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RESUMEN

Los colorantes sintéticos en la industria alimentaria son ampliamente usados, pero
debido a que se les ha asociado con respuestas alérgicas o toxicas, se han
buscado alternativas inocuas como los pigmentos naturales. Ejemplo de ello son
las antocianinas de bayas, sin embargo, son inestables ante factores ambientales
y de proceso por lo que su encapsulacion podria aumentar su estabilidad y
potencial aplicacién. Por ello, en este estudio fue encapsulado el extracto de
arandano (Vaccinium corymbosum) con la técnica sol - gel, que consiste en utilizar
precursores organicos para formar una jaula de diéxido de silicio. Se realizé una
extraccion etandlica de frutas congeladas. Se midi6 su concentraciéon de
antocianinas monomeéricas por espectrofotometria con el método pH diferencial.
La encapsulacion se realizé a 30 °C con los reactivos tetraetil ortosilicato (TEOS),
etanol y acido clorhidrico (HCI). Los factores estudiados en la encapsulacién
fueron: concentracion de HCI, relacion molar agua: TEOS (R), tiempo de reaccion
y cantidad de extracto. El sol obtenido se sec6 a temperatura ambiente (~25 °C) y
al gelificar se tritur6 hasta obtener un polvo fino. Se estudi6 el grado de lixiviacion
de las antocianinas desde la matriz por espectrofotometria en rango UV-Visible.
Se realizé una prueba de pH y se midi6 el color antes y después de la prueba con
pardmetros del sistema CIE L* a* b* y pardmetros croma y angulo hue.
Finalmente, dos muestras, con 7.92 mg y 10.81 mg de extracto agregado, se
analizaron con espectroscopia infrarroja (FTIR). Los niveles que permitieron la
formacion de una matriz sol - gel que mantenia encapsuladas a las antocianinas
fueron: HCI 0.37 M, R 5 y tiempo de reaccion dos horas. El nivel de extracto que
mostré resultados de color mas intensos, y mayor estabilidad del color ante
cambios de pH, fue el de 7.92 mg de 3-O glucdsido de Cianidina. Finalmente, el
analisis FTIR demostrd que la matriz formada interactuaba por medio de puentes
de hidrégeno con las antocianinas del extracto y que ello ocasion6 que se
estabilizaran ante cambios de pH. Se considera que el aditivo fabricado con nivel
de extracto agregado de 7.92 mg de 3-O glucésido de Cianidina es adecuado para
impartir color en alimentos.
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SUMMARY

In the food industry, synthetic dyes are widely used, nevertheless they have been
associated with allergic or toxic responses, innocuous alternatives such as natural
pigments have been sought. An example of this are the anthocyanins from berries,
however, they are unstable to environmental and process factors so their
encapsulation could increase their stability and potential application. Therefore, in
this study a blueberry (Vaccinium corymbosum) extract was encapsulated by the
sol - gel technique, which consists of using organic precursors to form a silicon
dioxide cage. Ethanolic extraction of frozen fruits was carried out; 3 different lots.
Its concentration of monomeric anthocyanins was measured by spectrophotometry
using the differential pH method. The encapsulation was performed at 30 °C with
tetraethyl ortho-silicate (TEOS), ethanol and hydrochloric acid (HCI). The factors
studied in the encapsulation were: HCI concentration, molar ratio water: TEOS (R),
reaction time and amount of extract. The sol obtained was dried at room
temperature (~25 °C) and upon gelation it was triturated to a fine powder. The
degree of leaching of the anthocyanins from the matrix was studied by
spectrophotometry in UV-Visible range. A pH test was performed and it was
measured the color before and after the test with CIE L * a * b * system
parameters, and chroma and hue angle parameters. Finally, two samples, of 7.92
mg and 10.81 mg of added extract, were analyzed with infrared spectroscopy
(FTIR). The levels that allowed the formation of a sol-gel matrix that kept the
anthocyanins encapsulated were: [HCI] 0.37 M, R 5 and reaction time of two hours.
The level of extract that showed enhanced color results, and greater color stability
to changes in pH, was 7.92 mg of cyanidin-3-glucoside. Finally, the FTIR analysis
showed that the matrix formed interacted through hydrogen bonds with the
anthocyanins in the extract and caused them to stabilize to changes in pH. The
additive manufactured with the added extract level of 7.92 mg of cyanidin-3-
glucoside is considered to be suitable for imparting color in food.

Key words: (dye, anthocyanin, sol-gel)
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1. INTRODUCCION

1 INTRODUCCION

1.1 Colorantes en industria de alimentos

Los aditivos colorantes se definen como cualquier colorante, pigmento o
sustancia capaz de impartir color cuando es afadido o aplicado a un alimento,

medicamento o cosmético (Guisti et al., 2003).

En un producto alimenticio, el color es una propiedad fisica y sensorial
muy importante cuando el consumidor evalla su calidad. La industria cuida esta
propiedad y la utiliza para asegurar uniformidad, para mejorar la apariencia original
de los alimentos o incluso para restaurarla después de un proceso (Guisti et al.,
2003; Loypimai et al., 2016).

Actualmente, los colorantes usados se pueden clasificar en sintéticos y
naturales. De los sintéticos, el primero que se elaboré fue en 1856 y con ello la
bdsqueda de otros similares hizo a un lado a los colorantes naturales (Shahid y
Mohammad, 2013). Sin embargo, con el tiempo se ha mostrado que los colorantes
sintéticos estan vinculados con respuestas alérgicas, toxicas y carcinogeénicas,
ademas de que tienen efectos adversos en el medio ambiente, por lo que se han
reducido el numero de los permitidos y se ha buscado su sustitucién (Guisti et al.,
2003; Restrepo, 2007; Shahid y Mohammad, 2013).

Los colorantes extraidos de fuentes naturales son una opcion para esta
sustitucion, tal es el caso de pigmentos que pueden ser sintetizados por plantas
superiores, algunos animales y microorganismos (Shahid y Mohammad, 2013). De
entre los grupos mas importantes, destaca el de los flavonoides, donde se

encuentran las antocianinas (Castafieda-Sanchez y Guerrero-Beltran 2015).

Las antocianinas en alimentos han probado ser efectivas y seguras, y han

sido consumidas sin efectos adversos por siglos (Guisti et al.,, 2003; Guisti y



1. INTRODUCCION

Wrolstad, 2001; Castafieda-Sanchez y Guerrero-Beltrdn 2015; Gonzalez et al.,
2015).

Estas se encuentran permitidas como colorantes de alimentos en Estados
Unidos bajo la categoria de color de jugo de fruta o vegetal, especificando que
s6lo puede usarse la porcion comestible de las plantas (Guisti et al., 2003). En el
caso de su uso como extractos de materiales secos, la restriccibn es que el
solvente utilizado debe ser agua; sin embargo, la Organizacion de las Naciones
Unidas para la Alimentacion y la Agricultura (FAO) tiene registrados aditivos de los
gue es posible extraer pigmentos con solventes con la especificacion de que el
solvente residual no esté presente en mas de 50mg/kg (Guisti et al., 2003; FAO,
2017).

En México, la Secretaria de Salud emitié un documento llamado “Acuerdo
por el que se determinan los aditivos y coadyuvantes en alimentos, bebidas y
suplementos alimenticios, su uso y disposiciones sanitarias”, en donde se
establece que las antocianinas (SIN! 163) son permitidas como colorantes en
alimentos, y presenta una tabla especificando las condiciones de uso para algunos
alimentos como productos carnicos, bebidas destiladas, bebidas saborizadas no
alcohdlicas, alimentos preparados a base de cereales, suplementos alimenticios,

etc.

Sin embargo, dicho acuerdo no menciona las condiciones para la
obtencién de las antocianinas. En este caso, la Secretaria de Salud ha establecido

gue en situaciones de esta indole, las normas internacionales son aplicables.

Por ello, al considerar la produccion de colorantes alternativos e
innovadores, es necesario revisar la legislacion y tomar en cuenta las restricciones

establecidas.

1 SIN Sistema Internacional de Numeracion de aditivos alimentarios
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1. INTRODUCCION

El objetivo de este trabajo de tesis fue estudiar las caracteristicas de las
antocianinas y proponer un método innovador para estabilizarlas y poder

considerarlas como un aditivo para la industria de alimentos.

El Capitulo 2 muestra una revision de los antecedentes con respecto a las
antocianinas y sus caracteristicas fisicoquimicas, las ventajas de su encapsulacion
y explica como el método sol-gel es una oportunidad de innovacion en el ambito

de los aditivos.

El Capitulo 3 muestra los objetivos planteados para el presente proyecto y

el Capitulo 4 presenta la metodologia seguida para su realizacion.

En Capitulo 5 se muestran los resultados obtenidos y se discuten con
base en la literatura revisada. Finalmente, en el Capitulo 6 se presentan las

conclusiones del trabajo.



2  REVISION DE ANTECEDENTES

2.1 Antocianinas

Los compuestos fendlicos son metabolitos secundarios presentes en
todas las plantas vasculares, responsables de diversas funciones fisiologicas
como la pigmentacion (con colores del rojo hasta el azul, incluyendo amarillo e
incoloro), ademas de la atraccién de polinizadores o proteccion contra radiacion
ultravioleta u organismos fitopatégenos (Munin y Edwards-Lévy, 2011; Hashim et
al., 2012; Castafieda-Sanchez y Guerrero-Beltran 2015). Los diferentes grupos de
esta clasificacion tienen en comun la presencia de uno o varios ciclos de bencenos
con uno o varios grupos hidroxilo, ademéas de que derivan del metabolismo del

acido shikimico y del poliacetato (Munin y Edwards-Lévy, 2011).

Las antocianidinas o agliconas pertenecen a este grupo., son diferenciadas
debido a su estructura de 15 carbonos, dos anillos aromaticos (A, B) unidos por un
tercer anillo de C301 (C) (Figura 1) y son Unicas con respecto a otros compuestos
fendlicos por su capacidad de formar cationes flavilio (Munin y Edwards-Lévy,
2011; Gould et al., 2009).

Figura 1. Estructura quimica de las antocianidinas (Rodriguez-Saona y Wrolstad,
2001)
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El anillo B puede tener diferentes patrones de sustitucion, los cuales
determinan el tipo de aglicona (Tabla 1). En la naturaleza se encuentran seis,
comunmente: cianidina (Cy), peonidina (Pn), pelargonidina (Pg), malvidina (Mv),
delfinidina (Dp), y petunidina (Pt), de los cuales surge aproximadamente el 95% de
todas las antocianinas hasta ahora conocidas (Figura 2) (Guisti et al., 2003;
Gonzalez et al., 2015).

El anillo A tiene un patrén de hidroxilacion comun en el C-5y el C-7, y en
menor proporcién en el C-6 o el C-8. Finalmente, el anillo C tiene dos dobles
enlaces que generan una carga positiva, denominada ion oxonio o cation flavilio
(Munin y Edwards-Lévy, 2011; Gould et al., 2009).

Las antocianidinas son llamadas antocianinas cuando presentan
glucosilaciones. Estas forman una red de enlaces de hidrégeno intramolecular por
medio de uniones entre los grupos hidroxilo presentes en la estructura y moléculas
de azucar (He y Giusti, 2010; Gonzalez et al., 2015). Se sabe que mas del 90% de
las antocianinas contienen glucosa, pero son encontradas en menor proporcion
soforosa, rutinosa, ramnosa, galactosa, arabinosa y xilosa (Del Rio, 2010;

Jayaprakasha y Patil, 2015).

Tabla 1. Principales sustituyentes del anillo B (Durst y Wrolstad, 2001)

SUSTITUCION
AGLICONA
R1 R2
PELARGONIDINA H
CIANIDINA OH
DELFINIDINA OH OH
PEONIDINA OCH3 H
PETUNIDINA OCH3 OH
MALVIDINA OCH3 OCH3




2. REVISION DE ANTECEDENTES

Detlinidina

Figura 2. Estructura de las seis principales agliconas (Espino, 2014)

Por su parte, los residuos de azlcar pueden contener acilaciones,
generalmente presentes en el C-3 o esterificados en el grupo 6-OH, ya sea por

grupos aromaticos o acidos (Guisti et al., 2003).

Cuando se ha tratado de incorporar a las antocianinas en alimentos se ha
observado que debido a sus caracteristicas estructurales existe cierta inestabilidad
en el procesamiento, distribucion o almacenamiento, y por ende su uso se ha
limitado a aquellos que tienen limitada exposicion al calor del proceso, baja
actividad de agua, corto tiempo de almacenamiento, etc. (Reynoso et al., 1997,
Munin y Edwards-Lévy, 2011). Los factores que las pueden afectar son: pH,
temperatura, luz, oxigeno, actividad de agua, presencia de otros metabolitos,
enzimas, entre otros (Guisti et al., 2003; Munin y Edwards-Lévy, 2011; Hashim et
al., 2012).

