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Resumen

El cultivo del fruto de pitaya (Stenocereus pruinosus) es representativo en la region
Mixteca del estado de Oaxaca y se caracteriza por sus coloraciones intensas,
incluyendo la roja. Las betalainas, responsables de estas coloraciones, son
sensibles a las condiciones ambientales, oxidandose rapidamente y perdiendo sus
propiedades antoxidantes. Por tal motivo, en el presente trabajo se propuso un
método de microencapsulacién por coacervacidon compleja de extractos de pitaya
ricos en betalainas y antocianinas. Llevando a cabo la etapa de formacion de las
emulsiones w/o (agua-aceite) y w/o/w (agua-aceite-agua) a un pH de 2 y empleando
proteina de cacahuate y goma xantana como material de pared. La identificacion de
los pigmentos se realizé por FT-MIR-ATR y RMN de 'H, y se cuantificaron por
espectrofotometria de UV-Vis. La caracterizacion morfologica de los
microencapsulados se evalud por microscopia optica, un procesado de micrografias
empleando el software Imaged y un analisis de datos de distribucién y tamafo de
particula por ANOVA robusto a través de RStudio. De los espectros obtenidos de
FT-MIR-ATR y RMN de 'H se identificaron sefiales propias de antocianinas en 627
cm™ y con un & = 6.9, respectivamente; asi como las sefiales de betacianina y
betaxantina. Las microcapsulas obtenidas de los tratamientos de proteina al 1% y
2% fue de 5.32 + 3.98 ym (mediana = 4.16 ym) y 3.86 + 3.54 ym (mediana = 2.57
Mm), respectivamente, los cuales fueron significativamente diferentes (o = 0.05).
Estos microencapsulados fueron estables a condiciones tipicas de ruptura como el
uso de ultrasonido con MeOH y un método de digestion in vitro dinamico.

Palabras claves: Pitaya (Stenocereus pruinosus), betalainas, antocianinas,
capacidad antioxidante, coacervacion compleja, digestion in vitro, proteina de
cacahuate.
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Capitulo 1. Introduccién

El fruto de Stenocereus pruinosus, representativo de la region Mixteca del Estado
de Oaxaca, tiene una coloracion intensa. Esta coloracion se debe principalmente a
la presencia de compuestos antioxidantes tales como las betalainas y antocianinas
(Solymosi et al., 2015). Comercialmente, estos compuestos se emplean como
colorantes en la industria alimentaria, obtenidos principalmente de remolacha roja
(betalainas) y de moras (antocianinas). Los cuales aportan propiedades funcionales
para el tratamiento y prevencion de enfermedades cardiovasculares, diabetes y
alzheimer (Parizad et al., 2019). Dichas propiedades se atribuyen a la estructura
quimica de las betalainas y antocianinas. Las betalainas son compuestos derivados
de tirosina, con una estructura base de acido betalamico como grupo cromoforo.
Cuando este acido esta sustituido por ciclo-dihidroxifenilalanina (ciclo-DOPA) se
obtienen las betacianinas (rojo-violetas), mientras que una sustitucién con aminas
0 aminoacidos conducira a las betaxantinas (amarillas) (Timoneda et al., 2019). Las
antocianinas estan formadas por una estructura de antocianidina unida a uno o mas
fragmentos de azucar. Tanto las betalainas como las antocianinas son susceptibles
a cambios en el pH y luz UV-Visible, provocando cambios en su coloracion. A un pH
cercano a 3, las antocianinas se encuentran estables en su forma de un catidén

flavilo, similar a las betalainas (Paredes-Loépez, 2002).

Al igual que los factores externos, los factores internos también afectan la
estabilidad de los pigmentos. El contenido de carbohidratos alto del fruto puede
afectar la estabilidad de estos compuestos, por lo cual se recomienda removerlos
previamente a su procesamiento (Garcia-Cruz et al., 2016). Un método aplicable
para la remocién de carbohidratos consiste en precipitarlos desde una disolucion

con acetona.

Los extractos secos y libres de interferentes conteniendo a los pigmentos se pueden
procesar para prolongar su vida media, entre estos procesos se encuentra la

microencapsulacion. El método de microencapsulaciéon permite mejorar tanto la
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estabilidad como la bioaccesibilidad de compuestos bioactivos de interés. Cabe
sefalar que estos encapsulados se pueden incorporar a una gran variedad de
alimentos, produciendo diversos alimentos funcionales (Ballesteros et al., 2017).
Uno de los métodos de microencapsulacion que conduce a productos de calidad
alta es la coacervacion compleja empleando una doble emulsion. La cual se lleva a
cabo primeramente por la formacién de una emulsion simple w/o (agua-aceite),
seguido de una emulsion doble w/o/w (agua-aceite-agua), para pasar a una
coacervacion, que consiste en la formacion del material de pared y una reticulacion
(Tian et al., 2021). Para estabilizar a las emulsiones es posible emplear agentes
tensoactivos como la lecitina, la cual reduce la tension interfacial de las gotas
formadas (Stauffer, 1999). De igual forma, el uso de enzimas como la
transglutaminasa mejoran la eficiencia de encapsulacion al favorecer la formacion

de interacciones entre proteinas (Mihalcea et al., 2018).

En la formacién de la emulsion doble se lleva a cabo la adicion de una disolucion de
proteina a pH alcalino, en el cual la mayoria de las proteinas son solubles en agua
(Wang et al., 2018). Sin embargo, las betalainas y antocianinas son susceptibles a
la oxidacién a pHs neutros y alcalinos, generando cambios estructurales (Paredes-
Lépez, 2002). Por lo cual, durante el proceso de microencapsulacion es
recomendable el mantener condiciones acidas. Las proteinas de origen vegetal,
como la del cacahuate presentan porcentajes de disolucion superiores al 80% a pH
tanto acidos (pH de 2) como basicos (pH > 7) (Zayas, 2006). Lo que permite llevar
a cabo procesos de emulsion en compuestos de betalainas y antocianinas a pH

acidos.

Por lo sefalado anteriormente, en el presente trabajo se obtuvieron
microencapsulados de extractos con betalainas y antocianinas presentes en el fruto
de pitaya (Stenocereus pruinosus). Los cuales se obtuvieron del jugo del fruto bajo
en azucares mediante una precipitacion con acetona. La evaluacién de la presencia
de los pigmentos de interés en el extracto se realizo por el analisis de los datos de
FT-MIR-ATR y RMN de 'H, para su posterior cuantificacién por espectroscopia de

UV-Vis. Los extractos se emplearon en la formacion de una emulsion wi/o,
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agregando lecitina en aceite de cacahuate como tensoactivo. Esta emulsion se llevo
a una doble emulsién w/o/w, mediante la disolucién de la proteina a pH de 2, para
ser llevada a una coacervacion ajustando el pH a 4.4. Posteriormente, se adicion6
goma xantana para la formacién del material de pared y una disolucion de la enzima
transglutaminasa como agente reticulante. Se realizaron dos tratamientos, variando
la concentracion de proteina de cacahuate (1y 2%). La caracterizacion morfolégica
de los microencapsulados se evaludé por microscopia Optica, un procesado de
micrografias empleando el software ImagedJ y un analisis de datos de distribucion y
tamafo de particula por ANOVA robusto a través de RStudio. La eficiencia de
encapsulacion se determind mediante la evaluacion de la concentracion de
betalainas por métodos espectrofotométricos de UV-Vis. Para determinar la
bioaccesibilidad de los microencapsulados, se llevo a cabo un proceso de digestion
in vitro, determinando la presencia de las microcapsulas de emulsion w/o/w por

microscopia 6ptica, al final de la digestion.

1.1 Originalidad

En la literatura existen diversos reportes en los cuales se evalua la presencia de
betalainas en el fruto de pitaya, asi como su capacidad antioxidante. Sin embargo,
el uso del método de microencapsulacion por coacervacion compleja de
compuestos antioxidantes de este fruto aun no ha sido reportado. De igual forma
todavia no se ha reportado la presencia de antocianinas en el fruto de pitaya. El
presente estudio permitié el desarrollo de un método de encapsulaciéon de
betalainas y antocianinas, empleando como material de pared la proteina de
cacahuate. La cual, por sus propiedades emulsificantes y su solubilidad a pH acidos
fue adecuada para el presente estudio. Cabe sefnalar que tanto la proteina como el
aceite de cacahuate no se han empleado como material de pared y agentes

emulsificantes, respectivamente, en procesos de microencapsulacion.
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1.2. Hipétesis

El proceso de microencapsulacion de extractos de pitaya ricos en betalainas y
antocianinas por coacervacion compleja, empleando proteina de cacahuate (soluble
a pH acidos), permitira obtener productos con una eficiencia de encapsulacion
superior al 65% y una bioaccesibilidad bajo condiciones de digestion in vitro mayor

al 90% a un nivel de significancia de 0.05.

1.3. Objetivos

1.3.1. Objetivo general
Obtener microcapsulas estables y bioaccesibles, con una eficiencia de
encapsulacion mayor al 65% de betalainas y antocianinas, obtenidas de pitaya
(Stenocereus pruinosus) empleando proteina de cacahuate y goma xantana como

material de pared.

1.3.2. Objetivos particulares

¢ Obtener un aislado de proteina de cacahuate a una concentracion superior
al 80%.

e Generar una emulsion w/o de los pigmentos de pitaya empleando aceite de
cacahuate.

e Obtener una emulsion w/o/w estable a partir de la emulsién w/o, empleando
lecitina de soya como agente reticulante.

e Determinar el contenido de betalainas y antocianinas en el jugo de pitaya a
través de métodos espectrofotométricos de UV-Vis.

e Obtener un extracto rico en betalainas y antocianinas a partir del jugo de
pitaya.

e Obtener microencapsulados de extractos de betalainas y antocianinas
utilizando proteina de cacahuate y goma xantana como material de pared,
asi como transglutaminasa como agente reticulante.

e Evaluar la estabilidad y bioaccesibilidad de las betalainas y antocianinas en
las microcapsulas, empleando métodos espectrofotométricos y métodos de

digestion in vitro, respectivamente.
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1.4. Importancia del estudio

Las betalainas y antocianinas son empleadas de manera habitual como colorantes
en la industria alimentaria, siendo de interés para el consumidor debido a sus
propiedades antioxidantes. Sin embargo, el fruto de pitaya solo es posible
cosecharlo en los meses de mayo y junio, siendo importante la implementacion de
estrategias que permitan el almacenamiento y aprovechamiento de sus pigmentos.
Para lograr este objetivo, es necesario implementar estrategias que limiten la
exposicion de los pigmentos al ambiente. De esa manera, se evitaran cambios
estructurales que afecten la coloracién y la pérdida de las propiedades funcionales
de los pigmentos. Por tal motivo, resulta relevante el desarrollo de métodos de
microencapsulacion que permitan almacenar a los pigmentos de pitaya, sin

disminuir su bioaccesibilidad durante la ingesta.

1.5. Limitaciones del estudio

El método de encapsulacion por coacervacion compleja se llevd a cabo a
concentraciones de 1 y 2% de proteina de cacahuate. La proteina se obtuvo de
cacahuate crudo a partir de una extraccion solido-liquido y una precipitacion
posterior en el punto isoeléctrico de las proteinas para obtener un producto de una
concentracion superior al 80%. La etapa de emulsion se realizé a pH de 2. El
polisacarido empleado fue goma xantana, adicionando la enzima transglutaminasa
como agente reticulante y lecitina de soya como tensoactivo. Las cuantificaciones
de betalainas (a partir de la suma de betacianinas y betaxantinas totales) y
antocianinas totales se realizaron por los métodos espectrofotométricos de UV-Vis
correspondientes. La eficiencia de encapsulacion se realizé a partir de los datos de
betalainas totales. En el proceso de microencapsulacién se empleé la fraccidn rica

en la mezcla de betalainas y antocianinas.
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Capitulo 2. Analisis de fundamentos

En la presente seccion se describira la produccion de pitaya (Stenocereus
pruinosus) en el estado de Oaxaca en afos recientes. Ademas, se mencionaran las
generalidades de las betalainas y antocianinas obtenidas a partir de este fruto, sus
propiedades funcionales, estabilidad y los métodos para su caracterizacion. Se
describiran los procesos de encapsulacion y su uso en la conservacion de
compuestos bioactivos de manera general. Por ultimo, se llevara a cabo una revision
de los métodos para cuantificar la estabilidad de las microcapsulas en un proceso

de digestion in vitro.

2.1. Produccién de pitaya en el Estado de Oaxaca

La pitaya es una cactacea cuyo cultivo se da preferentemente en zonas de clima
semiarido, en las cuales la precipitacidn pluvial es escasa y erratica. Aunque cerca
de un 34% del territorio nacional presenta este tipo de clima, pocos son los estados
donde se cultiva este fruto (Martinez-Gonzalez, 2010). En el Estado de Oaxaca,
especificamente en la region de la Mixteca, el cultivo del fruto es representativo de
la misma. Por lo cual, durante su temporada de cosecha podemos encontrarlo a la

venta en distintos mercados locales.

La produccién de pitaya en el Estado de Oaxaca en la ultima década ha fluctuado
para las variedades criolla, de mayo y sin clasificar, Figura 1. En el periodo de 2013
a 2016, se detectd una estabilidad en la produccién de pitaya en Oaxaca. Sin
embargo, en el periodo comprendido del 2017 al 2019, la produccién se redujo un
31.9% (1819-1238 toneladas), reduccion que no se observaba desde el 2011. Para
el afo 2020 la produccion crece nuevamente en un 37.9%; sin embargo, en el 2021
ocurrio una reduccion en un 14.3%. Las fluctuaciones observadas en su produccion
son una sefal de la problematica que enfrentan los productores de este fruto en la

region.
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Figura 1. Produccion de pitaya (criolla, pitaya de mayo y sin clasificar) en el Estado
de Oaxaca. Datos recuperados de SIACON, 2021.

La disminucién en la produccion de pitaya puede ser el resultado de diversos
factores como la introduccion de nuevas tecnologias de siembra. Las cuales,
permitieron sembrar una variedad de cultivos mas redituables econémicamente, en
comparacion con las especies originales. Otro factor es la busqueda de otras
alternativas de trabajo, resultado de la escasez de agua. En los ultimos afios se
busca regresar a la siembra de cultivos endémicos, que no necesiten de sistemas
de riego. Una de las estrategias que tienen por objetivo la reactivacion del cultivo de
pitaya, es la exportacién del fruto a Estados Unidos. En el afo 2020, la Direccion
general de sanidad vegetal reporté que Oaxaca exportd aproximadamente 91
toneladas de este fruto a Estados Unidos. Las cuales fueron producidas por 12

huertos del municipio de Santiago Chazumba.
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2.2. Propiedades fisicas de la pitaya y sus constituyentes

La pitaya (S. pruinosus) crece en forma de cactus columnares en climas aridos y
semiaridos. Por si mismos, estos cactus se han empleado como material de
construccion, forraje y para delimitar los terrenos de los agricultores. Sin embargo,
se reconoce principalmente por su fruto comestible (Garcia-Cruz et al., 2013). El
fruto resulta atractivo para el consumidor por los colores intensos de su pulpa. Estos
colores son por la presencia de pigmentos antioxidantes como las betalainas, las
cuales comprenden dos subgrupos de pigmentos, las betaxantinas (Bx) con
coloraciones rojo-violeta y betacianinas (Bc) con coloraciones amarillas. En la
Figura 2, se observan las coloraciones diferentes encontradas en las especies S.
pruinosus y S. stellatus del género Stenocereus. Para las coloraciones rojas, su
coloracion resulta muy intensa, lo cual podria ser un indicador de una mayor

concentracion de betalainas.

