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RESUMEN

Introduccidn: La betacianina es un pigmento natural que tiene beneficios para la salud
por sus actividades antioxidantes, anticancerigenas, antipiréticas y antibacterianas.
Objetivo: Evaluar la estabilidad y capacidad antioxidante de betacianinas presentes
en la pulpa de Opuntia ficus-indica sometidas a un proceso de microencapsulacion.
Métodos: Se realizd el microencapsulamiento de pulpa de Opuntia ficus-indica
mediante liofilizacion y como encapsulante concentraciones de goma de tara y
aislado proteico de soja. Se evalud la estabilidad por técnica de espectroscopia y
capacidad antioxidante por inhibicion de radical libre 2,2-difenil-1-picrilhidracilo de las

betacianinas presentes en la pulpa.
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Resultados: La goma de tara al 0,1 % p/v incrementé el tiempo de vida media de las
betacianinas 1,19 veces mas que una muestra sin encapsulante y el aislado de
proteina de soja al 1,0 % p/v incrementé el tiempo de vida media de las betacianinas
1,10 veces. Ademas, se observé que la actividad antioxidante es mayor para las
microcapsulas en comparacién con el pigmento no encapsulado y se obtuvo un 41 %
de inhibicion de 1,1-difenil-2-picrilhidrazilo con goma de tara al 0,1 % p/v. La
microestructura externa de los encapsulados con aislado proteico de soya fue de tipo
lisa, no granular y en el caso de encapsulados con goma de tara fue irregular. El
analisis estadistico indic6 que el tiempo de exposicién y la concentracion del material
de pared tiene un efecto significativo en la concentracion de betacianina.
Conclusiones: La técnica de microencapsulado de betacianina mediante liofilizacion
con goma de tara y aislado proteico de soya tiene un efecto positivo en las
propiedades de dicho pigmento y podria utilizarse en la industria alimentaria y
farmacéutica.

Palabras clave: goma de tara, aislado proteico de soya, betacianina, estabilidad,

capacidad antioxidante.

ABSTRACT

Introduction: Betacyanin is a natural pigment offering health benefits due to its
antioxidant, anticancer, antipyretic and antibacterial activities.

Objective: To evaluate the stability and antioxidant capacity of betacyanins present in
Opuntia ficus-indica pulp subjected to a microencapsulation process.

Methods: Microencapsulation of Opuntia ficus-indica pulp was performed by freeze-
drying and encapsulation with concentrations of tara gum and soy protein isolate. The
stability by spectroscopy technique and antioxidant capacity by 2,2-diphenyl-1-
picrylhydrazyl free radical inhibition of the betacyanins present in the pulp were
evaluated.

Results: Tara gum at 0.1 % w/v increased the half-life of betacyanins 1.19 times more
than a sample without encapsulant and soy protein isolate at 1.0 % w/v increased the
half-life of betacyanins 1.10 times. Furthermore, the antioxidant activity was observed

to be higher for the microcapsules compared to the unencapsulated pigment and 41
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% inhibition of 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl was obtained with 0.1 % w/v tara gum. The
external microstructure of the encapsulated soy protein isolate was smooth, not
granular, and in the case of encapsulated with tara gum it was irregular. Statistical
analysis indicated that the exposure time and the concentration of the wall material
has a significant effect on the betacyanin concentration.

Conclusions: The technique of betacyanin microencapsulation by freeze-drying with
tara gum and soy protein isolate has a positive effect on the properties of betacyanin
and could be used in the food and pharmaceutical industry.

Keywords: tara gum, soy protein isolate, betacyanin, stability, antioxidant capacity.
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Introduccion

Opuntia ficus-indica (OFI) o comunmente denominada tuna es una especie de cactus
que crece en zonas aridas de gran parte del planeta. OFI se cultiva como fuente de
alimento incluso en lugares donde otras plantas no pueden sobrevivir debido a la falta
de agua.(V Los frutos de OFI presentan diferentes colores debido a la combinacion y
concentracion de pigmentos como las betalainas y carotenoides.®

Las betalainas son pigmentos naturales que protegen la planta de radiacién UV y
patdgenos; ademas, tienen la funcion de atraccion éptica para los polinizadores.®
Son compuestos hidrosolubles que se clasifican en betacianinas
(rojas/purpuras) y betaxantinas (amarillo-naranjas). Estos pigmentos exhiben
beneficios para la salud tales como actividades antioxidantes, anticancerigenas,
antipiréticas y antibacterianas.®® Ademaés, las betalainas tienen un potencial

promisorio para la prevencion de enfermedades cardiovasculares.®)
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La técnica de encapsulamiento cubre a una sustancia bioactiva en una pared
polimérica e incrementa su estabilidad, preservando su potencial funcional y
asegurando la liberacién controlada de bioactivos.(”)

