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RESUMEN

Los alimentos estan ligados a diversos atributos sensoriales como el olor, el sabor, la
texturay el color. En la industria alimentaria varias son las sustancias que se emplean para
mejorar o resaltar esas cualidades organolépticas. Son los denominados aditivos
alimentarios, sustancias afiadidas con un fin positivo y bajo ninglin concepto para

enmascarar la mala calidad de un alimento.

Estas sustancias son ocupadas muy comunmente por las industrias de alimentos,
principalmente los colorantes artificiales, los cuales pueden estar relacionados con la
generacion de alergias sobre todo en nifios. La industria busca su sustitucion por
colorantes naturales. El colorante a partir del rabano es una alternativa para su uso en
diferentes alimentos procesados, pero su estabilidad no es lo suficientemente buena en

comparacién con los artificiales.

Se realizd la extraccién del colorante a partir del rdbano y se probaron diferentes
condiciones de almacenamiento de una bebida no carbonatada, para comprobar la
estabilidad de las antocianinas extraidas. Estos pigmentos demostraron baja estabilidad
ante el efecto de la luz led y en cuanto a la temperatura, el almacenamiento a 38 grados

centigrados provocé una mayor degradacion del colorante.

Palabras Clave:

Industria Alimentaria, Antocianinas, Colorante Natural, Colorante Artificial, Rabano,

Aditivos Alimentarios
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ABSTRACT

Food is linked to various sensory attributes such as smell, taste, texture and color. In the
food industry there are several substances that are used to improve or highlight these
organoleptic qualities. They are the so-called food additives, substances added with a

positive purpose and under no circumstances to mask the poor quality of a food.

These substances are very commonly used by food industries, mainly artificial colors,
which may be related to the generation of allergies especially in children. The industry
seeks its replacement by natural dyes. The coloring from radish is an alternative for use in

different processed foods, but its stability is not good enough compared to artificial ones.

The dye was extracted from the radish and different storage conditions of a non-
carbonated beverage were tested to check the stability of the extracted anthocyanins.
These pigments demonstrated low stability to the effect of LED light and in terms of

temperature, storage at 38 degrees Celsius caused greater degradation of the dye.

Keywords:

Food Industries, Anthocyanins, Natural Coloring, Artificial Coloring, Radish, Food
Additives
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B. CONTENIDOS
CAPITULO 1

MARCO TEORICO

1.1. Antecedentes Investigativos

1.1.1. Aditivos alimentarios

Los alimentos estan ligados a diferentes atributos sensoriales como son el aroma, la
textura, el gusto y el color, que generan un mayor 0 menor grado de aceptacion por parte
del consumidor. Sin embargo, el procesamiento tecnol6gico puede provocar una
disminucion de estos atributos debido a los cambios fisicoquimicos que ocurren en la
matriz. A nivel de laindustria alimentaria el uso de sustancias que resalten estas cualidades
es cada vez mas comun con el fin de obtener un mayor grado de aceptabilidad en el
producto final (Utset, 2020). Estos son los denominados aditivos alimentarios que segln
lanorma NTE INEN (2011) son aquellas sustancias que no se consumen normalmente en
un alimento, afiadidas de manera intencional para un fin positivo en el producto y no para
enmascarar la mala calidad del mismo, ademas que no se usa como materia prima para la
elaboracion de los alimentos. Los aditivos alimentarios, pueden clasificarse en
edulcorantes, conservantes, antioxidantes, acidulantes, saborizantes, gelificantes,
estabilizantes y colorantes entre los mas importantes y usados en las industrias (Qiu et al.,
2020; Tovar et al., 2012).

1.1.1.1. Edulcorantes

Los edulcorantes tienen como principal caracteristica el aporte de sabor dulce, similar al
del azucar en los alimentos. Se divide en edulcorantes no nutritivos que son aquellos que
se han sintetizado quimicamente tales como sacarina, aspartame o acesulfame y los

edulcorantes naturales que se obtienen de fuentes naturales principalmente de plantas



como la stevia o la taumatina. El uso de los edulcorantes en los alimentos es para eliminar
el aporte calorico y para sustituir parcial o completamente el uso de azlcar en los
productos terminados (Stephens-Camacho et al., 2018).

1.1.1.2. Conservantes

Los conservantes son usados para prolongar el tiempo de vida Util de cualquier producto,
acttan principalmente previniendo o deteniendo el deterioro que puede darse por accion
de los microorganismos. Estos son usados en alimentos como embutidos, bebidas
carbonatadas y no carbonatadas, enlatados, licores y jugos; ejemplos de esta clase de
aditivos son los parabenos, sulfitos, nitritos, el benzoato de sodio y el sorbato de potasio
(Velazquez-Samano et al., 2019).

1.1.1.3. Antioxidantes

Los antioxidantes son utilizados principalmente en alimentos que contengan grasa vegetal
0 grasa animal ya que son los principales en sufrir procesos oxidativos. Antioxidantes
como el acido ascorbico, ascorbato sodico o0 ascorbato calcico prolongan el tiempo de vida
uatil en productos como cereales, panificacion o aceites y ademas son hidrosolubles
(Velazquez-Samano et al., 2019).

1.1.1.4. Acidulantes

Este aditivo alimentario tiene la capacidad de modificar y controlar el pH de un alimento,
entre los mas utilizados esta el &cido citrico que se puede encontrar en frutas citricas como
limén, mandarina, naranja, entre otros; pero también se puede sintetizar quimicamente.
Otro de los mas utilizados es el acido ascérbico o vitamina C y que en la actualidad en
numerosos alimentos para nifios es afiadido, existen otros acidulantes como por ejemplo

el acido tartarico, malico y fumarico (Milagro et al., 2019; Segovia et al., 2022).
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1.1.1.5. Saborizantes

Son aditivos que pueden ser obtenidos por dos medios diferentes ya sea natural o artificial.
Los saborizantes naturales provienen de frutas, extractos, cortezas o aceites esenciales,
logrando un sabor idéntico al natural en un producto procesado. Los saborizantes
artificiales son obtenidos por procesos quimicos y tienen el mismo fin que los naturales.
Estos aditivos se encuentran en la mayoria de los alimentos actuales ya que ayudan a
resaltar el sabor (Bautista & Mora, 2019).

