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EXTRACCION, MODIFICACION QUIMICA Y CARACERIZACION FISICOQUIMICA
DE LAS ANTOCIANINAS PRESENTES EN EL DAUCUS CAROTA SSP. SATIVUS

VAR. ATRORUBENS ALEF

1.- INTRODUCCION

El presente trabajo de investigacion esta orientado a la obtencion, purificacién y
modificacién quimica del extracto rico en antocianinas presentes en la zanahoria negra
(Daucus carota L), asi como el estudio de sus posibles aplicaciones como agente

reductor en la sintesis verde de nano particulas de oro y aditivo de alimentos.

El interés en los extractos antocianicos se ha intensificado recientemente debido a sus
propiedades farmacoldgicas y terapéuticas. Durante el paso del tracto digestivo al
torrente sanguineo de los mamiferos las antocianinas permanecen intactas (Miyasawa
T 1999) vy ejercen efectos terapéuticos conocidos que incluyen la reduccion de la
enfermedad coronaria, efectos anticancerigenos, antitumorales, antiinflamatorios vy
antidiabéticos; ademas del mejoramiento de la agudeza visual y de la actividad
cognitiva. Los efectos terapéuticos de las antocianinas estan relacionados con su

actividad antioxidante (Garzon 2008).

Recientemente el estudio de la zanahoria negra (Daucus carota L.) ha sido de mucho
interés, debido a su alta cantidad de antocianinas (1750mg/kg) y sus extraordinarios
parametros de calidad (Kirca 2006). El extracto de la zanahoria negra provee un
excelente color rojo a valores de pH=2 y es util como colorante en jugos y néctares,
conservas, mermeladas, confiteria, cosméticos y productos farmacéuticos (Vishwanath
Khandare 2011).
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Para desarrollar esta investigacion fue necesario diseiar un método 6ptimo para la
obtencion de extractos ricos en antocianinas, sin incluir reactivos que sean nocivos
para el ser humano. Adicionalmente se plante6 la propuesta de modificar el extracto
rico en antocianinas ya que a pesar, de que la zanahoria negra provee antocianinas
con una buena estabilidad en comparacion con otras frutas y vegetales que contienen
este antioxidante (Kirca Aysegul 2006), existen algunos factores que afectan su
estabilidad (Arrazola G. 2014), por lo que resultd necesario establecer una alternativa
que nos permitiera aumentar su estabilidad frente a la radiacion UV, cambios de pH,

temperatura, entre otros.

Teniendo en cuenta esos factores, se han realizado muchos esfuerzos para mejorar la
estabilidad de las antocianinas. La acilacion de antocianinas es el método mas
comunmente usado, ya que se ha informado que los derivados de cianidina acilados
son mas estables durante el almacenamiento prolongado en comparacion con los
correspondientes no acilados (Lee, Koo y Min 2004; Valko, y otros 2007; Gandomi, y
otros 2016), Stintzing et al. (Stintzing FC 2002) también confirmé que hay un aumento
en la intensidad del color a través de la acilacion. Por otro lado, la microencapsulacion
se ha utilizado para aumentar la estabilidad de los colorantes naturales (antocianina y
derivados de betalaina) (Garcia-Tejeda, y otros 2015; Mahdavi, y otros 2014). Luego,
considerando estas condiciones, se han realizado algunos esfuerzos para preservar los
extractos naturales y los colorantes utilizando diferentes técnicas, como la eliminacion
de compuestos a través de columnas de resina y la microencapsulacion con tetraetil

ortosilicato.

En la primera parte de este trabajo, estudiamos la estabilidad de los extractos de
zanahoria negra mientras modificamos las condiciones experimentales, incluidos los
solventes de extraccion, y estudiamos la viabilidad de la microencapsulacién con
tetraetil ortosilicato y la repercusion de este procedimiento en la estabilidad de los

extractos.
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En la segunda parte de este trabajo, se realizd una sintesis verde de nanoparticulas de
oro, utilizando el extracto acuoso rico en antocianinas como agente reductor y se
estudiaron sus propiedades, como el tamafio de particula y su capacidad antioxidante.
Las nanoparticulas de oro (AuNPs) tienen ventajas sobre otras nanoparticulas
metalicas, debido a su biocompatibilidad y no citotoxicidad (A. Tomar 2013; Gil
Felicisimo S. Cabrera 2017).

2.- PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Una de las dificultades que se presenta en nuestro pais es el aumento alarmante de
enfermedades cardiovasculares, diabetes mellitus y tumores malignos, debido a que la
poblacion mexicana ha optado por cambiar la dieta tradicional basada en cereales y
leguminosas, por comidas rapidas (hamburguesas, pizzas y bebidas gaseosas, con
grasa saturada, azucares refinados y baja en fibra, vitaminas y minerales; ademas, del

aumento del sedentarismo (Cuevas 2011).

En el organismo del ser humano, se producen procesos oxidativos que dan lugar a
radicales libres, moléculas que pueden lesionar las células y que ayudan al
envejecimiento celular. El organismo de las personas estan expuestas a agentes
externos e internos que producen radicales libres como el metabolismo de los
alimentos, la respiracion y el ejercicio. La formacién de radicales libres por procesos
naturales conduce a la oxidacion de biomoléculas. La oxidacién da lugar a diversos

danos en el organismo (Reuter S. 2010).

Recientemente se ha sugerido el papel del estrés oxidativo en las enfermedades
cardiovasculares, diabetes tipo | y Il y cancer, esto es objeto de investigaciones
extensivas. El estrés oxidativo se define como un desbalance, entre la producciéon de
radicales libres y metabolitos reactivos, también llamados especies reactivas de

oxigeno, los antioxidantes permiten que no se produzcan las especies reactivas
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oxigenadas, de forma que se impide su actividad. (Reuter S. 2010; Serrano J 2009;
Cuerda C. 2011; Tristan F. 2008).

Las antocianinas son compuestos de gran interés en la actualidad por sus benéficas
implicaciones para la salud humana; desarrollo tecnolégico y comercial de alimentos
funcionales, como los jugos, mermeladas, alimentos elaborados con plantas y frutas
ricas en antocianinas (debido a su poder anti radical) agregando un valor importante en
cada producto, sin embargo a pesar de las ventajas que ofrecen los extractos ricos en
antocianias por sus efectos terapéuticos, su incorporacion a matrices alimenticias o
productos farmacéuticos y cosméticos son limitadas debido a su baja estabilidad
durante el procesamiento y el almacenamiento. Se ha estudiado que factores como su
estructura quimica, pH, concentracion, temperatura, presencia de oxigeno y acido
ascorbico, y actividad de agua de la matriz determinan la estabilidad de las
antocianinas (Garzén 2008; Tristan F 2008).

3.- JUSTIFICACION

El estudio de las bioaplicaciones de las antocianinas obtenidas a partir de la zanahoria
negra, es de gran importancia, ya que hoy en dia en nuestro pais y en el mundo entero,
la incorporacién de antioxidantes en la dieta de una persona es imprescindible por que
estos aportan multiples beneficios para la salud. Las antocianinas ejercen efectos
terapéuticos, los cuales estan reportados en la literatura, como la reduccién de la
enfermedad coronaria, efectos antitumorales, antiinflamatorios, antidiabéticos,
mejoramiento de la agudeza visual y la actividad cognitiva (Garzén 2008; Hernandez-
Avila Mauricio 2013).

A través de este proyecto, se analizaron y medieron las propiedades de los extractos

ricos en antocianinas, para poder realizar modificaciones quimicas que ayuden a

potencializar la actividad antioxidante y mejorar la estabilidad de las mismas, ademas
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de la sintesis verde de nanoparticulas de oro por medio del extracto acuoso rico en

antocianinas, utilizado como agente reductor.

Por las caracteristicas de las antocianinas, estas podrian ser utilizadas como
colorantes naturales, ya que ellas ofrecen una amplia gama de colores que abarcan
desde el rojo hasta el azul, sustituyendo colorantes artificiales como el rojo 40, el cual
tiene grados importantes de toxicidad (Kirca Aysegul 2006); ademas las antocianinas
tienen el potencial de poder incorporarse en distintas matrices alimenticias (Hurtado N.
H. 2014).

La pertinencia con la ciencia e ingenieria de materiales viene directamente relacionada
con la obtencion, purificacion, la modificacion quimica de la molécula de las
antocianinas y la sintesis verde de nanoparticulas de oro por medio del extracto acuoso
rico en antocianinas; ademas del empleo de las técnicas de caracterizacién para el
estudio de la morfologia, estructura quimica, tamafo de particula y su comportamiento

electroquimico.

4.- ANTECEDENTES

4.1.- Zanahoria Negra (Daucus carota L.)

Las zanahorias son los vegetales mas populares después de la papa, aunque las
variedades de zanahoria naranja son mas comunes, el consumo de la zanahoria negra
o morada (Daucus carota L.) va en aumento en el oeste de Europa (Algarra Manuel
2014). Las zanahorias negras se cultivan principalmente en Turquia, Afganistan,
Egipto y la India. Actualmente, Konya, un municipio metropolitano de Turquia, es el
area de mayor produccién de zanahoria negra. La zanahoria negra tiene un atractivo

color rojo- purpura y contiene gran cantidad de antocianinas (Meltem Turkyilmaz 2012).
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Esta reportado en la literatura que el contenido de antocianinas en la zanahoria negra
es de 1,750mg/kg. Hoy en dia los extractos de la zanahoria negra son comunmente
usados en jugos, dulces, confiteria, helados, cremas, refrescos, y otras bebidas
fermentadas, como una alternativa saludable a los colorante como el rojo 40 (Cuevas
Montilla Elyana 2011).

Las antocianinas de la zanahoria negra tienen una mayor estabilidad de color a cierto
pH en los alimentos, en comparacion con las antocianinas de otras plantas, ellas
proveen un brillante color rojo a pH bajo y tonos azules a pH neutro; ademas contiene
bajos niveles de polifenoles, los cuales pueden causar problemas de precipitacién en

las antocianinas (Downham Alison 2000).

La alta estabilidad de las antocianinas de la zanahoria negra se debe a la presencia de
grupos acilados, se ha demostrado que las antocianinas aciladas son mas estables a
los cambios de pH y temperatura que las no aciladas. La proporcion de antocianinas
aciladas en la zanahoria negra varia del 55% al 99% y en la mayoria de los casos
excede el 80% (Aysegul Kirca 2007).

Las zanahorias negras estan compuestas principalmente en pigmentos base cianidina,
y el perfil de antocianinas se ha analizado por varios investigadores; contiene la
estructura de los dos antocianinas no aciladas cianidina 3-xilosilo (glucosil) galactosido
y cianidina 3-xilosilo galactosido, asi como tres antocianinas monoaciladas cianidina 3-
xilosilo (sinapoilglucosil) galactosido, cianidina 3-xilosilo (feruloil glucosil) galactosido, y
cianidina 3-xilosilo (coumaroilglucosil) galactosido, todas ellas se caracterizaron por
analisis de resonancia magnética nuclear. (Aysegul Kirca 2007) (Cuevas Montilla
Elyana 2011).
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4.2.- Las Antocianinas

Las antocianinas estan presentes en la zanahoria negra. Estos compuestos son
colorantes naturales que han suscitado interés debido a su caracter no toxico y porque
al ser hidrosolubles, se pueden utilizar como colorantes en productos alimenticios.
Ademas, debido a sus propiedades antioxidantes, se pueden encontrar numerosas
publicaciones que les atribuyen propiedades beneficiosas para la salud, como la

prevencion de enfermedades (Zapata 2014).

El interés en estos pigmentos se ha intensificado gracias a sus posibles efectos
terapéuticos y farmacoldgicos, dentro de los cuales se encuentran la reduccion de la
enfermedad coronaria, los efectos anticancerigenos, antitumorales, antiinflamatorios y
antidiabéticos; ademas el mejoramiento de la agudeza visual y del comportamiento
cognitivo (Wrolstad 2000). Las propiedades bioactivas de las antocianinas abren una
nueva perspectiva para la obtencion de productos coloreados con valor agregado para
el consumo humano. A pesar de las ventajas que ofrecen las antocianinas como
sustitutos potenciales de los colorantes artificiales, factores como su baja estabilidad y
la falta de disponibilidad de material vegetal limitan su aplicacién comercial (Cevallos-
Casals BA 2004).

4.2.1.- Estructura quimica

Las antocianinas son los compuestos quimicos responsables de conferir los colores
rojo, azul y violeta. (Wang WD 2007) Estos compuestos pertenecen a la familia de los
flavonoides. Son glucésidos de antocianidinas, es decir, que estan constituidos por una
molécula de antocianidina, que es la aglicona, a la que se le une un azucar por medio
de un enlace B -glucosidico. La estructura quimica basica de estas agliconas es el ion
flavilio, también llamado 2-fenil-benzopirilio, que consta de dos grupos aromaticos: un
benzopirilio (A) y un anillo fendlico (B); ambos unidos por una cadena de tres atomos
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de carbono (Aguilera Ortiz M 2011). Variaciones estructurales del anillo B producen las

seis antocianidinas conocidas (Figura 4.1) (Garzén 2008).

_ Substitucion Amax (NM)
Aglicona o
R R2 Espectro visible
Pelargonidina H H 494 (naranja)
Cianidina OH H 506 (naranja-rojo)
Delfinidina OH OH 508 (azul-rojo)
Peonidina OCH, H 506 (naranja-rojo)
Petunidina OCHs, OH 508 (azul-rojo)
Malvinidina OCH, OCH; 510 (azul-rojo)

Figura 4.1.- Estructura basica y sustituyentes de las antocianinas (Garzén 2008).

El color de las antocianinas depende del numero y orientacion de los grupos hidroxilo

y metoxilo de la molécula. Incrementos en la hidroxilacion producen desplazamientos

hacia tonalidades azules mientras que incrementos en las metoxilaciones producen

coloraciones rojas. En la naturaleza, las antocianinas siempre presentan sustituciones

glicosidicas en las posiciones 3 y/o 5 con mono, di o trisacaridos que incrementan su

solubilidad. Dentro de los sacaridos glicosilantes se encuentran la glucosa, galactosa,

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

variacion en la estructura es la acilacion de los residuos de azucares de la molécula

con acidos organicos. Los acidos organicos pueden ser alifaticos, tales como:
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malonico, acético, malico, succinico u oxalico; o aromaticos: p-coumarico, caféico,
ferulico, sinapico, galico, o p-hidroxibenzéico (Garzéon 2008). También se ha
demostrado que el tipo de sustitucion glicosidica y de acilacién produce efectos en el
tono de las antocianinas; es asi como sustituciones glicosidicas en la posicién 5 al igual
que acilaciones aromaticas, producen un desplazamiento hacia las tonalidades purpura
(Stintzing FC 2002).

4.2.2.- Biosintesis de las antocianinas

Los precursores de las antocianinas son bien conocidos. Se ha establecido
experimentalmente que al anillo A de las antocianinas se sintetiza por la ruta del acido
maldnico con la condensacion de tres moléculas de malonil-CoA, mientras que el anillo
B se sintetiza por la ruta de acido shikimico. El acido shikimico da paso a la fenilalanina
que por accion de una fenilalanina amonia liasa (PAL), y después de una pérdida de
NH;3; se convierte en acido p-coumarico. El p-coumaril-CoA luego participa en una
reaccion de condensacion con las tres moléculas de malonil-CoA para formar una
chalcona de 15 C, reaccion propiciada por una chalcona sintetasa. Este compuesto
intermedio de 15 C es transformado en una flavanona en una reaccién catalizada por

una chalcona isomerasa.

