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Resumen

En la presente investigacion se estudiaron diferentes relaciones de agua — etanol para la
obtencion de los extractos y polvos atomizados obtenidos de la remolacha, tomando en
cuenta las condiciones para atomizacion de 160 ° C con un flujo de bomba de alimentacion
de 10%, una vez obtenidos los extractos y polvos atomizados se determiné el contenido
fendlico y capacidad antioxidante a través de las metodologias de fenoles totales, DPPH,
ABTS y FRAP. En los resultados obtenidos se destaca que la cantidad de etanol que hay en
el proceso de obtencion de las muestras determind el rendimiento de esta, es decir, para la
obtencion de los extractos el mayor rendimiento se deriva al utilizar, desde 50%, 40% y 30%
de etanol ya que se obtiene desde 108,77 + 7,06 mg EAG/100 g m.s hasta 125,07 + 23,41
mg EAG/100 g m.s en la determinacion fenoles totales, de igual forma sucedio en lo referente
a la capacidad antioxidante. No obstante, los polvos atomizados tienen mayor rendimiento en
la extraccion de compuestos fendlicos al utilizar desde un 40%, 30% y 20% de etanol en la
relacion agua/etanol, ya que los mismos se encuentran en un rango de 512,09 + 6,27 mg
EAG/100 g m.s hasta 547,71 + 29,05 mg EAG/100 g m.s en la determinacion de fenoles
totales. Con los resultados del presente trabajo se concluye que en los productos atomizados
contienen mayor rendimiento en contenido fendlico y capacidad antioxidante que los
extractos, por lo que podrian utilizarse como ingrediente en la industria de alimentos.

Palabras claves: Atomizacion, remolacha, Beta vulgaris, antioxidante, capacidad

antioxidante.



Abstract

In the present investigation, different water-ethanol ratios were studied to obtain the extracts
and atomized powders obtained from beet, considering the conditions for atomization of 160
° C with a feed pump flow of 10%. Once the extracts and atomized powders were obtained,
the phenolic content and antioxidant capacity were determined through the methodologies of
total phenols, DPPH, ABTS and FRAP. The results obtained show that the amount of ethanol
in the process of obtaining the samples determined the yield, i.e., for obtaining the extracts,
the highest yield is derived from the use of 50%, 40% and 30% ethanol, since it is obtained
from 108.77 + 7.06 mg EAG/100 g m.s to 125.07 + 23.41 mg EAG/100 g m.s in the
determination of total phenols, as was the case for the antioxidant capacity. However, the
atomized powders have higher performance in the extraction of phenolic compounds when
using from 40%, 30% and 20% ethanol in the water/ethanol ratio, since they range from 512.09
+ 6.27 mg EAG/100 g m.s to 547.71 £ 29.05 mg EAG/100 g m.s in the determination of total
phenols. With the results of the present work, it is concluded that the atomized products
contain higher phenolic content and antioxidant capacity than the extracts, so they could be
used as an ingredient in the food industry.

Keywords: Atomization, beet, beet, beta vulgaris, antioxidant, antioxidant capacity.



Introduccion

En la actualidad, los problemas de salud relacionados con la dieta estan causando un
gran impacto entre los consumidores, lo que conlleva a una biusqueda incesante de alimentos
cuyos ingredientes sean naturales, sanos y seguros Fernandez-Lopez, Fernandez-Gineés,
Aleson-Carbonell, Sendra, Sayas-Barbera, & Pérez-Alvarez, (2004). Generalmente los
subproductos obtenidos durante el procesamiento de frutas y verduras resultan
nutricionalmente atractivos no solo para la comunidad cientifica, sino también para el &mbito
industrial, pues gracias a su composicion quimica, se pueden obtener diversos metabolitos
gue son indispensables para la elaboracién de productos que cumplan con las nuevas
exigencias de la sociedad (Quirés Sauceda, Palafox, Robles Sanchez, & Gonzéalez Aguilar,
2012).

Indudablemente, un factor dietético de vital importancia para la promocion de la salud
es, los antioxidantes, pues su ingesta esta relacionada a efectos benéficos como prevencién
de enfermedades vinculadas con el envejecimiento celular, enfermedades cardiovasculares
y ciertos tipos de cancer (Obén et al., 2011). Ahora bien, dentro de las verduras con mayor
aceptacion en los mercados nacionales e internacionales esta la remolacha (Beta vulgaris).
No obstante, la industrializacion de este tubérculo comestible genera grandes cantidades de
piel que, aunque contiene cantidades significativas de compuestos bioactivos como
compuestos fendlicos, pigmentos, etc., ho son debidamente aprovechadas y se desechan
como residuos, representado una fuente de contaminacién ambiental (El-Betalgi et al. 2022;
Abdo et al. 2020; Lazar et al. 2022).

