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RESUMEN GENERAL

Compuestos bioactivos y potencial pigmentante de extractos de
Vaccinium corymbosum L. fraccionados con sistemas acuoso-bifasicos

El fruto de arandano (Vaccinium corymbosum L.) posee compuestos bioactivos
como fenoles, flavonoides y antocianinas que otorgan beneficios a la salud. Los
Sistemas Acuosos Bifasicos (ABS) son una alternativa a la extraccidon
convencional de biomoléculas por su sencillez, selectividad y bajo costo, pero
requieren tiempos largos de sedimentacion. Los objetivos del trabajo fueron:
separar compuestos bioactivos de jugo de arandano mediante ABS basados en
sedimentacion pasiva y centrifugacion y, evaluar el potencial pigmentante de los
extractos en un medio liquido. Se obtuvo jugo de arandano mediante molienda y
filtrado y se usé como disolvente de polietilenglicol 4000 y citrato de sodio para
formar ABS. Se evaluaron manejos con sedimentacion pasiva de 15 (R15C) y 30
(R30C) min, seguidos de centrifugacion por 15 min y manejo con sedimentacion
pasiva de 24 h sin centrifugacion (R24H). La fase superior de las unidades ABS
retuvo casi el total de antocianinas, con concentracion de 0.159, 0.172 y 0.131
mg g en R15C, R30C y R24H y no se detectaron estos compuestos en la fase
inferior. La fase superior de R15C, R30C y R24H present6 mayor concentracion
de fenoles (0.286, 0.301 y 0.519 mg g!), flavonoides totales (0.275, 0.177 y 0.175
mg g1) y actividad antioxidante (703.375, 777.145 y 785.22 mmol g1), respecto
a la inferior. En contraste, se tuvo mas concentracién de azlcares en la fase
inferior, con los valores mayores en R15C (17.114 mg g1). Se realizaron pruebas
de pigmentacion de un medio liquido usando extractos con y sin liofilizar. Se
obtuvieron tonalidades con angulo de tono entre 20 y 30° las cuales se
mantuvieron durante 15 d en condiciones de degradacion inducida de las
antocianinas. Con ello, se demostré que los extractos obtenidos con ABS son
adecuados para pigmentar medios liquidos.

Palabras clave: Vaccinium corymbosum L., compuestos bioactivos, potencial
pigmentante, sistemas acuosos bifasicos.

Tesis de Maestria en Ciencias en Ciencia y Tecnologia Agroalimentaria, Programa de Posgrado en Ciencia
y Tecnologia Agroalimentaria, Universidad Auténoma Chapingo.

Autor: Ing. Mayra Carranza Gomez.

Director de tesis: Dr. Salvador Valle Guadarrama.
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GENERAL ABSTRACT

Bioactive compounds and pigmenting potential of Vaccinium corymbosum
L. extracts fractionated with aqueous biphasic systems

The blueberry (Vaccinium corymbosum L.) fruit has bioactive compounds such as
phenols, flavonoids, and anthocyanins that provide health benefits. Aqueous
Biphasic Systems (ABS) constitute an alternative to the conventional extraction
of biomolecules due to their simplicity, selectivity, and low cost, but they require
long sedimentation times. The objectives of the work were to separate bioactive
compounds from blueberry juice using ABS based on passive sedimentation and
centrifugation, and to evaluate the pigmenting potential of the extracts in a liquid
medium. Blueberry juice obtained through grinding and filtering was used as
solvent of polyethylene glycol 4000 and sodium citrate to form ABS. Handling with
passive sedimentation during 15 (R15C) and 30 (R30C) min, followed by
centrifugation for 15 min were evaluated, and also handling with passive
sedimentation of 24 h without centrifugation (R24H). The top phase of the ABS
units retained almost the total of anthocyanins, with concentrations of 0.159,
0.172, and 0.131 mg g in R15C, R30C, and R24H, and these compounds were
not detected in the bottom phase. The top phase of R15C, R30C, and R24H
presented higher concentration of phenols (0.286, 0.301 and 0.519 mg g1), total
flavonoids (0.275, 0.177, and 0.175 mg g), and antioxidant activity (703.375,
777.145, and 785.22 mmol g*) than the bottom one. In contrast, there was higher
concentration of sugars in the bottom phase of systems than in the top one, with
the highest values in R15C (17.114 mg g*). Pigmentation tests of a liquid medium
were performed using lyophilized and non-lyophilized extracts. Tonalities with hue
angle between 20 and 30° were obtained, which were maintained for 15 d under
anthocyanins degradative conditions. With this, it was shown that the extracts
obtained with ABS are suitable for pigmenting liquid media.

Key words: Vaccinium corymbosum L., bioactive compounds, pigmenting
potential, aqueous biphasic systems.

Thesis of Master Science. Programa de Posgrado en Ciencia y Tecnologia Agroalimentaria, Universidad
Autdénoma Chapingo.

Author: Ing. Mayra Carranza Gomez.

Thesis Director: Dr. Salvador Valle Guadarrama.
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1. INTRODUCCION GENERAL

La demanda de alimentos naturales ha incrementado en los Ultimos afios y el
interés de los consumidores por los colorantes naturales empleados en los
alimentos no es la excepcion. Los principales colorantes naturales incluyen
clorofilas, carotenoides, ficocianinas, betalainas, antocianinas Yy otros
flavonoides, que proporcionan una amplia gama de colores que van desde el

verde/amarillo hasta el violeta/azul (de Mejia, Zhang, Penta, Eroglu y Lila, 2020).

Los flavonoles, las proantocianidinas y las antocianinas son las principales
sustancias flavonoides que se encuentran en los arandanos (Yang, Shi, Li, Baiy
Hou, 2019) ocasionando que las bayas sean fuentes ricas en compuestos
bioactivos, principalmente polifenoles, con beneficios comprobados para la salud
(Quideau, Deffieux, Douat-Casassus y Pouységu, 2011; Ozcelik, Kartal y Orhan
2011). Por todo esto, los arandanos son cada vez mas buscados por el
consumidor, por su rico perfil antioxidante y por sus atractivos atributos

sensoriales (Giovanelli, Brambilla, Rizzolo y Sinelli, 2012).

Por consiguiente, la recuperacion de antocianinas a partir de frutos de arandano,
para su aplicacién como pigmento natural y, al mismo tiempo, para enriquecer de
la matrces alimenticias, por sus propiedades antioxidantes, debe estudiarse para

lograr obtener un pigmento estable.

Los métodos convencionales de extraccion de estos fitoquimicos se basan en el
uso de disolventes organicos como mezclas que contienen agua y etanol,
metanol o acetona (Bochi et al.,, 2014). Generalmente, la extraccién de
antocianinas usa estas mezclas de solventes organicos para romper las

estructuras celulares y entregar los compuestos en un ambiente acidificado

1


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0308814620328867#b0035
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0889157519312207#bib0030

(Rodriguez-Saona y Wrolstad, 2001). Los sistemas acuosos bifasicos se han
propuesto como potentes plataformas para la separacion y purificacion de
biomoléculas de alto valor (Pereira, Freire y Coutinho, 2020). Estan compuestos
predominantemente de agua, se basan en los principios de la quimica verde
(Assis, Mageste, de Lemos, Orlando y Rodrigues, et al., 2021), su operacion
continua, su escalamiento es facil y son de bajo costo (Grilo, Airesbarros y
Azevedo, 2016; Walter, Johansson y Brooks, 1991).

Convencionalmente, los sistemas acuosos bifasicos se componen de dos fases
inmiscibles basadas en combinaciones de polimero-polimero, sal-polimero o sal-
sal que al mezclar estos compuestos en agua, por encima de ciertas
concentraciones, se induce la formacién de dos fases acuosas inmiscibles (Tian,
Berton y Rogers, 2019; Carreira et al., 2021), en donde las moléculas de interés

se concentran.

La aplicacion de antocianinas como colorantes naturales o aditivos a escala
comercial ha estado limitada debido a su baja estabilidad a las condiciones de
procesamiento y almacenamiento (Fan et al.,, 2019; Flores et al., 2015). La
extraccion de pigmentos de los tejidos vegetales frescos todavia presenta
algunos problemas como bajo rendimiento de metabolitos, disponibilidad
estacional, deterioro rapido, calidad inconsistente del producto, degradacién del
pigmento debido al proceso de extraccion y almacenamiento (Lila, 2004; Ram et
al., 2011).

Aunado a lo anterior, la creciente conciencia del impacto humano en el medio
ambiente ha impulsado la 'extraccién verde' como un proceso alternativo con
respecto a la investigacion y el desarrollo cientifico e industrial (Rado$evic et al.,
2016).

Sin embargo, los sistemas acuosos bifasicos requieren de tiempos largos de

sedimentacion pasiva para conseguir la separacion de compuestos de interés, lo


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0023643820310537#bib23
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0960308517300950#bib0095
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0960308517300950#bib0095
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0960308517300950#bib0235
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0023643821003492#bib15
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0023643821003492#bib16

que puede ser una desventaja para compuestos como antocianinas, pues
pueden quedar expuestas a condiciones no adecuadas durante tiempos largos.
Al respecto, se ha sugerido que mediante el uso de centrifugacion es factible
acelerar la separacion (Garcia-Cruz et al., 2021) y reducir tiempos de exposicion
a condiciones deteriorativas, pero ello implica asegurar primero la formacion del

sistema bifasico.

Al respecto, la importancia de esta investigacion fue separar compuestos
bioactivos de jugo de arandano, aprovechando su elevado contenido de
antocianinas, para obtener un pigmento natural estable en una matriz alimenticia,
usando los sistemas acuosos bifasicos basados en sedimentacion pasiva y
centrifugacion y, de esta forma, obtener un alimento coloreado con pigmentos

naturales de alto poder antioxidante.

En tal contexto, el presente trabajo se realiz6 con los siguientes Objetivos:

1.1. Objetivo general:
e Separar compuestos bioactivos de jugo de arandano mediante sistemas
acuosos bifasicos (ABS) basados en sedimentacion pasiva y
centrifugacion y evaluar el potencial pigmentante de los extractos en un

medio liquido.

1.2. Objetivos especificos:

e Evaluar el contenido de antocianinas, fenoles, flavonoides y azucares, asi
como la capacidad antioxidante de extractos obtenidos con sistemas
acuosos bifasicos.

e Comparar los efectos de una extraccion metandlica, extraccion metanolica
con asistencia de bafio ultrasénico y sistemas acuosos bifasicos en la

separaciéon de antocianinas presentes en jugo de arandano.



e Evaluar la estabilidad de un pigmento rico en antocianinas obtenido a partir
de extractos de sistema acuosos bifasicos, en un medio liquido y en

condiciones de degradacion inducida.

Asimismo, se plantearon las siguientes hipotesis:

1.3. Hipotesis:
e Los sistemas acuosos bifasicos constituyen una alternativa de extracciéon
y recuperacion de compuestos bioactivos.
e Eljugo de arandano contiene altas concentraciones de antocianinas.
e Las antocianinas de jugo de arandano tienen potencial pigmentante

elevado y son estables en condiciones de degradacion inducida.