Finalmente, la flavanona es transformada en la correspondiente antocianidina por una
reaccion de hidroxilacién en el carbono 3 seguida por una deshidratacion (Figura 4.2).
La molécula de antocianidina se estabiliza por glicosilacion del heterociclo; reaccion en
la que interviene una glicosil transferasa y posterior posibles reacciones de metilacion

de los hidroxilos seguidas de acilaciones (Delgado-Vargas F 2000).
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Figura 4.2.- Ruta general de biosintesis de las antocianinas (Delgado-Vargas F 2000).
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4.2.3.- Factores quimicos que determinan el color y la estabilidad de las

antocianinas

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. Factores como su misma estructura quimica, pH,
concentracion, temperatura, luz, presencia de oxigeno y acido ascorbico, y actividad de
agua de la matriz determinan la estabilidad del pigmento (Wrolstad 2000) (Cevallos-
Casals BA 2004).

4.2.3.1 Efecto del pH

Las antocianinas pueden encontrarse en diferentes formas quimicas dependiendo del
pH, es decir que este factor influye en su estructura y por lo tanto en su estabilidad
(Figura 4.3). A pH 1 predomina el catién flavilio que es de color rojo y es la forma mas
estable de las antocianinas (Figura 4.3.A), a valores de pH entre 2 y 4 ocurre la pérdida
de un protdn y adicién de agua, encontrandose las antocianinas preferentemente bajo
la formas quinodales (Figura 4.3.B. C y D) de color azul. A pH entre 5y 6 se observan
las especies pseudobase carbinol, que es incolora (Figura 4.3.E), y chalcona, de color
amarillo (Figura 4.3.F), ambas bastante inestables. A pH superiores a 7 se produce la
degradacion rapida de las antocianinas por oxidacién con el aire. Esta reaccién se ve
afectada, ademas del pH, por la presencia de sustituyentes presentes en el anillo B
(Moldovan B. 2012).
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Figura 4.3.- Estructura de las antocianinas a diferentes valores de pH. Dénde R1=H o
glucido, R2y R3= H o metilo (Moldovan B. 2012).

Finalmente, segun lo que se menciona con anterioridad, se sabe que la acidez tiene un
efecto protector sobre la estructura de las antocianinas, ya que cuanto mas elevado es
el pH, aparecen estructuras inestables que se degradan con mayor rapidez. Es por esto
que las aplicaciones de las antocianinas en los sistemas alimenticios son
preferentemente usadas en alimentos de acidez intermedia para que predomine el
cation flavilio (Aguilera Ortiz M 2011).

4.2.3.2 Efecto de latemperatura

Otro factor que influye en la degradacion de las antocianinas es la temperatura, ya que
cuando esta incrementa provoca pérdidas del azucar glicosilante en la posicion 3 de la

molécula y apertura de anillo, con la consecuente produccion de chalconas incoloras
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(Garzon 2008). Sin embargo se ha reportado en la literatura que durante la extraccidon
de antocianinas de maiz morado a temperaturas entre 25 y 90°C, obtuvieron que el
mayor rendimiento de extraccion se produjo a temperaturas entre 75°C y 90°C (Gorriti
Gutierrez A. 2009).

Con esto se puede decir que las temperaturas mas elevadas provocan un efecto
adverso sobre la estructura de las antocianinas, especialmente durante un tratamiento
térmico o el almacenamiento. Sin embargo, los mejores rendimientos de extraccién de
antocianinas de algunos productos son a temperaturas altas. Probablemente, este
ultimo efecto se deba a la mayor transferencia de antocianinas desde la matriz que lo

contiene hacia el seno de la disolucion extractiva (Zapata 2014).

4.2.3.3 Efecto del oxigeno y el &cido ascérbico

El efecto degradativo del oxigeno y el acido ascoérbico sobre la estabilidad de las

antocianinas esta relacionado.

Se ha reportado que las condiciones que favorecen la oxidacién aerdbica del acido
ascorbico en jugo de fresa y en sistemas modelo que contenian pelargonidina 3-
glucésido proveniente de la fresa causaban grandes pérdidas de antocianinas, pero
cuando el oxigeno era excluido del sistema no se observaba deterioro del color. De
igual manera, existe un efecto sinergistico entre el acido ascorbico y el oxigeno sobre
la degradacion de la pelargonidina 3-glucdsido en solucion (Garzéon 2008). En
investigaciones mas recientes, se ha confirmado la aceleracién de la destrucciéon de
antocianinas de fresa cuando el acido ascorbico esta presente tanto en sistemas

naturales como en sistemas modelo (Garzon G.A. 2002).
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4.2.3.4 Efecto de laluz

La luz es un factor que acelera la degradacién de las antocianinas. Se ha observado
que la sustitucion del hidroxilo en el C-5 hace que la antocianina sea mas susceptible a
la fotodegradacion cuando ésta se presenta con flavonas polihidroxiladas, isoflavonas y

auronas sulfonadas (Zapata 2014).

4.2.3.5 Efecto de la concentracion

Se ha demostrado que cuando la concentracion de antocianinas alcanza valores altos,
se presentan fenobmenos de autoasociaciéon entre dos cationes flavilio, dos formas
hemicetal, dos bases quinoidales, e inclusive, entre una base quinoidal y un cation

flavilio y protegiendo la molécula de antocianina (Garzén 2008).

4.2.3.6 Efecto del agua

Por otro lado, incrementos en la actividad de agua del medio causan degradacién de
las antocianinas probablemente debido a una mayor interaccién entre el agua y el

cation flavilio para formar la pseudobase inestable (Garzon G.A. 2001).

4.2.4 Actividad antioxidante de las antocianinas

La actividad antioxidante de las antocianinas radica en el hecho de que pueden
reaccionar con radicales libres. Estos ultimos, entre los que se encuentran los radicales
OHe (hidroxilo) y O2+ (superoxido), son capaces de atacar a proteinas, carbohidratos,
grasas y ADN del cuerpo, ejerciendo un efecto oxidativo que dafa las células. Asi,
cuando un radical reacciona con una molécula, la molécula resultante de esta reaccion

se convierte en un nuevo radical libre, originandose una reacciéon en cadena, que
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provoca un dafio en los tejidos, que a su vez, derivan en enfermedades degenerativas
disminuyendo la calidad de vida (Zapata 2014). Esta accion oxidante de los radicales
libres puede ser controlada, o incluso prevenida, por una serie de sustancias
denominadas antioxidantes. Se llama “antioxidante" a "cualquier sustancia que retarda,
previene o elimina el dafo oxidativo hacia una molécula” o bien, "a la capacidad que
tienen determinados compuestos para neutralizar los radicales libres” (Lépez-Alarcon
C. 2013).

Las antocianinas se caracterizan por tener una deficiencia de electrones, debido a su
particular estructura quimica, que las hace muy reactivas frente a los radicales libres
presentes en el cuerpo, por consiguiente, pueden ser potentes antioxidantes naturales
(Bridgers EN 2010).

Las propiedades atribuidas a las antocianinas para mejorar la salud estan asociadas a
esta capacidad de actuar como antioxidantes y secuestrar radicales libres en sistemas
bioldgicos, pueden donar hidrogenos, electrones a los radicales libres o bien atraparlos
y desplazarlos en su estructura aromatica. Se ha demostrado que los frutos ricos en
antocianinas evidencian una alta actividad antioxidante contra el peroxido de hidrégeno
(H20,) y contra radicales peroxido, (ROO¢), superdxido (O»¢), hidroxilo (OH) y oxigeno
singulete ('0,) (Zapata 2014).

Estudios clinicos realizados en ltalia revelaron que 79% de los pacientes diabéticos
consumidores de extracto de bayas rojas (160 mg dos veces al dia durante un mes)
mostraron alivio en los sintomas de retinopatia diabética (Garzon 2008). También esta
reportado que antocianinas provenientes de cuatro especies de arandanos silvestres:
Amelanchier alnifolia, Viburnum trilobum, Prunus virginian y Shepherdia argentea,
muestran propiedades hypoglicémicas. Tales frutos, con alto contenido de sustancias
fitoquimicas, han sido consumidos tradicionalmente por tribus norteamericanas para la

proteccion de enfermedades cronicas como diabetes (Tristan F 2008).
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4.2 .5.- Extraccion de las antocianinas

Las antocianinas se pueden extraer de diferentes tejidos vegetales (Wrolstad 2000). En
la actualidad existe la tendencia de utilizar los extractos antocianicos sin necesidad de
realizar la separacion de los distintos componentes, debido a que todos ellos, no sélo
los colorantes, presentan propiedades antioxidantes (Zapata 2014). Se han reportado
condiciones de extraccion de antocianinas a partir del maiz morado. Ensayaron
extracciones con soluciones etandlicas al 20 % y pH 2. Los resultados obtenidos
indicaron que las mejores condiciones de extraccion correspondieron a una
temperatura de 75°C y un tiempo de extraccién de entre 120 y 240 minutos, mientras
que las condiciones mas desfavorables fueron 25°C y 30 minutos. También estudiaron
la influencia de otras variables de proceso como el solvente, el pH, la temperatura y el

tiempo de extraccion (Gorriti Gutierrez A. 2009).

En la literatura se han reportado distintas formas de extraccion de las antocianinas a
partir de la zanahoria negra. Una de las metodologia de extraccidn mas efectivas es
por medio de la maceracion de la zanahoria negra en una solucion de etanol y acido
clorhidrico (1.5N) en una proporcion 85:15 v/v, inmediatamente después pasa por un

proceso de extraccion del solvente en un rota vapor (Seda Ersus 2007).

Las antocianinas son compuestos solubles en solventes polares y comunmente se
extraen de sus fuentes naturales usando metanol o etanol con pocas cantidades de
algunos acidos como 4acido clorhidrico, acético y férmico, ya que el acido mantiene el
pH acido lo que previene el desplazamiento de los equilibrios quimicos de hidratacion y
formacion de chalconas. Adicionalmente el uso de acidos débiles previene la
degradacion de las antocianinas no aciladas las cuales presentan mayor labilidad. Sin
embargo, durante el proceso de evaporacion del solvente acidificado puede ocurrir
degradacion de las antocianinas aciladas, por la hidrélisis parcial o total de los acidos
enlazados a los azucares, especialmente en antocianinas aciladas con acidos

dicarboxilicos como el acido maldnico. Por lo anterior se recomienda para la extraccion
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de estos pigmentos el uso de acidos débiles como el trifluoroacético, tartarico o citrico
(Revilla E. 1998).

En la mayoria de los casos, para la extraccion de las antocianinas se aprovecha la
afinidad que tiene este tipo de compuestos por materiales adsorbentes como la
Amberlita XAD-7. A diferencia de las resinas XAD-2 y XAD-4 formadas bajo una matriz
de estireno y divinilbenceno con diferente grado de entrecruzamiento, la Amberlita
XAD-7 tiene una estructura tipo acrilato (area superficial 450 m2/g, radio de poro 45 A,
porosidad 1.14 mL/g, tamafio de particula 0.25-0.84 mm, densidad 1.24 g/mL). Este
tipo de resina posee el cddigo de regulacion del consejo de Europa, sobre resinas de
intercambio idnico y adsorbentes usados en el procesamiento de alimentos, adoptado
por el Comité de Ministros el 30 de septiembre de 1997, polivinilpirrolidona (PVP),
octadecilsilano, Sephadex G-25, Sephadex LH-20, poliamidas, resinas de intercambio

idnico, alumina acida, entre otras (Lee H. S. 1992).

La complejidad de los extractos naturales enriquecidos en antocianinas hace necesario
realizar su fraccionamiento mediante el uso de técnicas cromatograficas que permitan
la obtencion de fracciones mas simples sin degradacion del material. Para esto se han
usado multiples técnicas como la cromatografia en papel (CP), la cromatografia en
capa delgada (CCD) en alumina, la cromatografia en columna (CC) y la cromatografia
en contracorriente (CCC). El fraccionamiento de este tipo de compuestos por CC, se
puede realizar mediante el uso de resinas de exclusién por tamafio (Frgytlog C. 1998;
Dilip Ghosh 2007).

4.3.- Nanoparticulas de oro (AuNPSs)
Debido a su biocompatibilidad y no citotoxicidad, las AuNPs tienen ventajas sobre otras

nanoparticulas metalicas (H.N. Verma 2014), ya que ofrecen algunas propiedades

unicas por ejemplo: mas compatibles con los tejidos / sistemas vivos, proporcionan una
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mayor reactividad de la superficie, un tamafio muy pequefo, una amplia gama de

formas y se oponen facilmente a la oxidacién (S.K. Ghosh 2007; M. Shah 2015).

4.3.1.- Sintesis de AuNPs

Los AuNPs se producen en varios tamafnos, desde 2 a 100 nm, pero el rango de
tamafo de particulas de 20 a 50 nm muestra la captacion celular mas eficiente (A.
Tomar 2013). Dependiendo del tamano, las AuNPs exhiben colores que van desde el
amarillo claro hasta el rojo rubi en la sintesis. El color se debe a la resonancia del
plasmon superficial de las AuNPs. Los AuNPs se sintetizan de diversas formas a través

de métodos quimicos y fisicos (M. Sharma 2016).

El método de Turkevich, es el método quimico mas utilizado para la sintesis de AuNPs
utiliza citrato de trisodio para reducir y estabilizar el Au®*, en forma de acido
tetracloroaurico (Ill) (HAuCls 3H20), para obtener oro elemental (A. Moores 2006; A.
Tabrizi 2009). Por otro lado, los métodos fisicos incluyen el método de precipitacion por
deposicion (H. Yazid 2009), la electrosintesis (N. Cioffi 2011), la pirélisis por rociado
ultrasénico (S. Stopic 2013) y el uso de jaulas moleculares a través de la sintesis de
plantillas (R. Mccaffrey 2014).

Sin embargo, se informd6 que estos métodos fisicos son costosos y emplean el uso de
reactivos toxicos y estabilizadores que pueden no ser adecuados para aplicaciones
biolégicas (T. Ahmad 2016).

La biocompatibilidad de las AuNPs sintetizadas ha ganado atencidon, ya que la
nanotecnologia ha sido ampliamente aplicada en diferentes campos de investigacion
en los ultimos afos. Un método llamado "sintesis verde" utiliza agentes reductores

baratos, faciles de conseguir y ecoldgicos en la sintesis de AuNPs (S. Wu 2015).
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Este método emplea el uso de aminoacidos (S. Mandal 2002; A. Akbarzadeh 2009),
aminas aromaticas (C. Subramaniam 2005), glicerol (P. Nalawade 2013), acidos
fendlicos (M.J. Lerma-Garcia 2014) y extractos de plantas (A. Yasmin 2014; U.K.
Parida 2011; Y. Li 2012; P. Kumar 2011) para generar AuNPs.

Sin embargo, el método de “sintesis verde” requiere un agente reductor que satisfaga
el rango de tamafio y la morfologia de los AuNP y los agentes estabilizadores y de

cobertura para la pasivacion de la superficie de las nanoparticulas (S. Wu 2015).

