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1. RESUMEN

Debido a la creciente demanda de los biocolorantes en la industria alimentaria
para sustituir a los colorantes artificiales es importante realizar estudios que
permitan desarrollar procesos de obtencién de colorantes naturales que sean

competitivos con sus analogos artificiales.

El camote (Ipomoea batata (L.) Lam) en su variedad morada es una fuente natural
que se puede aprovechar para la extraccion de antocianinas. En el camote
morado dichos compuestos se encuentra distribuidos tanto en la cascara como en

toda la pulpa.

El objetivo de este trabajo fue desarrollar un proceso de extraccion para obtener a
escala preparativa extractos enriquecidos y estandarizados de antocianinas del

camote morado para usarlo como biocolorante de alimentos.

El camote morado contiene dentro de su estructura polifenoloxidasa, estas
enzimas estan involucradas en la degradacién de las antocianinas produciendo un
color marrén. Con el fin de evitar las pérdidas de antocianinas en el proceso de
extraccidn por las reacciones de pardeamiento enzimatico, se probaron tres

tratamientos de inactivacién; acido, térmico y secado por liofilizacién.

Ya que se defini6 que el mejor tratamiento de la muestra fue el secado por
liofilizacién, se estudid el efecto sobre los rendimientos de extraccion de las 6
variables que a continuacion se presentan:

- Acido

Disolvente

Concentracion de disolventes

Temperatura

Tiempo

En todos los casos se utilizo el ultrasonido como auxiliar de la extraccion. Para
cada experimento se determinaron las antocianinas totales con el método de pH-

diferencial, y se realiz6 una comparacion entre cada una de las variables con un



andlisis de varianza (ANOVA). Se seleccion6 al acido malico, con una relacion de
disolvente 40-60 agua- acetona, a 60°C y 20 minutos de sonicacion.

Una vez que se realizé la extraccion de antocianinas, se observé que el residuo
sélido aun presentaba una cierta coloracion, a este material se le realizd una

extraccion asistida por amilasas en concentraciones de 1y 5% p/p.

Posteriormente se identificd parcialmente (por tiempos de retencion) el perfil de
antocianinas del camote morado usando la cromatografia de liquidos de alta
resolucion (CLAR) corroborandose que se trataba de antocianinas aciladas
(termoestables).

Por dltimo, ya que se obtuvieron las mejores condiciones extraccion de
antocianinas de camote, se usaron estas para obtener un lote de colorante a
escala preparativa (g) y este extracto estandarizado se usé como colorante para

caramelo, manteca de cacao, malvavisco.



2. INTRODUCCION

El camote o boniato constituyé el segundo cultivo en importancia para muchos
pueblos de la América, antes de la llegada de los espafioles, y aun hoy es un

cultivo esencial para el sustento de muchas comunidades.

Esta planta y sus raices, llamaron la atencidén de los colonizadores, Colon el 4 de

noviembre de 1492 anoto:

...Estas tierras son muy fértiles; ellos las tienen llenas de filames como zanahorias

gue tienen sabor a castafas...

El término flame o name, lo conocid Colén en Africa y lo utilizé en este caso con
idea genérica, mas tarde Las Casas (1619) aclara, que el almirante, se referia a

los camotes.

Hay algunas variedades de esta planta distintas
sélo por el color de la raiz, (pues tienen todas
tallos volubles, hojas angulosas y redondas y
flores con figura de calices blanca con purpura),
gue a veces es roja por fuera y blanca por dentro,

y se llama acamotli; otras veces la membrana

exterior es de color purpura y la parte interior es

> ~ .
Figura 1.Variedades de color en
el camote. es blanco y el interior es amarillo con rojizo, se le

blanca, y se llama ihacamotli; cuando el exterior

llama xochicamotli; hay veces que tanto el interior como el exterior son morados o
completamente blancos, y se le llama entonces camapalcamotli o poxcauhcamotli,
nombres impuestos desde hace muchos siglos segun la variedad de color.
(Gispert y Alvarez, 1998).

El camapalcamotli de exterior y pulpa morada (camote morado) es una fuente
natural rica de antocianinas que puede ser utilizada como biocolorante en

alimentos.



3. MARCO TEORICO

3.1 Camote

El Camote es una planta perenne, cultivada anualmente. A diferencia de la papa
que es un tubérculo, o esqueje engrosado, el camote es una raiz reservante
(http://www.fao.org/inpho_archive/content/documents/vlibrary/AE620s/Pfrescos/CA
MOTE.HTM ultimo acceso: 20-01-2013), ya que el lugar donde tienen acumuladas

las reservas de nutrientes son diferentes.

Los nombres mas comunes para esta planta en Latinoamérica son: camote,

boniato, batata, douce, apichu y kumara.

La clasificacion sistematica del camote es la siguiente:

Familia . Convolvulaceae

Género : Ipomoeae

Subgénero :  Quamoclit

Seccion : Batatas

Especie : Ipomoea batatas (L.) Lam.

Esta especie fue descrita por Linneo en 1753 como Convolvulus batatas. Sin
embargo, fue hasta 1791 que Lamarck clasificO esta especie dentro del género
Ipomoea en base a la forma del estigma y a la superficie de los granos de polen.

Por lo tanto el nombre fue cambiado a Ipomoea batatas (L.) Lam. (Huaman, 1992).

El camote es uno de los cultivos tradicionales mas antiguos y valiosos, sembrado
ampliamente en los paises en vias de desarrollo. Destaca por su rusticidad y su
alta productividad por unidad de area y de tiempo; ademas de ser un cultivo rico
en vitaminas y minerales. (Gonzéalez, et al.,, 2005). Entre las variedades mas
comunes del camote se encuentran: el camote Morado, Chileno, Viudo, Rosado,

Pata de gallo, Costefio, Alforjero amarillo, Zapallo, Lancetillo.



3.1.1 Origen del camote

Existen dos teorias sobre el origen del camote; en una de ellas se le considera
nativo del continente Americano, situandolo en México y Centroamérica, en virtud
de la division del material genético y por la evidencia arqueoldgica de la
antigledad de su cultivo. La otra teoria sostiene que su origen se encuentra en el

continente Asiatico, en particular en China.

En la actualidad, la primera teoria tiene mayor aceptacion tomando en cuenta que
existe mayor cantidad de especies que en el continente Asiatico, con alto potencial
de rendimiento y con mayor desarrollo vegetativo, favoreciendo la floracion y la

fructificacion (Gonzalez, et al., 2005).

En México los nahuas englobaron a esta especie en la categoria de camohtli (raiz
comestible). Sahagun menciona: “[...] que son las ‘vatatas de esta tierra’, que son
raices buenas de comer, que se hacen como nabos debajo de la tierra y que se

comen cocidas, crudas y asadas”. (Linares, et al., 2008).

3.1.2 Cultivo de camote

El camote es uno de los cultivos
ampliamente sembrado en los paises
en vias de desarrollo, a nivel
agronomico ofrece muchas ventajas
tales como: resistencia a las
condiciones adversas del campo,

requiere poca atencion y labores

. agronémicas durante su crecimiento,
igua 2. Camote recién coseché;;. altos rendimientos por hectarea y una

buena adaptabilidad; lo que implica un
bajo costo de produccion comparado con otros cultivos considerandolo un cultivo
alternativo para los agricultores de escasos recursos econdémicos. (Quispe, et al.,

2006).



El camote es el sexto cultivo alimentario mas importante del mundo, luego del
arroz, el trigo, la papa, el maiz y la yuca; pero en los paises en desarrollo es el
quinto mas importante. Cada afio se producen mas de 105 millones de toneladas

métricas en el mundo, 95% de las cuales crecen en los paises en desarrollo.

Aunque es nativo de América Latina, Asia es hoy la principal region productora de
camote del mundo, con cifras por encima de los 90 millones de toneladas
producidas al afio. China, con 85 millones de toneladas, es el principal productor

en el mundo. (CIP (Centro Internacional de la papa), 2010).

En México, se siembran variedades con pulpa blanca, amarilla, naranja, rojiza o

purpura en dos ciclos agricolas: el de primavera-verano y el de otofio-invierno.

Con datos de la Secretaria de Agricultura, ganaderia, Desarrollo Rural, Pescay
Alimentacion (Sagarpa), se sabe que se planta practicamente en todos los estados
de la Republica con una produccion aproximada de 61,098 toneladas en 2908
hectareas, siendo los mas productivos Guanajuato (27,328 toneladas) y
Michoacan (10,756 toneladas).

En la regidon central de México se prefieren las variedades blancas, pero también
se consumen las moradas y amarillas. Las blancas y moradas se encuentran
comunmente en los mercados y tianguis, y en el caso de las moradas sélo en
cierta temporada llegan a los supermercados, a diferencia de las variedades
amarillas y blancas que se comercializan a mayor escala y por lo general estan a

la venta todo el afio.(Linares, et al., 2008).

3.1.3 Composicion nutrimental

El camote es un alimento de alta energia, sus raices tienen un contenido de
carbohidratos totales de 25 a 30%, de los cuales el 98% es considerado facilmente
digestible. Es una fuente excelente de carotenoides de provitamina A. Recientes
estudios del papel de la vitamina A y la fibra sobre la salud humana puede realzar

aun mas la imagen del camote. También es una fuente de vitamina C, potasio,



hierro y calcio. El contenido de aminoacidos es bien balanceado, con un mayor
porcentaje de lisina que el arroz o el trigo, pero un contenido limitado de leucina.
(http:
IlIwww.fao.org/inpho_archive/content/documents/vlibrary/AE620s/Pfrescos/CAMOT
E.HTM, ultimo acceso 04-11-2012).

Tabla 1. Datos de la composicion nutricional se deben interpretar por 100 g de

la porcién comestible.

COMPUESTO CANTIDAD
Calorias 105 Kcal
Agua 72.84 9
Proteina 1.65¢g
Grasa 0.30g
Cenizas 0.95¢
Carbohidratos 24.28 g
Azlcares 10.95¢g
Almidones 13.33¢g
Fibra 39
Calcio 22 mg
Hierro 0.59 mg
Fosforo 28 mg
Potasio 337 mg
Vitamina C 22.7 mg
Vitamina A 14.545 1U

Fuente: http://www.nal.usda.gov/fnic/cgibin/nut_search.ply, Linares, et al., 2008.

3.1.3.1 Otros compuestos

Compuestos fenolicos

Los compuestos fendlicos del camote incluyen acidos clorogénicos, una familia de
ésteres formados a partir de ciertos acidos cindmico y quinico, incluyendo 3
isbmeros acido mono-cafeoil quinico (CQA): 3-CQA (4cido neoclorogénico), 4-
CQA (&cido criptoclorogénico) y 5-CQA (acido clorogénico) y 3 acidos di-cafeaoll
quinico: 3,5-diCQA, 3,4-diCQA, 4,5-diCQA (acido isoclorogénico A, B y C
respectivamente). Las cantidades de estos compuestos varian segun la variedad

del camote. Aunque los acidos clorogénicos e isoclorogénicos parecen ser mas
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abundantes. ElI camote contiene significativamente més &cidos isoclorogénicos

gue otros alimentos.

El color y variedad puede influir en los
niveles y perfiles de los compuestos
fendlicos asi como de antocianinas y
carotenoides.

Se ha reportado que el camote de pulpa
blanca contiene el nivel méas alto de
acidos clorogénicos, mientras que la

variedad de pulpa morada tiene los

niveles mas altos de las di-CQA. (Levin,
et al., 2011).

Figura 3. Diferentes colores del camote

Se ha demostrado que dichos polifenoles exhiben actividad captadora de
radicales (RSA), actividad antimutagénica, actividad anticancerigena,
antidiabética, antibacteriano, anti-inflamatoria, y anti-VIH y actividad para inhibir la
produccién de melanina tanto in vitro como in vivo. (Ishiguro, et al., 2007).

Los compuestos polifendlicos también juegan un papel importante en los
sistemas de defensa contra insectos, otros patdégenos y en el proceso de

maduracién del camote.

Carotenoides

Los carotenoides se encuentran ampliamente distribuidos en plantas y su
estructura poliénica les permite capturar o inactivar radicales libres y oxigeno
singulete. El B-caroteno es la principal fuente de pro vitamina A en la naturaleza y

es el responsable de la coloracién naranja-amarilla en el camote (el camote
amarillo contiene de 53-86 pg/g b.s. de 8- caroteno (Lugo, et al., 2001)).