El pH afecta a las antocianinas por la presencia del ion oxonio, ya que
éste cambia su estructura reversiblemente entre cuatro diferentes formas en
solucion acuosa (Hashim et al., 2012). En pH 1 - 3, la estructura de catién flavilio
predomina y genera coloraciones rojas. A medida que el pH incrementa, se lleva a
cabo una hidratacion en C-2 y se forma la pseudobase carbinol entre pH 4 -5, y
genera color morado a incoloro. Posteriormente, ocurre una desprotonacion que
forma la base quinonoidal en pH de 6 a 8 de coloracion azul y, finalmente, de pH 8

a 14, la estructura se ioniza para llevar una o dos cargas negativas, con lo cual se
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forma una chalcona de color amarillo a incoloro (Figura 3) (Guisti et al., 2003;
Hashim et al., 2012).

La chalcona estructuralmente es una cetona aromatica insaturada, lo que
significa que, al ionizarse por la variacion de pH, el anillo C se abre. Si la condicion
basica se mantiene y luego se acidifica de nuevo, dicho anillo no tiene la
capacidad de regenerarse (Insuasty-Obando 2016). En cambio, las demas
estructuras si tienen la capacidad de interconvertirse, por lo que la antocianina en

estructura chalcona se considera degradada.

Por otro lado, se ha observado que una temperatura mayor a 40°C causa
degradacion en las moléculas por dos distintos mecanismos. Se puede presentar
hidrélisis del enlace glucosidico generando la formacion de la aglicona menos
estable o, por ataque hidrolitico, puede originar la mencionada estructura chalcona

(Castafieda-Sanchez y Guerrero-Beltran, 2015).

pH=1-3 pH=4-5 pH=6-7
i L )
— —
. ©

+H'/-H,0 | ¢ +H,0

CATIGN FLAVILIO [PSEUDOBASE CARBINOL ]| [BASE QUINONOIDAL |

pH=8-14 pH=7-8 +HI ' -

-H,0
E—rn
<
+H,0
CHALCONA [BASE QUINONOIDAL ANIONICA|

Figura 3. Cambio de conformacion de las antocianinas en diferente pH (Ananga et
al., 2013)

Asi es que, para poder incorporar a las antocianinas en sistemas

alimentarios exitosamente, se han estudiado los factores mencionados y se han



2. REVISION DE ANTECEDENTES

encontrado distintas soluciones. Por ejemplo, tomando en consideracién que las
antocianinas a pH &cido muestran coloraciones rojas y estables, se les ha
introducido en alimentos con pH menor a 3, asi se asegura que predomine la
estructura de cation flavilio y se estabiliza la molécula. En otros casos, la acidez
mencionada —junto con bajas temperaturas de almacenamiento y corta vida de
anaquel- se ha probado en productos lacteos (Rodriguez-Saona et al., 1999;
Guisti et al., 2003).

Otro ejemplo es aquél en el que, buscando nuevas fuentes de
antocianinas, se encontraron algunas que mostraban complejos patrones de
glicosilacion y acilacién que causaban amplia estabilidad en la molécula cuando se
sometian a cambios de pH, tratamientos térmicos o exposicion a la luz. Se sugirié
gue los mecanismos involucrados podrian ser copigmentacion intramolecular e
intermolecular, autoasociacion o complejacion con metales (Guisti et al., 2003;

Castafieda-Sanchez y Guerrero-Beltran, 2015).

El caso de la copigmentacion es muy interesante, ya que se ha reportado
gue si existe doblamiento de la parte acil se puede proteger a la aglicona. En el
caso de las monoaciladas, sélo puede haber un efecto débil intermolecular porque
s6lo un lado del cation flavilio podra protegerse ante el ataque nucleofilico del
agua. Pero en las antocianinas diaciladas se ha mostrado una mayor estabilidad,
ya que presentan apilamiento tipo sandwich y causan interacciones hidrofobicas
entre residuos planares aromaticos de los grupos acilo y el nucleo flavilio cargado
positivamente, y asi disminuyen la formacion de la pseudobase (Guisti et al.,
2003).

Considerando lo anterior, una forma de estabilizar a las antocianinas ante
cambios de pH, es decir, que no presenten cambios de color por causa de este
factor, puede ser encontrar algiin modo de evitar que se formen las distintas

estructuras.

Es necesario encontrar una fuente accesible de antocianinas, y considerar

gue sea una donde la encapsulacibn ayude a mejorar sus caracteristicas de

8
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estabilidad. Tal es el caso de las bayas (Guinot et al., 2006; Arrazola et al., 2014;
Serna-Cock et al.,, 2015; Urias-Lugoet al., 2015), las cuales contienen
antocianinas en gran proporcion. Los colores que presentan se deben
principalmente a su perfil de antocianinas y a la cantidad de cada una de ellas; sin
embargo, tienen principalmente mono y diglucésidos con limitada estabilidad
(Guisti et al., 2003; Jayaprakasha y Patil, 2015).

Un ejemplo de estas bayas es el arandano azul (Vaccinium corymbosum).
Sus antocianinas mas comunes son las derivadas de la cianidina (Cacace y
Mazza, 2003; Guisti et al., 2003). Y debido a su caracter perecedero, existe una
gran cantidad de subproducto descartado, por lo que son una fuente potencial de

pigmentos naturales (Jayaprakasha y Patil, 2015).

2.2 Encapsulacién

En este orden de ideas, la encapsulacion ha probado ser un proceso
innovador, su funcién es proveer proteccion a compuestos fragiles o inestables
contra variaciones fisicoquimicas del ambiente que los rodea. La encapsulacion de
antocianinas ha servido para estabilizarlas y poder incorporarlas en matrices
complejas, donde generalmente mostrarian gran inestabilidad (Arrazola et al.,
2014; Zaidel et al., 2014; Yousuf et al., 2016)

Los materiales de encapsulamiento pueden ser polimeros naturales o
sintéticos, y existen métodos fisicos, quimicos o fisicoquimicos, pero debido a que
las antocianinas son altamente inestables es necesario que el tipo de
encapsulacién carezca de condiciones de oxidacion que puedan afectarlas (Munin
y Edwards-Lévy, 2011).

Tal es el caso de la metodologia sol-gel, un proceso que se realiza a
temperatura ambiente y puede no involucrar solventes oxidantes, por lo que la
estructura de la antocianina puede mantenerse intacta (Gupta y Chaudhury, 2007;

Jurmanovic et al., 2010).
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Otras ventajas que presenta la metodologia sol-gel son: transparencia del
material, alta durabilidad quimica, mejor proteccion de las moléculas atrapadas
(Rottman et al., 1992; Jurmanovic et al., 2010) y manipulacién sencilla de la
sintesis debido al uso de pequefias moléculas precursoras (Ciriminna et al., 2012).
Al poder manipular los factores involucrados en la sintesis, se pueden llegar a
formular diferentes tipos de matriz, dependiendo de las caracteristicas de molécula

la estabilizar (Serra y Fernandez-Francos, 2016).

Finalmente, es destacable que el método esta libre de desechos y la
pureza del material es altamente controlable (Serra y Fernandez-Francos, 2016),

por lo que se puede considerar una tecnologia verde.

2.2.1 Sol-gel

El término sol-gel implica la generacidon de una suspension coloidal
(lamada sol) por medio de un precursor alcoxido, agua, un co-solvente, un
catalizador y la molécula a encapsular. Al avanzar la reaccion entre ellos, se
convierte en un gel debido a la extensa conectividad a nivel molecular. Si la
reaccion continda, se puede generar un material solido (Gupta y Chaudhury, 2007;

Serra y Fernandez-Francos, 2016).

Los alcéxidos, precursores inorganicos, pueden ser alcoxidos de aluminio
(Al), titanio (Ti), estafio (Sn), silicio (Si) y derivados, entre otros (Serra y
Fernandez-Francos, 2016). Se han reportado encapsulaciones con el vidrio de
silice, en proteinas (Dunn et al, 1998; Jin y Brennan, 2002), fluor6foros (Gulcev et
al., 2002), terpenos y aceites esenciales (Ashraf et al., 2015), etc., con buenos
resultados ya que el método generé un ambiente estable tanto quimico como
fisico y una excelente claridad 6ptica (Ismail et al., 2002). La Figura 4 muestra el

ejemplo de un alcéxido de silicio, tetraetil ortosilicato (TEOS).
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OCH,CHj
|

CHyCH,0 — Si— OCH,CH;
OCH,CHs

Figura 4. Estructura de alcoxido tetraetil ortosilicato (TEOS) (Kandimalla et al.,
2008)

En la sintesis sol-gel, dicho alcoxido sufre dos reacciones diferentes:
hidrolisis y condensacion. Puede ocurrir en soluciones acuosas o en soluciones
organicas cuando el precursor no es miscible con el agua (Ciriminna et al., 2012;

Serra y Fernandez-Francos, 2016).

En la primera etapa, los alcoxidos metalicos reaccionan con el agua y
generan una hidrélisis (Figura 5), que puede ser completa o parcial (dependiendo
de la proporcion agua : alcoxido (R)), y ello definira la via de condensacion (Gupta
y Chaudhury, 2007; Serra y Fernandez-Francos, 2016).

— Si —OR + H,0 ——— Si — OH

Figura 5. Hidrdlisis de alcéxido metalico en sintesis sol-gel (Serra y Fernandez-
Francos, 2016)

A menores valores de R (R<2) la hidrdlisis sera parcial y en la etapa de
condensacion se formara un puente de oxigeno entre dos moléculas del precursor,
llamada estructura siloxano, y una molécula de alcohol (Figura 6). El tipo de
alcohol dependera de la parte organica del alcoxido. Asi, en el caso de tetraetil
ortosilicato (TEOS) el alcohol sera etanol, y en el caso de tetrametil ortosilicato
(TMOS) serd metanol (Avnir et al.,, 2005; Kandimalla et al., 2008; Serra y
Fernandez-Francos, 2016).
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— Si— OH+—S8Si —OR = — Si—O0— Si — + ROH

Figura 6. Condensacion en sintesis sol-gel con alcohol como producto (Serra 'y
Ferndndez-Francos, 2016)

En cambio, a mayores valores de R (R22), se generara una hidrélisis mas

completa y en la etapa de condensacion se generara una molécula de agua a la

par de la estructura siloxano (

FicLura 7) (Gupta y &haudhury, 2007; Serra'y I}:ernéndelerancos, 2016).
— Si—OH+—S8 — OH =— — Si—0— Si — +H,0

Figura 7. Condensacion en sintesis sol-gel con agua como producto (Serra'y
Ferndndez-Francos, 2016)

En general, el proceso de condensacién es lento debido a la baja

polaridad del enlace Si-O de los alcéxidos de silice, por lo que un catalizador es

esencial. Se pueden utilizar temperaturas altas, pero es preferible utilizar

catalizadores como acido clorhidrico (HCI) o hidréxido de sodio (NaOH) con el fin

de tener mas control sobre la reaccion (Ciriminna et al., 2012; Serra y Fernandez-
Francos, 2016).

Una vez que se ha formado el gel por la condensacion, se pasa a una

etapa de almacenamiento. En ella, incrementa el entrecruzamiento de la red y

como consecuencia es expulsado el solvente interno de la matriz (Gupta y
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Chaudhury, 2007). En esta etapa también se definira la forma que tenga el
material; es decir, se podran obtener diferentes formas dependiendo de su
posterior utilizacién. Por ejemplo, monolitos, peliculas delgadas, fibras, polvos, etc.
(Ismail et al., 2002; Gupta y Chaudhury, 2007; Ciriminna et al., 2012).

El encapsulamiento se basa en que las moléculas, agregadas en la etapa
precursora, son encerradas por las cadenas poliméricas de siloxano que creceran
alrededor de la molécula, generando una matriz; es decir, quedaran dentro de la
estructura mientras se esta formando y, en consecuencia, se estabilizaran (Lobnik
et al., 2011). La Figura 8 muestra el ejemplo de una matriz sol-gel. Las estrellas
simulan las moléculas encapsuladas (Ismail et al., 2002; Gupta y Chaudhury,
2007; Marr y Marr, 2011).

\ o ; £l
Unidad estructural
4 - o )’ OH (oX OH
A . o /M © [ 0 o
7 » e \Si/o O/Si\o / o
- 2 / L e "/
L ¢ g ¥ 4 O o/ ~—~a si O 5
w * N ol / \o g X 0—Si
e B X " \/s'\ O—-——'\SI/O\S(/O\SI\ o () /0
» OH
’ : el @ M o ,Q 7O o/ oS
\ G /I \ / / : Si / ,.OH
y { ‘ - o SI\O/SI\ C O L
’ 7 ) .‘,q L 2 ~ OH o \ Unidad estructural
2" \») L ‘ ‘Grupcs sin hidrolizar
[

Figura 8. Ejemplo de una matriz sol-gel encapsulando una molécula
(Barczak et al., 2016)

De todo lo anterior se desprende que, si bien las antocianinas son
inestables ante factores como el pH, la metodologia sol-gel ofrece la formacion de
una matriz donde éstas pueden quedar encapsuladas y, por ende, estables. Si el
propoésito se logra, la industria alimentaria podra hacer uso de las antocianinas sin

las limitaciones ya mencionadas.
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3 OBJETIVOS

GENERAL

Encapsular antocianinas presentes en extracto de arandano azul (Vaccinium

corymbosum) en una matriz sol-gel para su estabilizacion ante cambios de pH.