Figura 2. De izquierda a derecha S. pruinosus color roja (SpR), S. pruinosus color
naranja (SpO), S. stellatus color roja (SsR), S. stellatus color blanca (SsW),
respectivamente. Imagen recuperada de Garcia-Cruz et al., (2016).

La diferencia en la coloracion entre variedades de Stenocereus pruinosus puede ser
cuantificada por métodos colorimétricos. En el caso de S. pruinosus, los resultados
muestran que existe una diferencia significativa para los parametros de color L*
(Luminosidad), Hue*y C* (Tabla 1). En cuanto a sus caracteristicas morfologicas
(Tabla 1) no existe diferencia significativa en las variables de peso y diametro polar

del fruto. Sin embargo, el indice de forma si resulta mayor para el caso de SpR. El
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indice de forma es la relacion entre los diametros ecuatorial/polar, permitiendo
conocer el grado de circularidad del fruto. Ademas, se puede observar que SpR 'y
SpO, muestran una diferencia significativa en solidos solubles totales, siendo menor
para SpR. Un contenido alto de azucar puede favorecer los procesos de
fermentacién, ocasionando la degradacion de compuestos de interés. Por lo que,
en estudios relacionados con betalainas es recomendable utilizar la variedad SpR,

considerando que la cantidad de carbohidratos a retirar del extracto seria menor.

Tabla 1. Caracterizacion fisica y quimica de frutos de pitaya SpR: S. pruinosus
(roja) y SpO: S. pruinosus (naranja) en muestras frescas (Tukey, a=0.05) (Garcia-
Cruz et al., 2013).

Variable SpR SpO
Caracteristicas morfolégicas
Diametro ecuatorial (cm) 6.9 +£0.8° 6.3+0.7°
Diametro polar (cm) 7.9+0.9° 8.5+0.9°
indice de forma 0.87 £ 0.06® 0.75+ 0.09°
Peso (g) 180.9 + 72.6° 177.0 + 46.4°
Analisis proximal
Humedad (%) 87.1+1.4° 89.0 + 1.05°
Carbohidratos (%) 10.2 +0.24° 8.5+0.16°
Proteinas (%) 1.3 £0.05° 1.2+£0.013°
Grasas (%) 0.12+0.001®  0.10 £ 0.001°
Fibra cruda (%) 0.67 + 0.09° 0.53 + 0.02°
Cenizas (%) 0.63 +0.11° 0.61 +0.16°
Caracterizacion quimica
Sdlidos solubles totales (°Brix) 9.3+1.1° 10.3+0.9°
Acidez valorable (% 4acido 0.17 £ 0.09? 0.13 £ 0.05%
malico)
Color

Luminosidad (L*) 194 £2.7° 25.7 £5.2°
Angulo Hue (Hue*) 19.8 £4.0° 28.9 +7.3°
Croma (C* 24.7 +7.2° 35.0 + 8.7°

Nota. Tukey; Prueba de comparacién de medias, donde las medias con la
misma letra en la misma fila indican una diferencia no significativa.

Como se ha mencionado con anterioridad, la diferencia de coloraciéon en SpRy SpO,
es resultado de la diferencia de concentracion de Bc y Bx presentes. En la Figura 3,
se muestra un contenido de betalainas totales (Bt) para SpR. Otro aspecto para

resaltar es que la concentracidén de Bc es 83.6% mayor en SpR en comparacion con
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SpO, lo cual resulta importante al atribuirsele propiedades funcionales a las Bc. En
cuanto al contenido de fenoles solubles totales, SpR presenta un 33% mas respecto
a SpO. En general, ambas coloraciones de pitaya presentan una concentracion
mayor a la reportada para mora (1-4 mg/g) y arandano (2.1 mg/g), frutos ricos en
estos compuestos (Garcia-Cruz et al., 2013).
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Figura 3. Contenido de Betacianinas (Bc), Betaxantinas (Bx) y Betalainas totales
(Bt) en S. pruinosus roja (SpR) y S. pruinosus naranja (SpO); Contenido total de
fenoles solubles expresado en mg de EAG (equivalentes de acido galico) (Garcia-
Cruz et al., 2013).

El contenido de Bt y fenoles solubles les confieren a los extractos de S. pruinosus
capacidad antioxidante. En la Figura 4 se muestran los resultados del ensayo de
capacidad antioxidante equivalente en trolox (analogo de la vitamina E) (TEAC)
empleando al catién radical 2,2'-azino-bis(acido 3-etilbenzotiazolina-6-sulfonico)
(ABTS™), y el ensayo de capacidad de absorbancia de radicales libres (ORAC),
usados para determinar la capacidad antioxidante en muestras frescas de SpR y
SpN. El ensayo de ORAC se basa en que los compuestos antioxidantes presentes
en una muestra (por ejemplo, betalainas) inhibiran la formacion de radicales libres,
provocando una disminucién de la fluorescencia de una sonda fluorescente (3°,6'-
dihidroxiespiro[isobenzofuran-1(3H),9 -[9H]xanten]-3-ona) después de combinarla
con el clorhidrato de 2,2"-azobis(2-amidinopropano) (AAPH), usando trolox como
estandar. El ensayo de reduccion de ABTS™, consiste en evaluar la capacidad de
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un antioxidante para neutralizar al radical ABTS", empleando métodos
espectrofotométricos para cuantificar el efecto. En las determinaciones de la Figura
4, SpR presenta una capacidad antioxidante mayor que SpO (Garcia-Cruz et al.,
2013). Estos resultados permiten concluir que SpR proporciona extractos ricos en
compuestos antioxidantes con estructuras capaces de neutralizar radicales libres,

tal como las Bc y Bx.
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Figura 4. AA: capacidad antioxidante; ORAC: ensayo de capacidad de
absorbancia de radicales libres; TE: equivalentes de trolox; ABTS": 2,2"-azino-
bis(acido 3-etilbenzotiazolina-6-sulfonico); ms: muestra seca; SpR: S. pruinosus

roja; SpO: S. pruinosus naranja.

2.2.1. Pigmentos en la pitaya

El color en la pitaya es consecuencia de la presencia de pigmentos como las
betalainas. En plantas, este tipo de compuestos funcionan como atractores de
animales para su polinizacion y diseminacion de semillas. En la industria de los
alimentos, estos pigmentos son usados como colorantes y aditivos comerciales.
Este es el caso del colorante betanina (E162), que es la forma glucosilada de la
betanidina, la cual se extrae principalmente de la raiz de remolacha (Solymosi et al.,
2015). Las betalainas son derivados de tirosina, las cuales presentan en general en
su estructura al acido betalamico como grupo cromoforo central. Como ya se
menciond en la seccion 2.2, estos heterociclos comprenden dos clases de
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compuestos, las Bc y las Bx. Las Bc son el resultado de la conjugacion del acido
betaldmico con una ciclo-dihidroxifenilalanina (ciclo-DOPA), Figura 5, y las Bx un
derivado del acido betalamico conjugado con aminas o aminoacidos diferentes. Las
Bc presentan un espectro con absorbancia maxima centrada en A = 536 nm (rojo-
violeta), mientras que las Bx presentan coloraciones amarillas, con una absorbancia
en 480 nm (Timoneda et al., 2019).

c (¥

Tirosina Acido betalamico Ciclo-Dopa

Betacianina Betaxantina

Figura 5. Ejemplos de estructuras de betalainas y precursores (Paredes-Lopez,
2002). Estructuras elaboradas con el programa Avogadro.

Cuando se procesan las betalainas, resulta importante considerar su estabilidad, en
la Figura 6 se muestran algunos factores que afectan dicha estabilidad, tales como
el pH, el cual resulta fundamental para mantener la coloraciéon deseada.

Estos factores afectan de manera distinta a la estructura de betalainas, llevandose
a cabo reacciones de isomerizacion, desglicosilacion, hidrdlisis, descarboxilacion,
recondensacion y deshidrogenacion. Para el caso de las Bc, cuando estas se

encuentran en un medio alcalino tienden a hidrolizarse. En cambio, en un medio
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acido es posible una recondensacion tanto para las Bc como para las Bx, Figura 6
(Herbach et al., 2006).

Tabla 2. Estabilidad de las betalainas expuestas a distintos factores ambientales
(Paredes-Lopez, 2002).

Factor Sistema modelo Observaciones
pH Disoluciones Estabilidad maxima de color a pH de 3.5-
de betalainas 7

Amax de Bc = 537-538 nm

Amax de Bx = 475-478 nm

A pH = 3.5, disminuye Amax Y € disminuye.

A pH =7, Amax incrementa y € disminuye.
Disoluciones de Estabilidad del color a un pH de 5.5-8.0
betalainas con

oxigeno
Temperatura Disoluciones de El calentamiento reduce la coloracion roja,
betalainas pero el enfriamiento puede revertir la
reaccion.
Luz Disoluciones Aumenta la tasa de degradacién en un
de betalainas 15.6% con la exposicion a la luz del dia a
15 °C. Con una tasa de degradacion de
primer orden mayor a pH de 3 (K =
0.35/dia) que a 5 (K= 0.11/dia) con luz
fluorescente.
Oxigeno Disoluciones A un pH de 7, la tasa de degradacion de
de betalainas las betalainas es un 15% mas alta en aire,

en comparacion  con  atmosferas
controladas.
Nota: Para betaninas (Bc) €=60000 L*(mol*cm)' y para indicaxantina (Bx) €=48000
L*(mol*cm) .
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Figura 6. Reacciones de degradacion de betanina por oxidacion y cambios de pH

(Herbach et al., 2006).
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De igual forma, es posible que exista la presencia antocianinas en la pitaya. Esto al
formar parte del grupo de los flavonoides, grupo de compuestos que estan
presentes en concentracion similar (0.30 + 0.07 mg equivalentes de quercetina/g de
peso fresco) a las betalainas totales (0.38 mg/g de peso fresco) para una variante
de S. stellatus. Existen reportes de la presencia de antocianinas en cactaceas como
la pitaya, como Hylocereus spp. (pitahayas) (Fan et al., 2020), las cuales son

cultivadas de igual forma en la region mixteca del estado de Oaxaca.

Las antocianinas son flavonoides que se encuentran en frutos y flores. Estan
formadas por una estructura de antocianidina con uno o mas azucares. El anillo A
esta fusionado a un anillo heterociclico con oxigeno (anillo C) unido a otro anillo
aromatico (anillo B) (Figura 7). Los colores de estos compuestos en disolucién se
ven afectados por cambios de pH. La forma cationica (ion flavilo) se encuentra
favorecida a pH acidos, mientras que a pH alcalinos se favorecen sus formas

incoloras como la chalcona (Paredes-Lopez, 2002).

pH neutro

pH acido

R4
OH
o 0. O
O A R5
S
R3 R1

RZ  R1-R5=H, OH, OCH;

R1 y R2 = Se encuentran sustituidos
generalmente por grupos glucosidicos

Figura 7. Cambios en la estructura de las antocianinas por causa de cambios del
pH (Paredes-Lopez, 2002).
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2.2.2. Propiedades funcionales de las betalainas y antocianinas

El cuerpo humano es susceptible a un envejecimiento acelerado resultado de su
exposicion a especies reactivas de oxigeno (radicales peroxilo) y nitrogeno (6xido
nitrico). Las cuales pueden ser generadas por reacciones metabdlicas, o
provenientes de la exposicidén a la contaminacion atmosférica. De forma natural el
organismo produce enzimas como la glutation peroxidasa, la catalasa y la
superoxido dismutasa, encargadas de reducir el estrés oxidativo. Sin embargo,
cuando estas se ven superadas por los radicales exdgenos, es necesario el
consumo de compuestos antioxidantes tales como betalainas y antocianinas
(Stintzing & Carle, 2004).

Este tipo de compuestos no solo permiten regular el estrés oxidativo en el
organismo, de igual forma se ha reportado su injerencia en distintas patologias. En
el caso de las antocianinas se ha visto que tienen un efecto reductor en las
respuestas inflamatorias, asi como la inhibicibn de enzimas como a-amilasa
pancreatica y a-glucosidasa intestinal auxiliando en la regulacion de la glucosa en
sangre. La inhibicion de estas enzimas retarda la digestion y absorcién de
carbohidratos, con una disminucién de la glucemia postprandial.

En la Tabla 3 se muestran los resultados obtenidos de tres ensayos in vivo e in vitro
en los cuales se evalua el efecto del consumo de estos compuestos en afecciones
cardiacas y diabetes. Las propiedades funcionales antes mencionadas reflejan la
importancia del desarrollo de métodos que permitan el aumento de su
bioaccesibilidad en el organismo. Asi como mantenerlos estables durante largos

periodos de almacenamiento.
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Tabla 3. Efecto de betacianinas y antocianinas en distintas patologias.

C&:;;ciavs(t,o Origen Ensayo aplicado Resultados Referencia
Opuntia stricta Pacientes con aterosclerosis, 50 Reduccion de homocisteina, (Rahimi et
(nopal tunero)y mg a cada paciente de glucosa, colesterol total, al., 2019)
Betacianina remolacha roja. betalainas/betacianinas. Toma de triacilgliceroles y LDL.
muestra de sangre y orina cada 3,
8y 24 h.
Maiz y trigo Inhibicion de enzimas como la a- Inhibicion de la actividad (Parizad et
pigmentado amilasa  pancreatica 'y a- enzimatica de la a-amilasa al., 2019)
Antocianina glucosidasa intestinal. Propiedad pancreatica y a-glucosidasa
inmunomodular, empleando intestinal. Capacidad
cultivos de células Caco-2, de 20 antiinflamatoria.
a 50 yM/L de antocianinas
Extractos de S. Prueba de tolerancia oral a la Reduccion de niveles de (Cervantes-
Betalainas stellatus glucosa. Metformina como control glucosa en sangre. Arista et al.,
Antocianinas  [Pfeiffer] positivo en ratas Wistar. 2020)
Riccobono
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2.3. Métodos de encapsulacion de compuestos bioactivos

En la actualidad existen diversos métodos que permiten estabilizar durante su
almacenamiento a compuestos bioactivos de interés, tales como la encapsulacion
(Ballesteros et al., 2017). Este método permite el desarrollo de distintos alimentos
funcionales al recubrir el agente activo de interés con un material de pared,
permitiendo una posterior liberacion controlada (Julia Martin, Eugenia Marta
Kuskoski, 2017). Recientemente se han desarrollado investigaciones con el objetivo
de obtener sistemas de encapsulacion de compuestos bioactivos altamente
eficientes. Tal es el caso de estudios en los cuales la interaccion de alginato con
dextrano aumenta su estabilidad de los microencapsulados en condiciones tipicas
de pH del tracto digestivo (Aguirre-Calvo et al., 2018).

El tamano de las capsulas formadas varia dependiendo del método aplicado para
su formacién. Tal es el caso del método de esferificacion empleado en la cocina
molecular, en donde se obtienen capsulas de tamafio macro. Las cuales emplean
como material de pared principalmente alginato de sodio, permitiendo su ruptura en
la boca (de Farias & Zapata Norefia, 2019). Por otra parte, en el area de
conservacion de compuestos bioactivos se emplean técnicas de
microencapsulacion como la coacervacion compleja, que conducen a capsulas de

tamano de 1 a 100 um.