10



Figura 4. Estructura del 3- caroteno.

Los carotenoides son tetraterpenos que funcionan como antioxidantes. Los
carotenoides estan presentes en vegetales amarillos y rojos, los mas conocidos
son el B- caroteno, a -caroteno, luteina, zeaxantina y licopeno. ElI consumo
excesivo de B- caroteno ocasiona elevacién reversible en los niveles sanguineos
(carotenemia) pero no genera toxicidad por vitamina A debido a que es un
precursor de baja capacidad de esta vitamina. Al igual que el escualeno, los
carotenoides protegen la piel contra la radiacion ultravioleta. Las propiedades
antioxidantes de los carotenoides han sido relacionadas en la prevencion contra la
peroxidaciéon de lipidos y &cidos nucleicos, aterogénesis y cancer. (Drago, et al.,
2006).

Antocianinas

Las antocianinas son pigmentos flavonoides, responsables del color rojo y morado
de la piel y pulpa de los camotes; son de gran interés por su importancia en la
ingesta diaria recomendada (180 a 215 mg*dia*habitante) en relacién a la de otros
flavonoides (23 mg*dia*habitante) (Arizio, 2008).

Figura 5. Estructura general de las antocianinas.
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El nimero de antocianinas del camote morado, se encuentra en el mismo rango
que algunas fuentes de frutas y verduras de la mas alta produccion de
antocianinas como ardndanos, uvas, y moras. Tabla 2. (Bridgers, et al., 2010).

Tabla 2. Contenido de antocianinas de algunas frutas y verduras

Fuente Contenido de antocianinas (mg/100 g peso fresco)
Ciruela 2-25
Cebollas rojas 7-21
Rabanos rojos 11-60
Fresas 15-35
Frambuesas rojas 20-60
Col roja 25
Arandano azul 25-495
Moras 83-326
Arandano 60-200
Uvas 6-600
Camote morado 84-174

Fuente: Bridgers, et al., 2010.

Las antocianinas en el camote morado se encuentran principalmente como
compuestos mono o di acilados de la peonidina o cianidina como se muestra en la
Figura 5, expresando una alta estabilidad de pH y temperatura. (Woong, et al.,
2011).

Jie L., et al., 2012 identificaron 13 antocianinas del camote morado, entre las
principales fueron 3-soforosido-5-glucdsido de cianidina y de peonidina, acilados
con acido p-hidroxibenzoico, feralico, cafeico; Unicamente identificaron una

delfidina-3,5-diglucésido.
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O-R

OH
HO
HO Caf N
R! R®
Base de cianidina
YGM-12 H Phb
YGM-1b H Caf
YGM-2 H H
YGM-3 H Fer
Base de peonidina
YGM-4b CHs Caf
YGM-52 CHs Phb
YGM-5b CHs H
YGM-6 CHs Fer

Figura 6. Antocianinas del camote morado (Phb, acido p-hidroxibenzoico; Caf, acido

cafeico; Fer, acido feralico). Fuente: Terahara y Matsui. 2008.
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3.1.4 Enzimas involucradas (PFO) en el camote

El camote, contiene dentro de su estructura compuestos polifendlicos que al entrar
en contacto con el oxigeno y en presencia de las enzimas polifenoloxidasas (PFO)

son oxidados dando como resultado un producto indeseable de color parduzco.

(A) (B)

Figura 7. Oxidacion del camote morado. (A) Camote morado fresco. (B) Camote morado

fresco oxidado.

La Comision de Enzimas (EC) clasifica la polifenoloxidasa, con el numero
1.10.3.1. dentro de la clase de las Oxidoreductasas, actuando sobre difenoles con
oxigeno como aceptor. La polifenoloxidasa conocida como tirosinasa, fenolasa,
catecol oxidasa, o-difenoloxidasa, monofenol oxidasa cresolasa; actia sobre dos
tipos de sustratos: monohidroxifenoles como el p-cresol hidroxilandolos en
posicion orto con respecto al grupo hidroxilo original, y sobre dihidroxifenoles tales
como el catecol, oxidandolos a benzoquinona por remocion de hidrégenos del

grupo hidroxilo. (Guerrero, 2009).
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OH OH 0O
OH o]
PFO PFO + O, = ] i
. _ — = Pigmentos café
O, /
Aminoacidos,
R R

R proteinas, fendlicos

Monofenol Dihidroxifenol Ortoquinona

Figura 8. Accién de la PFO sobre los compuestos fendlicos. Fuente: Garcia, et al. 2006.

El pardeamiento enzimatico puede ser controlado a través del uso de métodos

quimicos y fisicos.

Métodos quimicos:

Ajustando las condiciones de pH con &cidos citrico, ascérbico, o malico.
Estos acidulantes son aplicados generalmente para mantener el pH por
debajo del punto 6ptimo de actividad catalitica de la polifenoloxidasa (pH>
4-4.5) (Gasull y Becerra, 2006).

Existen también inhibidores como las sales, la mas usada es NaCl, cuya
accion impide la actividad de la polifenoloxidasa frente al &cido clorogénico.

Métodos fisicos

Tales como, los procesos térmicos (se inactiva la PFO a temperaturas
superiores a los 70°C (Becerra, 2006)), ademas de tecnologias emergentes
como los campos eléctricos pulsados, altas presiones hidrostaticas, rayos
Gamma.

La eliminacién del oxigeno, exclusion o limitacién de la influencia del 0, del
aire al trabajar y envasar rapidamente el material y en caso necesario con
ayuda de atmosfera inerte representan medidas satisfactorias para
mantener ciertas frutas al estado lo mas natural posible, especialmente en

lo que se refiere a textura y sabor.
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- El secado llevando a a, menores a 0.4 limita la actividad enzimatica. Por
ejemplo la liofilizacién, este proceso se basa en la sublimacion del agua
presente en el producto congelado. Al aplicar la liofilizacion; se reduce el
contenido de agua y se inactivan algunas enzimas, en particular las que

estan compuestas de subunidades. (Valenzuela y Ortiz, 2007).

Los tratamientos por calor para la inhibicion de enzimas causan sobre las frutas y
hortalizas efectos adversos tales como la pérdida de color, alteraciones en su

sabor, olor y pérdida de su valor nutricional. (Guerrero, 2009).

3.2 Colorantes

La calidad de un alimento depende, en primer lugar, de su valor nutritivo, pero es
evidente que los caracteres sensoriales también desempefian un papel
importante, cuando no primordial. Es l6gico, ya que el consumidor establece un
primer contacto con los alimentos a través de su aspecto, forma y color, y
posteriormente con su textura y sabor. El color proporciona informacién sensorial,
gue puede interactuar con las propiedades gustativas, olfatorias y de textura, que
determinan la aceptabilidad del producto. Por lo tanto, el color de los alimentos es
un factor a tener en cuenta en la mayoria de los alimentos, ya sea en su forma
natural como elaborada, les corresponde un color mediante el cual el consumidor
los identifica. En consecuencia, aunque el alimento tenga un elevado valor
nutritivo, aromatico y esté bien texturizado, no sera ingerido a menos que presente

un color correcto. (Mufioz, et al., 2003).

Colorantes sintéticos

Son pigmentos obtenidos por sintesis quimica. Pueden ser de dos clases: sintesis
de moléculas nuevas o sintesis de moléculas iguales a las que se encuentran en

el medio natural.
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Los sintéticos requieren de una certificacion y los principales son:
e Azoicos: su estructura es de mono, di o triazo. Producen casi todos los
colores, se caracterizan por tener un grupo cromoforo —N=N-.
e Antraquinonas: su estructura es uno o mas grupos carboxilo en un sistema
de anillos conjugados, tienen al menos tres anillos condensados. (Badui.
2006).

Debido a que en los ultimos afios la preocupacion publica por la seguridad de los
colorantes sintéticos en los alimentos ha llevado a una creciente atencion a los
biocolorantes como alternativas. (Fan, et. al., 2007). Por ejemplo, los colorantes
rojo No. 2 y No. 40 se han prohibido en Austria, Japon, Noruega y Suecia, pero el
rojo No. 40 aun se encuentra en escrutinio en Estados Unidos. Al mismo tiempo,
dichos hallazgos se relacionan con modificaciones en la hiperactividad de nifios de
edad escolar lo cual puede considerarse un mal neuronal agudo. Tales
antecedentes son indicios suficientes para disminuir la demanda de colorantes
artificiales a favor del consumo generalizado de colorantes naturales. (Garzoén,
2008).

Colorante naturales (biocolorantes)

Los pigmentos naturales son aquellos obtenidos de fuentes presentes en la
naturaleza, usados para impartir color a algunos productos. Dichos pigmentos son
generados por microorganismos, vegetales, animales o minerales, y difieren
ampliamente en su estructura quimica. Aunque hay colorantes poco comunes,
como el acido carminico, los mas distribuidos en los alimentos pueden agruparse

en ocho categorias. (En pigmentos fendlicos se agrupan 3):
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1. Carotenoides.

2. Clorofilas.

3. Pigmentos fendlicos:
flavonoides, antocianinas y

taninos.

4. Betalainas.

5. Hemopigmentos.

6. Otros pigmentos naturales.

Los cuatro primeros son de fuentes vegetales, aun cuando llegan a estar
presentes en alimentos de origen animal, a los que ingresan a través de la dieta.
La mayoria de los pigmentos vegetales se localiza en el protoplasma de las
células, dentro de los organelos especializados llamados plastidos, en algunos
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casos, cuando son solubles en agua, se encuentran disueltos en las vacuolas de
las células.

El quinto grupo solo se encuentra en productos de origen animal. El sexto grupo
se incluyen pigmentos que imparten color tanto a los tejidos vegetales como a los
animales y son poco abundantes en la naturaleza. (Badui, 2006).

Ademas de sus caracteristicas cromaticas, ciertos pigmentos naturales poseen
propiedades vitaminicas, siendo esto una poderosa razon que justifica plenamente
el interés por la investigacion de todos los aspectos relacionados con la
extraccion, purificacion y estabilizacion de los pigmentos naturales para su empleo
en alimentos.

Se estima que las antocianinas son los colorantes rojos de origen vegetal con
mayor porvenir para ser utilizados como biocolorantes en alimentos. (Mufioz, et al.
2003).

La produccion global de antocianinas esta orientada a las industrias alimentarias

productoras de:

% Bebidas pasteurizadas x
% Confiteria -

«* Productos lacteos

Figura 9. Confiteria color rojo-rosa

3.3 Antocianinas

La palabra antocianina deriva del griego anthos (flor) y kyanos (azul oscuro). Las
antocianinas son las responsables de los colores rojos, azulados o violetas de la

mayoria de las frutas y flores. (Fennema, 2008).
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La funcibn mas importante de las antocianinas es la percepcién visible para la
atraccion de los animales para propositos de polinizacion y dispersion de semillas.
Ademas se encargan de la filtracion de la luz o pueden acumularse como
resultado de estrés.

Dentro de las vacuolas, las antocianinas, pueden estar localizadas en organelos
esféricos conocidos como antocianoplastos, que se forman mientras la sintesis de

pigmentos esta en operacion. (Leyva, 2009).

3.3.1 Estructura de las antocianinas

Las antocianinas son glucésidos de antocianidinas, pertenecientes a la familia de
los flavonoides, compuestos por dos anillos aromaticos 1 y 2 unidos por una
cadena de 3 C. Variaciones estructurales del anillo 2 resultan en seis

antocianidinas conocidas (figura 10) (Garzon, 2008).

R1 Aglicona Sustitucién Amax nm)
OH N R; R, Espectro vi-sible
Pelargonidina | H H 494 (naranja)
+ Cianidina OH H 506 (naranja-rojo
HO 0 ( ja-rojo)
~ R, Delfidina OH OH 508 (azul-rojo)
_ Peonidina OCH3; H 506 (naranja-rojo)
OH Petunidina OCH; OH 508 (azul-rojo
OH Malvidina OCH; OCH; | 510 (azul-rojo)

Figura 10. Estructura y sustituyentes de las antocianinas. (Garzén, 2008).

