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RESUMEN

La zanahoria purpura es una fuente de antocianinas, vitaminas y otros compuestos
fendlicos que le proporcionan un alto poder antioxidante e intensa coloracion, lo que ra
promovido su uso como fuente natural de diversos productos en la industria
alimentaria. Entre esos productos, se encuentra la obtencién de pigmentos naturales.
En ese sector, una industria de giro alimentario se encuentra en la etapa de estudio de
la industrializacion de pigmentos naturales a partir de zanahoria purpura, también
conocida como zanahoria negra por su color obscuro e intenso. Sin embargo, en la
industrializacion de pigmentos se generara una considerable cantidad de residuos
sélidos consistentes en la corteza de los vegetales y biomasa utilizada durante la
produccion, los cuales pueden ser aprovechados, dada la pigmentacion que se
mantiene en los residuos, asi como la posible conservacién de antocianinas y
polifenoles contenidos en los residuos.

En el presente trabajo se tuvo como objetivo valorar el aprovechamiento de los
residuos mencionados para obtener productos antioxidantes de antocianinas que a
su vez puedan ser utiles para obtener alimentos funcionales. En esta investigacion se
propone su adicién en la preparacion de un yoghurt para incrementar su funcionalidad.
La primera etapa metodoldgica consistio en la obtencion de extractos de pigmentos de
antocianina de residuos de dos tipos de zanahoria, identificados por tipo | y Il, en medio
acido utilizando, acido citrico, tartarico, lactico y acido fosférico. De cada extracto se
le determind contenido de antocianinas monomeéricas, antocianinas poliméricas y
antocianinas totales. También se determiné capacidad antioxidante y compuestos
fendlicos. Los resultados fueron comparados con la fuente original de los residuos
(utilizados como referentes), a fin de establecer la pertinencia del aprovechamiento de
dichos residuos.

The results obtained showed that type | and Il carrot residues maintain 70-80% of the
mentioned properties, which means that both residues can be recovered for their use.
However, the highest content of anthocyanins, antioxidant capacity and polyphenol

content was found in residues from carrot type Il, and using citric acid as extraction



agent; therefore, the following stages of the methodology were worked with said acid.
The next stage of this study consisted of stabilizing the anthocyanins for their
conservation on the shelf, using copigmentation and encapsulation in biopolymers with
spray drying as a technique. Two methods were followed for copigmentation. 1)
concentration of the extracts by evaporation of water at a temperature of 40°C and
vacuum. 2) concentration of extracts similar to 1) but with the addition of a vehicle or
carrier of the polysaccharide type such as maltodextrin, starch, gum arabic,
carboxymethylcellulose, pectin and xyloglucan.

Los resultados obtenidos mostraron que los residuos de zanahoria tipo | y [l mantienen
el 70-80% de las propiedades mencionadas lo que significa que ambos residuos son
valorizables para su aprovechamiento. Sin embargo, el mayor contenido de
antocianinas, capacidad antioxidante y contenido de polifenoles fue encontrado en los
residuos provenientes de zanahoria tipo Il, y utilizando acido citrico como agente de
extraccion; por lo que las siguientes etapas de la metodologia se trabajé con dicho
acido. La siguiente etapa de este estudio consistié en estabilizar las antocianinas para
su conservacion en anaquel, utilizando como técnica la copigmentacion y el
encapsulamiento en biopolimeros con secado por aspersion. En la copigmentacion se
siguieron dos métodos. 1) concentracién de los extractos por evaporacién de agua a
temperatura de 40°C y vacio. 2) concentracién de extractos de forma similar a 1) pero
con la adicion de un vehiculo o un transportador de tipo polisacaridos como,
maltodextrina,almidén, goma arabiga, carboximetilcelulosa, pectina y xiloglucano.
Para el encapsulamiento se utilizaron extractos no concentrados con maltodextrina y
goma arabiga (seleccionados de la prueba 2) eliminando el agua mediante secado por
aspersion para la obtencion de polvos. El analisis de la estabilizacion se realizé
mediante el seguimiento del contenido de antocianinas durante 15 meses a fin de
establecer su conservacion o degradacion mediante cinéticas, a 4°C y 20°C.

El resultado de estas pruebas indicd que los extractos copigmentados por concentracion,
y los concentrados con polisacaridos conteniendo 20% de agua, mantuvieron el contenido
de antocianinas a 4°C durante 455 dias de almacenamiento; mostrando pérdida <10% a

20°C. Por lo que se concluyo en esta etapa que es suficiente concentrar un extracto de



antocianinas para su conservacion en ese periodo. En el caso de los sedimentos
granulares, se obtuvieron sedimentos granulares de coloracion rosa y roja con un minimo
contenido de agua (3%), se presentd una pérdida de antocianinas de hasta el 30%
(seguimiento por 455 dias).

En la tercera etapa, se probaron los productos de antocianinas, extracto concentrado y
polvos con transportador de maltodextrina y goma arabiga en la elaboracion de un yoghurt
funcional, analizando su conservacion por 30 dias. La funcionalidad del yoghurt elaborado
con antocianinas de residuos de zanahoria purpura fue demostrada al incrementar su
actividad antioxidante y contenido de polifenoles por la adicion de antocianinas en todos
los productos probados. En relacion con los productos obtenidos, se requiere mayor
cantidad de polvos para igualar el color del yoghurt, en comparacién con extractos. A su
vez, la apariencia, el contenido de azucares y la viscosidad del yoghurt no vi6 afectada

por los productos de antocianinas obtenidos.



ABSTRACT

Purple carrot is a source of anthocyanins, vitamins and other phenolic compounds that
provide high antioxidant power, and intense coloring, which has been used as a natural
source in the elaboration of various industrial food products. Among these products,
natural pigmentation is a potential use. In this sector, an actual food industry is in a
study stage of industrialization of natural pigments from purple carrot, also known as
the black carrot, for its dark and intense color. However, in the industrialization of
pigments, a considerable amount of solid waste will be generated during the
production, like biomass and vegetables’ rinds, which can be reused as raw materials
for new industrial products, especially by the remained pigmentation in the residues, as
well as the possible conservation of anthocyanins and polyphenols contained in them.
In the present work, the objective was to evaluate the use of similar residues to obtain
antioxidant products of anthocyanins, which can be helpful in obtaining functional
foods. In this research, its addition to the preparation of yoghurt is proposed to increase
its functionality. The first methodological stage consisted of obtaining extracts of
anthocyanin pigments from residues of two carrots, identified by type 1 and Il, in an acid
medium using citric, tartaric, lactic, and phosphoric acid. The content of monomeric
anthocyanins, polymeric anthocyanins, and total anthocyanins will be extended for
each extract. Antioxidant capacity and phenolic compounds will also be developed. The
results were compared with the original source of the residues (used as references) to

establish the relevance of the use of said residues.

The results obtained showed that carrot residues type | and Il maintain 70-80% of the
mentioned properties, which means that both residues can be valued for their use.
However, the highest content of anthocyanins, antioxidant capacity, and polyphenol
content was found in type Il carrot residues and using citric acid as an extraction agent;
Therefore, the following stages of the methodology were worked with said acid. The
next phase of this study consisted in stabilizing the anthocyanins for their preservation

on the shelf, using copigmentation and encapsulation in biopolymers with spray drying



as a technique. Two methods for co-pigmentation were followed. 1) concentration of
the extracts by evaporation of water at a temperature of 40°C and vacuum. 2)
concentration of extracts similar to 1) but with the addition of a polysaccharide type
vehicle or carriers such as maltodextrin, starch, gum arabic, carboxymethyl cellulose,
pectin, and xyloglucan.

The results obtained showed that carrot residues type | and Il maintain 70-80% of the
mentioned properties, which means that both residues can be recycled for their use.
However, the highest content of anthocyanins, antioxidant capacity, and polyphenol
content were found in residues from carrot type Il, using citric acid as an extraction
agent; therefore, the following stages of the methodology were worked with this
mentioned acid. The next step of this study consisted of stabilizing the anthocyanins
during their shelf life conservation, using copigmentation and encapsulation in
biopolymers with spray drying as techniques. Two methods were followed for
copigmentation. 1) concentration of the extracts by evaporation of water at a
temperature of 40°C and vacuum. 2) concentration of extracts similar to 1) but with the
addition of a vehicle or carrier of the polysaccharide type such as maltodextrin, starch,
gum arabic, carboxymethylcellulose, pectin, and xyloglucan.

For encapsulation, non-concentrated extracts with maltodextrin and gum arabic
(selected from test 2) were used, eliminating the water by spray drying to obtain
powders. The stabilization analysis was carried out by monitoring the anthocyanin
content for 15 months in order to establish its conservation or degradation through
kinetics at 4°C and 20°C.

The results of these tests indicated that the extracts copigmented by concentration, and
the concentrates with polysaccharides containing 20% water, maintained the
anthocyanin content at 4°C during 455 days of storage, showing <10% loss at 20°C.
Therefore, it was concluded that the concentration of anthocyanin extracts is enough
to achieve its shelf life conservation during such a period. In the case of the granular
sediments, pink and red colored granular sediments were obtained, with a minimum

water content (3%) and a loss of anthocyanins of up to 30% (monitoring for 455 days).



In the third stage, the anthocyanin products, concentrated extract, and granular
sediments with maltodextrin and gum arabic as transporter were tested in the
preparation of a functional yoghurt, analyzing its conservation for 30 days. The
functionality of yoghurt made with anthocyanins from purple carrot residues was
demonstrated by increasing its antioxidant activity and polyphenol content by adding
anthocyanins in all tested products. Concerning the outcomes obtained, a most
significant amount of granular powders was required to match the color of the yoghurt,
compared to extracts. Even though the appearance, sugar content, and viscosity of the

yoghurt were not affected by the anthocyanin products obtained.
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INTRODUCCION

INTRODUCCION

La presente investigacion pretende dar respuesta a un problema de contaminacion
ambiental generado por residuos provenientes del procesamiento de zanahoria de
color purpura (variedad tipo | y Il) en una Industria en el Estado de México. Actualmente
para la empresa, dichos residuos carecen de valor y por consiguiente, son dispuestos
como relleno sanitario. Sin embargo, debido a su procedencia, los residuos contienen
aun cantidades apreciables de antioxidantes y coloracién derivados del contenido de
antocianinas de la zanahoria. En este sentido, numerosos articulos demuestran los
multiples beneficios que tienen los antioxidantes sobre la salud, dichos beneficios se
derivan de su alta capacidad antioxidante; es decir, son compuestos quimicos de
origen natural que al ser ingeridos protegen internamente contra factores
contaminantes externos que provocan radicales libres. Como respuesta al problema
anteriormente expuesto, se sugiere el aprovechamiento de los residuos para aumentar
el valor agregado de un yoghurt comercial. De esta forma, la investigacion planteada
se justifica desde varios aspectos; puede minimizar la cantidad de residuos, y a su vez
la contaminacién derivada por su generacion y disposicidn; puede reducir costos de
traslado y disposicion de residuos en la empresa que los genera; ademas proporciona
un valor agregado a residuos que actualmente no tienen valor, ya que su
aprovechamiento, va dirigido a la obtencion de productos funcionales con interés

comercial para industrias de alimentos.

El objetivo general de la presente tesis doctoral es determinar el aprovechamiento de
dos diferentes tipos de residuos provenientes de dos variedades de zanahoria color
purpura (variedad tipo | y tipo Il) mediante la identificacion y cuantificacion del
contenido de antocianinas contenidas en los mismos y valorar su estabilidad para su

aplicacion en un yoghurt funcional.



El objetivo general se alcanzara con la consecucion de los siguientes objetivos

especificos.

Determinar la influencia de variables de proceso (acido citrico, tartarico, fosféricoy
lactico) en la extraccion de antocianinas a partir de zanahorias color purpura (variedad
tipo | y tipo Il) y residuos provenientes de zanahorias color purpura (variedad tipo | y

tipo 1) mediante un proceso convencional de extraccion sélido - liquido.

Establecer los valores de las variables del proceso de extraccion sélido-liquido que
maximicen la recuperacion de antocianinas provenientes de dos residuos de zanahoria

color purpura (variedad tipo | y tipo Il).

Caracterizar (cuantificar y determinar la capacidad antioxidante y contenido de fenoles)
los extractos de antocianinas obtenidos en las mejores condiciones de extraccién a

partir de los dos tipos de residuos de zanahoria color purpura (variedadtipo | y tipo Il).

Determinar la estabilidad de los extractos de antocianinas contenidas en los residuos
de zanahoria color purpura (variedad tipo | y tipo Il) con transportadores y evaluar la

potencial aplicacion en un yoghurt funcional.

La hipétesis de investigacion es la siguiente. Los residuos de zanahoria color purpura
(variedad Tipo | y tipo Il) aun contienen cantidades suficientes de antocianinas para

poder ser aplicadas en la elaboracion de un yoghurt funcional para su consu
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1. FUNDAMENTOS

La industria alimentaria genera enormes cantidades de subproductos y residuos
sélidos que contienen altas cantidades de materia organica, los cuales conducen a

problemas relacionados con su eliminacion, contaminacién ambiental y sostenibilidad.

Los métodos tradicionales del uso de residuos incluyen alimento para animales o
fertilizantes (Jayathilakan et al., 2012); sin embargo, actualmente los esfuerzos se
centran en su aprovechamiento para otras aplicaciones que conlleven métodos
eficientes, econdmicos y ecoldgicos para su uso, minimizando los residuos y, por tanto,

Su exposicion al ambiente y los riesgos para la salud (Anal, 2018).

Particularmente, cuando se trata de biomasa alimentaria, frecuentemente ésta
contiene un gran valor nutrimental que se puede utilizar para desarrollar productos

funcionales lo cual proporciona un valor agregado.

La evaluacion de los residuos para su aprovechamiento recibe el nombre de
valorizacién, el cual es un concepto nuevo e interesante que ofrece una gama de
alternativas para su gestion, y que precisamente no es para su eliminacion o el relleno

del suelo.

Especificamente, en las industrias de colorantes naturales, se generan residuos de
hortalizas, granos, flores, frutas, verduras y otras fuentes naturales, después de la
extraccion de pigmentos. La mayoria de estos residuos contienen fibra, harinas,
proteinas y antioxidantes entre otros, los cuales pueden ser aprovechados para varios
fines, entre ellos, la elaboracion de diferentes productos alimenticios. Sin embargo,
pese al gran volumen que se genera, la mayoria de los residuos son dispuestos en
rellenos sanitarios, y pocos trabajos se han enfocado en el aprovechamiento de estos,
resaltado la viabilidad de esta alternativa para crear nuevos productos con valor
agregado y de interés para su comercializacién y consumo. Algunos reportes sobre el

aprovechamiento de residuos indican el uso de los que provienen de cafia, avena,



FUNDAMENTOS

salvado de trigo, residuos de cebada y cascaras de yuca. En la mayoria de los casos
son propuestos como sustrato microbiano para obtener enzimas. En este caso se ha
reportado la producciéon de enzimas de Penicillium janczewskii, las cuales son
utilizadas para la fabricacion de pastas, harina de trigo, de aditivos en alimentos de
aves de corral y también para procesos de blanqueo en la industria quimica (Mejias-
Brizuela et al., 2016). En procesos de remocidén de metales, se han utilizado residuos
de bagazo de cafa de azucar como adsorbentes y como soporte junto a una fuente
microbiana y nutrientes que aceleran la degradacion de hidrocarburos. También se ha
reportado que el grano verde de café ha sido utilizado como soporte y como fuente de
nutrientes en la biodegradacion de plaguicidas organoclorados (Velasco-Velasco et al.,
2018).

Arrazola et al., (2014) estudio los residuos de cascara de berenjena (Solanum
melongena L.) para la extraccion de antocianinas. Los extractos de antocianinas se
microencapsularon evaluando la influencia de las condiciones de secado por aspersion

en las propiedades fisicoquimicas de los polvos.

En el caso de residuos de zanahoria, entre los trabajos que han descrito su
aprovechamiento se encuentran el uso de la cascara para la produccién de fibra
dietética en polvo; donde sus resultados mostraron que el efecto del escaldado y
secado con aire caliente (60-80°C) tuvo efectos significativos en el contenido de fibra
y composicion, retencion de agua y capacidades de hidratacién de la fibra en polvo

(Vargas y Vargas et al., 2019).

Por otro lado, Singh et al. (2010) report6 la utilizacién de residuos obtenidos de la
extraccion de jugo de zanahoria para la preparacion de un producto de valor agregado
llamado gazrella (un dulce indio). El producto terminado preparado con sacarosa fue
el que tuvo una aceptacion excelente después del tiempo de 6 meses de

almacenamiento.
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Assous et al.(2014) también estudié la extraccidn de antocianinas derivadas de
residuos de zanahorias purpuras y las identific6 mediante el uso de HPLC. Los
pigmentos extraidos de zanahorias purpuras los utilizé como colorantes rojos naturales
alternativos en la preparacion de caramelos duros, gelatinas y también como
antioxidante natural en el aceite de girasol. Las actividades antioxidantes de la
antocianina de zanahorias purpura se evaluaron determinando el valor de perdxido en
el aceite de girasol durante 7 dias a 60°C. El aceite de girasol que contenia 1000 ppm
de extracto de zanahoria mostré un valor de perdxido inferior (7.90) que el uso de 200

ppm de antioxidante sintético (BHT) (8,38) meq / kg.

Estudios como los de Kamiloglu et al. (2016), investigaron la estabilidad digestiva de
los polifenoles de la pulpa de zanahoria purpura en el enriquecimiento de harinas para
pasteles; monitorearon los cambios en su capacidad antioxidante usando un modelo
estandarizado de digestion in vitro estatica. Como resultado obtuvieron que la
capacidad antioxidante total y los polifenoles totales incrementaron significativamente
como resultado de la digestion; sin embargo, se observaron grandes pérdidas de

antocianinas y acidos fendlicos.

También se reportan varios estudios relacionados a la aplicacion de dichas
antocianinas u otros nutrimentos contenidos en residuos organicos para formar parte
de productos alimenticios, tales como el reportado por Ekici et al. (2015), en el cual
reporta haber estudiado la estabilidad del B-caroteno en productos tipo snack. En este
caso se investigd el encapsulamiento del B-caroteno (0.05% p/p en aceite de girasol)

usando una y dos capas de emulsiones como ingrediente.

En este trabajo se aborda el residuo de zanahoria de color purpura. Este vegetal es
recientemente utilizado como materia prima para la obtencion de pigmentos naturales,
resaltando su alto contenido de antocianinas y su pigmentacion roja- purpura. Sin
embargo, en la obtencion de dichos pigmentos se producen residuos que son
dispuestos como basura. Los residuos aun contienen una alta concentracion

antocianinas y coloracién, que puede ser aprovechados para diferentes fines. Por
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tanto, ambas caracteristicas resultan atractivas para diversas aplicaciones. Las
antocianinas tienen un alto efecto antioxidante, siendo de interés para la industria de
alimentos debido a su capacidad de impartir colores naturales y también para la

elaboracién de productos con beneficios funcionales.

1.1. Residuos de la industria alimentaria y su aprovechamiento

En la agroindustria mexicana los productos que se industrializan son frutas, verduras,
tubérculos, vainas, semillas, raices, hojas; algunos comercializados en fresco y otros
son transformados en harinas, aceites, néctares, jugos, vinos, mermeladas,
ensaladas, concentrados en polvo, entre otros, por lo que es notable la generacién de
residuos, desde la cosecha misma, pasando por los centros de concentracion,
distribucion, industrializacién, comercializacién y consumo (Mejias- Brizuela et al.,
2018). Durante el procesamiento de los productos mencionados, los residuos
generados se componen principalmente. de semillas, piel, cascara y orujo. Sin
embargo, debido a su procedencia, pueden contener compuestos bioactivos
potencialmente valiosos, como los carotenoides, polifenoles, fibras dietéticas,
vitaminas, enzimas y aceites, entre otros. Estos fitoquimicos pueden ser utilizados en
diferentes industrias como la industria alimentaria, para el desarrollo de alimentos
funcionales o enriquecidos, la industria de la salud para medicamentos y productos
farmacéuticos, y la industria textil, entre otros. Por tanto, el uso de residuos para la
produccion de diversos componentes bioactivos son un paso importante hacia el

desarrollo sostenible.

Especialmente, el bagazo que actualmente es considerado un residuo puede utilizarse
como fibra insoluble y soluble. Las fibras insolubles incluyen celulosa, hemicelulosa y

lignina; las fibras solubles incluyen los oligosacaridos, pectinas, B- glucanos, gomas
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galactomananos; pero también puede contener otro tipo de componentes de gran
interés industrial, como son pigmentos y/o sustancias activas, azucares, minerales,

acidos organicos, y fenoles, los cuales tienen una gran gama de beneficios.

Al respecto, en los ultimos afnos ha habido numerosas publicaciones que han puesto
mucha atencién en la utilizacién de los subproductos y residuos generados durante el
procesamiento de alimentos, ya que aun contienen diversas caracteristicas que
pueden ser aprovechados para la obtencion de productos de interés para industrias
cosmética, farmacéutica y alimenticia (Anal, 2018). En este nivel se situan los residuos
de zanahoria color purpura, la cual es utilizada como materia prima para la obtencion
de antocianinas, producto comercial que se identifica como aditivo en la industria
alimentaria. Sin embargo, la extraccion de antocianinas de este producto produce gran

cantidad de bagazo, que a la fecha se desconoce su aprovechamiento.

1.2. Antioxidantes provenientes de compuestos fendlicos

El concepto de antioxidante se define como compuestos capaces de retrasar o inhibir
el proceso de oxidacion que ocurre en presencia del oxigeno atmosférico o especies
de oxigeno/nitrégeno reactivo; de esta manera forman parte de la defensa mas
importante del organismo ante el ataque los radicales libres. Existen dos tipos de
antioxidantes; exégenos, que como su nombre lo dice, son aquellos que no forman
parte del organismo mismo y que su fuente es externa; los cuales se encuentran en la
naturaleza y son integrados a nuestro organismo a través de la dieta y los endégenos,
que son aquellos que son producidos por el propio organismo, tales como las enzimas
o coenzimas. Cuando los antioxidantes endégenos no pueden asegurar un control

riguroso o una completa proteccién del organismo ante las especies de oxigenos
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reactivos es necesario entonces, de antioxidantes exégenos, tales como suplementos

nutricionales o productos farmacéuticos.

Los antioxidantes exdgenos mas importantes son la vitamina E, vitamina C, vitamina

K, vitamina D, betacaroteno, flavonoides, minerales.