1.1.1.6. Gelificantes

Este aditivo es utilizado para espesar y estabilizar alimentos que sean liquidos o sélidos
brindandoles viscosidad y consistencia sin cambiar su sabor original. Los gelificantes
tienen la capacidad de absorber una parte liquida de los alimentos para asi obtener una
apariencia mas solida y pueden ser usados en helados, yogures, confiteria, entre otros. Los
gelificantes utilizados en las industrias de alimentos son la goma xantana, pectina,
carboximetil celulosa, carreganato sédico, goma guar, goma arabiga. etc (Martinez et al.,
2018).

1.1.1.7. Estabilizantes

Estos son capaces de unir una 0 mas sustancias inmiscibles en un alimento, es decir, evitan
que se separen los componentes e incrementan la viscosidad haciendo que un producto
sea fisica y quimicamente mas estable. Estos se pueden usar en yogur, helado, bebidas
lacteas, confites, jugos naturales, masas, entre otros. En el caso del helado ayuda a prevenir
la separacion de la grasa y retarda el crecimiento de cristales de hielo en el proceso de
congelacion lo que beneficia a la calidad sensorial del producto final (Posada et al.,
2012).



1.1.1.8. Colorantes

Los colorantes alimentarios son aditivos que se han utilizado desde hace 3000 afios,
cuando los egipcios los empleaban para afiadir color a diversos productos que consumian
principalmente confites. En los siglos XVII1'y XIX el uso de colorantes era cada vez mas
comun para presentar productos de mejor calidad cuando en realidad estos alimentos
estaban en mal estado, este tipo de acciones se mantuvo hasta el afio 1994 cuando la Union
Europea public la Directiva 94/36/CE donde se detalla el uso de los colorantes
alimenticios y bajo qué condiciones se puede emplear en los productos terminados. Es
importante resaltar que los consumidores responden al color de los alimentos asociandolos
con diferentes caracteristicas como su frescura, sabor o calidad, llegando a influir de
manera significativa en la preferencia de un producto sobre otro. Por esta razén el uso de
colorantes es una practica muy extendida en las industrias alimenticias por sus diversas

funciones y ventajas (Hernandez, 2010, Astiasaran & Anchia, 2003).

Las principales funciones de los colorantes son: realzar o intensificar el color, restaurar
las pérdidas de color que haya sufrido un alimento durante su proceso tecnol6gico, mejorar
el aspecto visual, corregir variaciones de color en el tiempo de vida util y brindar un

aspecto natural a los productos (Hernandez, 2010, Kraser & Hernandez, 2019).

Se dividen en colorantes artificiales o sintéticos obligados a llevar certificacion y naturales
(Llerena, 1995).

1.1.1.8.1. Colorantes Artificiales

Son los mas utilizados en las industrias alimentarias (Tabla 1) por la alta gama de colores
gue presentan, sin embargo, estan obligados a llevar una certificacion en la que se detalla
las especificaciones de uso para su aplicacion segura en los alimentos. Dentro de las
normas del Codex Alimentarius (2021), se menciona que la pureza debe ser como

minimo del 85%, y que los procesos de extraccion, separacion e identificacion del



colorante son parametros primordiales a tener en cuenta (Bolafios et al., 2003, Vazquez
et al., 2016).

Estos colorantes presentan como ventajas su estabilidad frente a tratamientos térmicos,
luz, pH acido o basico, ademas son solubles en agua, tienen bajo costo, alto rendimiento

y pueden ser aplicados en la mayoria de los alimentos (L6pez, 2018, Calvo, 2020).

Las desventajas de los colorantes artificiales se relacionan principalmente con la salud del
consumidor. Sanchez, (2013) indica que el consumo prolongado de productos
alimenticios que contengan colorantes puede provocar el desarrollo de alergias, indicios

de asmay en ciertos casos hiperactividad en los nifios (Calvo, 2020).

Tabla 1. Colorantes artificiales permitidos

Cadigo Nombre

E-102 Tartrazina

E-104 Amarillo de quinoleina
E-110 Amarillo anaranjado 5
E-122 Azorrubina (Carmosina)
E-123 Amaranto

E-124 Rojo cochinilla A (Ponceau 4 R)
E-127 Eritrosina

E-129 Rojo allura AC

E-131 Azul patente V

E-132 Indigotina (Carmin de indigo)
E-133 Azul brillante FCF

E-142 Verde acido brillante BS (Vede lisamina)
E-151 Negro brillante BN, Negro PN
E-154 Marron FK (Pardo FK)
E-155 Marron HT (Pardo HT)
E-180 Litolrubina BK

Elaborado por: Silva, J. Adaptado de: (Hernandez, 2010, NTE INEN, 2012).



1.1.1.8.2. Colorantes naturales

Son extraidos de fuentes naturales provenientes de materia animal, vegetal o mineral
(Blucher etal.,, 2020). Los principales grupos de colorantes naturales son las
antocianinas, betalainas, carotenoides, clorofilas, riboflavina, carmin, caramelo, entre
otros y brindan una extensa gama de colores para su uso en la industria alimentaria.
Productos como la remolacha, tuna roja, tuna morada, flores, bayas, mora, cochinilla,
circuma, achiote o rabano sirven como materia prima para la extraccion de diversos

colorantes naturales (Bolafios et al., 2003, Llerena, 1995).

El incremento de colorantes naturales en las industrias alimenticias es para sustituir a los
colorantes artificiales, dado los efectos secundarios que estos pueden acarrear. Colorantes
como la tartrazina puede ser sustituida por carotenoides, el colorante rojo ponceau puede
ser remplazado por las betalainas y las antocianinas pueden remplazar al rojo brillante o
azul violeta (Salcedo, 2021, Villota et al., 2019).

En los alimentos, colores como rojo y violeta son altamente solicitados por la influencia
que estos tienen en el consumidor. Dichos colores se obtienen de hortalizas como la
remolacha (betalainas) y el rabano (antocianinas); la tonalidad dependera de la acidez del
medio (Nations, 2018).

Los colorantes naturales (Tabla 2) son mas costosos que los sintéticos ya que su
produccion y transformacion es mas compleja y sus rendimientos suelen ser bajos. Son
menos estables en condiciones de temperatura, acidez y luz por lo que el color puede
cambiar en el alimento o disminuir su intensidad durante su periodo de almacenamiento
(Ulloa, 2017).