Dentro de cada grupo existe una gran variedad de compuestos cuyo color
depende de la presencia y numero de diferentes radicales unidos a la estructura

principal. Las antocianinas se distinguen por el numero de radicales hidroxilo y/o
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metoxilo presente, por el tipo, nimero y puntos de unién de azlcares en la
molécula, y por el tipo y numero de &cidos alifaticos o arométicos que estan unidos

a los azucares en la molécula. (Fennema, 2008).

Los azucares comunmente unidos a las antocianidinas son glucosa, galactosa,
ramnosa, arabinosa, asi como di y tri sacaridos formados de la combinacién de
estos cuatro monosacéridos. En algunos casos estos residuos se encuentran
acilados con acidos cafeico, p-cumarico, feralico, maldnico, p-hidroxibenzoico, y

aceético.

3.3.2 Estabilidad

A pesar de las ventajas que las antocianinas ofrecen como posibles sustitutos de
los colorantes artificiales, su incorporacion a matrices alimenticias o productos
farmacéuticos y cosméticos son limitadas debido a su baja estabilidad durante el
procesamiento y el almacenamiento. (Garzén 2008).Factores como su estructura
quimica, pH, temperatura, presencia de oxigeno determinan la estabilidad del
pigmento.

3.3.2.1 pH

El pH tiene efecto en la estructura y la estabilidad de las antocianinas. La acidez

tiene un efecto protector sobre la molécula.

En soluciones acuosas a valores de pH inferiores a dos, basicamente 100% del
pigmento se encuentra en su forma mas estable o de i6bn oxonio o cation flavilio
(AH+) de color rojo intenso. A valores de pH mas altos ocurre una pérdida del
protén y adiciéon de agua en la posicion 2, dando lugar a un equilibrio entre la
pseudobase carbinol o hemicetal y la forma chalcona, o de cadena abierta. Tanto
el hemicetal como la chalcona, son formas incoloras y bastante inestables. A
valores de pH superiores a siete se presentan las formas quinoidales de color

purpura que se degradan rapidamente por oxidacion con el aire. (Garzon, 2008).
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3.3.2.2 Temperatura

La estabilidad de las antocianinas en los alimentos depende en gran medida de la
temperatura. En general, las estructuras que tienden a mejorar la estabilidad frente
al pH también conducen a un aumento en la estabilidad térmica. Las antocianinas
con un alto grado de hidroxilacion son menos estables que las antocianinas

metiladas, glicosiladas o aciladas. (Fennema, 2008).

Al incrementar la temperatura, el equilibrio se desplaza hacia la formacién de la
chalcona, y la reaccion inversa es mucho mas lenta que la reaccion hacia la
chalcona. Al disminuir la temperatura, la base quinoidal y carbinol se transforman
rapidamente a forma de cation flavilio, pero el cambio de la chacona es muy lento.

A —T———> AH+y) —> @B — (©

Quinoidal Flavilio Carbinol Chalcona
Figura 11. Equilibrio de las antocianinas.

3.3.2.3 Oxigeno

El oxigeno disuelto también tiene un efecto negativo en la estabilidad de las

antocianinas; causando grandes pérdidas de las mismas (Badui, 2006).

3.3.2.4 Efecto de las enzimas

Algunas enzimas han sido implicadas en la decoloracién de las antocianinas. Se
han identificados dos grupos: las glicosidasas y las polifenoloxidasas. A ambas se

las denomina antocianasas.

Las glicosidasas, hidrolizan enlaces glicosidicos, rindiendo azlcares y aglicona. La
pérdida de la intensidad del color deriva de la menor solubilidad de las

antocianidinas y su transformacion en productos incoloros.
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Las polifenoloxidasas actian en presencia de o-difenoles y oxigeno para oxidar
las antocianinas. La enzima primero oxida el o-difenol a o-benzoquinona que a su
vez reacciona con las antocianinas mediante un mecanismo no enzimatico para
formar antocianinas oxidadas y productos de degradacion como se muestra en la
figura 12. (Fennema, 2008).

OH /O
O, + — = H,O0 +
Enzima
OH )

/O

o Antocianina
+  Antocianina +  Producto de

oxidada degradacion

Figura 12. Mecanismo propuesto para la degradacion de las antocianinas por la

polifenoloxidasa. Fennema 2008

3.3.2.5 Acilacidon

El descubrimiento de antocianinas aciladas con &cidos cafeico, p-cumarico,
ferdlico, malonico, p-hidroxibenzoico, y acético han mostrado alta estabilidad
permitiendo la posibilidad de que estos pigmentos pudieran impartir el color y la
estabilidad deseables en productos alimenticios comerciales.

Estos pigmentos son significativamente mas estables a los cambios en el pH, a las
condiciones de almacenamientos y procesado, y proporcionan colores que van

desde el amarillo- naranja al rojo.

La mayor estabilidad de estos pigmentos, junto con el valor afadido de sus
potenciales efectos beneficiosos sobre la salud, ofrece nuevas oportunidades para

su empleo en gran variedad de aplicaciones. (Fennema, 2008).
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X OH
HO
Acido cumarico
(|3H3 o)
O
X OH
HO

Acido ferulico

OH

4
o! OH
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Acido maldnico

HO
OH

Acido cafeico

OH

Acido p-hidroxibenzoico

HO
>:O

H,C

Acido acético

Figura 13. Acidos con los que se encuentran aciladas las antocianinas.
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3.4 Métodos de extraccion

La extraccion de antocianinas, se realiza comunmente empleando la técnica de
maceracion; sin embargo dicha técnica implica largos periodos de tiempo asi

como bajos rendimientos en la obtencion de antocianinas.

La extraccion por maceracion puede realizarse en menor tiempo si se realiza a
temperaturas elevadas, sin embargo se ha demostrado que esta variable afecta

los rendimientos de extraccidon de antocianinas.

Las antocianinas también pueden someterse a desnaturalizacion cuando son
extraidas de una fuente natural. El proceso de extraccion implica una pérdida de
color seguido de la formacion de productos de degradacién de color marrén y
compuestos insolubles. (Yang y Zhai, 2010).

Por esta razén se han desarrollado técnicas modernas para hacer mas eficiente el
proceso de extraccidon de antocianinas como alta presion hidrostatica, campos

eléctricos pulsados, microondas, ultrasonidos y asistida por enzimas.

3.4.1 Alta presion hidrostética

El procesamiento por alta presion hidrostatica (APH) a temperatura de
refrigeracion, temperatura ambiente o con calentamiento moderado, evitan las

consecuencias negativas de los tratamientos térmicos convencionales.

Mediante este tipo de procesado se facilita la conservacidén de las caracteristicas
organolépticas y sensoriales de los alimentos “frescos” o no procesados, y
mantiene el valor nutritivo, por ser un tratamiento menos agresivo para los
compuestos con actividad antioxidante como las antocianinas. Esto se debe a que
la presion rompe los enlaces por puentes de hidrégeno pero no los enlaces
covalentes de los compuestos, lo que evita cambios en la composicion quimica de

los alimentos. (Sanchez, et al, 2012).

25



3.4.2 Campos eléctricos pulsados

La aplicacion de campos eléctricos pulsado de alto voltaje (PEAV) es una
tecnologia de procesado no térmico que esta comenzando a ser utilizada en la
industria alimentaria. Se fundamenta en la aplicacién de un campo eléctrico de alta
intensidad y corta duracion (pulsos) con vistas a favorecer la difusién de distintos
compuestos de interés como consecuencia del aumento de la permeabilidad de
las membranas celulares.

Se ha evaluado el empleo de la técnica de campos eléctricos pulsantes de alto
voltaje (PEAV) para incrementar la presencia de antocianinas, taninos, y en

general de otros compuestos fendlicos, en los vinos. (Pifiero, et al., 2012)

3.4.3 Microondas

Extraccion asistida por microondas (MAE) utiliza la energia de las microondas
para provocar el movimiento molecular y la rotacion de liquidos con un dipolo

permanente, lo que lleva a un calentamiento rapido del disolvente y la muestra.

Tiene ventajas sobre los métodos convencionales de extraccion, como la mejora
de la eficiencia, la reduccién del tiempo de extracciéon, un bajo consumo de
disolvente y un alto nivel de automatizacién. Ademas de estas ventajas, es posible
emplear una gran variedad de disolventes, ya que la técnica es menos
dependiente de la afinidad con el disolvente (Yang y Zhai, 2010) y permite
simultdneamente tratar diversas muestras. En comparacion con el método de
extraccion convencional, el método de extraccion asistida por microondas fue
altamente eficiente para la extraccién de antocianinas de las mazorcas de maiz

morado chino. (Liazid, et al., 2011).
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3.4.4 Ultrasonidos

Los ultrasonidos mejoran los flujos de transferencia de masa por las fuerzas de
cavitacion, formando burbujas en la extraccion liquido/sélido que colapsan
generando una presion localizada; causando la ruptura del tejido de la plantay
mejorando la liberacion de sustancias intracelulares en el solvente. (Corrales, et
al., 2008).

Las ventajas de la sonicacion incluyen la reduccion del tiempo de procesamiento,
un incremento en el rendimiento, menor consumo de energia y reduccion de los
efectos de termodegradacion. Ademas de que los ultrasonidos han sido
identificados como una tecnologia potencial para satisfacer el requisito de la FDA
de una reduccién de 5 log en microorganismos encontrados en los zumos de fruta.
(Tiwari, et al., 2009).

Corrales et al., 2008 mostré una gran viabilidad empleando ultrasonidos para
extraer antocianinas de la uva. Después de 1 h de extraccion, el contenido fendlico
total de muestras sometidas a la sonicacion fue 50% mas alta que en las muestras

de control (extrayendo los compuestos fendlicos mediante maceracion).

3.4.5 Extraccion asistida por enzimas

El tratamiento enzimético en las muestras vegetales puede ser una alternativa

adecuada para aumentar la recuperacion de antocianinas.

Las enzimas comUnmente utilizadas en la industria alimentaria catalizan una
variedad de reacciones de hidrdlisis. (Laroze et al., 2010).

Ademas, la extraccion con ayuda de enzimas permite la utilizacion de
subproductos agro-industriales proporcionando una nueva alternativa para dar

valor afiadido a los residuos no utilizados.

El mecanismo para la extraccion asistida por enzimas de compuestos fenolicos de

fuentes residuales se basa en que las enzimas degradan la pared celular, dejando
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los materiales intracelulares mas expuestos a la extraccién. De esta manera, la
descomposicion o degradacién parcial de los polisacaridos de la pared celular
también permite la extraccion de los compuestos bioactivos. (Gomez, et al., 2012).

La adicion de enzimas pectinoliticas o0 mezcla de estas con amilasas, durante o
después del macerado se ha ensayado a nivel piloto y parece tener amplias
perspectivas. En particular, se ha propuesto su uso en procesos de extraccion de
antocianinas en donde se han obtenido mejoras en los rendimientos del pigmento.
La adicién de estos bicatalizadores se ha propuesto principalmente en la remocion
de solidos del extracto crudo para la obtencion de antocianinas de la uva,
agregandose pectinasa (100-150 ppm) y amilasa fuangica (250 ppm), permitiendo
su accion durante 4-14 dias. También se ha ensayado en la extraccion de los
pigmentos, la adicion de 1000 unidades/kg de material de celulasa, pectinasa,
polisacaridasa y proteinasa por dos horas en agitacion a 4°C. Este Ultimo método
se ha aplicado a uvas, frambuesa, flores de Delphinium en la extraccion de
antocianinas y en betabel, para producir betalainas. Sin embargo, puede
extenderse a cualquier proceso de extraccion de colorantes naturales a partir de

frutos y vegetales. (Lopez, et al. 2004).
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4. HIPOTESIS

Si las antocianinas presentes en el camote morado soportan altas temperaturas de
extraccion, se debe a que las antocianinas son aciladas; resistiendo asi las

condiciones de proceso para su aplicacién como biocolorante en alimentos.

5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo general

Desarrollar un proceso de extraccion para obtener a escala preparativa extractos
enriquecidos y estandarizados de antocianinas del camote morado para usarlo

como biocolorante de alimentos.

5.2 Objetivos particulares
» Proponer un tratamiento del camote morado (acido, térmico, secado), que
favorezca la mayor concentracion de antocianinas y la menor actividad

enzimatica

» Evaluar los parametros de extraccion que permita la maxima extraccion

(acido, disolvente, temperatura, tiempo) de antocianinas.