1.4. Organizacion de la tesis:

El trabajo se realizd en tres etapas. La primera se enfocé a la separacion de
compuestos bioactivos mediante sistemas acuosos bifasicos a partir de sistemas
de polietilenglicol 4000 y citrato de sodio, usando como disolvente jugo de
arandano (Vaccinium corymbosum L.). Los sistemas se reposaron para lograr
una sedimentacibn pasiva y otros se auxiliaron posteriormente con
centrifugacion, con el objetivo de acortar el tiempo de separacion de fases para
obtener un extracto rico en antocianinas. La segunda etapa consistid6 en la
cuantificacion de fenoles, flavonoides, antocianinas, azucares y la actividad
antioxidante de los extractos obtenidos en la separacién. En la tercera etapa se
selecciond un medio liqguido como matriz alimenticia para adicionarle el extracto
rico en compuestos bioactivos con y sin liofilizacion, para lo cual se construyeron
curvas de saturacion de tono y se evaluo la concentracion de antocianinas y el

angulo de matiz en condiciones de degradacion inducida durante 15 d.
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2. REVISION DE LITERATURA

2.1. Arandano (Vaccinium corymbosum L.)

Los arandanos (Vaccinium spp.) pertenecen a la familia Ericaceae (Luby et al.,
1999). Los frutos de V. corymbosum estan cubiertos con una piel formada por
una epidermis de una sola capa cubierta con una cuticula y una capa cerosa e
hipodermis de una o dos capas que contienen pigmentos. Debajo de la piel, hay
una amplia capa de paréngquima con haces vasculares y células de célculos. El
endocarpio lefioso encierra cinco carpelos con 10 loculos (Gough, 1994).

La especie V. corymbosum es nativa de América del Norte y regiones de Europa
(Reque et al.,, 2014). El continente americano es el mayor productor de
arandanos, acumulando tres cuartas partes de la produccion mundial (Hidalgo y
Almajano, 2017). El arandano alto (Vaccinium corymbosum) es uno de los
principales frutales cultivados en el sur de Chile, Argentina y Estados Unidos,
caracterizado por altos niveles de compuestos fendlicos y flavonoides en sus
frutos y hojas (Ribera, Reyes-Diaz, Alberdi, Zufiiga y Mora, 2010; Retamales et
al., 2014). Es un cultivo importante bien adaptado a suelos acidos, pero sensible
a la toxicidad de AI** (Alarcon-Poblete et al., 2020). Por lo que las plantas han
desarrollado dos tipos principales de mecanismos para disminuir la toxicidad a
este elemento: (i) mecanismos de evitacion o exclusion, mediante los cuales la
desintoxicacion del Al ocurre en la rizosfera a través de la exudacion de aniones
de acidos organicos que quelan el Al toxico y lo hacen inofensivo vy, (ii)
mecanismos de tolerancia, mediante los cuales el Al en las células se desintoxica
y se secuestra en la vacuola sin dafar o alterar los procesos biologicos (Yang,
Qi, Jiang y Chen, 2013; Zhang, Long, Huang y Xia et al., 2019).

Los arandanos se clasifican como frutas no-climatéricas que muestran una tasa
de respiracion moderada y una baja produccién de etileno, en comparacion con

otras frutas y con una vida potencial promedio de almacenamiento de dos
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semanas (Kader, 2002). La calidad de la fruta es consecuencia de muchos
procesos bioquimicos que resultan en cambios de sus propiedades intrinsecas
como color, textura, sabor y aroma, junto con el aspecto exterior (tamafio, color
y forma) y valor nutricional (Bianchi et al., 2016). Estos frutos son muy apreciados
por su calidad, pero tienen vida postcosecha muy corta a temperatura ambiente
debido a la descomposicion microbiana, dafio mecanico y pérdida de humedad y
nutricion (Hancock, Callow, Serce, Hanson y Beaudry, 2008). Una de las
principales razones de la corta vida util es el ablandamiento postcosecha, que
puede influir no so6lo en la calidad de la fruta, sino también en su vida de
almacenamiento, capacidad de transporte y resistencia a las enfermedades
postcosecha, reduciendo asi significativamente el valor comercial de la fruta
(Chen et al., 2015). Los problemas de ablandamiento y descomposicion de la
fruta son comunes a diferentes variedades de arandanos durante el
almacenamiento (Hongyu et al.,, 2021). La vida de almacenamiento de los
arandanos se puede extender a baja temperatura, pero se pueden desarrollar
picaduras asociadas con la refrigeracion, especialmente durante la vida util
posterior (Qian et al., 2014).

Durante la maduracion, la dulzura de la fruta aumenta a medida que los acidos
se convierten en azlcares, se utilizan en la respiraciéon o se diluyen por la
expansion celular a medida que maduran las bayas (Dai et al., 2009; Famiani et
al., 2005). Woodruff, Dewey y Sell (1960) mostraron que el porcentaje de
azucares totales aumentd durante nueve dias después del cambio de color en
los ardndanos, mientras que la acidez titulable disminuyd continuamente durante
la maduracion de las bayas.

Los arandanos (Vaccinium corymbosum L.) son una rica fuente de antioxidantes
y se cree que su consumo contribuye a la proteccion relacionada con los
alimentos contra el estrés oxidativo (Oprea et al., 2014). Los antioxidantes se han
convertido en una caracteristica de calidad deseable de las bayas debido a sus
efectos antiinflamatorios (Kraujalyté, Venskutonis, Pukalskas, Cesoniené y
Daubaras, 2015). Los arandanos también acumulan flavonoles (principalmente

derivados de quercetina), antocianinas, flavan-3-oles y proantocianidinas
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(Brownmiller, Howard y Prior et al., 2009; Cho, Howard, Prior y Clark, 2004;
Hakkinen y Torronen, 2000; Wang, Chen, Sciarappa, Wang y Camp, 2008).
Debido a esta composicion, hay un aumento en el consumo, no sélo de arandano,
sino de diversas frutillas, por ser fuentes importante de compuestos fendlicos y,
en el caso particular de arandano, también de antocianinas. Estos productos
guimicos se han encontrado en Vaccinium corymbosum en niveles elevados (Li-
Yang et al., 2019). Al respecto, se han identificado cinco antocianidinas, de las
cuales la cianidina es bastante abundante (Kahkénen y Heinonen, 2003; Wu et
al., 2006). De hecho, en vista de su rico contenido en nutrientes, una serie de
estudios sobre ardndanos han demostrado un alto contenido de antocianinas
(Kazan, Sevimli-Gur, Yesil-Celiktas y Dunford, 2016) asi como de polifenoles,
flavonoides y diversos nutrientes que mejoran el sistema inmunolégico humano
(Basu, Rhone y Lyons, 2010; Rendeiro et al., 2012).

2.2. Sistemas acuosos bifasicos

La extraccion acuosa en dos fases (ATPS) es un procedimiento de separacién
basado en la mezcla de dos polimeros, un polimero y una sal (Raja et al., 2011,
Ventura et al., 2011) o la mezcla de un solvente organico y una sal (Rodriguez-
Salazar y Valle-Guadarrama, 2020). Entre los polimeros estan el polietilenglicol,
el dextrano, la polivinolpirrolidona, el poli (6xido de etileno), el poli (6xido de
propileno) (da Rocha et al., 2011; Rosa, Ferreira, Azevedo y Aires-Barros, 2010;
Sadeghi y Maali, 2016). Entre las sales estan citratos, fosfatos y sulfatos
(Jiménez-Velazquez et al., 2020; Rodriguez-Salazar y Valle-Guadarrama, 2020),
entre otros, y entre los solventes organicos estan la acetona (Rodriguez-Salazar
y Valle-Guadarrama, 2020) y el propanol (Garcia-Cruz et al., 2021), entre otros.
En ciertas concentraciones, relativamente bajas, la mezcla forma una solucién
homogénea en una sola fase, pero, en otras concentraciones mayores, la mezcla
se desestabiliza y forma dos fases inmiscibles que se separan, entre las cuales
se reparten los componentes presentes (Raja et al., 2011). En virtud de que las
soluciones y las fases formadas usan al agua como disolvente, al procedimiento
también se le llama Sistemas Acuosos Bifasicos. En el proceso la mezcla se

separa en dos fases inmiscibles, una ligera que se ubica como fase superior y es
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rica en el polimero o el solvente organico, y otra pesada, que resulta como fase
inferior, y es rica en el segundo polimero o la sal. En el sistema se genera una
interfaz m&s o menos nitida entre las fases superior e inferior (Albertsson, 1986).
Normalmente, con ATPS formado por un polimero y una sal se obtiene, por
sedimentacion, una fase superior enriquecida con el polimero y una fase inferior
enriquecida con la sal (Tomaz et al., 2021).

En comparacién con los métodos de extraccion liquido-liquido convencionales, el
ATPS es mucho més simple y mas respetuoso con el medio ambiente (Zhijian et
al., 2012). Las principales ventajas del ATPS polimero-sal o polimero- liquidos
iénicos (IL), en comparacion con los sistemas polimero-polimero, se basan en su
menor viscosidad y la posibilidad de cambiar las polaridades de las fases
coexistentes. Ademas, suelen mostrar una rapida separacion de fases y altas
eficiencias de extraccion que pueden manipularse facilmente mediante una
seleccién adecuada de los componentes (Freire et al., 2012).

El procedimiento de extraccién acuosa en dos fases se apoya, con frecuencia,
en el uso de diagramas binodales de fase que permiten identificar regiones donde
se producen dos fases inmiscibles y por tanto permite una seleccidon adecuada

de las condiciones de trabajo (Han et al., 2010).

2.3 Compuestos fendlicos

El arandano es particularmente rico en compuestos fendlicos tales como
antocianinas, derivados del acido hidroxicinamico y flavonoles (Zhong et al.,
2017). Los compuestos fendlicos son metabolitos secundarios de las plantas
(Lima et al., 2019) que pueden clasificarse segun su estructura carbonada en
flavonoides, cumarinas , taninos y acidos fendlicos (Stamogiannou et al., 2021).
Los compuestos fendlicos generalmente se refieren a compuestos producidos
por la sustitucion de atomos de hidrogeno en el anillo de benceno de
hidrocarburos aromaticos con grupos hidroxilo, y se pueden dividir en
monofenoles y polifenoles, segun el nimero de grupos hidroxilo contenidos en

sus moléculas. Quimicamente, segun el nimero y los elementos estructurales de
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los grupos fendlicos, los polifenoles se pueden dividir en cuatro categorias:
flavonoides, estilbenos, lignanos y acidos fendlicos (Manach et al., 2004).

Los compuestos fendlicos se encuentran predominantemente en el reino vegetal
y se presentan tanto en formas solubles como insolubles. Se producen
principalmente en el reticulo endoplasmico de las células vegetales y en otras
regiones intracelulares. Los compuestos fendlicos solubles se presentan tanto en
forma libre como esterificada y se encuentran en las vacuolas de la planta. Sin
embargo, los compuestos fendlicos insolubles unidos se encuentran en la matriz
de la pared celular y se unen covalentemente a macromoléculas insolubles como
la celulosa, arabinoxilano y la pectina, entre otras (Leah et al., 2021; Shahidi y
Yeo, 2016).

La estructura molecular de los compuestos fenélicos presenta un anillo aromatico
que lleva uno o mas grupos hidroxilo y puede ser una molécula simple o
polimerizada. Estos compuestos ejercen importantes propiedades antioxidantes
asociadas principalmente con la presencia de grupos hidroxilo en su estructura
molecular (Lima et al., 2019). De hecho, los compuestos fendlicos constituyen
uno de los principales metabolitos secundarios y compuestos bioactivos de la
planta, que han recibido un interés creciente por sus diversas propiedades
biologicas como antioxidantes, antiinflamatorios, antibacterianos, efectos
anticancerigenos, antiobesidad, cardioprotectores, vasodilatadores y otros alivios
de trastornos metabdlicos (Cai et al., 2018; Gowd et al., 2019; Rodriguez-Pérez
et al., 2019).