La microencapsulacion es una tecnologia que permite almacenar compuestos
bioactivos, ademas, desacelera los procesos de degradacién oxidativa y fotoquimica
y mejora la biodisponibilidad de compuestos bioactivos.®9 Las microcapsulas
contienen los bioactivos en el nucleo, el cual se encuentra rodeado por una pared que
proporciona una barrera fisica que impide la difusién molecular y reacciones
quimicas.('9 Existen diferentes técnicas de microencapsulacién, como el secado por
pulverizacion, la liofilizacion, la extrusion y la extrusion centrifuga, entre otras.®

La liofilizacién es un método que se emplea para encapsular bioactivos sensibles al
calor; ademas, estabiliza un bioactivo y evita interacciones no deseadas con otros
compuestos.(") El proceso de liofilizacion se realiza en varias etapas que estabilizan
los compuestos mediante cuatro operaciones principales como la congelacion, la
sublimacién, la desorcidn y eficacia de la proteccion o la liberacién controlada que
depende de la composicion y la estructura del material de la pared.('? Los
materiales de pared que se emplean normalmente son la maltodextrina, goma
arabiga, proteinas a base de lacteos como el suero y el caseinato, entre otros.(13

El aislado de proteina de soja (APS) se emple6 como material de pared en
microcapsulas por ser un material con alta estabilidad, solubilidad en agua y ademas
por presentar propiedades emulsionantes.('Y APS es una proteina alimentaria con un
gran potencial para actuar como transportadoras de bioactivos poco solubles gracias
a su naturaleza hidrofébica superficial.(1%

La goma de tara (GT) de igual forma se utiliz6 como un material de pared en el
proceso de microencapsular sustancias activas.('® GT es un polisacéarido neutro; por
lo tanto, no tiene carga electrostatica positiva o negativa, de esta forma no es
susceptible a atraccion o repulsién con otros biopolimeros cargados
eléctricamente.('?)

El estudio se propone evaluar la estabilidad y capacidad antioxidante de betacianinas
presentes en la pulpa de Opuntia ficus-indica sometidas a un proceso de

microencapsulacion.
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Métodos

Material vegetal y extracto de pigmentos
Se recolectaron frutos maduros de OFIl en la zona agricola de Sabandia,
Arequipa-Peru, situado a 16°27'09.2"S 71°29'36.5"W. Los criterios para la toma de
muestra fueron la madurez del fruto, color rojo homogéneo y sin rastros de deterioro.
Luego, los frutos de OFI fueron lavados con agua clorada (200 ppm.) para desinfectar
las cortezas, se enjuagaron con agua corriente y se secaron con papel absorbente,
posteriormente se cortaron con cuchillos de acero inoxidable en trozos de tamano
variable, para ser procesados en un extractor de zumo de potencia de 600 watts
(marca Oster, China) y el jugo se recolecté en frascos oscuros de 100 mL para eliminar

las fibras no solubles mediante centrifugacion a 6000 rpm durante 15 min.

Microencapsulamiento

La preparacion de la disolucién APS al 1,0y 2,0 % se prepard con un pesode 7,3 gy
14,6 g respectivamente, se agregd para ambos 20 mL de agua destilada a una
temperatura aproximadamente de 20° C y se mantuvieron con una agitacion
continua por 15 min. Asi mismo, se prepararon diluciones de goma de taraal 0,1y 0,2
%, se tomaron muestras de 0,73 g y 1,46 g, respectivamente. Se agregaron pequenas
porciones de 20 mL de agua destilada a ambas preparaciones a una temperatura
aproximadamente de 40° C con una agitacion constante durante 45 min.

Las disoluciones fueron liofilizadas con ciclo completo de 48 horas, se inicié a una
temperatura de congelacion de -25 °C durante 12 horas. Luego se colocaron
en un liofilizador modelo Leybold a -45 °C, menos de 10 Pa para 2y 3 dias. Las
muestras liofilizadas se molieron en un polvo fino con un mortero, se
empacaron al vacio en bolsas de alta barrera y se almacenaron a temperatura

ambiente.
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Analisis espectrofotométricos
Todos los analisis espectrofotométricos se realizaron con un fotdmetro UV-Vis

(Perkin-Elmer, Uberlingen, Alemania) equipado con un software UV-Vis (UVWinLab V
2.85.04) y de color (Wincol V 2.05) (Perkin-Elmer Instruments, Norwalk, CT, EE. UU.).