» ldentificar parcialmente las antocianinas presentes en el camote morado.

» Aplicacion como biocolorante a alimentos (caramelos, manteca de cacao,

malvavisco).
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6. PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL

La metodologia experimental desarrollada para alcanzar los objetivos propuestos

fue la siguiente:

\ * Tratamiento acido
Tratamientos /: « Tratamiento térmico

de la / » Secado
muestra

« Acido

* Disolvente

» Concentracion de
disolvente

VAL (Seel | Temperatura

extraccion /BRIy
/ + Enzimas

Identificacion o
parcial de * Purificacion

las
S @
\ antocianina

\_/

4

Aplicacion * Caramelos
del * Manteca de cacao
biocolorante * Malvavisco

a alimentos

Figura 14. Diagrama general de la investigacion. Dividida en 4 etapas.
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6.1 Material y equipo

El material, los equipos y reactivos que se emplearon en el trabajo experimental
fueron los siguientes:

Liofilizadora Labconco 7522900

Congelador -80°C Revco Harris

Balanza analitica OHAUS AP1105

Balanza triple beam balance 700 series OHAUS

Licuadora Osterizer

Molino para café/ spice Grinder- Krups G*4100

Sonicador cole porme 8892 335 W, 50-60 Hz

Rotavapor R-215, con bafio de calentamiento B-491(Heatin Bath), bomba
de vacio V-700, vacum controller v-850 marca Buchi.
Espectrofotdmetro GBC-cintral.

Cromatdgrafo de liquidos de alta resolucion HPLC: autoinyector Waters
2707, bomba Waters 1525, detector UV Waters 2478 y desgasificador, el
software que se us6 fue Empower.

Columna Hypersil Gold 250*4.6 mm 5um, marca Thermo sicentific.
Agitadora Lab-line

Vaporera

Camote de la central de abastos.

Amilase An FP 160

Amilase activity 200 U/mL

Xilanasa activity 26 U/mL

Pectinasa activity 9 U/mL

pH =6

ID 120503
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6.2 Desarrollo experimental por etapas

La metodologia experimental consistié en 4 etapas: 1) tratamiento previo de la
muestra, para inactivar las enzimas polifenoloxidasas, 2) estudio de seis variables
sobre la extraccion de antocianinas, 3) identificacion parcial de antocianinas de

camote y 4) aplicacion del biocoloante a varios alimentos.

A continuacion se detalla el procedimiento experimental para cada una de las

etapas.

6.2.1 Etapa 1. Preparacion de la muestra

Para obtener un mayor rendimiento en la extracciébn de antocianinas totales de
camote se inactivo la polifenoloxidasa aplicando tres tratamientos; térmico, acido
y secado, antes de la extraccion. En la Figura 15 se muestra el diagrama

experimental para cada uno de los procedimientos.

Camote morado

Tratamiento Tratamiento acido Secado por

térmico (90°C) pH =2 liofilizacién Fresco

Secado en estufa,
molido y tamizado
malla 50

Molido y tamizado a
malla 50

Medicion de proteina total y antocianinas totales

Figural5. Diagrama experimental de tratamientos de la muestra.
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«» Camote Fresco

Determinacioén de humedad

Se tomé una muestra de camote morado que se corté en cuadros de 5x5 mm para
determinar el porcentaje de humedad. Se usé el método de secado en estufa

durante 24 horas a una temperatura de 50 °C.

Se tomo6 una muestra de camote morado que se corté en cuadros de 5x5 mm y se

le midio proteina total y antocianinas totales

« Tratamiento Térmico

En este tratamiento, el camote morado fresco se cortd en rodajas de 10 mm de
espesor aproximadamente; las rodajas se colocaron en una vaporera a 90°C
(temperatura de vapor) durante un tiempo de 4 minutos, posteriormente se
sacaron del equipo y se cortaron en cuadros de 2x2 mm con los cuales se realizd

la medicion de proteina total y antocianinas totales.

< Tratamiento acido

Para el tratamiento &cido, el camote fresco se corté en rodajas de 10 mm de
espesor que fueron sumergidas en una solucién de acido citrico pH=2 durante
dos minutos, posteriormente las rodajas se colocaron en la estufa a 50° C durante
dos horas. Una vez que las rodajas se secaron, se llevaron a un tratamiento de
molienda y se tamizo a malla 50, finalmente se midio proteina total y antocianinas

totales.
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% Secado por liofilizacion

Para el secado por liofilizacion, el camote morado se cortd en rebanadas de 5 mm
de espesor y se refrigeré a -80°C durante 1 hora; la muestra se liofilizo por 36
horas. Una vez transcurrido el tiempo de secado, la muestra se pulverizé y se
tamizé con malla 50 para realizar la determinacion de proteina total y antocianinas

totales.

< Medicién de la actividad de la enzima PFO

Para determinar la actividad enzimatica se pesé 1g de muestra y se colocd en un
matraz de 25 mL al que se le adicionaron 10 mL de buffer de fosfatos y 0.25 g de
carbén activado. Para separar la fase sdlida se filtro al vacio empleando un
embudo Bichner y una cama de Celita.

De la fase liquida se tom6 una alicuota de 1 mL en un tubo de ensayo y se le
agregaron 4 mL de catecol (4mg/mL) como sustrato; inmediatamente después de
adicionar el catecol se realizo la medicién de la absorbancia a 470nm cada 10

segundos durante 10 minutos. Se emplearon celdas de cuarzo de 2 mL.

% Cuantificacion de la concentracion de proteina total

La cuantificacion de la proteina se determiné por el método de Bradford; el cual
cuantifica la union del colorante Azul de Coomasie a una proteina desconocida y
se compara con el estandar de diferentes concentraciones de proteina suero de
albumina bovina (BSA).(Garcia, et. al., 2006).

Para cada tratamiento de inactivacion de la PFO se tomaron 0.10g de muestra y
se colocaron en un matraz de 25mL al que se le adicionaron 20 mL de buffer de
fosfatos pH 7 y 0.25 g de carbén activado. La solucion se filtré al vacio con un
embudo Bichner y una cama de Celita. De la fase liquida se tomo una alicuota de
1 mLy se le agreg6 1 mL de reactivo de Bradford; posteriormente se vertio en una
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celda de cuarzo de 2 mL y se leyo en el espectrofotometro a una longitud de onda
de 470nm.

% Cuantificacion de antocianinas por el método de pH-diferencial

Para la medicién de antocianinas totales se pes6 1 g de la muestra y
se coloco en un matraz de 25 mL al cual se agregaron 20 mL de una
solucibn de metanol: agua 80:20% y 1% de acido tartéarico;
posteriormente la solucion se sonic6 durante 40 minutos a temperatura
ambiente. Por dltimo se filtré al vacio con un embudo Biichner. Y se

leyd en el espectrofotometro siguiendo el método de pH-diferencial.
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6.2.2 Etapa 2. Variables de extraccion

Para determinar las condiciones que permiten extraer la mayor cantidad de
antocianinas totales con el menor tiempo de sonicacion, se evaluo el efecto del
acido extractante, disolvente, proporcion de agua/disolvente, tiempo vy

temperatura.

En la figura 16 se muestra en detalle las condiciones que se evaluaron.

Extraccion con acido malico, tartarico

y lactico al 1%. A diferentes tiempos Medicion de antocianinas

de sonicacién (20,40,60,100 min) totales

h h
Medicién de antocianinas Extraccién a 30. 45. 60 v 75°C
totales » 40, OV Y
h —

Extraccién con metanol, etanol, acetonay § |

agua, al (100, 80, 60, 40, 20 y 0%). Medicidon de antocianinas

A diferentes tiempos de sonicacion totales

(20,40,60,100 min)

Figural6. Diagrama experimental de variables de extraccion

% Efecto del Acido

Una vez que se determind el tratamiento previo de la muestra (previo a la
extraccidon) que presentd el mayor rendimiento de antocianinas totales y la menor

actividad de polifenoloxidasa, se estudio el tipo de acido permitido en alimentos:
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acido lactico, &cido tartérico y &cido malico al 1% sobre el rendimiento de

antocianinas.

La extraccion de antocianinas con diferentes acidos se realiz6 de la siguiente

manera:

A 1g de la muestra se le adicionaron 20 mL de una soluciéon de metanol al 80%,
con 1% del acido correspondiente. La solucion se sonicé a distintos tiempos (20,
40, 60 y 100 minutos) a una temperatura de 30°C. A cada uno de los tiempos se

tomo una alicuota del sobrenadante y se le midi6 antocianinas totales.

Este procedimiento se repiti6 para cada uno de los acidos propuestos; este
experimento permitié seleccionar el acido que present6 los mejores rendimientos

de antocianinas y el menor tiempo de sonicacion.

% Efecto del disolvente y la proporcion agua/disolvente

Se probaron los siguientes disolventes permitidos en alimentos: etanol, acetona y
agua; ademas se empledé metanol, ya que en investigaciones previas se ha
reportado como el disolventes que recupera la mayor concentracion de
antocianinas (Galicia, et al., 2008), pero debido a su elevada toxicidad no esta
permitido su uso en alimentos. Las proporciones de etanol-agua, acetona-agua y

metanol-agua que se estudiaron fueron: 100, 80, 60, 40, 20 y 0% de disolvente.

En un matraz de 25 mL se pesé 1g de la muestra al que se le adicionaron 20 mL
del disolvente con 1% del acido seleccionado en la fase anterior. La solucion se
sonico a distintos tiempos (20, 40, 60 y 100 minutos) a una temperatura de 30°C.
A cada tiempo se tomé una alicuota del sobrenadante y se le midié antocianinas

totales.

Este procedimiento se repiti6 para cada uno de los disolventes asi como para
cada una de las mezclas propuesta. Esta serie de experimentos permitio

seleccionar el disolvente y la mezcla de disolventes que presentd la mejor
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concentracion de antocianinas (mg de antocianinas/g de muestra) y el menor

tiempo de sonicacion.

« Efecto de la temperatura

Se analizaron distintos valores de temperaturas: 30, 45, 60 y 75°C.Para cada uno

de los experimentos la muestra se preparo de la siguiente manera:

Se peso 1g de la muestra en un matraz de 25 mL al que se agregaron 20mL del
disolvente y 1% de acido con las condiciones previamente seleccionadas (tipo y
proporcién de la mezcla de disolventes, tipo de acido y tiempo). La solucién se
sonicO a las temperaturas propuestas y se realizd la medicion de antocianinas

totales.

Se seleccioné la temperatura con la que se obtuvo el mayor contenido de

antocianinas totales.

«+ Efecto de la enzima

Debido a que el residuo soélido de las extracciones presentaba una coloracion

rosada, se decidié probar una segunda extraccion asistida por amilasas.

En la extraccion asistida se usaron dos concentraciones al 1% y 5% de extracto
enzimatico. Se pesaron 0.5 g del residuo soélido, al cual se le agregaron 10 mL de
buffer de fosfatos (pH 5) y la cantidad de amilasa correspondiente. La solucion se
agitdé a 300rpm por un tiempo 24 horas a una temperatura de 24°C.
Posteriormente se filtr6 al vacio con un embudo Blchner y la fase liquida se

colocd en un matraz bola y se evaporé en un rotavapor.

El extracto obtenido se le determind antocianinas totales.
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6.2.3 Etapa 3. Identificacion parcial de las antocianinas

Para llevar a cabo la identificacion parcial de las antocianinas, se realizd una
purificacion del concentrado de camote morado en una columna de Amberlita,

eluyendo con un gradiente de disolvente y &cido.

Preparacion del Eluir la columna
c aﬁqxé;"gcr;c’o?aed o extracto y de la con 5 gradientes
concentrado columna con de disolvente y
amberlita acido
Identificacion por Recolectar
HPLC Concentrar fracciones

Figural?7. Diagrama experimental de la identificacién de antocianinas.

Para realizar la identificacion parcial de antocianinas de camote morado, se
preparé un extracto empleando las mejores condiciones de extraccion que se
obtuvieron previamente. Del concentrado se tomaron 10 g de material sélido, y se
le realizaron 5 lavados empleando 10 mL de acetato de etilo separando lo soluble
de lo insoluble. De la parte insoluble se pesaron 100mg en un vaso de precipitado

de 10 mL y se le agregaron 50 pL de disolvente acido.
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« Purificacion del extracto de antocianinas

Para realizar la purificacién, se empaco una columna de 3 cm de diametro con 30
g de Amberlita; una vez empacada la columna se vertié la parte insoluble con el
disolvente acido eluyendo la columna con un gradiente de agua-metanol-acido

como se describe a continuacion.