Se acepta que el contenido de fendlicos en las frutillas no sélo se ve afectado por
las diferencias genéticas, las condiciones ambientales previas a la cosecha, sino
también por el grado de madurez en la cosecha (Zadernowski, Naczk y
Nesterowicz, 2005).

2.4 Antocianinas
Las antocianinas (del griego anthos = flor y kianos = azul) responsables del color
azul, parpura y rojo de muchos tejidos vegetales (Williams y Grayer, 2004) son

los pigmentos solubles en agua mas importantes de las plantas vasculares. Son
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inocuos y de facil incorporacion en medios acuosos, lo que los hace interesantes
para su uso como colorantes naturales (Pazmifio-Duran, Giusti, Wrolstad, &
Gléria, 2001). Se distribuyen ampliamente en la dieta humana a través de
cultivos, frijoles, verduras y vinos tintos (Harborne y Grayer 1988). Ademas, estan
presentes en los pétalos de las flores para atraer a los polinizadores y en los
frutos y semillas como atrayentes para los dispersores de semillas (Willson y
Whelen, 1990), lo que sugiere que ingerimos cantidades considerables de
antocianinas de las dietas diarias basadas en plantas (Takanori, Fumihiko y
Toshihiko, 1999).

Las antocianinas pueden absorberse en la circulacion sanguinea en forma intacta
o degradada y administrarse a casi todo el tejido para ejercer diversas actividades
biolégicas (Li et al., 2019) debido a que son potentes antioxidantes y captadores
efectivos de especies reactivas de oxigeno y especies reactivas de nitrégeno
(Kahkoénen y Heinonen, 2003; Kahkodnen, Hopi, y Heinonen, 2001). Reducen el
riesgo de diabetes y actividad anticancerigena, previenen enfermedades
neuronales y cardiovasculares (Yousuf, Gul, Wani y Singh, 2016) y
enfermedades crénicas (Alvarez-Suarez et al., 2014; Wu et al., 2014). Se utilizan
cada vez mas en lugar de sus contrapartes sintéticas debido al atractivo color y
su no toxicidad (Cassidy, 2018).

2.4.1 Estructura

Las antocianinas pertenecen a la clase extendida de compuestos fenolicos
denominados colectivamente flavonoides (Williams y Grayer, 2004), que se
clasifican tipicamente en flavonas, flavanonas, isoflavonas, flavonoles, flavanoles
y antocianinas, segun la estructura y conformacion del anillo de oxigeno
heterociclico (anillo C) de la molécula basica (Wang, Provan y Helliwell, 2000).
Las antocianidinas son las estructuras basicas de las antocianinas (o agliconas)
gue consisten en un anillo aromatico [A] unido a un anillo heterociclico [C] que
contiene oxigeno, que también esta unido por un enlace carbono-carbono a un
tercer anillo aromatico [B] (Konczak y Zhang, 2004). Cuando las antocianidinas

se encuentran en su forma de glucdsido (unidas a un resto de azucar), se las
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conoce como antocianinas (Castafieda-Ovando et al., 2009). La estructura basica
de una antocianina incluye dos anillos de benceno unidos por una cadena lineal
de tres carbonos (C2-C4), representada como el sistema C6-C3-C6 (Lee, Park,
Choi y Jung, 2013).

Figura 1. Identificacion estructural de antocianidinas (agliconas) (Castafieda-
Ovando et al., 2009).

Las antocianinas son glucésidos de derivados polihidroxi y polimetoxi de sales
catidnicas de 2-fenilbenzopirilio (Yi, Fischer, Krewer y Akoh, 2005) y se derivan
en 18 antocianidinas mediante la adicion de restos de azucar (Dongnan et al.,
2016). Se diferencian entre si por el nimero y posicion de los grupos hidroxilo y/o
metilo y por la naturaleza, nimero, posicion y acilacion de los azlUcares presentes

€en su estructura.

Se han aislado e identificado mas de 700 antocianinas en varias especies de
plantas (Brooks y Celli, 2019) y 23 antocianidinas, de las cuales solo seis se
encuentran frecuentemente distribuidas en la naturaleza y en los alimentos:
cianidina (50%), delfinidina, pelargonidina y peonidina (12%) y petunidina y
malvidina (7%) (Castafieda-Ovando et al., 2009).

Las antocianinas en solucion acuosa se hidrolizan primero para formar aglicona
y luego se transforman en chalcona, y finalmente se descomponen en 2,4,6-
trinidroxibenzaldehido y acido p-hidroxilbenzoico o sus derivados (Sadilova,

Carle y Stintzing, 2007). Tienen estructuras flavonoides tipicas, acttan como
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poderosos captadores de radicales libres contra oxidantes redundantes como el
oxigeno reactivo y las especies de nitrogeno (Leong, Burritt, Hocquel, Penberthy
y Oey, 2017). Se ha demostrado que la actividad biolégica de las antocianinas
esta muy relacionada con sus estructuras quimicas (por ejemplo, tipo de
aglicona, tipo y numero de glicosilacién y presencia de grupos acilantes) (Heim,
Tagliaferro y Bobilya, 2002; Jing et al., 2008).

2.4.2 Capacidad antioxidante

La alta capacidad antioxidante de las antocianinas se debe a la donacion del
atomo de hidrégeno del grupo hidroxilo fendlico (OH), que se beneficia de la
remediacion de la deficiencia de electrones en el flavonoide mediante la
conjugacion de electrones 1 (Lu, Qiang, Li, Zhang, y Zhang, 2014), lo que da
lugar a una excelente capacidad de captaciéon de radicales libres de la
antocianina. Hasta la fecha, existen dos mecanismos principales para describir la
actividad antioxidante in vitro de las antocianinas: mecanismo de transferencia
de atomo de hidrogeno (HAT) y mecanismo de transferencia de un solo electrén
(SET) (Huang, Ou, y Prior, 2005; Leopoldini, Marino, Russo, y Toscano, 2004).

Las antocianinas pueden mostrar actividad antioxidante directa en relacién con
especies reactivas del oxigeno (ROS) mediante los dos mecanismos
mencionados. Con respecto al mecanismo HAT, el antioxidante dona un atomo
de hidrogeno (protén y electrén) al radical libre, convirtiéndolo asi en un producto
mas estable. Esta reaccion convierte el antioxidante en un radical en si mismo,
pero uno que es mucho menos reactivo que el radical libre inicial y, por lo tanto,
el proceso de oxidacién se inhibe en general. En el mecanismo SET, el radical
libre se estabiliza mediante la aceptacion de un electron del antioxidante,
convirtiétndose la propia molécula antioxidante en un cation intermedio de
radicales (Liang y Kitts, 2014). La minimizacion de la interaccién entre las
especies de ROS y otros compuestos como iones metalicos o lipidos puede
prevenir una mayor oxidacion y la formacion de compuestos nocivos (Ghiselli,

Serafini, Natella y Scaccini, 2000).
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2.4.3 Degradacion

Las antocianinas son muy inestables y facilmente susceptibles de degradacion
(Bursa¢ et al., 2015). Entre los factores que causan degradacion estan
temperatura, luz, pH, disolventes, oxigeno, interacciones no covalentes con otras
antocianinas (autoasociacion) o compuestos incoloros (copigmentacion
intermolecular), coordinacion con iones metalicos y reacciones covalentes con
otros compuestos presentes en el medio (Fanzone et al., 2015). Cuando se
produce la degradacion de una antocianina, también se pueden producir
compuestos poliméricos (Scalzo et al., 2016). A continuacion, se describen los

factores que influyen en la degradacion de antocianinas.

2.4.3.1 pH

La estabilidad de las antocianinas durante el procesamiento depende
particularmente del pH del medio. La base de carbinol es inestable, por lo que la
oxidacion de las antocianinas es proporcional al porcentaje de esta forma, que
se potencia con los tratamientos térmicos (Chichester y McFeeters, 1970).

Las antocianinas existen en equilibrio de cuatro especies moleculares; el catidon
de flavilio basico coloreado y tres estructuras secundarias; se forman las bases
quinoidales, la pseudobase carbinol y la pseudobase chalcona. A pH 2 o inferior,
predomina la forma de catién de flavilio, pero a medida que el pH se elevaa 7, la
pseudobase de chalcona incolora comienza a dominar. La formacion de chalcona
también se ve favorecida por temperaturas elevadas y la exposiciéon prolongada
puede aumentar la degradacioén entre los anillos B y C, dando como resultado la
destruccion del cromoforo de antocianina (Strack y Wray, 1993, Clifford, 2000).
Un aumento de la hidroxilacion aumenta su inestabilidad, mientras que un
aumento de la glucosilacion confiere una mayor estabilidad (Schwartz, Von Elbe,
y Giusti, 2008).

Se cree que la inusual estabilidad del pH del color de las antocianinas de col
lombarda (Figura 2) se debe a la presencia de estos grupos acilo que "impiden la
hidrolisis de la forma cationica del flavilio rojo a la base carbinol incolora, lo que

permite la formacion preferencial de las bases quinoidales azules" (Bridle y
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Timberlake, 1997). La glicosilacion en las posiciones 3y 5 desplaza el color hacia
el azul y la estabilidad del color también puede verse influenciada por la
pigmentacion intramolecular (Maulien-Aubert, Dangles, y Amiot, 2001). En
condiciones alcalinas, los compuestos fendlicos se oxidan a quinonas que
interactian con las cadenas laterales de las proteinas a través de enlaces
covalentes (Ozdal, Capanoglu y Altay, 2013). Las quinonas pueden interactuar
de manera irreversible con los grupos sulfhidrilo y amino de las proteinas para
formar enlaces covalentes (C-N o C-S) a través de los anillos fendlicos (Xiaonan
et al., 2018).

O

5O OCH;
.
OH
[4]
9]

Figura 2. Estructura de la antocianina cianidina-3-(sinapil)diglusésido-5-
glucésido presente en col roja.

2.4.3.2 Enzimas

La antocianasa, fenoloxidasa y peroxidasa son las principales enzimas que
influyen en la estabilidad de las antocianinas (Markakis, 1982) y la presencia en
el fruto de enzimas capaces de dividir el enlace glucosidico en las antocianinas
produce agliconas menos estables, o que hace que los pigmentos sean mas
susceptibles a la oxidacion (Chichester y McFeeters, 1970; Harborne, 1977). Sin

embargo, al seleccionar el pH y la temperatura 6ptimos se podria inhibir la
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degradacion enzimatica y aumentar la extraccion de antocianinas (Mok y
Hettiarachchy, 1991; Pifferi y Vassari, 1983).

2.4.3.3 Procesamiento

Las antocianinas se degradan facilmente a compuestos incoloros o de color
marrén durante el procesamiento y almacenamiento, lo que da como resultado la
pérdida de funcionalidad y calidad de los productos. La estabilidad de las
antocianinas depende de la temperatura, luz, enzimas, iones metalicos,
azucares, acido ascorbico, oxigeno y la presencia de otros compuestos fendlicos

(Nayak, Berrios, Powers y Tang, 2011).