Los antioxidantes exdégenos pueden venir de fuentes naturales o de compuestos
sintéticos, tales como el BHT o Butil hidroxitolueno (Pisoschi et al., 2011). Dentro de
los flavonoides, se ha demostrado que en estudios in vivo, la quercitina (Figura 1.1) es
la que mejor actividad antioxidante presenta, debido a que muestra efectos sinérgicos
con la vitamina C, permitiéndole mantener las funciones antioxidantes del flavonoide
por mas tiempo al reducir la oxidacién del mismo y, por otro lado, la quercitina protege
la oxidacion de la vitamina E, presentandose también sinergia entre ellas (Martinez-
Flores et al., 2002).

Figura 1.1 Estructura quimica de la quercetina

Dentro de los antioxidantes naturales también se encuentran los compuestos fendlicos,
los que, a su vez, se conforman por dos grupos de sustancias, los flavonoides y los

no-flavonoides.

Los flavonoides se dividen en tres grupos: las antocianinas, los flavan-3-ol, y los
flavonoles. Dentro del grupo de los flavan-3-ol se encuentran las procianidinas

(polimeros de catequinas o taninos condensados) y las catequinas. Las “procianidinas”
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también son llamadas proantocianidinas, debido a que éstas producen antocianidinas

coloridas cuando son calentadas en condiciones acidas (Rauf et al., 2019).

A su vez, los no-flavonoides son acidos fendlicos, los cuales se subdividen en tres

grupos: acidos hidroxibenzdicos, acidos hidroxicinamicos y taninos hidrolizables.

1.2.1. Mecanismo de accion de los antioxidantes

La accién antioxidante de los compuestos que poseen esta propiedad se debe a dos

mecanismos.

a) Son captadores de radicales libres. Actian como donantes de hidrogeno o
electrones en reacciones de terminacién que rompen el ciclo de generacion de nuevos
radicales libres, deteniendo las reacciones en cadena en las que estan implicados los
radicales libres. El radical fenoxilo generado es menos reactivo dado que se estabiliza

por resonancia con los electrones del anillo aromatico.

b) Son quelantes de metales. Esta accidén requiere de la presencia de grupos
hidroxilos cercanos al anillo aromatico, los cuales son secuestradores efectivos de

iones metalicos e inhiben la generacién de radicales libres (Martin et al., 2017).

Especificamente, se conoce que el mecanismo de accién antioxidante de los
flavonoides incluye (1) quelacion de radicales libres, (2) quelaciéon de metales, (3)
inhibicion de enzimas asociadas con la generacion de radicales libres, y (4) simulacion

de enzimas antioxidantes internas (Banjarnahor et al., 2015).

El grado de polimerizacion de los compuestos fendlicos tiene un marcado efecto sobre
la actividad antioxidante. Asi, los compuestos poliméricos son mas potentes como
antioxidantes que los mondmeros; éstos inhiben las reacciones de iniciacion y

propagacion que se producen durante los fendmenos de oxidacion.
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Se representa a continuacion una ejemplificacion de la accién antioxidante (A) frente

a los lipidos o radicales libres (L).

Las ecuaciones (1) a (3) representan la formacion de radicales libres sin la presencia
de antioxidantes y las reacciones (4) a (7) son la representacion de las reacciones con

la presencia de un antioxidante (Ruiz et al., 2010).

Existen otros factores que afectan la actividad antioxidante de los compuestos
fendlicos, determinando sus propiedades como solubilidad y su tendencia a ceder
electrones o atomos de hidrégeno, tales como el numero y posicion de los grupos

hidroxilo, la presencia de azucares unidos y el grado de polimerizacién.

LH-Le (1)
L+ 02 - LOO- (2)
LOO- + LH — LOOH + L+ (3)
LOO- + AH <> LOOH + A+ (4)
Le + AH — LH + A+ (5)
A+ + LOO- — LOOA (6)

A +As > AA (7

1.2.2. Residuos de zanahoria purpura como fuente de antioxidantes

Las zanahorias cuyo nombre cientifico es identificado como Daucus carota subsp.
Sativus, son las verduras mas populares después de las papas; aunque las variedades

de zanahoria naranja son mas comunes, el consumo de zanahorias negras o purpuras
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(Daucus carota ssp. sativus var. atrorubens Alef.) es aun desconocido muchos; sin

embargo, en Europa Oriental su consumo ha ido en aumento en los ultimos afos.

La zanahoria purpura tiene su origen en Asia Central y fueron introducidas y cultivadas
en Europa por los holandeses, este tipo de zanahoria se cultivd durante mas de 2000
afos, y originalmente se usaba solo como planta medicinal debido a alto contenido de
antocianinas. Actualmente, la zanahoria purpura pertenece a un importante cultivo
mundial, el cual cuenta con cerca de 250 géneros y mas de 2.500 especies (Barba-
Espin et al., 2017).

Principalmente, los trabajos relativos a zanahoria purpura empezaron en Alemania,
Turquia, y Australia (Montilla et al., 2011); distribuyéndose poco a poco por el mundo
a paises como Espanfia, ltalia, Egipto, Singapur, Sudafrica, Canada, Corea, Japdn,

Peru y Colombia.

La zanahoria purpura contiene alta concentracion de antocianinas, vitaminas C y E,
alto contenido de compuestos fendlicos y otras sustancias que le proveen alto poder
antioxidante; lo que ha conducido a que su cultivo se haya expandido en varios paises,

y el estudio de aplicacion vaya en crecimiento.

Las ventajas sensoriales, a diferencia de otros cultivos de zanahoria han sido
reportados, siendo éstas el de impartir un buen sabor, un tono brillante y una

estabilidad considerable (Alasalvar et al., 2001).

La zanahoria purpura también tiene ventajas sensoriales, imparte un buen sabor, un
tono brillante y una estabilidad considerable (Alasalvar et al., 2001), por lo cual es
considerada como alimento agradable para el consumo. Otros estudios también han
demostrado que las antocianinas de la zanahoria purpura poseen propiedad anti-
obesidad. Khoo et al., (2017) realizd un estudio que se basd en alimentar a ratones
obesos con una dieta rica en cianidina-3-glucdsido, contenido en el maiz y zanahoria
purpura; como resultado obtuvieron una reduccion en peso y tejido adiposo de los

ratones evaluados.



FUNDAMENTOS

Las diversas aplicaciones y consumo de la zanahoria purpura han conducido a la
generacion de residuos de este vegetal por lo que se ha considerado la posibilidad de
su aprovechamiento, dado que dichos residuos aun contienen sustancias que proveen

propiedades antioxidantes, tales como antocianinas y compuestos fendlicos.

1.3. Estructura quimica de las antocianinas

Las antocianinas que se encuentran en los vegetales o frutas poseen diferentes
funciones en la planta, entre ellas estan la atraccién de polinizadores para la posterior
dispersion de semillas, la proteccion de la planta contra los efectos de la radiacion
ultravioleta y funcionan contra la contaminacion viral y microbiana. Las antocianinas
se encuentran dentro de la vacuola y forman parte de los compuestos fendlicos de la

planta.

Dado que las antocianinas forman parte de los compuestos fendlicos, una de las
caracteristicas mas significativa de las antocianinas es su capacidad antioxidante, la
cual es debida a su estructura perfecta para poder disponer de electrones que puede
compartir sin que la molécula se vuelva inestable; el desapareamiento de un electron
en su molécula le confiere la habilidad de "reprimir" radicales libres donando atomos

de hidrogeno.

En este sentido, la estructura quimica de las antocianinas actua como antioxidante
debido a que puede donar hidrogenos o electrones al radical libre o atraparlos y
deslocalizarlos en su estructura aromatica. Los grupos hidroxilos en la posicion 3’ y 4’
proveen una gran estabilidad hacia el radical, atrapandolo y desplazando los
electrones en el anillo B, asi como liberando grupos hidroxilos en la posicién 3 del anillo

C, y en posicién 5 del anillo A, juntos con el grupo carbonilo en la posicion 4.

10
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Se ha encontrado que en estudios in vitro son antioxidantes mas efectivos que el
tocoferol y los ascorbatos. Por otro lado, hay estudios que indican que los flavonoides,
a dosis muy altas, pueden actuar como prooxidantes, los cuales pueden provocar
efectos mutagénicos y genotdxicos mediante mecanismos como la reduccion temporal
del Cu (Il) a Cu (I), la produccion de especies reactivas del oxigeno y la alteracion de
las funciones de defensa de algunos antioxidantes enddégenos como el glutation y

glutation -S-transferasa (Carocho et al., 2019).

Quimicamente las antocianinas son glucésidos de las antocianidinas, es decir, estan
constituidas por una molécula de antocianidina, que es la aglicona, a la que se le une

un azucar por medio de un enlace glucosidico (Figura 1.1).

La figura 1.2 (Timberlake, 1980) muestra la estructura quimica basica de estas
agliconas es el ion flavilio, también llamado 2-fenil-benzopirilio que consta de dos
grupos aromaticos: un benzopirilio (A) y un anillo fendlico (B); el flavilio normalmente
funciona como un cation; son derivados del catién 2-fenilbenzopirilio y debido a la poca
solubilidad de éstas en agua, no se encuentran de manera libre en la naturaleza, sino

en su forma glucosilada siendo una de las mas abundantes la cianidina-3-glucésido.

glucésido
Antocianidina R1 R2 Amax
(nm)
Pelargonidina H H 520
(naranja)
Cianidina OH H 535
(naranja

11
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— 10jo)

Peonidina OCH3 H 532
(naranja
— rojo)
Delfinidina OH OH 546 (azul

— rojo)
Petunidina OCH3 OH 543 (azul
— rojo)
Malvidina OCH3 | OCH3 | 542 (azul

— 10jo)

Figura 1.2. Estructura basica de la antocianina

Los azucares le confieren estabilidad y solubilidad a la aglicona, y aunque tienen muy
poco efecto dentro de la misma, la posicion que ellos ocupan dentro de la molécula
puede influenciar profundamente en su reactividad y en su efecto antioxidante; por
ejemplo, se sabe que para la cianidina; la glucosilacion en la posicién 3 con glucosa o
ramnosa incrementa la capacidad antioxidante; pero la galactosa la disminuye
(Kuskoski et al., 2017); en general la aglicona o flavonoide respectivo es menos soluble
en agua y mas reactivo frente a radicales libres que sus glicésidos respectivos. Todas
las antocianinas presentan dos bandas distintivas de absorcién, una en la regién UV
(260 -280nm) y la otra en la region visible (490— 550 nm) (Giusti, 2001).

Las antocianinas se encuentran en diferentes formas y presentan colores diversos
dependiendo del pH del medio. En medio acido las antocianinas se encuentran en la
forma de cation flavilio (oxonium), y son generalmente de color rojo brillante. Con el
aumento del pH de las soluciones, las antocianinas pasan a tener una estructura

quinodial y presentan una coloracion purpura o azulada.

Considerando lo anterior, se podria decir que el poder de coloracion de las
antocianinas en alimentos y bebidas no se podria lograr a valores de pH superiores a

4; sin embargo, existen mecanismos mediante los cuales el catidén y la base quinoidal
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podrian ser aumentadas y estabilizadas de manera tal que, en ciertas condiciones, el
color puede estar presente aun a valores de pH superiores a 4 (Timberlake et al.,
1980).

El color de las antocianinas depende del numero y orientacién de los grupos hidroxilo
y metoxilo de la molécula. Incrementos en la hidroxilacion producen desplazamientos
hacia tonalidades azules mientras que incrementos en las metoxilaciones producen

coloraciones rojas.

En la naturaleza, las antocianinas siempre presentan sustituciones glicosidicas en las
posiciones 3 y/o 5 con mono, di o trisacaridos que incrementan su solubilidad. Dentro
de los sacaridos glicosilantes de las antocianinas se encuentran la glucosa, galactosa,

xilosa, ramnosa, arabinosa, rutinosa, soforosa, sambubiosa y gentobiosa.

Otra posible variacion en la estructura es la acilacion de los residuos de azucares de
la molécula con acidos organicos. Los acidos organicos pueden ser alifaticos, tales
como: maldnico, acético, malico, succinico u oxalico; o aromaticos: p- cumarico,
caféico, ferulico, sinapico, galico, o p-hidroxibenzdico. Stintzing et al. (2002), demostrd
que el tipo de sustitucién glicosidica y de acilacion producen efectos en el tono de las
antocianinas; es asi como sustituciones glicosidicas en la posicién 5 al igual que

acilaciones aromaticas, producen un desplazamiento hacia las tonalidades purpura.

1.4. Factores que alteran la estabilidad de las antocianinas

El pH es uno de los factores mas importantes debido a que las antocianinas son mas
estables en medio acido que en medio neutro o alcalino. La forma predominante de la
antocianina que se encuentra en medio acido es la de ion flavilio, de coloracion roja.

Cuando la antocianina esta sometida a pH basico o alcalino, el ion flavilio es
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susceptible al ataque nucleofilico por parte del agua, produciéndose la pseudobase

carbinol a pH 4.5, seguido de forma la chalcona, ambas incoloras (Khoo et al., 2017).

La figura 1.3 (Kallam et al., 2017) muestra el comportamiento de la antocianina a

diferentes pH's.

Bordignon et al. (2009) estudio la extraccion de antocianinas provenientes de fresas
en el rango de pH de 1.0 a 13.0 y concluyd que la extraccion de antocianinas de
diversos frutos es mas eficiente a bajos valores de pH. Por su parte Moldovan et al.
(2012) estudio la cinética de degradaciéon de antocianinas provenientes de extractos
de arandanos (Viburnum opulus L.) a pH 3 y 7 y obtuvo como resultado una menor

degradacion a valores de pH mas bajos.

El oxigeno es un factor que provoca la pérdida de antocianinas, éstas pueden oxidarse
por reaccion directa con el oxigeno, o también a través de oxidacion indirecta,
reaccionando con compuestos que han sido previamente oxidados, generando un
cambio de color a marrén o incoloro; sin embargo, pueden también reaccionar con

radicales de oxigeno actuando como antioxidantes.
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Figura 1.3. Estructura de la antocianina a diferentes pH's

Los mecanismos de oxidacién se ven favorecidos cuando se eleva la temperatura y la

retencién de color es mejorada cuando el oxigeno es removido por calentamiento

También se ha reportado que en presencia de oxigeno el acido ascorbico destruye a
las antocianinas, formando perdxido de hidrégeno, acelerandose esta reaccion en
presencia de metales tales como el cobre, a su vez inhibida en presencia de flavonoles

como la quercetina.

El peréxido de hidrégeno rompe el anillo de pirilio de la antocianina a través de un
ataque nucleofilico en C-2 produciendo ésteres incoloros derivados de la cumarina.

Los productos degradados forman precipitados de color café (Castaneda et al., 2009).
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La temperatura influye también en la estabilizacion de la antocianina. La antocianina
es destruida por el calor durante el procesamiento y almacenamiento. Un incremento
logaritmico en la destrucciéon de la antocianina ocurre con un incremento en la
temperatura, Timberlake et al. (1980) observé que el equilibrio entre las estructuras es
endotérmico, en una direccién de izquierda a derecha: Base quinoidal <-> Cation
flavilio <-> Pseudobase carbinol <-> Chalcona. A altas temperaturas el equilibrio
cambia hacia chalconas. El retorno de chalconas a flavilio es lento, resistiendo bien
procesos térmicos a altas temperaturas durante periodos de tiempo cortos. Las
caracteristicas estructurales que generan a una mayor estabilidad térmica son las
mismas que las que generan mayor estabilidad al pH; es decir, las antocianinas mas
hidroxiladas son menos estables térmicamente que las metiladas, glicosidadas o
acetiladas. Aumentos de temperatura provocan pérdida del azucar glicosilante en la
posicion 3 de la molécula y la consecuente apertura del anillo C, con la consecuente
produccion de chalconas incoloras (Garzén et al., 2008). Por otro lado, Gorriti et al.
(2009) estudid la extraccion de antocianinas provenientes del maiz morado a
temperaturas de 25 - 90°C, concluyendo que el mayor rendimiento de antocianinas de

obtuvo a temperaturas entre 75 y 90°C, considerando las diferentes condiciones.

Otro factor que afecta la estabilidad de las antocianinas es el agua, ésta puede actuar
como nucledfilo al reaccionar con el cation flavilio en la posicién C-2, formando asi la
base carbinol y volverse incolora, reaccién que depende de ciertas condiciones tales
como el contenido de azucares o con otros fendmenos tales como la copigmentacion

y la polimerizacion.

La actividad del agua es baja cuando los azucares se encuentran en altas
concentraciones, por lo que las moléculas de agua tienen menos posibilidad de
reaccionar con el catién flavilio para formar la base carbinol; sin embargo, a bajas
concentraciones de azucares, la actividad del agua no se afecta y puede entonces

reaccionar con el flavilio y generar productos de degradacién de las antocianinas.

La adicion de acidos organicos a soluciones con antocianinas es otro factor que afecta

la estabilidad de las antocianinas, éstos retardan el cambio de color cuando la solucidn
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incrementa de 4.0 a 6.0. En este sentido, Hosseini et al. (2016) concluy6 que el acido
citrico en diferentes soluciones resultdé ser uno de los mejores solventes para la
extraccion de antocianinas y fenoles provenientes de col purpura, berenjena y agracejo
a temperaturas de 7 y 20°C, demostrando que la estabilidad de las antocianinas
depende de la temperatura y el pH siguiendo una reaccion cinética de primer orden;

los extractos sin presencia de acidos se degradaron mas rapidamente.

1.5. Alternativas para mejorar la estabilidad de las antocianinas

Dentro de las alternativas para mejorar la estabilidad de las antocianinas se

encuentran la copigmentacién y el encapsulamiento.

La copigmentacién se obtiene mediante un cambio en el equilibrio de hidratacion de
las antocianinas en el medio; las cuales se pueden auto asociar o formar complejos
con copigmentos tales como los fenoles, iones metalicos y biopolimeros. La
copigmentacién forma complejos por interaccion de componentes inter e
intramoleculares que se unen a través de puentes de hidrégeno, apilamiento e
interacciones hidrofébicas débiles. Especificamente en las antocianinas, estas
interacciones intermoleculares pueden ocurrir entre las formas del catién flavilium y la
base quinoidal, asi como con el grupo acilo que esta unido covalentemente a un resto
de glucésido y la carga positiva del catidn flavilium, logrando una formacién apilada
tipo sandwich, lo cual obstaculiza el ataque nucleofilico de la antocianina en la posicion
C-2 y C-4; es por esta razén que las antocianinas copigmentadas son mas estables
que las antocianinas monoaciladas (Rein et al., 2005). Lo anterior explica la gran
estabilidad de las antocianinas provenientes de zanahoria purpura en comparacion
con otras fuentes como son el maiz morado, uva roja, dado a que éstas ultimas

consisten basicamente de antocianinas no aciladas.
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La polimerizacion se logra mediante la union de las moléculas de flavan-3-ols de las
antocianinas con polimeros, dando lugar a la formacion de moléculas llamadas

piroantocianinas (el término “piro” significa que tiene un anillo extra afadido).

El encapsulamiento de antocianinas que ha sido reportado incluye procesos como el
secado por aspersion, secado en frio, emulsificacion, encapsulamiento liposomal y
gelacioén, las cuales, dentro de sus desventajas, pueden perjudicar la calidad del color
de las antocianinas debido a las capas gruesas en las paredes encapsuladas;
incrementar la turbidez derivada de la emulsion del sistema y las interacciones de los

cromoforos de las antocianinas y los agentes encapsulantes (Tan et al., 2022).

Segun el origen de los polimeros encapsulantes, éstos pueden ser naturales o
sintéticos. Entre los polimeros naturales o biopolimeros, se encuentran los
polisacaridos, mismos que son muy utilizados en la formacién de encapsulados, dado
a su excelente biocompatibilidad y disponibilidad a partir de fuentes renovables y a

bajo costo. (Buwalda et al., 2014).

El xiloglucano es un polisacarido derivado de las semillas de tamarindo (Tamarindus
indica, Leguminosae), compuesto por una cadena principal de (1-4)-a-D-glucano con
ramificaciones de (1-6)-a-D-xilosa parcialmente sustituida por (1-2)-p-D- galactoxilosa
(Miyazaki et al., 1998); la estructura detallada del xiloglucano depende de la planta de
procedencia. El xiloglucano proveniente de las semillas de tamarindo se compone de
principalmente 4 tipos de oligosacaridos como unidades de repeticion: heptasacaridos,
octasacaridos, y nanosacaridos. Se sabe que los octameros y heptameros que tienen
residuos de galactosa en las terminales de su cadena, inhiben la absorcion de la D-
glucosa (Nishinari et al., 2020); lo que significa que no aumenta el indice glucémico
dentro del organismo. El xiloglucano posee propiedades como alta viscosidad,
tolerancia a una amplia gama de pH, adherencia, espesante, agente gelante, ademas
de sus propiedades como agente no- carcinogénico, mucoadhesivo, biocompatibilidad,
alta estabilidad térmica, entre otros (Mahajan et al.,2015), por otro lado, este
transportador es muy utilizado en la encapsulacion de compuestos bioldgicos y

médicos, debido a que tiene una temperatura de transicidn sol-gel de 22-27°C, por lo
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que se puede administrar de forma liquida y gelifica dentro del recto, lo que sugiere un
efecto potencial como vehiculo para la liberacion de farmacos directamente en el colon
(Miyazaki et al., 1998).

A diferencia de la maltodextrina, el almiddn, la goma arabiga, carboximetil celulosa y
pectina, el xiloglucano tienen ningun estudio relacionado a la encapsulacion de
antocianinas, por lo que el presente estudio propone su aplicacion como estabilizador

principal y en combinacion con los transportadores anteriormente mencionados.

Las maltodextrinas son oligosacaridos (3-9 mondmeros de glucosa) obtenidos como
resultado de la hidrélisis de la amilosa (lineal) y la amilopectina (ramificado), por lo que
se consideran polimeros de D-glucosa unidos por enlaces a-(1,4) y a-(1,6). El almidén,
principalmente de maiz (aunque también puede provenir del trigo, centeno, arroz,
amaranto, papa, platano, entre otros) ha sido comunmente considerado como la fuente
comercial para la produccion de dichas maltodextrinas; las cuales una vez dentro del
organismo son rapidamente metabolizados por el mismo, aumentando
exponencialmente la insulina en sangre; situacion que deberia ser considerada al ser
tan utilizada en la industria alimentaria para proporcionar consistencia, reemplazar
grasas, controlar el dulzor, encapsular olores y/0 sustancias activas, formar peliculas,
reducir la cristalizacién, controlar el punto de congelacion de los productos, aumentar
la vida media, prevenir el derretimiento, retardar la granulacion, reducir la pérdida de
valor nutrimental de los productos al ser carbohidratos no dulces y solubles en agua
fria (Antonio-Estrada et al., 2009).