Por lo antes mencionado, se propone la presente investigacién cuyo objetivo fue
revalorizar y evaluar el potencial antioxidante de los subproductos derivados del
procesamiento de la remolacha y su aplicacion como un novedoso ingrediente en la industria
alimentaria. Adicionalmente, se busco optimizar el proceso de atomizacién y, asi evaluar su
efecto en los compuestos fendlicos y su actividad antioxidante.

El presente estudio esta dividido en tres capitulos, en el Capitulo 1 se realiza una

busqueda bibliografica de los conceptos indispensables para la adecuada realizacion de esta



investigacion. En el Capitulo 2 se describe meticulosamente la metodologia empleada para
alcanzar cada uno los objetivos planteados, mientras que, en el Capitulo 3 se presenta los
resultados obtenidos durante la experimentacion y se los contrasta con informacion
bibliogréafica. Finalmente, en el apartado de Conclusiones y Recomendaciones, se sintetiza

los resultados obtenidos y se realizan algunas sugerencias para futuras investigacion.



Capitulo uno
Marco tedrico

1.1 Remolacha (Beta Vulgaris)

Figural

Remolacha (Beta Vulgaris)

Nota. Adaptado de Reus, (2019).

Consumida por mas de cientos de afios, este tubérculo perteneciente a la familia
Chenopodiaceae, es originaria de la region mediterrdnea y cultivada a nivel mundial,
incluyendo paises de Europa, Africa y América (Ceclu & Nistor, 2020).

Con respecto a sus caracteristicas fisicas, la remolacha presenta una gran diversidad
de colores (rosaceo, violaceo, anaranjado) y formas (esférica, ovalada) de acuerdo con su
variedad. Adicionalmente, esta raiz posee un diametro de 5 a 10 cm y por lo general, suele
pesar entre 80 a 200 gramos (Ninfali & Angelino, 2013).

Dado sus increibles caracteristicas sensoriales, la remolacha de jardin, se ha
posesionado como la variedad con mayor aceptacion a nivel mundial, formado parte de
multiples preparaciones gastronémicas incluyendo ensaladas, jugos, etc. Por otro lado, la

remolacha azucarera es de gran importancia industrial, pues de esta se derivan diversos



productos como el azlcar (Casierra-Posada & Pinto-Correa, 2011). Ahora bien, en territorio
ecuatoriano, la provincia de Carchi lidera la produccién del betabel, seguido por Imbabura,
Pichincha, Cotopaxi, Tungurahua, Chimborazo, Bolivar, Cafiar y Loja (Silva Arcos & Toapanta
Ofia, 2011).

1.2 Subproductos de remolacha

Hoy en dia, la concienciacion ambiental y el desarrollo de tecnologias verdes han
retado a las industrias alimenticias a revalorizar el material secundario que se genera tras el
procesamiento de alimenticios dado su fuerte potencial contaminante (Campos et al., 2020;
M. A. C. de Albuquerque et al., 2019). La industrializacion de la remolacha produce grandes
cantidades de subproductos, siendo la piel y el tallo (Sawicki et al., 2016), las fracciones que
mas cautivan a los investigadores. Existen indicios que demuestran su capacidad
antioxidante (El-Beltagi et al., 2022), antimicrobiano y antiviral (Takacs-Hajos & Vargas-
Rubéczki, 2022).

En el estudio realizado por Sheila et al., (2017) utilizaron los ensayos DPPH, FRAP y
reduccion de fosfomolibdeno para la evaluar la capacidad antioxidante de la piel de
remolacha. Al finalizar el estudio, concluyeron que los extractos utilizados poseen
compuestos nutracéuticos que posibilitan la eliminacion de los radicales libres.
Adicionalmente, se corroboré la capacidad inhibitoria de crecimiento microbiano.

Asimismo, Lazaretal., (2021) emplearon un disefio central compuesto para optimizar
la extraccion de betalainas y compuestos fendlicos en extractos de cascara de remolacha,
evaluando la concentracion de acido citrico, concentracion de etanol, temperatura y tiempo
de extraccion. Bajo las condiciones Optimas (concentracion de &acido citrico: 1,5 %,
concentracion de etanol: 50 %, temperatura: 52,52 °C y tiempo de extraccion: 49,9 min), la
concentracion de betalainas fue de 1,20 mg/g de muestra en base seca, mientras que, se
obtuvo un contenido fendlico igual a 2,39 mg GAE/g de muestra en base seca.