Cuantificacion de betacianinas
El contenido de betacianinas fraccién roja se determiné a través de la medicién de la
absorbancia a una longitud de onda de 537 nm a pH 6,1 referido a un estandar de
betaciania (Beta vulgaris).
La concentracion se calculé con el coeficiente de extincion molar del pigmento
betacianina, (E1cm1%: 1120 L mol cm™).(® Los resultados se expresaron en g

de betacianina por cada litro de muestra, de acuerdo a la ecuacién 1:('9

g . M
E Betacianina = A X b X 1000

(1)

Donde:

A: Absorbancia;

E: Absortividad molar;

b: longitud de la celda en cm;

M: peso molecular de betacianinas (550,48 g/mol).

La evaluacién de la estabilidad quimica de la pulpa liofilizada sin encapsular y las
cuatro muestras encapsuladas (con goma de tara y APS) se efectu6 mediante
determinaciones espectrales de compuestos betalainicos presentes en la pulpa en
los dias 0, 10, 20, 40, 60 y 80. Las condiciones experimentales fueron: temperatura
25,01 0,1°CypH 6,1. La degradacion de betacianina se siguio a través de mediciones
de absorbancia a 537. Se estableci6 orden de reaccion en las cinéticas degradativas,

tiempos de vida media (t1/2) y constantes de velocidad de degradacion (k).2%
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Actividad de eliminacion de radicales DPPH

La actividad eliminadora de radicales de los extractos de frutos de OFI se determiné
de acuerdo con el método explicado por Fathordoobady y otros?") con algunas
modificaciones menores en cuanto al tiempo de incubacion. Se mezclé una cantidad
de alicuota de 0,1 mL de cada extracto con 3,9 mL de una solucion etandlica al 80 %
de 1,1-difenil-2-picrilhidrazilo (DPPH) 0,6 mM. La mezcla se agité durante 20 s
y se dejo reposar durante 60 min. Después se midié la absorbancia de las
soluciones a 515 nm con el uso de un espectrofotémetro UV-Vis (Genesys 10S,
Thermo Scientific, Florida, USA). La reaccién se completé durante este tiempo ya que
no hubo una diferencia significativa en el valor de absorcion después de 60 min. El
etanol (80 %) sirvio como prueba en blanco y la solucién de DPPH (3,9 mL de DPPH +
0,1 mL de solucién de etanol al 80 %) se utilizé como muestra de control. Todas las
pruebas se realizaron por triplicado. La actividad antioxidante de las muestras se

definié como la ecuacion 2:

L Abs control — Abs muestra
Inhibicion de DPPH (%) = (

) X 100

(2)

Abs control

Donde:

Abs control: es la absorbancia del control (solucién de DPPH sin la muestra de
prueba);

Abs muestra: es la absorbancia de la muestra de prueba (solucién de DPPH mas 0,1

mL del compuesto de prueba.

Se tomaron muestras de cada una de las pruebas y se observé su microestructura
externa a través de un microscopio de barrido marca Phillips XL, 20, USA (Centro de
Microscopia Electrénica de la U.N.S.A.) y dado que las muestras no eran metalicas se
fijaron con un bafio de oro en un equipo de vacio marca Denton Vacuum modelo DESK.
A partir de un disefio experimental multinivel factorial se determiné el efecto de los

factores experimentales, tiempo de exposicién (0, 20, 40, 60 y 80 dias), concentracion
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de material encapsulante (1-2 % de APSy 0,1-0,2 % de GT) y tipo de encapsulante (APS
y GT).

Los resultados (expresados como media) se analizaron mediante andlisis de varianza
(ANOVA). Las medias se compararon por pares mediante la prueba HSD (Honestly
Significant Difference) de Tukey con un nivel de significancia de a = 0,05, con el

programa Statgraphics VI version de prueba.

Resultados

Estabilidad de betacianina

Latabla 1 se muestra los valores de vida mediay velocidad de reaccién de betacianina

(BTC) sometidas a microencapsulamiento con APSy GT.