2.4.3.4 Color

El trabajo de Jeffrey Harborne y el de muchos otros han demostrado claramente
como las antocianinas con la misma estructura cromoférica pueden dar lugar a
muchos colores diferentes (Goodwin, 1988; Harborne, 1993). La co-
pigmentacién, comunmente iniciada por flavonas, flavonoles y glucosidos,
estabiliza las formas estructurales coloreadas de las antocianinas y, en
consecuencia, mejora la coloracion final (Gémez-Miguez, Gonzalez-Manzano,

Escribano-Bailon, Heredia y Santos-Buelga, 2006).

2.4.4 Antocianinas como colorantes

Las antocianinas pueden ser alternativas potenciales a los colorantes sintéticos,
por su color brillante, naturaleza soluble en agua y posibles beneficios para la
salud, como antioxidantes, antitumorales, antidiabéticos y disminucion del riesgo
de enfermedades cardiovasculares (Giusti y Wrolstad, 2003; Leong, Show, Lim,
Ooi, y Ling, 2018). Las antocianinas son adecuadas para ser utilizadas como
compuestos colorantes naturales debido a sus atractivos colores rojo y purpura
brillantes y a su solubilidad en agua, que permite su facil incorporacion en
sistemas alimentarios acuosos (Rodriguez-Saona, Giusti y Wrolstad, 2008;
Rodriguez-Saona, Glusti, y Wrolstad, 1999). No obstante, su uso puede plantear

problemas de inestabilidad cromatica cuando se encuentran fuera de su entorno
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natural, ya que se ven afectados por factores como pH, temperatura, luz y
oxigeno o interacciones con otros componentes coexistentes, entre otros
(Santos-Buelga y Gonzalez-Paramas, 2019). Este efecto se explica
quimicamente por el apilamiento de los grupos acilo con el anillo de pirilio del
cation flavilio, que reduce la susceptibilidad del ataque nucledfilo del agua sobre
las moléculas de antocianina hidrofilas y la formacion de una pseudobase
incolora y formas de calcona de color amarillo claro (Sasaki, Nishizaki, Ozeki y
Miyahara, 2014; Santos-Buelga y Gonzalez-Paramas, 2019).

Los tres cromoforos principales, pelargonidina, cianidina y delfinidina, se
presentan generalmente solos u ocasionalmente como mezclas v,
esencialmente, todas las flores rosadas, escarlatas y rojo anaranjado contienen
pelargonidina, todas las flores carmesi y magenta contienen cianidina y todas las
flores malva y azules contienen delfinidina. Las antocianinas son hidréfilas y
generalmente estan presentes en las vacuolas de las células vegetales (Gillian y
Cooper, 2001).

Las antocianinas naturales tienen poderosas capacidades colorantes y a valores
de pH acido so6lo se requieren pequefias concentraciones de estos compuestos
para obtener los colores rojo, rosa y morado deseados en los productos
alimenticios (Mateus y Freitas, 2009). En condiciones acidas, el color de las
antocianinas mono y no aciladas se determina en gran medida por sustitucién en

el anillo B de la aglicona (Jackman y Smith, 1996).

En los sistemas conjugados, las antocianinas son especificamente importantes
porque son responsables de algunos colores rojos en la naturaleza, como
antocianinas monomeéricas, oligoméricas y poliméricas. El uso de extractos
naturales de estos pigmentos como aditivos alimentarios tiene algunas
limitaciones, debido a la variaciébn de color provocada por cambios de pH,
exposicion a la luz y oxigeno (Bridle y Timberlake, 1997, Markakis, 1982).

Existen algunas limitaciones para el uso de antocianinas como colorantes
alimentarios. Es bien conocida la influencia del pH en su color, asi como el efecto

blanqueador de la adicion de sulfito. En soluciones acuosas, las antocianinas
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comunes existen como una mezcla de varias estructuras en equilibrio quimico:
cation flavilio (rojo), anhidrobase quinonoidal (azul), pseudobase de carbinol
(incolora) y chalcona (incolora o amarillo claro). A pH inferiores a 2, las
antocianinas existen basicamente en forma catidnica; a medida que aumenta el
pH, se produce una desprotonacion rapida para producir formas quinonoides. En
medios acuosos, la hidratacion del cation flavylium da la forma hemiacetal en
equilibrio con una chalcona. A temperatura ambiente y en medios ligeramente
acidos, el equilibrio entre las formas carbinol y chalcona es muy lento y se
requieren horas para que se alcance. El aumento de temperatura desplaza los
equilibrios hacia las formas de calcona. El equilibrio de hidratacion se establece
mas rapidamente para los 3,5-diglucésidos de antocianina que para los 3-
glucosidos correspondientes. Las cantidades relativas de todas estas formas
estructurales varian tanto con el pH como con la estructura de la antocianina
(Heredia, Francia-Aricha, Rivas-Gonzalo, Vicario y Santos-Buelga, 1998). En
general, las antocianinas muestran su mayor intensidad de color en la forma de

iones flavilio (Harborne y Williams, 1995).

2.4.4.1 Influencia del pH en el color

Se sabe gque las antocianinas se presentan en diferentes formas quimicas que
difieren en color segun el pH de la solucion (Figura 3) (Strack, Wray, Dey y
Harborne, 1989). A pH 1, el cation flavylium (de color rojo) es la especie
predominante (estructura I). Entre valores de pH de 2 y 4, predomina la especie
quinoidea azul (estructuras II-IV). A valores de pH de 5 y 6, se forman dos
especies incoloras, que tienen pseudobase de carbinol (estructura V) y
estructuras de chalcona (estructura VI), respectivamente. A valores de pH mas

altos (=7), las moléculas de antocianina se degradan rapidamente.
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Figura 3. Distribucion de equilibrio de una antocianina general en funcion del
pH de la solucion acuosa (Brouillard y Harborne 1988).

Mazza y Miniati (1993) informaron que el aumento de la sustitucién de hidroxilo
en el anillo B da como resultado un cambio del maximo de absorcion visible (A

max) a longitudes de onda mas largas (cambio bathocrémico) para producir un

tono mas azul (Figura 4).

Figura 4. Antocianinas mas comunes en la naturaleza. Los sustituyentes R1 y
R2 son H y H) en pelargonidina, con absorcién maxima a 494 nm (naranja), OH
y H en cianidina (506 nm; rojo-naranja), OMe y H en peonidina (506 nm; rojo-
naranja), OH y OH en delfinidina (508 nm; rojo), OMe y OH en petunidina (508
nm; rojo) y OMe y OMe en Malvidina (510 nm; rojo-azulado) (Giusti y Wrolstad,
2003).
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2.4.5 Extraccion

Las antocianinas en diferentes materiales vegetales se extraen generalmente a
través del método convencional, que se basa en la extraccion sélido-liquido,
donde se agitan soluciones acidificadas de diferentes solventes (etanol, metanol
y acetona) y materia prima (Cai et al., 2016; Patil, Madhusudhan, Ravindra, y
Raghavarao, 2009). La extraccion de un colorante natural de antocianinas se
puede llevar a cabo utilizando el método tradicional de solvente orgéanico, pero la
extraccion tradicional con solvente consume mucho tiempo y requiere cantidades
relativamente grandes de solventes, como etanol y metanol (Rouskova,
Heyberger, Triska, y Krticka, 2011). EI consumo de enormes disolventes no se
ajusta a los requisitos de proteccidn ecolégica y ambiental en las fébricas
modernas (Zhang, Wang, Luo, L.F. & King, 2014).

Un procedimiento de extraccion eficiente debe maximizar la recuperacion de
antocianinas con una cantidad minima de adyuvantes y una degradacion o
alteraciéon minima de su estado natural. Varios procedimientos de extraccion
empleados para la extraccion de antocianina son eficientes, pero los extractos no
son seguros para el consumo humano debido a los posibles efectos téxicos de
los disolventes residuales. Los disolventes como el etanol, el metanol y la acetona
se utilizan generalmente para la extraccién de colores naturales. Sin embargo,
algunos de estos disolventes son téxicos para la salud (como el
metanol/acetona). Ademas, la presencia de disolventes incluso relativamente
mas seguros (como el alcohol) en el extracto de color natural puede limitar su
aplicacién como colorante alimentario (Patil et al., 2009). Ademas, los disolventes
convencionales utilizados en este proceso no son selectivos. Asi, los extractos
obtenidos mediante disolventes convencionales contienen grandes cantidades
de contaminantes como azlcar, alcoholes de azUcar, &cidos organicos,

aminodcidos y proteinas (Chandrasekhar, Madhusudhan y Raghavarao, 2012).
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3. COMPUESTOS BIOACTIVOS Y POTENCIAL
PIGMENTANTE DE EXTRACTOS DE Vaccinium
corymbosum L. FRACCIONADOS CON SISTEMAS
ACUOSOS BIFASICOS

3.1. Resumen

Las bayas de arandano (Vaccinium corymbosum L.) se han popularizado en los
ultimos afios debido a su elevado contenido de compuestos bioactivos que
otorgan beneficios a la salud humana por sus propiedades antioxidantes,
antiinflamatorias, cardioprotectoras y neuroprotectoras, y que al adicionarlos en
un alimento lo pudiera convertir en alimento funcional. Los sistemas acuosos
bifasicos (ABS) se han posicionado como un método para la separacion de
fitoquimicos por su bajo costo, nobleza con el medio ambiente y facil operacion
continua. No obstante, este tipo de sistemas se basan en procesos de
sedimentacion pasiva y requieren tiempos prolongados de separacion. El objetivo
fue obtener compuestos bioactivos a partir de jugo de arandano mediante
sistemas acuosos bifasicos con el uso de sedimentacion pasiva y centrifugacion
para asi obtener un pigmento y evaluar su potencial pigmentante con y sin
liofilizar en un medio liquido en condiciones de degradacién durante 15 d. Los
ABS se formaron con polietilenglicol 4000 y citrato de sodio, usando como
disolvente jugo de arandano, posteriormente se cuantificaron fenoles,
flavonoides, antocianinas, azlUcares y actividad antioxidante en los extractos
obtenidos. Se selecciond un medio liquido donde se incorporaron los extractos
con y sin liofilizar para cuantificar antocianinas y angulo de tono (°h) en
condiciones de degradacion. Los tratamientos apoyados de la centrifugacion
concentraron mayor contenido de antocianinas (0.172 mg g?) respecto a la
sedimentacién pasiva (0.131 mg g*?). El pigmento con liofilizacién se mantuvo
alrededor de 25° (°h) hasta el dia 13 donde el angulo de tono sobrepaso los 45°.