1. 100mL de una solucion de agua con 0.01% de &cido acético. Se
recolect6 una fraccion en un matraz erlen meyer.

2. 200 mL de una solucién 80:29:1, agua- metanol - acido acético.
Se recolectaron 4 fracciones.

3. 200mL una solucién 60:39:1 agua- metanol- 4cido acético. Se
recolectaron 6 fracciones.

4. 400mL de otra solucion 50:50:5 agua-metanol-acido acético. Se
recolecto 11 fracciones.

5. 200mL de una solucién 75:25:5 metanol-agua-acido acético. Se
recolectd 7 fracciones.

Por ultimo cada una de las fracciones se vertieron en un matraz bola y se

concentraron en el rotavapor, a cada uno de los concentrados se analizé por
HPLC.
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6.2.4 Etapa 4. Aplicacion del biocolorante a alimentos

Bicolorante de
camote

Caramelo Manteca de cacao Malvavisco

Antocianinas totales

semanalmente durante Antocianinas totales Antocianinas totales
1 mes

Figural8. Diagrama experimental de aplicacion del biocolorante a alimentos.

Se preparé un extracto con 100g de camote morado y 2000mL de disolvente, en

las mejores condiciones obtenidas en las etapas 1y 2.

El extracto se almacend a temperatura ambiente para ser aplicado a los siguientes

alimentos:

«» Caramelo duro

- Se mezclaron 100g de azucar refinada con 260g de glucosa y 250mL
de agua en un recipiente de aluminio.

- La mezcla de azucares se calentdé en la estufa sin hervir, hasta
obtener una solucién.

- Posteriormente la solucién se hirvié hasta llegar a 160°C y

Se le agregaron con una espatula 0.13g de biocolorante.
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Una vez incorporado el colorante, la solucion colorida se retiré del
fuego y se vacié en moldes de silicon.

Los caramelos de color se almacenaron a temperatura controlada de
23°C durante 1 mes.

Semanalmente a los caramelos se les determind antocianinas. Para
esta determinacion se pes6 1g de caramelo duro en un matraz de 25
mL, se le adicionaron 20 mL de disolvente acido y se le extrajeron

las antocianinas.

< Manteca de cacao

X/
°

Se pesaron 200g de manteca de cacao.

La manteca se calenté a bafio maria en un recipiente de aluminio
hasta llegar a una temperatura aproximadamente de 55-60°C.

Se le agregaron con una espétula 0.13g de biocolorante.

Se le midi6 antocianinas totales de la siguientes manera:

. Se pesaron 5g de manteca de cacao en un matraz de 250 mL con
extracto de camote morado. Posteriormente se le adicionaron 100
mL de disolvente &cido y se extrajeron las antocianinas.

. Al extracto obtenido se le hicieron 4 lavados con hexano para
eliminar la grasa.

. A dicho extracto se le midieron antocianinas totales.

Malvavisco

Se hidrataron 219 de grenetina con 120 mL de agua en un recipiente
de plastico.

Se mezclaron 400g de azucar con 180g de glucosa y 60mL de agua
en un recipiente de aluminio, se disolvieron y se calentaron hasta

llegar a 121°C. Se retird el recipiente de aluminio del fuego.
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Se mezclaron la grenetina hidratada con el azucar, glucosa y agua
en el recipiente de plastico.

Se batié la mezcla hasta ser aireada y se le agregaron con una
espatula 0.13g de biocolorante.

Se molded en recipientes de vidrio previamente glaseados.

Se extrajeron antocianinas pesando 1 gramo de la muestra en un
matraz de 25 mL con 20 mL de disolvente acido.

Por ultimo se determinaron antocianinas totales.
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6.3 Métodos de analisis

6.3.1 La actividad de la enzima (polifenoloxidasa)

La actividad de una enzima se determina conociendo la velocidad de la reaccion
que cataliza. La velocidad de reaccién se define como la cantidad de sustrato

consumido o de producto formado por unidad de tiempo.

A partir de una curva de tiempo contra absorbancia a 470nm se calcula la
velocidad inicial de la reaccién como la pendiente (a) de la parte lineal de la curva

de progreso.

Conociendo la pendiente (a) se podra determinar la actividad enzimatica de la
polifenoloxidasa en U/g, sabiendo que U de actividad es la cantidad de enzima
que cataliza la aparicion de 1 micromol de producto por minuto.

El célculo de la concentracion se basa en la ley de Lambert-Beer,

considerandose el volumen del ensayo y el factor de dilucion:

a=cgxAx1

a* Vol del ensayo * Factor de dilucion
A= Fx ] = U/g
*

Dénde:

a = Pendiente de la absorbancia/tiempo (min™)

I =1 cm (espesor de la celda)

¢ = Coeficiente de extincién molar (M*cm™)
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Determinacion de la cantidad de proteina soluble y actividad

especifica

La cuantificacion de la proteina soluble se determindé por el método de Bradford,
que se basa en la union de un colorante, Comassie Blue G-250 (también Serva
Blue) a las proteinas. El colorante, en solucion acida, existe en dos formas una
azul y otra naranja. Las proteinas se unen a la forma azul para formar un
complejo proteina-colorante con un coeficiente de extincion mayor que el

colorante libre.

Se tom6 1 mL del extracto enzimatico en un tubo de ensaye de 10 mL y se le
agreg6 1 mL del reactivo de Bradford, midiéndose por dltimo en celdas de cuarzo

de 2 mL la absorbancia a 470nm.

Para conocer la concentracidon de enzima total en la muestra se elaboré una curva
patrén con albumina bovina (ABS) en un rango de concentracion de 25-74 ug/mL,

interpolandose los datos.

0.9 -
0.8 -

y =0.0081x + 0.229
R?=0.9854

Absorbancia (nm)

© © ©0 0o o o o

= N Wb U1 N
1

o

0 10 20 30 40 50 60 70 80
ug/mL

Grafica 1. Curva patron de la albumina bovina.

Obteniéndose de esta manera la actividad especifica que se calcula:

AE = A(U/g) _ U

Cdeproteina (%) mg
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6.3.2 Determinacién de antocianinas totales

La determinacion de antocianinas totales se llevd a cabo de acuerdo a la
metodologia del pH diferencial descrita por Giusti y Wrolstad, 2001(Figueroa, et
al. 2011) Esta se basa en las transformaciones estructurales que sufren las
antocianinas monomeéricas con un cambio en el pH; estos compuestos adquieren
la conformacién de cation flavilio (color rojo intenso) a pH 1 y la forma hemicetal

(incolora) a pH4.5.

La medicion se hizo tomando 200uL del extracto obtenido, mezclandose con 1800
uL de buffer de cloruros 0.025M pH 1 en un tubo de ensaye, y se tomaron otros
200 pL de extracto con 1800uL de buffer de acetatos 0.4M pH 4.5.

Para cada solucion, se midi6é la absorbancia a 510 nm (longitud de onda de
maxima absorbancia de las antocianinas) y a 700 nm en un espectrofotdmetro UV
visible usando agua destilada como blanco. El contenido de antocianinas totales
se expresa como mg/L de cianidina 3-glucosido. La absorbancia final se calcul6 de

acuerdo a la siguiente ecuacion:
A" = (A520nm - A700nm) pH1 - (A520nm - A700nm) pH4.5

_ A" X PM X FD % 1000
N rx1

Donde:

PM = Peso molecular de la cianidina 3-glucésido =449.2 g/mol

FD = Factor de dilucion: 10

Y = Absortividad molar de la cianidina 3-glucésido= 26900 L/cm mg

La concentracion final se obtiene en funcién del volumen de disolvente empleado y
peso de la muestra obteniéndose unidades de mg de antocianinas totales/g de

muestra
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6.3.3 Identificacion parcial de antocianinas por HPLC

Para hacer la identificacion del perfil de antocianinas, se utilizé el HPLC.

Del extracto concentrado en el rotavapor, se tom6 2mg y se aforé a 1 mL con el
disolvente que se extrajo las antocianinas y se bajé a un pH de 1.84 con acido
clorhidrico y lograr de esta manera una eficaz resolucién de sefiales. Finalmente

se inyecto en el cromatégrafo de liquidos de alta resolucién.

Se utilizd6 una columna Hypersi Gold (250 x 45mm, 5um), sistema HPLC con
detector dual de absorbancia, flujo de 1.2 mL/min. Se uso sistema de gradiente, y
fase movil de dos disolventes: 90% de A: &cido acético- agua (10:90), y 10% B:
metanol-agua- acido acético (50:40:10). El gradiente fue 0-5 min: 90% Ay 10 % B,
de 5-10 min: 100% B y de 10-20 min: 90% Ay 10% B.

6.3.4 Analisis estadistico empleado

Todas las mediciones se realizaron por triplicado, se les calcul6 la media, la
desviacién estandar (8) que mide que tan separados estan los datos, y el
coeficiente de variacion que es la relacidén entre la desviacion estadndar de

una muestra y su media, por lo que define la confiabilidad del resultado.

Para determinar si habia o no diferencia significativa de los datos entre cada
tratamiento se hizo una analisis de varianza (ANOVA) con un nivel de confianza
del 95%.

Y la prueba del rango mdultiple de Duncan, para cuando existe diferencia

significativa entre las muestras en un analisis de varianza y asi poder saber
especificamente entre que muestras existe la diferencia con un nivel de confianza
del 95%.
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7. RESULTADOS Y DISCUSION

7.1 Etapa 1. Tratamientos de la muestra

Las raices del camote morado usadas en este trabajo fueron obtenidas en la
central de abastos de la ciudad de México y segun el proveedor se produjeron en

Salvatierra, Guanajuato, las raices estudiadas fueron de la cosecha 2012.

Las muestras de camote se lavaron, secaron y guardaron en refrigeracion a -80 °C

hasta su uso.

Al camote fresco se le midi6é el contenido de humedad, observandose en la tabla 3
mas del 50% de su peso es agua, lo que lo hace un producto fresco muy

perecedero:

Tabla 3. Humedad del camote morado (%).

% Humedad 64.62

Desviacion estandar 0.12

Inactivacion enzimatica.

Al cortar el camote morado se observé un oscurecimiento paulatino (figural9),
coincidiendo con lo reportado por Quispe, et al. 2006, quienes dicen que el camote
morado contiene dentro de su estructura compuestos polifendlicos que al entrar en

contacto con el oxigeno y en presencia de la polifenoloxidasa son oxidados.

Dicho oscurecimiento del camote se debe al pardeamiento enzimatico, que es un
conjunto complejo de reacciones, se inicia por la o las reacciones catalizadas por
las oxidasas presentes en el camote. Los productos finales de estas reacciones
son las melaninas, que son de color muy oscuro, 0 negro, e insolubles en agua.
(http://milksci.unizar.es/bioquimica/temas/enzimas/tirosinasa.html, ultimo acceso
19-11-2012).
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Una consecuencia del pardeamiento enzimatico en el camote es la parcial o total
degradacion de las antocianinas responsables del color del vegetal. Existen varios
procedimientos para evitar el pardeamiento enzimatico en vegetales, los mas
conocidos son: inhibicién de las PFO por agentes reductores, agentes quelantes
de metales, modificacion del pH, calentamiento y control de la actividad acuosa.
En este trabajo se estudid el efecto del &cido, de la temperatura y del tipo de
secado sobre la descomposicion de las antocianinas del camote por las PFOs
para evitar las reacciones de oxidacion y por tanto bajos rendimientos en la

extraccion del colorante.

El camote morado se sometié a tres diferentes tratamientos para evaluar la accion

de la PFO sobre las antocianinas, también se medid la actividad especifica de la

PFO y el contenido de antocianinas tanto en camote fresco como en el tratado.

Minuto O Minuto 6 Minuto 12

Minuto 18 Minuto 24 Minuto 30

Figura 19. Oscurecimiento del camote morado a través del tiempo.
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La Grafica 2 muestra las cinética de reaccion de las PFOs del camote fresco,

liofilizado, calentado y puesto en una solucién de acido citrico pH=2.