ESPECIFICOS

1. Obtener un encapsulado de antocianinas de arandano (Vaccinium

corymbosum) con tamafo de poro que evite su lixiviacion.

2. Caracterizar colorimétricamente los encapsulados obtenidos e identificar el

tratamiento con el color mas intenso.

3. Estudiar la estabilidad de los encapsulados ante cambios de pH del medio.

4. Analizar la interacciéon de las antocianinas con la matriz sol-gel formada.

14



4 METODOS

4.1 Extraccion con etanol

Se obtuvieron arandanos frescos de tres lugares comerciales distintos
(Walmart, Comercial Mexicana y COSTCO). Las bayas (100 g) se congelaron con
nitrogeno liquido, posteriormente se molieron en molino de aspas (Moulinex,
Francia) con el fin de disminuir el tamafio de particula, obtener una muestra de
polvo uniforme y con ello incrementar su recuperacion (Guisti y Wrolstad, 2001;
Hashim et al., 2012).

Posteriormente, se homogeneizaron en 600 mL de etanol (85%) con
~0.2% de acido acético (pH 4.5 + 0.2) a 1000 rpm durante una hora a 30-35 °C en
oscuridad. Al finalizar, el extracto se filtr6 con manta de cielo previamente lavada,
después se filtré con papel filtro Whatman #1. Se concentr6 a 35-37 °C bajo
presion reducida (Rotavapor R-124, Buchi, Suiza) a 40 rpm, hasta que la
recuperacion del solvente fue casi nula. La extraccién se realiz6 en tres lotes

distintos.

4.2 pH diferencial

La concentracion de antocianinas monomeéricas se determin6é usando el
método de pH diferencial de Giusti y Wrolstad (2001).

Se determind el factor de dilucion de cada extracto agregando una
alicuota de éste en solucién amortiguadora de cloruro de potasio de pH 1 hasta
gue la absorbancia a 520 nm estuviera en el rango lineal del espectrofotémetro
(0.2 — 1.5). Se dividi6 el volumen final de la solucion entre el volumen del extracto

para obtener dicho factor.
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La muestra del paso anterior, se diluyé una muestra de cada extracto en
solucion amortiguadora de pH 1 y pH 4.5 (acetato de sodio) e inmediatamente se
ley6 la absorbancia de la muestra en un espectrofotometro de rango UV-Visible
(Thermo Scientific, Estados Unidos) con una celda de cuarzo de 1 cm, en
longitudes de onda de 520 y 700 nm, por triplicado. Se calenté el equipo 30

minutos antes de hacer las mediciones y se utilizé agua destilada como blanco.

Se calcul6 la absorbancia de la muestra diluida con la Ecuacién 1:

A = (An520— A700) pH 1.0 — (Ar 520 — A700) pH 4.5

Ecuacion 1

Finalmente, se calculd la concentracion de antocianinas monomeéricas en

la muestra original usando la Ecuacion 2:

Antocianinas monomeéricas (mg/L) = (A x PM x FD x 1000)/(e x L)

Ecuacion 2

Donde A es la absorbancia de la muestra a los diferentes valores de pH;
PM es el peso molecular de la antocianina predominante en la muestra (449.2
gmol?! para 3-O glucésido de Cianidina); FD es el factor de dilucién; € es el
coeficiente de absortividad molar (26900 cm? mg?), y L es la longitud de la celda
de cuarzo (1 cm) (Routray y Orsat, 2011).

4.3 Encapsulamiento

La sintesis sol-gel se llevé a cabo segun la metodologia descrita por
(Shamsipur y Azimi, 2001), con modificaciones. Se mezclaron los precursores de

la reaccidn en caja de guantes con circulacion de gas nitrégeno.

En tubos falcon (50mL) se mezclaron: 10 mL de tetraetil ortosilicato

(TEOS) (Sigma, Pureza 98%), utilizado como alcoxido metalico; 3 mL de etanol
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(Merck Millipore, Pureza = 99.9%), utilizado como co-solvente; acido clorhidrico
(HCI) (Sigma, 1 N), como catalizador?, la cantidad y molaridad estuvo de acuerdo
con el nivel estudiado en cada experimento; y extracto de antocianinas de
arandano también considerando el nivel en estudio (Tabla 2). La solucion formada

también es llamada sol.

Posteriormente, se llevaron a una incubadora (Felisa, Estados Unidos) a
30 °C, con agitacion a 150 rpm y oscuridad por el tiempo de reaccion definido para

el experimento.

La Tabla 2 muestra el resumen de los factores y niveles de los

experimentos realizados:

Tabla 2. Resumen de experimentos realizados

Experqi#mento Factor Nivel
R3 517
HCI (molar) 0.37/05/1
1 HCI (mL) 4/6
Tiempo de reaccion (horas) 2/4
Lote de extracto 1/2
2 Cantidad de extracto (mg) 5.29/6.61/7.93
3 Cantidad de extracto (mg) 10.81/13.08/15.31

2 La cantidad de HCI agregada se consideré como el agua en el factor R
3 Relacion molar agua: alcéxido
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Finalmente, se depositaron entre 7 mL y 10 mL de la solucion en cajas
Petri (90 x 15 mm), con la finalidad de que el secado fuera homogéneo entre

tratamientos, y se dejaron a temperatura ambiente (~25 °C) en oscuridad.

Una vez que el solvente se evaporo, el material obtenido (gel) se moli6é en
mortero de agata, se pesd y se llevé a un desecador en oscuridad el tiempo
necesario, hasta que se obtuvo peso constante. Los polvos resultantes se
guardaron en bolsas de plastico con sello hermético a temperatura ambiente (~25

°C) y en oscuridad.

Todos los tratamientos fueron realizados con tres replicaciones.

4.3.1 Pruebade lixiviacion / lavados

Los polvos obtenidos de la sintesis se sumergieron en solucion
amortiguadora de pH 2 (1:1) en tubos Falcon, se agitaron durante 30 segundos, se
centrifugaron, se separd el sobrenadante y se secaron en un desecador hasta
peso constante. El filtrado se leyd en espectrofotometro UV-Vis (Thermo Scientific,
Estados Unidos) a 520 nm.

Por otro lado, se observo si la solucion amortiguadora tenia color a simple

vista, siendo binaria la respuesta: si / no.

4.3.2 Pruebade color

El color de los polvos obtenidos se midio utilizando un colorimetro (Konica
Minolta CM2002, Japon). Los resultados se dieron con parametros del sistema
CIE L* a* b*, croma [C*=(a*2-b*?)12] y angulo hue [h=tan'! b*/a*]. Se us6 una celda
de vidrio 6ptico con una longitud de trayectoria de 10 mm, un iluminador D65 en

un angulo observador de 2°.

Para tener una idea clara de los colores obtenidos en algunos
tratamientos, se utilizd un programa en linea llamado Delta-E Calculator

(http://colormine.org/delta-e-calculator/) de la empresa Colormine, en el cual se
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introducen los pardmetros CIE L* a* b* y como resultado se muestra un recuadro

del color que se obtiene.

4.3.3 Estabilidad en pH

Los polvos se sumergieron en soluciones amortiguadoras de pH 2 y 6, se
dejaron en reposo durante ocho horas a temperatura ambiente (~25 °C) y en
oscuridad. Posteriormente se decantd la solucién y los polvos se secaron en
desecador, hasta peso constante. Una vez secos, se midi6 su color en

colorimetro.

En niguno de los casos el filtrado mostré coloracion, por lo que se omitio

medir su absorbancia.

4.3.4 Espectrometria Infrarroja con Transformada de Fourier (FTIR)

Los polvos obtenidos de los tratamientos 27 (7.92 mg de 3-O glucésido de
Cianidina) y 28 (10.81 mg de 3-O glucésido de Cianidina), asi como polvos del
blanco (sin extracto agregado) se molieron con bromuro de potasio (KBr)
previamente desecado. El polvo obtenido se prenso6 para obtener una pastilla con

forma cilindrica, la cual se analiz6 bajo condiciones ambientales.

La absorbancia del espectro infrarrojo de las muestras se midid en un

rango de 4000 a 400 cm* usando un espectrofotometro Perkin Elmer 680.

4.3.5 Analisis estadistico

El andlisis estadistico se realiz6 utilizando el paquete JMP versién 13.2
(SAS Institute, Estados Unidos).

Los resultados se reportaron como la media de tres réplicas + la

desviacion estandar.
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En el caso de comparaciones entre tratamientos se utilizé la prueba de

Tukey con una significancia de a = 0.05.
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5 RESULTADOS Y DISCUSION

5.1 Extraccién con etanol

Para la extraccion de estos metabolitos, el método debe procurar su
maxima recuperacion y minima degradacion, por lo que el mas usado ha sido el
que involucra solventes polares. Este consiste en desnaturalizar la membrana del
tejido celular y provocar la disoluciéon de los pigmentos (Guisti y Wrolstad, 2001).
Asimismo, para optimizar el rendimiento de extraccion existen factores que
pueden modificarse (Cacace y Mazza, 2003; Ceron et al., 2011; Heras et al., 2013;
Puertas-Mejia et al., 2013).

En el presente trabajo, para evitar la degradacion de las antocianinas, la
extraccion duré una hora, en la bibliografia esta reportado que es el tiempo

suficiente para obtener buen rendimiento (Guisti y Wrolstad, 2001).

Con respecto a la temperatura, los valores altos en el proceso mejoran el
rendimiento, sin embargo, esto degrada a las antocianinas (Guisti et al., 2003), por
ello, se utiliz6 como solvente etanol al 85%. Este solvente se prefiere para uso en
alimentos, ya que no es toxico, y la concentracion se debe a que Cacace y Mazza
(2003) comprobaron que con una alta cantidad de solvente se genera una mayor
temperatura critica, pudiendo asi trabajar en temperaturas relativamente altas sin

degradar a la molécula o afectar el buen rendimiento.

La extraccion fue seguida de la evaporacion del solvente. Este es un paso
critico en la obtencion de un extracto no degradado, por lo que se us6 vacio a
temperaturas bajas (30-40 °C) que han mostrado no causar degradacion (Guisti y
Wrolstad, 2001). Finalmente, se cuid6 que el extracto no llegara a sequedad, para
no afectar la integridad de los metabolitos (Cacace y Mazza, 2003). La cantidad de

extracto obtenido en cada lote se muestra en la Tabla 3.

21



5. RESULTADOS Y DISCUSION

Tabla 3. Cantidad de extracto obtenido

mL de extracto/ 100 g
LOTE
peso fresco
1 96
2 109
3 98

5.2 pHdiferencial

Para encontrar la concentracion de antocianinas monomeéricas en el
extracto obtenido, se sigui6 la metodologia de pH diferencial. Este método se basa
en los cambios de estructura que presentan las antocianinas en funcién del pH.
Dicha transformacién puede ser medida por espectroscopia Optica (Routray y
Orsat, 2011).

La forma de oxonio coloreado predomina en pH 1 y la forma pseudobase
carbinol sin color en pH 4.5; asi, midiendo la absorbancia en la maxima longitud de
onda y a 700 nm (para correccion de posibles interferentes) en ambos valores de
pH, se podra obtener una medicion adecuada y rapida de las antocianinas
monomeéricas, aun en presencia de pigmentos degradados polimerizados y otros
compuestos interferentes (Guisti y Wrolstad, 2001). Este método es el mas usado,
independientemente del tipo de muestra (jugo, extracto de fruta u otro) (Routray y
Orsat, 2011).

En general, las antocianinas tienen una banda de absorcion en la region
del espectro visible de 490 nm a 550 nm, debido a que la banda de absorcion es
ancha, medir unos pocos nanémetros fuera de la longitud de onda méaxima no
alterara significativamente la estimacion de los valores finales. Por ello, utilizar una
longitud de onda de 520 nm para los derivados de cianidina permitié obtener una

estimacion adecuada del contenido total (Guisti y Wrolstad, 2001).
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De acuerdo a las formulas descritas en la parte de metodologia, la Tabla
4 muestra la absorbancia obtenida de cada extracto de arAndano azul (Vaccinium
corymbosum) y la concentracion total de antocianinas monoméricas (mg/L)

calculada como equivalente de 3-O glucésido de Cianidina:

Tabla 4 Concentracidn de antocianinas monoméricas de arandano azul*

o mg de 3-O glucoésido de
. mg de 3-O glucosido -
LOTE Absorbancia o cianidina /100 g peso
de cianidina /L

fresco
1 0.83+0.11 1380.33 132.51
2 0.70 +£0.02 1762.78 192.14
3 0.86 + 0.003 3602.78 353.07

*Los datos son la media de tres réplicas + la desviacion estandar

La Tabla 4 también muestra la cantidad de antocianinas en 100g de peso
fresco calculadas como equivalentes de 3-O glucésido de Cianidina, lo cual fue
calculado considerando la cantidad de extracto obtenido en el punto 5.1. Dichos
datos son congruentes con los reportados por Mazza y Miniati (1993) para

arandano azul de 25 a 495 mg de 3-O glucésido de Cianidina /100g peso fresco.

