuestionario del estudio sensorial

Nombre:

Edad: Sexoo M [1 F [

CUESTIONARIO DE ALIMENTOS FUNCIONALES

“EL MOTIVO DE ESTA ENTREVISTA ES EVALUAR ALIMENTOS FUNCIONALES
Y QUEREMOS CONOCER TU OPINION”

Instrucciones: TE VOY A PEDIR QUE POR FAVOR RESPONDAS LO

SIGUIENTE...

Por favor marca con una “X” la respuesta que consideres

apropiada

1. ¢Sabes que son los Antioxidantes?

N

NO

A

B

2. ¢Consumes o has consumido alimentos con Antioxidantes?

Sl

NO

A

B

3.  ¢Qué alimentos con Antioxidantes consumes o has consumido? (Si no consumes, saltar a pregunta

4)

[

MUESTRA 802

Marqgue con una “X” la respuesta que corresponda a su preferencia

Te voy a pedir que observes bien y pruebes el producto que tienes frente a ti
y contestes las siguientes preguntas:

1.¢Qué tanto te gusta o te digusta, la APARIENCIA, TEXTURA TAMARNO DE LA ESFERA, COLOR Y
SABOR del producto que estas evaluando, dirias que,,,,?
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AHORA TE VOY A PEDIR QUE VUELVAS A PROBAR EL PRODUCTO Y

CONTESTES LO SIGUIENTE:
2. En GENERAL, ¢Qué tanto te gusta éste producto?

Me Gusta Me gusta Me Gusta Me Gusta Ni me gusta nime | Me disgusta e Dlssusie Me disgusta Me disgusta
Muchisimo Mucho Poco disgusta Poco 9 Mucho Muchisimo
9 8 7 6 5 4 3 2 1

3. Eltamafio de las esferas de este producto son:

Mucho mds GRANDES de lo
que me gusta

Mds GRANDES de lo que me

gusta

Justo como me gusta

Mds PEQUENAS de lo que me

gusta

Mucho mds PEQUENAS de lo

que me gusta

5

4

3

2

1

4. Si este producto estuviera disponible en tu tienda favorita, ¢ Qué

tan seguro estarias de comprarlo?..

Definitivamente Sl lo
compraria

Probablemente si lo

compraria

Tal vez si o tal vez no lo

compraria

Probablemente NO lo
compraria

Definitivamente No lo

compraria

5

4

3

2

1

MUESTRA 103

Marque con una “X” la respuesta que corresponda a su preferencia

Te voy a pedir que observes bien y pruebes el producto que tienes frente a ti
y contestes las siguientes preguntas:

1.¢Qué tanto te gusta o te digusta, la APARIENCIA, TEXTURA TAMANO DE LA ESFERA, COLOR Y
SABOR del producto que estas evaluando, dirias que,,,,?

AHORA TE VOY A PEDIR QUE VUELVAS A PROBAR EL PRODUCTO Y

CONTESTES LO SIGUIENTE:

2. En GENERAL, ¢Qué tanto te gusta éste producto?
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Me Gusta Me gusta Me Gusta Me Gusta Ni me gusta nime | Me disgusta M Blsusic Me disgusta Me disgusta
Muchisimo Mucho Poco disgusta Poco 9 Mucho Muchisimo
9 8 7 6 5 4 3 2 1

5. Eltamafno de las esferas de este producto son:

Mucho mds GRANDES de lo

Mds GRANDES de lo que me

Justo como me gusta

Mds PEQUENAS de lo que me

Mucho mds PEQUENAS de lo

que me gusta gusta gusta que me gusta
5 4 3 2 1
6. Si este producto estuviera disponible en tu tienda favorita, ¢ Qué tan seguro estarias de comprarlo?..
Definitivamente Sl lo Probablemente si lo Tal vez si o tal vez no lo Probablemente NO lo Definitivamente No lo
compraria compraria compraria compraria compraria
5 4 3 2 1
MUESTRA 471

Marque con una “X” la respuesta que corresponda a su preferencia

Te voy a pedir que observes bien y pruebes el producto que tienes frente a ti
y contestes las siguientes preguntas:

1.;Qué tanto te gusta o te digusta, la APARIENCIA, TEXTURA TAMANO DE LA ESFERA, COLOR Y
SABOR del producto que estés evaluando, dirias que,,,,?

AHORA TE VOY A PEDIR QUE VUELVAS A PROBAR EL PRODUCTO Y

CONTESTES LO SIGUIENTE:
2. En GENERAL, ¢Qué tanto te gusta éste producto?

Me Gusta Me gusta Me Gusta Ni me gusta nime | Me disgusta . Me disgusta Me disgusta
Muchisimo Mucho Hie Gusie Poco disgusta Poco i Isejusie Mucho Muchisimo
9 8 7 6 5 4 3 2 1

3. Eltamafo de las esferas de este producto son:

Mucho mds GRANDES de lo

Mds GRANDES de lo que me

Justo como me gusta

Mds PEQUENAS de lo que me

Mucho mds PEQUENAS de lo

que me gusta gusta gusta que me gusta
5 4 3 2 1
4. Si este producto estuviera disponible en tu tienda favorita, ¢ Qué tan seguro estarias de comprarlo?..
Definitivamente Sl lo Probablemente si lo Tal vez si o fal vez no lo Probablemente NO lo Definitivamente No lo
compraria compraria compraria compraria compraria
5 4 3 2 1

4. Escoge el cédigo que mas te gustd (NO se pueden elegir los dos)

471 103

GRACIAS POR TU COLABORACION =)