1.2

Absorbancia (nm)

=0—CL

== CTA

== CTT

== CF

0 10 20 30 40 50 60

tiempo (segundos)

Gréfica 2. Cinética de reaccion de la polifenoloxidasa. (CL: Camote morado liofilizado,
CTA: camote morado tratamiento acido, CTT: camote morado tratamiento térmico, CF;

camote morado fresco).
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Con la Ley de Lambert- Beer y sabiendo la concentracion de proteina soluble total
se realizaron los célculos correspondientes para obtener los valores de actividad

especifica que se muestran en la Tabla 4:

Tabla 4. Actividad, actividad especifica y porcentaje de inactivacion enzimatica de los 3

tratamientos estudiados.

Tratamiento Actividad (U/g) Actividad % de
especifica inactivacion
(U/mg)
Camote morado 19.62 2.25 0

fresco (CF)

Camote morado 16.15 0.58 74.40
liofilizado (CL)

Camote morado 13.85 0.59 73.75
t. térmico (CTT)

Camote morado 11.53 0.50 77.79
t. acido (CTA)

Como se puede observar en la Tabla 4 el tratamiento previo a la extraccion que
inactiva en mayor porcentaje la polifenoloxidasa es la inmersién del camote en una
solucién acida (77.79% de inactivacién) con respecto al camote morado sin
tratamiento (CF), mostrando diferencia estadistica significativa a un nivel de

confianza del 95% con los otros dos tratamientos previos.

Esto se debe a que el vegetal fue sumergido en una solucion de pH 2, cesando la
actividad enziméatica de la polifenoloxidasa, que tiene una actividad éptima a un
pH>4-4.5 (Gasull y Becerra, 2006), y por tanto impidiendo el pardeamiento

enzimatico.
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Sin embargo se esperaba que el tratamiento térmico (CTT) mostrara una mayor
inactivacion enzimética ya que con temperaturas superiores a 60°C la enzima
pierde su actividad debido a un cambio en su estructura (debilitando los puentes
de hidrégeno de las enzimas (Gasull y Becerra, 2006)); siendo el tratamiento
térmico, el que mostré6 menor inactivacién enzimatica (73.75%) con respecto al

camote morado sin tratamiento (CF).

Esto se debe a que el camote morado se someti6 4 minutos a temperatura de
vapor, por lo que probablemente era necesario un mayor tiempo de calentamiento,
para inactivar de manera mas eficiente la PFO. Algunos trabajos de
blanqueamiento de camote sefialan que con 1 o 2 minutos de calentamiento se
logra inactivar la PFO en mas del 90% (Quispe, et al. 2006).Sin mostrar diferencia
estadistica significativa con el tratamiento previo del camote secado por

liofilizacion.

El secado por liofilizacibn muestra una inactivacion enzimatica considerable del
74.4% con respecto a la actividad especifica del camote morado sin tratamiento
(CF). Esta baja actividad se debe 3 posibles causas, la primera es que en la
liofilizacién (proceso que consiste en dos etapas principales: la congelacién y el
secado del sélido congelado bajo vacio) se genera una variedad de tensiones, que
tienden a desestabilizar a la enzima desnaturalizandola (Wong. 2000). La segunda
es que cuando se mide la actividad enzimética la muestra se pone en solucion
(buffer) impidiendo la entrada de oxigeno, por lo tanto limitando la actividad
enzimatica. La tercera se debe a que en este tratamiento se elimina el medio
acuoso, es decir, el medio de reaccién enziméatico, sabiéndose que la actividad
enzimatica decrece al disminuir la actividad acuosa
(http://www.itescam.edu.mx/principal/sylabus/fpdb/recursos/r45967.PDF altimo
acceso 22-01-2013), y segun lo reportado por Alban y Figueroa (2011) el camote
morado fresco tiene un aW a 30°C de 0.98 y después de secarlo (secado por
charolas) tiene un aw a 30°C de 0.38.
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Medicion de antocianinas totales (AT)

En paralelo a la medicion de la actividad de la PFO se midié antocianinas totales
a cada uno de los tratamientos al que fue sometido el camote morado y se les
comparé con el camote sin tratamiento, la Grafica 3 muestra los resultados

obtenidos, (todos reportados en base seca):

4.50

4.00 -

N oW W

a o w

© o© o
1 1 1

mg AT/g mtra seca
= N
ul o
o o

1.00 -

0.50 -

0.00 B T T
CF CL CTT CTA

Grafica 3. Antocianinas totales (mg AT/ g) de camote morado de cada tratamiento
previo realizado. (CL: Camote morado liofilizado, CTA: camote morado tratamiento
acido, CTT: camote morado tratamiento térmico, CF: camote morado fresco).

En la Grafica 3 observamos que la cantidad de antocianinas en el camote morado
liofilizado (4.23mg AT/g muestra), son significativamente mas elevados que en el
tratamiento térmico (1.37 mg AT/g muestra) y que en el tratamiento acido (2.18mg
AT/g de muestra), y mas del doble que el camote sin tratamiento (1.76mg AT/g
muestra). Los tres tratamientos (secado por liofilizacion, tratamiento acido y
térmico) muestran estadisticamente diferencia significativa con nivel de confianza
del 95%.
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El tratamiento de secado por liofilizacion es el que presenta la mayor
concentracion de antocianinas totales, debido a que estas quedan intactas, es
decir, la manipulacion de la muestra (camote morado) es minima ya que

Gnicamente es cortado en rebanadas, congelado vy liofilizado.

A pesar de que el tratamiento acido es el que menor actividad especifica
enzimatica reporta (ver Tabla 4), hay poco menos del doble de antocianinas
totales que en el camote liofilizado. Este bajo rendimiento de antocianinas se debe
a que el camote morado al ser sumergido en la solucién &cida, se extrae parte del

color perdiendo de manera significativa a las antocianinas.

Para el tratamiento térmico se reporta una pérdida significativa de antocianinas
con respecto al camote sin tratamiento. Esto ocurre porque el camote morado
dentro de su estructura contiene un alto contenido de almidén, que al ser sometido
a temperaturas superiores a 50°C comienza a gelatinizarse, aumentando asi la
viscosidad. Los granulos de almidon se hidratan, se hinchan y se unen unos con

otros; evitando la difusién de las antocianinas hacia el disolvente.

En investigaciones previas se ha reportado el contenido de antocianinas totales
en base seca del camote morado fresco (CF), camote morado liofilizado (CL) y
camote morado con tratamiento acido (CTA) en condiciones similares a las

estudiadas en este trabajo, en la Gréafica 4 se presentan estos datos.
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Gréfica 4. Antocianinas totales (mg/g mtra.) de los diferentes tratamientos del
camote morado. Tomado de *Oki, et al.,( 2002) **Quispe, et al. (2006) ***Bridgers et
al. (2010).

Los resultados de la literatura mostrados en la Gréfica 4 sefialan que la tendencia
es CL>CTA>CF en la concentracion de antocianinas totales, siendo similar a la
reportada en esta investigacion, expresando mayor contenido de antocianinas
totales en el camote liofilizado, seguido por el camote con tratamiento acido.

Los valores de antocianinas totales reportados en la literatura son inferiores a los
obtenidos en este trabajo, esto puede deberse a varios factores: que se trate de
una variedad diferente, region de cultivo, practicas agricolas, manejo postcosecha,

grado de maduracion, etc.

En base a los resultados obtenidos en esta etapa, el tratamiento elegido para la
extraccién de antocianinas de camote morado es el secado por liofilizacién, con
este tratamiento se obtuvieron las concentraciones mas altas del colorante,
ademas se inactiva de manera significativa la polifenoloxidasa presente en el

camote.
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7.2 Etapa 2. Variables de extraccion

Ya que se determind que el secado por liofilizacion es el tratamiento previo con el
cual se obtienen los mayores rendimientos de colorante; en esta segunda etapa,
se busca establecer la combinacién de variables de extraccibn que permita
obtener la mayor concentracién de antocianinas totales del camote morado. Se
estudiaron: el tipo de &cido, el efecto del disolvente, la proporcién del disolvente, la

temperatura, el tiempo de extraccion y la extraccion asistida por enzimas.
Tipo de acido

La primera variable que se estudi6 fue el tipo de &cido, ya que las antocianinas
son estables a pHs bajos, los acidos organicos que se analizaron en esta
investigacion fueron: lactico, tartarico y malico al 1%, mostrando lo siguientes

valores de pH en una solucion metanol-agua (80:20):

Tabla 5. pH de los acidos al 1% utilizados, y propiedades fisicoquimicas.

Acido pH pka Estado Solubilidad
Fisico
Lactico 2.82+0.01 3.86 Liguido En agua vy
alcoholes
Tartarico 2.79 £ 0.008 3.03, 4.36 Solido En agua
Malico 2.55+0.015 3.4,5.1 Sélido En agua vy
alcoholes
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Figura 20. Estructura de los acidos utilizados.

En la siguiente Grafica se muestran las concentraciones de antocianinas totales
del camote morado, modificando los 3 &acidos mencionados al 1%, a diferentes
intervalos de tiempo de sonicacion (20, 40, 60 y 100 minutos) en una solucion de

metanol: agua (80:20):

m acido lactico

m icido tartarico

m acido malico

mg AT/g de muestra seca

tiempo (min)

20 40 60 100

Gréfica 5. mg AT/g de camote liofilizado, con diferentes acidos e intervalos de
tiempo.
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En la Grafica 5 se muestra que el 4cido lactico tiene su méxima extraccion a los
40 minutos de sonicacion, tiempos mas prolongados se observa una disminucion
de antocianinas.

A diferencia del acido tartarico que presenta una tendencia creciente en donde
conforme aumenta el tiempo de extraccion, aumenta la concentracion de
antocianinas.

El acido que reporta la mayor concentracion de antocianinas totales al menor

tiempo es el acido mélico. Alcanzando su méxima extraccion a los 20 minutos.

1.325

1.32 -

1.315 -

Ac. sulfarico

1.31 - m Ac. fosforico

1.305 - m Ac. citrico

1.3 -

mg AT/g muestra seca

1.295 -

1.29

Gréfica 6. mg AT/g de camote base seca, con diferentes acidos. (Quispe, et al. 2006).

En la Grafica 6 se presentan los resultados obtenidos por Quispe et al. 2006,
quienes probaron tres acidos: sulfurico, fosférico y citrico. El acido sulfurico
Gnicamente lo emplean como patrén ya que no es un acido permitido en
alimentos, reportando una mayor extraccién con el acido citrico, ellos atribuyen

esto, a que el citrico es un &cido tricarboxilico, lo que origina un mayor aporte de
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iones hidrogeniones al medio ocasionando una mayor estabilidad de las
antocianinas al encontrarse en su forma estable (sal flavilio). (Quispe, et al. 2006).
Este mismo fendmeno se relaciona a que el acido malico haya extraido la mayor
cantidad de antocianinas con respecto a los acido estudiados ya que es un acido
que tiene en su estructura 2 acidos carboxilicos (Figura 20), mientras que acido
lactico unicamente tiene un acido carboxilico en su estructura, lo que origina que

el acido malico tenga un mayor aporte de iones hidrégeno al medio.

Por otro lado, el &cido tartarico también tiene en su estructura dos acidos
carboxilicos, pero como se ha reportado que las antocianinas del camote morado
(Harada et al., 2004) se encuentran aciladas, estas muestras mayor afinidad a
moléculas menos polares en este caso entre el acido malico y el 4cido tartarico, el

menos polar es el primero.

Otra explicacién a que el acido malico muestre los rendimientos mas elevados de
antocianinas totales al menor tiempo es que como se reporta en la Tabla 5, es el
acido en el medio de extraccion utilizado (metanol-agua 80:20) que muestra un pH
méas bajo (pH=2.55), haciendo més estables a las antocianinas del camote

morado.

El &cido malico es el que muestra una mayor concentracion de antocianinas con el
menor tiempo de sonicacion, por lo que es el 4cido que se utiliz6é en las siguientes

determinaciones.