El almidéon es una mezcla de polimeros de glucosa (amilosa y amilopectina) que son
producidas por todas las plantas verdes y es el carbohidrato mas abundante
encontrado en la naturaleza. La amilopectina consta de cadenas lineales de unidades
de glucosa unidas por enlaces a1-4 glicosidicos; mientras que la amilosa es una
cadena linear de enlaces a1,4 glucanos. La amilosa y amilopectina pueden formar una
estructura semicristalina formando una matriz de granulos amorfos (amilosa) y

cristalinos (amilopectina) (Alcazar-Alay, 2015).
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La goma arabiga es un hidrocoloide natural de cadena ramificada multifuncional, con
un complejo de proteina arabino-galactano conteniendo calcio, magnesio y potasio; su
cadena principal se compone de unidades de 1,3-[3-D-galactopiranosilo, mientras que
las cadenas adyacentes se componen de dos a cinco unidades de 1,3-B-D-
galactopiranosilos unidos a la cadena principal mediante enlaces 1, 6. Ambas cadenas
contienen  unidades de a-L-arabinofuranos, a-L-ramnopiranosilos, [3-D-
glucopiranosilos, y 4-O-metil- 3-D-glucopiranosilo, éstos dos ultimos como unidades
de terminacidén. La estructura de la goma arabiga varia ligeramente dependiendo de
su origen, clima, temporada de cosecha, edad del arbol proveniente, y de las
condiciones de proceso, tales como su secado por aspersién. La goma arabiga tiene
una alta solubilidad en agua y una relativamente baja viscosidad, comparando con
otras gomas, formando soluciones incoloras, sin sabor, y ademas no interacciona

facilmente con otros componentes (Musa et al., 2018).

La carboximetilcelulosa es un compuesto organico, derivado de la celulosa, la cual
contiene una cadena principal de polisacaridos hidrofébicos y muchos grupos
carboxilos hidrofilicos, razdn por la cual presenta caracteristica amfifilicas su contenido
de grupos carboximetilos, enlazados a algunos grupos hidroxilos estan presentes en
polimeros de la glucopiranosa. La carboximetilcelulosa es soluble en agua a cualquier
temperatura, gracias a su naturaleza higroscopica, se hidrata rapidamente y es muy
utilizada para estabilizar proteinas y aportar textura en matrices alimenticias (Corkovic
et al. 2021).

La pectina es un polisacarido constituido de enlaces de cadenas (a1-4) D-acidos
galacturénicos, también llamados homogalacturanos, interrumpidos por unidades de
ramnosa (1,2). A partir de las unidades de ramnosa, se ramifican diferentes cadenas
de azucares neutros. Los grupos carboxilicos de las unidades de los acidos
galacturénicos se encuentran, en cierta medida, esterificados con metanol; lo cual es
comunmente usado para clasificar las pectinas en pectinas de alto metoxilo (contienen
mas del 50% de grupos carboxilicos esterificados) y en pectinas de bajo metoxilo

(esterificacion menor del 50%). Las pectinas de bajo metoxilo tienen un alto numero
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de acidos carboxilicos libres, los cuales interactuan con iones divalentes formando
fuertes enlaces que permiten la creacion de una estructura de gelificacion. Por otro
lado, las pectinas de alto metoxilo se caracterizan por tener un alto numero de grupos
éster-metilados, por lo que la gelificacién esta dada por la reticulacion de los polimeros
en las zonas de union, en donde se llevan a cabo, ademas de puentes de hidrégeno,
interacciones hidrofobicas entre los grupos metil- éster, requiriéndose para la
formacion de un gel, en este caso, un medio acido debido a que las cargas negativas

de las cadenas de pectina provocan rechazo entre ellas (De Cindio et al., 2016).

1.6. Métodos para la cuantificacion de antocianinas

1.6.1. Antocianinas monomeéricas

El método de pH diferencial es un método espectrofotométrico que se basa en la
transformaciéon estructural de las antocianinas con el cambio de pH, manifestando,

antocianinas con color a pH 1 y antocianinas incoloras a pH 4.5.

De acuerdo con la figura 1.4 (Giusti et al., 2001), la forma oxonium predomina a pH 1
y la hemiacetal a pH 4.5, mostrando el espectro de absorbancias de antocianinas a pH

diferencial.

El método de pH diferencial permite obtener la medida del contenido de antocianinas,
incluso en la presencia de pigmentos degradados polimerizados y de otros

compuestos interferentes.

El contenido de antocianinas medido por pH diferencial se determina con la lectura de

absorbancias a pH diferencial indicado en el método. Los resultados se expresan en
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unidades de concentracion de antocianinas monomeéricas, generalmente expresados
como cianidina-3-glucésido, la cual es una antocianina del tipo oxonium, presente de

forma mayoritaria en antocianinas a pH 1 (Giusti et al., 2001).
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Figura 1.4. Caracteristicas espectrales de antocianinas a pH diferencial

1.6.2. Color polimérico. Método de blanqueamiento por sulfito

El método para la determinacion del color polimérico se basa en la deteccion
espectrofotométrica de complejos coloridos, antocianina-taninos que son resistentes
al blanqueamiento por el sulfito. El porcentaje de color polimérico es un indice del
grado de polimerizacion de las antocianinas que se acumulan como productos
degradados incrementando la absorcién dentro del rango de 400 — 440 nm. Estos
compuestos en general son afectados por la adicién del bisulfito. De esta forma, se

obtienen una lectura de absorbancia a 420 nm con la deteccidn de antocianinas
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decoloradas con bisulfito, la cual sirve como un indice de pardeamiento, indicando la
presencia de antocianina-taninos. El contenido de color polimérico se obtiene de la

suma de las absorbancias a la Amax y a 420 nm.

Los pigmentos de antocianinas poliméricas no muestran un cambio pronunciado
reversible del color con los cambios de pH que es caracteristico de las antocianinas
monomeéricas. En la Figura 1.5 (Giusti et al., 2001) se muestra la reaccién de las

antocianinas con bisulfito.
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Figura 1.5. Reaccién de las antocianinas con bisulfito para formar antocianinas-

sulfénicas incoloras

Otra informacion muy importante que indica Giusti et al. (2001) es que las frutas y
vegetales frescos, asi como los jugos, deberian tener un bajo porcentaje de color
polimérico (<10%), mientras que los productos procesados y los productos que han
estado demasiado tiempo almacenados tienen un porcentaje de color polimérico

mayor (>30%) aunque dichos valores son muy variables.

1.6.3. Antocianinas totales
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El contenido total de antocianinas en extractos crudos que contienen otros fenoles
presentes se puede determinar midiendo la absorbancia de la solucion mediante la

banda de absorcién de 490 a 550 nm (regién del espectro visible).

Djordjevic et al. (2013) reporta la obtencién del contenido total de antocianinas basado
en la Farmacopea Europea 6.0, con ligeras modificaciones. El método de antocianinas
totales es un método espectrofotométrico que consiste en la obtencién de la
absorbancia de la muestra a 528 nm en donde la antocianina se encuentra en su forma
predominante de oxonium en un medio acido. Este método permite obtener la medida
del contenido de antocianinas totales, sin considerar los pigmentos degradados
polimerizados y de otros compuestos interferentes. El resultado se expresa en

porcentaje de antocianinas totales.

1.6.4. Contenido de antocianinas (mg/L)

La medicion del contenido de antocianinas permite la cuantificacion de extractos
biolégicos complejos mediante la cuantificacion de la concentracion de las
antocianinas predominantes responsables del color, principalmente usando cianidina-
3-O-R-glucésido (crisantemina) como equivalente de antocianinas monoméricas
totales midiendo la absorbancia de la solucion mediante la banda de absorcion de 490

a 550 nm (region del espectro visible), tal como lo reporta Wang et al. (2013).

1.7. Métodos para la determinacion de actividad antioxidante de

antocianinas
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1.7.1. Método por 2,2-Difenil-1-Picrilhidrazilo (DPPH)

Este método fue introducido originalmente por Blois et al. (1958), usando cisteina como
antioxidante; sin embargo, la reaccién originada era compleja estequiométricamente
hablando y ademas por la interferencia del acido ascoérbico, lo que provocaba
reacciones secundaras a la original. Posteriormente fue Brand-Williams et al. (1995)
quien simplifico el método y su fundamento consiste en que el radical libre que contiene
el DPPH tiene un electron desapareado y provee a este reactivo un color azul- violeta,
el cual se decolora hacia amarillo palido debido a la reduccién que sufre por la
presencia de una sustancia antioxidante. La figura 1.6 (Pisoschi et al., 2011) muestra
la estructura quimica del DPPH. EI DPPH es uno de los pocos radicales organicos con
nitrdgeno que es estable y comercialmente disponible; tiene una absorcion en el Uv-
vis en 515nm y tras su reduccién presenta una decoloracion; es por esta razdn que la
disminuciéon en la absorbancia depende linealmente de la concentracion de

antioxidantes presentes en la muestra (Pisoschi et al., 2011).
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Figura 1.6. Estructura quimica de DPPH (2,2-Difenil-1-Picrilhidrazilo)

Algunas de las desventajas de este método son, la curva del tiempo de reaccion para
alcanzar la estabilidad no es lineal; el DPPH es soluble solamente en solventes
organicos; la interferencia en la absorbancia debido a los componentes de la muestra

puede ser un problema para el anadlisis cuantitativo (Kedare et al., 2011); diferencias
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en los términos para reportar resultados. Brand-Williams et al. (1995) y Bondet et al.
(1997) propusieron el término EC50 (concentracion eficiente) refiriéndose a que, a
mayor actividad antioxidante, menor el valor de EC50; Sanchez-Moreno et al. (1998)
introdujo el término AE (Eficiencia antirradical), indicando que a mayor AE, mayor
actividad antioxidante sin embargo, Molyneux (2004) propuso que la concentracion
eficiente deberia incluir el uso de acido ascérbico como estandar debido a las dudas
con respecto a la determinacion directa del DPPH obtenido de la curva de calibracion
y propusieron el término ARP (poder antirradical), lo contrario a EC50 indicando que,
a mayor ARP, mayor eficiencia antioxidante del radical. La luz, el pH y el O influyen
en la absorbancia, compuestos con absorbancia en 515 nm como los carotenoides
interfieren con la absorcion maxima del DPPH, los antioxidantes poliméricos pueden

ser subestimados debido a la estructura estérica.

Por otro lado, Guija-Poma et al. (2015) realizdé un estudio mediante el cual analizé la
capacidad antioxidante de la catequina y epicatequina utilizando diferentes
concentraciones iniciales de DPPH encontradas actualmente en la bibliografia,
obteniendo diferencias en los resultados para los mismos extractos, demostrando que
a concentraciones mayores de DPPH, la sensibilidad de la técnica disminuye,
concluyendo que es necesario también adoptar una concentracion determinada de

DPPH para todas las determinaciones analiticas para evitar tantas variaciones.

1.7.2. Método por 2,2-azinobis-3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico
(ABTS)

El método TEAC (Trolox Equivalent Antioxidant Capacity o capacidad antioxidante de
equivalentes al Trolox) es una de las diversas variaciones que han surgido a partir de

la técnica espectrofotométrica reportada por Miller et al. (1993) para medir actividad
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antioxidante; la cual se basa en la inhibicion de la absorbancia del catién radical ABTS
(2,2'-azinobis (3-etilbenzotiazolina-6-sulfonato)) que realiza el agente oxidante
persulfato de potasio. La figura 1.7 (Shahidi et al., 2015) muestra la reaccion del ABTS
con el persulfato de potasio. Posteriormente los antioxidantes neutralizan estos
cationes mediante la transferencia de electrones u atomos de hidrogeno, lo cual hace
que el cromoforo vaya perdiendo coloracién y por lo tanto la disminucion de la
absorcion espectrofotométrica. EI cromoforo tiene 3 bandas de absorcion maxima a
645, 734 y 815 nm, mostrando un color azul; siendo la banda 734 nm la que se toma

en consideracion para este método.

persulfato de potasio

.~ O
0 =
O"S S — K,S,04 0 SO . -
@ =N ~ o @3 NN
NN Lo W=
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g O antioxidante - 3 OS.O_
incoloro azul

Figura 1.7. Reaccion del ABTS radical en presencia de un antioxidante

Algunas de las desventajas de este método es que el radical ABTS tiene que ser
generado tras una reaccion quimica (didéxido de magnesio, persulfato de potasio),
enzimatica o electroquimica; el ABTS no es un radical fisiolégico; los polifenoles estan
impedidos estéricamente, por lo que la reaccién puede ser lenta; la luz y el pH influyen
en la reduccion del ABTS. Los valores de actividad antioxidante pueden depender del
tiempo elegido para efectuar la medida: La absorbancia medida por el método ABTS
se determina al minuto 1 y 7; sin embargo algunos investigadores indican que la
reaccion con el radical ABTS++ no se completa hasta pasado 1 minuto, aunque segun
Re (1999) el tiempo de 4 minutos es el mas apropiado, habiendo otros autores que

sugieren tiempos de medida de 6 minutos para los patrones de referencia y de 7
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minutos para los compuestos puros, extractos de plantas o de alimentos. Kuskoski et
al. (2005) demostré que, para pulpas de frutos congelados, el tiempo de medida de la
absorbancia entre 1 y 7 minutos no es significativo (95% de confianza); por lo que

propone hacer las lecturas al minuto.

1.7.3. Método Folin — Ciocalteu

El método Folin-Ciocalteu se utiliza para medir la cantidad de compuestos fendlicos
totales en productos vegetales, dado que estos compuestos son las moléculas con el
mayor potencial para neutralizar los radicales libres. El acido fosfomolibdotungstico
(formado por dos sales en el medio acido), de color amarillo, al ser reducido por los
grupos fendlicos da lugar a un complejo de color azul intenso, cuya intensidad es la
que se mide espectrofotométricamente a 765 nm para su determinacion de contenido
polifendlico utilizando una curva patron de acido galico. Este reactivo es una mezcla
de acidos, fosfowolframico y fosfomolibdico en medio basico, que se reduce al oxidar
los compuestos fendlicos de la muestra originando 6xidos azules de wolframio
(W8023) y molibdeno (Mo8023).

1.7.4. Secado por aspersion

Es un proceso industrial de deshidratacion capaz de convertir un producto liquido a
polvo a través de un atomizador, mediante el cual se forma una nube de pequefias
gotas que con el contacto con el medio caliente ocasiona la evaporacion de la

humedad, formandose particulas finas que son separadas mediante un ciclén. El
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principio consiste en: 1) alimentacion continua de la muestra a secar a la torre de
secado, ésta debe ser homogénea, puede ser una dispersion o emulsion con su
respectivo material encapsulante. 2) Se pone en contacto con una corriente de aire
caliente en contraflujo o co-corriente, comenzando asi la eliminacion rapida de la
humedad, formandose pequefas particulas de forma esférica, no porosa. 3) al salir las
microcapsulas de la camara de la camara de secado, atraviesan un ciclon y se
depositan en el colector donde pueden ser recogidas (Murali, 2015). El proceso es
continuo y controlado, maneja tiempos cortos de secado, lo que permite secar

materiales termosensibles a bajo costo.

1.7.5. Yoghurt. Alimento funcional

El yoghurt es un derivado lacteo obtenido por la fermentacién de las bacterias
Lactobacillus bulgaricus y Streptococcus thermophilus, quienes convierten la lactosa
de la leche en acido lactico, provocando una disminucion del pH y una consecuente

precipitacion de las proteinas, formandose una textura y sabor caracteristico.

El proceso general para la obtencion del yoghurt se describe a continuacién; 1) se
ajusta la composicién de la leche hacia la cantidad de grasa y sélidos deseados; 2) la
leche se pasteuriza a 85°C (30 min) o a 95°C (10 minutos); 3) se homogeniza (2000 —
2500 psi); 4) se enfria hacia 42°C; 5) se inocula el cultivo; 6) se mantiene la
temperatura por horas hasta llegar a un pH de 4.5; 7) se enfria la mezcla a 7°C para
detener la fermentacion; 8) Se le agregan los ingredientes deseados

(sabor/fruta/color/azucar...); 9) se empaca y se mantiene en refrigeracion.

Entre los principales beneficios que tiene el yoghurt hacia la salud humana y que lo
describe como alimento funcional, destaca la presencia de lactasa en lugar de la

lactosa; los microorganismos que contiene, ayudan a reestablecer la flora intestinal
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sana; y por la cantidad de péptidos lacteos, puede fortalecer el sistema inmunoldgico;

disminuir los niveles de colesterol en sangre, y provee de aporte de calcio absorbible.
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2. MATERIALES Y METODO

La figura 2.1 muestra el diagrama general de la metodologia utilizada en esta

investigacion.

zanahoria color purpura (variedad tipo 'y )
l

[ Etapa . Recoleccion y almacenamiento de residuos de }

Determinacion de contenido de

{ Etapa II. Obtencion de extractos de residuos de zanahoria ] antocianinas
| Determinacion de contenido de
l antioxidantes
[ Etapa lll. Estabilizacion de antocianinas J Determinacion de compuestos
fendlicos

l ‘

[ Etapa IV. Secado y obtencion de concentrados }

l Determinacion de Contenido de
antocianinas

[ Etapa V. Aplicacion en yoghurt }

|

{Etapa VI. Seguimiento de aplicaciones a fecha de caducidadJ

Figura 2.1. Diagrama general de la metodologia de investigacion
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2.1. Recoleccion y almacenamiento de residuos de zanahoria purpura

(variedad tipo 1 y 1l)

Los residuos de zanahoria purpura fueron proporcionados por una empresa de
pigmentos ubicada en el Estado de México y corresponden a dos lotes de produccion,
cada uno de 10 kg, los cuales fueron identificados como residuos de zanahoria,
variedad tipo | y Il. Los residuos fueron almacenados en muestras de 5 g en bolsas de

polietileno a una temperatura entre 0 y 5°C.

Los residuos provenientes de la variedad tipo | muestran una coloracién roja y los
residuos provenientes de la variedad Tipo |l muestran una coloracién roja-purpura.
Ambos residuos presentan un tamafio de particula homogéneo y una consistencia
fibrosa. Sin embargo, se destaca que los residuos de zanahoria tipo Il presentan una
textura al tacto mas blanda. Ambos residuos presentan un porcentaje de humedad del
80%.

2.2. Obtencion de extractos de residuos de zanahoria purpura

La extraccién de antocianinas a partir de los residuos de zanahoria color purpura
provenientes de dos variedades (tipo | y Il) se realizaron mediante la molienda de los
residuos con solucion acida a pH de 1-2 utilizando acidos citrico, tartarico, fosfoérico y

lactico.

2.3. Determinacion del contenido de antocianinas en extractos de residuos

de zanahoria purpura
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2.3.1. Antocianinas monomeéricas

Para determinar la cantidad de antocianinas monoméricas se utilizoé el método de pH
diferencial, de acuerdo con lo reportado por Guisti et al. (2001) con algunas

modificaciones.

Se prepararon dos diluciones buffer, cloruro de potasio y HCI (pH=1.0) y acetato de
sodio y HCI (pH=4.5); posteriormente las muestras de extractos a analizar se
disolvieron con las diluciones buffer a un factor de dilucién previamente determinado,

cada una por separado.

Posteriormente se midi6é la absorbancia de las muestras en el espectrofotdmetro
(PerkinElmer, Lambda 35, EUA) a la 520 (Amax) y 700 nm, usando como blanco agua
destilada. El calculo de la absorbancia (A) de la muestra diluida se realizé utilizando la

ecuacion (1)

A= (Axlvis—max — A 700 )le-O - (A/'Lvis—max - A 700 )pH4.5 (1)

El calculo de la concentracion de antocianinas monomeéricas se realizé utilizando la

ecuacioén 2

Antocianinas monoméricas (%) = (Ax PM x FD x 1000)/(ex1) (2)

Donde,

PM = Peso molecular de la cianidina-3-glucésido, 449.2 g/mol; FD = Factor de dilucion

(Vf/IVi), € = Coeficiente de extincidn molar para la cianindina-3-glucésido, 26900 Lcm-
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1mol-1, | = longitud de celda, 1 cm; 1000 = Factor de conversion de gramos a

miligramos.

2.3.2. Antocianinas poliméricas

Para determinar el porcentaje de antocianinas o color poliméricos se utilizé el método

de Guisti (2001), con algunas modificaciones.

Se prepard una solucion de bisulfito como solucién blanqueadora, se diluyé la muestra
de extracto con agua destilada usando un factor de dilucién previamente determinado;
posteriormente se transfirieron 2.8 ml de la muestra diluida a la celda del
espectrofotometro (PerkinElmer, Lambda 35, EUA) y se agregaron 0.2 ml de la
solucion de bisulfito a una celda y 0.2 ml de agua destilada a otra celda para determinar
las antocianinas que se blanquean o decoloran con bisulfito. Las celdas se dejaron en
reposo durante 15 minutos y luego se midieron las absorbancias de ambas muestras,

a 420 nm, Amax, y 700 nm. Para la lectura se utilizé agua destilada como blanco.

La densidad de color de la muestra control (agua destilada) se realizé utilizando la

ecuacion (3)

[Densidad de color = [(A420nm = Azoonm) T (Aamax — A700nm)] xFD ] (3)

Posteriormente se calculo el color polimérico de la muestra blanqueada con el bisulfito

utilizando la ecuacion (4)
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Color polimérico = [(A420nm - A700nm) + (Axlmax - A700nm)]xFD (4)

Finalmente se calculo el porcentaje de color polimérico utilizando la ecuacion 5

% Color polimérico = (color polimérico / densidad de color) x 100 (5)

2.3.3. Antocianinas totales

El contenido total de antocianinas presentes en los extractos se determind de acuerdo

con el procedimiento descrito por Djordjevic et al., (2013).

El contenido total de antocianinas se obtuvo midiendo la absorbancia de la muestra a

528 nm y se utilizd la ecuacion 6 para la determinacion del porcentaje de antocianinas.

AxFD
718 x m

% Antocianinas = ( )x 100 (6)

Donde A es la absorbancia obtenida de la muestra en la Amax y m es la masa de la
muestra utilizada en gramos, el peso molecular de la cianidina-3-glucésido a 528 nm
es 718 y FD = Factor de dilucién (Vf/Vi), 100 es el factor de conversién para obtener

el porcentaje.
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2.3.4. Contenido de pigmento de antocianinas (mg/L)

El contenido de antocianinas presentes en los extractos y concentrados evaluados se
determind de acuerdo con el procedimiento descrito por Wang (2013). Se obtuvo
midiendo la absorbancia de la muestra a 525nm y se utilizd la ecuacion 7 para la

determinacion de mismo.