La sintesis de AuNPs mediante el uso de plantas como agentes reductores y al mismo
tiempo fuente natural, ha proporcionado un mejor enfoque respetuoso con el medio
ambiente. Por ejemplo, el extracto de planta de Aloe vera se ha utilizado para obtener

nanotriangulos de oro de rangos de tamafo de 20 a 50 nm (S.P. Chandran 2006).

De forma similar, el extracto de flor de Nyctanthes arbortristis se ha utilizado para

sintetizar AUNPs esféricas de diametro aproximadamente 20 nm (R.K. Das 2011).

La sintesis de AuNPs que utilizan extractos acuosos o alcoholicos de plantas es una
reaccion de reduccién de un solo paso (Fig. 4.4). La sintesis verde de AuNPs es un
procedimiento eficiente, econdmico, respetuoso con el medio ambiente, no tdxico y
estable. Por lo tanto, los investigadores de todo el mundo estan interesados en fabricar
AuNPs y en explorar sus aplicaciones potenciales (U.K. Parida 2011; Bashir Ahmada
2017)
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Figura 4.4.- Sintesis verde de nanopariticulas de oro, a partir de un extrato de plantas

acuoso, utilizado con agente reductor (Bashir Ahmada 2017).

Se han reportado sintesis de varias formas de AuNPs (como, esférica, triangular, cuasi
esférica, hexagonal cubica, decaédrica, isosaédrica y en forma de bastdn) utilizando
una variedad de fuentes vegetales como Anacardium occidentale (D.S. Sheny 2011),
Camelia sinesis (A.R. Vilchis-Nestor 2008), Cymbopogon sp (A. R. S.S. Shankar 2005),
Geranium (A. A. S.S. Shankar 2003), Vitex negundo (M. Zargar 2011), Memecylon
edule (T. Elavazhagan 2011) y Cinnamomum alcanfor (X. Yang 2010).

Por lo tanto, los avances en las aplicaciones de las AuNPs se pueden lograr ajustando

tanto la forma, como el tamafno de las nanoparticulas a nanoescala. Estas propiedades
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dependientes de la forma y el tamafo son las areas principales a explotar para los
investigadores en la actualidad. Estos rasgos caracteristicos han ayudado a los
cientificos a desarrollar nuevas formulaciones antimicrobianas, biosensores para el
diagndstico clinico e investigacion biolégica (G. Doria 2012), protocolos de
administracion de farmacos, imagenes médicas, tratamiento de tumores,
nanocompuestos y filtros, procedimientos cataliticos, transistores informaticos,
electrometros, sensores quimicos, memorias electronicas inaldmbricas y esquemas
l6gicos (M. Tan 2003; D. Pissuwan 2006; S. Panigrahi 2004; Bashir Ahmada 2017).

5.- ANALISIS DE LOS ANTECEDENTES

Actualmente, los avances en la tecnologia de alimentos, han permitido la extraccion
eficiente, procesamiento e identificacion de compuestos de antocianinas de varias
frutas, vegetales y granos para ser incorporados a la industria de alimentos y bebidas,
ya sea como colorantes naturales, alimentos funcionales y suplementos alimenticios.
Sin embargo, solamente un pequefo porcentaje de frutas, vegetales y granos

conteniendo antocianinas esta siendo integrado en la industria de alimentos y bebidas.

La zanahoria negra es una excelente fuente de antocianinas segun lo que esta
reportado en la literatura, ya que posee mayor cantidad de ellas que las frutas y otros
vegetales. Entre las fuentes de antocianinas, la zanahoria negra es la que provee dicho
antioxidante con una mayor estabilidad. Las antocianinas son interesantes por dos
razones. La primera por su impacto sobre las caracteristicas que puede aportar a los
alimentos, las cuales pueden influenciar su comportamiento tecnoldgico durante el
procesamiento de alimentos, y la segunda, por su implicacion en la salud humana a

través de diferentes vias.

Diversos estudios presentan evidencia cientifica que los extractos ricos en antocianinas

pueden mejorar la agudeza visual, mostrar actividad antioxidante, atrapar radicales y
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actuar como agentes quimioprotectores. Las antocianinas también juegan un papel en

las propiedades antidiabéticas.

Sin embargo, cuando llevamos a cabo un proceso de extraccion las antocianinas
aisladas son altamente inestables y muy susceptibles a la degradacion durante el
almacenamiento y el procesamiento. Su estabilidad se ve afectada por varios factores
tales como pH, temperatura, estructura quimica, concentracion, luz, oxigeno y
presencia de acido ascorbico, entre otros; de esta forma su inestabilidad es una

limitante para su aplicacién en productos farmacéuticos, cosméticos o en alimentos.

En la actualidad existen métodos confiables para la extraccién de antocianinas, en la
mayoria de los casos el mas usado es la extraccion solido- liquido, el cual, es una
operacion basica cuya finalidad es la separacion de uno o mas componentes
contenidos en una fase solida, mediante la utilizacion de una fase liquida o disolvente.
Este método es el mas conveniente ya que se logra extraer la maxima cantidad de

antocianinas en comparacion con otros métodos.

Una vez que se logra la extraccion, viene la purificacion de la cual también se ha
reportado, que se aprovecha de la afinidad de las antocianinas por algunos materiales
adsorbentes, para poder separar la mezcla de antocianinas, de los azucares y otros
compuestos. Sin embargo para aislar las antocianinas particularmente se han usado

multiples técnicas de cromatografia.

Estos pigmentos representan un potencial para el reemplazo competitivo de colorantes
sintéticos en alimentos, productos farmacéuticos y cosméticos y para la obtencion de
productos con valor agregado dirigidos al consumo humano. Sin embargo, mucho hay
por aprender en cuanto a su estabilidad en matrices especificas y a la relacidon entre su
estructura, los efectos sinergisticos al modificarlas quimicamente y las dosis efectivas.
Estos temas son objeto de investigaciones para este proyecto, pero también para

investigaciones futuras.
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6.- HIPOTESIS

A partir de la extraccidn optima y purificacion de las antocianinas presentes en la
zanahoria negra seguido de una modificacion quimica, a base de tetraetilortosilicato
(TEOS), se podran obtener antocianinas mas resistentes a cambios de pH, temperatura
y radiacion UV. Ademas, la capacidad antioxidante de las antocianinas presentes en el
extracto de zanahoria negra permitira que éstas, sean usadas como agentes

reductores en la sintesis verde de nanoparticulas metalicas.

7.- OBJETIVOS

7.1.- Objetivo general

Obtencién, purificacidon y modificacion quimica del extracto rico en antocianinas
presentes en la zanahoria negra para evaluar su capacidad antioxidante, resistencia a
cambios de pH, temperatura y radiacion UV; ademas de estudiar su viabilidad como

agente reductor en la biosintesis de nanoparticulas de oro.
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7.2.- Objetivos especificos

1.- Establecer un método eficaz de extraccion que maximice la recuperacion de las
antocianinas de la zanahoria negra, utilizando tecnologia de adsorcion (Resina
Amberlite XAD-7).

2.- Realizar la modificacién quimica al extracto de antocianinas con tetraetilortosilicato
(TEOS)

3.- Caracterizar el extracto de antocianinas antes y después de la modificacién quimica,
para comprobar la presencia de las mismas, ademas de medir su capacidad

antioxidante.

4. Obtencion de las nanoparticulas de oro por medio de una sintesis verde, utilizando el

extracto de la zanahoria negra como agente reductor.

5.- Caracterizacion fisicoquimica del composito (nanoparticulas de oro- extracto de la

zanahoria negra).
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8.- METODOLOGIA

8.1.- Disefio del experimento

1.- Se realizén extraccion solido- liquido de las antocianinas de la zanahoria negra,

utilizando tecnologia de adsorcién (Resina Amberlite XAD-7).

2.- Se modificé quimicamente el extracto de antocianinas adicionando directamente el
tetraetilortosilicato (TEOS).

3.- Se caracterizaron muestras de los extractos de antocianinas puros y modificados
por UV-Vis, para comprobar la presencia de las antocianinas, pH diferencial para medir
la estabilidad de las antocianinas frente a factores que la afectan, infrarrojo para ver si
la interaccion es fisica o quimica, HPLC para observar los tipos de antocianinas en el

extracto y se evaluaron las muestras en un modelo alimenticio.

4.- Se determino la capacidad antioxidante por medio de la técnica de CUPRAC vy

DPPH a los extractos de antocianinas puros y modificados quimicamente.

5.- Se realizé una sintesis verde de nanoparticulas de oro utilizando distintas

formulaciones del extracto acuoso de la zanahoria negra.
6.- Se caracterizaron las nanoparticulas de oro, por uv- vis que nos muestra el plasmon

superficial de las AuNPs, dispersion de luz, espectroscopia infrarroja, potencial z ,

microscopia electronica de barrido y microscopia electréonica de transmision.

39



8.2 Materiales y métodos para la extraccion de antocianinas

La zanahoria negra fresca (Daucus Carota var. L. ssp. Sativus var. Atrorubens Alef.), se
cultivd en Tlaxcala, México y se don6 por un agricultor local. Luego se lavaron con
agua del grifo, se almacenaron en bolsas de plastico perforadas de 3 kg y se guardaron

a -20°C hasta nuevo uso.

Todos los reactivos utilizados fueron de calidad analitica. Etanol 99.5%, acido citrico
99.5%, resina Amberlite XAD7, tetraetil ortosilicato (TEOS) 98%, cloruro de potasio,
acido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromano-2-carboxilico (Trolox), Sigma Aldrich (Toluca,
México) suministré 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH), CuCl, 2H,0 (99%), neocuproina
y acetato de amonio (98,0%). J.T. suministré acido acético, acetato de sodio, acido
clorhidrico, soluciones tampén (pH: 4, 7 y 10) e hidroxido de potasio. Panadero (Ciudad
de México). El metanol fue suministrado por Macron (Hamilton, PA, EE. UU.). Todos los
experimentos se llevaron a cabo utilizando agua destilada obtenida de un Sistema de

purificacion de agua Elix Advantage (Querétaro, México).

8.2.1 Extraccién de las antocianinas

Se utilizé etanol acidificado como disolvente de extraccion para todas las muestras. Las
antocianinas se obtuvieron mezclando 150 mL de etanol acidificado (solucion de acido
citrico / 4cido acético 85:15 v / v) (Ersus Seda 2007) y 150 g de zanahorias congeladas
cortadas (sin descongelar) con un mezclador Grinder 6807 Oster (México) durante 20
minutos. Los sdlidos se eliminaron por filtracion utilizando un filtro de tamiz de malla
100.

La fase liquida (extracto) se marc6 como BCS (acidificada con acido citrico) y BCA
(acidificada con acido acético). Los extractos BCS y BCA se introdujeron, por separado,
en una columna de resina que contiene resina Amberlite XAD7 para eliminar los

compuestos no aromaticos del extracto. (Cuevas Montilla E 2011).
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La velocidad de flujo fue de 32 mL / min (20 BV / h) y se utilizé una soluciéon de 95 mL
de etanol y 5 mL de agua acida (pH = 1.4) como eluyente. Finalmente, el exceso de
solvente se evapord a 40 ° C usando vacio (R-100, Bichi, México). Las muestras
obtenidas después de este procedimiento fueron etiquetadas como BCSR y BCAR.
Todas las muestras se almacenaron en viales de vidrio color ambar sellados y
almacenados a 4 ° C hasta su uso posterior. Las muestras fueron modificadas
adicionando 20 ul de TEOS en cada muestra por cada 5mL de extracto de zanahpria
negra rico en antocianinas (microencapsulacién). El procedimiento esta descrito por
Hernandez-Martinez, y otros 2017; Molina G.A. 2014. Las muestras después de la
microencapsulacion se etiquetaron como TBCS, TBCA, TBCSR y TBCAR. En la figura

8.1 se muestra el diagrama de flujo del procedimiento:

Zanahoria

negra
150g

Extraccion con etanol
acidificado (150mL)

Modificacion Acidificado Acidificado Modificacian
con TEOS con acido con acido con TEQS
(TBCS) citrico (BCS) acético(BCA) (TBCA)
Amberlite Amberlite
XADT XADT

M odificacion Extracto xiracto M odificacion
purificado con purificado con con TEOS

con TEOS

resina resina (TBCAR)

(TBCSR) (BCSR) (BCAR)

Figura 8.1.- Diagrama de flujo de procesos experimentales para obtencion de muestras.
Muestras extraidas con etanol / acido citrico (BCS) y etanol / acido acético (BCA),
muestras después de la columna de resina (BCSR y BCAR) y muestras
microencapsuladas utilizando TEOS (TBCS, TBCA, TBCSR, TBCA)
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8.2.2 Caracterizacion y cuantificaciobn de las antocianinas totales por

espectroscopia uv- vis, utilizando el método de pH diferencial.

Actualmente el método de pH diferencial es utilizado para la determinacion cuantitativa
de antocianinas (Awika J. M. 2004). Las antocianinas experimentan una transformacién
reversible con los cambios de pH, manifestado por un llamativo cambio en la
absorbancia. La forma oxonium predomina a pH=1 y el hemicetal a pH=4.5. El método
pH diferencial es un método basado en esta reaccidén y permite una rapida y exacta

medida de la concentracion de las antocianinas totales (Fulecki 1968).

En el presente trabajo, por medio del método de pH diferencial, se determinaron las
concentraciones de antocianinas, cuando son expuestas a diversos factores que
afectan su estabilidad. Cada prueba se realizé a cada uno de los método de extraccion
de antocianinas descritos con anterioridad, con y sin TEOS. A continuacion se
describen las pruebas de estabilidad que se realizaron, analizando el comportamiento

de la concentracion de antocianinas:

1.- Concentracion de antocianinas por cada método de extraccion, con y sin TEOS.

2.- Determinacion de la concentracion de antocianinas expuestas a medios con pH= 4,

7 y 10, durante 5 dias, realizando la medicion cada 24 horas.

3.- Determinacion de la concentracion de antocianinas expuestas a 40, 60 Y 80°C

durante 120 minutos, realizando la medicidon cada 20 minutos.

4.- Determinacion de la concentracidon de antocianinas con exposicion a la luz

ultravioleta durante 160 minutos, realizando la medicién cada 40 minutos.

La concentracion de antocianinas para cada medicion se realizd conforme a la

siguiente expresion:
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A= (A rvis-Max— A A700) pH 1- (A A VIS-MAX — A A 700) pH 4.5

Donde A\ vis-MAX es la lectura de absorbancia del pico mas alto a pH= 1y 4.5, y Ax 700

es la lectura de la absorbancia a 700nm.

Para calcular la concentracion de antocianinas en las muestras a medir, se utilizanla

siguiente ecuacion:

Antocianinas totales (mg/L)= (A* Peso molecular * FD *1000) / (€ * 1)
(Fulecki 1968)

Donde:

A es la absorbancia antes calculadas.