Palabras clave: Vaccinium corymbosum L., compuestos bioactivos, pigmentos
naturales, sedimentacion pasiva.
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BIOACTIVE COMPOUNDS AND PIGMENTING POTENTIAL OF
Vaccinium corymbosum L. EXTRACTS FRACTIONATED WITH
AQUEQOUS BIPHASIC SYSTEMS

3.2 Abstract

Blueberries (Vaccinium corymbosum L.) have become popular in recent years for
their high content of bioactive compounds that provide benefits to human health
due to their antioxidant, anti-inflammatory, cardioprotective, and neuroprotective
properties, and that when they are added to a food this could turn into functional
food. Aqueous biphasic systems (ABS) have been positioned as a method for the
separation of phytochemicals due to their low cost, environmental friendliness,
and easy continuous operation. However, these types of systems are based on
passive sedimentation processes and require prolonged separation times. This
research aimed to obtain bioactive compounds from blueberry juice through
agueous biphasic systems with the support of passive sedimentation and
centrifugation, in order to obtain a pigment and evaluate its pigmenting potential
with and without lyophilization in a liquid medium under degradation conditions for
15 d. The ABS were formed with polyethyleneglycol 4000 and sodium citrate,
using blueberry juice as solvent. Subsequently, phenols, flavonoids,
anthocyanins, sugars, and antioxidant activity were quantified in the extracts
obtained. A liquid medium was selected where the extracts with and without
lyophilized were incorporated to quantify anthocyanins and tone angle (°h) under
degradation conditions. Treatments supported by centrifugation concentrated
higher anthocyanin content (0.172 mg g') compared to passive sedimentation
(0.131 mg g1). The pigment based on lyophilization was kept around 25° (°h) up
to day 13, where the tone angle exceeded 45°.

Key words: Vaccinium corymbosum L., bioactive compounds, natural pigments,
passive sedimentation.
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3.2. Introduccion

El color es una propiedad esencial de los alimentos y bebidas que influye en las
expectativas del consumidor sobre la identidad, el sabor, la calidad general de un
producto (Galaffu, Bortlik y Michel, 2015), la seguridad anticipada, la calidad
sensorial , la preferencia y la seleccidén de productos alimenticio (Cardello, 1996;
Clydesdale, 1993; Fernandez-Vazquez et al., 2011; Tuorila et al.,, 2008). En
pocas palabras, es la primera cualidad visual que los consumidores evallan y es
fundamental para la aceptacion del producto (Nevado, Cabanillas y Salcedo,
1995).

Actualmente, los colorantes sintéticos se obtienen a partir del petréleo, utilizando
energia convencional, que ahora se considera nociva para el medio ambiente y
que no es renovable (Pensri et al., 2021). Es importante la investigacién entorno
a los pigmentos de origen vegetal, en el sentido que el estudio de la obtencion,
estabilizacion e identificacidon de estos fitoquimicos es una oportunidad de
desarrollar alternativas a los colorantes sintéticos.

Las antocianinas pertenecen a los compuestos fendlicos y son responsables de
la pigmentaciéon de diferentes partes de las plantas como flores, frutos, hojas,
tallos, raices y 6rganos de almacenamiento (Alcalde-Eon, Escribano-Bailon,
Santos-Buelga, & Rivas-Gonzalo, 2006). La estabilizacion de las antocianinas
sigue siendo un gran desafio y constituye un tema importante para la industria de
colorantes alimentarios (Cortez, Luna-Vital, Margulis y Gonzalez de Mejia, 2016).
En comparacién con los colorantes artificiales, las antocianinas enfrentan
algunos desafios en la industria alimentaria, como las enzimas de degradacion,
las condiciones de pH, la exposicion a la luz y las altas temperaturas, que
impactan negativamente en el rendimiento del color (Celli y Brooks, 2017). En tal
sentido, la extraccién y aislamiento de los pigmentos es un proceso importante y
critico debido a su alta susceptibilidad a la degradacion (Azeredo, 2009).
Durante mucho tiempo, la extraccion de antocianinas se ha realizado con el uso
de disolventes organicos como el metanol, pero actualmente se investigan otros
métodos de extraccion amigables con el medio ambiente como es el caso de los

Sistemas Acuosos Bifasicos (ABS), que constituyen un método de extracciéon
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liquido-liqguido donde sus dos fases estan formadas principalmente por agua
(Deng et al., 2011). Esta extraccion liquido-liquido tiene superioridad sobre la
extraccion habitual con disolventes organicos en términos de retencion de la
bioactividad del producto y salud ambiental (Nosaibah y Rahmat, 2021), por lo
gue representa una superioridad muy impresionante en comparacion con muchas
otras técnicas de extraccion en términos de evitar la contaminacion ambiental
(Tian et al., 2021).

Este método basado en sistemas acuosos bifasicos se basa en mezclas de dos
polimeros, un polimero y una sal o un solvente organico y una sal (Rodriguez-
Salazar y Valle-Guadarrama, 2020). El procedimiento requiere normalmente de
tiempos largos de sedimentacion pasiva, o que puede constituir una desventaja
en la separacién de compuestos como antocianinas, por su eventual afectaciéon
por factores como presencia de luz, pH, alta temperatura (Bursac et al., 2015). Al
respecto, se ha reportado que el uso de centrifugacion puede acelerar el proceso
de separacion de fases (Garcia-Cruz et al.,, 2021) y reducir el tiempo de
exposicién a condiciones no adecuadas. En tal sentido, el objetivo del trabajo fue
obtener compuestos bioactivos a partir de jugo de ardndano mediante sistemas
acuosos bifasicos con el uso de sedimentacion pasiva y centrifugacion para asi

obtener un pigmento y evaluar su potencial pigmentante.

3.3. Materiales y métodos

3.3.1 Sistemas acuosos bifasicos

Se eligié un sistema basado en citrato trisddico (NasCit) y polietilenglicol 4000
(PEG 4000). Se utilizé el diagrama binodal de fases correspondiente a este
sistema descrito por Carranza-Gémez (2018) y mostrado en la Figura 5, donde
los puntos A y B corresponden a mezclas con composicion (NasCit, PEG 4000)
de (2.4455, 38.3314%) y (35.8495, 1.1922%), respectivamente, cuya union
forma, por un lado, la curva binodal, que separa la regién de sistemas
monofasicos de la regidn de sistemas bifasicos y, por otro, la linea de operacién
principal, sobre la cual estan localizados los estados C(30.282, 7.3825%),
D(24.715, 13.5725%), E(19.1475, 19.762%), E’(17.73, 21.33%), F(13.551,
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25.952%) y G(8.013, 32.142%), que corresponden a mezclas que forman dos
fases inmiscibles, una superior, de composicion mayoritariamente polimérica y

otra inferior, de composicibn mayoritariamente salina.

Peg 4000 (%)

0 5 10 15 20 25 30 35 40
Citrato de sodio (%)

Figura 5. Diagrama binodal de fases de la mezcla formada por citrato trisédico
(Na3Cit) polietilenglicol 4000 (PEG 4000). Fuente: Carranza-Gomez (2018).

De acuerdo con Carranza-Gomez (2018), la condicion E’ constituye un estado
caracteristico donde se tiene una relacion de volimenes 50:50 entre las fases
superior e inferior de los sistemas, por lo cual se eligi6 como mezcla base para

atender la separacion de compuestos bioactivos de frutos de arandano.

3.3.2 Separacion de compuestos bioactivos

3.3.2.1. Material vegetal

Se utilizaron bayas de arandano (Vaccinium corymbosum) en madurez de
consumo conservadas en refrigeracion comercial. Con ayuda de un procesador
de alimentos marca Nutribullet®, los arAndanos fueron molidos hasta obtener un

puré, gue posteriormente se filtr6 pasandolo a través de dos lienzos de tela tipo
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organza con la finalidad de atrapar las particulas solidas y asi obtener un jugo
traslucido (JT).

3.3.2.2. Sistemas acuosos bifasicos (ABS)

Se prepararon mezclas de 20 g con NasCit y PEG 4000 en concentraciones de
17.73 y 21.33% (estado E’), respectivamente, y usando jugo como disolvente.
Las mezclas se agitaron en equipo Vortemp 56 (ThermoFisher Scientific, USA)
durante 10 min a 10000 rpm y se evaluaron manejos con sedimentacion pasiva
de 15 (R15C) y 30 (R30C) min, seguidos de centrifugacion (Frontier™ 5718R,
Ohaus, Alemania) a 4500 rpm (2940 rfc) durante 15 min para acelerar la
formacion de fases. Adicionalmente se evalu6 un manejo con sedimentacion
pasiva de 24 h sin centrifugacion (R24H). Las mezclas se mantuvieron a
temperatura ambiente (23°C) y protegidas de la luz durante la separacion. Las
fases formadas con R15C, R30C y R24H se separaron y recuperaron en viales
de vidrio, tras lo cual se les ajustdé el pH a 3.0 usando &cido acético y se
almacenaron en oscuridad a -10 °C hasta su analisis. Cada separacion se realizé
por triplicado. Las fases superiores obtenidas mediante ABS se denominaron

“Extractos”.

Para evaluar el efecto de los manejos de sedimentacion pasiva con y sin
centrifugacion sobre el potencial de separacibn de compuestos bioactivos
mediante ABS, las fasesd superior e inferior de los sistemas de separacién se
sometieron a evaluacion de contenidos de fenoles solubles totales (Singleton y
Rossi, 1965), flavonoides totales (Kubola y Siriamornpun, 2011), antocianinas
totales (Lee et al., 2005) y azUcares totales. Asimismo, las fases se sometieron a

evaluacion de actividad antioxidante con el ensayo FRAP (Benzie y Strain, 1996).

3.3.3. Evaluacién de composiciones

3.3.3.1. Azlcares totales (AT)
En tubos de vidrio se mezclaron 300 uL de los extractos diluidos previamente en

agua destilada, con 300 uL de fenol al 5% y 1.5 mL de &acido sulftrico
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concentrado. Se dejaron reaccionar durante 20 min y pasado ese tiempo se
transfirieron 200 uL de las reacciones a pozos de microplacas para medir la
absorbancia a 490 nm en espectrofotdmetro (Synergy ™ HTX, BioTek Instruments,
Inc., USA). La cuantificacién se apoyd con una curva estandar de glucosa y los
resultados se expresaron en miligramos de equivalentes de glucosa por gramo

de muestra en base himeda (MgEG gon?).

3.3.3.2. Flavonoides totales (F)

Se realiz6 una curva estandar con 29 mg de catequina aforados a 1 mL con
metanol al 80% para calcular los flavonoides totales. En tubos Falcon® se
mezclaron 0.5 mL de extracto, blanco o las disoluciones de la curva con 2.5 mL
de agua destilada y 0.15 mL de NaNO: al 5%. Las mezclas se dejaron reaccionar
durante 6 min y se les adicionaron 300 pL de AlClzal 10%. Después de un reposo
de 5 min se agregé 1 mL de NaOH al 5% y se agité en vortéx durante 3 min a
3000 rpm. Se midié absorbancia en espectrofotometro (Synergy™ HTX, BioTek
Instruments, Inc., USA) a 510 nm en 200 pL que se colocaron en pozos de una
microplaca. Los resultados de expresaron en miligramos equivalentes de

catequina por gramo de base himeda (mMgEC gont).