Contenido de antocianinas (mg/L) = (Ax PM x FD x 1000) / (ex 1) (7)

Donde A es la absorbancia obtenida de la muestra a la Amax, PM = Peso molecular
(449.2 Daltons), FD = Factor de dilucion, e= Absortividad molar (29, 900). El contenido

de pigmento de antocianina se calculé como equivalentes de cianidina-3-glucésido.

2.4. Determinacion de actividad antioxidante de los extractos de residuos

de zanahoria purpura

Los métodos utilizados para la determinacién de la actividad antioxidante fueron el
método de inhibicion del radical 1,1-difenil-2-picrilhidrazil (DPPH), 2,2-azinobis-(3-
ethylbenzthiazoline-6-sulfonic acid)) (ABTS) y contenido de fenoles totales. Los

métodos se describen a continuacion.
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2.4.1. Porcentaje de inhibicién del radical DPPH

Se prepard una solucion de DPPH (Sigma-Aldrich, STBF6566) al 0.1mM en metanol

acuoso al 80% y se mantuvo en la obscuridad durante 24h (Roy et al., 2015).

Para la determinacién de actividad antioxidante, se adicionaron 0.1 ml de extracto de
muestra a 2.9 ml de la solucién de DPPH metandica, y se midié la absorbancia de esta
solucion a 520 nm, la cual fue identificada como absorbancia control. Posteriormente,
la solucién DPPH-extracto se dejo en agitacion en la obscuridad por 16 minutos, y se

midié nuevamente la absorbancia, indicada como absorbancia del antioxidante.

El porcentaje de inhibicion del radical DPPH se calculé6 mediante la ecuacion 8.

% Inhibicién de DPPH = ((AC(A‘”%) x 100 (8)
c(o

Donde,

Ac(0) = Absorbancia del control a tiempo 0, t=0 min

Ac) = Absorbancia del antioxidante al tiempo t, t= 16 min

Los resultados de inhibiciéon de DPPH, se complementaron con la determinacion de la
capacidad antioxidante de los extractos, tomando como referencia los equivalentes de

trolox (Acido-6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-carboxilico). Para ello se utilizé una
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ecuacion de correlacion en la cual se extrapola la correspondiente equivalencia de

trolox segun el porcentaje de actividad antioxidante obtenido (Zhang et al., 2014).

Los resultados obtenidos representan la capacidad de los extractos para capturar los
radicales libres del trolox, indicando la habilidad de la muestra a atrapar el radical
DPPH, en relacion con una soluciéon estandar de trolox como compuesto de referencia.
La curva de calibracion se construyd con cinco puntos a las concentraciones 0.09,
0.18, 0.36, 0.72, 1.44 mM trolox.

2.4.2. Porcentaje de inhibicién del radical ABTS

Para la determinacion el porcentaje de inhibicion del radical ABTS (AMRESCO -
2723C188, CAS: 30931-67-0) se prepard una solucion de persulfato de potasio a

2.45 mM y por otro lado se prepard una solucion de 7 mM de ABTS; posteriormente
se mezclaron cantidades iguales de ambas soluciones en un vial ambar, la cual se
dejo reposar 24 horas a temperatura de refrigeracion (5-10°C). Posteriormente diluy6
la solucion de ABTS radical con 90% de metanol hasta obtener una absorbancia de
0.7 (£0.02) a 734 nm (diluyendo 1:71.8 (v/v) de metanol 90%); a esta solucion se le dio

el nombre de solucién madre.

De la solucion madre se tomaron 2 mly se colocaron en una celda de cuarzo y se tomé
una alicuota de extracto de 20 microlitros para su posterior lectura de la absorbancia
a 734 nm en un espectrofotdmetro UV-VIS (PerkinElmer, Lambda 35, EUA).

El % de inhibicidon del radical ABTS- se calculd mediante la ecuacion 9.
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% Inhibicién ABTS = ( Asto~ Asty >) x 100 9)

A (Adto_ Adtf
sto\" .
dto

Donde:

Asto Y Astt = Absorbancia de la muestra a tiempo inicial y final respectivamente

Adto Y Agtr = Absorbancia del disolvente a tiempo inicial y final.

Igualmente, en el método DPPH, también se calcul6 la capacidad antioxidante de los
extractos de antocianinas mediante equivalentes de trolox - Acido-6-hidroxi- 2,5,7,8-
tetrametilcroman-2-carboxilico (Sigma-Aldrich BCBW5446, CAS: 53188- 07). La curva
de calibracion se construy6 con cinco puntos a las concentraciones 0.09, 0.18, 0.36,
0.72, 1.44 mM trolox.

2.5. Determinacion de contenido de fenoles

La metodologia aplicada para este analisis se realizé con base en la metodologia
propuesta por Folin et al. (Folin, 1927). Se tomaron 2ml de reactivo Folin (Merck KGaA
Darmstadt — HC57024401) y se llevd a un volumen de 10 ml con agua destilada, dando
como resultado una solucién diluida (SD). Se tomé6 una alicuota de cada extracto
utilizado y se le adicionaron 0.75 ml de NaHCO3, posteriormente se agité y se dejé
reposar durante 20 minutos para asegurarse que la reaccion se lleve a cabo. Se midié
la absorbancia de las muestras a 750 nm en un espectrofotometro UV-Vis

(PerkinElmer, Lambda 35, EUA). Los datos obtenidos se ajustaron a una curva de
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calibracion utilizando acido galico (Sigma-Aldrich, SLBQO358V) como referencia,

utilizandose 5 puntos a las concentraciones de 62.5, 125, 250, 500, 750 pg/ml.

2.6. Estabilizacion de antocianinas de extractos de residuos de zanahoria

purpura mediante copigmentacion y encapsulamiento

En esta etapa se utilizaron la copigmentacion y el encapsulamiento en biopolimeros
como estrategias para estabilizar las antocianinas provenientes de extractos de

residuos de zanahoria purpura.

1) En la copigmentacién se utilizaron dos técnicas, i) la reduccion de agua de los
extractos de zanahoria mediante evaporacién y concentracioén, utilizando un
rotaevaporador marca IKA (modelo RV10B1, Alemania), en condiciones de 60 rpm,
50°C, 425 mmHg de presién por aproximadamente 5 horas, obteniendo una cantidad
de concentrado de 22 g en promedio. ii) Adicidbn de polimeros a los extractos
concentrados usados como agentes de copigmentacion o transportadores. Los
polimeros utilizados fueron los carbohidratos, maltodextrina — Aldrich Chemistry,
dextrosa equivalente 4.0 — 7.0 lote. MKCG1572, CAS: 9050-36-6; almiddn soluble —
Analytyka, lote: 970214, CAT: A3500; goma arabiga de arbol de acacia — Sigma-
Aldrich, lote: SLBL3988V, CAS: 9000-01-5; carboximetilcelulosa — Sigma, lote:
066K0157, CAS: 9004-32-4; pectina de bajo metoxilo — producto de trabajos anteriores
en el laboratorio; xiloglucano — producto de trabajo de laboratorio. El porcentaje de
polimero adicionado a los extractos concentrados de antocianinas se muestra en el

Anexo I.

Los polimeros fueron adicionados por separado a los extractos, mezclando en una
sonicador, marca Branson 1800 por 1 hora, con el fin de lograr disoluciones

homogéneas.

40



MATERIALES Y METODO

Los extractos concentrados y los extractos concentrados con polimeros se
almacenaron en obscuridad, a 4°C y 20°C para dar seguimiento a la estabilizaciéon de

las antocianinas por efecto de la temperatura y tiempo de almacenamiento.

En cada caso se considerd una repeticion por cada experimento y se midio el contenido

de antocianinas totales mensual durante un ano.

2) La otra técnica utilizada para la estabilizacion de antocianinas fue el
encapsulamiento. Para llevarlo a cabo, se tomaron los extractos de antocianinas
provenientes de los residuos de zanahoria purpura y se adiciondé maltodextrina al 8%
(muestra llamada MD8); a la segunda se le adicion6 goma arabiga al 8% (muestra
llamada GAS8). Posteriormente las muestras se llevaron a las instalaciones de la
Universidad Autonoma del Estado de México (UAEM) en donde se sometieron a
secado mediante un secador por aspersion marca TURBO-SPRAY a temperatura de

180°C para obtener polvos de antocianinas.

Los polvos fueron almacenados en obscuridad a 20 °C para dar seguimiento a la
estabilizacion de las antocianinas por efecto del tiempo de almacenamiento. En cada
caso se midid el contenido de antocianinas totales, considerando una repeticion por

cada experimento.

2.7. Elaboracién de un yoghurt con aplicacion de concentrados y polvos

de antocianinas de extractos de residuos de zanahoria purpura

El yoghurt se prepard con una mezcla de leche entera pasteurizada y leche en polvo;
dicha mezcla se pasteurizé6 a 85°C (5min) y posteriormente se enfri6 a 50°C.
Posteriormente se adicion6é un cultivo de Lactobacillus bulgaricus y Streptococcus

thermophilus por inoculacion directa con agitacion.
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La preparacion se incub6é a 50°C por 8 horas hasta alcanzar un pH de 4.5. Se
consideraron las especificaciones citadas en la Norma Oficial Mexicana NOM-181-
SCFI1-2010, Yoghurt, denominacién, especificaciones fisicoquimicas y microbioldgicas,
informacion comercial y métodos de prueba. La composicion del yoghurt fue de 13.6%
de proteina, 5% de grasa y 5.74% de carbohidratos.

El yoghurt experimental fue enriquecido individualmente con el concentrado de
antocianinas (conc.); el polvo secado por aspersion con maltodextrina al 8% (MD8) y
el polvo secado por aspersiéon con goma arabiga al 8% (GA8) respetando la Norma
Oficial Mexicana (NOM-218-SSA1-2011); donde establece como limite maximo de
antocianinas en un producto listo para consumo, 300 mg/L; y a la goma arabiga como

aditivo permitido mientras se sigan las Buenas Practicas de Fabricacién (BPF).

Se determiné pH, °Bx y viscosidad. El pH se midié con un potenciometro digital OHAUS
— Starter 300 siguiendo la metodologia definida en la Norma Oficial Mexicana NMX-F-
317-S-1978. La determinacion de °Bx se midié con un refractdmetro digital portatil
OPTi de Bellingham + Stanley siguiendo la metodologia definida en la Norma Oficial
Mexicana NMX-F-436-SCF-2011.

La viscosidad del yoghurt se determind por medio del redmetro rotacional Brookfield
(Engneering Laboratories, Inc, Synchro-Lectric modelo RVF-110) a 20 rpm utilizando
el dispositivo spindle No.2. La temperatura de lectura fue de 20°C. Los resultados se
reportan en centipoise (cps), equivalente a mPa*seg. La determinacién de la muestra
de yoghurt blanco se someti6 a la misma agitacion a la que se sometio el yoghurt con

la aplicacién de las muestras (conc. MD8, GAS8).

2.8. Estabilidad de antocianinas, DPPH y Folin en el yoghurt
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Al yoghurt elaborado se le dio seguimiento durante su almacenamiento (30 dias) en
términos del contenido de antocianinas por el método descrito en el apartado 2.3.4 y
actividad antioxidante por el método descrito en el apartado 2.4.1 y 2.5.

Como blanco se utilizdé un producto comercial sin color y sabor y uno con sabor fresa.
Para la determinacion de antocianinas y antioxidantes a partir del yoghurt, se tomé
como referencia la metodologia publicada por Benchikh et al. (2020), con ciertas
modificaciones. Se tomaron 0.5 g de muestra y se colocaron en un tubo de ensayo. Se
afiadieron 20 ml de agua acidificada (50:50 v/v, pH=2). Los tubos se agitaron a
velocidad constante durante 15 min con barras magnéticas. Se centrifugaron a 2500
rom durante 10 minutos y se recuperd el sobrenadante para su correspondiente

medicion, manteniéndose a 4°C.
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3. RESULTADOS

3.1. Contenido de antocianinas en extractos de residuos de zanahoria

purpura

3.1.1. Antocianinas monomeéricas

La figura 3.1 muestra un ejemplo del espectro Uv-vis obtenido de un extracto de

residuos de zanahoria tipo | en la determinacion de antocianinas monoméricas.
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Figura 3.1. Espectro Uv-vis de una muestra de extracto proveniente de los residuos

de zanahoria tipo |, utilizado para determinar antocianinas monomeéricas.
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La figura 3.2 y 3.3 muestran los resultados de antocianinas monoméricas (mg/L)
contenidas en extractos de residuos zanahoria tipo | y Il, utilizando 4 soluciones acidas

para la extraccion de antocianinas.
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Figura 3.2. Contenido de antocianinas monoméricas (mg/L) en extractos de residuos

de zanahoria tipo | (residuos) y de zanahoria utilizada como referente (ZI).
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Figura 3.3 Contenido de antocianinas monoméricas (mg/L) en extractos de residuos

de zanahoria tipo Il (residuos) y de zanahoria utilizada como referente (ZI)
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La tabla 3.1 muestra el analisis ANOVA de los datos obtenidos de antocianinas

monomeéricas en los extractos de residuos de zanahoria purpura.

Tabla 3.1. ANOVA de antocianinas monomeéricas de los extractos obtenidos a partir

de los residuos de zanahoria (R).

Extracto Antocianinas Diferencias Diferencias
monomeéricas significativas debido significativas debido

(mg/100gpf) altipo de zanahoria* alos &cidos

utilizados*
R-C-TI 79.46 + 23.58 B A
R-T-TI 66.54 + 25.05 B A
R-L-TI 34.87 £24.30 B B
R-F-TI 26.61+10.49 B B
R-C-TlI 153.04 + 34.41 A A
R-T-TII 113.34 £ 10.87 A A
R-L-TlI 42.91+5.02 A B
R-F-TlI 54.14 + 30.61 A B

*En una misma columna, letras diferentes indican diferencias significativas entre las medias de los
extractos para un p-valor inferior a 0.05. pf = peso fresco, R= residuos de zanahoria, T|= zanahoria Tipo
I, Tll= zanahoria Tipo Il, C= &cido citrico, T= &cido tartarico, L= 4cido lactico, F= acido fosférico.

El analisis ANOVA indicé diferencias significativas de contenido de antocianinas
monomeéricas en los extractos de residuos de zanahoria tipo | y Il. De acuerdo con los
resultados, el mayor contenido de antocianinas monomeéricas, (mg/100g pf) se

encontré en los extractos tipo Il.

Con respecto a los acidos utilizados en la extraccién, ambos tipos de zanahoria (Tipo
| y Il) se comportaron de manera similar, indicando que entre los acidos citrico y
tartarico no hubo diferencia significativa; mientras que se encontraron diferencias
significativas entre las antocianinas monoméricas con respecto a los acidos lactico y

fosforico.

A su vez, los extractos de la zanahoria de referencia tipo | y Il (figura 3.3.) utilizados

como referente de ambos residuos, también presentaron el mismo comportamiento. El
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contenido de antocianinas monomeéricas mas alto fue encontrado en extractos de acido
citrico y tartarico. Por tanto, se establece que mediante el acido citrico y tartarico es
posible extraer mayor cantidad de antocianinas monoméricas en esos tipos de

zanahoria (Tipo | y I). La tabla 3.2 muestra el analisis ANOVA correspondiente.

Tabla 3.2. ANOVA de antocianinas monomeéricas de los extractos obtenidos a partir

de la zanahoria inicial de referencia (ZI).

Extracto Antocianinas Diferencias Diferencias
monomeéricas significativas debido significativas debido
(mg/100gpf) altipo de zanahoria* alos acidos
utilizados™
ZI-C-TI 83.40 £ 25.22 B A
ZI-T-TI 80.57+9.5 B A
ZI-L-TI 38.09 £29.33 B B
ZI-F-TI 50.15 £ 30.32 B B
ZI-C-Tll 190.54 + 19.47 A A
ZI-T-Tll 147.83 + 3.31 A A
ZI-L-TlI 38.48 +£31.59 A B
ZI-F-Tll 80.02 + 31.52 A B

*En una misma columna, letras diferentes indican diferencias significativas entre las medias de los
extractos para un p-valor inferior a 0.05. pf = peso fresco, ZI= zanahoria inicial, R= residuos de
zanahoria, Tl= zanahoria Tipo |, Tll= zanahoria Tipo Il, C= acido citrico, T= &cido tartarico, L= acido
lactico, F= acido fosférico.

La diferencia de contenido de antocianinas monoméricas (mg/100g pf) entre extractos
de residuos de zanahoria tipo | y Il mostré6 que el mayor contenido se encontré en
residuos del tipo I, alcanzando valores de 153.04 y 113.34 mg/100g pf contra 83.4 y
80.57 mg/100g pf del tipo | (ambos en extractos de acido citrico y tartarico,

respectivamente).

Con respecto a los referentes, los extractos de zanahoria tipo Il, también mostraron el
mas alto contenido de antocianinas monoméricas en extractos de zanahoria tipo Il,
alcanzando valores de 190.54 y 147.83 mg/100g pf en extractos de acido citrico y acido

tartarico, respectivamente.
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Bajo la comparacion del contenido de antocianinas monoméricas entre zanahoria tipo
Iy Il y sus residuos, se encontré que estos ultimos contienen aproximadamente 20-
30% menos, lo que significa que los residuos aun contienen una cantidad considerable

de antocianinas para ser aprovechados (70-80%).

Considerando lo reportado en la bibliografia, Algarra et al. (2014) report6 valores de
antocianinas monomeéricas en zanahoria color purpura entre 126.4 +/- 6 mg/100g pf
para la zanahoria variedad Purple Haze y 93.8 +/- 3.0 mg/100g pf para la zanahoria
variedad Antonina, en este caso el autor utilizé HCI y etanol para la extraccién. Por
otro lado, Montilla et al. (2011), reporté valores de antocianinas monoméricas en
zanahoria color purpura entre 15 y 177 mg/L, utilizando HCI para la extraccion. La

diferencia en resultados se atribuye a la variedad de zanahoria y acido utilizado.

En relacion con otras fuentes de obtencion de antocianinas, Lee et al. (2004) obtuvo
13.6 mg/L de antocianinas monoméricas en extractos de arandanos y 63.6 mg/L en
extractos de fresa; Ochoa et al. (2020) reporta valores de antocianinas monoméricas
obtenidas a partir del iame purpura (Dioscorea alata) con valores en un rango de 1.26
a 0.56 mg / g de materia seca, obtenidas mediante la extraccidén ultrasénica y con
Soxhlet, utilizando EtOH/agua como medio de extraccion. Las comparaciones
anteriores nos muestran que los residuos de zanahoria color purpura considerados en
este estudio superan el contenido de antocianinas monomeéricas, y, por tanto,

representan una materia prima competitiva para su aprovechamiento.

Para explicar la eficacia de los acidos sobre la cantidad de antocianinas presentes en
los extractos evaluados, debemos recordar la estructura quimica de los acidos
organicos analizados; el acido citrico es un acido tricarboxilico, el acido tartarico es
dicarboxilico, el lactico es mono carboxilico y el acido fosférico es un acido inorganico.
Los resultados mostraron que la mayor cantidad de antocianinas se obtuvieron con los
acidos con mayor grupos carboxilicos; mismo que lo reportado por Yawadio et al.
(2007), quien estudido el efecto de acidos carboxilicos aromaticos sobre las
antocianinas provenientes del arroz negro y concluyé que a mayor cantidad de grupos

carboxilicos presentes en la nueva estructura formada, las piroantocianinas, mejor la
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potencializacion del color obtenido; dado que a mayor metoxilacion dentro del acido
organico utilizado, se obtienen mejores resultados apoyando la hipoétesis de que los
grupos acilos ocurrian principalmente en las posiciones C-3 y C-6 del monosacarido,
por lo tanto, propuso mecanismos de modificaciones quimicas de antocianinas-
glucdésidos. Proponen que el primer mecanismo de accion es el relacionado con la
acilaciéon del azucar, seguido de del Arreglo de Fries: AICI3 cataliza la conversion de
arilésteres (resultando de la acilacion del azucar) a aril alkil cetona. La segunda
reaccion la proponen como la adicién de Michaels, la cual procede de la formacién de
vinil fenoles via una serie de reacciones: adicibn de Michaelis, ciclizacién, de

hidrogenacion, descarboxilacién, oxidacién y aromatizacion (Yawadio et al., 2007).

3.1.2. Porcentaje de color polimérico

La figura 3.4 muestra un ejemplo del espectro Uv-vis de un extracto de residuos de la

zanahoria tipo | obtenido en la determinacion de color polimérico.
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Figura 3.4. Espectro Uv-vis de un extracto de residuos de zanahoria tipo | obtenido

en la determinacién de color polimérico.

De la figura 3.5. y 3.6 se observa que los residuos de zanahoria color purpura tipo Il y

la zanahoria de referencia tipo Il mostraron mayor contenido de color polimérico, en

comparacién con sus correspondientes residuos y zanahorias de referencia tipo I.
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Figura 3.5. Porcentaje de color polimérico en extractos de residuos y zanahoria tipo I.
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Figura 3.6. Porcentaje de color polimérico en extractos de residuos y zanahoria tipo
Il.

Los valores obtenidos de antocianinas poliméricas para los residuos de zanahoria tipo
Il oscilaron en valores entre 29.73 y 31.16%, en comparacién con la cantidad obtenida

de en los residuos de zanahoria tipo |, valores entre 12.04 y 19.45%.

Asi mismo, los valores obtenidos de antocianinas poliméricas para las zanahorias de
referencia tipo Il son superiores (28.42 — 31.16%) a los valores obtenidos para las
zanahorias de referencia tipo | (12.04 — 19.45%; presentando el mismo
comportamiento antes mencionado para los residuos.

El porcentaje de color polimérico obtenido a partir de extractos de los residuos de la
zanahoria tipo | se encontraron entre 12 y 19.5%, mientras que los extractos de
zanahoria tipo | presentaron 9 — 12%, encontrando una pérdida del 20-30 % de color

polimérico entre zanahoria y residuos.

Las tablas 3.3 y 3.4 muestran el correspondiente analisis ANOVA de los datos de

antocianinas poliméricas en los extractos de residuos tipo | y Il y su referente.

Tabla 3.3. Antocianinas poliméricas de los extractos obtenidos a partir de los

residuos de zanahoria (R).