2.3.1. Microencapsulacién por coacervaciéon compleja

En la microencapsulacion, los compuestos bioactivos o los ingredientes alimentarios
de interés son almacenados dentro de un material de pared de tamafo microscépico
para su proteccidon. Este material de pared debe ser insoluble y no reactivo con el
compuesto bioactivo, para evitar cualquier tipo de interaccién quimica. Dicho
material puede ser desde proteinas, polisacaridos, lipidos o polimeros sintéticos
obteniendo capsulas de tamafio de 1 a 100 ym. Los microencapsulados se pueden
obtener en dos morfologias, en microcapsulas o microesferas, dependiendo del
método de obtencion y del material de pared. Las microcapsulas tienen una
morfologia nucleo/capa bien definida y se forman tradicionalmente por medios

quimicos. En el caso de las microesferas, se forman por medio de un proceso de
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atomizacion o molienda, distribuyendo los compuestos bioactivos dentro de la matriz
(Sobel et al., 2014) .

La microencapsulacidn por coacervacion se subdivide en simple o compleja. En la
coacervacion simple se emplea un solo polimero, mientras que en la compleja se
llevan a cabo interacciones idnicas entre dos o mas polimeros de carga opuesta.
En la coacervacion compleja se emplean generalmente polisacaridos y proteinas,
llevandose a cabo interacciones electrostaticas, de Van der Waals e interacciones
hidrofébicas (Timilsena et al., 2019). En este tipo de coacervacion, cuando los
compuestos de interés son polares se emplea una doble emulsién. Para esto,
primeramente, se realiza una primera emulsion (w/o) en la cual el compuesto de
interés se mezcla con una fase oleosa y un tensoactivo. La emulsion (w/o),
posteriormente se agrega a una disolucion de proteina/polisacarido generando una
emulsién w/o/w. Posteriormente, se lleva a cabo la coacervacion mediante un ajuste
de pH a 4.4 (punto isoeléctrico de las proteinas) seguida de una posible reticulacion
enzimatica, Figura 8. Finalmente, la temperatura se lleva a 10 °C con agitacion
constante y se almacena a dicha temperatura (Rocha-Selmi et al., 2013).

Debido al interés y la importancia de las emulsiones en el presente proyecto, se

describiran en la seccion siguiente.
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f Primera emulsion Segunda emulsién
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Figura 8. Proceso de coacervacion compleja con doble emulsion (Mendanha et al.,
2009). Estructuras elaboradas con el programa Chemix.’

2.3.2. Emulsiones

Las emulsiones son empleadas de forma regular en la industria de los alimentos
para la preparacion de productos como mayonesas, postres como el helado y
cremas. Esta consta de dos fases inmiscibles que forman sistemas dispersos que
contienen gotas de una fase dispersa en un medio liquido conocido como fase
continua. Entre los principales tipos de emulsiones podemos encontrar aceite en
agua (o/w), agua en aceite (w/0) y aceite-aceite (o/0), formada por un aceite polary
un aceite no polar. Este tipo de emulsiones forman generalmente gotas de un

tamano en el intervalo de 100 nm a 100 pym.

Para llevar a cabo la formacion de la emulsién es necesario aplicar una fuerza
positiva, la cual puede ser suministrada por equipos de agitacion. Dicha fuerza,
debera ser mayor a la diferencia de presion entre el interior y el exterior de la gota
(presion de Laplace). En la Ecuacion 1, se expresa una diferencia de presion como
la razdén de la tensidn interfacial entre dos veces el radio de la gota.

' https://chemix.org/. Consultada por ultima vez el 28 de febrero de 2023.
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Ap = Zy_r para gotas esféricas Ecuaciéon 1

Donde Ap es la diferencia de presion entre la parte interior y exterior de la gota; y

es la tension interfacial positiva y r es el radio de la gota.

De igual forma, en la Ecuacion 1 se puede apreciar como la tensién interfacial afecta
proporcionalmente la Ap. Por lo cual, entre menor sea su valor, menor sera la fuerza
por vencer durante la formacion de la emulsion. Aunado a esto, entre mayor sea la
viscosidad del medio, el tiempo que tardara en desfragmentarse una gota durante
la formacion de la emulsion aumentara, incrementando de esta manera el tiempo
de agitacion necesario para la formacién de una emulsion estable (Paipetis, 2010).
Durante la formacién de la emulsion, asi como su almacenamiento pueden llevarse
a cabo diversos procesos como los que se ilustran en la Figura 9. Los cuales son
dependientes de los tamafios de las gotas, su densidad y las fuerzas

intermoleculares que estas presenten.

4

Sedimentacion
1 o0
0\5\%0\
\°
Sg,
D/-op
0/-0 .
] 7 6/7
Coalescencia

Figura 9. Procesos que ocurren durante la formacion de las emulsiones y su
almacenamiento (Tharwat, 2006).
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La tension interfacial de la gota puede disminuir mediante el uso de compuestos
tensoactivos. Los cuales, favorecen tanto la formacién de la emulsion como su
estabilidad. Este tipo de compuestos se caracterizan por ser anfifilicos, con una
parte de su estructura presentando afinidad a medios polares mientras que la otra
a medios no polares. En la industria alimentaria, se usan generalmente tensoactivos

no idnicos, idnicos y anféteros como la lecitina (Stauffer, 1999), Figura 10.

OL__R

Y om
0\)\/OH 7
No anionicos /
l, 0
e P
" e
Catiodnico O0—P—0 (o) 13
\N+/ I -
o_ O o Lecitina
NS .
7SO0 R Anfoteros
HO
Anidnicos

Figura 10. Tipos de surfactantes de acuerdo con su carga. Encerrado en rojo se
muestra la parte hidrofilica del tensoactivo (Stauffer, 1999).

El tipo de tensoactivo a emplear como emulsificante dependera en gran medida del
numero de balance hidrofilico-lipofilico (BHL). EI BHL consiste en una escala que
se basa en el porcentaje relativo de grupos hidrofilicos a lipofilicos (hidrofébicos)
con respecto a las moléculas de tensoactivo. Dicho valor es posible calcularlo

mediante la Ecuacion 2.
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L
BLH = T * 20 Ecuacion 2

Donde L es la masa molar de la parte hidrofilica de la moléculay T es la masa molar

total.

De igual forma es posible determinar el BHL al considerar las contribuciones de los
respectivos grupos funcionales. En la Tabla 4, se muestran algunos numeros de
BHL para los correspondientes grupos hidrofilicos y lipofilicos de los tensoactivos
(Stauffer, 1999). Al considerar dichos valores, es posible calcular el valor de BHL

mediante la Ecuacion 3.
BHL = Y (valores hidrofilicos) — Y.(valores lipofilicos) + 7 Ecuacién 3

Se ha determinado que para cada tipo de emulsion existe un valor de BHL sugerido.

BHL de 3 a 6: Emulsiones agua en aceite
BHL de 7 a 9: Agente humectante

BHL de 10 a 18: Emulsiones aceite en agua /
6
HO o o
o Span 60 o / \ o o
Lecitina

a BHL I

Figura 11. Valores de BHL adecuados al tipo de emulsién (Stauffer, 1999).

Uno de los tensoactivos mas empleados en la industria de los alimentos es la lecitina
de soya. La cual presenta principalmente fosfatidiletanolamina, fosfatidilcolina y
fosfatidilinositol. Estos tres compuestos difieren en sus valores de BHL; sin

- 40 -



embargo, presentan un valor de BHL en conjunto de 10 por lo cual es ideal para la

formacion de emulsiones w/o (Stauffer, 1999).

Tabla 4. Numero de BHL correspondiente al grupo hidrofilico o lipofilico del

tensoactivo.
Numero
S de BHL
Hidrofilico
-OSOs3Na 38.7
-COONa 19.1
-N*(CH3)3 94
-OH (anillo de sorbitan) 0.5
-OH 1.9
-(CH2-CH2-0)- 0.33
Lipofilico
-CH-
-CH2- 0.475
CH: =
=CH-

2.4, Transglutaminasa como agente reticulante

Se han buscado alternativas que permitan favorecer el endurecimiento de las
paredes de las microcapsulas con el uso de agentes de reticulacion. Sin embargo,
varios de estos agentes presentan cierto grado de toxicidad o mal sabor, por lo cual
no resultan adecuados para su uso en productos alimentarios. Una alternativa a
emplear en alimentos, es el uso de la enzima transglutaminasa, la cual permite el
entrecruzamiento de moléculas de proteina. Esta enzima genera reacciones de
transferencia de acilo (Figura 12a), desaminacion y entrecruzamiento (Figura 12b),
siendo esta ultima la mas aplicable en la industria de los alimentos (Kuraishi et al.,
2000). Al permitir la formacion de enlaces isopeptidicos entre el grupo amino de las
lisinas de los polipéptidos y el grupo carboxiamida de las glutaminas (Dong et al.,
2008). Cabe sefalar, que las moléculas de agua y/o alcohol, se comportan como
aceptores de grupos acilo en la ausencia de aminas primarias (Figura 12c y d)
(Akbari et al., 2021).
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La transglutaminasa obtenida de Streptomyces mobaraensis se utiliza ampliamente
como coadyuvante, con la denominacion GRAS (generalmente reconocida como
segura) (Amirdivani et al., 2018). El sitio activo en esta enzima se ubica en el péptido
Cys% (Figura 13). En la Tabla 5, se muestran las aplicaciones principales en la
industria alimenticia de la enzima antes mencionada.

Tabla 5. Aplicaciones de la transglutaminasa microbiana en la industria de los
alimentos (Akbari et al., 2021).

Producto Aplicaciones

Carnes Aplicada en la reestructuracion de la carne. Mejora la
textura mediante la formacidn de enlaces
isopeptidicos.

Yogurt Ayuda a la formacion de un gel mas estable,
mediante la formacidén de enlaces covalentes y de
entrecruzamiento.

Quesos Mejora los rendimientos de obtencion y las
propiedades sensoriales y reoldgicas.
Pan Aumenta la velocidad de produccion, la calidad del

pan y confiere una mayor vida de anaquel.
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Figura 12. Principales reacciones catalizadas por la enzima transglutaminasa.
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Figura 13. Sitio activo de la transglutaminasa microbiana obtenida de
Streptomyces mobaraensis, Cys® (Yokoyama et al., 2004). Estructura obtenida y
modificada con la aplicacién web de RCSB?Z.

2.5. Proteina y aceite de cacahuate en la formacién de las microcapsulas

El cacahuate es un cultivo que se consume preferentemente de forma directa y es
empleado en la elaboracion de productos de confiteria como galletas. Sin embargo,
desde hace algunos afos existe un interés en diversificar su mercado al explotar
sus propiedades funcionales en la prevencion de enfermedades cardiovasculares,
diabetes y cancer (Akhtar et al., 2014a). Estas propiedades funcionales son

principalmente atribuidas a su contenido de proteina y aceite (Tabla 6), los cuales

2 https://www.rcsb.org/3d-view/11U4/1. Consultada por ultima vez el 28 de febrero de 2023.

-44 -



representan aproximadamente un 66% de su masa total. En la Figura 15, se
muestra el perfil lipidico del aceite de cacahuate en el que se observa una
proporcion de acidos grasos insaturados mayor con respecto a los saturados
(4.08:1). Entre los aminoacidos principales que se encuentran conformado las
proteinas en la semilla de cacahuate estan los acidos glutamico, aspartico y la
arginina (Figura 16). La presencia de este tipo de aminoacidos, le atribuye
propiedades funcionales para la prevencion de enfermedades cardiovasculares
(Davis & Dean, 2016). En los insaturados podemos encontrar en gran proporcion al
acido oleico y linoleico, 41.48 y 37.14%, respectivamente (Liu et al., 2019). De igual
forma, la presencia de B-sitosterol, resveratrol, campesterol y estigmasterol en el
aceite de cacahuate se ha observado tiene injerencia en la prevencién de
enfermedades cronico-degenerativas, y su actividad antiinflamatoria (Figura 14). Asi
como por su contenido de vitamina E y niacina, en la prevencidén de enfermedades

neuronales como Alzheimer (Akhtar et al., 2014b).

Tabla 6. Analisis fisicoquimico de cacahuate (Liu et al., 2019).

Variable % (m/m)
Humedad 3.65+0.05
Carbohidratos 13.27 + 0.51
Proteinas 24.21 + 0.01
Grasas 42.47 +0.24
Cenizas 2.38 £ 0.01

Los valores medios de tres mediciones +
desviacion estandar.
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Figura 14. Fitoquimicos presentes en el aceite de cacahuate (Akhtar et al., 2014).
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Figura 15. A) Acidos grasos presentes en el cacahuate. B) Relacién entre &cidos
grasos saturados e insaturados (Liu et al., 2019).
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En la industria de alimentos existen reportes de materiales de pared a base de
polimeros para procesos de microencapsulacion. Sin embargo, el uso de este tipo
de materiales en alimentos se complica al considerar aspectos tales como su costo
y las restricciones alimentarias. Ademas, dependeran de la naturaleza del material
de pared seleccionado y las propiedades fisicoquimicas del producto de
microencapsulacion. Una de las alternativas como material de pared son las
proteinas, las cuales son polimeros naturales constituidos de aminoacidos con una
gran variedad estructural. Esta versatilidad quimica y estructural las vuelve
candidatas idoneas para la formacién de microcapsulas por coacervacion. Sin
embargo, es importante tener en cuenta sus caracteristicas eléctricas, puesto que
la unidn electrostatica resulta fundamental en la coacervacién compleja (Wang et
al., 2018).

25
20

15

%
H

10

Aspartico Glutamico Leucina Arginina Glicina

Figura 16. Principales aminoacidos presentes en las proteinas de semilla de
cacahuate. Los valores de cada aminoacido representan un porcentaje del total de
aminoacidos presentes (Davis & Dean, 2016).

La carga superficial de la proteina dependera del medio, si este se encuentra en un
pH por encima/debajo de su punto isoeléctrico (pl). Por encima del pl, se encontrara
una proteina cargada negativamente; mientras que, por debajo, se encontrara

cargada positivamente. Otras caracteristicas importantes para tener en cuenta son,
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la solubilidad, la actividad emulsionante, la viscosidad, la tensidén superficial y su
susceptibilidad a la fuerza idnica. El uso de proteinas en la coacervacion compleja
se debe a su excelente solubilidad, actividad emulsificante y capacidad gelificante.
Esto permite que se puedan emplear junto con polimeros anidnicos como goma
arabiga, goma agar agar, pectina, goma gellan y hexafosfato de sodio (Wang et al.,
2018). Ravichandran et al., (2014) determinaron que la goma xantana presenta una
eficiencia de encapsulacion de betalainas superior al 65%, por lo cual podria ser

una opcion adecuada a emplear junto con la proteina.

Las harinas de cacahuate presentan un contenido de proteina de 28 y 57% en
harina sin desgrasar y desgrasada, respectivamente. Este grupo de proteinas son
proteinas globulares, donde su solubilidad es dependiente del pH. Estas alcanzan
su solubilidad minima en su pl (pH de 4-5), solubilizandose alrededor del 95% de la
proteina a un pH por debajo de 2.5 y por arriba de 7.5 (Zayas, 2006). Estos
resultados son similares a los encontrados por Rahman et al., (2018), en el cual a
un pH de 2.5y 7 se solubiliza cerca del 70% de la proteina, mientras que a pH > 10
se solubiliza cerca del 90%. Esto permite desarrollar metodologias de emulsion en
las cuales los compuestos sean inestables a pH neutros, tal como las betalainas y

las antocianinas.