El analisis de varianza muestra diferencia significativa con un nivel del 95% entre
los acidos (lactico, tartarico y malico), por lo que se hizo un analisis de rangos,
revelando una diferencia del acido malico con los otros dos acidos (lactico y
tartarico), entre el &cido lactico y el tartarico, no existe diferencia significativa, a

los diferentes tiempos estudiados (20, 40, 60, 100 minutos).
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Efecto del disolvente y proporcion de disolvente

Una vez que se definid que al acido malico como el reactivo que proporciona el
mejor rendimiento de antocianinas, se estudi0 el efecto del disolvente;
considerando que las antocianinas son solubles en compuestos polares los
disolventes probados fueron: etanol, acetona y agua a diferentes proporciones
(100, 80, 60, 40, 20 y 0%) y diferentes intervalos de tiempo (20, 40, 60, 100

minutos) de sonicacion.

Se utilizé el metanol como disolvente control ya que se ha reportado que es el
disolvente mas utilizado para extraer antocianinas (Galicia, et al., 2008).

Mostrando las siguientes concentraciones de antocianinas:

ol

® 100% metanol

IN

m 80% metanol
m 60% metanol
® 40% metanol

m 20% metanol

N

® 0% metanol

mg AT/ g de muestra seca
w

[

20 40 60 100
Tiempo (min)

Gréfica 7. Antocianinas totales (mg AT/g) de camote morado liofilizado, a diferentes

concentraciones de metanol-agua e intervalos de tiempo de sonicacion.
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En la Grafica 7 se muestra que la mayor extraccion de antocianinas totales del
camote morado liofilizado se alcanza con una proporcion de metanol al 80% con
20 minutos de sonicacion, disminuyendo los valores de concentracion de

antocianinas cuando se prolonga el tiempo de sonicacion.

Mientras que metanol al 100 y 60% presentan la misma tendencia al lograr la
méaxima extraccion a los 60 minutos. Sin embargo metanol al 40, 20 y 0% su
méxima extraccion de antocianinas es a los 40 minutos, tiempos superiores

sefalan una disminucion en la pérdida de los compuestos de interés.

Existe diferencia estadistica significativa a un nivel de confianza del 95% entre las
diferentes concentraciones de metanol para extraer antocianinas del camote

morado.

Con la diferencia de rangos se determina que las proporciones que muestran
diferencia son: metanol al 100% y 80% con respecto a las demas proporciones de
metanol: agua (60, 40, 20 y 0%).

Aunque no muestran diferencia significativa el 80% de metanol con el 100%, las
tendencias con respecto al tiempo de sonicacién son diferentes ya que en el caso
particular del 100% de metanol, la maxima extraccion de antocianinas la alcanza

a los 60 minutos.

Por lo que el la proporcion mas adecuada para extraer antocianinas del camote

morado es empleando metanol es al 80%.
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El siguiente disolvente analizado, fue el etanol a diferentes proporciones (100, 80,
60, 40, 20 y 0%) a distintos intervalos de tiempo con 1% de &cido malico:

6

5 41
@
13} m etanol 100%
04
© m etanol 80%
3 m etanol 60 %
E 3
o m etanol 40%
l<T: m etanol 20%
c’ 2
e m etanol 0%

1

0

20 40 60 100
Tiempo (min)

Gréfica 8. Antocianinas totales (mg AT/g) de camote morado liofilizado, a diferentes
concentraciones de etanol -agua e intervalos de tiempo de sonicacion.

En la Grafica 8 se observa que la mayor extraccion de antocianinas totales con
etanol-agua del camote morado es alcanzada con una proporcién de etanol- agua
al 80% con 60 minutos de sonicacion. Esta misma inclinacion la presenta etanol al
60%.

Sin embargo la tendencia de extraccion con etanol al 100%, 20% y 0% es que la
maxima extraccion de antocianinas se presenta a los 40 minutos de sonicacion,

disminuyendo su concentracion a tiempos mas largos.

Existe diferencia estadistica significativa con un nivel de confianza del 95% entre
las proporciones de etanol. Por lo que se realizd la prueba de rangos para saber
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entre que concentraciones existian diferencias, mostrando que entre 100%, 80%,
60%, 20% y 0% de etanol no hay diferencias; existiendo Unicamente diferencia

con el etanol al 40%

Eligiéendose al etanol al 80% como la proporcion que mayores rendimientos de

antocianinas totales del camote morado con 1% de acido malico reporta.

Otro disolvente estudiado es la acetona, esta se usd para extraer antocianinas,
mezclada con agua diferentes proporciones (100, 80, 60, 40, 20 y 0%) y tiempos
de sonicacién (20, 40, 60 y 100 minutos):

m acetona 100%
m acetona 80%
= acetona 60%
m acetona 40%
= acetona 20%

m acetona 0%

mg AT/ g de muestra seca

20 40 60 100
Tiempo (min)

Gréfica 9. Antocianinas totales (mg AT/g) de camote morado liofilizado, a diferentes
concentraciones de acetona - agua e intervalos de tiempo de sonicacion.

En la Grafico 9 se observa que la maxima extraccion de antocianinas se obtuvo
con acetona al 40% a los 20 minutos de extraccion, con esta mezcla de

disolventes se observa que conforme aumenta el tiempo de extraccidon
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(sonicacion) hay una pérdida significativa de antocianinas. Mostrando la misma
tendencia con acetona al 80, 60 y 20%. Acetona al 100 y 0% obtienen su maxima

extraccion a los 40 minutos

Existe diferencia estadistica significativa con un nivel de confianza del 95% entre
de las proporciones de acetona. Reportandose en la prueba de rangos que 80,60,
40, 20 y 0% de acetona no hay diferencia, Unicamente existe diferencia

significativa con acetona al 100%.

Los resultados descritos anteriormente permitieron elegir a la acetona al 40%
como la proporciéon que mejores rendimientos de antocianinas alcanza, ya que su

maxima extraccion la obtiene a los 20 minutos de extraccion.

Por ultimo se analizaron diferentes proporciones de una mezcla de agua-etanol
(100, 80, 60, 40, 20 y 0%) a diferentes tiempos de sonicacion (20, 40, 60 y 100

minutos) con 1% de &cido malico, mostrando los siguientes resultados:

6

5 .
© m Etanol 0%
[&]
0 4 ® Etanol 20%
g m Etanol 40%
E3
o ® Etanol 60%
|_
< m Etanol 80%
o 2
€ ® Etanol 100%

20 40 60 100
Tiempo (min)

Gréfica 10. Antocianinas totales (mg AT/g) de camote morado liofilizado, a diferentes

concentraciones de etanol e intervalos de tiempo de sonicacion.
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En esta Gréfica (10) se reporta la maxima extraccion de antocianinas del camote
morado con etanol al 0% es decir 100% agua, es con 40 minutos de sonicacion a
tiempo superiores marca un significativo decremento de la concentracion de

antocianinas.

Existe diferencia estadistica significativa con un nivel de confianza del 95%.
Mostrando en la prueba de rangos que no existe diferencia estadistica significativa
con 20, 80 y 100% de etanol, solo hay diferencia de esta Ultimas proporciones con
0, 40, 60% de etanol.

Eligiéndose la concentracién de 100% agua (0% etanol) como la concentracion
gue extrajo mas eficientemente a las antocianinas del camote morado al menor

tiempo de extraccion.

Para hacer la comparacién entre los diferentes disolventes utilizados para la
extraccion de antocianinas totales, se eligieron las proporciones de cada mezcla
de disolvente que presentaron mayor concentracion de antocianinas que fueron:

metanol al 80%, etanol al 80%, acetona al 40% y agua al 100%:

6

5
© m Acetona 40%
L 4
(7]
© ® Etanol 80%
E3
o = Metanol 80%
5
o2 m Agua 100% (
S etanol 0%)

1

0

20 40 60 100
Tiempo (min)

Gréfica 11. Antocianinas totales (mg AT/g) de camote morado liofilizado, con las mejores

concentraciones de los disolventes analizados e intervalos de tiempo de sonicacién.
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Se observa en la Gréafica 11, que el metanol al 80% presenta los mayores
rendimientos de antocianinas del camote morado con 20 minutos de extraccion,
sin embargo, como ya se mencioné anteriormente es un disolvente muy téxico

para ser empleado en alimentos.

El disolvente que le sigue en la cantidad de antocianinas totales que extrae es el

etanol al 80%, pero este disolvente logra su méxima extraccion a los 60 minutos.

Consecutivamente le sigue la acetona al 40% alcanzando su maxima extraccion a
los 20 minutos, con la misma tendencia de tiempos de extraccion que el metanol,
en donde se observa que ambos disolventes conforme aumentan los tiempos de

extraccién, disminuye la concentracion de antocianinas totales.

El agua al 100% reporta su maximo valor de concentracidon de antocianinas a los
40 minutos, con valores muy similares a la acetona a 40% con un tiempo de

sonicacion de 20 minutos.

Entre estos disolventes, no existe diferencia estadistica significativa con un
intervalo de confianza del 95% para la extraccion de antocianinas del camote

morado.

De los disolventes analizados permitidos en alimentos (etanol, acetona y agua) se
elige a la acetona al 40% como el disolvente y la concentracién de disolvente que
mas eficientemente extrajo las antocianinas ya que fue el que las extrajo al menor

tiempo de sonicacion.

La acetona al 40% es el disolvente que mas rapidamente extrae las antocianinas
del camote morado, debido a que la extraccion se ve favorecida con disolvente
con caracter polar bajo, ya que las antocianinas presentes en el camote morado
se encuentran aciladas con acidos cafeico, ferulico, p-hidroxibenzoico (Terahara y

Matzui. 2008) disminuyendo la polaridad de la molécula.

66



Efecto de la temperatura
Se sabe que las antocianinas del camote morado son termoestables, por lo que se
evaluo el efecto de la temperatura a la cual se realiza la extraccion.

Una vez definido el &cido, el disolvente, la proporcion de disolvente y el tiempo de
sonicacion que mas eficazmente extrajo a las antocianinas del camote morado, se

probaron diferentes intervalos de temperatura (30, 45, 60, 75°C).

3.8 i i | i
300 450 60° 759

Temperatura

mg AT/g mtra seca
A > > > b A B
IaN = N w I al (o] ~
1 1 1 1 1 1 1 ]

w
©
1

Gréfical2. Antocianinas totales (mg AT/g) de camote morado liofilizado, a diferentes
intervalos de temperatura.
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En la Grafica 12 se observa que conforme aumenta la temperatura, la

concentracion de antocianinas aumenta hasta llegar a los 60° C.

El que aumente esta concentracion de antocianinas del camote morado, se debe a
que el incremento de la temperatura produce una disminucion de la viscosidad,
favoreciendo la difusién de la masa dentro de la matriz vegetal, es decir ayudando

a la difusion de las antocianinas a la solucion.

A temperaturas superiores a los 60°C, con las condiciones de extraccion
anteriormente seleccionadas en esta investigacion, se produce una pérdida en los
rendimientos, ya que las antocianinas del camote morado, comienzan a

degradarse. Por lo que la temperatura Optima de extraccion es a 60°C.

Existe diferencia estadistica significativa con un nivel de confianza del 95 % entre
los 4 intervalos de temperatura. En el andlisis de rangos se observo que la

diferencia existe entre la temperatura de 60°C con la de 75, 45y 30°C.

Esta no fue la temperatura 6ptima reportada en investigaciones previas (Bridgers,
et al.,, 2010) Gréafica 13, ya que ellos dicen que la mayor extracciéon de
antocianinas del camote morado es a los 80°C, sin embargo, las condiciones de
extraccién son utilizando 7% de acido acético, con metanol y etanol al 70%,
usando una relacién masa volumen del 17%, agitando a 80 rpm durante una hora,
por lo que probablemente la elevada concentracion de acido protege mas a las
antocianinas del camote morado, soportando temperaturas de extraccion 20° C

mas elevadas.
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Grafico 13. Antocianinas totales (mg AT/g) de camote morado liofilizado, a diferentes
intervalos de temperatura. Tomado de Bridgers, et al. 2010.

Enzimas

Después de las extracciones, el residuo sélido presentaba una coloracion rosada,
por lo que se realiz6 una extraccion asistida por amilasas, ya que el camote esta
compuesto por un 70% de almidon en base seca, y asi extraer una mayor

cantidad de antocianinas.

Se utilizd una concentracion de enzima del 1% y 5%, y un control (sin enzima)

que el residuo sdlido sin enzima. Mostrando los siguientes resultados:
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Grafica 14.Antocianinas totales (mg AT/g) de residuo sélido de camote morado liofilizado,
con diferentes concentraciones de enzima.