Tabla 1 - Parametros de estabilidad de betacianina

Prueba | Encapsulante y concentracion | Velocidad de reaccion | Vida media t12 = In2/k, (dias)

k (dia")
1 patrén 0,0032 216,6
2 APS al 1% 0,0029 239
3 APSal2 % 0,003 231,1
4 GTal0,1% 0,0027 256,7
5 GTal0,2% 0,0016 4332

La figura TA muestra que la concentracion de betacianina presente en el extracto de
fruto de OFI protegida de factores ambientales por microencapsulamiento. Se obtuvo
que la microencapsulacion con APS al 1 % y GT al 0,2 % mediante liofilizacion
alcanzaron concentraciones maximas de BTC de 0,0293 a 0,0279 g/L

respectivamente, a los 80 dias.
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Fig. 1 - Concentracion de BTC. (A) Inhibicién de DPPH de BTC; (B) de microcapsulas de APS
y GT en un periodo de 80 dias.

La figura 1B muestra que el porcentaje de inhibicion de DPPH de betacianina presente

en el extracto de fruto de OFI.

Caracteristicas morfolégicas de microcapsulas de OFl con APSy GT

La figura 2 muestra las caracteristicas morfolégicas de la pulpa de OFI sin ser

encapsulada y también encapsuladas con APSy GT.
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Fig. 2 - Microestructura de pulpa de tuna liofilizada: (A) sin encapsulante, (B) con

encapsulante APS al 1,0 %, (C) con encapsulante APS al 2,0 %, (D) encapsulante goma de

tara al 0,1% y (E) encapsulante goma de tara al 0,2 %.

Efecto de tiempo de exposicidn, concentracion y tipo de

microencapsulante en absorbancia de BTC

La tabla 2 muestra el andlisis de varianza (ANOVA) el cual permite comparar la media

de los datos para determinar si existe una igualdad entre las variables respuesta.

10
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Tabla 2 - ANOVA de factores experimentales relacionados a la absorbancia de BTC

| | GT | APS

Factores
| | Suma de cuadrados | Valorp | Suma de cuadrados | Valorp
| A: Tiempo | 0,0001012 | 0,0001 | 0,00023 | 0,0001
| B: Concentracién de encapsulante | 0,0000196 | 0,0059 | 0,00018 | 0,0001
| AA | 0,0000060 | 0,0517 | 0,00000 | 0,454
| AB | 0,0000060 | 00515 | 0,00000 | 0,1500
| Error total | 0,0000046 | - |l 0,00000 [ -
" Total (corr.) © 0,0001376 | | 0,00044 |

Nota: AA 'y AB es la interaccién entre los factores.

La figura 3 exhibe el diagrama de Pareto donde se muestran los valores absolutos de
los efectos estandarizados de BTC microencapsulado con GT y APS. Se observa el

efecto significativo positivo o negativo de las variables independientes.

Tiempo (dias)

Concentracion
de GT

0 2 4 6 8
A Efectos estandarizados

Tiempo (dias)

Concentracion
de APS

Efectos estandarizados

Fig. 3 - Diagrama Pareto de todos los efectos estimados de absorbancia de BTC micro
encapsulado con GT (A) y APS (B).

Discusion
Con respecto al tiempo de vida media, el encapsulante que dio un mayor tiempo fue
la GT utilizada al 0,2 %, luego el microencapsulamiento que se utilizé al 0,1 %, después
el APS al 1,0 % y por ultimo el APS al 2,0 %. La prueba patrén, es decir la muestra que
no se sometié a encapsulamiento, tuvo una velocidad de degradacién mayor en
comparacion a las demas muestras encapsulas, dicha velocidad llegé a ser dos veces

mas rapida que la muestra encapsulada con goma de tara al 0,2 %. La estabilidad de
11
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BTC de OFI se afectaron por factores como temperatura, pH, nivel de oxigeno, luz y
actividad de agua.®

La microencapsulacion protege a bioactivos de la degradacién oxidativa, pues atrapa
al bioactivo (nucleo) dentro de un material de pared, para asi evitar condiciones
ambientales adversas y aumentar su estabilidad y vida media.(@)

En relacion con el contenido de betacianina, la muestra patron, es decir, la BTC sin
microencapsular, tuvo una disminucion en su concentracion de 0,0303 a 0,0230g/L
equivalente a un 24,09 % de degradacion de BTC. Por lo contrario, la BTC
microencapsulada con APS al 1 % tuvo una disminucion de concentracién del 20 % y
GT al 0,2 % tuvo una disminucién de 10,94 %, de esta forma se corroboré que la
microencapsulacion prolonga la estabilidad del pigmento BTC. Los resultados
muestran mejores efectos en relacién con la degradacién de BTC en comparacién con
estudios realizados por Aztatzi-Rugerio y otros?* quienes indican una degradacion del
50 % luego de 120 min de exposicion térmica a 75 °C, ademas el tiempo de vida es
solo de 2,3 horas. Asi mismo, Li y otros®3 indican que el encapsulamiento de BTC
mediante liofilizacion es un método con mayor eficiencia para mejorar la estabilidad
de BTC.