5.3 Encapsulamiento

El proceso sol-gel produce una matriz sencilla de silice cuando se utiliza
TEOS como alcoxido precursor, tal fue el caso del presente proyecto. La hidrolisis
y subsecuente condensacién del alcoxido a bajas temperaturas causa su
polimerizacion y permite la encapsulacion de las moléculas organicas de interés
(Rottman et al., 1992; Ismail et al.,, 2002; Gupta y Chaudhury, 2007; Serra y
Fernandez-Francos, 2016).
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La més simple de las matrices de vidrio de silice es un polimero de
enlaces de silicato (-Si-O-Si), los cuales terminan en grupos silano (Si-OH). Estos
ultimos son capaces de aceptar o donar protones y formar una superficie
altamente activa (Ismail et al., 2002), lo que se comprobd con diferentes estudios
(Chuang y Maciel, 1997). Se encontraron tres tipos de grupos silano; el 19% de
ellos esta aislado y no forma enlaces de hidrégeno con sus vecinos (1), el 35% se
enlaza con sus vecinos por medio de una molécula de agua (ll) y el 46% forma
enlaces de hidrogeno con sus vecinos directamente (lll) (Figura 9) (Ismail et al.,
2002).

(D 19% (1) 35%

(I11) ~46%

Figura 9. Esquema de los tres tipos de grupos silano en la superficie de la matriz
sol-gel (Ismail et al., 2002)

Debido a las reacciones involucradas, la matriz sol-gel tiene una
naturaleza porosa y, de acuerdo con lo anterior, la superficie dentro de los poros
también tiene cargas y enlaces de hidrégeno asociados (Ismail et al., 2011), por lo
gue puede interactuar con la molécula encapsulada, sobre todo porque la matriz

se va formando alrededor de la molécula, asi que estd muy cerca de ella.

Por la naturaleza porosa, especies quimicas o analitos pueden entrar por
difusién al sitio donde estan encapsuladas las moléculas y generar una reaccion
selectiva (Gupta y Chaudhury, 2007; Ciriminna et al., 2012; Kassal et al., 2014).
Por ello, la técnica sol-gel ha servido para encapsular: anticuerpos y otras
proteinas, enzimas, iones metalicos, agentes colorimétricos, entre otros (Ciriminna
et al., 2012; Kandimalla et al., 2006).
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El ejemplo de los agentes colorimétricos fue de interés para esta
investigaciéon. Se han utilizado como indicadores en sensores quimicos de los
cuales los mas estudiados son los de pH (Rottman et al., 1992; Wang et al., 20083;
Shamsipur et al., 2008; Rovati et al., 2012; Sun et al., 2015). Algunos colorantes
sintéticos usados en los sensores de pH han sido: verde de bromocresol (Kassal
et al., 2014), rojo fenol (Wang et al., 2003), rojo metilo (Jurmanovi¢ et al., 2010),

entre otros.

En el disefio de dichos sensores quimicos se observaron algunos
problemas, los principales fueron altos tiempos de respuesta vy lixiviacion de las
moléculas colorimétricas (Avnir et al. 2005; Kassal et al., 2014). Sin embargo, una
de las ventajas del método sol-gel es que modulando las condiciones del proceso
se puede obtener una encapsulacion con propiedades ajustadas a lo que se

requiera (Gupta y Chaudhury, 2007; Ciriminna et al., 2012).

De tal modo, esta investigacion se centré6 en buscar los niveles de los
factores que lograran una encapsulacién de las antocianinas del extracto sin que
se lixiviaran de la matriz sol-gel ni tuvieran respuesta ante cambios de pH del

medio.
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5.3.1 Experimento 1

En el primer experimento se estudiaron cuatro factores: concentracion del
catalizador (acido clorhidrico, HCI), relacion molar agua: alcoxido (R), tiempo de

reaccion de la sintesis y lote de extracto (Tabla 5 y Tabla 6).

La cantidad de extracto afiadida se fijj6 en 2 mL para elucidar el
comportamiento de la matriz con los niveles fijados. El color de la solucion era rojo
intenso (ANEXO 1)

Tabla 5. Tratamientos de experimento 1 (Lote de extracto 1)

_ HCI Reaccion mg Extracto
Tratamiento R
(M) (h) Lote 1

1 0.37
2 0.5 5
3 1

2
4 0.37
5 0.5 7
6 1

2.76

7 0.37
8 0.5 5
9 1

4
10 0.37
11 0.5 7
12 1

El contenido de antocianinas monomeéricas del lote 1 fue de 1380.33 mg
de 3-O glucésido de Cianidina /L de extracto y del lote 2 fue de 1762.78 mg de 3-O
glucdsido de Cianidina /L de extracto.
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Tabla 6. Tratamientos de experimento 1 (Lote de extracto 2)

' HCI Reaccion mg Extracto
Tratamiento R
(M) (h) Lote 2
13 0.37
14 0.5 5
15 1
2
16 0.37
17 0.5 7
18 1
3.53
19 0.37
20 0.5 5
21 1
4
22 0.37
23 0.5 7
24 1

A continuaciéon se hablard de cada uno de los factores y los niveles

escogidos para el experimento.
CATALIZADOR

La sintesis del proceso de polimerizacion se considera acida cuando el
pH es menor a 2 y basica cuando el pH es mayor a 2 (Brinker, 1990). En el
experimento se utilizé la acida debido a que, como ya se menciond, el grado de
hidrdlisis es mayor que el de condensacion, por lo que tiende a dar geles de silica
ramificados con mejores propiedades estructurales (Shamsipur y Azimi, 2001) y un
tamafio de poro mas pequefio, contrario a lo que sucede en el proceso en
condiciones bésicas, donde se aceleran las reacciones de condensacion sobre las
reacciones de hidrodlisis, y en las cuales se generan estructuras con tamafio de

poro mayor (Dunny Zink, 1991; Ciriminna et al., 2012).
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Por otro lado, las antocianinas, cuando estan en un ambiente &acido tienen
estructura de cation flavilio, muy estable (Guisti et al., 2003), por lo que una
sintesis &cida fue preferible. El gel formado tenia una coloracién rojo intenso,

debido a la estructura mencionada.
RELACION MOLAR AGUA: ALCOXIDO (R)

Una relacion molar de 2 es tedricamente suficiente para completar las
reacciones de hidrdlisis y condensacion; sin embargo, la reaccién no se completa,

pues se forman especies intermedias (Brinker, 1990; Ciriminna et al., 2012).

Shamsipur y Azimi (2001) reportaron un estudio con TEOS modificando
distintos factores donde encontraron que con R=3 y un ambiente &cido la
lixiviacion del colorante propuesto era evidente. Se dedujo que el valor de R bajo
causo6 una hidrdlisis incompleta y a su vez menor condensaciéon, lo que genero

una matriz con una estructura mas abierta.

En el presente estudio los valores propuestos fueron mayores (5y 7), ya
gue se ha reportado que, a cualquier valor de pH, si la relacion molar incrementa,
el grado de hidrdlisis también incrementa (McDonagh et al., 1996). Ademas, con
R> 2 se genera agua como producto en vez de alcohol, lo cual es preferible
porque el alcohol podria afectar la estructura de las antocianinas. Se esperaba
encontrar un nivel donde el tamafio de poro no permitiera la lixiviacion de la

molécula y la estabilizara por completo.
TIEMPO DE REACCION Y SECADO

La etapa de reaccion se mantuvo a 30 °C para estandarizar el proceso, y
se sabe que las antocianinas resisten esta temperatura, sobre todo si se
mantienen en un ambiente acido. Sin embargo, es posible que se presente cierto
grado de degradacién, por lo que se estudiaron dos tiempos para analizar hasta

gué punto las moléculas son resistentes al proceso.
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Otra razén por la que se estudié el tiempo de reaccion fue que la literatura
menciona que el factor R determina la cantidad de moléculas hidrolizadas y a su
vez las moléculas que tienen capacidad de condensarse. Sin embargo, aun en

valores altos de R puede haber moléculas sin hidrolizar (McDonagh et al., 1996).

En la etapa de secado, una vez que el sol se depositd en el contenedor
gue determinaria su forma (caja Petri), el co-solvente y el agua comenzaron a
evaporarse. En esta etapa las reacciones de condensacion fueron mas evidentes,
pues hubo mas interaccién entre las moléculas (Wang et al.,, 2003; Gupta y
Chaudhury, 2007). Esta etapa no tuvo un tiempo determinado, a pesar de que es
en esta Ultima donde el tamafio de poro se define (Wang et al., 2003). Pero debido
a que la forma buscada era un polvo, era necesario que todo el solvente saliera de
la matriz, sin importar qué tanto se tardara, es por eso que se mantuvo el polvo en

desecador hasta peso constante.

La matriz formada en esta Ultima etapa tuvo un grosor de
aproximadamente 1 mm. El material tuvo una forma similar a hojuelas. Estas se
molieron en un mortero de agata para minimizar el tamafio de particula a lo

minimo posible, tratando de que fuera homogéneo.
LOTE DE EXTRACTO

Finalmente, para que no existiera alta degradacién de las antocianinas, se
cuidaron las condiciones de extraccion. Sin embargo, estd claro que la
temperatura, los solventes usados, la luz y otros factores causan diferentes
reacciones en la molécula, como copigmentacion, autoasociacion, complejacion,
etc. (Guisti et al., 2003; Castafieda-Sanchez y Guerrero-Beltran, 2015; Trouillas et
al., 2016). Es por ello que se estudio el lote de extracto en dos niveles. El objetivo
fue analizar si las diferentes condiciones en que se encontraban las moléculas
podian afectar su comportamiento en la matriz sol-gel y por ende los resultados de

color, ademas de saber si existia reproducibilidad en el método.
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5.3.1.1 Prueba de lixiviacion

Los polvos obtenidos se sumergieron en solucién amortiguadora de pH 2
y luego se secaron. Se midié la absorbancia de la solucién para investigar si el
tamafio de poro formado fue suficiente para mantener a la molécula encapsulada,
es decir, para que no se lixiviara. El fundamento de lo anterior es que, como ya se
menciono, las antocianinas tienen una banda de absorcién en la region del
espectro visible de 490 nm a 550 nm (Guisti y Wrolstad, 2001).

La solucién se midi6 a 520 nm. Los resultados de los tratamientos del

experimento 1 (Lote 1) se muestran en la Tabla 7.

Tabla 7. Absorbancia obtenida de la prueba de lixiviacion. Experimento 1 (Lote 1)*

_ HCI Reaccion Absorbancia Color en
Tratamiento R »
(M) (h) (520 nm) solucién
1 0.37 02 no
2 0.5 5 0 no
3 1 0?2 si
2
4 0.37 02 si
5 0.5 7 0.698 £ 0.11 si
6 1 0.213 £0.02 si
7 0.37 0?2 no
8 0.5 5 0?2 no
9 1 02 no
4
10 0.37 0?2 no
11 0.5 7 02 no
12 1 0 no

* Los datos son la media de tres réplicas + la desviacion estandar
2 Indica que la absorbancia medida a 520 nm no estuvo dentro del limite de deteccion del
equipo (0.2-1.2)
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Los tratamientos 1, 2, 7 — 12, no presentaron ni coloracién en la solucién
ni absorbancia dentro del limite de deteccion del equipo (0.2 — 1.2). Esto sugirié
gue la matriz formada en estos tratamientos era adecuada para que las

antocianinas no tuvieran posibilidad de salir.

Los tratamientos 3 — 6 mostraron coloracion en la solucion, lo que sugirié
gue la estructura formada no era adecuada, pues permitia que las antocianinas
salieran de la matriz a la solucién. A pesar de que sélo los tratamientos 5 y 6
fueron los que mostraron absorbancia dentro del limite de deteccion del equipo, el
color de la solucion fue decisivo para que se descartaran todos estos tratamientos,

pues el color es indicativo de presencia de moléculas de antocianina.

Tabla 8. Absorbancia obtenida de la prueba de lixiviacion. Experimento 1 (Lote 2)*

Tratamiento Hc! R Reaccion = Absorbancia = Color en

M) (h) (520 nm)  solucion
13 0.37 02 no
14 0.5 5 02 o
15 1 02 <
16 0.37 2 02 si
17 0.5 7 02 s
1o ! 02 si
19 0.37 02 o
20 0.5 5 02 o
21 1 02 o
22 0.37 4 0° o
23 0.5 7 02 o
24 1 02 o

* Los datos son la media de tres réplicas + la desviacién estandar
2 Indica que la absorbancia medida a 520 nm no estuvo dentro del limite de deteccién del
equipo (0.2-1.2)
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En cuanto al lote 2 (Tabla 8), los tratamientos 13,14, 19 — 24, no
presentaron ni coloracion en la solucién ni absorbancia dentro del limite de
deteccion del equipo (0.2 — 1.2). En cambio, los tratamientos 15 — 18 si mostraron
coloracién en la solucion, y aunque ninguno de ellos presentd absorbancia dentro
del limite de deteccién del equipo (0.2 — 1.2), el color de la solucién en este caso

también fue decisivo para descartar todos estos tratamientos.