2.6. Métodos de determinacién de proteinas en alimentos

Las proteinas son importantes en la industria de los alimentos debido a sus
propiedades funcionales tecnologicas emulsificantes y espumantes (Maeshre et al.,
2018). Las propiedades nutricionales y tecnoldgicas hacen de la cuantificacion de
proteinas algo esencial en el analisis de alimentos. Los métodos para llevar a cabo
la cuantificacion son diversos y difieren entre ellos tanto en su fundamento como en
el equipo que emplean. Como se muestra en la Tabla 7 entre métodos puede variar
su selectividad, limite de cuantificacion, tiempo de obtencion de resultados o costos.
Entre estos métodos podemos destacar a la cuantificacion por el método de Biuret,
en el cual se forma un complejo de color purpura, producto de la formacion de

enlaces entre los grupos peptidicos de residuos de aminoacidos y los iones de cobre
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libre en un medio alcalino (Figura 17). Dicho método se destaca por su buena
precision y por no presentar interferencias. Sin embargo, solo es aplicable a
muestras a concentraciones en el intervalo de 0.2-1.7 g/L (Zheng et al., 2017).

=

Figura 17. Complejo de iones libres de cobre con Biuret. Estructura elaborada en
el software Avogadro (Zheng et al., 2017).
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Tabla 7. Comparativo de métodos para la cuantificacion de proteinas en alimentos (Zheng et al., 2017).

Método

Principio

Ventajas

Desventajas

Aplicaciones

Kjeldahl

Dumas

Acido
bicinchoninico

Absorbancia a
280 nm

Biuret

Cuantifica el N
organico.

N total liberado.
Mediante un
cromatografo de
gases.
Formacién de
complejos entre
enlaces

peptidicos y Cu?*.

Aminoacidos
aromaticos
generan
absorbancia a
280 nm.
Formacién de un
complejo entre
enlaces
peptidicos y Cu?*
en condiciones
alcalinas.

Su costo es bajo, al no
requerir equipo
especializado.

No requiere sustancias
corrosivas. Los tiempos
son cortos.

Sensibilidad de 0.5-10
Mg. Los amortiguadores
no interfieren con la
reaccion de reduccion.

Sensibilidad a partir de
100 pg de proteina.
Tiempos cortos. La
muestra se puede

reutilizar.

Pocas interferencias por
compuestos no
proteicos. Rapida
obtencion de resultados.

Cuantifica todo el N organico e
inorganico, no solo el presente en

proteinas.

Requiere de tiempos de analisis
prolongados. Uso de sustancias

corrosivas.

Uso de equipos de costo elevado.
Cuantifica todo el N total, no solo el
presente en proteinas.

Complejo colorido no estable con el
tiempo. Interferencia por azucares
reductores. Pueden obtenerse
distintas coloraciones dependiendo de

la muestra.

Interferencia por acidos nucleicos a

280 nm. Contenido de aminoacidos

aromaticos variable entre muestras.
Requiere muestras claras e incoloras.

Se requiere un contenido
relativamente alto de proteina en el

medio.

Practicamente en
todos los alimentos

Aplicable en el
control de calidad.

Procesos de
aislamiento de
proteinas.

Proteinas
purificadas.

Proteina soluble en
medio alcalino
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2.7. Bioaccesibilidad

La bioaccesibilidad se define como la eficiencia de digestion y absorcién de un
determinado componente alimentario ingerido de forma oral. Este concepto puede
ser confundido con biodisponibilidad la cual es la proporcion utilizada o almacenada
de la cantidad total administrada (Shahidi & Peng, 2018). Existen modelos in vivo e
in vitro que permiten evaluar la bioaccesibilidad de compuestos de interés. Los
modelos in vitro difieren entre si por el numero de etapas de digestion incorporadas,
tiempos de digestion, la naturaleza de las enzimas digestivas y concentraciones de
electrolitos y acidos biliares. Este tipo de modelos de digestién in vitro se pueden
clasificar en modelos coldnicos, estaticos y dinamicos (Wojtunik-Kulesza et al.,
2020).

2.7.1. Modelos de digestion colénicos

Este tipo de modelos tienen por objetivo reproducir un consorcio microbiano
relevante para las condiciones in vivo. Los cuales varian desde incubaciones fecales
empleando microbiota fecal estrictamente anaerdbica hasta modelos continuos que
imitan diferentes partes del colon humano o modelos gastrointestinal-colonicos
dinamicos in vitro. Las limitaciones de este modelo implican que no pueden
representar completamente la microbiota presente en el lumen col6nico y la mucosa
(Wojtunik-Kulesza et al., 2020).

2.7.2. Modelos de digestion estaticos

Durante la digestion se pueden observar procesos dinamicos que pueden llegar a
ocurrir durante la digestion humana, como fuerzas mecanicas y cambios de pH. En
los modelos de digestion estaticos no hay una variacion del pH ni temperatura. Este
tipo de estudios se emplea principalmente para evaluar la digestion de alimentos
simples o compuestos purificados, mediante la hidrolisis de muestras
homogenizadas inducida por pepsina (Wojtunik-Kulesza et al., 2020).
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2.7.3. Modelos de digestion dinamicos

Los modelos dinamicos son capaces de simular los cambios continuos de pH, que
se pueden llevar a cabo durante el proceso digestivo. Se simulan los cambios de
pH al pasar de la boca al estomago y el intestino, alterando las concentraciones de
secrecion enzimatica, y las fuerzas peristalticas en el tracto gastrointestinal. Este
tipo de modelo permite evaluar multiples condiciones experimentales, con lo cual se
pueden probar un gran numero de muestras. Siendo este tipo de modelo el mas

cercano a las condiciones de digestion in vivo (Wojtunik-Kulesza et al., 2020)

2.8. Microscopia optica

La microscopia Optica es una de las técnicas de analisis de forma, tamafio y
distribucion de particulas que puede utilizarse de forma rutinaria en el analisis fisico
de microencapsulados. Esto se debe a que en microscopia se pueden emplear un
amplio numero de marcadores y se pueden adquirir tanto imagenes como video de
las muestras de interés con resoluciones altas. De la informacion digital obtenida,
es posible realizar mediciones cuantitativas, asi como videos en tiempo real de
muestras biolégicas. En el microscopio Optico, la imagen que observamos tanto a
ojo desnudo como a través de camara es el resultado de la combinacién de la luz
directa e indirecta emitida por la lampara. La luz directa, se refiere a la porcion de
luz que no entra en contacto directo con la muestra o que no es absorbida por la
misma. Mientras que, la luz indirecta se refiere a la luz que es absorbida por la
muestra. La luz directa o indirecta pasa a través del objetivo y se distribuye
uniformemente por todo el plano de la imagen en el diafragma del ocular. Esta luz
difractada por la muestra se enfoca en varios lugares localizados en el mismo plano
de la imagen, donde la luz difractada causa una interferencia destructiva y reduce
la intensidad dando como resultado areas oscuras. Esta combinacion de luz y zonas
oscuras, son lo que generan la imagen que observamos de la muestra (Davidson &
Abramowitz, 2012).
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Capitulo 3. Metodologia

3.1. Materiales y reactivos

Material vegetal, reactivos, disolventes. Jugo de Stenocereus pruinosos (frutos
obtenidos en el centro de la ciudad de Huajuapan de Ledn, Oaxaca, México en el
mes de mayo del 2021), cacahuate (Semillas y Cereales de Ledn Guanajuato);
resina de intercambio idnico, goma xantana, acido clorhidrico 36%, a-amilasa tipo
VI-B, mucina de estdmago porcino tipo Il, D-(+)-glucosa 99.5%, azida de sodio
99.7%, acido glucoronico, clorhidrato de glucosamina, pepsina de mucosa gastrica
porcina 3,200-4,500 unidades/mg de proteina, acido galico monohidratado 98%,
rutina, agua deuterada, todos de la marca Sigma-Aldrich; hidroxido de sodio 98%,
fosfato de potasio dibasico anhidro de la marca Meyer; fosfato monosddico
monohidratado, cloruro de potasio 99.67%, cloruro de hierro (lll) hexahidratado,
sulfato de sodio anhidro, bicarbonato de sodio, cloruro de calcio anhidro, 99.7%,
cloruro de amonio 99.5%; cloruro de magnesio 99.5%, todos de la marca J.T. Baker;
bifosfato de sodio 58.5%, de la marca Monterrey; cloruro de sodio, de la marca
Merck; urea 99%, de la marca Wako Pure Chemical Industries; pancreatina cantidad
por tableta constituida de amilasa 25,000 unidades USP, proteasa 25,000 unidades
USP, lipasa 2,000 unidades USP, de la marca NaturesPlus; acido biliar, de la marca
Jarrow Formulas; albimina de huevo 99.8%, de la marca FAGA'B; albumina de
huevo 86%, Food Technologies Trading; amortiguador de Mallvaine (acido citrico
monohidratado, de la marca J. T. Baker; fosfato de potasio dibasico anhidro 98.2%,
de la marca Meyer); hexano 298.5%, de la marca Meyer; agua tipo 1, etanol 96%,
Conquimex; metanol 99.8%, acetona 299.5%, de la marca Quimica Rique S. A. de
C. V.

Materiales. Filtros con membrana de nylon 0.45 um; microplacas de polipropileno
claras de 96 pozos de fondo plano con capacidad de 360 uL marca Costar; viales;
material de vidrio en general; celdas de cuarzo de 1 cm; desecador de polipropileno;
tubos para espectrometro de RMN.
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3.2. Equipos

Microscopio Optico, marca Quasar (modelo QM15); microscopio 6ptico, marca
OMAX (modelo DC5V); agitador vortex lka; espectrofotometro de UV-vis, marca
Cgoldenwall (modelo 721); parrilla de agitacion, marca Thermolyne (modelo Cat.
SP-131325); espectrofotometro de FT-IR-ATR, marca Bruker (modelo Alpha
Platinum); potencidmetro, marca OHAUS (modelo STARTER 3100); tina de
ultrasonido, marca Dadi (modelo DA-968); tina de ultrasonido, marca Baku (modelo
BK-2400); balanza analitica, marca Sartorius (modelo BL 210 S); balanza, marca
Tefal (modelo Optiss); vernier digital; refractometro Abbe; centrifuga, marca
AOSHEN (modelo MInl-10k); centrifuga, marca CAPP Rondo (modelo CR-68x);
centrifuga, marca VELAB PRIME; lector de microplacas, marca BioTeK Instruments
(modelo ELx808); agitadores Mini Mixer, marca Norpro; extractor de jugos casero
T.fal; molino de grano, marca Westinghouse; desecador de plastico con valvula de
vacio; prensa Moline Oil Press; rotavapor, marca Buchi (modelo R-3); bomba de
vacio, marca vacuubrand (modelo MZ 2C); campana de humos marca PRENDO
(modelo CH-180), espectrometro de RMN de liquidos, marca Bruker (modelo
Ascend™ 400).

3.3. Preparacion de la muestra para almacenamiento

El fruto de pitaya (S. pruinosus) a utilizar fue lavado con agua potable y jabon, para
posteriormente enjuagarlo con agua filtrada por 6smosis inversa, los frutos se
secaron y se les retird la cascara. La pulpa obtenida se almaceno a temperaturas
de congelacion. La pulpa descongelada se traté en un procesador de alimentos para
obtener el jugo, removiendo una porcion importante de semilla. Finalmente, el jugo
se almaceno en frascos de plastico en un ultracongelador (-75 °C) hasta su uso
posterior.
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3.4. Preparacion del jugo para analisis fisicoquimicos

Los jugos obtenidos del extractor de jugos (seccion 3.3) se filtraron a través de papel
filtro de cafetera en un embudo Buchner al vacio. Posteriormente, se filtr6 a través
de papel filtro (0.45 um) en un embudo Buchner al vacio. Finalmente, los jugos libres
de sdlidos suspendidos se almacenaron a temperatura de congelacion en frascos

de plastico hasta su uso posterior.

3.5. Acondicionamiento del jugo de pitaya para la obtencion del extracto

En un tubo de ensaye de 10 mL se colocaron 5 mL del jugo de pitaya previamente
obtenido en el extractor de jugos y posteriormente se adicioné acetona destilada en
una relacion 2:1 (jugo:acetona). La mezcla se dejo reposar a temperatura ambiente
por 15 min y después se centrifugd a 900 g por 15 min. A la muestra centrifugada
se le retir6 el sobrenadante con ayuda de una pipeta Pasteur y se transfirié a un
segundo tubo de ensaye. Posteriormente, al precipitado formado en el primer tubo
de ensaye se adicionaron 2.5 mL de etanol, la mezcla se agito en vortex por 30 sy
por ultrasonido durante 15 min. Esta mezcla se centrifugd a 900 g por 10 min,
después se retiro el sobrenadante y se transfirié al segundo tubo de ensaye con la
dilucion en acetona. A la mezcla de disolucidn acetona-etanol se procedi6 a eliminar
los disolventes en rotavapor al vacio. Finalmente, al extracto seco se le realizaron
espectros de IR para monitorear la eliminacion del disolvente y la mayor cantidad
de agua posible.
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3.6. Analisis morfolégicos

A un lote de pitaya se le determind su masa inicial empleando una balanza Tefal
Optiss. A los frutos se les midieron los diametros ecuatoriales (De) y polar (Dp)
empleando un vernier. A partir de los valores obtenidos se calculo el indice de forma
del fruto (Ir= De/Dp). Posteriormente se retird la cascara del fruto para ser pesada
en una balanza analitica Ohaus y se determiné el rendimiento de la pulpa del fruto.
La pulpa molida se filtro, y el retenido se pes6 para determinar los sélidos en la
pulpa (% Re = (Peso del retenido/Peso de la Pulpa) *100) y los so6lidos totales del
fruto (Rs= [(Peso cascara + Peso del retenido)/Peso fruto) *100].

3.7. Analisis fisicoquimicos
Los analisis se realizaron por triplicado para cada prueba y se expresaron como el

valor promedio + desviacion estandar.

Determinacion de pH. Al jugo previamente obtenido de acuerdo con el apartado 3.4,
se le determino el pH de acuerdo con el método de la AOAC 981.12 (2005).

Humedad. El contenido de humedad (% H) se determiné mediante el método de la
AOAC 964.22 (1990). Se secaron 5.0 g de muestra a 105 °C en crisoles llevados
previamente a peso constante. Posteriormente, el crisol con la muestra se transfirié

a un desecador para su atemperado.
Para determinar el porcentaje de humedad se empled la Ecuacion 4.

Peso final (crisol + muestra) — Peso inicial(crisol)

% H = ( ) * 100 Ecuacion 4

Peso inicial (muestra)

°Brix. Se determino con ayuda de un refractometro Abbe de acuerdo con el método
de la AOAC 931.12 (2005).

3.8. Determinacioén de color
El color de la cascara del fruto jugo filtrado se determind con un colorimetro
HunterLab (Ultra Scan Vis), con el iluminante D65 en un angulo de observacion de
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10° y un diametro de observacion de 0.9525 cm. Los valores de L*, a* y b* se
determinaron y se utilizaron para calcular los valores de croma C* y el angulo Hue*,

a partir de las ecuaciones siguientes:

cr = \/(a*)z + (b*)? Ecuaciéon 5

Hue* = tan™1 (E) Ecuaciéon 6

3.9. Determinacién de antocianinas monoméricas totales

Fundamento. Las antocianinas monomeéricas, a diferencia de las poliméricas,
presentan un cambio de color reversible a diferentes niveles de pH. A un pH de 1.0
predomina la forma del ion flavilio colorido y a un pH de 4.5 la forma hemicetal
incolora. La diferencia de absorbancia de estos pigmentos a una longitud de onda
de 520 nm es proporcional a la concentracion del pigmento. Los resultados
obtenidos se expresan como mg equivalentes del glucésido de cianidina-3/100 g de

masa seca (Gharanjig et al., 2020).