Se muestra diferencia estadistica significativa con un nivel de confianza del 95%

entre las dos concentraciones de enzima y el blanco.

La Grafica 14 muestra que con 1% de amilasa en el residuo sélido aumenta un
63.4% de concentracion de antocianinas totales y con un 5% de amilasa
aumenta un 73.3% de concentracion de antocianinas totales, con respecto al

control que no tiene amilasa.

Constituyendo el 3.9% y 4.2% mas, respectivamente, sobre la concentracion de
antocianinas extraidas de la parte acuosa, es decir sobre la extraccion total (parte
acuosa mas residuo solido de la parte acuosa).

Este incremento de la concentracion antocianinas en el residuo solido, se debe a
que la amilasa al hidrolizar el almidén, permite que las antocianinas que pudieran
estar atrapadas dentro de esta estructura, queden liberadas. Por lo que el
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adicionales el 5% de amilasa al residuo so6lido de la extraccion del camote morado

incrementa representativamente la concentracion de antocianinas totales.
Variables seleccionadas de extraccion:

En esta segunda etapa se seleccionaron las siguientes variables de extraccion:
- Acido malico al 1%

- Un relacién acetona-agua (40-60)

- 20 minutos de sonicacion

- 60°C de temperatura de extraccién

- Adiciéon del 5% de amilasa al residuo sélido
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7.3 Etapa 3.ldentificacion parcial de las antocianinas

Debido a que la extraccion de antocianinas del camote morado se vio favorecida
por soluciones de caracter polar bajo (acido y disolvente) y temperaturas elevadas,
se concluyd que dichas antocianinas se encuentra aciladas siendo mas
termoestables; por lo que para corroborar esta aseveracion se realizé una

identificacion parcial.

La identificacion parcial del perfil de antocianinas del camote morado se realizo
utilizando la cromatografia de liquidos de alta resolucién (HPLC). Donde el
extracto de camote morado concentrado extraido con 1% de acido malico, con
acetona-agua (40-60), 20 minutos de sonicacién a 60°C, fue llevado a un pH de

1.8 para mejorar la resolucion del espectro, obteniendo el siguiente resultado:

nmn-:
nmn-:
7 g0
0.010-
0.000- —
T 1 1 I 1 1 1 I 1 1 1 I 1 1 1 I 1 T 1
200 400 6.0 8.0 0.
Mint

Figura 21. Cromatograma del perfil de antocianinas del extracto de camote morado.
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Como se muestra en la Figura 21 el cromatograma no tiene las sefiales bien
definidas, ya que solo se alcanzan a identificar 3 picos unidos entre si,
imposibilitando la identificacidn correcta de las sefiales correspondientes a cada

antocianina presente en el extracto de camote morado.

Por lo que fue necesario realizar una purificacion previa a la identificacion
cromatografica, utilizando una columna de fase reversa con Amberlita,
modificando el gradiente de elucion (metanol-agua) y la concentracion de &cido,
concentrando las fracciones recolectadas y llevandolas a un pH de 1.8, obteniendo

el siguiente cromatograma:
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Figura 22. Cromatograma del perfil de antocianinas del extracto de camote morado
después de ser purificado.
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En la Figura 22 se observa que con la purificaciébn previa se logra una mayor

resolucién de los picos, identificAndose 10 sefales en HPLC.

La identificacion de las sefiales de las antocianinas del camote morado fue

realizada comparandose con la investigacion de Jie L.,

presentan un perfil similar de antocianinas del camote morado.

Las 10 sefales

identificadas en HPLC del extracto de camote

corresponden a las siguientes antocianinas:

Tabla 6. Antocianinas identificadas del camote morado.

et al.,, 2012, quienes

morado

Pico Antocianina

1 Cianidina 3-soforosido-5-glucosido

2 Peonidina 3-soforosido-5-glucosido

3 Cianidina 3-p-hidroxibenzoilsoforosido -5-glucosido

4 Peonidina 3-p-hidroxibenzoilsoforosido-5-glucosido

5 Cianidina 3-(6""-feruloil soforosido)-5- glucosido

6 Peonidina 3-(6""-feruloil soforosido)-5- glucosido

7 Cianidina-3-cafeoil-p-hidroxibenzoil soforosido-5-
glucosido

8 Cianidina-3-(6"-cafeoil-6""-feruloil soforosido)-5-
glucosido

9 Peonidina-3-cafeoil soforosido-5-glucosido

10 Peonidina-3-cafeoil-p-hidroxibenzoil soforosido -5-

glucosido
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En la Tabla 6 se sefialan las antocianinas correspondientes a cada pico del perfil
de antocianinas del camote morado (Figura 22), en donde se observa que de las
10 sefiales identificadas, 8 de ellas corresponden a antocianinas mono-aciladas y
di-aciladas con &acidos cindmicos (cafeico, feralico, p-hidroxibenzoico) coincidiendo
con lo reportado también por Jie, et., al. 2012.

Esto explica por qué las antocianinas del camote morado resisten temperaturas
superiores a la temperatura ambiente, ya que se sabe que las antocianinas al

estar aciladas soportan condiciones de temperatura y pH extremas.
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7.4 Etapa 4. Aplicacion a alimentos

Una vez que se determind que las antocianinas del camote morado son
termoestables se elaboré un lote de 2000 mL de extracto con las variables
previamente seleccionadas, para ser aplicado a alimentos con diferentes

temperaturas de proceso (caramelo, manteca de cacao, malvavisco).

Tabla 7. Concentracion de antocianinas en el extracto para aplicar a alimentos.

Cantidad de extracto | mg AT/g de camote | mg AT/g de extracto
concentrado
2000 mL 4.42+ 0.020 7.21+ 0.034

Figura 23. Extracto de camote morado Figura 24. Extracto de camote morado
concentrado
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Caramelo

Al primer alimento que se le aplicé el colorante fue al caramelo, ya que para
elaborar este confite se emplean de las temperaturas mas elevadas de proceso

que existe en alimentos.

Se aplicaron 0.13g (0.93mg AT) de extracto de camote morado (biocolorante) a
250g de caramelo a una temperatura de 160°C, aproximadamente. Visualmente
no se observa una disminucion en la coloracion adquirida por el caramelo una vez
aplicado el biocolorante (Figura 25), obteniendo una concentracion final de 0.0199

mg AT/g de caramelo.

‘ s}ﬁ{:‘"l“ i 3 U EHTRRE B

Figura 25. Caramelo con biocolorante de camote morado.
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Para determinar si el caramelo presentaba una pérdida gradual de las
antocianinas con respecto al tiempo, se realizaron mediciones semanalmente,
almacenando el caramelo a temperatura ambiente (23°C). Los resultados de estas

mediciones se presentan en la Gréfica 14.

0.0205

0.0200 -

0.0195 -

0.0190 -

0.0185 -

0.0180 -

0.0175 -~

0.0170 -

0.0165 -

0.0160 -

Dial Dia 8 Dia 16 Dia 24 Dia 30

Gréfica 14. mg AT/g de caramelo a través del tiempo.

Al realizar el andlisis estadistico correspondiente (ANOVA), no se encontro
diferencia significativa con un nivel de confianza del 95% entre las seis mediciones
realizadas a lo largo de 30 dias, almacenando el caramelo bajo condiciones de
laboratorio.

78



Manteca de cacao

El biocolorante de camote morado, también fue aplicado a 200g de manteca de
cacao, ya que dicho confite tiene una matriz compleja al estar compuesta
principalmente por triglicéridos. La manteca de cacao fue fundida completamente
a una temperatura de bafio de agua de aproximadamente de 55-60°C,
aplicandose en ese momento 0.13g (0.93 mg AT) de biocolorante de camote
morado. Obteniendo una concentracion final de antocianinas totales de 0.017mg

AT/ g de manteca de cacao.

Figura 26. Manteca de cacao con biocolorante del camote morado.
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Malvavisco

Por ultimo el colorante natural se aplico al malvavisco, siendo de los confites
analizados el que se procesa a una temperatura mas baja. Se colocaron 0.13g
(0.93 mg AT) de biocolorante de camote morado a 200g de malvavisco,
obteniendo una concentracion final de antocianinas totales de 0.20 mg AT/ g de
malvavisco. El biocolorante se agregd, un vez que todos los ingredientes estaban
mezclados y ya que la base estaba aireada, se estima que la temperatura a la que

se aplico el biocolorante fue de aproximadamente 35°C.

Figura 27. Malvavisco con biocolorante del camote morado.
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En base a los resultados experimentales obtenidos, se observa que ninguno de los
alimentos a los que se aplico el biocolorante de camote morado presenta pérdidas

significativas del color.

Y aunque a los tres confites se les agregaron la misma cantidad de biocolorante,
la concentracion de antocianinas presentes en el producto final no fue la misma; el
andlisis estadistico mostré que existe diferencia significativa en la manteca de
cacao con respecto a los otros dos confites (caramelo y malvavisco), teniendo una

cantidad inferior de antocianinas finales.

El que la manteca de cacao sea el alimento que menos antocianinas presentd, se
debe a que la medicion fue obstaculizada por la cantidad de triglicéridos que
contiene, y a pesar de que fue sometido a varias extracciones para eliminar dichos
triglicéridos, no fue posible separarla en su totalidad. Descartando la posibilidad de
que la perdida se deba a una degradacion de las antocianinas, ya que el caramelo
fue elaborado a una temperatura tres veces superior a la de la manteca de de

cacao.

Otro punto relevante a considerar, es que una vez que el biocolorante es aplicado
a la temperatura de proceso del alimento este no se degrada con el tiempo como

se observé en el caso del caramelo.
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8. CONCLUSIONES

El pre tratamiento para el camote morado que presentd la mayor concentracion
de antocianinas fue el secado por liofilizacion, deteniendo el pardeamiento

enzimatico, con una inactivacion de la polifenoloxidasa del 74.4%.
De las variables de extraccion analizadas en esta investigacion, se seleccionaron:

e EIl 4cido malico al 1%, ya que se obtuvo la concentracion mas elevada de
antocianinas con el menor tiempo de sonicacion.

e De los disolventes permitidos en alimentos, la mezcla acetona-agua (40:
60) se observo que extrajo las antocianinas con una mayor eficiencia.

e En estas condiciones (acido, disolvente y proporcion de disolvente) se
alcanzé el punto maximo de extraccion a los 20 minutos de sonicacion.

e La temperatura Optima de extraccion de antocianinas fue a 60°C,
reportandose perdidas de colorante a temperaturas superiores.

e El aplicar 5% de amilasa al residuo solido de la extraccion acuosa del
camote morado se incrementdo un 4.2% el contenido de antocianinas

totales.

Obteniéndose una concentracion de colorante de 4.42 + 0.02 mg AT/g camote

liofilizado.

En base a los tiempos de retencién se identificaron parcialmente en el camote
morado 10 antocianinas en el camote morado, de las cuales 8 de ellas son
aciladas (Cianidina 3-p-hidroxibenzoil soforosido -5-glucosido, peonidina 3-p-
hidroxibenzoil soforosido-5-glucosido, cianidina 3-(6""-feruloil soforosido)-5-
glucosido, peonidina 3-(6""-feruloil soforosido)-5- glucésido, cianidina-3-cafeoil-p-
hidroxibenzoil soforosido-5- glucosido, cianidina-3-(6"-cafeoil-6"-
feruloilsoforosido)-5-glucosido, peonidina-3-cafeoill soforosido-5-glucosido,
peonidina-3-cafeoil-p-hidroxibenzoil soforosido -5 glucosido); esto hace que el
colorante de origen natural sea altamente estable, soportando temperaturas

elevadas.
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Una vez que se determind el efecto de las variables de extraccion y se obtuvieron
las condiciones bajo las cuales se obtiene la mayor concentracion de antocianinas
(1% de éacido malico, con una relacion acetona- agua (40-60), 20 minutos de
sonicacion a 60°C, y 5% de amilasa); el colorante se aplicd satisfactoriamente en
la preparacion de diversos alimentos como: caramelos, manteca de cacao y
malvaviscos, sin mostrar una degradacion de color, esto confirma que el colorante
es altamente estable, brindandole un gran potencial para ser aplicado a alimentos
cuyo proceso de elaboracion involucra elevadas temperaturas, sustituyendo asi a

los colorantes artificiales.
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