Extracto Antocianinas Diferencias Diferencias
poliméricas (%) significativas debido | significativas debido a
al tipo de zanahoria* los acidos utilizados™
R-C-TI 14.45 + 8.66 B A
R-T-TI 17.49 £ 8.41
R-L-TI 19.45+2.02 B A
R-F-TI 12.04 £4.07 B A
R-C-TII 29.73+16.18 A A
R-T-TlI 28.42 +6.83 A A
R-L-TII 30.62 £ 20.00 A A
R-F-TlI 31.16 £3.85 A A
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*En una misma columna, letras diferentes indican diferencias significativas entre las medias de los
extractos para un p-valor inferior a 0.05. pf = peso fresco, R= residuos de zanahoria, TI= zanahoria Tipo

I, Tll= zanahoria Tipo Il, C= acido citrico, T= acido tartarico, L= acido lactico, F= acido fosférico

Tabla 3.4. Antocianinas poliméricas de los extractos obtenidos a partir de la

zanahoria purpura inicial de referencia (ZI).

Extracto Antocianinas Diferencias Diferencias
poliméricas (%) significativas debido | significativas debido a
al tipo de zanahoria* los acidos utilizados™
ZI-C-TI 10.82 £+2.93 B A
ZI-T-TI 9.31+£0.71 A
ZI-L-TI 9.62+0.93 B A
ZI-F-TI 11.66 £ 2.5 B A
ZI-C-Tll 27.04 £10.15 A A
ZI-T-Tll 26.62 + 12.22 A A
ZI-L-TII 33.80+14.29 A A
ZI-F-Tll 32.80 £ 3.65 A A

*En una misma columna, letras diferentes indican diferencias significativas entre las medias de los
extractos para un p-valor inferior a 0.05. pf = peso fresco, ZI= zanahoria inicial, R= residuos de
zanahoria, Tl= zanahoria Tipo I, Tll= zanahoria Tipo Il, C= acido citrico, T= acido tartarico, L= acido

lactico, F= acido fosférico.

3.1.3. Porcentaje de Antocianinas totales

La figura 3.7 muestra un ejemplo del espectro Uv-vis de un extracto de residuos de la

zanahoria tipo | obtenido en la determinacion de antocianinas totales.
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El mayor porcentaje de antocianinas totales se encontrd en extractos de acido tartarico
y citrico provenientes de residuos de zanahoria tipo Il, alcanzando valores de 14 a
24%, respectivamente, mientras que los extractos de residuos de zanahoria tipo |,
mostraron valores de 15 a 19% para los mismos 4&acidos, tartarico y citrico,

respectivamente.
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Figura 3.7. Espectro Uv-vis de un extracto de residuos de zanahoria tipo |, utilizado

en la determinacion de antocianinas totales.

En las figuras 3.8 y 3.9 se muestran los resultados obtenidos sobre el porcentaje de

antocianinas totales en extractos de residuos y zanahoria tipo | y Il

Con respecto a los referentes, el zanahoria tipo Il arrojé el mayor contenido de
antocianinas totales en extractos de acidos tartarico y citrico (33 y 41%
respectivamente), mientras los valores obtenidos por los referentes de zanahoria tipo

| alcanzaron valores de 20 y 31%.

Las figuras 3.8 y 3.9 también muestran que el porcentaje de antocianinas totales
obtenido para los residuos de los referentes zanahoria (tipo | y Il), mantuvieron la

misma tendencia encontrada en los resultados de los residuos.
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Las tablas 3.5 y 3.6 muestran el analisis ANOVA de los datos de antocianinas totales

en los extractos de residuos de zanahoria purpura tipo | y Il
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Figura 3.8. Porcentaje de antocianinas totales en extractos de residuos y zanahoria
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Figura 3.9. Porcentaje de antocianinas totales en extractos de residuos y zanahoria

Inicial tipo Il.
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El analisis ANOVA indicd que existen diferencias significativas en las antocianinas

totales y los tipos de residuo | y II.

A su vez, entre los tipos de acido utilizado en la obtencion de extractos, el acido citrico
mostro diferencia significativa con respecto al contenido de antocianinas totales, pero
no existen diferencias significativas entre el acido tartarico y los otros dos acidos

(lactico y fosforico) utilizados.

Bajo los resultados encontrados sobre contenido de antocianinas en extractos de
residuos de zanahoria purpura, se establece que el mayor contenido de antocianinas
monomeéricas, poliméricas y totales es proporcionado por los residuos de zanahoria

tipo II, por lo que este tipo de zanahoria se selecciond para posteriores analisis.

Por su parte, los acidos que permiten la mayor extraccion de antocianinas en los
residuos de zanahoria color purpura son el acido citrico y tartarico, por lo que estos
extractos se seleccionaron para posteriores analisis. El resultado se atribuye a la
copigmentacién y estabilizacién que causa la adicion de los acidos citrico y tartarico a
las antocianinas, debido a la formacién de complejos o asociacion de las moléculas,
colaborando en la proteccion de la molécula al ataque del agua, lo que no sucede con

el acido fosforico.

La pérdida de antocianinas en los extractos de residuos con respecto a los extractos
de la zanahoria de donde provienen es del 10-30%, por lo que aun pueden ser
aprovechados para diferentes aplicaciones. Con respecto a otras fuentes de obtencion
de antocianinas, los residuos de zanahoria son competitivos debido a su alto contenido

en estas estructuras.

Tabla 3.5. Antocianinas totales de los extractos obtenidos a partir de los residuos de

zanahoria (R).
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Extracto Antocianinas totales Diferencias Diferencias
(%) significativas debido | significativas debido a
al tipo de zanahoria* los acidos utilizados*
R-C-TI 19.02 £ 5.31 B A
R-T-TI 15.92 + 1.61 AB
R-L-TI 12.00+ 5.6 B B
R-F-TI 14.98 £ 0.79 B B
R-C-TII 24.37 £ 3.94 A A
R-T-TlI 20.86 +4.70 A AB
R-L-TII 17.31+£3.45 A B
R-F-TlI 13.94+1.15 A B

*En una misma columna, letras diferentes indican diferencias significativas entre las medias de los
extractos para un p-valor inferior a 0.05. pf = peso fresco, R= residuos de zanahoria, Tl= zanahoria
Tipo |, Tll= zanahoria Tipo Il, C= acido citrico, T= acido tartarico, L= acido lactico, F= acido fosfdrico.

Tabla 3.6. Antocianinas totales de los extractos obtenidos a partir de la zanahoria

purpura inicial de referencia (Z1).

Extracto Antocianinas totales Diferencias Diferencias
(%) significativas debido | significativas debido a
al tipo de zanahoria* los acidos utilizados™
ZI-C-TI 30.95 + 14.01 B A
ZI-T-TI 25.76 + 1.47 AB
ZI-L-TI 17.27 £ 3.65 B B
ZI-F-TI 19.83+2.48 B B
ZI-C-Tll 40.48 £ 1.81 A A
ZI-T-Tll 32.61+6.52 A AB
ZI-L-TlI 24.25+5.18 A B
ZI-F-Tll 2252 +2.50 A B

*En una misma columna, letras diferentes indican diferencias significativas entre las medias de los
extractos para un p-valor inferior a 0.05. pf = peso fresco, ZI= zanahoria inicial, R= residuos de
zanahoria, Tl= zanahoria Tipo |, Tll= zanahoria Tipo Il, C= acido citrico, T= &cido tartarico, L= acido

lactico, F= acido fosforico.
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El analisis ANOVA indicé diferencias significativas de contenido de antocianinas
poliméricas en los extractos de residuos de zanahoria tipo | y Il. De acuerdo con los
resultados, el mayor contenido de antocianinas poliméricas (mg/100g pf) se encontré
en los extractos tipo Il. Sin embargo, con respecto a los acidos utilizados en la
extraccion, ambos tipos de zanahoria (Tipo | y 1) mostraron que no hubo diferencia

significativa entre los acidos utilizados en la extraccion.

Por tanto, los resultados obtenidos de color polimérico no se vieron influenciado por

los acidos utilizados; solo por el tipo de zanahoria.

Comparando estos datos obtenidos con los reportados por la bibliografia, Turkyilmaz

et al. (2012) reporta 18.31% de antocianinas poliméricas para jugo de zanahoria.

El efecto de los acidos utilizados en la obtencion de extractos sobre el contenido de
antocianinas (monomeéricas, poliméricas y totales) fue examinado mediante un analisis
ANOVA utilizando un disefio experimental de dos factores, 1) Factor 1, con 4 niveles
por el tipo de acido utilizado en la obtencién de extractos (tartarico, citrico, fosférico y
lactico) y 2) Factor 2, con 2 niveles por tipo de residuo | y Il, con 3 repeticiones cada

uno, obteniendo un total de 24 datos.

Los niveles para la variedad de zanahoria fueron variedad tipo | y tipo Il. Los valores

para los acidos fueron citrico, tartarico, fosférico, lactico,

Los valores de contenido de antocianinas se expresaron como media de la desviacion
estandar. La diferencia estadistica de la diferencia entre varios grupos se evalué
mediante un analisis de varianza, (ANOVA) dos factores seguido de una prueba de
Tukey, utilizando el software Minitab, version 19.2020.1.0; Minitab, LLC Software, Inc.

Las diferencias se consideraron significativas para p<0.05.
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3.2. Determinacién de la actividad antioxidante en residuos y en

zanahorias de referencia tipo l y Il

3.2.1. Actividad Antioxidante utilizando el radical - 2,2-

Difenil-1- Picrilhidrazilo (DPPH)

La figura 3.10 muestra un ejemplo del espectro Uv-vis de un extracto de residuos de

la zanahoria tipo | obtenido en la determinacion de inhibicion del DPPH.
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Figura 3.10. Espectro Uv-vis de una muestra de extracto de residuos de zanahoria tipo

| obtenido en la determinacion de inhibicion del DPPH con dos tipos de acidos.
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Para la determinacion de la capacidad antioxidante mediante el método DPPH, se
utilizé la siguiente curva patrén (figura 3.11) utilizando diferentes concentraciones de
trolox, obteniendo un R? de 0.9912.
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Figura 3.11. Curva de calibracion con trolox para la determinacién de capacidad

antioxidante utilizando el método DPPH.

La figura 3.12 y 3.13 muestran los resultados obtenidos de la actividad antioxidante de
los extractos de residuos de zanahoria tipo | y Il y sus referentes. La actividad
antioxidante es expresada como uM TE / 100 g pf (TE= Equivalentes de trolox, pf=

peso fresco). La tabla 3.7 muestra su correspondiente analisis ANOVA.
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Figura 3.12. Porcentaje de inhibicién del DPPH como actividad antioxidante de los

residuos tipo | y .
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Figura 3.13. Porcentaje de inhibicién del DPPH como actividad antioxidante de los

referentes zanahoria tipo | y II.

La actividad antioxidante con DPPH (uM TE/100 g) pf obtenidos por el método DPPH

para extractos de residuos de acido citrico y tartarico fueron similares, puesto que no
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presentaron diferencia significativa entre ellos, tanto para el origen de zanahoria como

para el tipo de acido utilizado; obteniendo valores entre 245 y 281 yM TE/100 g pf, lo

cual se demuestra con los datos de analisis ANOVA en la tabla 3.7 y 3.8.

Tabla 3.7. Actividad antioxidante de los extractos obtenidos a partir de los residuos de

zanahoria ® utilizando el método DPPH.

Extracto DPPH (UM TE /100 g Diferencias Diferencias
pf) significativas debido | significativas debido a
al tipo de zanahoria* los acidos utilizados*
R-C-TI 24593 £ 55.15 A A
R-T-TI 271.24 £ 49.06 A A
R-C-TII 260.06 + 37.51 A A
R-T-TlI 281.19£64.23 A A

*En una misma columna, letras diferentes indican que el analisis de varianza (ANOVA) sefiald

diferencias significativas entre las medias de los extractos para un p-valor inferior a 0.05. pf = peso

fresco, R= residuos de zanahoria, Tl= zanahoria Tipo |, Tll= zanahoria Tipo Il, C= acido citrico, T= acido

tartarico, L= acido lactico, F= acido fosforico.

Tabla 3.8. Actividad antioxidante de los extractos obtenidos a partir de la zanahoria

purpura inicial de referencia (ZI) utilizando el método DPPH.

Extracto DPPH (UM TE /100 g Diferencias Diferencias
pf) significativas debido | significativas debido a
al tipo de zanahoria* los acidos utilizados™
ZI-C-TI 365.7 + 1.61 B A
ZI-T-TI 346.99 + 12.03 B A
ZI-C-Tll 365.17 + 16.31 A A
ZI-T-Tll 370.18 + 35.96 A A

61



RESULTADOS

*En una misma columna, letras diferentes indican que el analisis de varianza (ANOVA)
sefialé diferencias significativas entre las medias de los extractos para un p-valor
inferior a 0.05. pf = peso fresco, R= residuos de zanahoria, Tl= zanahoria Tipo |, TlI=
zanahoria Tipo Il, C= &acido citrico, T= acido tartarico, L= acido lactico, F= acido

fosforico.

Algarra et al. (2014) reporta valores de 240 +/- 54 yM TE /100g fw (Purple Haze) y 17.6

+/- 9.0 uM TE /100g fw (Antonina), lo que nos indica que los residuos de zanahoria
utilizados aun contienen una capacidad antioxidante lo suficientemente robusta para

poder se reutilizados.

3.2.2. Actividad Antioxidante 2,2-azinobis, 3-etilbenzotiazolina-6-
acido sulfénico (ABTS)

Para la determinacion de la capacidad antioxidante mediante el método ABTS, se
utilizé la siguiente curva patrén (figura 3.14) utilizando diferentes concentraciones de
trolox, obteniendo un R? de 0.9921.

La figura 3.15 y 3.16 muestran los resultados obtenidos de la actividad antioxidante de
los extractos de residuos de zanahoria tipo | y Il y su referente. La actividad
antioxidante es expresada como uM TE / 100 g pf (TE= Equivalentes de trolox, pf=

peso fresco). La tabla 3.9 muestra el analisis ANOVA correspondiente.
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Figura 3.14. Curva de calibracién con trolox para la determinacion de capacidad

antioxidante utilizando el método ABTS.
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Figura 3.15. Porcentaje de inhibicion del ABTS como actividad antioxidante de los

residuos | y residuos II.
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Figura 3.16. Porcentaje de inhibicién del ABTS como actividad antioxidante de la

zanahoria de referencia tipo | y Il

Los valores de capacidad antioxidante (uM TE / 100 g pf) obtenidos por el método

ABTS para ambos residuos de zanahoria no presentaron diferencia significativa entre

ellos, ni para el tipo de zanahoria utilizado ni para el tipo de acido; obteniendo valores

entre 50y 72 uM TE / 100 g pf, tal como se puede observar en los datos del analisis

ANOVA presentados en las tablas 3.9 y 3.10.

Tabla 3.9. Actividad antioxidante de los extractos obtenidos a partir de los residuos de

zanahoria (R) utilizando el método ABTS.

Extracto ABTS (uM TE /100 g Diferencias Diferencias
pf) significativas debido | significativas debido a
al tipo de zanahoria* los acidos utilizados™
R-C-TI 55.21+£10.6 A A
R-T-TI 7249+ 17.99 A A
R-C-TlI 52.07 £12.7 A A
R-T-TlI 49.94 £ 13 A A
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*En una misma columna, letras diferentes indican que existen diferencias significativas entre las medias
de los extractos para un p-valor inferior a 0.05. pf = peso fresco, R= residuos de zanahoria, Tl= zanahoria
Tipo |, Tll= zanahoria Tipo Il, C= &cido citrico, T= acido tartarico, L= acido lactico.

Tabla 3.10. Actividad antioxidante de los extractos obtenidos a partir de la zanahoria

purpura inicial de referencia (ZI) utilizando el método ABTS.

Extracto ABTS (WM TE /100 g Diferencias Diferencias
pf) significativas debido | significativas debido a

al tipo de zanahoria* los acidos utilizados™

ZI-C-TI 164.72 + 7.42 B A
ZI-T-TI 140.15 + 1.82 B A
ZI-C-TlI 164.4 +3.92 A A
ZI-T-Tll 113.44 + 3.95 A A

*En una misma columna, letras diferentes indican que el analisis de varianza (ANOVA) sefald
diferencias significativas entre las medias de los extractos para un p-valor inferior a 0.05. pf = peso
fresco, R= residuos de zanahoria, Tl= zanahoria Tipo |, Tll= zanahoria Tipo Il, C= acido citrico, T= &cido
tartarico, L= acido lactico.

Lo resultados obtenidos tanto para DPPH como para ABTS confirmaron que la
capacidad antioxidante obtenida en los residuos de zanahoria, son suficientemente

robustos para poder ser reutilizados.

Con los resultados obtenidos se puede afirmar que la actividad antioxidante de los

extractos se debe principalmente a las antocianinas.

Muselik et al. (2007) determiné que, dentro de los grupos de catequinas, procianidinas,
antocianinas y piroantocianinas; reporté que las procianidinas (polimeros de
catequinas) son las que mostraron mayor capacidad antioxidante en los estudios in

vitro analizados.
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3.2.3. Contenido de fenoles totales mediante el método Folin-Ciocalteu

Para la determinacién del contenido de fenoles totales, se utilizd la siguiente curva
patrén (figura 3.17) utilizando diferentes concentraciones de acido galico, obteniendo
un R? de 0.9963.
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35
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/ml)
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Absorbancia (750 nm)

Figura 3.17. Curva de calibracién con acido galico para la determinacion de fenoles

totales utilizando el método Folin-Ciocalteu.

La figura 3.18 y 3.19 muestran los resultados obtenidos de contenido de fenoles totales
de los extractos de residuos de zanahoria tipo | y Il y de los referentes de zanahoria
tipo | y II. El contenido de fenoles totales es expresado como mg GAE / 100 g pf (GAE=

Equivalentes de acido galico, pf= peso fresco).

Los valores de contenido de fenoles para los residuos de zanahoria tipo Il alcanzaron
valores de 309 a 482 mg GAE / 100 g pf. Los valores obtenidos para los residuos de
zanahoria tipo | fueron de 163 a 193 mg GAE / 100 g pf.
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Figura 3.18. Contenido de fenoles totales de los residuos | y residuos Il.
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Figura 3.19. Contenido de fenoles totales de las zanahorias iniciales de referencia | y
Il.
La tabla 3.11 y 3.12 muestran el analisis ANOVA correspondiente al contenido de

fenoles en extractos de residuos de zanahoria y sus referentes.
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El contenido de fenoles totales obtenidos para los residuos de zanahoria tipo |l

obtuvieron valores significativamente mas altos que los valores obtenidos para los

residuos de zanahorita tipo I, manteniéndose el mismo comportamiento en los

referentes.

Con respecto al comparativo entre extractos de acido citrico y tartarico, también se

encontro diferencia significativa entre ambos extractos.

Tabla 3.11. Contenido de fenoles totales de los extractos obtenidos a partir de los

residuos de zanahoria ® utilizando el método Folin — Ciocalteu.

Extracto Fenoles totales (mg Diferencias Diferencias
GAE /100 g pf) significativas debido | significativas debido a
al tipo de zanahoria* los acidos utilizados*
R-C-TI 162.91 + 10.53 B A
R-T-TI 192.60 + 39.47 B A
R-C-TII 482.09 + 38.81 A A
R-T-TlI 308.92 +56.43 A A

*En una misma columna, letras diferentes indican que el analisis de varianza (ANOVA) sefiald
diferencias significativas entre las medias de los extractos para un p-valor inferior a 0.05. pf = peso
fresco, R= residuos de zanahoria, Tl= zanahoria Tipo |, Tll= zanahoria Tipo Il, C= acido citrico, T= &cido

tartarico, L= acido lactico, F= acido fosforico.

Tabla 3.12. Contenido de fenoles totales de los extractos obtenidos a partir de la

zanahoria purpura inicial de referencia (ZI) utilizando el método Folin-Ciocalteu.

Extracto Fenoles totales (mg Diferencias Diferencias
GAE /100 g pf) significativas debido | significativas debido a
al tipo de zanahoria* los acidos utilizados™
ZI-C-TI 260.91 + 55.12 B A
ZI-T-TI 231.66 +42.78 B A
ZI-C-Tll 599.45 + 56.41 A A
ZI-T-Tll 457.12 + 39.89 A A

*En una misma columna, letras diferentes indican que el analisis de varianza (ANOVA) sefiald

diferencias significativas entre las medias de los extractos para un p-valo

r inferior a 0.05. pf =
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peso fresco, R= residuos de zanahoria, Tl= zanahoria Tipo |, Tll= zanahoria Tipo Il, C= acido citrico, T=

acido tartarico, L= acido lactico, F= acido fosférico.

De los resultados obtenidos sobre actividad antioxidante de los extractos de residuos
obtenidos en el presente trabajo, se indica que dichos extractos muestran una

capacidad antioxidante alta para su reuso.

En comparacién con otros autores, Algarra et al. (2014) report6 la capacidad
antioxidante de la zanahoria variedad Antonina (extraido con EtOH y HCI), como 17.6
1 9.0 umol TE/100g (DPPH), lo que muestra coincidencia en la capacidad antioxidante

de los extractos de residuos de zanahoria tipo | y Il.

Adicionalmente, el comparativo de la capacidad antioxidante de los extractos de los
residuos de zanahoria tipo | y Il con extractos obtenidos de la zanahoria naranja,
muestra que dicha capacidad es superior, ya que de acuerdo con lo reportado por
Algarra et al. (2014) los valores de la zanahoria naranja se encuentran en 1.4 £ 0.4
umol TE/100g.

Comparando los resultados de capacidad antioxidante por medio de los métodos
DPPH y ABTS obtenidos en el presente trabajo con los valores reportados a partir de
otros frutos conteniendo antocianinas, como la zarzamora, Zafra-Rojas et al. (2016)
reporta valores de 9617.22 pmol TE/100g dw para el DPPH, los cuales son muy
similares a los obtenidos en el presente trabajo, dado que los valores obtenidos para
los 4 tipos de residuos evaluados oscilaron entre 6,572 — 7,268 ymol TE/100g dw; lo
que nos indica que la capacidad antioxidante aun presente en los residuos de
zanahoria, son competentes para poder ser aprovechados. Al comparar los resultados
reportados con el método ABTS en el mismo estudio de Zafra-Rojas et al. (2016),
obtienen valores de 6318.98 umol TE/100g dw, los cuales son significativamente mas
bajos a los obtenidos en el presente trabajo, ya que los valores oscilan entre 49,980 —

60,928 umol TE/100g dw para los extractos de residuos de zanahoria evaluados, lo
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que confirma que la cantidad antioxidante contenida aun en los residuos es suficiente

para poder ser aprovechada.