El comportamiento de la matriz fue similar, independientemente del lote
de extracto usado, por lo que se pudo concluir que el comportamiento de las
antocianinas dentro de la matriz no fue afectado por posibles variaciones en su

estructura.

Finalmente, por lo discutido, los tratamientos que formaron una estructura
adecuada de la matriz para poder encapsular a las antocianinas fueron 1, 2, 7 —
12. En cuanto a niveles de los factores esto significa: a dos horas de reaccion,
concentracion de HCI 0.37 y 0.5, y factor R de 5. A 4 horas de reaccion, todos los

niveles fueron adecuados (Tabla 9).

Tabla 9. Niveles adecuados para la encapsulacion de antocianinas*

) HCI Reaccion Absorbancia Color en
Tratamiento R .
(M) (h) (520 nm) solucién
1 0.37 0@ no
5 2
2 0.5 02 no
7 0.37 0@ no
8 0.5 5 02 no
9 1 02 no
4
10 0.37 02 no
11 0.5 7 02 no
12 1 02 no

* Los datos son la media de tres réplicas + la desviacién estandar
2 Indica que la absorbancia medida a 520nm no estuvo dentro del limite de deteccién del equipo
(0.2-1.2)
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5.3.1.2 Pruebade color

Se realiz6 una prueba de color de los polvos obtenidos para investigar

mas detalladamente el comportamiento de las antocianinas en la matriz.

El sistema de color usado, CIE L* a* b*, esta disefiado para comunicar un
color de manera objetiva. Utiliza un espacio tridimensional con 3 ejes, L, ay b
(Figura 10). El eje vertical central representa la luminosidad (L*) y puede tomar
valores de 0 (negro) a 100 (blanco). Los parametros a y b son conocidos como
capas de cromaticidad; la capa a* se indica como el eje de verde (-a) a rojo (+a), y
la capa b* se indica como el eje de azul (-b) a amarillo (+b). El cero indica gris
neutral.

El fundamento del sistema es que un color no puede ser verde y rojo al
mismo tiempo, asi como tampoco azul y amarillo. Es decir, los colores son

contrastantes (Bora et al., 2015).

3
00

Figura 10 Parametros CIE L* a* b* (Bora et al., 2015)

La Tabla 10 muestra los parametros CIE L* a* b* de los polvos obtenidos

con el experimento 1 (Lote 1). Los datos se graficaron para facilitar el analisis.
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*Los datos son la media de tres réplicas + la desviacion estandar.

Tabla 10. Parametros de color Experimento 1 (Lote 1)*

Reaccion
(h)

5

2
7
5

4
7

L*

70.20 £ 0.29¢
67.78 + 0.269
66.97 +0.11"
64.24 £ 0.41)
65.93 + 0.14!
68.77 £ 0.04
70.16 =+ 0.36°
75.95 +0.072
71.51 +0.10¢
73.82 +0.08°
73.31+£0.14°
72.29 +0.15¢

a*

11.41 +£0.14¢
13.45 +0.32¢
10.71 + 0.10
15.18 £ 0.222
14.69 + 0.23°
12.39 + 0.09¢
9.63 +£0.219
6.14 + 0.04X
9.10 £ 0.02"
7.87 £ 0.06'
6.78 = 0.07/
9.06 + 0.08"

5. RESULTADOS Y DISCUSION

b*

7.32 £0.10f
7.35+0.20f
7.88 + 0.09¢°
6.33 =+ 0.06¢
6.29 + 0.13¢
6.24 £ 0.07¢
10.82 £0.13°
12.29 +0.07°
10.90 £ 0.04°
12.46 + 0.15°
13.79 + 0.102
10.48 £ 0.10¢

Letras diferentes en la misma columna indican diferencias significativas entre tratamientos segun
prueba de Tukey (a = 0.05)

En la Gréfica 1 se observan los resultados del parametro CIE L*. Los

tratamientos de dos horas de reaccion (1 — 6) muestran valores estadisticamente

menores a los tratamientos de cuatro horas (7 — 12), lo que indicé que a dos

horas, las muestras fueron mas opacas, y a cuatro horas, fueron mas brillantes.

La Grafica 2 muestra los

resultados del

parametro CIE a*. Los

tratamientos a dos horas (1 — 6) mostraron valores estadisticamente mayores a los

valores de los tratamientos a cuatro horas (7 — 12). Esto sugirid que los polvos de

dos horas tendian a tener una coloracién mas roja que la de los polvos con cuatro

horas de reaccion.
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Grafica 1. Parametro CIE L* experimento 1 (Lote 1)

Las columnas corresponden a la media de tres réplicas, las barras a la desviacion
estandar. Letras diferentes indican diferencias significativas entre tratamientos
segun prueba de Tukey (a = 0.05)

17

a* (unidades CIELab)

Tratamiento

Gréfica 2. Pardmetro CIE a* experimento 1 (Lote 1)

Las columnas corresponden a la media de tres réplicas, las barras a la desviacion
estandar. Letras diferentes indican diferencias significativas entre tratamientos
segln prueba de Tukey (a = 0.05)
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En cambio, los resultados del pardmetro CIE b* (Gréafica 3) mostraron
valores mas altos en los tratamientos a cuatro horas de reaccion (7 — 12),
diferentes estadisticamente de los de dos horas (1 — 6), indicando que con mayor

tiempo de reaccion el color de los polvos tendié a amarillo.

16

mn

b* (unidades CIELab)

Tratamiento

Gréfica 3. Parametro CIE b* experimento 1 (Lote 1)

Las columnas corresponden a la media de tres réplicas, las barras a la desviacion
estandar. Letras diferentes indican diferencias significativas entre tratamientos
segln prueba de Tukey (a = 0.05)

La Tabla 11 muestra los parametros croma y angulo hue de los polvos
obtenidos con el experimento 1 (Lote 1), los cuales son usados para analizar el

color de una forma mas sencilla.

El parametro de cromaticidad indica la saturacién de color, los valores van
de 0 (menos saturado) a 100 (més saturado) (Figura 11). El angulo hue, también
llamado matiz, indica el tono del color. Los valores van de 0° a 360° (Figura 12)
(Bora et al., 2015).
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Tabla 11. Parametros de color Experimento 1 (Lote 1)*

HCI
R

(M) (h)

0.37

05 5

1

0.37

05 7

1

0.37

05 5

1

0.37

11 05 7

12 1

Reaccion

© © N o o ~ w N A

[EY
o

1 Tratamiento

Croma

13.56 + 0.17¢f
15.33 £ 0.38°
13.30 + 0.14f
16.45 +£0.232
15.98 + 0.262
13.87 £0.11¢%
14.48 + 0.24¢
13.74 + 0.074f
14.20 + 0.04<
14.74 + 0.16°
15.37 £ 0.12°
13.86 + 0.12¢f

Angulo hue

32.68 £ 0.149
28.66 + 0.10"
36.35 + 0.04f
22.63 +0.10
23.17 +0.13
26.73+0.18!
48.35 + 0.29¢
63.46 + 0.062
50.14 £ 0.12°
57.72 +0.13°
63.82 + 0.062
49.15 +0.12¢

* Los datos son la media de tres réplicas + la desviacion estandar

Letras diferentes en la misma columna indican diferencias significativas entre tratamientos

seguln prueba de Tukey (@ = 0.05)

Figura 11. Parametro cromaticidad (http://bit.ly/2xdaOAi)
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Figura 12. Parametro angulo hue (http://bit.ly/2xdaOAi)

Los datos obtenidos se graficaron para facilitar el analisis. La Grafica 4
muestra los datos de cromaticidad. Todos los valores estuvieron dentro del rango
12 — 16, y considerando la Figura 11, se pudo observar que la diferencia no era
significativa pues la saturacion del color de los polvos era similar en todos los

tratamientos.

Por otro lado, la Grafica 5 muestra los valores obtenidos para el angulo
hue. Los tratamientos a dos horas (1 — 6) mostraron valores menores y
estadisticamente diferentes a los obtenidos con cuatro horas de reaccion (7 — 12).
Tomando en cuenta la Figura 12, se pudo observar que los tratamientos 1 — 6
(dos horas) tendian a los tonos rojos, al contrario de los tratamientos 7 — 12

(cuatro horas), que tendian a los amarillos.
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Grafica 4. Parametro croma experimento 1 (Lote 1)

Las columnas corresponden a la media de tres réplicas, las barras a la desviacion
estandar. Letras diferentes indican diferencias significativas entre tratamientos
segun prueba de Tukey (a = 0.05)

FiY
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Gréfica 5. Pardmetro angulo hue experimento 1 (Lote 1).

Las columnas corresponden a la media de tres réplicas, las barras a la desviacion
estandar. Letras diferentes indican diferencias significativas entre tratamientos
segln prueba de Tukey (a = 0.05)
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Con los resultados del color de los polvos, tanto con los parametros CIE
L* a* b*, como con los parametros de cromaticidad y angulo hue, se pudo concluir
gue una reaccion de cuatro horas a 30 °C causa degradacion de las antocianinas,
pues la estructura degradada llamada chalcona es la que presenta coloraciones

amarillas (Hashim et al., 2012).

Con el lote 2 se observdé un comportamiento similar en todos los

tratamientos con los parametros estudiados (ANEXO 2).

De esta manera, el nivel fijado para el factor tiempo de reaccion fue de 2
horas. Y, debido a que los tratamientos 1 y 2 fueron los que presentaron una
estructura adecuada, segun la prueba en el punto anterior, y que los colores entre
estos dos tratamientos no fueron significativamente diferentes, los niveles del

tratamiento 1 se consideraron para seguir con los experimentos (Tabla 12).

Tabla 12. Niveles de factores para una encapsulacion adecuada

Tratamiento HCI (M) R Reaccion (h)

1 0.37 5 2

5.3.2 Experimento 2

Con el experimento 1 se fijaron los niveles de los factores, con los cuales
se formé una matriz que no permitié la lixiviacién de las antocianinas del extracto
de arandano. Los polvos obtenidos mostraron una coloracion rojiza, sin embargo,

los valores mostrados por los pardmetros de color indican un tono bajo.

Para obtener un aditivo que proporcionara un color mas intenso, se
propuso un experimento en donde el factor estudiado fuera la cantidad agregada

de extracto de antocianina.
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La Tabla 13 muestra los tratamientos del experimento 2. El contenido de
antocianinas monoméricas del lote 2 fue de 1762.78 mg de 3-O glucosido de

Cianidina /L de extracto.

Tabla 13. Tratamientos de experimento 2

_ HCI Reaccion mL mg
Tratamiento R
(M) (h) Extracto Extracto
25 3.00 5.29
26 0.37 5 2 3.75 6.61
27 4.50 7.93

5.3.2.1 Lavado de polvos

Los polvos obtenidos se sumergieron en una solucion amortiguadora (pH
2), se secaron, y se midi6 la absorbancia de la solucion por espectrofotometria
UV-Vis. El objetivo de esta etapa no era averiguar si las antocianinas estaban
lixiviandose de la matriz, pues los niveles de los factores escogidos ya habian
mostrado que la encapsulacion era adecuada. Lo que se buscaba era saber si la
totalidad de las antocianinas habia quedado encapsulada o si habia algunas
moléculas entre los poros o fuera de la matriz, ya que la cantidad era mayor y era

posible que las jaulas formadas no fueran suficientes para encapsularlas a todas.

La Tabla 14 muestra los resultados de la prueba de lavado. Las
soluciones del lavado de los polvos de los tratamientos 25 (5.29 mg) y 26 (6.61
mg) no presentaron color ni absorbancia dentro del limite de deteccién del equipo
(0.2 — 1.2). En cambio, la solucion del tratamiento 27 (7.93 mg) si presentd

coloracion y una absorbancia dentro del limite de deteccién (0.59).
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Tabla 14. Absorbancia obtenida del lavado de los polvos Experimento 2*

' mg Absorbancia | Color en | Numero
Tratamiento »
Extracto (520 nm) solucion |de lavado

25 5.29 02 no 1

26 6.61 02 no 1
0.59+0.10 si 1

27 7.93 0.37£0.11 si 2

02 no 3

* Los datos son la media de tres réplicas + la desviacion estandar
2 Indica que la absorbancia medida a 520nm no estuvo dentro del limite de deteccién del
equipo (0.2-1.2)

Para averiguar si las antocianinas en efecto no se estaban lixiviando de la
jaula de silicio en el tratamiento 27 (7.93 mg), y que solo estaban fuera de la
matriz, el lavado se repiti6. Se encontré que en el segundo lavado la absorbancia
disminuy6 de 0.59 a 0.37, sin embargo, la solucion de lavado seguia mostrando
coloracién, evidenciando la presencia de antocianinas. No obstante, en el tercer
lavado la absorbancia de la solucion no pudo medirse pues no estuvo dentro del
limite de deteccion del equipo (0.2 — 1.2) y no presentd coloracion, lo que sugirié
gue una vez lavadas las antocianinas que no habian podido ser encapsuladas, el
resto se mantenia dentro de la matriz. Con esto se pudo corroborar que la matriz

formada era adecuada.