FD: es el factor de dilucién, en el presente trabajo se utilizé un factor de dilucion igual a
15

€: es el coeficiente de extincion molar (para las cianidinas 3- glicosiladas corresponde a
26900M'cm™) (Giusti M. M. 2001)

PM: Peso molecular (se obtuvo el peso molecular promedio ponderado de las
antocianinas que contiene la zanahoria negra segun lo reportado en la literatura
756.87g/mol) (Cuevas Montilla E 2011)

Para llevar a la practica este método se prepar6 una solucién buffer pH1 de cloruro de
potasio 0.025M y una solucién buffer de acetato de sodio 0.4M, ambas soluciones
ajustaron el pH deseado con la adicién de acido clorhidrico. Finalmente se diluyeron
0.2mL de antocianinas en 2.8mL de cada solucion buffer para cada una de las pruebas.
Las mediciones se realizaron en un espectrometro de Uv-Vis de la marca VWR 1600
PC.
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8.2.3 Pruebas de capacidad antioxidante con DPPH

La prueba de DPPH se realizé con algunas modificaciones del método de Brand-
Williams (Brand-Williams 1995; Sharma y Bhat 2009; Thaipong, y otros 2006; Molyneux
2004). Se prepard una solucion base de 40mL de acido acético (0.1M) en 60mL de
metanol (pH= 5) y se adicion6 una solucion 50uM de DPPH. Después, en un
espectrofotometro de Uv-Vis marca VWR 1600 PC, se realiz6 una medicion de la
absorbancia a 516nm que corresponde al pico caracteristico del DPPH, se graficé una
curva estandar con la solucion base y adicionando distintas concentraciones de trolox
(0, 100, 200, 400, 600 y 800uM) y r2= 0.9657

Una vez que obtuvo la grafica de estandar de trolox entre 0 y 800uM, se adicionaron
150uL de cada uno de los extractos en 2850uL de la solucién del DPPH. Los resultados
se compararon con la grafica del estandar de trolox y se obtuvieron en equivalentes de

trolox por gramo de muestra (uM eT/ g muestra).

8.2.4 Prueba de capacidad antioxidante reductora del cobre (CUPRAC)

Se prepard una solucidn cuprica de capacidad antioxidante reductora (CUPRAC)
(Castafieda-Ovando, y otros 2009; Cardenas, Gomez y Frontana 2014) para determinar
la capacidad antioxidante mediante pruebas electroquimicas utilizando CuCl, con una
concentracion de 3 mM en agua destilada. Ademas, se preparé una solucion de
neocuproina a 6 mM en etanol. Para controlar el pH de la solucién principal, se preparo
una solucion tampdn de acetato de amonio 1,2 M (pH = 7), luego el pH fue ajustado
agregando HCI 1.2 M y NaOH 1.2 M segun fuera necesario. Las concentraciones de
Trolox fueron variadas de 1 a 800 uM en etanol para obtener una curva estandar de
Trolox. Se prepararon 2 mL de cada solucién (CuCl,, neocuproina, tampdn de acetato
de amonio, Trolox y agua destilada) y se mezclaron. La solucién de 10 mL se agitd

durante 15 minutos y se burbuje6 N, en ella durante 5 minutos.
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Se siguid el mismo procedimiento para evaluar la capacidad antioxidante agregando
extractos de antocianinas en lugar de solucion de Trolox y los valores se reportan como
una comparacion entre la grafica de la respuesta analitica frente a la concentracion
durante la cuantificacion del antioxidante ya que la pendiente depende de la relaciéon
estequiométrica entre las especies antioxidantes-oxidantes involucradas, que esta

relacionada con la transferencia de electrones por par de moléculas.

Las pruebas electroquimicas se realizaron usando una celda electroquimica de tres
electrodos; uno de calomel Hg / Hg.Cl, (saturado con KCI) como electrodo de
referencia, una barra de grafito como contraelectrodo y un electrodo de carbono vitreo

(3 mm) como electrodo de trabajo.

Antes de cada medicion electroquimica, el electrodo de trabajo se pulié con alumina en
polvo seguido de agitacion ultrasonica durante 10 minutos; este proceso se repitio 3
veces. Los voltamperogramas se obtuvieron en un potenciostato Bio-LogicVP-50 (Bio-
Logic Science Instruments, Seyssinet-Pariset, Francia) con una velocidad de barrido de
100 mV s ~ ', las pruebas iniciaron desde el portencial de circuito abierto (OCP), que se

determind cuando el potencial no mostré una variacidén superior a 1 mV por segundo.

8.2.5 Espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FTIR) con

reflectancia total atenuada (ATR)

Se sabe que la zanahoria negra contiene diferentes antocianinas monoméricas con
diferentes restos de azucar, como peonidina, pelargonidina y cianidina, siendo la
cianidina 3-O-R el principal compuesto en el contenido total de antocianinas
(Tarkyilmaz, Yemi,s y Ozkan 2012; Montilla, y otros 2011; Algarra Manuel 2014;
Kammerer, Carle y Schieber 2003). Para confirmar esto y justificar el uso de cianidina
3-O-glucosido para mediciones analiticas, se caracteriz6 la muestra por
espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FTIR) con reflectancia total

atenuada (ATR) mediante un espectrometro Frontier MIR / NIR (Perkin Elmer,

45



Waltham, MA, Estados Unidos), para muestras secas de BCA y BCS y luego se
compardé con un calculo quimico cuantico de frecuencia de la misma molécula. Para el
calculo de la frecuencia de la molécula de cianidina 3-O-glucésido se uso una
computadora personal que funciona con Gaussian 98W (Gaussian 09, revision A. 02
2009). La geometria se optimizd6 completamente asumiendo el grupo puntual de
simetria Cs utilizando el Becke 3-Lee-Yang-Parr (B3LYP), complementado con los

conjuntos de bases estandar 6-31 + G.

Los espectros de IR simulados se representaron graficamente utilizando el visor
molecular Avogadro (Hanwell, y otros 2012) y los modos de vibracién se analizaron y

compararon con los datos experimentales ya mencionados.

8.2.6 Cromatografia liqguida de alto rendimiento (HPLC)

La caracterizacion se realiz6 en un sistema Flexar LC (Perkin Elmer) utilizando un C18
de 250 mm x 4,6 mm, la columna de fase inversa y las muestras BCS y BCA se
midieron de acuerdo con las condiciones reportadas en la literatura (Alasalvar, y otros
2005; Dai, y otros 2016); utilizando un caudal de 1,0 mL / min y los cromatografos se

registraron a 520 nm utilizando el detector PDA Plus junto con el equipo.

8.2.7 Determinacion de color de extractos y modelos alimenticios

Se utilizd un script MATLAB personalizado (Mathworks Inc., Natick, MA, EE. UU.) para
medir la luminosidad y las coordenadas de cromaticidad en el espacio de colorL *a* b
* (CIELAB) de acuerdo con el iluminante A estandar CIE (tipico, doméstico, filamento
de tungsteno lluminacion con temperatura de color correlacionada de 2856 K). L *
indica luminosidad, a * y b * son coordenadas de cromaticidad, h (tono), ¢ (chroma) y
AE (cambio de color) se calcularon a partir de los valores a * y b *. Las imagenes

digitales de las muestras se tomaron utilizando una camara digital Sony a99ll junto con
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una lente Vario Sonnar T * 24—70 mm (Sony Corporation, Tokio, Japdén) en las mismas
condiciones de luz; Las imagenes se recortaron a 1024 x 1024 pixeles y luego se

procesaron con el script mencionado anteriormente.

Ademas, las muestras se midieron en dos modelos de alimentos de diferentes colores:
yogur y gelatina. Para el modelo de alimento de yogur, se colorearon 10 g de yogur
comercial (yogur natural Yoplait, Sigma Alimentos Lacteos México, Querétaro, México)
usando 10 mg de antocianinas de cada extracto. Ademas se preparé la gelatina usando
gelatina en polvo (Coloidales Duche, Ciudad de México, México) disuelto en agua
hirviendo (proporcién 1: 3) y 10 g de la mezcla se colorearon usando la misma cantidad
calculada de antocianinas de cada extracto. Las muestras se midieron al comienzo del
experimento y después de 25 dias, y se compararon con un yogur / gelatina de color
con 10 mg de FD&C rojo (grosella roja 12.5%, Colores Duche, Ciudad de México,

México) en las mismas condiciones.

8.3 Materiales y métodos para la sintesis verde de nanoparticulas de oro (AuNPSs)

Se utilizaron los siguientes productos quimicos de grado analitico: como precursor de
oro se empled acido tetracloroaurico (I1l) (HAuCl4 3H20) comprado de Sigma Aldrich,
se utilizaron dos tipos de agentes reductores; para la sintesis de nanoparticulas por el
método de Turkevich (J. Kimling 2006) se utilizd citrato de sodio (NazCgHs07)
suministrado por Sigma Aldrich, y para las sintesis verde de AuNPs se utiliz6 extracto

acuoso de zanahoria negra en un buffer de fostato salino 0.1M (pH=8).

8.3.1 Metodologia para la extraccion acuosa de la zanahoria negra

El extracto del reductor utilizado para la sintesis verde en medio acuoso, se obtuvo
realizando una disolucion de buffer de fosfato salino 0.1M (pH=8) en agua tridestilada;

la cual se calenté a 120°C y se espero hasta alcanzar el punto de ebullicion.
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Posteriormente, se afiadieron 10 gramos de zanahoria negra y se dejé en agitacion de
1600 rpm durante 5 minutos. Consecuentemente, se filtré la solucién con papel filtro de

1 micra. En la figura 8.2 podemos observar el procedimiento de extraccion acuosa de la
zanahoria negra:

Buffer de fosfato salino 10 g Zanahoria negra
0.1M (pH=8) a 120°C

Agitacion (5 min) y
Filtrado (1 micra)

Figura 8.2.- Procedimiento de extraccion acuosa de la zanahoria negra, utilizado para

la sintesis verde de AuNPs.
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8.3.2 Sintesis de Nanopaticulas de oro por el método de Turkevich

El método de Turkevich generalmente, es utilizado para producir nanoparticulas de oro
esféricas monodispersas, suspendidas en agua, de diametros alrededor de 10-20nm.
La sintesis se realiz6 utilizando como agente reductor citrato de sodio 38.8 mM y como
agente precursor acido cloroaurico 1 mM. La sintesis se llevd a cabo en una relacion
1:5 v/v reductor-precursor respectivamente. Posteriormente, la solucién de HAuCl, se
llevo a punto de ebullicion aproximadamente a 230°C. Al hervir la solucion, se adiciono

el citrato de sodio y se dej6 calentando a 40°C durante 10 minutos. (J. Kimling 2006).

8.3.3 Sintesis verde de nanoparticulas de oro a partir del extracto acuoso de la

zanahoria negra

La sintesis verde se realizd mediante una adaptacion del método de Turkevich (J.
Kimling 2006), utilizando el extracto acuoso de zanahoria negra descrito en la seccién
8.3.1 como agente reductor y acido cloroaurico como agente precursor de oro. Se
sintetizaron tres formulaciones en concentraciones de 1:10, 1:5, 2:5 (v/v) reductor-

precursor respectivamente.

Para cada una de las formulaciones se anadi6 el extracto acuoso de la zanahoria negra
en el acido cloroaurico, y se dejo en agitacion a 1600rpm durante 4 horas a una
temperatura de 35°C. En la figura 8.3 podemos observar el esquema de la sintesis

verde de las nanoparticulas de oro a partir del extracto acuoso de la zanahoria negra.
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AGENTE REDUCTOR
Extracto de Zanahoria Negra

U

AGENTE PRECURSOR
HAuCl; 1mM

Figura 8.3.- Esquema de la sintesis verde de las nanoparticulas de oro a partir del

extracto acuoso rico en antocianinas de la zanahoria negra.

8.3.4 Espectroscopia Uv- Vis

La formacion de nanoparticulas de oro por reduccion del acido cloroaurico usando
extracto acuoso de zanahoria negra rico en antocianinas como agente reductor puede
ser facilmente observada por espectroscopia Uv-Vis. Las mediciones se realizaron en
un espectrometro de Uv-Vis de la marca VWR 1600 PC, operado a una resolucién de 1
nm en un rango de 210 a 1100nm para demostrar la generacion de nanoparticulas de
oro (Jili Zhaa 2017).
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8.3.5 Espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FTIR) con

reflectancia total atenuada (ATR)

Las mediciones de FTIR ayudaron a identificar los enlaces y vibraciones probables que
pueden ser responsables de los limites que conducen a una estabilizacién eficiente de
las nanoparticulas de oro (Soumya Menon 2017). La medicidén de la espectroscopia
infrarroja por transformada de Fourier (FTIR) con reflectancia total atenuada (ATR) se
realiz6 mediante un espectrometro Frontier MIR / NIR (Perkin Elmer, Waltham, MA,
Estados Unidos).

8.3.6 Microscopia electronica de barrido (SEM)

Para las muestras observadas por microscopia electrénica de barrido, se utilizaron
electrones secundarios y de alta resolucion (3kV), se colocaron 10 microlitros diluidos
en 2 mL de agua tridestilada para una mejor dispersion de particulas. El analisis se

realizon en un microscopio electrénico de barrido JEOL JSM-6060 LV.

8.3.7 Microscopia electronica de transmision (TEM)

Para la obtencion de las imagenes por TEM se utiliz6 un microscopio electrénico de

transmision JEOL, modelo JEM-1010, con un voltaje de aceleracién de 80 kV. Las

muestras de TEM se obtuvieron dejando caer una pequena cantidad de coloides de oro

sobre rejillas.
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8.3.8 Dispersion de luz

La distribucion de tamafo de las nanoparticulas de oro preparadas con los extractos de
zanahoria negra, se midieron mediante dispersion de luz (DLS) utilizando un Litesizer
500.

8.3.8 Potencial Z

Se utilizé un equipo de medicion de potencial zeta y determinacion de la distribucion del

tamano de particulas, Litesizer 500. Se observo el potencial zeta de cada una de las

formulaciones sintetizadas.
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9. RESULTADOS

9.1 Resultados de Espectroscopia Uv-Vis

A continuacion se presentan los resultados obtenidos de la caracterizacion por Uv-Vis
de cada uno de los extractos obtenidos con y sin adicion de TEOS descritos en la

seccion de metodologia.

En la figura 9.1 se muestra la comparacién entre los espectros UV-vis correspondientes
a los compuestos extraidos usando etanol acidificado BCS (etanol- acido citrico 85:15
v/v) y también con etanol acidificado pero usando ademas resina amberlite XAD7
(BCSR).

En ambos espectros se observo la presencia de un pico caracteristico a 522nm, que
corresponde a las cianidinas 3- glicosiladas, que son el tipo de antocianinas de la
zanahoria negra (Sonia de Pascual-Teresa 2002) y a 285nm se presenta un pico que

corresponde a los grupos acilos unidos a las antocianinas (Giusti M. M. 2001).