Disolucion de HCI de pH 1.0 en cloruro de potasio, 0.025 M. 1.86 g de KCI se
pesaron y se trasfirieron a un vaso de precipitados de 1 L y después se agregd agua
destilada hasta aproximadamente 980 mL. A esta disolucién se le medié el pH y se
ajusto a 1.0 £ 0.05 con HCI concentrado (aproximadamente 6.3 mL). Posteriormente

se transfirié a un matraz volumétrico de 1 L y se aforé con agua tipo 1.

Amortiguador de pH 4.5 (acetato de sodio, 0.4 M). 54.43 g de CH3CO2Na-3H20 se
pesaron en un vaso de precipitados de 1 L y se adicion6 agua tipo 1 hasta alcanzar
aproximadamente un volumen de 960 mL. El pH se medio y se ajusto a 4.5 + 0.05
con HCI concentrado (aproximadamente 20 mL). La disolucion se transfirio a un

matraz volumeétrico de 1 L y se afordé con agua tipo 1.

Preparacion de muestra. Para llevar a cabo la determinacion de antocianinas
monomeéricas totales, se pesaron dos disoluciones a partir de volumenes de muestra
no mayores a 10 mL. Para cumplir la Ley de Lambert-Beer se determin6 un factor
de dilucion adecuado, que implico diluir un volumen de la muestra con la disolucion

de pH 1.0 o de pH 4.5 hasta que la absorbancia a 520 nm se encontré en el intervalo
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lineal del espectrofotdmetro (0.2-1.4 AU). Con un factor de dilucion de la muestra
obtenido de 50, se prepararon dos disoluciones de la muestra de prueba, una con
la disolucion de pH 1.0 y otra con el amortiguador de pH 4.5. Cada una se llevo a
cabo por triplicado.

Medicion de absorbancias. Las disoluciones preparadas en la seccidén anterior se
llevaron a una medicién de absorbancias a longitudes de onda de 520 y 700 nm.
Como blanco de la muestra se utilizo agua tipo 1. Cabe sehalar que las
absorbancias se midieron dentro de un intervalo de tiempo de 20 a 50 min después

de su preparacion.

Calculos. El contenido de antocianinas se expreso en equivalentes de cianidina 3-

glucosido, empleando la Ecuacién 7.

. . .. Mgy AxPM=xFD x10° -
Antocianinas (c1an1d1na 3 — glucésido T) = — Ecuacion 7

Donde: A = (As20 nm = A700 nm)pH 1.0 = (As520 nm = A700 nm)pH 4.5; PM (masa molar) = 449.2
g/mol para cianidina 3-glucosido; FD = factor de dilucion establecido; L = longitud
del camino del haz en cm; € = 26 900 absortividad molar, en L*mol~ "*cm~', para

cianidina-3-glucdsido; y 102 = factor de conversion de g a mg.

3.10. Determinacion de betalainas totales (betacianinas y betaxantinas)

Una disolucion del amortiguador de Mcllvaine se preparé ajustando a un pH de 6.5
(citrato-fosfato 99.95:0.05 v/v) con un volumen de muestra. Para cumplir la Ley de
Lambert-Beer se determind un factor de dilucion adecuado. Esto implico diluir un
volumen de la muestra con el amortiguador de Mcllvaine hasta que la absorbancia
medida en 200-700 nm se encontré en el intervalo lineal del espectrofotémetro (0.9-
1.1 AU) (Castellanos-Santiago & Yahia, 2008). La cuantificacion de betacianinas y
betaxantinas se llevo a cabo por espectrofotometria, midiendo su absorbancia a 538
y 483 nm, respectivamente (Rodriguez-Sanchez et al., 2017).

Calculos. Las concentraciones de betaxantinas y betacianinas se calcularon
empleando la Ecuacion 8 y las betalainas totales a partir de la Ecuacion 9.
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_ A*PM+«FDx*V

P — * 1000 Ecuacién 8

Bt = Bc + Bx Ecuacion 9

Dénde: B = Betacianinas (Bc) o betaxantinas (Bx) expresadas como pg de betanina
o indicaxantina por g de materia seca, respectivamente; A = Absorbancia a 538 nm
para betacianinas y a 483 nm para betaxantinas; FD = factor de dilucion establecido;
PM (masa molar) = betaninas 550 g*mol-! y indicaxantina 308 g*mol'; V = volumen
del extracto (mL); € = absortividad molar (betaninas = 60000 L*(mol*cm)' y
indicaxantina = 48000 L*(mol*cm)™'; P = masa de la muestra (g); L = Camino de la
celda (1 cm); Bt = suma de betacianinas mas betaxantinas. Los resultados seran

expresados como ug/g de materia seca.

3.11. Limpieza del jugo de pitaya por columna de intercambio ionico al eliminar
azucares

La limpieza de los azucares del jugo de pitaya se realiz6 de acuerdo con la
metodologia modificada de Marconi et al., (2007). La muestra se llevé a un pH de 7
con NaOH 0.1 M.

Acondicionamiento de la columna. 2.5 g de resina de intercambio i6nico (fase
estacionaria) se adicionaron a una jeringa de 10 mL, colocando previamente una
base de algoddn en la salida de la jeringa. Posteriormente, se adicionaron 20 mL de
NaOH 0.01 M para activar la fase estacionaria, verificando que el efluente alcance
un pH de 10. Finalmente se agregd agua tipo 1 hasta alcanzar un pH neutro en el

efluente.

Preparacion de la muestra. 20 mL del jugo de pitaya previamente obtenido de
acuerdo con el apartado 3.4 se llevaron a un pH de 7 con NaOH 0.1 M.
Posteriormente, esta disolucion se adiciond a una columna de intercambio i6nico en
porciones de 2 mL de disolucion de muestra + 10 mL de agua tipo 1, hasta alcanzar
los 20 mL de muestra adicionada. La adicidn del agua tipo 1 permitié eluir todos los
componentes no idnicos de la muestra, evitando asi la saturacion de la columna y

la retencién temporal de todos los componentes acidos, incluyendo los pigmentos.
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Posteriormente, se adicioné agua tipo 1 en porciones de 50 mL, interrumpiendo la
elucién para tomar una muestra de dos gotas de eluato para verificar la presencia
de azucares reductores. Para esto, se emplearon 0.5 mL del reactivo de Benedict
que se mezclaron con las dos gotas del eluato. La generacion de un precipitado rojo
indico la presencia de azucares reductores. La adicion de agua a la columna se
suspendié hasta que no se observo la presencia del precipitado rojo en la reaccion
del eluato con el reactivo de Benedict. A partir de esta etapa se procedié a adicionar
una disolucion de HCI 0.1 M en volumenes de 4 mL hasta completar un volumen
total de 36 mL, que correspondi® a nueve fracciones. Estas fracciones se
resguardaron en frascos de plastico cubiertos de aluminio a temperatura de
congelacion hasta su posterior uso.

Las fracciones fueron analizadas por cromatografia en capa fina de celulosa de
tamano de poro de 0.45 um en disolucion acida, observando en UV-Visible a una

longitud de onda de 325 nm.

3.12. Obtencién de la proteina y aceite de cacahuate

Desgrasado parcial del cacahuate. El cacahuate se sometid a un prensado
mecanico, para lo cual se empled una prensa marca Westinghouse previamente
acondicionada. Este acondicionamiento consistio en precalentar el cilindro de la
prensa con un mechero de etanol durante 10 min a una temperatura de alrededor
de 80°C. Posteriormente, la muestra se colocd en la tolva para iniciar con el
prensado, procurando mantener la velocidad de giro del manillar en 40 giros por
minuto. De la prensa se obtuvieron dos fracciones de interés, una manteca
compuesta mayoritariamente por aceite con trazas de sdlidos y agua. La segunda
fraccion constituida de un solido de cacahuate parcialmente desgrasado (HCPD).
Ambas fracciones fueron recolectadas en recipientes previamente pesados para
determinar después la eficiencia del proceso.

Desgrasado de la harina de cacahuate. El cacahuate prensado parcialmente
desgrasado se molié en un molino de grano para posteriormente ser tamizado para

la obtencidon de una harina. La harina se sometid a un lavado con hexano en una
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relacion 1:9 (m/v) en un bafo de ultrasonido a 30 W durante 30 min. Finalmente, el
hexano fue retirado por filtracion y evaporacion obteniendo una harina desgrasada
seca de cacahuate (HDC) que se almacen6 a 4 °C.

Obtencion del aislado de proteina. Una mezcla de harina con agua tipo 1 en una
relacion 1:9 se preparé y el pH de esta mezcla se ajusté a 9 con NaOH 1 N. La
mezcla se mantuvo en agitacion por 20 h a temperatura ambiente. Transcurrido este
tiempo, la mezcla se centrifugd a 900 g durante 30 min, retirando el sobrenadante
por decantacién. El precipitado consistio en la fraccién de fibra de la harina. Al
sobrenadante se le ajusto el pH a 4.5 con HCI 1 N, para inducir la precipitacion de
la proteina. Esta mezcla, posteriormente se centrifugdé a 900 g durante 10 min para
separar la proteina por remocion del sobrenadante (Tang et al., 2006). Los sdlidos
ricos en proteinas fueron lavados dos veces con etanol en un embudo Buchner con
un papel filtro previamente pesado y los polvos retenidos se dejaron reposar hasta
lograr eliminar todo el disolvente. Posteriormente, se procedid a calcular el
rendimiento de extracciéon. Los polvos de aislados de proteina (APC) se
almacenaron en frascos para su posterior uso en la preparacion de disoluciones de
pH 2.

Obtencion de aceite de cacahuate. La manteca obtenida del prensado se centrifugo
a 900 g durante 5 min para remover los solidos presentes. El aceite obtenido fue

almacenado en viales a 4 °C.

3.13. Determinacion de proteina soluble de cacahuate
La determinacion de proteina soluble se realizé por el método modificado de Zheng
et al., (2017).

Curva de calibracion. 0.250 g de albumina al 99.8% vy lauril sulfato de sodio al 0.1%
se mezclaron con 8 mL de NaOH 6 M en un matraz Erlenmeyer de 10 mL, agitando
con una barra magnética durante 12 h. En las primeras 3 h, la mezcla se agit6é cada
30 min en vortex y 2 min en un bafo de ultrasonido. Transcurridas las 12 h de
agitacion, se afor6 a 10 mL la disolucion con NaOH 6 M, para obtener una
concentracion de 25 mg/mL. A partir de esta disolucidn se prepararon cinco
estandares a concentraciones de 5, 10, 15, 20 y 25 mg/mL para construir la curva
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de calibracion. En una microplaca de 96 pozos con capacidad de 360 pL en cada
pozo, se colocaron 30 pyL de cada uno de los estandares por triplicado.
Posteriormente, se le agregaron 120 pL del reactivo de Biuret en cada uno de los
pozos. Para el blanco se afiadieron 30 uL del estandar de 25 mg/mL + 120 uL de
tartrato de sodio alcalino 6 N. Por ultimo, la microplaca se coloco en el lector de
microplacas, dejando reposar por 1 min para después llevar a una agitacion rapida
por 5 min. La lectura de absorbancia se determin6 a una longitud de onda de 595
nm. Con las absorbancias obtenidas de los estandares se obtuvo la ecuacion de
calibracion lineal que representa el cambio de coloracion en funcion de la

concentracion de proteina.

Lectura de absorbancia de las muestras. La concentracidon de proteina se determiné
tanto en la HCPD, HCD y APC. Para esto se pesaron 150 mg de cada muestra y se
mezclaron con 8 mL de NaOH 6 M, en un matraz Erlenmeyer de 10 mL, agitando
con una barra magnética durante 12 h. Posteriormente, se aplic6 el mismo

procedimiento descrito para los estandares.

Obtencion de la concentracion de la proteina de cacahuate. A partir de la ecuacion
de calibracion construida a partir de los estandares de albumina y la absorbancia de
la muestra se calcul6 la concentracion de proteina expresada en mg equivalentes
de albumina/mL.

Finalmente, se obtuvo la concentracion de la proteina mediante la Ecuacion 10.

. , mg de proteina/mlL .
Concentracion de proteina = * 100. Ecuacion 10
mg de muestra/mL

3.14. Formacion de microcapsulas por coacervacion compleja

Preparacion del amortiguador de citrato-fosfatos de pH 2. Un volumen de 1.95 mL
de una disolucion de fosfato de potasio dibasico 0.2 M se llevd a un matraz
volumétrico 100 mL y este se afor6é con una disolucién de acido citrico 0.1 M.

Disolucion de extracto de pitaya. 1.25 g de extracto de pitaya se disolvieron en 50
mL de amortiguador a pH 2 (25 mg/mL).
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Disolucion de aceite de cacahuate con lecitina de soya al 2.5%. 5 g de lecitina de
soya se mezclaron con 200 mL de aceite de cacahuate obtenido de acuerdo con el
apartado 3.12, agitando con barra magnética durante 30 min.

Disolucion de proteina de cacahuate al 1% y 2%. 0.4 g de carboximetil celulosa y la
cantidad correspondiente de aislado de proteina de cacahuate (Tabla 8) obtenido
de acuerdo con el apartado 3.12, se agitaron con 380 mL de amortiguador a pH 2
con barra magnética durante 24 h. Posteriormente, la mezcla se centrifugé a 1600
g durante 20 min. Posteriormente el sobrenadante se decanté y se llevd a un

volumen de 400 mL con la disolucion amortiguadora de pH 2.

Tabla 8. Disoluciones empleadas en el proceso de microencapsulacion.

Tratamiento % de proteina g de proteina

E1 Proteina de 4
cacahuate 1%
E2 Proteina de 8

cacahuate 2%

Disolucion de goma xantana al 0.05%. 0.2 g de goma xantana se disolvieron en 400

mL de agua tipo 1, agitando con barra magnética durante 30 min.

Preparacion de la emulsion w/o. 50 mL de la disolucién de extracto de pitaya (25
mg/mL) se mezclaron con 200 mL de aceite de cacahuate con lecitina de soya. La
mezcla se agito a 13500 rpm durante 2 min. Para verificar la presencia de la

emulsion se observo por microscopia 6ptica con un aumento de 100X.

Preparacion de la segunda emulsion w/o/w. 50 mL de la emulsion w/o se mezclaron
con 250 mL de la disolucion de proteina (al 1% o 2%) ajustando el pH a 2 con HCI
0.1 M. La mezcla se agitéo a 19000 rpm durante 1 min y después se ajusto el pH a
4.4 con NaOH 0.2 M. Posteriormente, se adicionaron 250 mL de una disolucién de
goma xantana al 0.05% en agitacién con barra magnética durante 30 min (Shiroodi

& Lo, 2015). El pH se monitored y se mantuvo constante a 4.4. La formacion de la
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segunda emulsidn, w/o/w, se observd por microscopia optica con un aumento de
400X.

Reticulacion con la enzima transglutaminasa. 6 g de transglutaminasa se
adicionaron a la emulsion w/o/w, agitando con barra magnética durante 12 h a pH
4.4 (Ho et al., 2000). Una vez transcurrido este tiempo, se dejoé en reposo a
temperatura ambiente por 1 h.

Coacervacion. El sobrenadante se colocdé en bafio de hielo, disminuyendo la
temperatura lentamente hasta alcanzar los 10 °C después de transcurridas 2 h del
proceso. Finalmente, se le adicion6 azida de sodio para tener una concentracion

0.01% para ser almacenado a 4 °C hasta su posterior uso.