Tabla 2. Colorantes naturales permitidos

Cadigo Nombre
E-100 Curcumina
E-101 Riboflavina, Riboflavina-5-fosfato sodico
E-120 Carmin cochinilla
E-140 Clorofilas y Clorofilinas
E-141 Complejos cuproclorofinicos
E-150 a Caramelo natural
E-150 b Caramelo de sulfito caustico
E-150 ¢ Caramelo amdnico
E-150d Caramelo de sulfito amonico
E-160 a Carotenos
E-160 b Annato
E-160c Capsantina y Capsorrubina
E-160d Licopeno
E-160 e Beta-apo-8-carotenal (C30)
E-160 f Ester etilico del acido Beta-apo-8"-
carotenal (C30)
E-161b Luteina
E-161¢ Cantaxantina
E-162 Betalaina
E-163 Antocianinas

Elaborado por: Silva, J. Adaptado de: (Hernandez, 2010, Astiasaran & Anchia,
2003).

1.1.2. Ré&bano

El rabano es una hortaliza de crecimiento anual o bianual, esto quiere decir que se puede

cultivar en cualquier época del afio con un periodo de cultivo de 20 dias ademas el rabano
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se puede adaptar a cualquier tipo de suelo. Esta hortaliza puede sufrir dafios por plagas

como las orugas de col, pulgones o rosquilla negra (Tuitice, 2021).

En la Tabla 3 se detalla el valor nutricional del rabano, destacandose como un alimento

saludable.

Tabla 3. Valor nutricional del rdbano

Valor nutricional en 100 g de material vegetal fresco

Energia 17 kcal
Proteinas 1g
Agua 95.3¢
Vitamina B1 0.040 mg
Vitamina B2 0.020 mg
Vitamina B6 0.010 mg
Vitamina C 0.037 mg
Calcio 34 mg
Fosforo 31 mg
Hierro 1.3 mg
Magnesio 11 mg
Yodo 16 mg

Elaborado por: Silva, J. Adaptado de: (Agri, 2020).

1.1.2.1. Taxonomia del Rabano

Se cree que el rdbano se consumia desde la antigliedad principalmente en Grecia y Roma
volviéndose un alimento fundamental para la época. El término latino del rabano proviene
de -raphanos- que significa “que sube facilmente” debido al facil y corto crecimiento de

la hortaliza después de su plantacion (Davila & Arauz, 2012).



Tabla 4. Informacién taxonémica del rdbano.

Descripcion Denominacion
Reino Plantae
Orden Brassicales

Familia Brassicaceae

Género Raphanus

Especie R. sativus
Nombre Cientifico Raphanus sativus L.

Elaborado por: Silva, J. Adaptado de: (Toapanta, 2013).

China y Japén lo han consumido desde la antigiiedad, siendo China uno de los mayores
productores de rdbano (Fernandez, 2013). Los principales paises productores y
exportadores de esta hortaliza son Paises Bajos, China, Italia, Espafia, México, Estado
Unidos, Israel, Alemania y Polonia (Khayat & Khayat, 2016).

1.1.2.2.Produccion de rabano en el Ecuador

En Ecuador la produccién de rdbano no es muy significativa a pesar de ser sencillo para
cultivarlo y cosecharlo. EI Ministerio de Agricultura, Ganaderia y Pesca (MAGAP) no
impulsa el cultivo del mismo por lo que no existen datos del area y toneladas de
produccion a pesar de la gran demanda en los paises europeos y asiaticos (Coello, 2022,
MAGAP, 2022).

Las provincias donde se lo cultiva y cosecha en mayor cantidad son Imbabura,

Tungurahua, Cotopaxi y Chimborazo (Figura 1) (Coello, 2022).
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Figura 1. Provincias del Ecuador donde se cultiva rabano

Fuente: (Geoinformacion — Geoportal Ecuador, 2022).

1.1.2.3.Colorante del rdbano

El rdbano tiene la capacidad de brindar diferentes tipos de colores (naranja, rojo, violeta,
azul) gracias a la presencia de antocianinas, las cuales tienen una estructura quimica de
tipo flavonoide que se pueden encontrar en la mayoria de los vegetales, frutos y plantas.
Una de las antocianinas mas comunes es la pelargonidina-3-O-glucoésido (Figura 2) que
es la responsable de los colores rojo y morado. Las antocianinas son mas estables en
medios acidos, por ello el uso de &cido clorhidrico durante el proceso de extraccion es
recomendado(Matus-Castillo et al., 2022, Zhang et al., 2020).
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Figura 2. Estructura quimica de la pelargodinia-3-O-glucosido
Fuente: (Matus-Castillo et al., 2022).

1.1.3. Técnica de cuantificacion por espectrofotometria

Las técnicas espectrofotométricas permiten cuantificar la concentracion de una sustancia
en solucidn, basada en la cantidad de luz absorbida al ser irradiada por una fuente luminosa
(Alvarez, 2022). Esta técnica es ampliamente usada para la cuantificacion de proteinas,
hidrocarburos totales, polifenoles, etc. Ademas, puede ser empleada para analizar la
calidad de un producto o para el estudio de la cinética de degradacion de un compuesto,
como por ejemplo los colorantes (Arguijo-Portillo et al., 2019) (Suérez et al., 2009). En
la Tabla 5 se observan la longitud de onda de méxima absorbancia para algunas

antocianinas.

Tabla 5. Longitud de onda de méxima absorbancia de diferentes antocianinas

Antocianina Espectro maximo visible Tendencia de color
(nm)
Cianidina 506 Naranja rojo
Pelargonidina 494 Naranja
Delfinida 508 Azul —rojo
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Peonidina 506 Naranja — rojo
Malvidina 510 Azul —rojo
Petunidina 508 Azul —rojo

Elaborado por: Silva, J. Adaptado de: (Garzén, 2008).

1.2.  Objetivos

1.2.1. Objetivo General

e Analizar la estabilidad del colorante extraido del rabano (Raphanus sativus) en

una bebida no carbonatada base.

1.2.2. Objetivos Especificos

e Emplear dos metodos de extraccion (agitacion y ultrasonido) para la obtencion del
colorante natural.

e Identificar el mejor método de extraccion en base a la concentracion de
antocianinas.

e Analizar la estabilidad del colorante natural obtenido en una bebida no
carbonatada bajo diferentes condiciones de temperatura y luz.