5.3.2.2 Prueba de color

La Tabla 15 muestra los parametros CIE L* a* b*, croma y angulo hue de
los polvos del experimento 2. Los resultados del tratamiento 27 (7.93 mg) se

refieren a los polvos después de haber sido lavados.
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Tabla 15. Parametros de color Experimento 2*

T? mo L2 a* b* Croma | Angulo hue
Extracto

25 5.29 75.87+1.932 | 6.79+0.90° | 10.56+ 0.42° | 12.57+ 0.63" | 57.33+ 3.522

26 6.61 71.24+2.75% | 8.71+1.212 | 16.05+ 1.502 | 18.27+ 1.842 | 61.56+ 1.802

27 7.93 66.35+ 2.86° | 10.23+ 1.292 | 7.32+ 0.74°¢ | 12.41+ 1.05° | 34.72+ 3.69P

! Tratamiento
* Los datos son la media de tres réplicas + la desviacién estandar

Letras diferentes en la misma columna indican diferencias significativas entre tratamientos segun

prueba de Tukey (a = 0.05)

Los datos se graficaron para facilitar el analisis. La Grafica 6 muestra los

resultados de luminosidad. Los tres tratamientos presentaron valores altos,

considerando que el rango es de 0 — 100, pero fueron disminuyendo conforme el

nivel de extracto aumentd, lo que indicé que el color se hizo menos brillante

conforme el nivel de antocianinas aumentaba.
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Gréfica 6. Parametro CIE L* Experimento 2.

Las columnas corresponden a la media de tres réplicas, las barras a la desviacion
estandar. Letras diferentes indican diferencias significativas entre tratamientos

segln prueba de Tukey (a = 0.05)
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

La Gréfica 7 muestra resultados de parametros CIE a* y b*. De acuerdo
con lo descrito anteriormente, valores positivos del parametro a* indican tendencia
al color rojo. Se observo que el tratamiento 25 (5.29 mg) tenia un valor menor que
el tratamiento 26 (6.61 mg) y éste a su vez un valor menor que el tratamiento 27
(7.93 mg), sugiriendo que a mayor cantidad de extracto agregado, el valor del

pardmetro a* aumentaba. Es decir, la tonalidad roja aumentaba.

El pardmetro b* mostr6é en los tratamientos 25 (5.29 mg) y 26 (6.61 mg)
valores altos, 10.56 y 16.05, respectivamente, en el tratamiento 27 (7.93 mg) se
observo un valor estadisticamente bajo (7.32). Lo anterior sugiri6 que los polvos
de los tratamientos 25 y 26 tendian a amarillo y los del tratamiento 27 tendian a

azul.

Analizando estos dos parametros en conjunto se puede calcular la
tonalidad del color de los polvos en cada tratamiento. En los tratamientos 25 (5.29
mg) y 26 (6.61 mg) donde se observo tendencia hacia el rojo y el amarillo se
sugiere que el color observado tenia una tonalidad naranja. En cambio, el
tratamiento 27 (7.93 mg) mostro tendencia hacia los colores rojo y azul lo que

sugiere solamente que los polvos tenian una diferente tonalidad roja.
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Gréfica 7. Pardmetros CIE a* y b* Experimento 2

Las columnas corresponden a la media de tres réplicas, las barras a la desviacion
estandar. Letras diferentes indican diferencias significativas entre tratamientos
segln prueba de Tukey (a = 0.05)
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

Para determinar con mas facilidad los colores de los polvos obtenidos, se

consideraron los datos de cromaticidad y angulo hue.
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Gréfica 8. ParAmetros croma y &ngulo hue Experimento 2
Las columnas corresponden a la media de tres réplicas, las barras a la desviacion
estandar. Letras diferentes indican diferencias significativas entre tratamientos
segun prueba de Tukey (a = 0.05)
La Grafica 8 indica que los valores de cromaticidad son bajos (12 — 18),

considerando que el rango de este parametro va de 0 — 100.

El angulo hue, por su parte, presentd valores altos para los tratamientos
25 (5.29 mg) y 26 (6.61 mg), 57.33 y 61.56, respectivamente. En cuanto al
tratamiento 27 (7.93 mg) el valor fue bajo (34.72). Considerando la Figura 12,
estos valores nos permitieron corroborar que el color de los polvos de los
tratamientos 25 (5.29 mg) y 26 (6.61 mg) tendian hacia una tonalidad naranja, y
gue los polvos del tratamiento 27 (7.93 mg) tendian hacia una tonalidad roja

diferente, en este caso se consider6 que la tonalidad era tendente al rosa.

Con este experimento se comprob6 que, agregando una mayor cantidad
de extracto, el color de los polvos iba incrementando. Para demostrar esto de una
manera mas grafica, se utilizd el programa Delta-E Calculator. Los resultados se

muestran en la Tabla 16.
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

Tabla 16. Color de polvos segun el programa Delta-E Calculator Experimento 2

) mg Tendencia del
Tratamiento Color
Extracto color
25 5.29 ‘ ‘ Naranja
26 6.61 Naranja
27 7.93 Rosa

En el caso del tratamiento 27 (7.93 mg), con la mayor cantidad de
extracto agregada, el color tendié hacia un tono rosa, por lo que se sugirié hacer
otro experimento (Experimento 3) para investigar si se podia obtener un aditivo

con un color mas intenso.

5.3.2.3 Prueba de pH

Se analizo la estabilidad de los polvos ante variaciones de pH de 2 a 6.
Los valores se escogieron debido a que el extracto sin encapsular tiene tonos
distintos entre ellos (ANEXO 3).

Los resultados de los parametros CIE L* a* b* de los polvos después de la
prueba de pH se muestran en la Tabla 17, y los resultados de los parametros
croma y angulo hue de los polvos después de la prueba de pH se muestran en la

Tabla 18. Los datos se graficaron para facilitar el analisis.
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

Tabla 17. Parametros de color de prueba de pH Experimento 2*

mg
T! pH L* a* b*
Extracto
2 | 70.51+0.11° | 8.43+0.12> | 13.05+0.172
25 5.29
6 | 71.02+0.15° | 6.87 +0.09° | 12.56 +0.162
2 | 78.74+0.242 | 4.97+0.219 | 9.89 +0.34b
26 6.61
6 | 78.98+0.13% | 4.16+0.08° | 9.91+0.13"
2 | 69.18+0.09¢ | 9.95+0.23% | 7.40 +0.18¢
27 7.93
6 | 67.56+0.20° | 6.97+0.01° | 8.09 +0.04°

1 Tratamiento

* Los datos son la media de tres réplicas + la desviacion estandar
Letras diferentes en la misma columna indican diferencias significativas entre tratamientos
segun prueba de Tukey (a = 0.05)

Tabla 18. Parametros de color de prueba de pH Experimento 2*

m o
Tratamiento = pH Croma Angulo hue
Extracto
2 15.53 +0.202 | 57.13 + 0.09¢
25 5.29
6 14.31+£0.18" | 61.32 £ 0.16°¢
2 11.07 £ 0.409 | 63.33 £ 0.20°
26 6.61
6 10.75+0.159 | 67.21 +0.152
2 12.40 +0.29¢ | 36.64 + 0.06f
27 7.92
6 10.68 £0.029| 49.23 +£0.18¢

* Los datos son la media de tres réplicas + la desviacidn estandar
Letras diferentes en la misma columna indican diferencias significativas entre tratamientos
segun prueba de Tukey (a = 0.05)

La Gréafica 9 muestra los resultados del parametro CIE L*. Considerando

gue el rango de medicion de este pardmetro va de 0 a 100, los valores se
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

consideraron similares, a pesar de la variacion del pH, en cada uno de los
tratamientos. Las diferencias estadisticas se descartaron por esta razéon. Lo

anterior sugirié que la luminosidad de los polvos no varié al modificar el pH.
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Grafica 9. Parametro CIE L* de prueba de pH Experimento 2

Las columnas corresponden a la media de tres réplicas, las barras a la desviacion
estandar. Letras diferentes indican diferencias significativas entre tratamientos
segun prueba de Tukey (@ = 0.05)

En cuanto al parametro a* (Grafica 10) se observdé que, en cada
tratamiento, al pasar de pH 2 a pH 6 el valor disminuia y la diferencia era
estadisticamente significativa. Esto sugeria que al variar el pH de la solucion, el
color tendia a un tono rojo distinto (hacia el tono azul). Sin embargo, se analizaron
los valores obtenidos en pH 2 y pH 6 del tratamiento 25 (5.29 mg) fueron 8.43 -
6.87, los del tratamiento 26 (6.61 mg) fueron 4.97 - 4.16 y los del tratamiento 27
(7.93 mg) fueron 9.95 - 6.97, respectivamente, y se concluyd que los valores eran

similares y que podian ser descartadas las diferencias marcadas.
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Gréfica 10. Parametros CIE a* y b* de prueba de pH Experimento 2

Las columnas corresponden a la media de tres réplicas, las barras a la desviacion
estandar. Letras diferentes indican diferencias significativas entre tratamientos
segln prueba de Tukey (a = 0.05)

La Gréfica 10 también muestra los resultados del pardmetro b*. Los
polvos de los tratamiento 25 (5.29 mg) y 26 (6.61 mg) mostraron valores sin
diferencias significativas estadisticamente, independientemente del pH de la
solucion en la que se sumergieron. En cambio, los valores del tratamiento 27 (7.92
mg) eran diferentes estadisticamente, sin embargo, eran similares (7.40 — 8.09)

por lo que se decidié no tomar en cuenta las diferencias estadisticas marcadas.

Se reporta a continuacion el color de los polvos (Tabla 19) obtenidos a
partir del programa Delta-E Calculator. Esto se llevo a cabo para reportar de una

manera mas grafica los resultados antes discutidos.
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

Tabla 19. Color de los polvos de prueba de pH de acuerdo a Delta-E Calculator
Experimento 2

Tratamiento 25 26 27

pH 2

pH 6

A pesar de las diferencias discutidas anteriormente, comparando los
recuadros, de cada tratamiento, entre pH 2 y pH 6, se pudo evidenciar el hecho de
gue, en efecto, los polvos no mostraron cambios de color después de la prueba de
pH.

Tratando de explicar la estabilizacion de las antocianinas dentro de la

matriz ante las variaciones de pH, se plantearon dos hipotesis.

La primera es que, debido a la busqueda de un tamafio de poro pequefio,
se pudo haber formado un tamafio tal que moléculas como iones —OH no pudieron
pasar a través de él para interactuar con las antocianinas, asi que la estructura no
se pudo modificar y por ende el color no tuvo variaciones (Guisti et al., 2003;
Hashim et al., 2012).

Se considerd una segunda hipétesis debido a que el tamafio de poro no
fue medido. El poro pudo haber sido pequefo, pero no lo suficiente como para
evitar que los iones pasaran a través de él. Ademas, de ser asi, la cantidad de
iones que podian atravesar hacia la matriz tenia que haber sido importante, ya que
la matriz formada tenia la capacidad de facilitar el paso de los analitos, pues se ha
reportado que utilizando como alcoxido a TEOS, la matriz es hidrofilica (Ismail et
al., 2002; Kassal et al., 2014).

Considerando entonces que el tamafio de poro no era limitante, se
hipotetizé que las antocianinas pudieron interactuar con la superficie de la matriz

gue, como se menciono, es altamente activa (Ismalil et al., 2011).
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

La estructura de las antocianinas contiene grupos hidroxilo, asi también
los carbohidratos unidos a ellas. Estos grupos pudieron haber formado puentes de
hidrogeno con la matriz sol-gel y con ello, aunque el analito hubiera atravesado el
poro, no pudo reaccionar con las antocianinas, pues éstas —debido a la
interaccion— no tenian la capacidad de moverse libremente, evitando asi su

degradacion o cambios, debido al pH.

Lo anterior se ha observado en otras investigaciones. Ismail et al. (2002),
al buscar un método para evitar la lixiviacion de colorantes sintéticos, encontraron
gue las interacciones de la molécula con la matriz podian reducir dramaticamente
la respuesta hacia el analito, resultando en tiempos de respuesta altos o hasta
nulos. Por su parte, Gupta y Chaudhury (2007) sefalaron que era una desventaja
del método; consideraron que debido al encapsulamiento podian presentarse
cambios en las propiedades quimicas o biolégicas de las especies debido al
reducido grado de libertad o a las posibles interacciones con la superficie interna

de los poros.

Yip et al. (2009) presentaron un diagrama de lo que consideraron que
habia estabilizado a la molécula de su interés (sulforodamina B SRB) (Figura 13).
Sugirieron que los puentes de hidrégeno capaces de formarse entre la molécula y
la matriz generaban limitada movilidad y por ende, estabilidad. Ademas,
mencionaron que la dimensién microscopica de la jaula formada podria estar

ayudando a dar estabilidad adicional a la red de enlaces de hidrégeno.

Figura 13. Diagrama de interaccién entre SRB y una matriz sol-gel (Yip et al.,
2009)
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Por lo reportado en otras investigaciones, se consideré que las dos
hipotesis explicaban por igual lo observado; con lo que medir el tamafio de poro
aclararia cudl hipotesis de estabilizacion de las antocianinas en la matriz era mas

creible.