Respecto a la capacidad de inhibicion de DPPH se obtuvo que la BTC
microencapsulada al 1 % de APS tiene mayor porcentaje de inhibicion de DPPH en el
transcurso de 80 dias. De esta manera se obtuvo un 41,1 % de inhibicion. Asi mismo,
la BTC microencapsulada con GT al 0,2 % tuvo 26,5 % de inhibiciéon; ambos
porcentajes superan a BTC sin microencapsular que solo tiene un 5,1 % de inhibicion.
Esto concuerda con Jimenez-Gonzalez y otros® quienes indican que la actividad
antioxidante mejora mediante microencapsulacion de pigmentos.

Las muestras de BTC que se sometieron a microencapsulaciéon presentan mayor
actividad antioxidante en comparacion con las que no, eso ocurre porque APSy GT al
cumplir la funcién de material de pared protegen de la degradacién, oxidacién
y del bioactivo.?”)

Referente a la estructura externa de una muestra de pulpa de tuna liofilizada con
encapsulante APS al 1,0 %; se observa una superficie externa lisa no

granular, con algunas esferas irregulares con abolladuras, pero libre de poros y

12
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grietas. Esta estructura la observo Castro y Rosenberg?82°) en microencapsulacion de
metilantranilato con maltodextrina utilizando secado espray.

También se observo la misma estructura externa en microcapsulas de pigmentos
luteina-enocianina mediante el uso de APS como encapsulante, lo que se observoé en
la marcada diferencia con la muestra sin encapsulante.®9 APS al 2,0 % se observa
una superficie externa lisa no granular con algunas esferas irregulares con
abolladuras, pero libre de poros y grietas. Esta estructura se observd por Sharifi 'y
otros('® en microencapsulacion de metilantranilato con maltodextrina utilizando
secado espray.

En cuanto a la absorbancia de BTC en relacién con los factores experimentales se
evidencia que tanto el tiempo de exposicidon y la concentracion de microencapsulante
tienen un efecto significativo en la absorbancia de BTC tanto para GT como para APS,
ya que muestran un valor p menor que 0,05 a un nivel de confianza del 95,0 %. Ademas,
los diagramas de Pareto muestran todos los efectos estimados para la absorbancia
de BTC. Con respecto a GT se observa que el tiempo y concentracién tienen un
efecto significativo en la absorbancia de BTC; sin embargo, solo la concentracién de
GT tuvo un efecto positivo. Por otro lado, en relacion con el encapsulante APS se
observa que el tiempo y concentracion del encapsulante tienen un efecto negativo en
la absorbancia de BTC.

De manera concluyente, las microcapsulas de BTC se prepararon con éxito a través
del método de liofilizacién con materiales de pared como APS y GT. Las
microcapsulas mostraron una buena estabilidad del producto en
comparacion con la BTC no encapsulada. La goma de tara que se utiliz6 como
encapsulante al 0,1 % p/v incrementé el tiempo de vida media de las betacianinas 1,19
veces mas que una muestra sin encapsulante y APS que se usé como encapsulante
al 1,0 % p/vincremento6 el tiempo de vida media de las betacianinas 1,10
veces. La actividad antioxidante es mayor para las microcapsulas en comparacion
con el pigmento no encapsulado.

De acuerdo con los resultados, se sugiere APS y GT como un buen agente
microencapsulante para BTC, lo que deriva en una buena actividad antioxidante y una
mejor eficiencia de encapsulacion, y los datos obtenidos podrian ser utiles para
escalar el proceso. Este estudio seria util para promover la aplicacién de BTC, lo que
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muestra un notable potencial para la industria alimentaria y farmacéutica debido a su
bajo coste. Sin embargo, se recomiendan realizar mas estudios e investigaciones
durante un periodo de tiempo mas largo y continuo para que los resultados sean

confiables y concluyentes.
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