3.15. Determinacion de la eficiencia del proceso de microencapsulacion

La eficiencia del proceso de encapsulacion se determiné a partir del contenido total
de betalainas (CTB) y antocianinas (CTA), asi como el contenido superficial de
estos compuestos (CSB y CSA) en las microcapsulas (Apéndice F). Para determinar
CTB y CTA se usaron 200 mg de las microcapsulas obtenidas y se mezclaron con
2 mL de metanol:acido acético:agua (50:8:42 v/v/v) a un pH de 3.5. Posteriormente
esta mezcla se someti6 a un bafio de ultrasonido durante 20 min para promover la
ruptura de las microcapsulas. Para determinar CSB y CSA, se utilizaron 200 mg de
las microcapsulas, estas se lavaron con 2 mL de etanol:metanol (1:1 v/v) en un
vortex durante 1 min. Ambas suspensiones se centrifugaron a 900 g en una
centrifuga (AOSHEN MInl-10k) durante 20 min a 4 °C (Gharanjig et al., 2020).

3.16. Procesamiento y analisis de las micrografias para la determinacién del
tamano de los microencapsulados de forma automatizada mediante el
software ImageJ 1.53K.

Se tomaron 10 yL de la crema de los microencapsulados y se disolvieron en 30 pL
de agua tipo 1 sobre un portaobjetos. Se tomaron 10 yL de la disolucién anterior y
se esparcieron en el portaobjetos con ayuda del cubreobjetos.

Las micrografias se obtuvieron con un microscopio Optico de la marca OMAX
empleando un aumento de 400X, adquiriendo las micrografias con el software
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ToupView y guardandolas en formato tiff de 16 bits para facilitar el procesamiento
de la imagen. Posteriormente, las imagenes se procesaron y analizaron con el

software ImageJ 1.53K3.

El procesamiento consistiéo en disminuir la cantidad de informacion de color de la
micrografia al convertirlas a una escala de grises de 8 bits por pixel. Posteriormente,
estas imagenes se transformaron a un formato binario de 1 bit por pixel (imagen en
blanco y negro). Esto se llevd a cabo con la finalidad de hacer mas precisa la
deteccion de la periferia de las particulas en 2D. Después, se llevé a cabo una
remocion de pixeles atipicos mediante la funcion Remover outliers. Finalmente, se
realizé el analisis del tamafo de los microencapsulados mediante la herramienta

Analisis de particulas empleando un valor de circularidad igual a la unidad.

Los datos de tamafio obtenidos de las micrografias fueron sometidos a dos criterios
de discriminacion. Primeramente, el limite superior de tamafo de los
microencapsulados se definié a partir de una exclusion de los valores de diametro
superiores a 60 ym. Esto tuvo como finalidad evitar contabilizar a aglomerados de
microencapsulados o proteina. El segundo criterio se estableci6 basado en la
resoluciéon maxima de la camara OMAX A3503S de 640 x 480 pixeles. La cual se
calculd6 de manera experimental, este calculo se basdé en la relacion de
pixeles/unidad de medida durante la calibracién de la escala para llevar a cabo las
mediciones experimentales de tamafio de particula. Siendo que 1.8 pixeles
equivalen a un um, se establecié el limite en 0.5 ym. El analisis estadistico de los
datos obtenidos en esta seccion se llevo a cabo de acuerdo con la seccion 3.20.

3.17. Evaluacion de la bioaccesibilidad in vitro

Para la prueba de bioaccesibilidad las microcapsulas se sometieron a cuatro
disoluciones digestivas que representaron el fluido salival, gastrico, duodenal y
biliar. Las concentraciones y constituyentes de estas disoluciones digestivas se
muestran en la Tabla 9 (Versantvoort et al., 2005). 1 g de las microcapsulas se

3 https://imagej.nih.gov/ij/download.html. Consultada por ultima vez el 28 de febrero de 2023.

-65 -




suspendieron en 10 mL de agua tipo 1. A esta mezcla posteriormente se le
adicionaron 6 mL del liquido salival simulado (FSS) a pH 6.8, se incub6 a 37 °C
durante 5 min en agitacion constante. A continuacion, se agregaron 12 mL de liquido
gastrico simulado (LGS) a pH 1.3, incubando a 37 °C durante 2 h con agitacion
constante. Finalmente, se agregaron 12 mL de liquido duodenal simulado (LDS) a
pH 8.1 + 6 mL de liquido biliar simulado (LBS) a pH 8.2 + 2 mL de disolucién de
NaHCOs 1 M, incubando a 37 °C durante 2 h. Una vez terminado el proceso de
digestion simulado se recuperd una alicuota. La alicuota obtenida se sonico a
temperatura ambiente durante 30 min, para posteriormente centrifugar a 900 g

durante 20 min.
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Tabla 9. Constituyentes y concentraciones de los fluidos sintéticos en la simulacion de la digestion de las microcapsulas;
FSS= Fluido salival simulado, FGS = Fluido gastrico simulado, LDS = Liquido duodenal simulado, LBS = Liquido biliar
simulado (Versantvoort et al., 2005).

FSS LGS LDS LBS

Disolucién 10 mL de KCI (89.6 g/L) 15.7 mL de NaCl (175.3 g/L) 40 mL de NaCl (175.3 30 mL de NaCl (175.3

inorganica g/L) g/L)

10 ml de KSCN (20 g/L) 3.0 mL de NaH2PO4 (88.8 g/L) 40 mL de NaHCOs 68.3 mL de NaHCOs
(84.7 g/L) (84.7 g/L)
10 mL de NaH2PO4 (88.8 g/L) 9.2 mL de KCI (89.6 g/L) 10 mL de KH2POx4 (8 4.2 mL de KCI (89.6 g/L)
g/L)
10 mL de Naz2SO04 (57 g/L) 18 mL de CaClz+2H20 (22.2 g/L) 6.3 mL de KCI (89.6 150 uL de HCI (37 %
g/L) p/p)
1.7 mL de NaCl (175.3 g/L) 10 mL de NH4ClI (30.6 g/L) 10 mL de MgCl:
(54g/L)
20 mL de NaHCO:s (84.7 g/L) 6.5 mL de HCI 180 uL de HCI
(37 % plp) (37 % plp)
Disolucion 8 mL de urea (25 g/L) 3.4 mL de urea (25 g/L) 4 mL de urea (25 g/L) 10 mL de urea (25 g/L)
organica 10 mL de glucosa
(65 g/L)
10 mL de acido glucorénico
(2g/L)
10 mL de clorhidrato de
glucosamina
(33 g/L)

Anadir a la 290 mg de a-amilasa 1 g ASB 1 g ASB 1.8 g ASB
mezcla de las 15 mg de acido urico 2.5 g de pepsina 9 mL de CaCl2+2H20 10 mL de CaCl2+2H20
disoluciones (22.2 g/L) (22.2 g/L)

organica + 25 mg de mucina 3 g de mucina 9 g de pancreatina 30 g de bilis

inorganica
1.5 g de lipasa
pH 6.8 (£0.02) 1.30 (£0.02) 8.1 (£0.02) 8.2 (£0.02)
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3.18. Obtencidén de espectros de IR

Los espectros de los extractos obtenidos en la seccion 3.5 fueron adquiridos
mediante el uso de un equipo FT-MIR-ATR, con una resolucion de 4 cm™,
empleando 24 scans, en un intervalo de 4000-400 cm™. El procesamiento de los
datos se llevd a cabo con el software OPUS 7.2.139.1294. Los espectros obtenidos

se manipularon mediante el software SpectraGryph 1.24.

3.19. Obtencién de espectros de RMN de 'H

Los espectros se obtuvieron en un equipo de Resonancia Magnética Nuclear de 400
MHz de la marca Bruker. Las fracciones obtenidas en el apartado 3.12 se
prepararon en D20 y posteriormente se adquirieron los espectros de RMN de 'H a
partir de 96 scans utilizando la secuencia de pulsos zg30.

3.20. Analisis estadistico de los resultados de tamaifno de los
microencapsulados.

El analisis estadistico de los datos de diametro y distribucion de los
microencapsulados obtenidos de acuerdo con la seccion 3.16 se llevé a cabo
mediante el software RStudio. Primeramente, se realizd una eliminacion de datos
atipicos mediante la funcion identify_outliers contenida en el paquete rstatix
(Kassambara, A. 2023). A partir de estos datos, se procedi6 a realizar la estadistica
descriptiva para determinar el diametro promedio de los microencapsulados
mediante la funcidon Sum. Posteriormente se realizé una prueba de normalidad
mediante la funcion shapiro_test. La homocedasticidad de los datos mediante la
funcién leveneTest contenida en el paquete car (John Fox & Sanford Weisberg,
2019). Finalmente, se realizd un ANOVA robusto mediante la funcién
ANOVA_modificador_M contenida en el paquete WRS2 (Mair, P., & Wilcox, R. R.
2020).

4 https://www.effemm?2.de/spectragryph/down.html. Consultada por ultima vez el 10 de marzo de
2023.
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Capitulo 4. Resultados y discusién

4.1. Analisis morfolégico del fruto de pitaya

Al momento de adquirir un fruto el consumidor basa su criterio de seleccion en
funcién de las caracteristicas morfolégicas del mismo. Aspectos como el color,
tamano, forma y peso, resultan ser el primer criterio de calidad de cualquier fruto.
En condiciones de almacenamiento la cuantificacion de °Brix y pH permiten

determinar la presencia de reacciones de fermentacion.

El primer criterio de seleccidn del fruto, objeto de estudio de este trabajo, fue el color
de la cascara, debido a que en la temporada de mayo es comun encontrar la
coloraciéon roja y naranja del fruto de pitaya. En la Figura 18a, se observan las
distintas coloraciones que lograron encontrar a la venta en el mes de mayo para el
fruto de pitaya en la region de la Mixteca de Oaxaca. Siendo de interés para el
estudio la que se muestra en la Figura 18b. Posteriormente, se determinaron los
parametros de color CIE L*a*b* y a partir de estos Hue* y C* de estos frutos de
pitaya mediante un colorimetro manual, los cuales se muestran en la Tabla 10. Cabe
sefalar que estos resultados no difieren de manera importante con lo reportado por
Garcia-Cruz et al., (2013), siendo indicativos de una coloracion rojiza.

Figura 18. a) Distintas coloraciones del fruto de pitaya en el mes de mayo; b)
Coloracion deseada en el fruto de pitaya.

Los resultados de la evaluacion de las caracteristicas morfologicas para un lote de
26 frutos de pitaya se muestran en la Tabla 10. Especificamente, el indice de forma
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es un parametro que permite determinar la geometria del fruto. El lote de pitaya
evaluado presentd una forma ovalada, 0.75 £ 0.075. Dicho resultado difiere a lo
reportado por Garcia-Cruz et al., (2013), quienes reportaron un valor de 0.87 + 0.06.
También, en la Tabla 10 se puede observar que la masa del fruto varia de forma
importante al tener una desviacion estandar de S = 46.88 g. Sin embargo, dicha
diferencia resulta menor a la reportada por Garcia-Cruz et al., (2013), S = 72.6 g.

Esto muestra que el tamarfio de los frutos de pitaya tiene una variabilidad alta.

Tabla 10. Resultados del analisis morfoldgico realizado a la pitaya.

Parametro Resultado
Diametro ecuatorial 61.35+£5.80
(mm)
Diametro polar (mm) 82.23 + 10.16
indice de forma 0.75+0.08
Masa (g) 164.65 + 46.88
Luminosidad (L) 40 £9.23
Angulo Hue (Hue*) 12.3 £22.33
Croma (C¥) 26 + 30.08

Los valores medios de tres mediciones * desviacion
estandar; indice de forma = Diametro ecuatorial / Diametro
polar.

4.2. Analisis fisicoquimicos realizados al fruto de pitaya
Durante el procesado de la pulpa de pitaya se observd que el jugo resultante es
espeso, lo cual dificulta el filtrado simple del mismo. Por tal motivo se procedi6 a

realizar un filtrado a vacio.

El contenido de humedad es importante debido a que influye en distintas reacciones
quimicas, microbioldgicas y enzimaticas. Por lo cual, es un aspecto para considerar

la estabilidad del jugo durante su almacenamiento.

El fruto de pitaya, como la mayoria de los frutos, esta constituido principalmente por
agua. El resultado obtenido del contenido de humedad fue de 87.45 + 1.00%,
resultado similar al obtenido por Garcia-Cruz et al., (2013) el cual fue de 87.1 +
1.4%.
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La determinacién de solidos solubles (expresados en °Brix) permitid tener una
aproximacion del contenido de azucares totales presentes en el fruto. En el caso del
fruto de pitaya, se ha determinado que la eliminacion de azucares permite mejorar
la estabilidad de los pigmentos (Badui Dergal, 2006). Para el fruto evaluado se
obtuvo un valor de 10.66 + 1.10 °Brix, valor similar al obtenido por Garcia-Cruz et

al., (2013) (9.3 £ 1.1 °Brix). Lo que sugiere que es una fruta rica en azucares.

Para los frutos en general, el valor de pH puede ser un indicativo del estado de
maduracién de este. Este parametro incrementa con el aumento en la concentracion
de azucares en el fruto. Esto se debe a la relacion inversa que tiene el pH respecto
a la concentracién de los acidos presentes en los frutos. El contenido de acidos
disminuye al madurar el fruto. El valor del pH para el fruto evaluado fue de 5.57 +
0.13 (Tabla 11).

Tabla 11. Caracterizacion fisicoquimica del fruto de pitaya.

Parametro Resultado
Humedad (%) 87.45+1.00
°Brix 10.66 £ 1.10

pH 557 +0.13

Los valores medios de tres mediciones + desviacion estandar.

En conjunto, los parametros antes mencionados sirven de indicadores del estado
de maduracién del fruto, con lo cual se asumié que en el estudio se emplearon frutos
en un estado de madurez similar a los frutos de S. pruinosus estudiados

previamente por Garcia-Cruz et al. (2013).

4.3. Cuantificacion de betalainas totales y antocianinas monomeéricas, en el
jugo de pitaya

La determinacion de humedad en el jugo, 89.89 + 0.04%, permitio expresar la
concentracion de pigmentos en el jugo de pitaya en mg/g de materia seca. La
concentracion de betacianinas y betaxantinas no difiere de manera importante con
lo reportado por Garcia-Cruz et al., (2013). Siendo las concentraciones de
betacianinas y betaxantinas similares para una coloracion roja en el fruto de pitaya.

En la Tabla 12 se puede observar que la concentracion de antocianinas determinada
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es aproximadamente 12 veces menor a la de Bt. Por lo cual resulta importante el
desarrollar métodos que permitan estabilizar a este tipo de compuesto durante su

extraccion.

Tabla 12. Concentracion de pigmentos en el fruto de pitaya.

Pigmento mgl/g de mg/g de materia seca
materia seca (Garcia-Cruz et al., 2013)
Betacianinas 2.60 £ 0.01 2.86 + 0.038
Betaxantinas 242 +0.01 3.21 £ 0.056
Betalainas totales 5.02 £ 0.01 6.07 £ 0.094
Antocianinas 040+0.0065 e

monoméricas totales
Los valores medios de tres mediciones + desviacion estandar.