La diferencia en absorbancia va directamente relacionada con la concentracion de

antocianinas en cada muestra.
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Figura 9.1: Espectros Uv-Vis de las antocianinas extraidas por los métodos BCS y
BCSR

De la misma forma en la figura 9.2, se compararon los espectros correspondientes a
las antocianinas extraidas usando etanol acidificado con acido acético (BCA) y las
extraidas con etanol acidificado con acido acético + resina amberlite XAD7 (BCAR). En
ellos se observd la presencia de los picos caracteristicos de las antocianinas aciladas

caracteristicas de la zanahoria negra a 522nm y 285nm.
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Figura 9.2: Espectros Uv-Vis de las antocianinas extraidas por los métodos BCA y
BCAR

La figura 9.3 corresponde a los espectros Uv-Vis de las antocianas extraidas con etanol
acidificado con &acido citrico 85/15 v/v, modificadas con TEOS, con y sin purificacién
con resina amberlite XAD7 (TBCS y TBCSR) y de la misma forma se nota la presencia

de las antocianinas caracteristicas de la zanahoria negra a 522nm y 285nm.
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Figura 9.3: Espectros Uv-Vis de las antocianinas extraidas por los métodos TBCS Y
TBCSR

En la figura 9.4 se analizaron los espectros caracteristicos de las antocianinas de la
zanahoria negra que corresponden a las antocianinas extraidas con etanol- acido
acético 85:15 v/v, modificadas con TEQOS, con y sin purificacion a través de la resina
XAD7 (TBCA 'Y TBCAR). De la misma forma se observan los picos a 522nm y 285nm,

correspondientes a las antocianinas de la zanahoria negra.
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Figura 9.4: Espectros Uv-Vis de las antocianinas extraidas por los métodos TBCA'Y
TBCAR

Por medio de la espectroscopia Uv-Vis, se observd que a través de los cuatro métodos
de extraccidén y sus respectivas modificaciones quimicas con TEOS, se obtienen los
picos caracteristicos correspondientes a las antocianinas de la zanahoria negra. Sin
embargo las antocianinas que han sido purificadas con resina amberlite XAD7
muestran una menor absorbancia en comparacién con las que no pasaron por dicho
proceso, lo cual va directamente relacionado con la concentracion de las antocianinas

en cada una de las muestras.
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9.2 Método de pH diferencial

9.2.1 Determinacion de la concentracién de antocianinas de cada uno de los
extractos obtenidos, cony sin TEOS.

Se determind la concentracién total de antocianinas para cada uno de los métodos de
extraccion con y sin TEOS, utilizando el método pH diferencial. En la tabla 9.1 se
observo que el método que tiene el mejor rendimiento en extraccion de antocianinas es
cuando se extraen con etanol- acido acético 85:15 v/v respectivamente, ya que se
obtuvo una concentracién de 706.85 mg/L, a diferencia de las antocianinas extraidas
usando etanol- acido citrico 85:15 v/v y purificadas con resina amberlite XAD7 con y sin

TEQOS, cuyas concentraciones oscilan entre 249.12 y 244 .90 mg/L respectivamente.
Asi mismo se puede observar que las concentraciones obtenidas en las otras muestras

también presentan buenos rendimientos, sin embargo hay otros factores que afectan la

estabilidad de las antocianinas como: cambios de pH, temperatura y luz ultravioleta.
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CONCENTRACION

MUESTRA DE ANTOCIANINAS
(mg/L)
Antocianinas extraidas con etanol- acido citrico 85:15 v/v
451.08
(BCS)
Antocianinas extraidas etanol- acido citrico 85:15 v/iv y
purificadas con resina XAD7 249.12
(BCSR)
Antocianinas extraidas con etanol- acido acético 85:15 v/v 206,85
(BCA)
Antocianinas extraidas con etanol- acido acético 85:15 v/v y
purificadas con resina XAD7 367.49
(BCAR)
Antocianinas extraidas con etanol- acido citrico 85:15 v/v +
TEOS 422.74
(TBCS)
Antocianinas extraidas con etanol- acido citrico 85:15 v/ivy
purificadas con resina XAD7 + TEOS 244.90
(TBCSR)
Antocianinas extraidas con etanol- acido acético 85:15 v/v +
TEOS 643.48
(TBCA)
Antocianinas extraidas con etanol- acido acético 85:15 v/v
purificadas con resina XAD7 + TEOS 357.48

(TBCAR)

Tabla 1: Concentracion de las antocianinas expresadas en miligramos por litro, segun

el método de extraccion.
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9.2.2 Determinacién del contenido de antocianinas (mg/L) obtenidas por cuatro
distintas formas de extraccion, con y sin TEOS, expuestas a pH= 4, 7 y 10,

durante 5 dias, por el método de pH diferencial.

Se realizé la medicion de la concentracidén de antocianinas (mg/L) por el método de pH
diferencial de cada uno de los métodos de extraccion utilizados en el presente trabajo,

con y sin modificacién quimica realizada con TEOS, expuestas a distintos pH.

Para esta prueba, se diluyeron 500uL de cada uno de los extractos de antocianinas en
3mL de cada una de las soluciones buffer que se utilizaron, los pH probados fueron: 4,
7 y 10. Las mediciones fueron realizadas cada 24 horas durante 5 dias para cada una
de las muestras. A continuacion se muestran los resultados numéricos y graficos para
cada una de las 8 muestras evaluadas por el método de pH diferencial descrito

previamente.

9.2.2.1. Antocianinas etanol- acido citrico 85:15 v/v

En la tabla 2 podemos observar las diferencias en la disminucion de la concentracidon
de las antocianinas extraidas etanol- acido citrico y encontramos que cuando se
encuentran en un medio con un pH= 4 durante cinco dias, tienen una disminucion del
4.98% con respecto a la concentracion total de antocianinas, en pH=7 hay un
decremento del 13.75% y en pH=10 observamos que desciende un 83.38%, con esto
se percibe la estabilidad de las antocianinas a pH bajos, ya que este mismo fenémeno

se repite en las 8 muestras analizadas.
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DIA pH=4 (mg/L) pH=7 (mg/L) pH= 10 (mg/L)

1 64.39 61.75 55.08
2 63.26 61.16 24.98
3 63.03 SulE 16.15
4 62.06 57.38 9.36
5 61.18 53.26 S

Tabla 2: Contenido de antocianinas usando el método de pH diferencial extraidas con

etanol- acido citrico 85:15 v/v, expuestas a pH=4, 7 y 10, durante 5 dias.

9.2.2.2. Antocianinas extraidas con etanol- acido citrico 85:15 v/v y purificadas

con tecnologia de adsorcion (resina XAD7).

En esta muestra podemos observar una mayor estabilidad de las antocianinas en la
disminucion de la concentracion de las antocianinas extraidas con etanol- acido citrico
y purificadas con resina XAD7, en comparacion con la muestra que no es purificada
con resina, ya que la muestra expuesta a pH= 4 y 7 hacen notar un decremento del
5.61% de la concentracion inicial y la muestra diluida en el buffer pH= 10 tiene una

disminucién del 15.81%, como se muestra en la tabla 3.

DIA pH= 4 (mg/L) pH=7 (mg/L) pH= 10 (mg/L)
1 39.22 39.22 39.21
2 38.36 38.34 38.24
3 38.14 37.99 37.40
4 38.13 37.51 34.40
5 37.03 37.02 33.02

Tabla 3: Contenido de antocianinas usando el método de pH diferencial extraidas con
etanol- acido citrico 85:15 v/v y purificadas con tecnologia de adsorcion (resina XAD7),

expuestas a pH=4, 7 y 10, durante 5 dias
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9.2.2.3. Antocianinas extraidas usando etanol- acido acético 85:15 v/v.

En la tabla 4 podemos observar que la extraccion de etanol- acido acético 85:15 v/v es

el método con el que se obtiene la mayor concentracion de antocianinas, de todos los

usados y analizando su comportamiento a diferentes pH, encontramos una notoria

disminucién en la concentracion de antocianinas expuestas a pH=10 con un 26.98%, a

diferencia de las que fueron diluidas a pH=4 con decremento de la concentracién en un

3.24% y con pH=7 se observo una reduccion del 4.39%.

Sin embargo, comparando la concentracion de antocianinas extraidas usando etanol-

acido acético con las que fueron extraidas por etanol-acido citrico, podemos distinguir

que las primeras tienen una mayor estabilidad y su degradacion es menor a valores

altos de pH.
DIA pH= 4 (mg/L) pH=7 (mg/L) pH= 10 (mg/L)
1 96.73 94.74 94.35
2 96.14 94.05 84.82
3 96.12 92.54 78.30
4 93.99 91.46 72.87
5 93.61 90.58 68.89

Tabla 4: Contenido de antocianinas usando el método de pH diferencia extraidas

usando etanol- acido acético 85:15 v/v, expuestas a pH= 4, 7 y 10, durante 5 dias.
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9.2.2.4. Antocianinas extraidas con etanol- acido acético 85:15 v/v y purificadas

con tecnologia de adsorcién (resina XAD7).

En la tabla 5 podemos observar la disminucién de la concentracidon de las antocianinas

extraidas con etanol- acido acético purificadas con resina expuestas a pH=4,7y 10 es

de: 3.15%, 3.01% y 5.40% respectivamente.

Cabe mencionar que la muestra expuesta por 5 dias a pH=10 que tuvo un decremento

del 5.40%, corresponde a que solo se degradaron 2.47mg de antocianinas por litro.

DIA pH= 4 (mg/L) pH=7 (mg/L) pH= 10 (mg/L)
1 46.94 46.80 4572
2 46.82 46.77 45.08
3 46.81 46.64 44 .48
4 45.81 4573 43.94
5 45.46 45.40 43.26

Tabla 5: Contenido de antocianinas usando el método de pH diferencial extraidas con

etanol- acido acético 85:15 v/v y purificadas con tecnologia de adsorcion (resina
XAD7), expuestas a pH=4, 7 y 10, durante 5 dias.
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9.2.2.5. Antocianinas extraidas con etanol- acido citrico 85:15 v/v y modificadas

con TEOS.

A partir de aqui, iniciamos con el analisis de las antocianinas modificadas con TEOS,

en la tabla 6 podemos observar que la diferencia en la disminucién de antocianinas es

bastante considerable para los pH> 7, ya que para pH=10 se distingue un decremento

del 86.06% con respecto a la concentracion inicial, a pH= 7 se percibe una disminucién

del 18.02%.

Sin embargo a pH= 4 podemos observar una reduccion de tan solo el 1.71%, solo en el

caso de este pH, podemos observar una mejoria con respecto a la misma muestra que

no esta modificada con TEOS.

DIA pH= 4 (mg/L) pH=7 (mg/L) pH= 10 (mg/L)
1 69.55 64.77 54.79
2 69.38 59.41 24.92
3 69.21 59.07 14.38
4 68.62 56.39 9.63
5 68.36 53.09 7.64

Tabla 6: Contenido de antocianinas usando el método de pH diferencial extraidas con

etanol- acido citrico 85:15 v/v y modificadas con TEOS, expuestas a pH=4, 7 y 10,

durante 5 dias
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9.2.2.6. Antocianinas extraidas con etanol- acido citrico 85:15 v/v, purificadas con

tecnologia de adsorcion (resina XAD7) y modificadas con TEOS.

En la tabla 7 se puede observar que la adicion del TEOS no aportdé un beneficio a las

antocianinas ya que la estabilidad disminuye con respecto a la mismas muestras pero

sin modificar con TEOS. Con respecto a las pruebas de estabilidad a los cambios de

pH, se observa que para pH=4 hay un decremento del 13.87%, a diferencia de la

muestra expuesta a pH= 7 donde se observa una disminucion del 6.30%, asi como la

muestra correspondiente a pH=10 con un 7.74% de reduccion en la concentracion de

antocianinas.

DIA pH= 4 (mg/L) pH=7 (mg/L) pH= 10 (mg/L)
1 41.58 35.54 34.42
2 39.13 35.49 33.96
3 38.90 35.39 33.64
4 36.75 34.91 30.74
5 35.80 33.29 31.74

Tabla 7: Contenido de antocianinas usando el método de pH diferencial extraidas con

etanol- acido citrico 85:15 v/v, purificadas con tecnologia de adsorcion (resina XAD7) y

modificadas con TEOS, expuestas a pH=4, 7 y 10, durante 5 dias.
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9.2.2.7. Antocianinas extraidas con etanol- acido acético 85:15 v/v y modificadas

con TEOS.

En el caso de las antocianinas extraidas con etanol- acido acético y modificadas con

TEOS, también podemos observar que dicha modificacion quimica, no representd

ningun beneficio, ya que como se muestra en la tabla 8, las muestras a pH=4 tienen un

decremento en la concentracion del 2.64%, cuando se encuentra a pH=7 podemos

notar que disminuye 7.80% en el transcurso de los cinco dias, y por ultimo las muestras

expuesta a pH=10 tienen una baja de 33.50% de la concentracién de antocianinas

iniciales.
DIA pH= 4 (mg/L) pH=7 (mg/L) pH= 10 (mg/L)
1 96.44 94.51 94.23
2 95.39 93.66 79.02
3 94.74 93.45 75.67
4 94.25 89.95 67.21
5 93.90 87.13 62.68

Tabla 8: Contenido de antocianinas usando el método de pH diferencial extraidas con

etanol- acido acético 85:15v/v y modificadas con TEOS, expuestas a pH=4, 7 y 10,

durante 5 dias.
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9.2.2.8. Antocianinas extraidas con etanol- acido acético 85:15 v/v, purificadas

con tecnologia de adsorcion (resina XAD7) y modificadas con TEOS.

Finalmente en esta muestra podemos corroborar que el TEOS no aporta ningun

beneficio a la estabilidad de las antocianinas frente a la variacion del pH y su efecto a

través del tiempo.

En esta muestra podemos analizar que aunque son bajos los porcentajes de

diminucion de la concentracion, cuando evaluamos la misma muestra pero sin

modificacién quimica los porcentajes son menores. Para este caso la muestra expuesta

a pH=4 tiene un decremento del 3.12%, a pH=7 es de 8.41% y a pH=10 la disminucién

es de 15.03%, como se muestra en la tabla 9.

DIA pH= 4 (mg/L) pH=7 (mg/L) pH= 10 (mg/L)
1 48.38 47.91 47 .51
2 47.97 47.88 47.06
3 47.06 45.51 4517
4 46.98 4458 41.79
5 46.88 43.89 40.37

Tabla 9: Contenido de antocianinas usando el método de pH diferencial extraidas con

etanol- acido acético 85:15 v/v, purificadas con tecnologia de adsorcion (resina XAD7)

y modificadas con TEOS, expuestas a pH=4, 7 y 10, durante 5 dias.
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A partir de los resultados obtenidos por el método pH diferencial y analizando los
distintos métodos de extraccidon que fueron expuestos a diferentes pH y siendo
evaluados a través de tiempo, podemos decir que la muestra que presento los menores
porcentajes de disminucion de la concentracion y por lo tanto una mejor estabilidad
ante los cambios de pH, fue la extraccion de las antocianinas con etanol- acido
acético 85:15 v/v y purificadas con resina XAD7, que aunque no es el método donde
se obtiene una mayor cantidad de antocianinas, fue el que presentd una mejor

estabilidad frente a cambio de pH.

Todos los métodos de extraccion donde las antocianinas fueron purificadas con resina
XAD7 mostraron una mejor estabilidad frente a las que no son purificadas. Sin
embargo, analizando las ocho muestras podemos observar que las antocianinas son

muy estables y presentan poca pérdida de concentracion a pHs de 4y 7.

9.2.3 Determinacién del contenido de antocianinas (mg/L) obtenidas por cuatro
distintas formas de extraccion, con y sin TEOS, expuestas a 40, 60 y 80°c vy

medidas durante 20, 40, 60, 80, 100 y 120 minutos, por el método pH diferencial.