1.3.  Hipotesis

1.3.1. Hipdtesis nula

HO: Las condiciones de almacenamiento (temperatura y exposicion a la luz) no influyen

en la estabilidad del colorante extraido a partir del rabano.
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1.3.2. Hipotesis alternativa

H1: Las condiciones de almacenamiento (temperatura y exposicion a la luz) si influyen

en la estabilidad del colorante extraido a partir del rdbano.
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CAPITULO Il

MATERIALES Y METODOS

2.1. Materiales

e Rabano

e Etanol

e Acido clorhidrico
e Agua destilada

e Saborizante

e Acido citrico

e Sorbato de potasio

e Az(car

2.2. Métodos

2.2.1. Obtencién del rabano en polvo

Se realizo6 segun el método sugerido por Cueva (2014). El rabano (Raphanus sativus) se
compré en los mercados locales de la ciudad de Ambato. Se seleccionaron aquellos sin
golpes ni magulladuras y se los lavé con agua potable. Se desecharon los troncos y
residuos presentes. Se peld la corteza con una peladora y se coloc6 en un envase
previamente lavado. La corteza se secé en una estufa a 55°C durante 24 horas y se triturd
para reducir el tamafio de particula. Se peso el material vegetal seco y se lo almaceno en

un recipiente hermético de vidrio.
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2.2.2. Extraccion de colorante del rdbano por el método de agitaciéon

Para la extraccién se aplico el método de Jurado et al. (2020). Se colocé en un vaso de
precipitacion 1 mg del material vegetal con 10 mL (relacion material vegetal/disolvente,
1/10) de una solucion etanol: agua (relacion 60:40) acidificada al 1% con HCI 0.2N. Se
dej6 en agitacion constante (300 rpm) por el lapso de 40 minutos, a una temperatura de
30°C. Tras la primera extraccion quedaron residuos coloreados por lo que se realiz6 una
segunda extraccion para su optimizacion. El colorante fue filtrado para eliminar la materia

vegetal remanente.

2.2.3. Extraccion del colorante del rabano por el método de ultrasonido

Para la extraccién por ultrasonido se empled la metodologia de Ordofiez-Santos et al.
(2019). Se utiliz6 el equipo de bafio ultrasénico marca Branson modelo 889543 donde se
colocd un matraz Erlenmeyer con 1 mg de la muestra vegetal y 10 mL de solvente (etanol:
agua, relacion 60:40) acidificado al 1% con acido clorhidrico 0.2N. Se trabajo a la maxima
potencia que presenta el equipo y se mantuvo las condiciones durante 20 minutos a una

temperatura de 30°C. El colorante fue filtrado para eliminar la materia vegetal remanente.

2.2.4. ldentificacion del mejor método de extraccion y secado de los

colorantes extraidos

La identificacion del mejor método de extraccion se realizd por espectrofotometria segun
la metodologia de Siliezar (2015), en un equipo Fisher Scientific de modelo accuSkan
Go. Se trabajé en un rango de longitud de onda entre 400 — 700 nm y se tomo en cuenta

la méxima absorbancia del colorante.
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Para el proceso de secado del colorante extraido, primero se evapor6 el disolvente
organico y posteriormente se congelo el extracto acuoso a —20 °C para finalmente ser

liofilizado.

El colorante en polvo se almacend en un recipiente hermético y oscuro.

2.2.4.1. Calculo de concentraciéon de antocianinas

La concentracion de antocianinas se determiné mediante la férmula (Ecuacion 1) sugerida
por Martinez-Cruz et al. (2011), se trabajé con el extracto liquido y filtrado de los dos

métodos ensayados (agitacion y ultrasonido) y con la maxima absorbancia obtenida.

_A*PM*FD*lOOO
B e (1)

Ecuacién 1. Concentracion de antocianinas

Donde:

C: Es la concentracion de antocianinas en mg/L.

PM: EIl peso molecular de la cianidina 3-glucdésido (449.6 g/L)
FD: Factor de dilucion

A: Absorbancia de la muestra

€. Coeficiente de extincion molar de la cianidina 3-glucésido (26900 L cm-1 mg-1)
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2.2.5. Preparacion de una bebida no carbonatada

Para el estudio de la estabilidad del colorante extraido fue necesario elaborar una bebida
no carbonatada base segun lo propuesto por Jiménez, (2022) y cumpliendo lo detallado
en la norma NTE INEN 2304 (2017) con relacion al pH y los sélidos solubles. Para lo

cual se siguio el siguiente procedimiento.

Se calenté 7000 mL de agua a 80 °C durante 30 minutos. Se prepard el jarabe (azucar,
acido citrico, saborizante) usando el agua previamente hervida y segun la formulacion
base detallada en la Tabla 6. Se enfrid hasta 20 °C y posteriormente se afiadio el colorante
extraido, para finalizar se agregd el conservante segun la metodologia de Marcano
(2018). La mezcla se vertio en una botella de plastico transparente de 300 ml previamente

esterilizada y se culmind con su respectivo sellado (Lobo, 2019).

Tabla 6. Formulacion base para un litro de bebida no carbonatada

Ingredientes Formulacion (%)
Agua 88.54
Acido Citrico 0.10
AzUcar 11.00
Saborizante 0.34
Colorante 0.005
Preservante 0.02
Total 100.00

Fuente: Tomado de (Jiménez, 2022).

2.2.5.1.  Medicion de iones de hidrogeno (pH)

La determinacion se realiz6 segin la norma NTE INEN 2304 (2017). Para ello, se colocé

30 ml de la bebida no carbonatada con colorante en un vaso de precipitacion y se procedio
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a introducir los electrodos del equipo en la muestra. Se registré el valor dado por el

pHmetro y las mediciones se realizaron por duplicado.

2.2.5.2. Medicion de sélidos solubles

La medicion se realizd segun la norma NTE INEN 1083:1984, (2013), con
modificaciones, donde se tom6 50 mL de la bebida en un vaso de precipitacion y se coloco
3 gotas con la ayuda de un gotero en el brixémetro digital marca Atago a una temperatura
de 20°C.

2.2.6. Disefio factorial

Para el estudio de la estabilidad del colorante en la bebida no carbonatada se emple6 un
disefio factorial AxB, en donde el factor A corresponde a la temperatura (4°C, 20°C y
38°C) y el factor B al tipo de luz (ambiente y 9W blanco neutro). Se obtuvieron un total

de 8 tratamientos para realizar el andlisis de valores inter sujetos (Mejia, 2016).