Otra forma que se consider6 fue investigar con espectroscopia infrarroja
los posibles enlaces formados entre la molécula y la matriz, lo cual se analiza al

final de este trabajo.

5.3.3 Experimento 3

Finalmente, el experimento 3 se disefié para investigar si el color de los
polvos podia ser mas intenso con respecto al obtenido en el experimento 2. Asi,
se probaron niveles més altos de extracto de antocianina agregada. La de 3-O

glucosido de Cianidina /L de extracto.

Tabla 20 muestra los tratamientos del experimento 3. El contenido de
antocianinas monomeéricas del lote 3 fue de 3602.78 mg de 3-O glucosido de

Cianidina /L de extracto.

Tabla 20. Tratamientos de experimento 3

Tratamiento [HCI] R Rezt(r:]():ién Extr?;_cto Extr?zgcto
28 3.00 10.81
29 0.37 5 2 3.63 13.08
30 4.25 15.31
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5.3.3.1 Lavado de polvos

Los polvos obtenidos también se llevaron a la prueba de lavado para
quitar el exceso de extracto no encapsulado. La Tabla 21 muestra la absorbancia

de las soluciones de los diferentes lavados.

Se encontr6 que con cada lavado, la absorbancia mostrada por la
solucion iba disminuyendo en cada caso. En el supuesto de que no se estaban
lixiviando las antocianinas, debido a lo explicado anteriormente, se siguio la

prueba hasta que la solucion no present6 absorbancia.

Tabla 21. Absorbancia obtenida del lavado de los polvos Experimento 3*

Numero 28 29 30
de lavado | (10.81 mg de extracto) | (13.08 mg de extracto) | (15.31 mg de extracto)
1 1.761 £ 0.10 1.613 £ 0.00 1.528 £ 0.01
2 1.532 £ 0.00 1.533+0.00 1.469 + 0.00
3 1.246 +0.03 1.466 + 0.00 1.311 +0.00
4 0.849 £ 0.00 1.044 £ 0.02 1.039 £ 0.07
5 0.541 +0.02 0.718 +0.10 0.643 +0.01
6 0.321+0.03 0.421 +0.05 0.415+0.04
7 0.197 £ 0.04 0.248 £ 0.03 0.269 + 0.00
8 0?2 0.206 +0.01 0.212 +0.02

* Los datos son la media de tres réplicas + la desviacién estandar
@ Indica que la absorbancia medida a 520 nm no estuvo dentro del limite de deteccién del equipo
(0.2-1.2)

Se hizo un lavado final de los polvos, se encontrd que la solucidon seguia
sin mostrar absorbancia, por lo que se pudo concluir que todas las antocianinas no

encapsuladas habian sido lavadas.
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5.3.3.2 Prueba de color

La Tabla 22 muestra los parametros CIE L* a* b* de los polvos obtenidos

con el experimento 3 después de los lavados.

Tabla 22. Parametros de color Experimento 3*

Tratamiento | mg Extracto L* a* b*
28 10.81 61.77 £1.492 | 15.39+0.742 | 2.70 £ 0.202
29 13.08 59.88 £1.392 | 1459 +2.472 | 2.05+0.152
30 15.31 61.12 +0.622 | 14.14 +0.292 | 3.10 +1.572

* Los datos son la media de tres réplicas + la desviacion estandar

Letras diferentes en la misma columna indican diferencias significativas entre tratamientos
segun prueba de Tukey (p < 0.05)

La Tabla 23 muestra los parametros croma y angulo hue de los polvos
obtenidos con el experimento 3 después de los lavados.

Tabla 23. Parametros de color Experimento 3*

Tratamiento | mg Extracto Croma Angulo hue
28 10.81 15.63+0.742 | 9.97 £0.822
29 13.08 14.74 +2.422 | 8.21 +2.022
30 15.31 1423 +0.422 | 11.08 +4.12

* Los datos son la media de tres réplicas + la desviacién estandar
Letras diferentes en la misma columna indican diferencias significativas entre
tratamientos segun prueba de Tukey (a = 0.05)
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Los datos se graficaron para facilitar el analisis. ElI parametro CIE L*
(Gréfica 11) mostr6 que los tres tratamientos tenian la misma cantidad de
luminiscencia, considerando que el rango va de 0 — 100 los valores fueron altos
(59 - 62).
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Grafica 11. Parametro CIE L* Experimento 3

Las columnas corresponden a la media de tres réplicas, las barras a la desviacion
estandar. Letras diferentes indican diferencias significativas entre tratamientos
segln prueba de Tukey (a = 0.05)

El parAmetro CIE a* (Grafica 12) mostré valores similares en los tres
tratamientos: tratamiento 28 (10.81 mg) con 15.39, tratamiento 29 (13.08 mg) con
14.59 y tratamiento 30 (15.31 mg) con 14.14. Estos valores fueron mayores en
comparacién con los obtenidos en el experimento 2, es decir, los polvos tendian
mas al color rojo en este experimento; sin embargo, entre ellos tenian el mismo

tono.

Por otro lado, el parametro CIE b* (Grafica 12) mostré valores para el
tratamiento 28 (10.81 mg) de 2.70, para el tratamiento 29 (13.08) de 2.05 y para el

tratamiento 30 (15.31 mg) de 3.10, los cuales fueron menores en comparacion a
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los mostrados por los tratamientos del experimento 2, por lo que el color en este

experimento tendia mas a azul en lugar de a amarillo como en el experimento 2.
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Gréfica 12. Pardmetros CIE a* y b* Experimento 3

Las columnas corresponden a la media de tres réplicas, las barras a la desviacién estandar.
Letras diferentes indican diferencias significativas entre tratamientos segin prueba de Tukey

(@ = 0.05)

Por lo anterior se considerd que el color mejoré del experimento 2 al

experimento 3, es decir, aumentando la cantidad de extracto el color fue mas

intenso. Logrando con ello el objetivo planteado para este experimento. Sin

embargo, los polvos, segun los parametros calculados, no mostraron diferencias

entre los niveles de los tratamientos del experimento 3. Para demostrarlo de una

manera mas grafica, se utilizo el programa Delta-E Calculator. Los resultados se

muestran en la Tabla 24.

Tabla 24. Color de polvos segun el programa Delta-E Calculator Experimento 3

Tratamiento 28

29 30
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Extracto (mg) 10.81 13.08 15.31
Color ‘ ‘ [ ] ‘ ‘

Tendencia del ROsa Rosa Rosa
color

La Tabla 24 muestra que, en efecto, la tonalidad del color no cambié de

un tratamiento a otro. Se concluyé que con el nivel de la cantidad de extracto

agregada (10.81 mg) era adecuado para obtener un color mas intenso, en

tonalidad rosa.

5.3.3.3 Prueba de pH

Los polvos se sometieron a la prueba de pH para comprobar que tenian el

mismo comportamiento que los tratamientos anteriores.

La Tabla 25 muestra el resultado de los parametros de color CIE L* a* b*

de los polvos después de la prueba de pH.

Tabla 25. Parametros de color de prueba de pH Experimento 3*

T! pH | mg Extracto L* ax b*

2 66.19 +0.089 | 13.12 + 0.05P | 3.55 +0.02°
28 10.81

6 67.1 +0.11° 6.51 £ 0.02°¢ 3.81 £0.012

2 66.74 £ 0.03° | 13.53+£0.118 | 2.56 £0.03°
29 13.08

6 68.64 +0.062 | 6.29 +0.05% | 2.71 +0.03¢
30 2 15.31 65.93 +0.169 | 13.04 £ 0.11° | 2.54 + 0.05¢
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6 67.02 +0.14> | 598 +0.02¢ | 3.04 +0.01°¢

I Tratamiento

* Los datos son la media de tres réplicas + la desviacion estandar

Letras diferentes en la misma columna indican diferencias significativas entre tratamientos segun
prueba de Tukey (@ = 0.05)

La Tabla 26 muestra el resultado de los parametros de color croma y

angulo hue de los polvos también después de la prueba de pH.

Tabla 26. Parametros de color de prueba de pH Experimento 3*

Tratamiento pH mg Extracto C* h*

2 13.59 +0.052 | 15.14 + 0.03¢
28 10.81

6 7.54 £0.02° | 30.36 +0.12

2 13.77 £0.112 | 10.73 £ 0.04¢
29 13.08

6 6.85 +0.059 | 23.30 £ 0.24°

2 13.28 +0.12° | 11.03 £0.13¢
30 15.31

6 6.71£0.02¢ | 26.94 +0.17°

* Los datos son la media de tres réplicas + la desviacidn estandar
Letras diferentes en la misma columna indican diferencias significativas entre tratamientos
segun prueba de Tukey (a = 0.05)

La Grafica 13 muestra el resultado del parametro CIE L*. Con el cambio
de pH, en cada tratamiento, los valores aumentaron, asi, para el tratamiento 28
(10.81 mg) el cambio fue de 66.19 a 67.1, para el tratamiento 29 (13.08 mg) de
66.74 a 68.84 y para el tratamiento 30 (15.31 mg) de 65.93 a 67.02. Todos los

tratamientos mostraron diferencias significativas ante el cambio de pH. Sin
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embargo, considerando que la escala de este parametro de 0 a 100, se descartd

dicha diferencia ya que los valores obtenidos eran similares.

Con respecto al parametro CIE a* (Grafica 14), los valores disminuyeron
con el cambio de pH en cada uno de los tratamientos, mostrando diferencias

significativas.
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Gréfica 13. Pardmetro CIE L* de prueba de pH Experimento 3

Las columnas corresponden a la media de tres réplicas, las barras a la desviacion
estandar. Letras diferentes indican diferencias significativas entre tratamientos
segun prueba de Tukey (a = 0.05)

No obstante, los valores obtenidos para el parametro CIE b* (Grafica 14)
fueron similares a pesar del cambio de pH, en cada tratamiento. Esto significé que

sélo la tonalidad roja era lo que cambiaba por efecto del pH.

Lo anterior se corrobora con los resultados de cromaticidad y angulo hue

(Gréfica 15). Se observé que el angulo hue aumentaba con el cambio de pH en
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cada uno de los tratamientos, sugiriendo que la tonalidad cambiaba. En cuanto la
cromaticidad, el cambio de pH de 2 a 6 causé un aumento de mas de diez
unidades en cada tratamiento. Esto sugirié que el cambio observable seria el tono,

pero también la intensidad de color.

15

b a b
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w Bb
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Lir]
=
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b c d o
b f
-
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28 pH 2 2ApH 29pH 2 29pH & 30 pH 2 a0 pH 6
Tratamiento

Grafica 14. Parametros CIE a* y b* de prueba de pH Experimento 3

Las columnas corresponden a la media de tres réplicas, las barras a la desviacion
estandar. Letras diferentes indican diferencias significativas entre tratamientos
segun prueba de Tukey (@ = 0.05)
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a5
B Cromaticidad
Angulo hue
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Grafica 15. Parametros croma y angulo hue de prueba de pH Experimento 3

Las columnas corresponden a la media de tres réplicas, las barras a la desviacion

estandar. Letras diferentes indican diferencias significativas entre tratamientos
segln prueba de Tukey (a = 0.05)

Para corroborar lo antes discutido, se analizo el color de los polvos después de la
prueba de pH con el programa Delta e-Calculator (

Tabla 27). Comparando los recuadros de color, en los tres tratamientos se
observé que el tono en efecto habia cambiado hacia uno menos rosa. Ademas, los

cambios del parametro croma se hicieron evidentes, pues se observo un color mas
opaco.

Tabla 27. Color de los polvos de prueba de pH de acuerdo a Delta-E Calculator
Experimento 3

T! 28 29 30

prz| [ ] L
pHe| [0 B L
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

1 Tratamiento

El cambio de color con respecto al pH podria deberse a que, como se
menciono, la matriz sol gel se va formando alrededor de la molécula (Ismail et al.,
2002), por lo que al haber una mayor cantidad de moléculas y considerando que el
tiempo estaba delimitado para la condensacion, se pudo haber formado una matriz
con tamafio de poro mas grande (Cirimina et al., 2012). Por otro lado, se pudieron
haber quedado moléculas de antocianinas sin capacidad de enlazarse con la
matriz, por lo que los analitos pudieron haber interactuado con ellas y causado un

leve cambio de color (tonalidad).

Se concluyd con este Ultimo experimento que, si bien el agregar una
mayor cantidad de extracto ocasiondé un tono mas rosa, la estabilidad que

generaba la matriz formada era menor en comparacion con el experimento 2.
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.3.4 FTIR

Finalmente, se seleccionaron los tratamientos 27 (7.92 mg) y 28 (10.81
mg) para para llevar a cabo el andlisis FTIR. La finalidad era caracterizar la

interacciéon de las antocianinas con la matriz de diéxido de silicio.

La Tabla 28 muestra las bandas encontradas en las muestras analizadas,

apH 2yapH 6, asi como en el blanco.