Para esta prueba, cada uno de los extractos de antocianinas fueron expuestos a 40, 60
y 80°C, las mediciones fueron realizadas cada 20, 40, 60, 80, 100 y 120 minutos. A
continuacion se muestran los resultados numeéricos y graficos para cada una de las 8

muestras evaluadas por el método de pH diferencial descrito previamente.
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9.2.3.1. Antocianinas extraidas con etanol- acido citrico 85:15 v/v, con y sin
TEOS.

En las tablas 10, 11 y 12, podemos observar el comportamiento de la concentracion de
las antocianinas extraidas con etanol- acido citrico cony sin TEOS a través del tiempo,

a una temperatura de 40, 60 y 80°C y se realiz6 el siguiente analisis:

En la tabla 10 que corresponde a la prueba a 40°C podemos observar una disminucién

de 9.28% y 18.72% en las pruebas realizadas sin y con TEOS respectivamente.

Tiempo (min)  Antocianinas totales (mg/L) Antocianinas totales (mg/L)
Sin TEOS Con TEOS

0 451.07 422.74

20 447.31 420.65

40 436.09 393.77

60 432.06 371.30

80 421.38 365.19
100 416.45 350.42
120 409.20 343.57

Tabla 10: Prueba a 40°C
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En la tabla 11 que corresponde a la prueba a 60°C podemos observar una disminucion

de 20.08% y 14.93% en las pruebas realizadas sin y con TEOS respectivamente.

Tiempo (min) Antocianinas totales (mg/L) Antocianinas totales (mg/L)

Sin TEOS Con TEOS

0 451.07 422.74
20 437.05 412.37
40 409.04 405.25
60 407.99 394.01
80 405.08 385.20
100 402.96 373.91
120 360.49 359.61

Tabla 11: Prueba a 60°C

En la tabla 12 que corresponde a la prueba a 80°C podemos observar una disminucion

de 51.69% y 35.91% en las pruebas realizadas sin y con TEOS respectivamente.

Tiempo (min) Antocianinas totales (mg/L) Antocianinas totales (mg/L)

Sin TEOS Con TEOS

0 451.07 422.74
20 444 .61 352.08
40 417.70 347.09
60 387.11 316.51
80 375.68 300.49
100 364.70 287.43
120 217.87 270.93

Tabla 12: Prueba a 80°C
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9.2.3.2. Antocianinas extraidas con etanol- acido citrico 85:15 v/v y purificadas

con tecnologia de adsorcion (resina XAD7), con y sin TEOS.

En las tablas 13, 14 y 15, podemos observar el comportamiento de la concentracion de
las antocianinas extraidas con solventes y purificadas con resina XAD7, con y sin
TEQOS, a través del tiempo, a una temperatura de 40, 60 y 80°C y se realizd el

siguiente analisis:

En la tabla 13 que corresponde a la prueba a 40°C podemos observar una disminucion

de 4.64% y 8.28% en las pruebas realizadas sin y con TEOS respectivamente.

Tiempo (min) Antocianinas totales (mg/L) Antocianinas totales (mg/L)

Sin TEOS Con TEOS
0 249.11 244.90
20 246.20 242 .51
40 241.67 241.13
60 239.09 239.10
80 238.64 230.37
100 238.48 227.87
120 237.54 224.61

Tabla 13: Pruebas a 40°C
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En la tabla 14 que corresponde a la prueba a 60°C podemos observar una disminucion

de 22.25% y 17.05% en las pruebas realizadas sin y con TEOS respectivamente.

Tiempo (min) Antocianinas totales (mg/L) Antocianinas totales (mg/L)

Sin TEOS Con TEOS

0 249.11 244.90
20 228.39 244.23
40 220.07 233.48
60 217.71 223.95
80 206.27 215.96
100 198.05 205.32
120 193.68 203.13

Tabla 14: Pruebas a 60°C

En la tabla 15 que corresponde a la prueba a 80°C podemos observar una disminucién

de 30.99% y 30.32% en las pruebas realizadas sin y con TEOS respectivamente.

Tiempo (min) Antocianinas totales (mg/L) Antocianinas totales (mg/L)

Sin TEOS Con TEOS

0 249.11 244.90
20 228.10 239.87
40 223.08 233.58
60 219.29 209.28
80 203.29 201.12
100 187.65 190.61
120 171.90 170.64

Tabla 15: Pruebas a 80°C
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9.2.3.3. Antocianinas extraidas con etanol- acido acético 85:15 v/v, con y sin
TEOS.

En las tablas 16, 17 y 18 podemos observar el comportamiento de la concentracién de
las antocianinas extraidas con etanol- acido acético 85:15 v/v con y sin TEOS, a través

del tiempo, a una temperatura de 40, 60 y 80°C y se realiz6 el siguiente analisis:

En la tabla 16 que corresponde a la prueba a 40°C podemos observar una disminucion

de 9.31% y 17.54% en las pruebas realizadas sin y con TEOS respectivamente.

Tiempo (min) Antocianinas totales (mg/L) Antocianinas totales (mg/L)

Sin TEOS Con TEOS

0 706.84 643.48
20 687.77 610.59
40 663.50 593.76
60 658.38 581.97
80 651.06 570.31
100 648.56 554.12
120 640.99 530.60

Tabla 16: Pruebas a 40°C
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En la tabla 17 que corresponde a la prueba a 60°C podemos observar una disminucién

de 23.96% y 14.22% mg/L en las pruebas realizadas sin y con TEOS respectivamente.

Tiempo (min) Antocianinas totales (mg/L) Antocianinas totales (mg/L)

Sin TEOS Con TEOS

0 706.84 643.48
20 653.57 622.08
40 623.64 598.36
60 606.99 593.59
80 598.42 574.98
100 562.19 572.26
120 537.48 551.97

Tabla 17: Pruebas a 60°C

En la tabla 18 que corresponde a la prueba a 80°C podemos observar una disminucion

de 45.07% y 42.84% en las pruebas realizadas sin y con TEOS respectivamente.

Tiempo (min) Antocianinas totales (mg/L) Antocianinas totales (mg/L)

Sin TEOS Con TEOS

0 706.84 643.48
20 585.02 487.97
40 517.71 484.80
60 501.60 472.16
80 471.95 422.78
100 417.30 354.04
120 388.23 275.67

Tabla 18: Pruebas a 80°C
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9.2.3.4. Antocianinas extraidas con etanol- acido acético 85:15 v/v y purificadas

con tecnologia de adsorcion (resina XAD7), con y sin TEOS.

En las tablas 19, 20 y 21, podemos observar el comportamiento de la concentracion de
las antocianinas extraidas con etanol- acido acético, purificadas con resina XAD7, con

y sin TEOS, a través del tiempo, a una temperatura de 40, 60 y 80°C.

En la tabla 19 que corresponde a la prueba a 40°C podemos observar una disminucion

de 22.33% y 25.47% en las pruebas realizadas sin y con TEOS respectivamente.

Tiempo (min) Antocianinas totales (mg/L) Antocianinas totales (mg/L)

Sin TEOS Con TEOS

0 367.48 357.47
20 323.14 332.14
40 315.50 320.50
60 310.43 303.43
80 306.01 298.01
100 288.27 280.27
120 285.41 266.41

Tabla 19: Pruebas a 40°C
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En la tabla 20 que corresponde a la prueba a 60°C podemos observar una disminucion

de 24.31% y 24.71% en las pruebas realizadas sin y con TEOS respectivamente.

Tiempo (min) Antocianinas totales (mg/L) Antocianinas totales (mg/L)

Sin TEOS Con TEOS

0 367.48 357.47
20 325.11 345.11
40 313.76 332.76
60 309.54 317.54
80 290.28 306.28
100 284.10 280.10
120 278.12 269.12

Tabla 20: Pruebas a 60°C

En la tabla 21 que corresponde a la prueba a 80°C podemos observar una disminucion

de 44.33% y 42.21% en las pruebas realizadas sin y con TEOS respectivamente.

Tiempo (min) Antocianinas totales (mg/L) Antocianinas totales (mg/L)

Sin TEOS Con TEOS
0 367.48 357.47
20 307.12 296.12
40 253.10 230.10
60 231.17 221.17
80 218.70 212.70
100 204.56 206.56

Tabla 21: Pruebas a 80°C
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En esta prueba se pudo observar que la muestra mas resistente a los cambios de
temperatura son las antocianinas extraidas con solventes y purificadas con resina
XAD7, ya que si examinamos cada una de las temperaturas a las que fueron
sometidas, nos damos cuenta que ninguna de ellas excede una pérdida de 100mg/L, a

diferencia de las otras muestras.

Sin embargo, cabe mencionar que la segunda muestra que mejor resiste los cambios
de temperatura es el extracto de antocianinas extraidas con etanol- acido acético 85:15
v/v y purificadas con resina XAD7, dicha muestra fue la que obtuvo mejores resultados

en la evaluacion de las distintas muestras con respecto a los distintos pH.

9.2.4 Determinacién del contenido de antocianinas (mg/L) obtenidas por cuatro
distintas formas de extraccion, con y sin TEOS, con exposiciéon a la luz
ultravioleta y medidas a 0, 40, 80, 120 y 160 minutos, por el método pH

diferencial.

Para esta prueba se expusieron 4mL de cada una de las ocho muestras que se han
examinado durante 160 minutos frente una lampara de luz ultravioleta y cada medicion
se realizo en intervalos de 40 minutos, ya que este era el tiempo de respuesta minimo

para ver un cambio en la concentracion de las antocianinas.
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9.2.4.1. Antocianinas extraidas con etanol- acido citrico 85:15 v/v, con y sin
TEOS.

En esta muestra se pudo observar el porcentaje de disminucidn en la concentracion de
antocianinas, cuando la muestra se presento sin TEOS, la concentracion disminuyd un
19.81%, sin embargo, en la muestra modificada con TEOS la reduccion fue del 21.63%,

como se observa en la tabla 22.

TIEMPO (Min)  SIN TEOS (mg/L) CON TEOS (mg/L)

0 451.07 422.74
40 403.29 402.68
80 382.80 375.81
120 377.83 351.50
160 361.71 331.29

Tabla 22: Concentracion de antocianinas extraidas con etanol- acido citrico, con y sin
TEQOS, con exposicion a la luz ultravioleta y medidas durante 160 minutos en intervalos

de 40 minutos.

9.2.4.2. Antocianinas extraidas con etanol- acido citrico 85:15 v/v y purificadas

con tecnologia de adsorcion (resina XAD7), con y sin TEOS.

Analizando los resultados de la presente muestra se pudo observar el mismo patron
gue en caso de la muestra analizada con anterioridad, como se observa en la tabla 23,
la muestra sin TEOS presentd una disminucion en la concentracion del 7.06%, sin

embargo, la muestra que presenta modificacion quimica con TEOS disminuye 22.68%.
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TIEMPO (Min)  SIN TEOS (mg/L) CON TEOS (mg/L)

0 249.11 244 .90
40 242.47 240.77
80 239.01 233.47
120 238.51 196.75
160 231.52 189.33

Tabla 23: Concentracion de antocianinas extraidas con etanol- acido citrico, purificados
con resina XAD7, con y sin TEOS, exposicion a la luz ultravioleta y medidas durante

160 minutos en intervalos de 40 minutos.

9.2.4.3. Antocianinas extraidas con etanol- 4cido acético 85:15 v/v, con y sin
TEOS.

En esta muestra en particular se pudo analizar que el rendimiento de las antocianinas
extraidas con etanol- acido acético 85:15 v/v es mayor. Ya que disminuyd

considerablemente la muestra con TEOS.

Las antocianas extraidas con etanol- acido acético 85:15 v/v sin modificacion
presentaron una disminucion en la concentracién de 17.99% a diferencia de las
modificadas con TEOS, que presentaron una reduccién del 6.71%, como se muestra en
la tabla 24.
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TIEMPO (Min) SIN TEOS CON TEOS
0 706.84 643.48
40 682.30 632.12
80 646.69 623.95
120 619.11 612.72
160 579.65 600.35

Tabla 24: Concentracion de antocianinas extraidas con etanol- acido acético, con y sin

TEQOS, exposicion a la luz ultravioleta y medidas durante 160 minutos en intervalos de

40 minutos

9.2.4.4. Antocianinas extraidas con etanol- &cido acético 85:15 v/v y purificadas

con tecnologia de adsorcion (resina XAD7), con y sin TEOS.

En la presente muestra se consideré que no hay una diferencia muy significativa entre

la muestra con y sin TEOS, ya que en la mezcla de antocianinas sin TEOS, se reduce

la concentracion en un 12.56%, mientras que cuando se adiciona

el TEOS, la

concentracion de antocianinas extraidas con etanol- acido acético 85:15 viv y

purificadas por resina es de 12.12%.

TIEMPO (Min) SIN TEOS CON TEOS
0 367.48 357.47
40 338.16 327.45
80 322.51 323.23
120 322.37 317.25
160 321.34 315.89

Tabla 25: Concentracidn de antocianinas extraidas con etanol- acido acético 85:15 v/v

y purificadas con resina XAD7, con y sin TEOS, exposicion a la luz ultravioleta y

medidas durante 160 minutos en intervalos de 40 minutos
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Finalmente se observd que las muestras de antocianinas mas estables para esta
prueba, son las que fueron purificadas con resina y las extraidas con etanol- acido
acético y modificadas con TEOS, sin embargo, en la ultima muestra obtenida de
antocianinas extraidas con etanol- acido acético, purificadas con y sin TEOS, tienen
decrementos en la concentracion muy similares ademas de que la pérdida en la

concentracion de antocianinas es alrededor del 12% de la concentracion total.

9.3 Resultados de las pruebas de contenido antioxidante con DPPH y CUPRAC

electroquimico.

En estas pruebas se utilizaron solo extractos BCS, BCA, BCSR y BCAR, ya que en la
prueba anterior se pudo constatar que la modificacion con TEOS no aportaba mayor
estabilidad ante los efectos del pH, luz ultravioleta y temperatura. Como se observa en
la Figura 9.5a, existe una relacion directa entre el contenido de antocianinas y la
actividad antirradical, cuando el contenido de antocianinas es mayor, el efecto

antioxidante aumenta.

A mayor cantidad compuestos fendlicos, como las antocianinas, se espera una mayor
actividad antirradical. El extracto obtenido con acido acético conduce a un mayor
rendimiento de actividad antirradical (614.52 uM TE g fw™') que es un 15.5% mayor en

comparacion con el extracto obtenido con acido citrico.