2.2.7. Analisis de estabilidad

La bebida no carbonatada se mantuvo bajo tres temperaturas de almacenamiento (4°C,
20°Cy 38°C) y expuesta a dos tipos de luz (luz natural y luz de 9W blanco neutro) por un
periodo de 15 dias (Ahuanari et al., 2017).

La estabilidad del colorante se evalud por espectrofotometria UV-Vis segun el método
establecido por Siliezar (2015), con modificaciones. Para ello, el contenido de
antocianinas se cuantificdé mediante la absorbancia méaxima en el rango de longitud de
onda de 400 — 700 nm, se usé un coeficiente de extincion molar de 26900 y se trabajé con

una celda de 1 cm de paso 6ptico (Hundskopf, 1998).
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El analisis se lo realiz6 cada 24 horas durante un periodo total de 15 dias. Se trabajé por
duplicado y los resultados se establecieron como la media con su respectiva desviacion

estandar.
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CAPITULO 111

RESULTADOS Y DISCUSION

3.1.  Analisis y discusion de resultados

3.1.1. Identificacion del mejor método de extraccion en base a la

concentracion de antocianinas

De acuerdo con Flores, (2017) factores como el tiempo de extraccion, la temperaturay la
concentracion del solvente son los responsables de la concentracion total de antocianinas

dentro de un proceso de extraccion.

3.1.1.1.  Extraccion por agitacion y ultrasonido

Para los dos procesos de extraccion se empled etanol acidificado y la relacion material
vegetal/disolvente se mantuvo constante con la finalidad de evaluar la influencia de la
agitacion y el ultrasonido. En la Tabla 7 se reporta la absorbancia méxima de los extractos
y la correspondiente concentracion de antocianinas totales. Se obtuvo mayor rendimiento

(aprox. 14% mas) en la extraccion por agitacion.

Tabla 7. Concentracion de antocianinas obtenidas por dos métodos de extraccion

Meétodo de Longitud de Absorbancia  Concentracion
extraccion Onda maxima maxima de
(nm) antocianinas
Agitacion 526 0.4218 64.0680
Ultrasonido 527 0.3641 55.3038
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Segun Benavides-Guerrero et al., (2020) el método ultrasénico es mas eficiente, por su
bajo costo y brinda mayor concentracién de compuestos antocianicos en comparacion con
otros métodos como sélido — liquido o Soxhlet. Para esta extraccion se trabajo en
condiciones de 30°C por 20 minutos obteniendo una menor concentracion que por el
método de agitacion.

En diferentes investigaciones como la de Liu et al. (2020) el método ultrasonico tiene
17.92% mas rendimiento que el modelo por agitacion representando el 16.34%, dichos
resultados se encuentran similares a la investigacion de Becerra et al. (2019) indicando
un 96% de rendimiento en el fruto de mora castilla para su extraccion por este método
trabajando con etanol al 96% por 90 minutos mencionando que se disminuyo el tiempo de
extracciéon y a una potencia de 112.5 Watts.

Factores como el tiempo afecta en el rendimiento de la extraccion de antocianinas, el grado
alcohdlico debe tener un elevado porcentaje para la extraccion, el medio acidificado
principalmente para la estabilidad de las antocianinas y la potencia del equipo ultrasonico
siendo el factor principal que permite la obtencion de mayor rendimiento de estos
compuestos. El bajo rendimiento por el método de ultrasonido (Tabla 7) es por la
limitacidn del equipo al no poder regular la potencia de trabajo, teniendo este equipo dos
niveles sin detalle de la potencia, ademas el tiempo de extraccion resulta menor a los
mencionados por los autores siendo de 20 minutos. En el estudio de Chong & Gwee,
(2015) la extraccién por ultrasonido muestra un 246.48% de mejora 'y B. P. Pérez et al.,
(2021) menciona que la temperatura dptima de extraccion es de 60°C factor que no cumple

con la presente investigacion ya que la extraccion se realizé a 30°C.

En la investigacion de Rodriguez, (2021) el método de agitacion la maxima concentracion
de antocianinas fue de 87.5 mg dato que esta cercano al que se indica en la Tabla 7 siendo
de 64.0680 mg esta reduccion es debido al tiempo de extraccion y la temperatura, siendo
de 60°C por 15 minutos por parte del autor lo que genera mas rendimiento de extraccion
pero con peligro de sufrir dafios ya que si se eleva la temperatura la solucion tiende a

evaporarse, al no cumplir con la temperatura mencionada la cantidad méaxima de
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antocianinas resulta menor. Esto se puede observar en la grafica de los dos métodos
(Anexo 1).

3.1.2. Estudio de la estabilidad del colorante extraido

Para el estudio de la estabilidad del colorante natural fue necesario la preparacion de una
bebida no carbonatada base (Tabla 6); este es un producto que simula las condiciones
reales para el uso del colorante. La bebida fue almacenada a tres condiciones de

temperatura y bajo dos condiciones de luz (Flores, 2017).

Las antocianinas el ser inestables en temperaturas elevadas sufren una ruptura de su enlace
glucoésido, formando estructuras hidroxiladas lo que resulta en menor estabilidad del
colorante, de la misma manera la luz genera una foto degradacion de los pigmentos.
Procesos como la encapsulacion del colorante o el control de la acidez del medio, ayudan
a proteger a estos pigmentos frente a factores externos que disminuyen su estabilidad
(Rabanal-Atalaya & Medina-Hoyos, 2021). El analisis de la concentracion de
antocianinas a lo largo del tiempo, en la bebida no carbonatada sometida a diferentes
factores de almacenamiento permitié observar el comportamiento del colorante y

determinar su estabilidad.

3.1.2.1.  Medicién de iones de hidrogeno (pH)

Se midié el pH de la bebida durante los 15 dias de almacenamiento (Tabla 8). Para la
bebida inicial el pH obtenido fue de 3.0632 a 3.0634 para cada tratamiento y en el dia 15
fue de 3.0631 a 3.0364 lo cual se encuentra dentro de lo establecido en la norma INEN
(NTE INEN 2304, 2017) (Anexo 5) para bebidas no carbonatadas. El pH éacido de la
bebida estd relacionado con la cantidad de acido citrico usado en su preparacion;
Gonzales, (2023) en su investigacion, donde usé &cido citrico para la elaboracién de
infusiones carbonatadas obteniendo resultados de pH de 2.80 durante 20 dias de

almacenamiento sin cambios de pH, esto es debido a que el acido citrico es débil pero con
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una buena estabilidad quimica en condiciones normales, este se ve afectado en
temperaturas entre 153°C a 200°C situacién que no sucede en la presente investigacion
dando asi una estabilidad en la bebida no carbonatada (ISQUISA, 2020).