A partir de los resultados obtenidos de actividad antioxidante, para la siguiente etapa
se seleccionaron los residuos de la variedad Il de zanahoria y los extractos

provenientes del acido citrico.

Los datos de contenido de compuestos fendlicos y actividad antioxidante fueron
analizados mediante un ANOVA usando un disefio experimental de dos factores, 1)
tipo de acido utilizados en la extraccion de antocianinas, considerando 2 niveles, acido
citrico y tartarico, y 2) factor 2 con dos niveles, considerando el tipo de zanahoria tipo
I'y Il, con 3 repeticiones cada uno, obteniendo un total de 12 datos al seleccionar dos
extractos de acidos de los resultados anteriores. La tabla 2.2 muestra las variables

utilizadas en el disefio experimental.

Los valores de capacidad antioxidante y contenido de fenoles se expresaron como
media [ desviacion estandar. La diferencia estadistica entre varios grupos se evalué
mediante un analisis de varianza, (ANOVA) dos factores seguido de una prueba de
Tukey, utilizando el software Minitab, version 19.2020.1.0; Minitab, LLC Software, Inc.

Las diferencias se consideraron significativas para p<0.05.

Los valores para la variedad de zanahoria fueron tipo | y tipo Il. Los valores para los

acidos fueron citrico y tartarico.
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3.3. Estabilizacion de antocianinas de extractos de residuos de

zanahoria purpura mediante copigmentacion y encapsulamiento

En la tabla 3.13 y 3.14 se presentan los resultados obtenidos del contenido de
antocianinas (mg/L) de los extractos concentrados de los residuos de zanahoria con
su respectiva adicidon de polisacaridos (maltodextrina, almidén, goma arabiga,
carboximetilcelulosa, pectina y xiloglucano) de forma individual y en combinacion con
el xiloglucano, en comparacion con el control (concentrado) y el extracto (sin
concentrar) bajo temperatura de 4°C y 20°C, respectivamente. Los resultados
muestran 360 dias de almacenamiento (equivalente a un afo). El contenido de

antocianinas se calcul6 como pigmento de antocianinas (mg/L).

Las figuras 3.20, 3.22, 3.24, 3.26 y 3.28 muestran el comportamiento de los resultados
obtenidos de pigmento de antocianinas (mg/L) en los extractos de residuos de
zanahoria tipo Il con la adicion de maltodextrina, almidéon, goma arabiga,
carboximetilcelulosa y pectina, respectivamente; en individual y también en
combinacion del transportador con xiloglucano a temperatura de 4°C comparando con

los extractos de residuos concentrados.

Las figuras 3.21, 3.23, 3.25, 3.27 y 3.29 muestran el comportamiento de los resultados
obtenidos de pigmento de antocianinas (mg/L) en los extractos de residuos de
zanahoria tipo Il con la adicion de maltodextrina, almidéon, goma arabiga,
carboximetilcelulosa y pectina en individual y también en combinacién del
transportador con xiloglucano a temperatura de 20°C comparando con los extractos

de residuos concentrados.
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Figura 3.20. Contenido de antocianinas (mg/L) en concentrados con maltodextrina

(MD), maltodextina con xiloglucano (MD/XG); xiloglucano (XG), control (C) y extracto

(E); a 4°C.
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Figura 3.21. Contenido de antocianinas (mg/L) en concentrados con maltodextrina
(MD), maltodextina con xiloglucano (MD/XG); xiloglucano (XG), control (C) y extracto
(E); a 20°C.
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Figura 3.22. Contenido de antocianinas (mg/L) en concentrados con almidén (Alm),

almidon con xiloglucano (Alm/XG); xiloglucano (XG), control (C) y extracto (E); a 4°C.
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Figura 3.23. Contenido de antocianinas (mg/L) en concentrados con almidén (Alm),
almidon con xiloglucano (Alm/XG); xiloglucano (XG), control (C) y extracto (E); a
20°C.
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Figura 3.24. Contenido de antocianinas (mg/L) en concentrados con goma arabiga
(GA), goma arabiga con xiloglucano (GA/XG); xiloglucano (XG), control (C) y
extracto (E); a 4°C.
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Figura 3.25. Contenido de antocianinas (mg/L) en concentrados con goma arabiga
(GA), goma arabiga con xiloglucano (GA/XG); xiloglucano (XG), control (C) y
extracto (E); a 20°C.
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Figura 3.26. Contenido de antocianinas (mg/L) en concentrados con
carboximetilcelulosa (CMC), carboximetilcelulosa con xiloglucano (CMC/XG);

xiloglucano (XG), control (C) y extracto (E); a 4°C.
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Figura 3.27. Contenido de antocianinas (mg/L) en concentrados con
carboximetilcelulosa (CMC), carboximetilcelulosa con xiloglucano (CMC/XG);

xiloglucano (XG), control (C) y extracto (E); a 20°C.
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Figura 3.28. Contenido de antocianinas (mg/L) en concentrados con pectina (Pec),
pectina con xiloglucano (Pec/XG); xiloglucano (XG), control (C)y  extracto (E); a
4°C.
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Figura 3.29. Contenido de antocianinas (mg/L) en concentrados con pectina (Pec),
pectina con xiloglucano (Pec/XG); xiloglucano (XG), control (C)y  extracto (E); a
20°C.

Los resultados ANOVA respectivos, se muestran en el ANEXO |I.
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El contenido de antocianinas (mg/L) obtenido en los concentrados de residuos de
zanahoria purpura durante 360 dias de almacenamiento a 4°C con los diferentes
polimeros evaluados, presentaron diferencia significativa entre ellos (método de
Tukey, 95% de confianza). Las muestras que obtuvieron los valores significativamente
mas altos fueron los concentrados copigmentados de control, goma arabiga, goma
arabiga/xiloglucano, almidén, maltodextrina, xiloglucano y almiddn/xiloglucano, con
valores entre 6747.67 y 5806.88 mg/L. Las muestras concentradas copigmentadas con
pectina y carboximetilcelulosa (también en combinacién con el xiloglucano) obtuvieron
valores entre 3312.34 y 2462.56 mg/L. Los valores significativamente mas bajos fueron
los correspondientes a los extractos (control, almidén, goma arabiga, maltodextrina,
goma arabiga/xiloglucano, xiloglucano, maltodextrina/xiloglucano,
almidoén/xiloglucano, pectina, pectina/xiloglucano, carboximetilcelulosa,

carboximetilcelulosa/xiloglucano) con valores entre 426.72 y 317.75 mg/L.

En relacién a el contenido de antocianinas (mg/L) obtenido en los concentrados de
residuos de zanahoria purpura durante 360 dias de almacenamiento a 20°C con los
diferentes polimeros evaluados, también se presentaron diferencias significativas
entre ellos (método de Tukey, 95% de confianza); siendo los concentrados
copigmentados con goma arabiga, control, xiloglucano, goma arabiga/xiloglucano,
almidon, almidén/xiloglucano, maltodextrina y maltodextrina/xiloglucano, con valores
entre 6015.52 y 5351.85 mg/L. Las muestras concentradas copigmentadas con
pectina y carboximetilcelulosa (también en combinacién con el xiloglucano) obtuvieron
valores entre 3233.43 y 2418.98 mg/L.

Los valores significativamente mas bajos fueron los correspondientes a los extractos
(control, almidén, goma arabiga, maltodextrina, goma arabiga/xiloglucano, xiloglucano,
maltodextrina/xiloglucano,  almiddén/xiloglucano, pectina, pectina/xiloglucano,
carboximetilcelulosa, carboximetilcelulosa/xiloglucano) con valores entre 449.05 y
318.38 mgl/L.

Analizando el comportamiento del contenido de antocianinas durante los 360 dias de

seguimiento (Anexo |.) para el caso especifico de los concentrados control; obtenemos
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RESULTADOS

que no existe diferencia significativa entre el dia 0 y el dia 360 en cuanto a contenido
de antocianinas(mg/L), tanto a 4 y 20°C. La diferencia significativa existe entre el
contenido de antocianinas (mg/L) a 4°C con respecto a 20°C, siendo aproximadamente

un 10% mayor a la temperatura de 4°C.

El comportamiento observado en las muestras control, maltodextrina, almidon, goma
arabiga y xiloglucano se atribuy6 a los procesos de copigmentacién de las antocianinas
en las muestras, lo cual permite en ensamble de antocianinas obteniendo moléculas
mas largas. De acuerdo con Rein et al. (2005), a través de una concentracién minima
de 3.5 x 10-5 M de antocianinas, la intensidad de color se ve incrementada linealmente
con el incremento del proceso de la copigmentacién, posteriormente se presenta un

decremento hasta alcanzar la estabilizacion.

Este comportamiento observado en las muestras con la adicion de
carboximetilcelulosa y pectina se puede deber a lo reportado por Pedailillo et al. (2013),
quien evalud el efecto de la carboximetilcelulosa sobre las caracteristicas fisicas y
quimicas del vino tinto de la variedad Carméneére, en el cual documenta una directa
relacion entre la pérdida de antocianinas y la precipitacion de materia colorante en
vinos tintos originada por la accion de la carboximetilcelulosa; proponiendo en su
mismo estudio que dicho efecto puede ser controlado mediante la adicién de
sustancias denominadas “coloides protectores” como la goma arabiga, la cual impide

la floculacion de la materia colorante coloidal.

El comportamiento obtenido de antocianinas en almacenamiento coincide con el
reportado por Flores-Aguilar et al. (2018) y Martinez et al. (2011). Los autores
determinaron la estabilidad térmica y de almacenamiento de las antocianinas
presentes a maiz morado (Zea mays L.) y jugo de agraz (Vaccinium meridionale Sw.)
a temperaturas de 4, 18 y 37°C, obteniendo en ambos estudios los valores mas altos
de contenido de antocianinas totales a menor temperatura de almacenamiento (4°C),
concluyendo que la degradacion de las antocianinas es menor debido a que la
velocidad de reaccion entre las moléculas disminuye y por lo tanto la estabilidad de las

mismas es mejor a dicha temperatura.
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Tabla 3.13 Contenido de antocianinas (mg/L) para estudio de estabilidad a 4°C

R

ESULTADOS

SEGUIMIENTO A 360 DIAS EXTRACTOS Y

CONCENTRADOS (4°C)

DiAS 0 30 60 90 120 150 180  [270  |300 330 360
EC 25019 |248.81 |27511 |24852 |249.25 |- - - - - -
Control 522566 |7414.63 |7133.84 |7574.61 |751550 |6080.73|6580.25|6812.52|7394.77 | 5948.13 | 5899.68
EMD 25178 |240.82 |249.72 |218.64 |23645 |- - - - - -

CMD 4993.17 |6887.15 |7029.28 |5979.77 |5588.50 |5987.79|5282.41|6264.11|6749.02 |5226.13 | 6145.91
EMD/XG 26220 |206.75 |217.44 |218.11 |22043 |- - - - - -
CMDIXG 4577.96 |4466.57 |5222.88 |6190.79 |6193.60 |6051.05|5674.25|7016.79|4890.94 |6257.92 |6162.64
EXG 25353 |219.81 |199.78 |209.65 |252.64 |- - - - - -

CXG 5491.05 |7069.37 |622569 |5651.18 |5420.19 |5372.87|5903.27 |6164.99|5981.59 |6257.92 |6162.64
EAIM 236.61 |234.96 |251.88 22927 27579 |- - - - - -

CAIm 5236.17 |6626.90 |7057.78 |6503.69 |5260.05 |6737.52|6630.78|5600.13|4883.87 |5687.17 |6076.32
EAIM/XG 238.97 |202.98 |176.84 |213.70 |243.89

CAIm /XG 5397.56 |7394.52 |5565.69 |5261.75 |5800.24 |4589.86|5877.90 |6731.49|6625.78 | 6235.83 | 6076.32

*EC= Extracto control; CC= Concentrado control; EMD= Extracto maltodextrina; CMD= Concentrado maltodextrina; EMD/XG= Extracto

maltodextrina/xiloglucano; CMD/XG= Concentrado maltodextrina/xiloglucano; EXG=

Extracto xiloglucano; CXG=

Concentrado

xiloglucano; EAIm= Extracto almidon; CAIm=Concentrado Almidén; EAIM/XG= Extracto almiddn/xiloglucano; CAIm/XG= Conentrado

almidén/xiloglucano; EGA= Extracto goma arabiga; CGA= Concentrado goma arabiga; EGA/XG= Extracto goma arabiga/xiloglucano;

CGA/XG= Concentrado goma arabiga/xiloglucano; ECMC= Extracto carboximetilcelulosa; CCMC= Concentrado carboximetilcelulosa;

ECMC/XG= Extracto carboximetilcelulosa/xiloglucano; CCMC/XG= Concentrado carboximetilcelulosa/xiloglucano; EPec= Extracto

pectina; CPec= Concentrado pectina; EPec/XG= Extracto pectina/xiloglucano; CPec/XG= Concentrado pectina/xiloglucano
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Continuacién Tabla 3.13. Contenido de antocianinas (mg/L) para estudio de estabilidad a 4°C

RESULTADOS

DiAS 0 30 60 90 120 150 180 270 300 330 360
EGA 256.41 233.75 247.97 232.57 237.93 - - - - - -

CGA 6356.08 |7766.55 |8538.32 |6207.97 |5704.12 [5996.74|6363.82|6608.75|4852.01 |6410.02|6076.32
EGA/XG |266.80 225.77 238.43 208.56 208.56 - -

CGA/XG |5697.42 |7858.04 |7489.32 |6696.77 |6177.59 |6117.48|7049.35|6435.54 |6304.86 |6355.76|6678.00
ECMC 226.95 111.65 110.36 178.86 134.47 - - - - - -
CCMC 4486.82 |3762.50 |4622.11 3786.05 |3523.82 |3929.97|4013.38|- - - -
ECMC/XG | 234.07 99.82 121.65 164.15 107.34 - - - - - -
CCMC/XG | 3798.50 |4073.01 3873.20 |4819.37 |3063.98 |3353.87|4106.22 |- - - -

EPec 227.93 206.71 172.58 226.78 204.12 - - - - - -

Cpec 6332.27 |5024.59 |5225.01 4037.04 [5099.44 |5168.71|5548.66 |- - - -
EPec/XG |218.56 206.71 170.28 197.50 181.24 - - - - - -

CPec /XG |5059.94 |5341.56 |4967.31 4968.64 |4663.28 |4469.02|5165.24 |- - - -

*EC= Extracto control; CC= Concentrado control; EMD= Extracto maltodextrina; CMD= Concentrado maltodextrina; EMD/XG= Extracto

maltodextrina/xiloglucano; CMD/XG= Concentrado maltodextrina/xiloglucano; EXG=

Extracto xiloglucano; CXG=

Concentrado

xiloglucano; EAIm= Extracto almidon; CAlIm=Concentrado Almidén; EAIM/XG= Extracto almidén/xiloglucano; CAIm/XG= Conentrado

almidén/xiloglucano; EGA= Extracto goma arabiga; CGA= Concentrado goma arabiga; EGA/XG= Extracto goma arabiga/xiloglucano;

CGA/XG= Concentrado goma arabiga/xiloglucano; ECMC= Extracto carboximetilcelulosa; CCMC= Concentrado carboximetilcelulosa;

ECMC/XG= Extracto carboximetilcelulosa/xiloglucano; CCMC/XG= Concentrado carboximetilcelulosa/xiloglucano; EPec= Extracto

pectina; CPec= Concentrado pectina; EPec/XG= Extracto pectina/xiloglucano; CPec/XG= Concentrado pectina/xiloglucano
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RESULTADOS

Continuacién Tabla 3.13. Contenido de antocianinas (mg/L) para estudio de estabilidad a 4°C

Desviacion estandar

SEGUIMIENTO A 360 DIAS EXTRACTOS Y CONCENTRADOS (4°C)

SD
DiAS SD dia0 |SD 30 SD 60 SD90 |SD 120 |150 SD 180 |SD 270 |SD 300|SD 330 | SD 360
EC 1.01 19.52 18.23 1.34 1.60 - - - - - -
Control 411.3 1266.50 |1037.30 |286.30 |297.40 |204.50 |380.36 [621.43 |542 99.46 |101
EMD 1.5 0.80 0.10 0.10 1.60 - - - - - -
CMD 491.3 964.00 |1025.50 [406.70 |17.50 204.50 [204.52 |452 56 126 283
EMD/XG 2.0 1.90 0.80 1.00 0.80 - - - - - -
CMD/XG 814.3 11.70 15.30 313.40 |27.60 136.70 | 340.07 |89 203 178 444
EXG 3.8 5.10 5.40 11.20 |10.10 - - - - - -
CXG 233.9 894.30 |441.50 |[310.50 |163.00 |192.00 |146.05 |154 87 204 132
EAIm 10.2 8.71 23.58 12.07 |40.04 - - - - - -
CAIm 370.0 613.86 |950.87 [206.85 |182.67 |192.64 |144.39 |452 56 126 283
EAIM/XG 5.1 14.51 22.76 6.38 12.79 - - - - - -
CAIm /XG 286.1 1919.41 |683.13 |94.69 |211.10 |137.03 |110.31 |89 203 178 444

*EC= Extracto control; CC= Concentrado control; EMD= Extracto maltodextrina; CMD= Concentrado maltodextrina; EMD/XG= Extracto
maltodextrina/xiloglucano; CMD/XG= Concentrado maltodextrina/xiloglucano; EXG= Extracto xiloglucano; CXG= Concentrado xiloglucano;
EAIm= Extracto almidén; CAIm=Concentrado Almidon; EAIm/XG= Extracto almidén/xiloglucano; CAIm/XG= Conentrado almidén/xiloglucano;
EGA= Extracto goma arabiga; CGA= Concentrado goma arabiga; EGA/XG= Extracto goma arabiga/xiloglucano; CGA/XG= Concentrado goma
arabiga/xiloglucano; ECMC= Extracto carboximetilcelulosa; CCMC= Concentrado carboximetilcelulosa; ECMC/XG= Extracto
carboximetilcelulosa/xiloglucano; CCMC/XG= Concentrado carboximetilcelulosa/xiloglucano; EPec= Extracto pectina; CPec= Concentrado
pectina; EPec/XG= Extracto pectina/xiloglucano; CPec/XG= Concentrado pectina/xiloglucano
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continuacion Tabla 3.13. Contenido de antocianinas (mg/L) para estudio de estabilidad a 4°C

Desviacion estandar

RESULTADOS

SD

DiAS SDO SD 30 SD 60 SD90 |SD 120 |150 SD 180 [SD 270 |SD 300|SD 330 | SD 360
EGA 4.7 1.69 0.48 11.01 11.74 - - - - - -
CGA 463.3 1344.16 2429.93 201.41 |205.03 |6.52 1.38 452 56 126 283
EGA/XG 10.2 0.79 16.77 0.72 15.49 - - - - - -
CGA/XG 98.6 1339.70 2230.99 221.70 |39.74 125.02 |607.22 |89 203 178 444
ECMC 0.8 31.97 11.90 57.15 10.87 - - - -
CCMC 712.5 42.54 130.03 797.71 |408.81 |30.00 |273.65 |[452 56 126 283
ECMC/XG 2.0 2.50 1.60 1.30 1.40 - - - -
CCMC/XG 2725 264.12 97.86 696.65 |549.94 (4569 |108.15 |89 203 178 444
EPec 5.0 10.72 0.50 5.50 4.58 - - - - - -
Cpec 661.3 578.01 384.80 486.43 |139.44 |188.11 [104.71 |452 56 126 283
EPec/XG 2.0 2.50 2.50 2.00 1.40 - - - -
CPec /XG 97.0 65.36 214.29 21429 |391.34 |184.07 |7.14 89 203 178 444

*EC= Extracto control; CC= Concentrado control; EMD= Extracto maltodextrina; CMD= Concentrado maltodextrina; EMD/XG= Extracto

maltodextrina/xiloglucano; CMD/XG= Concentrado maltodextrina/xiloglucano; EXG=

Extracto xiloglucano; CXG= Concentrado

xiloglucano; EAIm= Extracto almidon; CAIm=Concentrado Almidén; EAIM/XG= Extracto almidén/xiloglucano; CAIm/XG= Conentrado

almidén/xiloglucano; EGA= Extracto goma arabiga; CGA= Concentrado goma arabiga; EGA/XG= Extracto goma arabiga/xiloglucano;

CGA/XG= Concentrado goma arabiga/xiloglucano; ECMC= Extracto carboximetilcelulosa; CCMC= Concentrado carboximetilcelulosa;

ECMC/XG= Extracto carboximetilcelulosa/xiloglucano; CCMC/XG= Concentrado carboximetilcelulosa/xiloglucano; EPec= Extracto

pectina; CPec= Concentrado pectina; EPec/XG= Extracto pectina/xiloglucano; CPec/XG= Concentrado pectina/xiloglucano
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Tabla 3.14 Contenido de antocianinas (mg/L) para estudio de estabilidad a 20°C

RESULTADOS

SEGUIMIENTO A 360 DIAS EXTRACTOS Y
CONCENTRADOS (20°C)
150 180 270 330 360

0 dias 30dias |60dias |90 dias 120 dias |dias dias dias 300 dias | dias dias
EC 225.19 230.45 232.70 228.94 - - - - - - -
Control 5225.66 |7159.64 |6237.03 |7741.44 |6574.43 |5425.67|5425.67|5327.38|5392.05 |5023.64 |4906.67
EMD 251.24 242.48 222.60 218.19
CMD 4993.17 |6866.56 |6402.69 |5941.08 |5497.85 |5506.82|5506.82|5133.80(5319.96 |5185.20|4020.61
EMD/XG 249.15 222.14 267.61 228.7
CMD/XG 4577.96 |4636.17 |5274.63 |6140.00 |5955.59 |5103.80|5103.80 |5905.42|4937.08 |5196.23 | 4828.97
EXG 240.60 221.48 214.79 211.76
CXG 5491.05 |6478.73 |4265.63 |5747.92 |5142.63 |6540.17|6540.17 |5109.51|6581.20 |5795.13 | 6666.86
EAIm 248.57 246.73 217.56 209.26
CAIm 5236.17 |5235.97 |6864.94 |6953.16 |5525.89 |5832.85|5832.85|5666.41|5469.35 |3684.11|5056.81
EAIM/XG 225.52 220.07 210.75 203.77
CAIm /XG 5397.56 |7146.09 |4800.41 |4577.31 |5926.09 |5761.54|5761.54|4806.92|5276.88 |4806.92|5276.88