Esto se esperaba porque la naturaleza acilada de la antocianina extraida (Gerardi, y
otros 2015) confiere una mayor actividad antirradical que las antocianinas
monomeéricas; Ademas, el uso de la resina XAD7 redujo la actividad antirradical en
20.20% y 18.94% para los extractos de BCS y BCA, respectivamente.
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En el caso de la prueba CUPRAC, la Figura 9.5b muestra voltamperogramas ciclicos
para los agentes antioxidantes obtenidos con diferentes métodos de extraccion. Se
puede observar que el potencial inicial para el BCAR y el BCA fue de 0.433 y 0.428 V,
respectivamente. Esos valores mostraron un cambio a potenciales negativos en
comparacién con 0.454 y 0.488 V de BCSR y BCS, respectivamente. Este cambio a
valores de potencial negativo estan relacionados con un incremento en la cantidad del
complejo Cu(Nc)," debido a la capacidad del agente antioxidante para donar un

electron al complejo oxidado Cu(Nc),*2.De acuerdo con la siguiente ecuacion:

aCu(Nc)2"? + bAOreg <> cCu(Nc)*? + dAO* o, (1)

donde AO.q es el agente antioxidante reducido y AO", es el agente antioxidante
cuando se oxidd. Este comportamiento esta directamente relacionado con la capacidad
del agente antioxidante de las muestras para promover la reaccion de reduccion para la
molécula que fue oxidada previamente (Cu(Nc),*?). Ademas, la descripcidon anterior se

baso en la ecuacion de Nernst:
E = E° + (RT/F) In (aCu(Nc),"? / aCu(Nc)*?) (2)

donde el potencial de la reaccion en el equilibrio se cambid a valores negativos debido

a un aumento en la actividad (concentracion de Cu(Nc),™?) de los productos.
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Figura 9.5. (a) Actividad antirradical de extractos de zanahoria negra utilizando el
ensayo DPPH a diferentes concentraciones. (b) Voltamogramas ciclicos para los cuatro
extractos (400 uM) en una solucién CUPRAC. La exploracién comenzo en el potencial
de circuito abierto (OCP) con una velocidad de barrido de 100 mV-s™". (c) Actividad
antioxidante electroquimica y comparada con la actividad de Trolox en la misma
concentracion. Muestras extraidas con etanol / acido citrico (BCS) y etanol / acido

acético (BCA), muestras después de la columna de resina (BCSR y BCAR).

Ademas, la corriente de pico para el proceso de oxidacion en los voltamogramas tiene
una relacién directa con la concentraciéon de Cu(Nc)*? porque si el electrolito tiene una
mayor cantidad de Cu(Nc)"?, obtenemos una mayor cantidad de moléculas oxidantes
(Cu (Nc)"®) que resulta en un incremento del valor actual. Esto es posible porque la
corriente es directamente proporcional a la concentracion de la especie en la reaccion
(Pletcher, y otros 2001).
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La curva de calibracion de Trolox se obtuvo a partir de la corriente de pico de oxidacion
y se usoO para analizar la actividad antioxidante de los extractos de zanahoria negra
obtenidos por los diferentes métodos de extraccion (r* = 0.9768). Se propone que la
relacion entre el pico actual de la zanahoria negra y el pico actual de Trolox (a la misma
concentracion, 400 uM) permite determinar la capacidad antioxidante de cada extracto

de zanahoria negra.

Este método es similar al calculo de la capacidad antioxidante equivalente de Trolox
(TEAC), donde los calculos se realizaron mediante la relacion de la capacidad de
absorcion molar de las especies problematicas y Trolox en las condiciones
correspondientes (Arts, y otros 2004). Para tener cianidina 3-O-glucdsido a una
concentracion de 400 puM, las muestras se diluyeron y se usoé el peso molecular de la

antocianina para el método analitico de pH diferencial.

La capacidad de antioxidante electroquimica calculada (EAC) se muestra en la Figura
9.5¢, que proporciona los siguientes resultados: 0.684, 0.346, 0.748 y 0.591 para BCS,
BCA, BCSR y BCAR, respectivamente.

Estos resultados de EAC mostraron un comportamiento de acuerdo con el método
colorimétrico de DPPH. El extracto de BCA tuvo la actividad antirradical mas alta de

todas las muestras, seguido de BCS, luego BCAR y finalmente BCSR.

Ademas, al analizar la actividad antioxidante de los extractos de zanahoria negra, los
valores de corriente estaban por debajo de los valores de la grafica de calibracién de
Trolox. Esta prueba CUPRAC muestra que nuestras muestras podrian tener varios
derivados de 3,7 diglucosidos y otros compuestos fendlicos. La actividad antirradical de
los extractos de zanahorias negras fue mayor que otros valores informados de varios

extractos (Seeram, y otros 2008).
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9.4 Resultados de espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FTIR)

con reflectancia total atenuada (ATR)

La Figura 9.6 muestra los espectros infrarrojo por transformada de Fourier (FTIR) de
muestras extraidas con etanol / acido citrico (BCS) y etanol / acido acético (BCA) y los

espectros de IR obtenidos por simulacién.

En la Figura 9.6a, las vibraciones obtenidas para ambas muestras mostraron una
banda a 980 cm™' de un CH en deformacion plana, el pico que se muestra a 1070 cm™’
corresponde a una deformacion CH del anillo aromatico, también aparecen bandas a
1620 y 1447 cm™' que corresponden a Vibracién (C=0) del anillo aromatico de

benzopirano, a 1590 cm™"

se forma un pico a partir de la vibracion de estiramiento
(C=C) de un anillo aromatico, también aparece una banda de 1235 cm™' que
corresponde al estiramiento de los anillos de pirano, tipico de los compuestos
flavonoides, y una banda de 1335 cm™, que corresponde a las deformaciones
angulares de CO de fenoles, ademas a 2830 y 2921 cm™' se manifiesta la vibracién del
CH simétrico y asimétrico, respectivamente, y en 3269 cm™' corresponde a la vibracion

de estiramiento OH.

En las muestras de BCS hay dos picos adicionales, a 1710 cm™' debido a una
vibracién de estiramiento C=0 y a 1180 cm™" que corresponde a la vibracién simétrica

de CO, esto es indicativo de que hay otros compuestos de acilo en el extracto.

Los resultados de la simulacion del modelo de Becke 3-Lee-Yang-Parr (B3LYP) se
muestran en la Figura 9.6b, considerando la molécula de cianidina 3-O-glucésido. Las
bandas obtenidas son 3370 y 3290 cm™" (vibracién de estiramiento simétrico OH), 3220
cm™' (estiramiento simétrico CH), 1719 y 1689 cm™' (C=C de grupos fendlicos), 1535
cm™' (Tijera CH), 1419 cm™ (vibracion del anillo asimétrico en el plano), 1380 cm™
(deformacién CH), 1213 cm™ (estiramiento de CO), 1154 cm™" (una vibracion del plano

de tijera del anillo de fenol), 959 cm™ (estiramiento asimétrico del anillo de fenol CH),
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861 cm™ (estiramiento simétrico del anillo de fenol CH) y 738 cm™ (deformacion del

anillo de fenol CH).
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Figura 9.6. (a) Espectros FTIR experimentales de extractos de zanahoria negra;
muestras extraidas con etanol / acido citrico (BCS) y etanol / acido acético (BCA), (b)
Espectros FTIR simulados utilizando el célculo de B3LYP y la molécula de cianidina 3-

O-glucdsido (utilizada para simulacion)

Estos resultados sugieren que la cianidina 3-O-glucésido es el componente principal
de la antocianina en la zanahoria negra, ya que comparten frecuencias vibracionales
similares y los mismos grupos funcionales, como los valores informados previamente
para la zanahoria negra (Turkyllmaz, Yemi,s y Ozkan 2012; Montilla, y otros 2011).
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9.5 Resultados de cromatografia liquida de alto rendimiento (HPLC)

Para confirmar los resultados obtenidos en espectroscopia infrarroja, se realiz6 una
cromatografia liquida de alto rendimiento (HPLC) para las muestras BCS y BCA. La
Figura 9.7a muestra el cromatograma de HPLC de la muestra BCS y la Figura 9.7b
muestra el cromatograma de HPLC para BCA. La identificacion de los picos se realizd
utilizando informes anteriores (Algarra Manuel 2014; Kammerer, Carle y Schieber 2003;
Castafieda-Ovando, y otros 2009). La Tabla 26 muestra los tiempos de retencion de los

picos y compuestos caracteristicos identificados.
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Figura 9.7. Cromatografia liquida de alto rendimiento (HPLC) de extractos de zanahoria
negra: (a) muestra BCS (extraida con etanol / acido citrico). (b) muestra BCA (extraida

con etanol / acido acético). Los picos fueron identificados y se muestran en la Tabla 26.

El cromatograma de la muestra BCS muestra dos picos adicionales (antocianinas
reportadas como derivadas del acido felurico) en comparacion con la muestra BCA. El
analisis por HPLC confirmé la presencia de la molécula de cianidina 3-O-glucésido y

sus derivados en los extractos de zanahoria negra obtenidos.
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Tiempo de

Pico retencion (min) Antocianinas
BCS BCA

1 10.94 10.93 Cinanidina-3-xilosil-glucosil-galactosido
2 14.96 14.39 Cianidina-3-xilosil-galactosido
3 16.91 16.88 Acido sinapico derivado de cianidina-3-xilosil-galactosido
4 19.43 19.42 Acido ferulico derivado de cianidina-3-xilosil-galactosido
5 20.45 20.44 Acido coumarico derivado de cianidina-3-xilosil-galactosido
6 - 23.98 Acido ferulico derivado de pelargonina-3-xilosil-galactosido
7 - 25.17 Acido ferulico derivado de peonidina-3-xilosil-galactosido

Tabla 26. Tiempo de retencion e identificacion de antocianinas a partir de extractos de
zanahoria negra BCS (extraidas con etanol / acido citrico) y BCA (extraidas con etanol /

acido acético).

9.6 Resultados de la determinacion de color de extractos y modelos alimenticios

La Figura 9.8a-d muestra los resultados promedio del analisis de imagenes para los
modelos de alimentos comparando los extractos de zanahoria negra y rojo FD&C.
Todas las muestras (en yogur y gelatina) tenian una tendencia de color marrén claro

(dngulo de tono inferior a 2) al comienzo del experimento.

La gelatina tiene colores mas saturados que el yogur y esto se debe al color base de
los modelos de alimentos (blanco vs. amarillo palido). El rojo FD&C tuvo la mayor
luminosidad en yogurt y estda mas saturada que las muestras BCS y BCA (valor de
croma). El rojo FD&C en la gelatina es mas oscuro, pero tiene la misma saturacion de
color que BCS, es decir, en el modelo de alimentos; El rojo FD&C y BCS tienen la

misma saturacion de color para el ojo humano.
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La muestra de BCA esta menos saturada en gelatina. En el caso de BCSR y BCAR, en

el yogur, el color es menos saturado pero mas oscuro; y para la gelatina, tienen casi la

misma saturacion (ligeramente menos saturada) pero tiene un color mucho mas

brillante.
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Figura 9.8. (a, c) Diagrama seccional polar y (b, d) cartesiano del color para los

extractos de zanahoria negra y el FD&C rojo en modelos de alimentos (yogur y
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gelatina) a los 0 y 25 dias de almacenamiento.
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Como se ve en la Tabla 27, después del tiempo de almacenamiento de 25 dias, las
diferencias de color (DE) en el yogur de todas las muestras, tienen valores superiores a
cinco, lo que indica que la diferencia de color al principio y después del tiempo
transcurrido es visualmente evidente; también, las muestras tienen una mayor
saturaciéon (el valor de croma mas bajo) después del almacenamiento vy
especificamente las muestras de zanahorias negras se oscurecen ya que el valor L * es
mas bajo. Las muestras de BCS mostraron una diferencia de color similar después del

tiempo de almacenamiento en comparacion con el rojo FD&C.

Muestra AE Yogur AE Gelatina
Rojo FD&C 12.62 10.92
BCS 16.45 17.61
BCSR 24.27 9.21
BCA 18.31 2.82
BCAR 25.12 12.71

Tabla 27. Comparacion de color entre los modelos de alimentos (yogur y gelatina)

utilizando extractos de zanahoria negra después de 25 dias de almacenamiento.

Para las muestras de gelatina, solo la muestra de BCA tiene un valor inferior a cinco, lo
que indica que la diferencia de color se pudo distinguir, pero no fue tan evidente como
el resto de las muestras; ademas, las muestras de BCA son las unicas con diferentes
tendencias de saturacidon y luminosidad, tienen valores de croma mas bajos y son mas
oscuras. El resto de las muestras son menos saturadas (mayor valor de croma) y mas
brillantes. Las muestras con purificacién de resina (BCSR y BCAR) tuvieron una
diferencia de color similar en comparacion con el rojo FD&C, excepto el BCA. Para el
yogur, las muestras BCSR y BCAR tienen el mayor cambio de color, lo que indica que
las antocianinas derivadas de cianidina-3-glucésido no son adecuadas para ser

utilizadas en este modelo de alimentos, porque el grupo acetato causd importantes
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diferencias de apariencia en estas condiciones; para la gelatina, BCS y BCAR tuvieron
los cambios de color mas altos, pero BCSR y BCA fueron los mas bajos en
comparacion con el rojo FD&C. La concentracion de pigmento de las muestras debe
cambiar para el uso comercial especifico, por ejemplo, las muestras de yogur de fresa

tienen diferentes valores de L *, a * y b * (Molina, y otros 2014).

9.7 Resultados de espectroscopia Uv- vis en la biosintesis de las nanoparticulas

de oro.

La formacion de AuNp’s se confirmo utilizando espectroscopia UV-vis como se muestra
en la figura 9.9, ya que en cada uno de los métodos de sintesis de nanoparticulas, se
muestran bandas de absorcidon de resonancia de plasmon superficial, caracteristicas de
particulas de oro en escala nanométrica, mismas que se forman por la oscilacion de los
electrones en la banda de conduccién en la superficie de las AuNp’s y en resonancia
con ondas de luz (C. Umamaheswari 2017; S. H. Lee 2018).

La apariencia de color rojo en cada uno de los métodos de sintesis utilizados en este
proyecto, indica la formacién de nanoparticulas de oro (K. Krishnaswamy 2014); por lo
que la resonancia de plasmon superficial maxima de las AuNp’s sintetizadas por el
método de Turkevich fue de 525nm, para las sintesis obtenidas con extracto de
zanahoria negra y acido cloroaurico en las concentraciones 1:10, 1:5 y 2:5 (v/v) fue de

589, 538 y 539nm, respectivamente.

Es conocido que las bandas de absorcién de resonancia de plasmoén superficial
caracteristicos de oro se encuentran entre 525 y 545nm (J. Zha 2017; P. S. Kumar
2018). Las longitudes de onda de la sintésis realizada por el método de Turkevich, y las
obtenidas por la reduccién del acido cloroaurico con el extracto de la zanahoria negra
en las concentraciones 1:5 y 2:5 (v/v), son caracteristicas de las nanoparticulas de oro,
la variacién en la longitud de onda obtenida en la formulaciéon 1:10 (v/v), podria ser
resultado de la baja concentraciéon anadida de extracto de la zanahoria negra en el
proceso de reduccion del acido cloroaurico.
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Figura 9.9. Espectros UV-vis de las soluciones de AuNp’s preparadas por el método
quimico de Turkevich y a diferentes concentraciones con extracto de la zanahoria
negra: (A) AuNp’s sintetizadas por el método quimico de Turkevich, (B) (C) y (D)

AuNp’s sintetizadas con extracto de zanahoria negra y acido cloroaurico en las

siguientes concentraciones respectivamente: 1:10, 1:5y 2:5 (v/v).
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9.8 Resultados de espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FTIR)

con reflectancia total atenuada (ATR) de las biosintesis de nanoparticulas de oro
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Figura 9.10. Comparativo entre espectros FT-IR de las AuNPs obtenidas de las 3
biosintesis en las concentraciones 1:10, 1:5, 2:5 v/v reductor-precursor

respectivamente y por el método de Turkevich utilizando citrato de sodio.
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En la Figura 9.10, se observan las vibraciones obtenidas para cada una de las
formulaciones que se utilizaron en la biosintesis de AuNPs y la sintesis realizada por el
meétodo de Turkevich, los espectros generados por las biosintesis mostraron la
presencia de los picos caracteristicos de compuestos fendlicos ya que se observa una
banda a 928 cm™" de un CH en deformacion plana, la vibracion que se observa a 1060
cm™’ corresponde a una deformacion CH del anillo aromatico, también aparecen
bandas a 1403 cm™' que corresponden a la vibraciéon (C=0) del anillo aromatico de
benzopirano, también aparece una banda de 1255 cm™' que corresponde al
estiramiento de los anillos de pirano, tipico de los compuestos flavonoides, ademas a
2896 y 2984 cm™' se manifiesta la vibracion del CH simétrico y asimétrico,
respectivamente, en 3269 cm™' corresponde a la vibracién de estiramiento OH,
tambipen se muestra un estiramiento de NH, en 3269cm™, estiramiento C=C en
1644cm™ la cual podria indicar el acoplamiento del oro al reductor de la superficie. Por
lo tanto, la presencia de moléculas organicas y grupos funcionales de las moléculas de
antocianinas demostré proporcionar estabilidad y evitd la aglomeracion de las

nanoparticulas de oro (Soumya Menon 2017) .
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9.9 Resultados de Microscopia electrénica de barrido para las AuNPs.