La desviacion estandar de la acidez para cada tratamiento durante los 15 dias de
almacenamiento con respecto a su media indica que los datos de desviacion entre los
puntos son minimos como se observa en la Tabla 8. Guerra-Rodriguez et al., (2019) el

acido citrico no disminuye su pH por temperaturas elevadas o por la luz.

Tabla 8. Mediay desviacion estandar de pH de cada tratamiento durante 15 dias de

almacenamiento de la bebida no carbonatada

Dia Refrige Temperatura Tempe Refrige Temperat Tempe

racion Ambiente ratura racion ura ratura
(Led) (Led) 38° Ambiente  38°
(Led)

1 3.0634 3.0634 3.0634 3.0632 3.0632  3.0634
2 3.0633 3.0633 3.0633 3.0631 3.0631 3.0633
3 3.0633 3.0633 3.0633 3.0631 3.0631 3.0633
4 3.0633 3.0633 3.0633 3.0631 3.0631 3.0632
5 3.0633 3.0633 3.0633 3.0630 3.0630  3.0632
6  3.0633 3.0633 3.0633 3.0631  3.0631  3.0632
7 3.0633 3.0633 3.0633 3.0631 3.0631 3.0633
8 3.0633 3.0633 3.0632  3.0630 3.0630 3.0632
9 3.0632 3.0632 3.0631 3.0630 3.0630 3.0631
10  3.0632 3.0631 3.0631 3.0629  3.0629  3.0630
11  3.0633 3.0632 3.0632 3.0632 3.0630 3.0631
12 3.0633 3.0632 3.0632 3.0632 3.0631 3.0632
13 3.0634 3.0633 3.0633  3.0633 3.0631 3.0633
14  3.0633 3.0632 3.0633 3.0632 3.0631  3.0633
15  3.0634 3.0633 3.0634 3.0633  3.0631  3.0634
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Refriger Tempera Temper Refrige Tempe Tempe

acion tura atura racion ratura ratura
(Led)  Ambient 38° Ambie 38°
e (Led) (Led) nte

Media 3.0633 3.0631 3.0633 3.0631 3.0633 3.0632
Desviacié

n 5.38"-05 1.147-04 574705 7.72°-5 8.38M-5 9.46"-5
Estandar

3.1.2.2.  Medicién de sélidos solubles

La medicidn de los sélidos solubles se efectu6é con un Brixometro digital Atago durante
los 15 dias de observacion, se tom6 como patrén la bebida sin la adicion del colorante.
Los grados brix dependen de la cantidad de azucar que se le afiade a la solucion y los
resultados obtenidos (Tabla 9) indican que el rango de solidos solubles en la bebida se
encuentra entre 10.8 y 10.7 para cada uno de los tratamientos (Anexo 8), valores que
cumplen los requisitos de la norma INEN (NTE INEN 2304, 2017).

En la investigacion de Moreno & Betancourt, (2007) en el desarrollo de jugos de frutas,
los grados Brix se mantuvieron estables durante 21 dias de almacenamiento con un valor
final de 11 °Brix similares a los que se reportan en la presente investigacion. Al no tener
ningun proceso fermentativo en la bebida, los solidos solubles se mantuvieron

practicamente constantes en todos los tratamientos.

La desviacion estandar de los °Brix para cada tratamiento durante los 15 dias de

almacenamiento con respecto a su media indica que los datos no tienen una dispersion de
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datos pronunciada como se observa en la Tabla 9 lo que indica que los °Brix no son

afectados por la temperatura o la luz.

Tabla9. Media y desviacion estandar de grados Brix durante 15 dias de

almacenamiento de la bebida no carbonatada

Dia Refrige Temperatura Tempe Refrige Temperat Tempe

racion Ambiente ratura racion ura ratura
(Led) (Led) 38° Ambiente  38°
(Led)

1 10.8 10.8 10.8 10.8 10.8 10.8
2 10.7 10.8 10.8 10.8 10.8 10.8
3 10.7 10.8 10.8 10.7 10.8 10.8
4 10.7 10.8 10.8 10.7 10.8 10.8
5 10.7 10.8 10.8 10.7 10.8 10.8
6 10.7 10.8 10.7 10.7 10.8 10.8
7 10.7 10.8 10.7 10.7 10.7 10.7
8 10.7 10.8 10.7 10.7 10.7 10.7
9 10.7 10.8 10.7 10.7 10.7 10.7
10 10.7 10.7 10.7 10.7 10.7 10.7
11 10.7 10.7 10.7 10.7 10.7 10.7
12 10.7 10.7 10.7 10.7 10.7 10.7
13 10.7 10.7 10.7 10.7 10.7 10.7
14 10.7 10.7 10.7 10.7 10.7 10.7
15 10.7 10.7 10.7 10.7 10.7 10.7
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Refrige Temper Tempe Refrige Tempe Tempe

racion atura ratura racion ratura ratura

(Led) Ambient 38° Ambie 38°
e (Led) (Led) nte
Media 10.707  10.760  10.733 10.713 10.740 10.740

Desviacién
Estandar 0.0258 0.0507 0.0488 0.0352 0.0507 0.0507

3.1.2.3.  Estabilidad del colorante aplicado en la bebida no carbonatada

base

Los espectros de UV-Visible de los tratamientos de refrigeracion, temperatura ambiente,
y temperatura elevada (38°C) con luz led y sin ella (Anexo 5) tomados en la region del
espectro comprendida entre 400 a 700 nm, presentaron una banda ancha de absorbancia
entre 480 y 540 nm. Condori et al., (2020) observo en frutos de Muehlembeckia volcanica
bandas en la zona del visible comprendidas entre 400 y 550 nm lo que indicaba la
presencia de antocianinas, sin embargo, la maxima absorbancia se observo en el rango de
460 - 530 nm lo que concuerda con los resultados (Tabla 10) obtenidos para el colorante
de rabano. EI maximo de absorbancia se observo a 509 nm, siendo la longitud de onda de
mayor repeticion en los diferentes tratamientos. Segin Rojano et al. (2012), la variacion
de la temperatura no genera un cambio en la longitud de onda de méaxima absorcion, lo

cual concuerda con lo observado.