3.3.3.3. Fenoles solubles totales (FST)

Se construyé con una curva estandar de acido galico para determinar el
contenido de fenoles solubles totales (FST). En cada pozo de una microplaca se
mezclaron 25 yL de las diluciones de acido galico, extracto diluido con agua
destilada o el blanco, con 125 uL de H20 destilada, 20 uL de disolucién de Folin-
Ciocalteu, 30 pL de Na2COs al 20%. Cada mezcla se dejo reaccionar durante 30
min en oscuridad y luego se someti¢ a evaluacion de absorbancia a 760 nm en
espectrofotometro (Synergy ™ HTX, BioTek Instruments, Inc., USA). El contenido
fendlico se expres6 como miligramos de fenoles equivalentes a acido galico por

gramo de muestra en base humeda (MgEAG gpbh?).
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3.3.3.4. Antocianinas totales (ANT)

Se prepararon dos soluciones buffer, una de cloruro de potasio (KCl) con pH 1y
otra de acetato de sodio con pH 4.5. En 1 mL de cada buffer se agregaron 25 pL
de la fase superior y en 0.5 mL de cada buffer se adicionaron 0.5 mL de la fase
inferior. Posteriormente, las mezclas se agitaron en vértex durante 15 min a 100
rpm y se centrifugaron por 15 min a 2500 rpm. En cada pozo de una microplaca
se colocaron alicuotas de 100 pL de cada uno de los sobrenadantes para medir
la absorbancia a 518 y 700 nm. Se calculd la concentracién de antocianinas con
la Ecuacion (1) y los resultados se expresaron como equivalentes de
antocianinas (mg EA/mL), donde A es absorbancia obtenida mediante la Ecuacion
(2), PM es peso molecular (449.2 g mol* para cianidina 3-glucésido), FD es factor
de dilucidn, € es coeficiente de extincion molar de Cianidina 3-glucésido (26900
L mol* cm?), la constante 0.38 corresponde a la longitud de la trayectoria (cm) y

la constante 103 es el factor de conversién de gramos a miligramos.

(A*PM * FD % 103)
(£ %0.38) O

Equivalentes de antocianinas =

A= (ASZO nm — A700nm)pH 1.0 — (ASZO nm — A700nm)pH 4.5 (2)

3.3.3.5. Actividad antioxidante con ensayo FRAP

En cada pozo de una microplaca se colocan 20 uL de extracto diluido en metanol
al 80%, 180 uL de la disolucion FRAP y 60 uL de agua destilada. Después de 10
min se midi6 absorbancia a 595 nm. También se prepar6 una curva de calibracion
de Trolox®, que permitid calcular los resultados expresados en micromoles

equivalentes de Trolox® por gramo de muestra en base himeda (MMoIET gont).

3.3.3.6. Eficiencia de separacién
Para cada sistema de separacion se calculd la relacion de volumenes (Vi
adimensional) (Ecuacion 3), Vsup indica el volumen de la fase superior (mL) y Vint

el volumen de la fase inferior del sistema.
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Vsup
Vint

V=

3)

Se calculd el coeficiente de particion (k, adimensional) (Ecuacién 4), bajo la
consideracion de que este parametro describe la relacion de la concentracion de
un compuesto en la fase superior (csup) a la concentracion en la fase inferior (Cint).
En general, el coeficiente de particion indica el nUmero de veces que un

compuesto resulta concentrado en la fase superior en relacion a la fase inferior.

Csup
K== (4)
inf

3.3.4. Extraccion convencional con metanol

Para disponer de una referencia de la eficacia de la extraccién de antocianinas
mediante ABS, se realizd una extraccion metandlica convencional liquido-liquido
(EM), donde se adicionaron alicuotas de 5 g de jugo (JT) a 100 mL de metanol al
80% (p/v) ajustado a pH 3.0 con &cido acético. Las mezclas se mantuvieron en
agitacion constante durante 2 h a 40 °C y se centrifugaron a 4500 rpm durante
10 min. En cada caso se recupero el sobrenadante y el residuo se sometié a una
segunda extraccion similar. Los sobrenadantes de esta extraccion se juntaron y
se sometieron a evaluacion de concentracion de antocianinas con el método

sefalado por Lee et al. (2005).

3.3.5. Evaluacién del potencial pigmentante

3.3.5.1. Matriz alimenticia

Considerando que la composicion de la fase superior de los ABS es basicamente
polimérica, se consultdé la norma general para los aditivos en los alimentos del
Codex Alimentarius (Cuadro 1) para considerar los alimentos en donde se puede
adicionar polietilenglicol y la dosis maxima permitida. Con esta base, se
selecciond una bebida para deportistas (color blanco traslucido) marca
Gatorade® como medio liquido modelo, el cual presentd pH de 3.0 proveyendo

el medio acido para la estabilidad de las antocianinas.
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Cuadro 1. Uso permitido de polietilenglicol en condiciones especificadas para
ciertas categorias de alimentos o determinados productos alimenticios CODEX
Alimentarius (FAO/OMS, 1995).

Producto / alimento Dosis maxima permitida (mg kg)
Goma de mascar 20,000.0
Edulcorantes de mesa, incluidos los que 10,000.0

contienen edulcorantes de gran intensidad

Complementos alimenticios 70,000.0

Bebidas a base de agua aromatizada, 1,000.0

incluidas las bebidas para deportistas,
bebidas energéticas o bebidas electroliticas
y bebidas con particulas afadidas.

3.3.5.2. Preparacion de pigmentos

Los Extractos se prepararon en dos presentaciones: con y sin liofilizar y se
evaluaron como pigmentos de un medio liquido. Para la primera presentacién los
Extractos pasaron a denominarse como pigmento liquido. En la segunda
presentacion los Extractos se liofilizaron en un equipo LABCONCO 18L, Model

7755040, obteniendo asi el pigmento liofilizado.

3.3.5.3. Curvas de saturaciéon de tono

Para evaluar el comportamiento del angulo de tono (Hue) en el medio liquido con
la adicién de pigmento liquido vy liofilizado, se construyeron curvas de tonalidad.
En 10 g de medio liquido se incorporé gradualmente pigmento liquido o liofilizado
hasta completar 1 g. Después de cada adicion se midieron los valores de a* y b*
con un colorimetro HunterLab (MiniScan XE® Plus, Hunter Associates Laboratory
Inc., Reston VA, USA), con lo cual se evalué el &ngulo de tono o matiz (Hue, h°)
con la Ecuacion (5), donde la constante 57.296 corresponde a la conversion de
radianes a grados. Los datos se expresaron en grados, cuyo rango de variaciéon
fue de 0 a 360°, donde 0° corresponde al rojo, 90° al amarillo, 180° al verde y
270° al azul (Zielinska y Michalska, 2016). Todas las mediciones se realizaron

por triplicado.

he = tan™ (%) x 57.296 (5)
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3.3.5.4. Comportamiento del pigmento en el medio liquido

Se expusieron los medios liquidos pigmentados a condiciones conservativas y
deteriorativas para evaluar el comportamiento del angulo de tono y el contenido
de antocianinas durante un periodo de 15 d con las siguientes especificaciones:

e Condicion conservativa: temperatura de refrigeracion (4.5 °C) y oscuridad.

e Condicion deteriorativa: temperatura ambiente (23°C) y exposicion a la luz.

Cada 24 h se realiz6 la mediciébn de valores de a* y b* con un colorimetro
HunterLab (MiniScan XE® Plus, Hunter Associates Laboratory Inc., Reston VA,
USA), lo que permitié calcular la tonalidad (Hue) con la Ecuacion (6) presentada
anteriormente. También, se cuantificO el contenido de antocianinas con la
metodologia descrita por Lee et al. (2005) y se midi6 el pH con un potencibmetro
(Condutronic modelo pH120, USA). Todas las mediciones se realizaron por

triplicado.

3.3.6. Andlisis de datos

Durante la fase de separacion, los datos de concentracidbn de compuestos
bioactivos en los sistemas de separacién se sometieron a andlisis de varianza
complementado con rutinas de comparacion de medias de tratamiento realizadas
con el estadistico de Tukey y nivel de significancia de 0.05. Los factores de
variacion fueron las fases (superior e inferior) y las condiciones de separacion
(R15C, R24C y R24H). Durante la fase de evaluacion de pigmentacion, se
consideré como factor de variacion a la condicion de almacenamiento del medio
liquido. Asimismo, los datos de cinética de cambio de angulo de tono y de
concentracion de antocianinas se sometieron a analisis de regresion. Todo el
analisis estadistico se llevo a cabo en el software Minitab 17. Todas las rutinas

experimentales se realizaron por triplicado.
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3.4. Resultados y discusion

3.4.1 Diagrama de fases

Las mezclas de citrato de sodio y polietilenglicol 4000 preparadas con apoyo del
diagrama de fases descrito por Carranza-Gomez (2018) permitieron formar
sistemas bifasicos (Figura 5). La formacion y composicion de fases en este tipo
de sistemas se atribuye a un fenémeno de exclusion salina o salting- out (Sadeghi
y Jahani, 2012), donde ocurre una disminucion de solubilidad del componente

polimérico a medida que la concentracion de sal aumenta.

Para la construccion del diagrama de fases, Carranza-Gomez (2018) us6 agua
desionizada como disolvente. Sin embargo, en el presente trabajo se usé de jugo
de arandano como disolvente de NasCit y PEG 4000 con la composicion
correspondiente al estado E’ de 17.73 y 21.33%, respectivamente, y se encontro
que la formacion de sistemas bifasicos se mantuvo en los tres tratamientos R15C,
R30C y R24H, con la aparicion de una fase superior, cuya composicion fue
principalmente polimérica, y una fase inferior, donde se tuvo composicion
principalmente salina. En el desarrollo de los sistemas, se logré un limite
interfacial claro desde la condicion de reposo de 15 min (R15C). Al respecto, Xi-
Lian et al. (2013) definieron que el tiempo desde que se detiene el mezclado de
un ABS hasta la aparicion de un limite interfacial claro entre las dos fases se toma

como tiempo de separacion de fases.

Cuadro 2. pH de las fases obtenidas en sistemas acuosos

bifasicos.
Manejos Fase pH
R15C Superior 6.84 (0.01)
Inferior 6.18 (0.01)
R30C Superior 6.83 (0.01)
Inferior 6.17 (0.02)
R24H Superior 6.57 (0.02)
Inferior 6.26 (0.02)
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El pH de las fases formadas oscil6 en valores cercanos a la neutralidad (Cuadro
2). En tal sentido, en virtud de que la estabilidad de las antocianinas se reduce
significativamente con pH superior a 5.0, el uso de sedimentacion pasiva en un
periodo de tiempo reducido, seguida de centrifugacion, permitio reducir el tiempo

de exposicion de las biomoléculas a una condicion deteriorativa.

3.4.2. Separacion de compuestos bioactivos

Los sistemas acuosos bifasicos se sometieron a cuantificacion de compuestos y
se analizo el efecto que provoca las fases y los manejos de sedimentacion sobre
su concentracién. Con base en el ANOVA (Cuadro 3) se infiri6 que efecto de
estos factores de variacion en la concentracion de antocianinas, fenoles solubles
totales, flavonoides y de azucares totales, asi como en actividad antioxidante

entre las fases superior e inferior.

Cuadro 3. Valores percentiles de la distribucibn de Fisher (a = 0.05)
correspondientes al ANOVA de la separacion de compuestos bioactivos

mediante sistemas acuosos bifasicos

ValorE  GL ANT ET = FRAP AT

R2 99.15% 96.83%  99.23% 99.99% 99.21%
g:éi 1 1370.68* 311.72*  1410.25*  89101.36* 1267.29*
Tiempo

de 2 8.10* 13.32¢  37.74* 108.46*  22.90*
reposo

*Al menos un nivel dentro del factor de variacién produjo un efecto diferente en relacion con el
resto (a = 0.05). ANT: antocianinas totales, FT: fenoles totales, F: flavonoides totales, FRAP:

Actividad antioxidante con ensayo FRAP, AT: AzUcares totales.