500nm AuNPs 3.0kV 3.8mm X200k SE(U) 200nm

AuNPs 3.0kV 3.8mm X350k SE(U) 100:‘|rnI

Figura 9.11 a, b, c y d: Imagenes de microscopia electronica de barrido

correspondientes a las nanoparticulas de oro sintetizadas por el método de Turkevich.

En la figura 9.11 se puede observar la presencia de nanoparticulas de oro en forma
esferoidal y dispersas en el area superficial, que presentan tamafos de particula
promedio entre 15 a 20 nm.
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Figura 9.12 a, b, c y d: Imagenes de microscopia electrénica de barrido
correspondientes a la biosintesis de nanoparticulas de oro de formulacién 1:10 v/v

reductor- precursor, respectivamente.

En la figura 9.12 se puede observar la presencia de nanoparticulas de oro tanto en
forma esferoidal, como de forma poligonal con un tamafio promedio de particula entre
35 y 65nm, sin embargo las imagenes muestran que las particulas se encuentran poco
dispersas en el area superficial y en menor cantidad con respecto a las AuNPs
sintetizadas por el método de Turkevich, ademas en las imagenes a, b y d se pueden
apreciar particulas con un tamafio promedio entre 0.5 a 3 um, con formas geométricas
poligonales, que muy probablemente corresponden a los cristales de la sal de oro que
no alcanzo a reaccionar debido a la formulacién utilizada para la biosintesis de AuNPs

1:10 v/v reductor- precursor, respectivamente.
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200nm  ZN-AuNPs-2 3.0kV 3.9mm x100k LA20(U)

\

ZN-AuNPs-2 3.0kV 3.9mm X200k SE(U) .200ll1m‘ ZN-AuNPs-2 3.0kV 3.9mm X400k SE(U)

Figura 9.13 a, b, c y d: Imagenes de microscopia electrénica de barrido
correspondientes a la biosintesis de nanoparticulas de oro de formulacion 1:5 v/v

reductor- precursor, respectivamente.

En la figura 9.13 a, b, c y d se puede observar la presencia de nanoparticulas de oro
tanto en forma esferoidal, como de forma poligonal, con un tamafo promedio de
particula entre 20 y 33nm, ademas que es notable que las nanoparticulas estan
rodeadas muy probablemente por el extracto de la zanahoria negra rico en
antocianinas, que propicia el aglometamiento de algunas nanoparticulas, en la presente
formulacion se puede apreciar la formacion de un composito (AuNPs- extracto de

zanahoria negra rico en antocianinas).
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ZN-AuNPs-3 3.0kV 3.9mm x60.0k LA20(U) 200nm

3

ZN-AuNPs-3 3.0kV 3.9mm x50.0k SEU) ZN-AuNPs-3 3.0kV 3.9mm x5.00k SE(U) 10.0um

Figura 9.14 a, b, c y d: Imagenes de microscopia electrénica de barrido
correspondientes a la biosintesis de nanoparticulas de oro de formulacion 1:5 v/v

reductor- precursor, respectivamente.

En la figura 9.14 a, b, c y d se puede observar la presencia de nanoparticulas de oro en
forma esférica, con un tamano promedio de particula entre 10 y 20nm, ademas que es
notable que las nanoparticulas se encuentran muy aglomeradas debido a que en esta
formulacion incrementa la cantidad en volumen del agente reductor (extracto de la
zanahoria negra rico en antocianinas), en la presente formulacion también se puede
apreciar la formacién de un composito (AuNPs- extracto de zanahoria negra rico en

antocianinas).
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9.10 Resultados de Microscopia electronica de transmisiéon para las AuNPs.

N a;.%:.v o? - b

.28nm

0.7? '

a (

».

Figura 9.15 a y b: Imagenes de microscopia electrénica de transmision

correspondientes a las nanoparticulas de oro sintetizadas por el método de Turkevich.

En la figura 9.15 se puede observar la presencia de nanoparticulas de oro en forma
esferoidal y dispersas en el area superficial, que presentan tamafios de particula
promedio entre 13 a 30 nm, los cual coincide aproximadamente en rango con las

imagenes tomadas en miscroscopia electronica de barrido.
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Figura 9.16 a y b: Imagenes de microscopia electronica de transmision

correspondientes a la biosintesis de nanoparticulas de oro de formulacién 1:10 v/v

reductor- precursor, respectivamente.

En la figura 9.16 se puede observar la presencia de nanoparticulas de oro tanto en
forma esferoidal, como de forma poligonal con un tamafno promedio de particula entre 3
y 15nm, las imagenes muestran que las particulas se encuentran muy dispersas en el
area superficial y en mayor cantidad con respecto a las AuNPs sintetizadas por el
método de Turkevich, contrario a lo que pudimos observar en el microscopio
electronico de barrido , en el cual solo se puede observar ces a 35nm. Finalmente, en
las imagenes también se pueden distinguir los cristales de la sal de oro que no alcanzo
a reaccionar debido a la formulaciéon utilizada para la biosintesis de AuNPs 1:10 v/v
reductor- precursor, respectivamente, donde la cantidad de agente reductor es la mas

pequefia de todas las formulaciones realizadas.
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Figura 9.17 a y b: Imagenes de microscopia electrénica de transmision
correspondientes a la biosintesis de nanoparticulas de oro de formulacion 1:5 v/v

reductor- precursor, respectivamente.

En la figura 9.17 se puede observar la presencia de nanoparticulas de oro en forma
esferoidal, con un tamafo promedio de particula entre 14 y 30nm, cuyas dimensiones
coinciden aproximadamente con los datos obtenidos en microscopia electrénica de
barrido, ademas que es notable en la figura 9.17a que las nanoparticulas estan
rodeadas por un halo que probablemente se debe al extracto de la zanahoria negra rico
en antocianinas, que propicia cierta aglomeracion de algunas nanoparticulas. En la
presente formulacion se puede apreciar la formacion de un composito (AuNPs- extracto

de zanahoria negra rico en antocianinas).
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Figura 9.18 a y b: Imagenes de microscopia electrénica de transmision
correspondientes a la biosintesis de nanoparticulas de oro de formulacién 2:5 v/v

reductor- precursor, respectivamente.

En la figura 9.18 se puede observar la presencia de nanoparticulas de oro en forma
esferoidal, con un tamafio promedio de particula entre 20 y 35nm, ademas que es
notable que las nanoparticulas se encuentran muy aglomeradas debido a que en esta
formulacion incrementa la cantidad en volumen del agente reductor (extracto de la
zanahoria negra rico en antocianinas), en la presente formulacion también se puede
apreciar la formacién de un composito (AuNPs- extracto de zanahoria negra rico en

antocianinas).
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9.11 Resultado de dispersion de luz (DLS) para las AuNPs

En las siguientes graficas se muestran los tamafios de particula obtenidos mediante la
técnica de dispersion de luz aplicada al extracto de la zanahoria negra rico en
antocianinas, a las nanoparticulas de oro sintetizadas por el método de Turkevich y a
las biosintesis de nanoparticulas de oro utilizando extracto de zanahoria negra rico en

antocianinas con las formulaciones 1:10, 1:5 y 2:5 v/v (reductor- precursor)
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Figura: 9.19 Analisis de la distribucion de tamarios de particula por DLS para el extracto

de la zanahoria negra rico en antocianinas.

La figura 9.19 muestra el analisis de la distribucion de tamafios de particulas para el
extracto de la zanahoria negra rico en antocianinas y se pueden observar dos picos a

1099.6 y 132.4nm, el pico de porcentaje de distribucion mas grande es a 1099.6nm.
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Figura: 9.20 Analisis de la distribucion de tamanos de particula por DLS para la sintesis

de nanoparticulas de oro por el método de Turkevich.

En la figura 9.20 se puede observar el analisis de distribucién de particulas de las
nanoparticulas de oro sintetizadas por el método de Turkevich, cuyos picos aparecen
en 1.97nm y en mayor porcentaje de ditribucién a 33.95nm, cuyas dimensiones
coinciden con los resultados obtenidos en SEM y TEM, ya que se muestran distribuidas

de manera uniforme en el area superficial.
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Figura 9.21 Analisis de la distribucion de tamafios de particula por DLS para la

biosintesis de nanoparticulas de oro con la formulacién 1:10 v/v (reductor- precursor)
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La figura 9.21 corresponde a la biosintesis de nanoparticulas de oro con la formulacion
1:10 v/v (reductor- precursor) y se puede observar dos picos de distribucion de tamaro
de particula a 182.1 y 1409.5nm, siendo el de mayor porcentaje el pico a 182.1nm,
cuyos rangos corresponden muy probablemente a los cristales de acido cloroaurico que
se quedaron sin reaccionar y que se pueden vizualizar en los resultado obtenidos en

las imagenes de SEM.
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Figura 9.22 Analisis de la distribucion de tamanos de particula por DLS para la

biosintesis de nanoparticulas de oro con la formulacién 1:5 v/v (reductor- precursor)

La figura 9.22 corresponde a la biosintesis de nanoparticulas de oro con la formulacion
1:5 vlv (reductor- precursor) y se pueden observar tres picos de distribucion de tamafio
de particula a 3.53, 79.88 y 734.2nm, siendo el de mayor porcentaje el pico a 79.88nm,
los datos no coinciden con la informacion obtenida en las imagenes de SEM y TEM, ya
gue como se menciond en los puntos 9.9 y 9.10, la formacion de un composito (AuNPs-
extracto de zanahoria negra rico en antocianinas), propicié la aglomeracién de las
mismas, es por ello que la técnica de DLS nos registra tamafios de particula superiores
a los obtenidos en SEM y TEM.
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Figura 9.23 Analisis de la distribucion de tamanos de particula por DLS para la

biosintesis de nanoparticulas de oro con la formulacion 2:5 v/v (reductor- precursor)

La figura 9.23 corresponde a la biosintesis de nanoparticulas de oro con la formulacion
2:5 v/v (reductor- precursor) y se puede observar un pico de distribucién de tamano de
particula a 110.48nm, el cual no coincide con la informacién obtenida en las imagenes
de SEM y TEM, ya que como se menciond en los puntos 9.9 y 9.10, la formacién de un
composito (AuNPs- extracto de zanahoria negra rico en antocianinas), propicié la
aglomeracioén de las mismas, es por ello que la técnica de DLS nos registra tamafos de
particula superiores a los obtenidos en SEM y TEM, como ocurrié en la formulacién 1:5

v/v.

109



9.12 Resultados de potencial zeta para AUNPs

La obtencién de los valores de potencial zeta de cada una de las muestras permitid
determinar las cargas eléctricas presentes en la superficie de las nanoparticulas;
cuanto mas negativo el valor de potencial zeta, tanto mayor es la estabilidad de las

mismas en disolucion (Casals 2010).

Las mediciones de potencial zeta otorgaron los resultados mostrados en la tabla .
En los resultados se puede observar una disminucidon del potencial zeta en la medida
en que aumenta la concentracidon del agente reductor organico (extracto de la

zanahoria negra rico en antocianinas).

Muestra Potencial zeta
AuNPs (Método de Turkevich) 36.4mV
AuNPs (1:10 v/v) -17mV
AuNPs (1:5 v/v) -18.6mV
AuUNPs (2:5 v/v) -24.5mV

Tabla 28: Resultados de las mediciones de potencial zeta, sintetizadas por el método

quimico y las biosintetizadas

Las nanoparticulas de oro obtenidas por biosintesis resultaron ser estables en
disolucién acuosa, esto implica que efectivamente que las nanoparticulas deben tener
una capa de cierto grosor de extracto de la zanahoria negra rico en antocianinas y que

sirve también para su estabilidad en solucion.
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10. CONCLUSIONES

1. Las antocianinas se extrajeron de la zanahoria negra con etanol / acido citrico y
etanol / acido acético para comparar el contenido total de antocianinas, y se
observo la estabilidad frente a los cambios que la afectan (pH, temperatura y
exposicién a luz Uv, en distintos tiempos), y la capacidad antioxidante para
analizar las muestras en modelos de alimentos. Los extractos tuvieron la mayor
degradacion en el pH alcalino, y BCAR fue la muestra mas estable a los cambios
de pH.

2. La microencapsulacion con TEOS se realizd con el objetivo de mejorar la
estabilidad de las antocianina. Los resultados de la radiacién UV y las pruebas
de estabilidad térmica indican que la microencapsulacion TEOS proporciona una

mejora insignificante en la estabilidad de las antocianinas.

3. La extraccion con etanol / acido acético es el tratamiento mas conveniente y
estable contra los cambios de pH. En conclusion, la purificacion con resina y la
microencapsulacion TEOS no aumentaron la estabilidad de los extractos de

zanahoria negra.

4. La actividad antirradical de los extractos de zanahorias negras fue mayor que en
otros valores reportados en la literatura, y cuando el contenido de antocianinas

es mayor, el efecto antioxidante aumenta.

5. Si bien las antocianinas ya se utilizan en la industria alimentaria en bebidas,
nuestras muestras no fueron adecuadas para el modelo de yogur o gelatina
seleccionado, excepto la muestra de BCA en jalea que tiene la mayor actividad
antioxidante, esto le da potencial para ser un colorante natural funcional en este

modelo alimenticio especifico.
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6. Se describid un método eficaz para la biosintesis de nanoparticulas de oro
utilizando extracto acuoso de la zanahoria negra rico en antocianinas como

agente reductor.

7. Los resultados obtenidos indican que las nanoparticulas se forman dentro del
extracto en las primeras 4 horas de reaccion a 35°C, comparado con la sintesis
del método de Turkevich, donde se utilizan 230°C para la formacién de

nanoparticulas.

8. El andlisis Uv- Vis permiti6 la identificacion de las nanoparticulas de oro
mediante la presencia del plasmon superficial del oro, y a través de técnicas de
caracterizacion como SEM, TEM vy dispersién de luz, podemos corroborar los
tamafos de particula obtenidos a distintas formulaciones, y ademas de
confirmar la formaciéon de un composito (AuNPs- extracto de la zanahoria negra
rico en antocianinas), cuyas caracteristicas tienen posibles aplicaciones

bioldgicas.
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