Tabla 10. Absorbancia maxima del pigmento en los diferentes tratamientos

Tratamiento Longitud de Absorbancia

Onda maxima maxima

Dial Dials

Refrigeracion (Led) 0.1701 0.1127
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Temperatura Ambiente 0.1636 0.1139

(Led)

Temperatura 38°C 0.1170
(Led) 509

Refrigeracion 0.1454 0.1355
Temperatura Ambiente 0.1818 0.1718
Temperatura 38°C 0.1356 0.1408

3.1.3. Anadlisis de la influencia de la temperaturay luz

3.1.3.1. Resultados de la influencia de la temperatura en la estabilidad

del colorante

La temperatura es un factor que afecta la estabilidad de las antocianinas, asi como el
tiempo de almacenamiento y la luz de exposicion. En investigaciones Aguilera y
Martinez-Gonzalez et al. (2017) mencionan que las antocianinas en condiciones de baja
temperatura y obscuridad resultan ser méas estables, este comportamiento también esta
influenciado por el pH y la presencia de oxigeno en el medio. La degradacién de estos
pigmentos en condiciones de refrigeracion se atribuye al contenido de oxigeno como causa
principal, sin embargo, factores como la luz y el pH también influyen en la disminucion
de la intensidad de color de los pigmentos. EI Anexo 2 muestra los valores de absorbancia
obtenidos al dia 1 y 15 de almacenamiento para los seis tratamientos estudiados. Se
observa que, a temperatura de refrigeracion, el tratamiento que fue expuesto a luz led
presentd una mayor disminucion en los valores de absorbancia en comparacién con el

tratamiento que solo estuvo expuesto a luz ambiental. El valor de absorbancia pasé de
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0.1707 a 0.1127, indicando una pérdida de aproximadamente el 34% del contenido de
antocianinas en la bebida. El tratamiento de refrigeracion sin la influencia de la luz se
mantuvo mucho mas estable y presenté aproximadamente una disminucion del 7% en el

contenido de antocianinas.

Flores- Aguilar & Flores-Rivera (2018) y Zapata et al, (2016) mencionan que a
temperatura ambiente la concentracion de los compuestos antocidnicos decrece
principalmente por la influencia de la luz y el tiempo de almacenamiento. Los autores
mencionan que a temperatura de 22°C pueden almacenarse por meses Sin un
decrecimiento significativo de la pigmentacion, lo que concuerda con los resultados
(Tabla 10) del tratamiento mantenido a temperatura ambiente sin influencia de la luz led
en el cual la absorbancia se mantuvo bastante estable (0.1818 — 0.1718) en comparacion
a al tratamiento con la luz led, en el cual la intensidad del color tuvo una reduccion

significativa (0.1639 — 0.1139) relacionada con la fotosensibilidad de las antocianinas.

Autores como Rabino & Mancinelli (1986) y (Mori et al. (2007) indican que a una
temperatura de 35°C y por un tiempo de almacenamiento de 2 meses, la reduccion de
antocianinas es total. Las antocianinas como cianidina, ponidina, malvidina vy
pelargonidina decrecen por la elevada temperatura. Marquez et al. (2014) menciona que
las altas temperaturas pueden generar una ruptura en la estructura de las antocianinas lo
que permite el ingreso de oxigeno y de esta forma comenzaria la degradacion del
pigmento; la luz y el pH también juegan un papel importante en el proceso degradativo de
estos pigmentos (Sui etal., 2014). Los resultados (Tabla 10) concuerdan con lo
mencionado por los autores, que en el caso del tratamiento a 38°C junto con luz led la
absorbancia fue de 0.1107 al dia 1 y sin lectura en el dia 15 indicando la degradacion de
las antocianinas hasta un valor por debajo del limite de deteccidn del equipo; mientras que
sin luz led se observé un incremento de 0.1356 a 0.1408, situacion que no corresponderia
a un aumento del contenido de antocianinas sino pudiese estar relacionado con un posible

crecimiento microbiano en la bebida (Liu et al., 2018).

La Figura 3 indica una influencia importante de la temperatura en la estabilidad del

colorante, mostrando que los pigmentos extraidos del rabano se vieron méas afectados en
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las bebidas almacenadas a 38°C y fueron mas estables en las bebidas almacenadas a 20°C.
Esto concuerda con investigaciones similares, como la de Martinez-Gonzalez et al.
(2017); Flores- Aguilar & Flores-Rivera (2018) y Zapata et al, (2016) donde se sefiala
que los colorantes sufren degradacion de pigmentacion a altas temperaturas,
manteniéndose mucho mas estables a bajas temperaturas y con una buena estabilidad de

color a temperatura ambiente, aunque dependera de como éste sea almacenado.

Absorbancia durante los 15 dias de almacenamiento por temperatura

= Wedia global obhserada
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Figura 3. Estabilidad del colorante a 4, 20y 38°C

3.1.3.2. Resultados de la influencia de la luz en la estabilidad del

colorante

La luz led influye significativamente en la degradacion del colorante (Figura 4). El analisis

reveld que la luz artificial led genera la inestabilidad del color en el periodo de 15 dias de
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almacenamiento mientras que con el tratamiento sin led las antocianinas fueron mas

estables superando la media global de absorbancia observada.

Estos resultados concuerdan con investigaciones similares Zhou & Singh (2004) vy
Rabino & Mancinelli (1986) indicando que la luz natural (o sin luz artificial) mantiene
la estabilidad de las antocianinas, en especifico de la cianidina 3 glucésido. Mientras que
con la influencia de la luz artificial las antocianinas se degradan, tomando en cuenta que
con luz opaca o luz roja esto no se cumple, esto se debe a que la luz puede generar un

dafo celular lo que genera esta degradacion del color (Ma et al., 2021).