La mayor concentraciéon de antocianinas se obtuvo en la fase superior de los
sistemas (Cuadro 4) y, de hecho, la concentracién de estos compuestos en las
fases inferiores fue practicamente nula, lo cual sugiri6 mayor compatibilidad de
estos compuestos con la composicion de la fase superior. Las mayores
concentraciones de antocianinas en las fases superiores se encontraron en el

tratamiento R30C y las menores en el tratamiento R24H, lo cual se explic6 con
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base a un mayor tiempo de exposicion a una condicion degradativa del material
de este ultimo, lo cual confirmo6 que el uso de centrifugacion es una alternativa
gue favorece la presencia de estos compuestos en los extractos. En tanto, el
resultado obtenido en R15C fue estadisticamente similar a R30C.

Cuadro 4. Concentracion de compuestos bioactivos en los extractos de arandano
obtenidos mediante ABS.

Manejo ANT FST F FRAP AT
Fase superior
R15C 0.159 a 0.286 b 0.275 a 703.375b 5.294d
(0.006) (0.007) (0.013) (7.26) (0.16)
R30C 0.172 a 0.301 b 0.177 b 777.145 a 4.716 d
(0.009) (0.019) (0.018) (10.23) (0.12)
R24H 0.131 b 0.519 a 0.175b 785.220 a 9.207 ¢
(0.018) (0.104) (0.017) (2.45) (0.33)
Fase inferior
R15C Oc 0.007 ¢ 0.005 ¢ 16.904 c 17.115a
0) (0.001) (0.001) (0.92) (0.88)
R30C Oc 0.010c 0.006 c 13.589 ¢ 14.268 b
0) (0.004) (0.002) (0.07) (0.58)
R24H Oc 0.006 c 0.001 c 17.851c 13.162 b
0) (0.000) (0.001) (1.10) (0.51)

Comparaciéon de medias de Tukey con confianza de 95% donde las medias que no comparten
una letra dentro de columnas son significativamente diferentes. ANT: antocianinas (mg EA/g
fase). FST: fenoles totales (mg EAG gonl). F: flavonoides (mgEC gonl). FRAP: actividad
antioxidante con ensayo FRAP (mMMOoIET gont). AT: azlcares totales (mg EG gont)

Las antocianinas son componentes importantes del jugo de ardndanos debido a
su papel en la produccion del color del jugo y su actividad antioxidante porque se
ha demostrado que tienen un papel importante en la prevencién de
enfermedades neuronales y cardiovasculares, cancer y diabetes (Patras,
Brunton, O'Donnell y Tiwari, 2010). La literatura sefiala que las antocianinas
presentes en el arandano son galactosidos, glucosidos y arabinosidos de las

antocianidinas delfinidina, cianidina, petunidina, peonidina y malvidina, y sus
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concentraciones varian mucho entre genotipos (Scalzo, Miller, Edwards,
Meekings y Alspach, 2009; Wang, Chen, Camp y Ehlenfeldt, 2012).

En forma similar al caso de las antocianinas, los fenoles solubles tuvieron mayor
compatibilidad con la fase superior; sin embargo, el uso de reposo de 24 h causo
mayor concentracion de estos compuestos en esa fase, lo que sugirié que un
tiempo de separacion prolongado es un factor importante para favorecer la
separacion de estos compuestos. Sin embargo, el tiempo de sedimentacién no
afectd la concentracion de fenoles en la fase salina y la centrifugacién disminuyé

el contenido total de fenoles en la fase polimérica.

La concentracion de los flavonoides (Cuadro 4) presenté agrupamiento en la fase
superior de los tratamientos R24C y R30C sin diferencia significativa entre ellos,
por lo que R15C difiere de ese grupo representando la mayor concentracion de
flavonoides (mg EC gont). Al respecto, segun Junfeng, Wenjun, Binbin, Yongchao
y Zhixia, (2019) los flavonoles y las proantocianidinas se biosintetizan
principalmente en la etapa inicial del desarrollo, mientras que las antocianinas se

acumulan principalmente en las etapas tardias del desarrollo del fruto.

En cuanto a la actividad antioxidante con ensayo FRAP, se infiri6 que entre los
tres tratamientos de la fase inferior no hubo diferencia y ya que la mayor
concentracion de los compuestos bioactivos se encuentra en la fase superior, la
actividad antioxidante en la fase superior también fue mayor en R24H y R30C.
Las altas actividades antioxidantes de las frutas se atribuyen en gran medida a
compuestos fendlicos como las antocianinas y otros compuestos flavonoides
(Shiow Hangjun, Mary y Mark, 2012), lo que sustenta que como R24H y R30H
tuvieron las concentraciones mas altas de fenoles solubles y antocianinas,
respectivamente, la actividad antioxidante fue mayor en esos tratamientos. Las
actividades antioxidantes de los compuestos fenolicos se deben principalmente
a sus propiedades redox que pueden desempeiar un papel importante en la

absorcion y neutralizacion de radicales libres, apagando el oxigeno singlete y
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triplete o descomponiendo el peroxido (Larson, 1988). Los valores previamente
informados de actividad antioxidante obtenida con el ensayo FRAP en jugos de

arandanos ha estado en el rango de 3.6—4.7 ymol Fe?*/mL (Seeram et al., 2008).

En cuanto al comportamiento de los azucares totales, las mayores
concentraciones se encontraron en la fase inferior, siendo el R15C el que
maximiza la extraccion de azlcares, lo que favorece a los extractos de la fase
superior, ya que es conveniente que la concentracion de azucares en la fase
superior sea minima, lo cual se consiguié en mayor grado con los tratamientos
R15C y R30C.

La modificacion de las condiciones de manejo de los sistemas acuosos bifasicos
afect6 de manera significativa (p < 0.05) los parametros de separaciéon de
compuestos bioactivos. Las concentraciones de antocianinas, fenoles solubles
totales flavonoides resultaron con valores significativamente mayores en la fase
superior de los sistemas, lo que caus6 que alli se tuviera la mayor actividad
antioxidante. En contraste, los azlcares se encontraron con la mayor
concentracion en la fase inferior, lo que confirmé que los sistemas acuosos
bifasicos pueden separar compuestos bioactivos atendiendo la reduccién del
contenido de azulcares. Al respecto, en forma paralela a la disminucion de
solubilidad del polimero causada por un efecto de exclusion salina o salting-out,
ocurrio un fendbmeno similar de reduccién de solubilidad de los compuestos
bioactivos, lo que causé la migracién de éstos hacia la fase superior, cuya
composicion fue principalmente polimérica, a diferencia de la inferior, donde se

tuvo composicion principalmente salina.

La mayor separacion de antocianinas en la fase superior (0.172 mg EA/g
muestra) se obtuvo R30C y en esta condicion también se presentd la mejor
separacion azucares, los cuales se concentraron principalmente en la fase
inferior. Asimismo, la actividad antioxidante de la fase superior de los sistemas

tuvo los mayores valores, lo que indicé que las condiciones favorecieron en

53


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0308814611016311#b0095
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0308814615007621#b0175

mayor medida la migracion de los compuestos bioactivos hacia esa fase en
relacion con la fase inferior. Por otro lado, la relacion de volimenes en R15C fue
de 1.14, en R30C fue de 0.9 y en R24H fue de 3.67. A este respecto, el
comportamiento observado en los tratamientos apoyados con centrifugacion fue
congruente con lo descrito por Carranza-Gomez (2018) en el sentido que el
sistema basado en 17.73% de NasCit y 21.33% de PEG 4000 causa una
separacion con volumenes de fase similares. Sin embargo, la mayor relacion de
volumenes encontrada en R24H sugirié que con mayor tiempo puede ocurrir una
transicion a otro, donde cambia la interaccion del agua con las moléculas

disueltas.

El coeficiente de determinacion para las antocianinas en R15C, R30C y R24C
fue indeterminado, debido a la ausencia de estas en la fase inferior. Los fenoles
solubles presentaron coeficientes de determinacion de 40.86, 30.10y 86.50, para
los flavonoides totales resultaron 55, 29.50 y 175 y para los azucares 0.31, 0.33
y 0.70 respectivamente. Confirmando con base en los coeficientes de
determinacién mayores a 1 que los compuestos bioactivos se concentraron en la
fase superior y para los azucares al ser menor a 1 se confirm6 que la mayor

concentracion ocurrié en la fase inferior.

3.4.3 Extraccién metandlica de antocianinas

La extraccion con metanol se compar6 con los manejos de sedimentacion pasiva
en la extraccién de antocianinas a partir del jugo de arandano. Al respecto, el
analisis de varianza (Cuadro 5) indic6 que hubo diferencia significativa entre los
tratamientos, por lo que se procedié con la comparacién de medias con el

estadistico de Tukey (p<0.05).
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Cuadro 5. Valores percentiles de la distribucion de Fisher (F0.05)

correspondientes al ANOVA de separacion de antocianinas en jugo de arandano.

Valor F EM EMS ABS 30 ABS 15 ABS 24
13.01* 0.190 0.149 0.172 0.159 0.131
a bc ab bc C

Al menos un nivel dentro del factor de variacién produjo un efecto diferente en relacién con el
resto (a = 0.05). Antocianinas (NgEA/mL). Comparacion de medias de Tukey con confianza de
95%. Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes

La concentracion de antocianinas obtenida mediante la separaciéon metandlica,
fue similar a la obtenida con el tratamiento R30C, en tanto que fue
significativamente mayor a lo obtenido con el tratamiento R24H. Al respecto,
existen reportes previos que han sugerido que la extraccion de antocianinas y
otros polifenoles puede realizarse usando agua con rendimientos similares a los
métodos con solventes orgénicos (Chemat et al., 2015; Ongkowijoyo, Luna y
Gonzalez, 2018). En lo que corresponde al menor valor del tratamiento R24H, los
resultados confirmaron que el uso de reposo largo puede causar degradacion de
los compuestos, por la exposicion a un pH no adecuado, ya que este parametro
podria alterar la carga y las propiedades de la superficie del soluto, afectando asi
la particion de los compuestos objetivo (Tan, Liy Xing, 2010).

3.4.3. Curvas de tonalidad adquirida por el medio liquido

Se evalu6 el potencial pigmentante de los extractos obtenidos en un medio
liquido, donde el angulo de tono disminuy6 (Figura 6), dando una apariencia mas
roja, con la adicion de extracto liquido o liofilizado. EIl color de las antocianinas
esta influenciado por el grado de acilaciébn aromética, pH, co-pigmentacion con
otros compuestos fendlicos, complejacion de metales y puede variar de naranja,
rojo, rosa y morado a azul (Yoshida et al., 2009). En este caso, las coloraciones

se tornaron rojas.
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Figura 6. Curvas de tonalidad adquirida por el medio liquido con los pigmentos
obtenidos con R15C (A), R30C (B), R15C (C) y R30C (D).

En la primera adicion de material, fue claro que el pigmento liquido R15C tuvo un
angulo de tono similar a que proveyo el pigmento liquido R30C. En ambos casos,
se observo una tendencia lineal hasta los 0.4 g de extracto adicionado y después
el comportamiento se hizo logaritmico. Sin embargo, con extracto liofilizado el
angulo de tono disminuy6 hasta valores cercanos a rojo absoluto y ello se logro
con menores cantidades de materia pigmentante. El fenOmeno de co-
pigmentacion ocurre cuando el pigmento (antocianinas) y el co-pigmento
(sustancia incolora) forman complejos no covalentes. Se observa como un
cambio bathocrémico y efecto hipercromico, que estabiliza y modula el color de
las antocianinas, contribuyendo a un color mas intenso (Asen, Stewart y Norris,

1972; Trouillas et al., 2016). En el Cuadro 6 se presentan modelados para
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predecir la tendencia del angulo de saturacion cuando se agrega cierta cantidad

de pigmento.