67




4. Anovas: ldentificacion y cuantificacion de Betalainas

e Betaxantinas

Fuente GL Suma de cuadrados Cuadrados medios F F>Pr
Modelo 1 0.001 0.001 0.701 0.449
Error 4 0.005 0.001
Total corregido 5 0.006
Calculado contra el modelo Y=Media(Y)
Pruebas robustas de igualdad de medias
Estadistico F GL1 GL2 F>Pr
Estadistico de Welch 0.701 1 2.951430455 0.465
Razén de Browne-
Forsythe 0.701 1 2.951430455 0.465
¢ Indicaxantinas
Analisis de varianza (Y2):
Fuente GL Suma de cuadrados Cuadrados medios F F>Pr

Modelo 1 0.017 0.017 17.655 0.014

Error 4 0.004 0.001

Total corregido 5 0.021

Calculado contra el modelo Y=Media(Y)

Pruebas robustas de igualdad de medias (Y2):

Estadistico F GL1 GL2 F>Pr

Estadistico de Welch 17.655 1 3.574920298 0.017

Razén de Browne-

Forsythe 17.655 1 3.574920298 0.017
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e pH

Fuente GL Suma de cuadrados Cuadrados medios F Pr>F
Modelo 1 0.135 0.135 3.986 0.117
Error 4 0.136 0.034
Total corregido 5 0.271
Calculado contra el modelo Y=Media(Y)
Pruebas robustas de igualdad de medias (Y3):
Estadistico F GL1 GL2 Pr>F
Estadistico de Welch 3.986 1 2.000014913 0.184
Razén de Browne-Forsythe 3.986 1 2.000014913 0.184
e Acidez
Fuente GL Suma de cuadrados Cuadrados medios F Pr>F
Modelo 1 14.727 14.727 0.622 0.475
Error 4 94.773 23.693
Total corregido 5 109.500
Calculado contra el modelo Y=Media(Y)
Pruebas robustas de igualdad de medias (Y4):
Estadistico F GL1 GL2 Pr>F
Estadistico de Welch 0.622 1 2.274188144 0.504
Razdn de Browne-Forsythe 0.622 1 2.274188144 0.504
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5. Anovas del estudio sensorial
NOTA:
MUESTRA 471 = Yogurt base natural con esferas de betalainas
MUESTRA 103: Jugo clarificado sabor manzana con esferas de betalainas

MUESTRA 802 : Esferas de betalainas

C1/Tukey (HSD) / Analisis de las diferencias entre las categorias con un intervalo de confianza de 95%
(Y6):

Diferencia
Contraste Diferencia estandarizada Valor critico Pr > Dif
471 vs 802 1.750 9.851 2.356 <0.0001
471 vs 103 0.490 2.758 2.356 0.017
103 vs 802 1.260 7.093 2.356 < 0.0001
Valor critico del d de Tukey: 3.331
Limite
superior
Categoria Medias LS Error estandar Limite inferior (95%) (95%)
471 7.180 0.126 6.933 7.427
103 6.690 0.126 6.443 6.937
802 5.430 0.126 5.183 5.677

Cl/Fisher (LSD)/ Andlisis de las diferencias entre las categorias con un intervalo de confianza de 95%
(Y6):

Contraste Diferencia Diferencia estandarizada Valor critico Pr > Dif

471 vs 802 1.750 9.851 1.968 <0.0001
471 vs 103 0.490 2.758 1.968 0.006

103 vs 802 1.260 7.093 1.968 < 0.0001

LSD-valor: 0.35

Limite

superior
Categoria Medias LS Error estandar Limite inferior (95%) (95%)
471 7.180 0.126 6.933 7.427
103 6.690 0.126 6.443 6.937
802 5.430 0.126 5.183 5.677
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Resumen paratodos los Ys:

Y1 Y2 Y3 Y4
R2 0.146 0.088 0.014 0.469
F 25.372 14.356 2.162 130.943
Pr>F < 0.0001 < 0.0001 0.117 < 0.0001

Resumen de las comparaciones por pares para C1 (Tukey (HSD)):

Categoria Medias LS(Apariencia) Grupos

471 7.210 A

802 6.180 B

103 5.760 B
Categoria Medias LS(Textura) Grupos

471 7.290 A

103 6.510 B

802 6.280 B
Categoria Medias LS(Tamario de esferas) Grupos

471 6.610 A

802 6.530 A

103 6.210 A
Categoria Medias LS(Sabor) Grupos

471 7.300 A

103 7.060 A

802 4.720 B
Categoria Medias LS(Color) Grupos

471 7.420 A

802 7.090 A

103 6.490 B
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Categoria Medias LS(Gusto en general) Grupos
471 7.180 A
103 6.690
802 5.430 C
Resumen de las comparaciones por pares para C1 (Fisher (LSD)):
Categoria Medias LS(Apariencia) Grupos
471 7.210 A
802 6.180
103 5.760 C
Categoria Medias LS(Textura) Grupos
471 7.290 A
103 6.510
802 6.280
Categoria Medias LS(tamafio de esferas) Grupos
471 6.610 A
802 6.530 A
103 6.210 A
Categoria Medias LS(sabor) Grupos
471 7.300 A
103 7.060 A
802 4.720
Categoria Medias LS(color) Grupos
471 7.420 A
802 7.090 A
103 6.490
Categoria Medias LS(gusto en general) Grupos
471 7.180 A
103 6.690
802 5.430 C
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