Absorbacia durante los 15 dias de almacenamiento por luz
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Figura 4. Estabilidad del colorante con influencia de la luz y sin luz
3.2.3. Verificacion de hipotesis

Los resultados mostraron la influencia de la temperatura y la luz en la estabilidad del
colorante extraido del rabano. Por medio del analisis estadistico realizado, se establecio
gue mediante la prueba de valores inter-sujetos (Anexo 5), la temperatura, la luz y los dos
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juntos no favorecen a la estabilidad del colorante. Por lo que se concluye aceptar la

hipdtesis alternativa (H1) y se establece que la temperatura de 38°y 20°C tiene efectos

negativos en las antocianinas, la luz led genera inestabilidad en el colorante y que juntos

tanto la temperatura como la luz afectan negativamente a la estabilidad del colorante

extraido del rdbano.

4.1.

CAPITULO IV

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Conclusiones

Se emple6 dos métodos de extraccion uno por agitacion por la facilidad de manejo
de temperatura y tiempo para la obtencion del colorante y por ultrasonido por su
eficiencia y rendimiento, pero con mas factores que influyen en la extraccion del

colorante tales como la temperatura, el tiempo y la potencia del equipo.

Se identifico el mejor método de extraccion tomando en cuenta la méaxima
absorbancia de las antocianinas y su concentracién en los extractos. El colorante
obtenido a partir del método de agitacion presentd una mayor concentracion
(64.0680 mg/L de antocianinas) de pigmentos en comparacion al colorante
obtenido a través del método de ultrasonido (55.3038 mg/L) por lo que fue

seleccionado como el mejor tratamiento.

La temperatura y luz led son factores que pueden afectar negativamente a la
estabilidad de los pigmentos naturales. Se analizé la absorbancia maxima de la
bebida no carbonatada con el colorante extraido del rdbano bajo diferentes
condiciones de temperatura (4, 20, 38°C) y luz (sin led y led). Se pudo observar
una disminucion en la intensidad del color de la bebida y fue corroborado con una

reduccion del valor de absorbancia medido mediante espectrofotometria;
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indicando que los factores estudiados (temperatura y luz) afectaron
significativamente a la estabilidad del colorante en un tiempo prolongado de

almacenamiento.

4.2. Recomendaciones

e Para la preparacion de la bebida tener precaucion con cualquier tipo de

contaminacion cruzada.

e Probar el uso del colorante extraido en la elaboracion de otros productos

alimenticios.

o Realizar pruebas de andlisis sensorial para recopilar informacion si la adicion del

colorante genera cambios de sabor en el producto final.
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ANEXOS

Anexol. Comparacion de concentracion de antocianinas

Concentracion de Antocianinas
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Figura 5. Curva de concentracion de antocianinas

Anexo 2. Media y desviacidon estandar de cada tratamiento durante 15 dias de

almacenamiento

Dia Longitud Refrige Temperat Temperat Refriger Temperat Tempe

de onda racion ura ura 38° acion ura ratura
(Led) Ambiente (Led) Ambiente  38°
(Led)
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1 0.1701 0.1636 0.1070 0.1454 0.1818  0.1356
2 0.1393 0.1655 0.1036 0.1446 0.1774  0.1679
3 0.1441 0.1721 0.1064 0.1464 0.1971  0.1782
4 0.1397 0.1699 0.1089 0.1450 0.2138  0.1706
5 0.1466 0.1647 0.1026 0.1447 0.2243  0.1643
6 0.1439 0.1461 0.1055 0.1456 0.1737  0.1658
7 0.1436 0.1470 0.1064 0.1469 0.1793  0.1634
8 509 0.1434 0.1448 0.0891 0.1467 0.1773  0.1652
9 0.1407 0.1462 0.0912 0.1454 0.1695  0.1625
10 0.1377 0.1460 0.0893 0.1463 0.1710  0.1652
11 0.1309 0.1511 ---- 0.1441 0.1706 0.1593
12 0.1162 0.1455 0.1451 0.1657  0.1594
13 0.1117 0.1306 0.1448 0.1710  0.1500
14 0.1089 0.1408 0.1441 0.1686  0.1502
15 0.1127 0.1139 ---- 0.1355 0.1718 0.1408

Refriger Tempera Temper Refrige Tempe Tempe

acion tura atura racion ratura ratura

(Led)  Ambient 38° Ambie 38°

e (Led) (Led) nte

Media 0.1353 0.1499 0.0673  0.1447 0.1809 0.1599
Desviacién
Estandar 0.0166 0.0156 0.0497  0.0027 0.0173 0.0113
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Anexo 4. Absorbancia del colorante en la bebida por tratamientos
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Figura 6. Curva de la media del colorante en los 15 dias

Anexo 5. Estabilidad del colorante desde el dia 1 al dia 15

Estabilidad del colorante desde el dia 1 al 15

Figura 7. Curva de estabilidad del colorante
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Anexo 6. Estabilidad del colorante del dia 1 y del dia 15

Dia 1 vs Dia 15
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Figura 8. Curva comparativa de la estabilidad del colorante

Anexo 7. Medicién de pH del dia 1 al dia 15

pH de las bebidas durante 15 dias
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Figura 9. Estabilidad de pH en 15 dias
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Anexo 8. Medicion de grados Brix
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Figura 10.Estabilidad de °Brix

Anexo 9. Resultado del andlisis estadistico en SPSS Statistics

Variable dependiente:

Origen

Pruebas de efectos inter-sujetos

Modelo corregido
Interseccion
Temperatura

Luz

Temperatura * Luz

Error
Total

Total corregido

Datos
Tipo Ill de suma Media
de cuadrados gl cuadratica F Sig.
,0582 5 ,012 10,806 ,000
1,884 1 1,884 1747,551 ,000
,021 2 ,011 9,812 ,000
,026 1 ,026 24,519 ,000
,011 2 ,005 4,942 ,009
,091 84 ,001
2,033 90
,149 89

a. R al cuadrado =,391 (R al cuadrado ajustada =,355)

15

Figura 11.Disefio factorial de la influencia de estabilidad de cada tratamiento
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Anexo 10. Fotografias del proceso de obtencion del colorante

b. Comparacion de colorante natural

del artificial

espectrofotometro

c. Lectura de absorbancia en el

d. Lecturas de ensayos en

espectrofotometro
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e.

) ! b g

Extraccion por ultrasonido

h. Creacién de incubadora para el

tratamiento térmico de 38°C

j. Extraccién por agitacion

Figura 12.Extraccion y aplicacion del colorante
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