Cuadro 6. Modelado de las tendencias en las curvas de saturacion de tono del

medio liquido con los pigmentos obtenidos con ABS.

| Ecuacion
Pigmento liquido (R15C
Polindbmica de segundo grado y =21.43x? - 47.289x + 43.685
R? 99.46%.
Pigmento liquido (R30C)
tendencia logaritmica y = -7.145In(x) + 16.786
R2 98.63%
Pigmento liofilizado (R15C)
tendencia es logaritmica y =-16.7In(x) - 1.8798
R2 96.98%
Pigmento liofilizado (R30C)
tendencia logaritmica y =-16.28In(x) - 2.9796
R2 95.13%

Pigmento (g)
0 : : : ; : 0.6 07 08 0.

Liquido R15C

Liquido R30C

Liofilizado R15C

Liofilizado R30C

Figura 7. Curvas de tonalidad adquirida para los extractos obtenidos a partir de
Vaccinium corymbosum adicionados en bebida para deportistas.

En la Figura 7 se muestra la coloracion que adquirio la bebida conforme se
adicionaron ciertos gramos de pigmento. Las curvas de saturacién tornaron de
color rosado el medio liquido hasta que el pigmento incremento a 0.3 g. A partir
de alli, se comenz6 a percibir una coloracion mas fuerte en los pigmentos

liofilizados. La incorporacion de los pigmentos al medio liquido fue sencilla 'y no
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se requirid6 de agitacibn mecanica, ni se percibieron particulas suspendidas.
Asimismo, el color se tornd a simple vista mas intenso a partir de los 0.7 g para
el pigmento liquido y 0.6 g para el liofilizado. Fue notable que los tratamientos
liofilizados causaron un aspecto de enrojecimiento progresivo en comparacion de
los extractos liquidos, que presentaron tonalidades oscuras que después

disminuyen su intensidad.

3.4.4. Comportamiento de los extractos

3.4.4.1. Cantidades de material pigmentante

Con base en el CODEX Alimentarius (FAO/OMS, 1995), la dosis maxima
permitida de polietilenglicol en bebidas para deportistas es de 1000 mg kg?. Con
esta base se hicieron los calculos para conocer la cantidad méaxima permitida de
cada extracto en 10 g de bebida Gatorade®. Los tratamientos se muestran en el
Cuadro 7.

Cuadro 7. Descripcion de los tratamientos para evaluar el potencial
pigmentante en un medio liquido

Condicién Tratamiento (g) de pigmento adicionado en medio liquido
Conservativa T1 0.5 g de extracto liquido R15C

T2 0.6 g liquido R30C

T3 0.3 g liofilizado R15C

T4 0.3 g liofilizado R30C
Deteriorativa T5 0.5 g liquido R15C

T6 0.6 g liquido R30C

T7 0.3 g liofilizado R15C

T8 0.3 g liofilizado R30C

3.4.4.2. Estabilidad de pigmentos

La Figura 8 A corresponde al pigmento liquido obtenido con R15C, donde el
angulo de tono descendio durante los primeros 4 d, cuando el pigmento se
encontraba en conservacion. A partir del dia 5 comenzo6 a aumentar el valor del

angulo de tono y el comportamiento se observé hasta el dia 12. El angulo de tono
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en condiciones deteriorativas se mantuvo un tanto estable los primeros 5 d y fue

en el dia 8 cuando comenzé a tener un comportamiento similar al pigmento en

condicion de conservacion, ambos tuvieron una caida del angulo Hue con valores

alrededor de los 18°.
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Figura 8. Variacién del angulo de tono en medio liquido pigmentado con los
extractos liquidos y liofilizados en condiciones conservativas y deteriorativa. Los
circulos cerrados corresponden a condicién conservativa y los abiertos a
condicion deteriorativa. A: extracto liquido obtenido con R15C. B: extracto liquido
obtenido con R30C. C: extracto liofilizado obtenido con R15C. D: extracto

liofilizado obtenido con R30C.

El comportamiento del dngulo de tono para el medio liquido pigmentado con

extracto liqguido R30C en condicion conservativa y de deterioro (Figura 8B) fue

similar en los primeros 7 d. Se observo que la condicion deteriorativa afecto el

comportamiento del pigmento, ya que el valor del angulo de tono aumenté y
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disminuy6 un par de veces durante el resto de los dias. Los pigmentos liofilizados
(Figura 8 C y D) tuvieron un comportamiento similar entre ellos y entre las
condiciones de almacenamiento. El &ngulo de tono del liquido pigmentado con
estos materiales no tuvo cambios repentinos hasta el dia 13, en donde se
presentd un aumento por arriba de los 45°, para posteriormente bajar a menos

de 20° en conservacion y menos de 30° para el deterioro.
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Figura 9. Comparacién de la concentracion de antocianinas para cada pigmento
en conservacion y deterioro. Los circulos cerrados corresponden a condicion
conservativa y los abiertos a condicion deteriorativa. A: extracto liquido obtenido
con R15C. B: extracto liq uido obtenido con R30C. C: extracto liofilizado obtenido
con R15C. D: extracto liofilizado obtenido con R30C.
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3.4.4.3. Comportamiento de antocianinas en el medio liquido

En la Figura 9 A la concentracion de las antocianinas obtenidas mediante R15C
y adicionadas como pigmento liquido en la bebida fue similar del dia 1 al 6.
Después, la concentracion aumento en condiciones de deterioro en el dia siete y
y tuvieron otra alza para el dia 12. En tanto, cuando el tratamiento se expuso a

condiciones conservativas, la concentracion aument6 hasta el dia 14.

La concentracion de antocianinas (Figura 9B) parecié inestable en ambas
condiciones ambientales y se mantuvo oscilando durante los 15 dias cuando se
usé extracto liquido obtenido con el tratamiento R30C. Sin embargo, las
concentraciones mas altas se registraron cuando el material pigmentado se
mantuvo en condiciones conservativas. El extracto liofilizado (Figura 9C)
presentd un declive en la concentracibn de antocianinas en condicion
conservativa desde el dia 0 al 7, para posteriormente presentar mayores
concentraciones, las cuales no pudieron estabilizarse, marcando un
comportamiento de aumento y declive. En la Figura 9D, la concentracion de
antocianinas entre los tratamientos oscilé entre concentraciones medias y bajas
de dia 1 al 7. En las condiciones conservativas se presentd la mayor
cuantificacion en el dia 8 y descendio al otro dia; sin embargo, para el resto de

los dias la concentracién fue aumentando mas que en la condicion deteriorativa.

Segun Patras et al. (2010) han sugerido que la degradacidn de antocianinas esta
relacionada principalmente con la apertura de su anillo de pirilio y la formacion
de chalcona. La estabilidad de las antocianinas disminuye con el aumento del
namero de grupos hidroxilo en el anillo B de la antocianidina y aumenta con el
aumento del grado de metilacion (Zhao et al., 2017). Las antocianinas son de
gran importancia para la ciencia y la tecnologia de los alimentos, ya que el color
atractivo de los alimentos es un parametro de calidad importante que afecta las

preferencias de los clientes (Klisurova et al., 2019).
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3.4.4.4. pH

El pH se mantuvo con valor de 3 desde el momento que la acidificaron de los
Extractos y asi se mantuvo durante los 15 dias de exposicién de los medios
liguidos pigmentados mantenidos en condiciones de deterioro. El pH juega un
papel importante durante la pigmentacion, lo que se puede explicar mediante la
co-pigmentacion, que consiste en interacciones hidrofébicas (apilamiento 1 — 1)
entre los nucleos polarizables planos de las formas coloreadas de las
antocianinas y otras moléculas (es decir, copigmentos). Los complejos de co-
pigmentacidén adoptan una configuracién tipo sandwich, que protege al cromoéforo
de flavilio del ataque nucleofilico del agua, reduciendo asi la formacion de formas
incoloras de hemicetal y calcona. El resultado final es que las soluciones de
antocianinas muestran un color mas intenso de lo que tedricamente podria

esperarse segun el valor de pH del medio (Goto y Kondo, 1991).

3.5. Conclusiones

El uso de sistemas acuosos bifasicos permiti6 separa fenoles solubles,
flavonoides y antocianinas de jugo de arandano, reduciendo significativamente el
contenido de azucares. El uso de sedimentacién pasiva por un periodo de 15 min
seguida de centrifugacion por 30 min permite la formacion de sistemas bifasicos,
sin embargo, el uso de sedimentacién pasiva por 30 min, seguida del mismo
tratamiento de centrifugacién incrementa la cantidad de compuestos bioactivos
separados. La sedimentacion pasiva por 24 h, como unico procedimiento en el
uso de sistemas acuosos bifasicos causa reduccion significativa del contenido de
antocianinas. El uso de extractos obtenidos con sistemas acuosos bifasicos con
15 o 30 min de sedimentacion pasiva, seguidos de centrifugacion y liofilizacion
favorece el potencial pigmentante de medios liquidos, en relacion al uso de
extractos liquidos. Se demostr6 que los extractos obtenidos con ABS son

adecuados para pigmentar medios liquidos
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4. CONCLUSIONES GENERALES

El jugo de arandano (Vaccinium corymbosum L.) demostré compatibilidad como
disolvente en el sistema acuoso bifasico formado por polietilenglicol 4000 y citrato
de sodio. Los compuestos fendlicos, flavonoides y antocianinas presentaron
afinidad con la fase polimérica en altas concentraciones respecto a la fase salina.

La concentracion de antocianinas del jugo de arandano disminuyé cuando la
sedimentacion se prolong6 durante 24 h, lo cual sugirié que estos compuestos
se ven afectados por el pH de la fase superior. La centrifugacion no sélo evit6 la
exposicion prolongada de las biomoléculas al medio, sino que también redujo el
tiempo del proceso de separacidon mediante sistemas acuosos bifasicos, lo que

es de gran importancia si se piensa en un escalamiento a nivel industrial.

La mayor condicion para la separacion de los pigmentos de interés resultd ser el
tratamiento R30C, que consistid en el uso de sedimentacién pasiva de 30 miny
posterior centrifugacion de 15 min, ya que se cuantific6 mayor concentracion de

antocianinas y la menor concentracion de azucares en la fase superior.

El tratamiento con sedimentacion pasiva de 24 h (R24C) concentrd la mayor
cantidad de fenoles solubles totales y, por tanto, la mayor actividad antioxidante,
con lo cual se aceptd que los flavonoides no fueron los Unicos compuestos

fendlicos presentes en el jugo de arandano.
La bebida seleccionada como medio liquido resultdé compatible con los

requerimientos de pH del pigmento. El pigmento liofilizado otorgd angulos de tono

mas bajos que el liquido y con menor cantidad de pigmento durante 12 d.
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El contenido de antocianinas tuvo un comportamiento parecido en condiciones
de degradacién y conservacion para los pigmentos liquidos obtenidos con
sedimentacion pasiva de 15 (R15C) y 30 min (R30C), seguidos de centrifugacion

por 15 min.
Los compuestos bioactivos caracteristicos del arandano presentaron potencial

pigméntate dentro del &ngulo de tono del color rojo. Su usé como pigmento

natural tiene potencial para colorear medios liquidos.
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