4.4. Analisis del método de limpieza del jugo de pitaya para la obtencién de
espectros de RMN, mediante la remocién de azucares y pectinas

En el jugo de pitaya, el contenido de pectina y azucares puede interferir en la
obtencion de espectros de RMN de 'Hy 13C, dificultando la obtencion de informacion
de los pigmentos presentes en el mismo. Por lo cual, se implementaron técnicas de
limpieza de extractos que permitieron remover los azucares y otros compuestos
organicos no ionicos sin degradar los compuestos de interés. Las columnas de
resina de intercambio idnico de aminas cuaternarias permiten la retencién de acidos.
Los compuestos no idnicos son eluidos de la muestra al hacer pasar una fase
continua a un pH neutro. Posteriormente, los compuestos de interés son separados
de la columna mediante una fase continua de una disolucién acida. Este tipo de
columnas se recomiendan para la purificacion de compuestos tales como las
betalainas (Marconi et al., 2007). Por lo que solamente se procedid a preparar
cartuchos de resina de intercambio idnico para separar los compuestos no ionicos,
incluyendo los azucares simples, de las betalainas y posteriormente identificar la
estructura base de estos compuestos.
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El monitoreo de la eliminacidn de los azucares se realizé cualitativamente con el
reactivo de Benedict como se muestra en la Figura 19a. De las observaciones
realizadas en cromatografia de capa fina de celulosa de todas las fracciones
obtenidas inicialmente, se seleccionaron cuatro de estas fracciones para realizar un

analisis por espectroscopia de RMN de 'H, Figura 19b.

a) b) !-“‘_ ﬂ“g-JI_L\

p—

-

C3F4 C3F5 caFg  C3F7,89

Figura 19. a) Determinacion cualitativa de la presencia de azucares en los eluatos;
b) Fracciones de interés llevadas a RMN de '"H y '3C. En la muestra C3F7,8,9 se

juntaron 3 fracciones de interés.

El analisis por RMN de "H de las fracciones seleccionadas confirmo la remocion de
azucares y en general de todos aquellos compuestos no i6nicos. Asi como, la
presencia de acidos organicos de cadena corta y uno de ellos insaturado. Para
apoyar la asignacién de la estructura de estos acidos, se llevo a cabo una revision
de los acidos organicos presentes en los frutos de pitaya. Los estudios relacionados
con estos compuestos han reportado la presencia de los acidos citrico, malico,
fumarico y lactico (Hernandez-Valencia et al., 2019). También fue de gran utilidad
el empleo de la base de datos SDBS® para la asignacion de las sefiales de 'H para
cada compuesto en la fraccion C3F4, Figura 20, en la region de & = 0-4.5 ppm. En
el espectro de RMN de 'H de la fraccion C3F6, también fue posible observar sefiales

5 https://sdbs.db.aist.go.jp/sdbs/cgi-bin/cre_index.cgi. Consultada por ultima vez el 28 de febrero de
2023.
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caracteristicas para betalainas en la region de d 6-9 ppm, tal como se muestra en
el trazo superior del espectro de RMN de 'H de la Figura 21. De igual forma, se
puede inferir la presencia de antocianinas, al observarse una sefal caracteristica de

la estructura base de antocianidina, etiquetada con la letra f.

(o] OH d

(o) (o) (o} OH C
e l
a_AA Hoo NS OH OH |
HO N OH b OH
Acido lactico

Acido citrico Acido malico
a

-

T T T T T T T T

4.5 4.0 3.5 3.0 25 2.0 1.5 PpPm

Figura 20. Espectros de 'H en D»O a 400 MHz correspondientes a la fraccién
C3F4.
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Antocianina

Figura 21. Espectros de RMN 'H a 400 MHz de la fraccion C3F6 en DO (Stintzing
et al., 2004) (Stintzing et al., 2006).

4.5. Obtencidén de aceite (AC) y proteina (APC) de cacahuate

Durante el prensado de cacahuate se buscé la estandarizacion del proceso, esto
con el objetivo de que la calidad de la harina y del aceite no difiriera entre cada
prueba. Para esto, se determin6 una altura de flama del mechero (Figura 23) sin
estar en contacto directo con la camara de prensado (cilindro). Procurando alcanzar
la temperatura minima de operacion establecida por el fabricante del equipo, 80 °C.
Cabe senalar que a temperaturas < 80 °C la extraccidn del aceite es limitada
mientras que experimentos de extraccion a temperaturas > 80 °C, provocaron
cambios importantes de coloracién en la manteca de cacahuate y el solido obtenido
(Figura 22). De igual forma, el mantener una velocidad de giro del manillar de 40
giros/min impedia obstrucciones en la salida del cacahuate desgrasado. En la Tabla
13 se muestran los resultados del proceso, después de lograr el estandarizado, en
los cuales podemos resaltar la eficiencia alta de remocion de la manteca. El proceso
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de prensado permitié retirar alrededor del 43% de la manteca. Sin embargo, el

proceso presenta una pérdida de producto de cerca del 16%.

Tabla 13. Resultados del proceso de extraccidén estandarizado de prensado de
100 g de cacahuate.

Fraccion Resultado
Cacahuate parcialmente 41.09 £ 0.50
desgrasado (CPD) (g)
Manteca obtenida (g) 43.07 £ 0.34
Masa no recuperada (g) 15.86 £ 0.81

Los valores medios de tres mediciones + desviacion estandar

Figura 22. Resultado de un control inadecuado de temperatura en el prensado
de semilla de cacahuate. A) Temperaturas inferiores a 80 °C; B) Temperaturas
superiores a 80 °C.
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Figura 23. Equipo de prensado empleado en la extraccion parcial de aceite de
cacahuate. Esquema realizado con el software AutoCAD 2019 con licencia para
estudiantes.

A la manteca obtenida se le realiz6é un proceso de centrifugacion, para asegurar la
remocion de la parte sélida de esta fraccion. El aceite fue separado por decantacion
(Figura 24) y posteriormente analizado por FT-MIR-ATR (Figura 27).

Figura 24. Aceite de cacahuate (AC) obtenido después de centrifugar.
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El otro producto del prensado que se obtuvo fue una harina parcialmente
desgrasada (HCPD) que posteriormente se desgraso a partir de una extraccion con
hexano asisitida por ultrasonido. En la Tabla 14 se muestran los resultados
obtenidos después de realizar el desgrasado de HCPD. Donde se muestra que se
logré remover un 3.50 = 1.16% de aceite remanente en HCPD. Con base en la
cantidad de manteca obtenida a partir de 100 g de cacahuate y asumiendo que no
existen pérdidas de aceite en el prensado, se infiere un contenido de aceite en la
muestra de 43.07 £ 0.34%. A este valor se le suma el valor de aceite extraido de
HCPD obteniendo una concentracion final de aceite de 46.57 + 1.21%. Este valor
es similar al 42.47% reportado por Rahman et al., (2018). El prensado de la muestra
permitié retirar el 92.5% del aceite. Consecuentemente, ayudo6 a usar un volumen

minimo de hexano durante la extraccion de la grasa remanente en HCPD.

Una vez obtenida la harina de cacahuate desgrasada (HCD) se llevo a cabo el
aislamiento de la proteina de cacahuate (APC). Se emplearon dos etapas, una
primera etapa de solubilizacion de la proteina presente en HCD en un medio alcalino
(pH de 9.0), para separarla mediante centrifugacion. Se procedio a precipitarla en
un medio acido (pH de 4.5) para finalmente separarla por centrifugacion. El APC se
obtuvo con un rendimiento de 30.28 £ 5.32% de la HCD, con lo cual es posible
suponer que en el aislado de proteina tenemos una concentracién de alrededor del
80%. La concentracion de proteina en APC se determiné mediante el método de
Biuret sefalado en el apartado 3.13.

Tabla 14. Resultado del desgrasado de la harina y el aislado de proteina con base
en 1.5 g de HCD.

Parametro Resultado
Aceite extraido (%) 3.50+£1.16
Proteina aislada (%) 30.28 + 5.32

Los valores medios de tres mediciones + desviacion estandar.
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4.6. Analisis de la calidad de la proteina y aceite empleando FT-MIR-ATR

Para determinar la eficiencia del método de extraccion de aceite con hexano, se
adquirieron los correspondientes espectros de IR de las muestras de HCPD y HCD
(Figura 25). La presencia de bandas de tension de grupos carbonilos alrededor de
1744 cm" caracteristicos de C=0 en los aceites, indica su presencia en HCPD. En
el caso del espectro de HCD, ya no se observa la presencia de esta banda. Su
ausencia es un indicativo de la remocion de la fraccion oleosa en HCPD. Tanto en
HCPD y HCD se observan bandas en aproximadamente 1634 cm™ atribuida a la
tension del carbonilo para amidas | y en 1532 cm™ para amidas |LI.

1629
1531

+

1700 1600 1500 1400 1300 1200 1100 1000

-1
Numero de onda (cm )

Figura 25. Regién de 1800-900 cm de los espectros de FT-MIR-ATR de APC
(proteina de cacahuate, azul), HCD (harina de cacahuate desgrasada, amarillo) y
HCPD (harina de cacahuate parcialmente desgrasada, naranja).

En la Figura 26 se muestra la region de 1800-800 cm' del espectro de FT-MIR-ATR
de APC. Donde se destaca la intensidad de las bandas de amida | y Il a 1629 C=0
y 1531 C-N-H cm™, respectivamente. Esto es un indicativo de una concentracion
alta de proteina en APC. Cabe senalar, la ausencia de bandas caracteristicas de la
degradacion de proteinas, tal como bandas para grupos disulfuros 500-400 cm™"
(Silverstein & Webster, 1996).
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Figura 26. Regién de 1800-800 cm™' del espectro de FT-MIR-ATR de APC.

Por otro lado, a la manteca obtenida del prensado se le realizé una centrifugacion a
900 g durante 5 min, de la cual se obtuvo un aceite claro libre de sélidos (AC). En
la Figura 27, se puede observar la intensidad de la banda en la region de 1744 cm-
! caracteristica de C=0, resaltando la presencia de una banda en la region de 720
cm™ caracteristica de vibraciones de cadenas lineales de metilenos (al menos
cuatro metilenos unidos de manera consecutiva), asi como para vibraciones de
flexion de C=C con configuracion Z. Esto es un indicativo de la presencia de acidos
grasos insaturados con configuracion Z. A este tipo de acidos grasos se les atribuye
una serie de propiedades funcionales, por lo cual se relacionan con acidos grasos
de buena calidad (Akhtar et al., 2014a).

Cabe sefalar que no se observa en el espectro la banda caracteristica de flexion

fuera del plano de C-H de C=C con configuracion E a 960 cm™.
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Figura 27. a) Espectro de FT-MIR-ATR en la region de 1800-700 cm™ de AC
(aceite claro libre de sdlidos); b) Ampliacién del espectro en la region de 3000-
2800 cm™ de AC, donde se observan sefiales caracteristicas de alcanos y
alquenos.

4.7. Contenido de proteina en PCA por el método de Biuret

En los espectros de FT-MIR-ATR de HCPD, HCD y PCA se observa un cambio en
el cociente de las absorbancias caracteristicas de los polisacaridos y proteina
(A1035/A1655) que corresponden a las bandas de tension C-O y C=0 de amida
primaria (Figura 25). Esto se utiliz6 como un indicador de la relacion de composicion
de estos compuestos en la harina. Entre mas pequefio sea el valor, es un indicador
de mayor concentracion de proteina en la muestra. Sin embargo, fue necesario
cuantificar dicho cambio de concentracion por métodos espectrofotométricos, tal

como el método de Biuret.

En trabajos anteriores de cuantificacion de proteina de cacahuate por el método de
Biuret (Liu et al., 2019), se ha utilizado como estandar de la curva, albumina de
suero bovino. Para este trabajo se utilizd6 albumina de huevo al 99.8% para la

construccion de una curva de calibracion. El uso de albumina de huevo se debi6 a
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su solubilidad alta, bajo las condiciones alcalinas del medio de reaccion aplicadas
al método de Biuret. Esto hace confiable la determinacion de la proteina en
muestras de harina. Cabe mencionar, que se empleé como control positivo del
meétodo, albumina de huevo al 86%. Durante la preparacion de la disolucién del
estandar, se pensé en favorecer una disolucion alta de la proteina de albumina de
huevo al 99.8% al anadir lauril sulfato de sodio como surfactante. De igual manera,
la combinacién de tres tipos de mezclado (vértex, sonicado y agitacién con barra
magnética) permitié asegurar la disolucion completa de la proteina soluble en el
medio alcalino. En la Tabla 15, se observa un cambio cercano al 10% en la
concentracion de la proteina contenida en las muestras de HCPD (39.64%) y HCD
(49.39%), resultado de la remocion de la fraccidn oleosa de la muestra de HCPD.
En la muestra de APC, se encontrd una concentracion de proteina de 84.08%, dicho
valor resulta similar a lo reportado por Yu et al., (2007). Esto permitioé estimar que la
APC retuvo un 51.52% desde la HCD. Adicionalmente, empleando una curva de
calibracion de caseina en goma arabiga en estado sdélido (Martinez-Gémez, 2021)
es posible extrapolar un valor de concentracién de proteina a partir de esta curva,
siendo superior al 85%. A partir de los resultados anteriores, es posible confirmar
gue la proteina se encuentra con una concentracién adecuada para ser empleada

como material de pared en la formacion de microcapsulas (Zayas, 2006).

Tabla 15. Concentracion de proteina de las muestras.

Muestra Cocientede % de concentracion

absorbancias (Proteina)
HCPD 0.98 39.64
HCD 0.87 49.39
APC 0.31 84.08

HCPD: harina de cacahuate parcialmente desgrasada; HCD:
harina de cacahuate desgrasada, APC: proteina de cacahuate.
Cociente de absorbancias: Absorbancia de la banda de 1035
cm™ (polisacaridos)/ Absorbancia de la banda de 1655 cm
(proteinas).
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4.8. Pigmentos en el extracto de pitaya

El jugo de pitaya presenta una concentracion elevada de compuestos de
carbohidratos y pectinas. Siendo los carbohidratos, sustratos de reacciones de
fermentacion (Garcia-Cruz et al., 2016). De igual forma los carbohidratos podrian
interferir en la formacion de las microcapsulas. Mientras que las pectinas, generan
una consistencia viscosa que dificulta su remocion desde el jugo. También estan
presentes otros solidos en menor concentracion, entre ellos proteinas. Para lograr
la remocion de estos compuestos se indujo una precipitacion con acetona en una
relacion 1:3 (acetona:jugo). En la Figura 28a, se puede observar una clara
separacion de solidos insolubles, en la disolucidn de acetona:jugo. Para favorecer
la separacién de los so6lidos, se sometié a centrifugacion a 900 g durante 15 min. Al
sélido precipitado se le anadié un volumen de etanol similar al de acetona, para
llevar a cabo la extraccion de los pigmentos en el disolvente polar, mediante un
sonicado por 15 min. Cabe sefialar que este paso solo se procedié a realizar una
sola vez, al no observarse una remocién importante de pigmentos en un segundo
lavado, Figura 28b. Posteriormente, se procedié a remover los disolventes y una
porcidn importante de agua por evaporacion a presion reducida. En la Figura 29, se
muestran los espectros de IR para el extracto concentrado a 1 hy 2 h. Se puede
observar un claro aumento de la absorbancia para las bandas en 1596 cm
(estrechamiento de C=C) y 1024 cm™ (estrechamiento C-O-C), caracteristicas de
betalainas (Hu et al., 2020). De igual forma podemos observar bandas en 627 cm’
', caracteristicas de flexiones fuera del plano de antocianinas (Tziolas et al., 2021).
La sola presencia de estas bandas no proporciona informacion suficiente para
afirmar la presencia de betalainas y antocianinas en el extracto. Cabe mencionar,
que la confirmacion de la presencia de ambos grupos de compuestos se logré por
espectroscopia de RMN de 'H.
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Figura 28. Precipitacion de azucares de jugo de pitaya en acetona a); Extraccion
de pigmentos del precipitado con etanol destilado b); Residuo sélido obtenido de la
centrifugacion.
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Figura 29. Espectros de FT-MIR-ATR en la regién de 1800-600 cm™' del extracto
de pitaya a 1y 2 h de evaporacion a presion reducida, respectivamente.