*EC= Extracto control; CC= Concentrado control; EMD= Extracto maltodextrina; CMD= Concentrado maltodextrina; EMD/XG= Extracto

maltodextrina/xiloglucano; CMD/XG= Concentrado maltodextrina/xiloglucano; EXG= Extracto xiloglucano; CXG= Concentrado
xiloglucano; EAIm= Extracto almidon; CAlIm=Concentrado Almidén; EAIM/XG= Extracto almidén/xiloglucano; CAIm/XG= Conentrado
almidén/xiloglucano; EGA= Extracto goma arabiga; CGA= Concentrado goma arabiga; EGA/XG= Extracto goma arabiga/xiloglucano;
CGA/XG= Concentrado goma arabiga/xiloglucano; ECMC= Extracto carboximetilcelulosa; CCMC= Concentrado carboximetilcelulosa;
ECMC/XG= Extracto carboximetilcelulosa/xiloglucano; CCMC/XG= Concentrado carboximetilcelulosa/xiloglucano; EPec= Extracto

pectina; CPec= Concentrado pectina; EPec/XG= Extracto pectina/xiloglucano; CPec/XG= Concentrado pectina/xiloglucano

83



Continuacién Tabla 3.14 Contenido de antocianinas (mg/L) para estudio de estabilidad a 20°C

RESULTADOS

150 180 270 330 360
0 dias 30 dias 60 dias 90 dias 120 dias |dias dias dias 300 dias | dias dias
EGA 256.12 232.38 228.62 203.77 - - - - - - -
CGA 6356.08 |7216.69 |5294.33 |7300.75 |[5567.74 |6280.99 |6280.99|5091.10|6934.88 |5324.57 |4753.02
EGA/XG |254.77 232.38 228.62 203.77 - - - - - - -
CGA/XG |5697.42 |6855.78 |4244.14 |6282.05 |5685.57 |6160.26|6160.26|5538.14 |5167.72 |5266.46|4790.64
ECMC 126.76 147.78 133.45 236.18 - - - - - - -
CCMC 4486.82 |3305.07 |3126.05 |5620.00 |3661.58 |3416.28|3416.28]|- - - -
ECMC/XG | 123.46 109.29 114.15 202.22 - - - - - - -
CCMC/XG | 3798.50 |4073.01 3873.20 |4819.37 |3063.98 |[3353.87|4106.22 - - - -
EPec 199.80 211.01 195.44 203.45 - - - - - - -
Cpec 6332.27 |5510.63 |3742.67 |[3832.37 |5015.00 |4478.69 |4478.69 |- - - -
EPec/XG |177.51 181.21 195.06 198.72 - - - - - - -
CPec /XG |5059.94 [4808.08 |[4561.80 |4682.48 |4913.78 |4610.95|4610.95| - - - -

*EC= Extracto control; CC= Concentrado control; EMD= Extracto maltodextrina; CMD= Concentrado maltodextrina; EMD/XG= Extracto

maltodextrina/xiloglucano; CMD/XG= Concentrado maltodextrina/xiloglucano; EXG=

Extracto xiloglucano; CXG=

Concentrado

xiloglucano; EAIm= Extracto almidon; CAIm=Concentrado Almidén; EAIM/XG= Extracto almidén/xiloglucano; CAIm/XG= Conentrado

almidén/xiloglucano; EGA= Extracto goma arabiga; CGA= Concentrado goma arabiga; EGA/XG= Extracto goma arabiga/xiloglucano;

CGA/XG= Concentrado goma arabiga/xiloglucano; ECMC= Extracto carboximetilcelulosa; CCMC= Concentrado carboximetilcelulosa;

ECMC/XG= Extracto carboximetilcelulosa/xiloglucano; CCMC/XG= Concentrado carboximetilcelulosa/xiloglucano; EPec= Extracto

pectina; CPec= Concentrado pectina; EPec/XG= Extracto pectina/xiloglucano; CPec/XG= Concentrado pectina/xiloglucano
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Continuacién Tabla 3.14 Contenido de antocianinas (mg/L) para estudio de estabilidad a 20°C

Desviacion estandar

RESULTADOS

SD Odias | 30 60 90 120 150 180 270 300 330 360
EC 2.90 3.90 2.80 4.70 - - - - - - -
Control 411.27 1058.32 280.19 150.12 |51.33 59.47 |59.47
EMD 2.00 2.40 2.40 3.00 - - - - - - -
CMD 491.32 861.35 320.58 438.28 |2.07 152.96 | 152.96
EMD/XG |3.00 1.90 1.80 3.00 - - - - - - -
CMD/XG |814.33 |499.37 28.71 684.03 |77.39 831.61 | 831.61
EXG 3.40 3.50 2.30 2.00 - - - - - - -
CXG 233.93 | 584.37 96.37 389.51 |298.84 |891.95 |891.95
EAImM 3.10 2.80 1.50 3.70 - - - - - - -
CAIm 369.99 1210.85 1397.93 160.14 [101.02 |38.82 |38.82 |0.00
EAIM/XG |5.14 10.94 210.75 #iDIV/O! | - - - - - - -
CAIm /XG |286.12 1252.23 568.93 684.03 |27.77 390.16 {390.16 |0.00

*EC= Extracto control; CC= Concentrado control; EMD= Extracto maltodextrina; CMD= Concentrado maltodextrina; EMD/XG= Extracto

maltodextrina/xiloglucano; CMD/XG= Concentrado maltodextrina/xiloglucano; EXG=

Extracto xiloglucano; CXG=

Concentrado

xiloglucano; EAIm= Extracto almidon; CAIm=Concentrado Almidén; EAIM/XG= Extracto almidén/xiloglucano; CAIm/XG= Conentrado

almidén/xiloglucano; EGA= Extracto goma arabiga; CGA= Concentrado goma arabiga; EGA/XG= Extracto goma arabiga/xiloglucano;

CGA/XG= Concentrado goma arabiga/xiloglucano; ECMC= Extracto carboximetilcelulosa; CCMC= Concentrado carboximetilcelulosa;

ECMC/XG= Extracto carboximetilcelulosa/xiloglucano; CCMC/XG= Concentrado carboximetilcelulosa/xiloglucano; EPec= Extracto

pectina; CPec= Concentrado pectina; EPec/XG= Extracto pectina/xiloglucano; CPec/XG= Concentrado pectina/xiloglucano
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Continuacién Tabla 3.14 Contenido de antocianinas (mg/L) para estudio de estabilidad a 20°C

Desviacion estandar

RESULTADOS

SD Odias | 30 60 90 120 150 180 270 300 330 360
EGA 4.68 15.56 8.90 10.01 - - - - - - -
CGA 463.30 1051.94 317.47 690.84 (180.92 (691.91 |691.91 |- - - -
EGA/XG 10.22 1.06 13.08 12.51 - - - - - - -
CGA/XG 98.60 1292.27 91.42 560.32 |202.47 (107.68 |107.68 |- - - -
ECMC 0.83 3.18 5.58 19.65 - - - - - - -
CCMC 712.52 160.30 109.60 1240.41 [177.71 |87.90 |270.37 |- - - -
ECMC/XG [9.14 24.85 17.77 20.03 - - - - - - -
CCMC/XG |272.52 1100.62 101.85 161.49 [139.13 |270.37 |270.37 |- - - -
EPec 4.96 7.38 22.01 8.56 - - - - - - -
Cpec 661.33 |359.50 959.72 149.28 |51.13 51.13 [149.28 |- - - -
EPec/XG [2.73 1.55 11.82 9.9 - - - - - - -
CPec /XG |97.04 3.11 123.94 19.35 110.69 |0.33 0.33 - - - -

*EC= Extracto control; CC= Concentrado control; EMD= Extracto maltodextrina; CMD= Concentrado maltodextrina;

maltodextrina/xiloglucano; CMD/XG= Concentrado maltodextrina/xiloglucano; EXG=

Extracto xiloglucano; CXG=

EMD/XG= Extracto

Concentrado

xiloglucano; EAIm= Extracto almidon; CAIm=Concentrado Almidon; EAIM/XG= Extracto almidén/xiloglucano; CAIm/XG= Conentrado

almidén/xiloglucano; EGA= Extracto goma arabiga; CGA= Concentrado goma arabiga; EGA/XG= Extracto goma arabiga/xiloglucano;

CGA/XG= Concentrado goma arabiga/xiloglucano; ECMC= Extracto carboximetilcelulosa; CCMC= Concentrado carboximetilcelulosa;

ECMC/XG= Extracto carboximetilcelulosa/xiloglucano; CCMC/XG= Concentrado carboximetilcelulosa/xiloglucano; EPec= Extracto

pectina; CPec= Concentrado pectina; EPec/XG= Extracto pectina/xiloglucano; CPec/XG= Concentrado pectina/xiloglucano
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La tabla 3.15 muestra los resultados de los polvos obtenidos mediante secado por
aspersion. Los polvos seleccionados para ser aplicados en el yoghurt fueron los
correspondientes a los de maltodextrina y goma arabiga al 8%, debido a la coloracién

y al menor contenido de polimero.

Tabla 3.15. Resultados obtenidos de los polvos secados por aspersion.

Cantidad de polvo obtenido (g)
Cantidad Porcentaje de
inicial de polimero Maltodextrina | Goma arabiga
extracto (ml) | agregado (%)
8
10
14.6
) 15 .
37.3 17.2
20 con 1.5 de -No se pudo
fosfato de obtener
calcio
7.8 -




RESULTADOS

La bibliografia reporta muchos estudios sobre la obtencién de encapsulados de
antocianinas mediante secado por aspersion; sin embargo, en todos ellos se utilizan
combinaciones de biopolimeros y no los biopolimeros en individual, como lo propuso
el presente estudio. Mazuco et al. (2018) evalud los polisacaridos maltodextrina y
goma arabiga (en combinacion 60/40 y 40/60, respectivamente) como encapsulantes
de antocianinas de extracto de célices de Hibiscus sabdariffa L. secados por aspersion,
considerando a la temperatura como variable en el proceso, obteniendo como
conclusién que la temperatura de entrada del secador (150 y 190°C) no tuvo influencia
significativa sobre el rendimiento del proceso; y que la combinacion de maltodextrina
y goma arabiga al 60/40 fue la que obtuvo mejor rendimiento debido a la cantidad de
maltodextrina, la cual se refiere como un aditivo para generar aumento en el
rendimiento de las sustancias a secar dado a que es un carbohidrato complejo que
provoca el aumento de sdélidos solubles. En el presente trabajo no se determiné la
eficiencia del proceso con respecto al biopolimero utilizado; sin embargo, se puede
observar en la tabla 3.15 que el mayor contenido de polvos obtenidos correspondieron

al encapsulante de maltodextrina al 15%.

3.4. Elaboracion de yoghurt adicionado con antocianinas de zanahoria

purpura

La figura 3.30 muestra las imagenes del yoghurt blanco elaborado en el presente
trabajo y de las muestras de antocianinas que fueron adicionadas sobre dicho yoghurt,

considerando antocianinas en extracto concentrado (conc.) y antocianinas en polvo
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preparadas con maltodextrina (MD8) y goma arabiga (GA8), donde se observa la

coloracidon de cada muestra de antocianinas.

Yoghurt blanco Cong. MDS8 polvo GAGS polvo

Figura 3. 30 Imagen del yoghurt blanco elaborado y de las muestras aplicadas sobre
dicho yoghurt: el concentrado (conc.), el polvo secado por aspersién con

maltodextrina (MD8) y el polvo secado por aspersion con goma arabiga (GA8).

La tabla 3.16 muestra las caracteristicas fisicoquimicas del yoghurt blanco elaborado
(yog blanco), las muestras elaborado con antocianinas de zanahoria (conc., MDS8,

GA8) y un yoghurt comercial con fresa.

En todos los casos la adicion de antocianinas al yoghurt elaborado no afecté los
parametros medidos. Sin embargo, el yoghurt comercial si mostré algunos datos

diferentes. El analisis estadistico ANOVA (p < 0.05) realizado se encuentra en el

ANEXO II.

Tabla 3.16 Caracteristicas de los yoghurts utilizados, yoghurt blanco elaborado en el
presente estudio (yog blanco); las muestras aplicadas (Conc., MD8, GA8) y un

yoghurt comercial con fresa.

yog
Parametro yog blanco yog (conc) | yog (MD8) yog GA8 comercial
°Bx 151+15 16.5+1.19 | 17.5+0.36 | 17 +0.47 19.7 £ 01
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pH 448 +0.2 418 +0.3 417 +0.025|4.18 +0.34 43+0.2
Viscosidad 490.3 +
(cps) 477.7 +50.3 480 + 20 486.7 + 30.5 30.5 620 +52.9

En relacion a los °Bx, se observa que un mayor contenido de azucares es encontrado
en el yoghurt comercial; sin embargo, los valores estan entre 15 y 20 °Bx; y los
resultados estadisticos mostraron que no existe diferencia significativa de este

parametro en todas las muestras (p < 0.05).

Con respecto al pH, el yoghurt preparado presentd similar valor al comercial (sin

diferencia significativa (p < 0.05).

Los valores reportados como rango para un yoghurt son de 4. 0 — 4.5; por lo que la
adicién de las muestras (Conc., MD8, GA8) no afectaron la propiedad de pH en el

yoghurt.

Referente a la viscosidad, el yoghurt comercial presentd mayor viscosidad que la del
yoghurt elaborado, mientras que los sedimentos granulares de antocianinas
incrementaron ligeramente este parametro sobre el yoghurt elaborado (480-490 ctp);
sin embargo, no se encontraron diferencias significativas en la viscosidad por esta
adicion (p < 0.05).

El porcentaje de humedad de los sedimentos granulares con goma arabiga fue de
2.2% +/- 0.3 y de 2.5% +/-0.23 para los sedimentos granulares con maltodextrina. El

tamano de particula de ambos sedimentos granulares fue de 0.2 mm.

3.5. Estabilidad de antocianinas, DPPH y Folin en el yoghurt

Para el seguimiento cualitativo del color y forma del yoghurt elaborado a fecha de

caducidad (30 dias), la figura 3.31 muestra imagenes del yoghurt blanco elaborado,
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yoghurt adicionado con extracto concentrado de antocianinas (Conc.); los polvos MD8
y GAS8, y un yoghurt comercial con fresa a 0 y 30 dias de almacenamiento a 4°C.
En este caso no se observaron cambios de coloracién ni morfolégicos por la adicion

de antocianinas.

D=0 D=30

Comercial Conc. MD8 GA8 Blanco
Comercial Conc. MD8 GA8 Blanco

Figura 3.31. Imagenes del concentrado (Conc.); los polvos obtenidos por secado por
aspersion (maltodextrina (MD8) y goma arabiga (GA8)) aplicados en yoghurt, junto
con un yoghurt comercial con fresa y una muestra del yoghurt blanco; a 0 y 30 dias

de almacenamiento bajo condiciones de refrigeracion.

En la figura 3.32 se muestran los resultados del analisis cuantitativo del contenido de
pigmento de antocianinas (mg/L) de las muestras aplicadas al yoghurt blanco y del

yoghurt comercial, a 0, 15 y 30 dias de almacenamiento (4°C).

El anélisis ANOVA (Anexo Il) indica que no hay diferencia significativa en el contenido
de pigmento de antocianinas con respecto al tiempo entre el dia 0, 15 y 30 de

almacenamiento (4°C).
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Figura 3.32. Contenido de pigmento de antocianinas (mg/L) de las muestras aplicadas
en yoghurt (Conc., MD8, GA8) y del yoghurt comercial con fresa; a los 0, 15y 30 dias

de almacenamiento (4°C).

Con respecto al contenido de pigmentos de antocianinas (mg/L), no existe diferencia
significativa entre las tres muestras aplicadas al yoghurt blanco (Conc., MD8, GA8),
con valores entre 2,975.92 mg/L y 2,714.26 mg/L; sin embargo, si existe diferencia
significativa en el contenido de pigmento de antocianinas con respecto al yoghurt
comercial (con fresa) evaluado; presentando éste, un valor significativamente inferior

(457.82 mg/L) a las muestras elaboradas en el presente estudio.

La figura 3.33 muestra los resultados de capacidad antioxidante de las muestras
aplicadas al yoghurt (Conc., MD8 y GA8), un yoghurt comercial con fresa y el yoghurt

blanco; a los 0, 15 y 30 dias de almacenamiento (4°C).
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Figura 3.33 Capacidad antioxidante (ug/ml Trolox) de las muestras aplicadas al yoghurt
(Conc., MD8, GA8), un yoghurt comercial con fresa y el yoghurt blanco; a los 0, 15y

30 dias de almacenamiento (4°C).

La capacidad antioxidante del yoghurt blanco elaborado en el presente estudio en
comparacién al yoghurt comercial fue significativamente superior (p < 0.05), con
valores de 457, 393.11 y 227, 221.51 ug/ml Trolox respectivamente; es decir la
capacidad antioxidante del yoghurt blanco es aproximadamente 50% superior a los
valores del yoghurt comercial; mismos que una vez agregadas las muestras sobre el

yoghurt blanco, ésta diferencia aumenta hasta un 70% aproximadamente.

Con respecto al tiempo de almacenamiento, el analisis ANOVA (Anexo Il) indica que
la capacidad antioxidante de las muestras si se ve disminuida con respecto al tiempo
de almacenamiento (4°C), siendo esta disminucion de aproximadamente de un 20%.
Cabe senalar que dicha disminucioén es propia del producto y no como consecuencia

de la adicién de las muestras al yoghurt.
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Por otro lado, el analisis ANOVA (Anexo Il) indicd que no existe diferencia significativa
(p = 0.05) en la capacidad antioxidante (ug/ml Trolox) de las muestras aplicadas en
yoghurt; obteniendo valores entre 679, 131 y 626, 140 ug/ml Trolox. La capacidad
antioxidante obtenida en las muestras aplicadas al yoghurt presenté diferencia
significativa (p < 0.05) superior con respecto al yoghurt blanco, que obtuvo valores de
430, 111 pg/ml Trolox; confirmando que la adicién de las antocianinas extraidas a partir
de residuos de zanahoria morada sobre el yoghurt si le aporta un beneficio de

capacidad antioxidante al producto, en este caso, de un 45% aproximadamente.

La figura 3.34 muestra los resultados de contenido de fenoles de las muestras
aplicadas al yoghurt (Conc., MD8 y GA8), un yoghurt comercial con fresa y el yoghurt
blanco; a los 0, 15 y 30 dias de almacenamiento (4°C).

Con respecto al tiempo, el analisis ANOVA (Anexo Il) indica que no hay diferencia
significativa (p < 0.05) en el contenido de fenoles (ug/ml Ac. Galico) entre el dia 0, 15
y 30 de almacenamiento.

Referente al tipo de muestra, el analisis ANOVA (Anexo Il) indicé que no existe
diferencia significativa (p < 0.05) en el contenido de fenoles (ug/ml Ac. Galico) en las
muestras aplicadas al yoghurt blanco (Conc., GA8 y MD8), con valores entre 16, 526.3
y 15, 119.6 pg/ml Ac. galico. Estos valores fueron significativamente superiores (p <
0.05) a los valores obtenidos en el yoghurt blanco (9,522.3 pg/ml Ac. galico). Dicho
comportamiento se relaciona con los valores de capacidad antioxidante (DPPH)
obtenidos en el inciso 3.4.2, confirmando asi que la adicion de antocianinas
provenientes de residuos de zanahoria morada, aportan compuestos antioxidantes
(fenoles, entre ellos) que conllevan a aumentar la capacidad antioxidante del producto;
en este caso, un aumento de aproximadamente 60% en compuestos fenoles. Los
valores significativamente inferiores correspondieron al yoghurt comercial, con un valor
de 6,046.2 pg/ml Ac. galico.
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Figura 3.34 Contenido de fenoles (ug/ml Ac. galico) de las muestras aplicadas al
yoghurt (Conc., MD8, GA8), un yoghurt comercial con fresa y el yoghurt blanco; a los
0, 15y 30 dias de almacenamiento (4°C).

Los resultados obtenidos en este estudio coinciden con los reportados por varios
autores; entre ellos, Citta et al. (2017) quien analizé la capacidad antioxidante y el
contenido de fenoles en dos tipos de yoghurts, uno bajo en grasa y uno alto en grasa,
con y sin la adicion de cerezas, duraznos y moras; durante 9 semanas. Con respecto
a la capacidad antioxidante, Citta et al. (2017) reporta que ésta fue mayor en los
yoghurts que tenian adicion de fruta y que este ésta disminuyd gradualmente por 4
semanas en todos los yoghurts; sin embargo, en la semana 5 a 8, la capacidad
antioxidante aumenté a cantidades similares a las mostradas en el inicio. Explica este
comportamiento bifasico debido a la probable formacién tardia de péptidos (con
propiedades antioxidantes) derivados de la fragmentacién de las proteinas de la leche.
Con respecto al contenido de fenoles, el este mismo estudio también reporta mayor
contenido de fenoles en los yoghurts a los que se les adiciond fruta; dicho contenido
de fenoles no tuvo cambios significativos durante el tiempo de almacenamiento (9
semanas) en ninguno de los yoghurts, excepto en el yoghurt bajo en grasa con la

adicién de moras.
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El presente estudio demuestra que el efecto de la copigmentacion de las antocianinas;
fendmeno descrito por Enaru et al. (2021) como exclusivo de estos compuestos y no
presente en ningun otro compuesto polifendlico o no fendlico; es suficiente y para
poder ser aplicado en productos para aportarle beneficios, tales como una coloracion
natural y un aumento en la capacidad antioxidante; y que no es necesaria ningun tipo

de encapsulante para mejorar su estabilizacion.
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CONCLUSIONES

Como resultado de valorar residuos de zanahoria color purpura, identificados como
tipo | y Il, provenientes de una industria de aditivos alimentarios, se obtuvieron las

siguientes conclusiones de la investigacion.

De extractos obtenidos en medio acido de ambos tipos de residuos, se encontré que
el mayor contenido de antocianinas monoméricas, color polimérico y totales fue
encontrado en los extractos obtenidos de acidos citrico y tartarico de residuos de

zanahoria tipo |l

La pérdida de antocianinas en los extractos de residuos tipo Il con respecto a los
extractos de la zanahoria de donde provienen es del 10-30%, por lo que aun pueden

ser aprovechados para diferentes aplicaciones.

El poder antioxidante obtenido en las dos variedades de residuos de zanahoria (tipo |
y II) para ambos métodos DPPH y ABTS oscilaron entre 40 — 60 uM/100g pf y entre
50 y 70 uM/100g pf, respectivamente, observandose que el acido utilizado en la

extraccion no afecta significativamente (p < 0.05) dicho poder.