Tabla 28. Bandas de los espectros infrarrojo

Muestra Numero de onda (cm-1)

Blanco 3446 | 1873 | 1630 | 1083 | 945 | 798 | 568 | 459

pH 2 3466 | 1875 | 1642 | 1086 | 952 | 798 | 569 | 462
Tratamiento

27

pHG6 | 3470 | 1875 | 1642 | 1086 | 951 | 797 | 568 | 464

pH 2 3457 | 1873 | 1638 | 1082 | 952 | 796 | 566 | 463
Tratamiento

28

pH6 | 3460 | 1874 | 1637 | 1083 | 953 | 795 | 566 | 463

La zona debajo del nimero de onda de 1500 cm* es conocida como zona
de huella digital, pues es donde se encuentran las bandas caracteristicas de cada
molécula. En el caso de estudio, la banda localizada alrededor de 460 cm se ha
asociado a las vibraciones de las unidades Si-O-Si, es decir, al enlace siloxano
(Zareba-Grodz et al., 2006; Dudas et al., 2011), especificamente movimientos
‘rocking” perpendiculares al plano del enlace del oxigeno con dos atomos de

Silicio adyacentes (Innocenzi, 2003) (Figura 14).
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() 1

Figura 14. Atomo de oxigeno (negro); Atomo de silice (gris). Estiramiento
simétrico perpendicular al angulo del enlace Si-O-Si (a) y (b).

Alrededor de 800cm™ una banda débil sugiere el estiramiento asimétrico
del atomo de oxigeno en paralelo al enlace Si-O-Si, junto con movimiento
simultaneo de los cationes silicio (Innocenzi, 2003) (Figura 15). Sin embargo, los
grupos silano (Si-OH) también se han asociado a bandas dentro del rango 800 —
870 cm (Dudas et al., 2011), por lo que la banda encontrada en los espectros de

las muestras sugiere presencia de ambos enlaces.

(c) (d)

Figura 15. Atomo de oxigeno (negro); Atomo de silice (gris). Estiramiento
asimétrico paralelo a la linea de Si-Si entre los dos cationes enlazados (c) y (d)

La banda a 950 cm? se encuentra dentro del rango 935- 980 cmY,
diversos autores sugieren que se refiere al enlace Si-OH (Innocenzi, 2003;
Zareba-Grodz et al., 2006; Ghazzal et al., 2012). En el caso del blanco, la banda
se encuentra en 945 cm, pero las frecuencias de las bandas de las muestras
tienen un ligero desplazamiento hacia la izquierda (mas energia) lo cual se puede
correlacionar con el nivel de interacciones moleculares especificas como enlaces
de hidrégeno o interacciones dipolo-dipolo (Innocenzi, 2003). Con lo anterior, se
puede sugerir que los enlaces siloxano (Si-OH) dentro de los poros pueden estar

interaccionando con las antocianinas via puentes de hidrégeno.
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5. RESULTADOS Y DISCUSION
Por otro lado, se ha sefialado (Innocenzi, 2003) que la banda alrededor de

950cm™ puede también ser debido a vibraciones de estiramiento del enlace Si-O",

lo que sugiere que existen atomos de oxigeno no enlazados y, por lo tanto, una
mayor cantidad de estos enlaces puede correlacionarse con una estructura mas

porosa.

La Gréfica 16 presenta los espectros del tratamiento 27 (7.93 mg) a pH 2
(linea roja), a pH 6 (linea azul) y el blanco (linea verde). El eje x corresponde al
nimero de onda (cm™) y el eje y corresponde a la absorbancia de la muestra
analizada. Para la banda alrededor de 950cm™, las absorbancias de las muestras
son similares y mayores que la del blanco, lo que sugiere, por lo mencionado

anteriormente, que la estructura que presenta es mas porosa que la del blanco.

272 (8)
——— 27-6(8)
B1

/

1 3400
0.8 4

1 460
104
o 568

| 800
1.4 950

| 1080
16 .

T T T T T T T T T T T T T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Longitud de onda (cm-1)

Gréafica 16. Espectro IR de tratamiento 27

! Las bandas corresponden a la absorbancia de la muestra medida
una sola vez para cada pH.

65



5. RESULTADOS Y DISCUSION

Sin embargo, en la Gréafica 17, que presenta los espectros del tratamiento
28 (10.81) a pH 2 (linea roja), a pH 6 (linea azul) y el blanco (sol sin antocianinas)
(linea verde), se observa que la banda a 950cm-! tiene mucho mayor absorbancia
en el caso de las muestras con respecto al blanco, lo que sugiere que con
10.81mg de extracto, la estructura formada fue mas porosa que la del blanco e

incluso mas que la del nivel 7.93mg de extracto.

— B
282 (11)
—— 286 (11)

/ |

1

1.0

3400

15 460

568
800

20+
950

1080

25 T T T T T T T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Longitud de onda (cm-1)

Grafica 17. Espectro IR de tratamiento 281

1 Las bandas corresponden a la absorbancia de la muestra medida
una sola vez para cada pH.

La siguiente banda mostrada en el espectro es la que se encuentra
aproximadamente a 1080 cm', segln Pereira et al. (2015) esto sugiere la
presencia de grupos C-O. En el caso de los tratamientos se considera que se
debe a los polisacaridos y glicésidos (1200-900 cm?) (Liu et al., 2012), v,
comparando ambos espectros, la absorbancia es mayor para el tratamiento 28

debido a que la cantidad de extracto agregado también es mayor.
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

La banda a 1080 cm, también ha sido asociada al movimiento hacia
delante y hacia atras del oxigeno en paralelo al eje del enlace Si- Si (Figura 16).
Es por ello que se observa esta banda en el espectro del blanco (Innocenzi, 2003;
Ghazzal et al., 2012).

(e) | (f)
c_j

Figura 16. Atomo de oxigeno (negro); Atomo de silice (gris). Movimiento “rocking”
paralelo al eje del enlace Si- Si (e) y (f)

La vibracion de estiramiento de grupos carbonilo (C=0) tiene un rango de
nimero de onda de 1710 a 1720 cm™, pero si el carbonilo es parte de un anillo,
puede existir un desplazamiento de la banda a menor energia a medida que
disminuye su tensidn, a su vez, a mayor conjugacion del anillo la energia sera
menor. Por lo anterior, se sugiere que la banda en los espectros de las muestras a
1635 cm? se refiere a la presencia de estructuras aromaticas como las
encontradas en el esqueleto de las antocianinas (Liu et al., 2012; Young et al.,
2016). Ademas, es evidente la mayor absorcion de esta banda en el espectro de la
muestra con 10.81 mg de extracto (Grafica 17) con respecto a la muestra con
7.93mg de extracto (Grafica 16).

Por otro lado, esta banda también estd asociada a presencia de agua
molecular debido a la deformacion del enlace -OH (Ou y Seddon, 1997; Ghazzal et
al., 2012), asi que la banda mostrada en el espectro del blanco, sugiere que hubo

moléculas de agua de la sintesis que quedaron dentro de la matriz.
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

Finalmente, la banda alrededor de 3400cm™ se encuentra dentro del
rango 3000- 3800cm™ que se asocia con el estiramiento del enlace O-H (Ismail et
al., 2002; Hashim et al., 2012). La forma del pico presente en los espectros es
ancha lo cual resulta de grupos OH presentes en diferentes ambientes (Dudas et
al., 2011). Por ejemplo, puede deberse a grupos hidroxilo de las antocianinas,
grupos silano (Si-OH) de la matriz o puentes de hidrégeno, entre otros (Innocenzi,
2003).

Por otro lado, también se observa que las bandas alrededor de 3400cm
de las muestras tienen un desplazamiento hacia mayores energias (izquierda),
esto se ha relacionado con interacciones moleculares presentes (Innocenzi, 2003)
y por ello genera evidencia de que existen puentes de hidrégeno dentro de la
matriz lo que corrobora la hipotesis planteada de que las antocianinas interactian

con la matriz y por ello fueron estabilizadas.
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6 CONCLUSIONES

Se obtuvieron los niveles de los factores que lograban la formacion de
una matriz sol - gel con un tamafio de poro adecuado, es decir, que no permitia

gue las antocianinas salieran del encapsulado.

Se encontrd que las caracteristicas estructurales de las antocianinas, a
pesar de que podian ser diferentes en cada lote debido al manejo en el punto de
compra o0 a las condiciones de extraccion, no causaban cambios en el

comportamiento de la matriz sol-gel formada.

Por otro lado, los diferentes experimentos planteados sirvieron para
obtener polvos con coloraciones méas intensas, lo que servird para que, al
incorporar dichos polvos a algun alimento, puedan impartir tonalidades rojas sin

necesidad de agregar en demasia.

La prueba de pH demostré6 que las antocianinas encapsuladas se
estabilizaban. Y que el tratamiento con el nivel de extracto agregado de 7.92 mg
fue el que presentd mejor coloracidon (tono rosa) junto con estabilidad ante el

cambio de pH.

El analisis de espectroscopia infrarroja generd datos para corroborar que
las antocianinas tenian la capacidad de interaccionar con la matriz sol-gel por
medio de puentes de hidrégeno, por lo que, al variar las condiciones de pH del

ambiente, las moléculas se mantuvieron estables.
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7 ANEXO1

Figura 17. Sol formado
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8 ANEXO 2

Tabla 29. Parametros de color Experimento 1 (Lote 2)

Tratamiento L* d.el a* de.?! b* de.!
13 73.06 0.16 10.06 0.21 9.06 0.15
14 71.34 0.07 11.32 0.14 8.96 0.14
15 72.01 0.21 8.34 0.08 9.12 0.09
16 73.32 0.12 10.91 0.06 7.72 0.04
17 72.66 0.09 10.69 0.12 7.73 0.09
18 70.54 0.46 9.89 0.29 6.88 0.19
19 75.92 0.01 6.31 0.04 13.85 0.13
20 73.50 0.17 7.60 0.13 13.15 0.07
21 74.85 0.13 7.20 0.08 11.22 0.11
22 76.92 0.35 5.93 0.23 13.83 0.35
23 74.61 0.38 6.98 0.24 14.17 0.35
24 74.78 0.21 7.94 0.00 10.52 0.01

! Desviacion estandar

* Los datos son la media de tres réplicas + la desviacién estandar.

Letras diferentes en la misma columna indican diferencias significativas entre tratamientos
segun prueba de Tukey (a = 0.05)
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Tabla 30. Parametros de color Experimento 1 (Lote 2)

Tratamiento

13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24

1 Desviacion estandar

* L os datos son la media de tres réplicas + la desviacion estandar.

Croma

13.54
14.43
12.36
13.36
13.19
12.04
15.22
15.19
13.33
15.04
15.80
13.18

de.l

0.26
0.20
0.12
0.07
0.15
0.34
0.13
0.11
0.13
0.41
0.42
0.01

Angulo
hue
42.00
38.36
47.57
35.28
35.84
34.82
65.51
59.99
57.33
66.78
63.78
52.96

de.l

0.13
0.11
0.09
0.02
0.02
0.04
0.10
0.32
0.03
0.27
0.23
0.02

8. ANEXO 2

Letras diferentes en la misma columna indican diferencias significativas entre tratamientos
segun prueba de Tukey (a = 0.05)
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13 14 15 16 17 18 12 20 21 22 23 24

Tratamiento

Grafica 18. Parametro CIE L* Experimento 1 (Lote 2)

Las columnas corresponden a la media de tres réplicas, las barras a la desviacion
estandar. Letras diferentes indican diferencias significativas entre tratamientos
segun prueba de Tukey (a = 0.05)

14

a* (unidades CIELab)

13 14 15 16 17 18 13 20 21 2z 23 24
Tratamiento

Gréfica 19. Pardmetro CIE a* Experimento 1 (Lote 2)

Las columnas corresponden a la media de tres réplicas, las barras a la desviacion
estandar. Letras diferentes indican diferencias significativas entre tratamientos
segln prueba de Tukey (a = 0.05)

73



8. ANEXO 2

16

b* (unidades CIELab)

13 14 15 16 17 188 13 20 21 22 23 24
Tratamiento

Grafica 20. Parametro CIE b* Experimento 1 (Lote 2)

Las columnas corresponden a la media de tres réplicas, las barras a la desviacion
estandar. Letras diferentes indican diferencias significativas entre tratamientos
segun prueba de Tukey (a = 0.05)

14

10

Cromaticidad (unidades CIELab)

13 14 15 16 17 18 13 20 21 22 23 24
Tratamiento

Gréfica 21. Pardmetro croma Experimento 1 (Lote 2)

Las columnas corresponden a la media de tres réplicas, las barras a la desviacion
estandar. Letras diferentes indican diferencias significativas entre tratamientos
segln prueba de Tukey (a = 0.05)
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FiY]

47

23

Angulo hue {unidades CIELab)

13 14 15 16 17 18 183 20 21 22 23 24
Tratamiento

Grafica 22. Parametro angulo hue Experimento 1 (Lote 2)

Las columnas corresponden a la media de tres réplicas, las barras a la desviacion
estandar. Letras diferentes indican diferencias significativas entre tratamientos
segun prueba de Tukey (a = 0.05)
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9 ANEXO 3

Figura 18. Variacion de color de extracto de arandano en valores de pHde 1 -6
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