4.9. Cuantificacion de pigmentos en el extracto por UV-Vis

El contenido de betalainas y antocianinas es posible determinarlo mediante
métodos espectrofotométricos en la region del visible. Esto se realiza leyendo la
absorbancia a una longitud de onda donde se ha reportado que presentan su
maxima absorcion de energia. A partir de la determinacidn de pigmentos en el
extracto, se determind un porcentaje de extraccion a partir del jugo. En la Figura 30
se observa que para betaxantinas (Bx), el porcentaje de recuperacion fue de 6.51%
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en comparacion con las betacianinas (Bc). Dando un indicativo de la susceptibilidad
de este tipo de betalainas a las condiciones de extraccion. Cabe sefalar, que la
cuantificacion de antocianinas no fue posible realizarla en el extracto,

principalmente debido a la combinacion de los dos factores siguientes:

e Una parte de las antocianinas presentes en el jugo de pitaya se degradd
durante el proceso de extraccion. Cabe recordar que en el apartado 4.5, se
muestra evidencia de estos compuestos.

e A diferencia del jugo, en el extracto tenemos un incremento de la
concentracion de Bc. Por lo cual, es posible que exista una interferencia
debido a la cercania a la cual se realizan sus respectivas determinaciones

(538 nm para Bc y 520 nm para antocianinas).

Por lo anterior senalado, se recomienda que en etapas de determinacion de
eficiencia de encapsulacion o bioaccesibilidad, estos parametros se determinen con

base en el contenido de betalainas.

90

70

% de extraccion de pigmentos
a partir del jugo de piaya

50
% de % de
extraccion Bc  extraccion Bx

Figura 30. Determinacion de eficiencia de extraccion de pigmentos a partir del jugo
de pitaya.
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Con estas determinaciones se concluyé la caracterizacion del fruto de pitaya y su

extracto, permitiendo iniciar la preparacion de las microcapsulas.

4.10. Formacién de los microencapsulados y su analisis morfolégico

En la formacién de las emulsiones agua en aceite (w/0), la viscosidad del aceite
empleado influye en la formacion de una emulsion estable. Puesto que entre mas
viscoso sea se necesitara un tiempo mayor de agitacion para formar una emulsion
estable (Paipetis, 2010). Para reducir los tiempos de agitacion y favorecer su
estabilidad se opt6 por llevar a cabo la emulsién w/o a 13500 rpm durante 2 min.
Esto permitid conservar la emulsion estable durante su almacenamiento a 4 °C,
durante 24 h. El motivo de la inestabilidad de las emulsiones simples (w/0) se debio
a un efecto de floculacién en las gotas formadas (Tharwat, 2006), Figura 31b. Las
emulsiones simples (w/0) después de haberlas formado se emplearon en un periodo
de tiempo no mayor a 1 h para producir las emulsiones w/o/w (agua/aceite/agua).
La estabilidad de las gotas formadas se determiné por microscopia Optica con un
aumento de 100X.

En la formacion de la emulsién w/o/w a pH de 2, se considerd tanto la solubilidad de
la proteina como la estabilidad de los pigmentos a este pH. Obteniéndose gotas de
emulsion w/o/w de 2.34 + 1.03 y 2.77 £ 1.75 ym de diametro a concentraciones de
proteina del 1y 2 %, respectivamente. Esta emulsion resultoé ser estable durante 4
semanas en almacenamiento a 4 °C. Posteriormente, la goma xantana se adicion6
a pH de 4.4, favoreciendo la interaccion proteina-polisacarido de acuerdo con lo
reportado por (Shiroodi & Lo, 2015). Cabe sefalar que, al afiadir el polisacarido fue
posible observar la formacion de una crema (Figura 31c). Lo cual es resultado de
una diferencia de densidades entre las microcapsulas y el medio continuo (Paipetis,
2010).

La etapa de reticulacidn de la enzima transglutaminasa se realizé a pH de 4.4, cabe
sefalar que a este pH aun se mantiene cerca del 80 % de la actividad enzimatica
(Ho et al., 2000). Permitiendo conservar las condiciones de pH adecuadas para la

estabilizacion de los pigmentos de interés. Finalmente, las microcapsulas se
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sometieron a temperaturas cercanas a los 10 °C, favoreciendo la separacion de la
crema y el endurecimiento de la pared formada. De las micrografias obtenidas de la
crema fue posible observar la formacién de aglomerados de microcapsulas. Estos
aglomerados son un indicativo de la generacion de reacciones enzimaticas. Cabe
sefalar, que durante el almacenamiento estas reacciones continuaron aportando

una mayor estabilidad a los microencapsulados formados.

b) Emulsion w/o c) Emulsion w/o/w Microencapsulados

Aceite
+

Extracto de pitaya

Figura 31. Formacién de los microencapsulados.

4.11. Resultados del procesamiento y analisis estadistico de los datos de
diametro y distribucién de particulas en las micrografias.

El procesamiento de las micrografias de acuerdo con la seccion 3.16 permitié el
poder realizar una determinacion del diametro de la poblacion total de las
microcapsulas presentes en la micrografia. Limitando el error o sesgo que podria
representar el determinar este parametro de forma individualizada. En la Figura 32,
se muestran los resultados del procesamiento de las micrografias obtenidas

inicialmente. Las microcapsulas contabilizadas se encuentran delimitadas por una
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linea de color azul. Es de resaltar que los aglomerados no son tomados en cuenta
durante el analisis, siendo esto un indicativo de la efectividad del tratamiento de la

imagen.

Proteina 1%

Figura 32. Resultados del tratamiento de las imagenes. Del lado izquierdo se
muestran las micrografias obtenidas mediante el software ToupView. Del lado
derecho se muestran las micrografias después del tratamiento de la imagen
mediante el software ImagedJ 1.5K.

De acuerdo con el analisis estadistico realizado (seccidn 3.20), se determino que el
diametro promedio de las microcapsulas para el tratamiento de proteinaal 1 % y 2
% fue de 5.32 + 3.98 ym (mediana = 4.16 pm) y 3.86 + 3.54 ym (mediana = 2.57
pum), respectivamente. Lo cual difiere con otros métodos de microencapsulacion de
betalainas en los cuales se observan intervalos de tamafio de 0.409 — 0.275 ym (Li
etal., 2022) y 6 — 51 pm (Otalora et al., 2015).
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De la prueba de normalidad de Shapiro-Wilk, los resultados mostraron un
comportamiento no normal (p < 0.05) para cada repeticidn de los tratamientos. Los
resultados de la prueba de homocedasticidad de Levene mostraron que las
varianzas de los tratamientos son diferentes (Pcac = 2.2x107'6). La falta de
normalidad de los datos se puede observar en los histogramas de la Figura 33a. Por
tal motivo, se procedio a realizar un ANOVA robusto con un estimador M-modificado
que permitiera identificar la existencia de diferencias significativas entre los
tratamientos y las repeticiones de los tratamientos. Dando como resultado que los
tratamientos son diferentes (Pcac = 0.00), mientras que las repeticiones dentro de
los tratamientos son iguales (Pca = 0.066). Lo cual puede observarse graficamente
en la Figura 33c. Estos resultados estadisticos comprueban que el método
implementado para la determinaciéon de tamafio resulta reproducible permitiendo
identificar diferencias en tamano de microcapsulas entre los tratamientos que
emplearon concentraciones de proteina al 1 y 2%. Cabe sefalar, que este método
es susceptible a mejorar mediante la implementacion de camaras de una mayor
resolucién (1080 x 720 pixeles). Aunado a esto, es posible considerar el uso de luz

polarizada con la cual se observen unicamente los microencapsulados.
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Figura 33. Resultados del analisis estadistico. a) Histogramas representativos de la
distribucion del tamafio de los microencapsulados; b) Diagrama de cajas y bigotes;
c) Diagrama representativo de los comparativos de tratamientos y repeticiones.
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4.12. Evaluacion de la estabilidad de los microencapsulados a distintas
condiciones de fractura de la pared.

Los microencapsulados obtenidos se sometieron a distintas condiciones para
promover la ruptura de la pared de los microencapsulados, esto incluyo el uso de
MeOH vy ultrasonido (Gharanjig et al., 2020). Condiciones que fueron propuestas
para llevar a cabo la determinacién de la eficiencia de encapsulacion. Sin embargo,
después de haber sido sometidas a este proceso no se logro observar la liberacion
de pigmentos y aceite, Figura 35. Lo cual se reflejaria en un cambio en la coloracion
del sobrenadante del tubo de ensaye, asi como la formacion de una capa oleosa de
aceite. En estas micrografias también se observan los microencapsulados y los
aglomerados. Los microencapsulados también fueron estables en condiciones de
digestion in vitro, método en el cual, la accion de las proteasas y lipasas favorecen
la ruptura de los enlaces peptidicos de las proteinas (Szabo et al., 2021). Sin
embargo, como se muestra en las micrografias de la Figura 34, los
microencapsulados siguen presentes después de dicho proceso. Es de resaltar que
contrastando con las micrografias de la Figura 32, los aglomerados de

microcapsulas y proteinas no se observan.

Los resultados obtenidos de las pruebas de digestion in vitro de los
microencapsulados mostraron una nula bioaccesibilidad. Por lo cual es necesario la
busqueda de alternativas que permitan el incremento de su bioaccesibilidad. Esto

posiblemente puede lograrse al controlar la reaccion de reticulacién enzimatica.
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Proteina al 1%

Figura 35. Microencapsulados sometidos a condiciones de MeOH con ultrasonido.
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Capitulo 5. Conclusiones

A partir de cacahuate se logro aislar proteina con una concentracion superior al
80%. Ademas, como sub-producto se obtuvo aceite, el cual se empled para la

formacion de la emulsién w/o con la disolucion de extracto de pitaya.

A partir del fruto de pitaya se obtuvo un extracto con mas del 70% de betalainas
totales recuperadas del fruto. En el caso de las antocianinas no se logré cuantificar
su contenido en el extracto, solamente se logroé identificar una banda caracteristica
de estos compuestos en los espectros de FT-MIR-ATR a 627 cm™'. La identificacion
de las antocianinas se confirmd, a partir del fraccionamiento del extracto del jugo de
pitaya a través de una columna de intercambio idnico y la adquisicion de los
espectros de RMN de 'H de estas fracciones, encontrandose un & = 6.9
correspondiente a un 'H del anillo A de las antocianinas.

La proteina de cacahuate disuelta a un pH de 2 permitié la obtencion de una
emulsién w/o/w para ser llevada al proceso de reticulacion con transglutaminasa.
Los microencapsulados obtenidos presentaron un diametro en el intervalo de 6.84
+ 4.5 pum a 5.62 £ 4.36 ym, y una estabilidad alta, la cual impidié su fragmentacion
a condiciones de agitacion por ultrasonido en MeOH y de digestion in vitro, en
presencia de proteasas. Evitando la determinacion de la eficiencia de
microencapsulacion y la evaluacion de la bioaccesibilidad.
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Capitulo 6. Perspectivas

En esta seccidn se desglosan las perspectivas de la presente investigacion.

1.

Durante los analisis de RMN de 'H y FT-MIR-ATR, se observaron en el
extracto senales caracteristicas de azucares. Los cuales resultan ser
interferentes cuando se pretende llevar a cabo una caracterizacién de los
pigmentos presentes. Por lo tanto, se sugiere que en estudios posteriores se
implemente el uso de cartuchos de C18 y columna flash para aislar los
pigmentos. Permitiendo llevar a cabo una caracterizacion de cada uno de
estos compuestos.

El anadlisis estadistico de la determinacion de tamafo de los
microencapsulados comprueba que es un método fiable y reproducible, pero
aun susceptible a mejoras. Por lo cual, se recomienda el uso de camaras con
una resolucion mayor a 640 x 480 pixeles, ademas de implementar luz
polarizada que permita observar de forma selectiva a los microencapsulados
y aglomerados de proteina. Esto posiblemente permitiria detectar los
cambios estructurales en la superfie de los microencapsulados que ocurren
durante la etapa de reticulacion enzimatica.

Los microencapsulados obtenidos presentaron una pared altamente estable,
que impidid su ruptura durante pruebas de digestién in vitro y bajo
ultrasonido. Por lo cual, se recomienda implementar un seguimiento de la
reaccion enzimatica, con el objetivo de determinar tiempos de reacciéon y
concentraciones de proteina y transglutaminasa que conduzcan a

microencapsulados estables y bioaccesibles.
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Capitulo 8. Apéndices

Apéndice A. Datos obtenidos de la determinacién de las caracteristicas
morfolégicas de pitaya

Muestra Peso(g) D.e. D. p. indice
(mm) (mm) de

forma
1 166 61.8 81.2 0.76
2 206 64.1 97.4 0.66
3 108 52.7 79.5 0.66
4 154 61.3 81.6 0.75
5 170 63.2 81.8 0.77
6 109 56.1 70.1 0.80
7 162 61.7 83.1 0.74
8 161 62.6 76.8 0.82
9 324 75.7 111.2 0.68
10 115 53 751 0.71
11 214 66.3 944 0.70
12 198 69 81.5 0.85
13 190 62.9 94.3 0.67
14 99 54.8 65.4 0.84
15 213 72.6 80.8 0.90
16 130 55.5 82.7 0.67
17 104 50.4 70.8 0.71
18 141 59.9 78.8 0.76
19 166 63.3 73.9 0.86
20 144 63.5 721 0.88
21 174 61.2 91.8 0.67
22 192 63.1 93.9 0.67
23 134 56.6 77 0.74
24 185 62.2 86.8 0.72
25 163 62 72 0.86
26 159 59.8 84.2 0.71
Promedio 165 61.4 82.2 0.75
Desv. Std 47 5.8 10.2 0.08
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Apéndice B. Datos obtenidos de la estandarizaciéon del proceso de obtencion

de proteina y aceite de cacahuate

Prueba Cacahuate Cacahuate Manteca Masa no % de
(9) desgrasado recuperada recuperada extraccion
1 100.0240 40.7481 43.1255 16.1504 43.1152
2 100.0004 41.6752 43.3869 14.9383 43.3867
3 100.0552 40.8542 42.7069 16.4941 42.6833
Media 41.0925 43.0731 15.8609 43.0617
Desv. Std 0.5074 0.3430 0.8173 0.3547
C.V. 1.2% 0.8% 5.2% 0.8%
Prueba (g) harina Peso recuperado % de
extraccion
1 2.5028 0.0598 2.3893
2 2.5004 0.0852 3.4075
3 2.5001 0.1177 4.7078
Promedio 0.0876 3.5015
Desv. Std 0.0290 1.1621
C.V. 33% 33%
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Apéndice C. Curva de calibraciéon obtenida para la cuantificacion de proteina

por el método de Biuret

0.400
0.350 y = 0.0107x + 0.0897
0.300 R2=0.98
'é 0.250
£ 0.200
(@]
£ 0.150
<
0.100
0.050
0.000
0 5 10 15 20 25 30
mg/mL
Muestra % de concentracion
(Biuret)
HCPD 39.64%
HCD 49.39%
_APC 84.08%
ALBUMINA 86% 92.19%
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9. Anexos

Anexo A. Curva de calibracién para cuantificacion de proteina mediante FT-
MIR-ATR (Martinez-Gémez, 2021)

y = 0.0002x2 - 0.0409x + 2.415
R?=0.9975
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