En los resultados de estabilizacion de las antocianinas, ambas técnicas de
copigmentacion consistentes en la concentracion extractos y concentracion de
extractos y adicién de polimeros, mantuvieron favorablemente los extractos a 4°C de
temperatura de almacenamiento por 360 dias, sin pérdidas de antocianinas; mientras
que en los extractos concentrados con polimeros se observaron pérdidas <10%. Por
lo que se sugiere unicamente obtener extractos concentrados para conservar las

antocianinas.

Con respecto a la técnica de encapsulamiento de antocianinas en biopolimeros vy
secado por aspersion para la estabilizacion de las antocianinas, se obtuvieron polvos
de antocianinas con maltodextrina y goma arabiga de coloracién roja, con mayor

rendimiento en maltodextrina. EI comparativo de contenido de antocianinas de estos
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productos con los extractos concentrados mostraron pérdidas de antocianinas de

hasta el 30% a los 360 dias de almacenamiento.

En las pruebas de elaboracion y conservacion de un yoghurt con la adicion de los
productos de antocianinas obtenidos se encontré para la elaboracion del yoghurt fue
requerida mayor cantidad de polvos para igualar el color del yoghurt y el contenido de
antocianinas, en comparacion con extractos. A su vez, la apariencia, el contenido de
azucares Y la viscosidad del yoghurt no se vio afectada por los productos de antocianinas
obtenidos.

La funcionalidad del yoghurt elaborado se incrementd con antocianinas de residuos de
zanahoria purpura debido al incremento de su actividad antioxidante y contenido de
polifenoles por la adicion de antocianinas en todos los productos probados.

Los resultados globales confirmaron la hipétesis planteada; los residuos de zanahoria
color purpura aun contienen cantidades suficientes de antocianinas para poder ser
aplicadas en la elaboracion de un yoghurt funcional para su consumo; dado que la
aplicacién de éstos sobre el yoghurt blanco aumentd significativamente (p<0.05) el
contenido de pigmento de antocianinas, capacidad antioxidante y contenido de fenoles en

aproximadamente un 45%.
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ANEXOS

ANEXO Il

Contenido de pigmentos de antocianinas (mg/L) en concentrados con maltodextrina
(MD), almidén (Alm), goma arabiga (GA), carboximetilcelulosa (CMC), pectina (Pec) y
xiloglucano (XG), en induvidual y en sus respectivas combinaciones con el xiloglcano
(MD/XG, Alm/XG, GA/XG, CMC/XG, Pec/XG), control (C) y extracto (E); a 4°C

Informacion del factor

Factor Tipo Niveles Valores

Muestra Fijo 24 Conc. Control, Conc.Almidén, Conc.Almidon/XG, Conc.CMC, Conc.CMC/XG,
Conc.GA, Conc.GA/XG, Conc.MD, Conc.MD/XG, Conc.Pectina,
Conc.Pectina/XG, Conc.XG, Extracto Almidon, Extracto Almidon/XG,
Extracto CMC, Extracto CMC/XG, Extracto Control, Extracto GA,
Extracto GA/XG, Extracto MD, Extracto MD/XG, Extracto Pecting,
Extracto Pectina/XG, Extracto XG

Dia Fijo 11 0,30, 60, 90, 120, 150, 180, 225, 270, 315, 360

Analisis de Varianza

Fuente GL SCAjust.  MCAjust. ValorF Valorp
Muestra 23 2486063379 108089712 76,59  0.000
Dia 10 136660615 13666061 9.68  0.000

Error 350 493974434 1411356
Falta de guste 158 384163073 2431412 425 0.000
Error puro 192 109811362 571934

Total 383 3300354178
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Comparaciones para Pigmento de antocianina (mg/L)

Comparaciones por parejas de Tukey: Muestra

Agrupar informacion utilizando el método de Tukey y una confianza de 95%

Muestra N Media Agrupacion
Conc. Control 22 674767 A
Conc.GA/XG 22 659564 A
Conc.GA 22 645976 A
Conc.Almidoén 22 614422 A
Conc.Almidén/XG 22 611466 A
Conc.MD 22 601491 A

Conc.XG 22 596572 A
Conc.MD/XG 22 5806.88 A
Conc.Pectina 22 331234 B
Conc.Pectina/XG 22 314863 B
Conc.CMC 22 2556.79 B
Conc.CMC/XG 22 2462.56 B
Extracto Control 10 -317.75 C
Extracto Almidon 10 -326.42 C
Extracto GA 10 -330.40 C
Extracto MD 10 -33264 C
Extracto GA/XG 10 -340.61 C
Extracto XG 10 -345.04 C
Extracto MD/XG 10 -347.14 C
Extracto Almidon/XG 10 -356.85 C
Extracto Pectina 10 -364.50 C
Extracto Pectina/XG 10 -386.81 C
Extracto CMC 10 -419.67 C
Extracto CMC/XG 10 -426.72 C

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.

Comparaciones por parejas de Tukey: Dia

Agrupar informacion utilizando el método de Tukey y una confianza de 95%

Dia

N

Media

Agrupacion

30
60
180
90
120
0
150
225
360
270
315

48
48
24

24
24
24
24
24

3169.84
3140.09
2948.61
2927.24
277343
2732.36
2586.95
1568.51
1560.88
1392.01
1341.22

Dol S S S S S o

O 0O 00

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.

Contenido de antocianinas (mg/L) en concentrados con maltodextrina (MD),

ANEXOS
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almidoén (Alm), goma arabiga (GA), carboximetilcelulosa (CMC), pectina (Pec)
y xiloglucano (XG), en induvidual y en sus respectivas combinaciones con el
xiloglcano (MD/XG, AIm/XG, GA/XG, CMC/XG, Pec/XG), control (C) vy
extracto (E); a 20°C

Informacion del factor

Factor Tipo Niveles Valores

Muestra Fijo 24 Conc. Control, Conc.Almidon, Conc.Almidon/XG, Conc.CMC, Conc.CMC/XG,
Conc.GA, Conc.GA/XG, Conc.MD, Conc.MD/XG, Conc.Pectina,
Conc.Pectina/XG, Conc.XG, Extracto Almidon, Extracto Almidon/XG,
Extracto CMC, Extracto CMC/XG, Extracto Control, Extracto GA,
Extracto GA/XG, Extracto MD, Extracto MD/XG, Extracto Pecting,
Extracto Pectina/XG, Extracto XG

Dia Fijo 11 0,30, 60, 90, 120, 150, 180, 270, 300, 330, 360

Analisis de Varianza

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valorp
Muestra 23 1479467402 64324670 53.78 0.000
Dia 10 190914975 19091497 15.96 0.000

Error 302 361239088 1196156
Faltade gjuste 134 278673845 2079656 423 0.000
Error puro 168 82565243 491460

Total 335 2234626052
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Comparaciones para Pigmento de antocianina (mg/L)

Comparaciones por parejas de Tukey: Muestra

Agrupar informacion utilizando el método de Tukey y una confianza de 95%

Muestra N Media Agrupacion
Conc.GA 22 601552 A

Conc. Control 22 592017 A

Conc.XG 22 583264 A
Conc.GA/XG 22 568981 A
Conc.Almidon 22 5657.68 A
Conc.Almidon/XG 22 553552 A
Conc.MD 22 552592 A
Conc.MD/XG 22 535185 A
Conc.Pectina/XG 20 323343 B
Conc.Pectina 21 3147.56 B
Conc.CMC/XG 20 2513.09 B
Conc.CMC 21 241898 B
Extracto MD/XG 6 -318.38 C
Extracto GA 6 -325.64 C
Extracto MD 6 -325.90 C
Extracto Almidon 6 -331.22 C
Extracto GA/XG 6 -332.18 C
Extracto Control 6 -335.95 C
Extracto XG 6 -339.05 C
Extracto Almidon/XG 6 -345.90 C
Extracto Pectina 6 -362.59 C
Extracto Pectina/XG 6 -380.08 C
Extracto CMC 6 -428.68 C
Extracto CMC/XG 6 -449.05 C

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.

Comparaciones por parejas de Tukey: Dia

Agrupar informacion utilizando el método de Tukey y una confianza de 95%

Dia

N

Media

Agrupacion

90
30
0
120
150
180
60
225
270
360
315

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.

24
48
48
24

24
24
48
20
24
24
22

310345
3012.62
271745
2696.39
2665.81
2665.81
2534.90
1508.36
1096.97
1046.70
104498

Dol S S S S S o

mw m m m
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Contenido de antocianinas (mg/L) en concentrados control a 4°C y 20°C a
360 dias

Informacion del factor

Factor Tipo  Niveles Valores
Dia Fijo 13 0, 30, 60, 90, 120, 150, 180, 225, 270, 300, 315, 330, 360
Temperatura Fijo 2 20,4

Analisis de Varianza

Fuente GL SCAjust. MCAjust. ValorF Valorp
Dia 12 22738423 1894869 278  0.011
Temperatura 1 4582762 4582762 6.72 0.015

Error 30 20473363 682445
Faltade gjuste 8 2731327 341416 042 0.894
Error puro 22 17742036 806456

Total 43 50744083

Comparaciones por parejas de Tukey: Dia

Agrupar informacion utilizando el método de Tukey y una confianza de 95%

Dia N Media Agrupacion
90 4 765803 A

30 4 728713 A B
120 4 704497 A B
60 4 668544 A B
225 2 645573 A B
315 2 624728 A B
270 4 614065 A B
180 4 600296 A B
300 2 594477 A B
360 4 579861 A B
150 4 575320 A B
330 2 550512 A B
0 4 522566 B

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.
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Comparaciones por parejas de Tukey: Temperatura

Agrupar informacion utilizando el método de Tukey y una confianza de 95%

Temperatura N Media Agrupacion
4 22 664522 A
20 22 593164 B

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.
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ANEXO Il

Resultados ANOVA para las caracteristicas fisicoquimicas del yoghurt (Seccion 3.5.2.

Estabilidad de las antocianinas en el yoghurt elaborado)

ANOVA de un solo factor: ° Bx vs. Muestra

Método
Hipotesis nula Todas las medias son iguales
Hipotesis alterna No todas las medias son iguales

Nivel de significancia a = 0.05

Se presupuso igualdad de varianzas para el analisis.

Informacion del factor

Factor Niveles Valores

Muestra 5 Conc. en yog, GA8 en yog, MD8 en yog, Yog blanco, Yog comercial

Analisis de Varianza

Fuente  GL SCAjust. MCAjust. Valor FValorp
Muestra 4 33.243 83107 1050  0.001
Error 10 7913 0.7913

Total 14 41156

Resumen del modelo

R-cuad. R-cuad.
S R-cuad. (ajustado)  (pred)
0.889569 80.77% 73.08% 56.74%

Medias
Muestra N Media _Desv.Est. IC de 95%
Conc. en yog 3 16.567 1.193 (15.422,17.711)
GA8 en yog 3 17.033 0473  (15.889,18.178)
MD8 en yog 3 173000 0.1000 (16.1556, 18.4444)
Yog blanco 3 15.100 1513 (13.956, 16.244)
3

Yog comercial 19.7000 0.1000 (18.5556, 20.8444)

Desv.Est. agrupada = 0.889569

Comparaciones en parejas de Tukey

Agrupar informacién utilizando el método de Tukey y una confianza de 95%

Muestra N Media _Agrupacion
Yog comercial 3 197000 A
MDS8 en yog 3 17.3000 B
GA8 en yog 3 17.033 B
Conc.enyog 3  16.567 B

3 B

Yog blanco 15.100

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.
ICs simultaneos de 95% de Tukey

Grafica de intervalos de ° Bx vs. Muestra
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ANOVA de un solo factor: pH vs. Muestra

Método
Hipotesis nula Todas las medias son iguales
Hipotesis alterna No todas las medias son iguales

Nivel de significancia o = 0.05

Se presupuso igualdad de varianzas para el analisis.

Informacion del factor

Factor Niveles Valores
Muestra 5 Conc. en yog, GA8 en yog, MD8 en yog, Yog blanco, Yog comercial

Analisis de Varianza

Fuente  GL SCAjust. MCAjust. Valor F Valorp
Muestra 4 020220 0.050550 45.20 0.000
Error 10 0.01118 0.001118

Total 14 021338

Resumen del modelo

R-cuad. R-cuad.
S R-cuad. (ajustado) (pred)

0.0334415 94.76% 92.66% 88.21%

Medias

Muestra N Media Desv.Est. IC de 95%

Conc. en yog 3 417667 0.00577 (4.13365,4.21969)

GA8 en yog 3 41817 0.0257 (4.1386, 4.2247)
3
3
3

MD8 en yog 41933 0.0252  (4.1503, 4.2364)
Yog blanco 44833 0.0289  (4.4403,4.5264)
Yog comercial 4.2567 0.0586  (4.2136, 4.2997)

Desv.Est. agrupada = 0.0334415

Comparaciones en parejas de Tukey

Agrupar informacion utilizando el método de Tukey y una confianza de 95%

Muestra N Media Agrupacion
Yog blanco 3 44833 A
Yog comercial 3 42567
MD8 en yog 3 4933
3
3

GA8 en yog 41817
Conc. en yog 417667

m W W w

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.
ICs simultaneos de 95% de Tukey

Grafica de intervalos de pH vs. Muestra
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ANOVA de un solo factor: cps vs. Muestra

Método
Hipotesis nula Todas las medias son iguales
Hipotesis alterna No todas las medias son iguales

Nivel de significancia o = 0.05

Se presupuso igualdad de varianzas para el analisis.

Informacion del factor

Factor Niveles Valores
Muestra 5 Conc. en yog, GA8 en yog, MD8 en yog, Yog blanco, Yog comercial

Analisis de Varianza

Fuente  GL SCAjust. MCAjust. Valor F Valorp
Muestra 4 56373 14093 9.27 0.002
Error 10 15200 1520

Total 14 71573

Resumen del modelo

R-cuad. R-cuad.
S R-cuad. (ajustado)  (pred)
389872 78.76% 70.27% 52.22%

Medias
Muestra N Media Desv.Est. ICde95%
Conc.enyog 3 4800 20.0 (429.8,530.2)
GA8 en yog 3 4933 306 (443.2,543.5)
MDS8 en yog 3 4667 306 (416.5,516.8)
Yog blanco 3 4467 50.3 (396.5, 496.8)
Yog comercial 3 620.0 529 (569.8,670.2)

Desv.Est. agrupada = 38,9872

Comparaciones en parejas de Tukey

Agrupar informacion utilizando el método de Tukey y una confianza de 95%

Muestra N Media Agrupacion
Yog comercial 3 6200 A

GA8 en yog 3 4933 B
Conc.enyog 3 4800 B
MDS8 en yog 3 4667 B
Yog blanco 3 4467 B

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.
ICs simultaneos de 95% de Tukey

Grafica de intervalos de cps vs. Muestra
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Resultados ANOVA del seguimiento en el yoghurt. (Seccién 3.5.2. Estabilidad de antocianinas en el
yoghurt elaborado)

Modelo lineal general: Pigmento de antocianina (mg/L) ... uestra, Dia

Método

Codificacion de factores (-1, 0, +1)

Informacion del factor

Factor Tipo  Niveles  Valores
Muestra Fijo 4 Conc. en yog, GA8 en yog, MD8 en yog, Yog comercial
Dia Fijo 30,1530

Anadlisis de Varianza

Fuente GL  SCAjust. MCAjust. Valor F_ Valorp
Muestra 3 37562968 12520989 135.15  0.000
Dia 2 89788 44894 048 0.621

Error 30 2779266 92642
Faltadeajuste 6 843006 140501 174 0154
Error puro 24 1936259 80677

Total 35 40432022

Resumen del modelo
R-cuad. R-cuad.
S R-cuad. (ajustado)  (pred)
304372 93.13% 91.98% 90.10%

Coeficientes

EE del
Término Coef coef. ValorT Valorp FIV
Constante 2217.7 507 4372 0.000

Muestra
Conc.enyog 7583 87.9 863 0.000 150
GA8 en yog 4966 879 565 0000 1.0
MD8 en yog 5050 879 575 0000 1.50

Dia
0 332 7.7 046 0.647 133
15 -70.6 7.7 -0.98 0333 133

Ecuacion de regresion

Pigmento de antocianina (mg/L) = 2217.7 + 758.3 Muestra_Conc. en yog + 496.6 Muestra_GA8 en
yog + 505.0 Muestra_MD8 en yog - 1759.9 Muestra_Yog
comercial + 33.2 Dia_0 - 70.6 Dia_15 + 37.4 Dia_30

Ajustes y diagnosticos para observaciones poco comunes

Pigmento de
antocianina Resid
Obs (mg/L) Ajuste Resid est.
3 3797 3009 787 283 R
9 2174 2747 -573 -206 R
Residuo grande R
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ANEXOS

Comparaciones para Pigmento de antocianina (mg/L)

Comparaciones por parejas de Tukey: Muestra

Agrupar informacion utilizando el método de Tukey y una confianza de 95%

Muestra N Media Agrupacion
Conc. en yog 9 297592 A
MD8 en yog 9 272269 A
9
9

GA8 en yog 271426 A
Yog comercial 457.82 B

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.

Comparaciones por parejas de Tukey: Dia

Agrupar informacion utilizando el método de Tukey y una confianza de 95%
Dia N Media Agrupacién

30 12 225504 A

0 12 225090 A

15 12 2147.09 A

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.
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ANEXOS

Resultados ANOVA del seguimiento en el yoghurt. (Seccién 3.5.3. Capacidad antioxidante en el yoghurt

elaborado)

Modelo lineal general: pmol Trolox/ml vs. Muestra, Dia

Método

Codificacion de factores (-1, 0, +1)

Informacion del factor

Factor Tipo  Niveles Valores

Muestra Fijo 5 Conc. en yog, GA8 en yog, MD8 en yog, Yog blanco, Yog comercial
Dia Fijo 3 01530

Analisis de Varianza

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F_ Valorp
Muestra 4 1.68246E+12  4.20615E+11 101.34 0.000
Dia 2 89530472961 44765236481 10.79 0.000

Error 38  1.57713E+11 4150353441
Faltadeajuste 8 28753071508 3594133939 0.84 0578
Error puro 30 1.28960E+11 4298678642

Total 44 1.92970E+12

Resumen del modelo

R-cuad. R-cuad.
S R-cuad. (ajustado) (pred)
644232 91.83% 90.54% 88.54%

Coeficientes

EE del
Término Coef  coef. ValorT Valorp FIV
Constante 513296 9604 5345 0.000

Muestra
Conc.enyog 147892 19207 7.70 0.000 1.60
GA8enyog 165835 19207 8.63 0.000 1.60
MD8enyog 112843 19207 5.88 0.000 1.60
Yog blanco -83185 19207 -4.33 0.000 1.60

Dia
0 49525 13582 3.65 0.001 133
15 9073 13582 0.67 0508 1.33

Ecuacion de regresion

pmol Trolox/ml = 513296 + 147892 Muestra_Conc. en yog + 165835 Muestra_GAS8 en yog
+ 112843 Muestra_MD8 en yog - 83185 Muestra_Yog blanco - 343385 Muestra_Yog
comercial + 49525 Dia_0 + 9073 Dia_15 - 58598 Dia_30

Ajustes y diagndsticos para observaciones poco comunes

pmol Resid
Obs Trolox/ml  Ajuste Resid est.

42 505146 371513 133633 226 R

Residuo grande R
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ANEXOS

Comparaciones para pmol Trolox/ml

Comparaciones por parejas de Tukey: Muestra

Agrupar informacion utilizando el método de Tukey y una confianza de 95%

Muestra N Media Agrupacion
GA8 en yog 9 679131 A
Conc.enyog 9 661188 A

MD8 en yog 9 626140 A

Yog blanco 9 43011 B

Yog comercial 9 169911 «

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.

Comparaciones por parejas de Tukey: Dia

Agrupar informacion utilizando el método de Tukey y una confianza de 95%

Dia N Media Agrupacion
0 15 562821 A

15 15 522369 A

30 15 454699 B

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.
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ANEXOS

Resultados ANOVA del seguimiento en el yoghurt. (Seccién 3.5.4. Contenido de fenoles en el yoghurt
elaborado)

Modelo lineal general: pg/mL Ac. galico vs. Muestra, Dia

Método

Codificacion de factores (-1, 0, +1)

Informacion del factor

Factor Tipo  Niveles Valores
Muestra Fijo 5 Conc. en yog, GA8 en yog, MD8 en yog, Yog blanco, Yog comercial
Dia Fijo 3 01530

Andlisis de Varianza

Fuente GL SCAjust.  MCAjust. Valor F Valorp
Muestra 4 791173880 197793470 56.80 0.000
Dia 2 7741820 3870910 m 0.340

Error 38 132333300 3482455
Falta de gjuste 8 26869971 3358746 096 0488
Error puro 30 105463328 3515444

Total 44 931248999

Resumen del modelo

R-cuad. R-cuad.
S R-cuad. (ajustado) (pred)

1866.13 85.79% 83.55% 80.07%

Coeficientes

EE del
Término Coef coef. ValorT Valorp FIV
Constante 12705 278 4567 0.000
Muestra

Conc.enyog 2414 556 434 0.000 1.60
GA8 en yog 3821 556 6.87 0.000 1.60
MDS8 en yog 3606 556 648 0.000 1.60
Yog blanco -3183 556 -572 0.000 1.60

Dia
0 -557 393 -1.42 0.165 1.33
15 438 393 1 0272 1.33

Ecuacion de regresion

pg/mLAc. gélico = 12705 + 2414 Muestra_Conc. en yog + 3821 Muestra_GAS8 en yog
+ 3606 Muestra_MD8 en yog - 3183 Muestra_Yog blanco - 6659 Muestra_Yog
comercial - 557 Dia_0 + 438 Dia_15 + 119 Dia_30

Ajustes y diagndsticos para observaciones poco comunes

ug/mL
Ac. Resid
Obs  galico Ajuste  Resid est.
12 0 895 -8965 -523 R

Residuo grande R
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ANEXOS

Comparaciones para pug/mL Ac. galico

Comparaciones por parejas de Tukey: Muestra

Agrupar informacion utilizando el método de Tukey y una confianza de 95%

Muestra N  Media Agrupacion
GA8 en yog 9 165263 A

MDS8 en yog 9 163115 A
Conc.enyog 9 151196 A

Yog blanco 9 95223 B

Yog comercial 9  6046.2 c

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.

Comparaciones por parejas de Tukey: Dia

Agrupar informacion utilizando el método de Tukey y una confianza de 95%

Dia N Media Agrupacion
15 15 131433 A
30 15 128240 A
0 15 121483 A

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.
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