Slatnar et al., (2015) utilizaron la técnica de HPLC-MS" para determinar las betalainas

presentes en las hojas, pulpa y piel de remolacha, hallando un total 15 betacianinas y 7



betaxantinas. Este hallazgo permite considerar a este vegetal como una fuente excelente de
colorantes naturales con gran aplicacion en la industria alimentaria y farmacéutica.
1.3 Secado por aspersion

Los diferentes estudios realizados para evaluar el comportamiento de los alimentos
durante su almacenamiento exponen que un factor de impacto significativo en la vida Gtil de
un producto es sin duda, su contenido de agua. Este nutriente es promotor de diversos
cambios bioquimicos y microbioldgicos que afectan la estabilidad de los alimentos acortando
su vida de anaquel (Babu et al., 2018). Desde tiempos prehistéricos hemos contado con
técnicas de secado que han posibilitado la disminucion del porcentaje de humedad a niveles
minimos para retardar las reacciones de degradacién (Chua et al., 2019). Una de las
operaciones de deshidratacién mas aplicadas en la industria alimenticia es el secado por aire
caliente, sin embargo, las altas temperaturas y tiempos prolongadas que implican su uso
ocasionan la pérdida inevitable de cualidades organolépticas y propiedades nutricionales
(Gowen et al., 2008).

Por otro lado, el desarrollo tecnoldgico ha permitido la introducciéon del secado por
aspersion como una técnica prometedora para la obtencién de polvos alimenticios vy
farmacéuticos dada su flexibilidad y su enfoque escalable (Fazaeli et al., 2012). De acuerdo
con Ziaee et al., (2019), esta técnica continua permite transformar una muestra liquida en un
producto seco mediante su atomizacidon en un medio gaseoso, es decir, las soluciones son
rociadas en forma de finas gotas en una camara, en donde, por accion del aire caliente, el

agua se evapora rapidamente quedando Unicamente, las particulas secas (Figura 2).



Figura 2

Equipo de secado por aspersion

-
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Nota. Adaptado de (Kim et al., 2019).

Los diversos alimentos que se han deshidratado mediante atomizacién incluyen
productos derivados de frutas y verduras, ovoproductos, lacteos, ademas de la
microencapsulacion de pigmentos, aromas, vitaminas, minerales y compuestos fendlicos
(Lee et al., 2013). Algunos de estas aplicaciones se exponen en la tabla 1

Ahora bien, las condiciones utilizadas durante el proceso de secado por aspersion
afectaran la calidad final del producto atomizado. Segun Shishir & Chen, (2017) los
parametros a considerar son: concentracion de alimentacion, la temperatura del aire de

entrada y salida, el caudal de alimentacion, el caudal de aire de secador y tipo de atomizador.



Tabla 1

Aplicaciones de secado por aspersion

Materia Prima

Guayaba (Psidium

guajava)

Cereza (Prunus

cerasus)

Granada (Punica

granatum)

Naranijilla (Solanum

quitoense L.)

Condiciones estudiadas

Temperatura del aire de
calentamiento: 170-185°C
Concentracion de
Maltodextrina: 7-12%

Temperatura del aire de
calentamiento 100-140°C
Concentracion de
Maltodextrina: 30-60%
Tasa de aspiracion: 30-
50%

Temperatura del aire de
entrada: 170-190°C
Caudal
18-30 mL/min

Velocidad del ventilador
variaron: 2000-2400 rpm

de alimentacion

Temperatura del aire de
entrada (120-180 °C)
La concentracion de
goma arabiga: 0-10 %
Concentracion de

maltodextrina: 0—-10 %

Resultados

Las condiciones
Optimas determinadas
fueron: 7% de
maltodextrina y una
temperatura del aire
caliente de 185°C.

Las condiciones
optimas de secado
fueron: 60°C, 60% de
maltodextrina y
finalmente, una
alimentacion de 30%.
Las condiciones que
permitieron optimizar
el proceso de secado
fueron una
temperatura de
entrada de 171°C, un
caudal de alimentacion

de 30 mL/min y una

velocidad del
ventilador de 2400
rpm.

Las condiciones

generales Optimas de
secado por aspersion
fueron una
temperatura del aire de
entrada de 125°C, 3 %
de goma arabiga y
13,4 % de

maltodextrina

Referencias

(Patil et al., 2014)

(Moghaddam et al.,
2017)

(Muzaffar et al., 2016)

(lgual et al., 2014)

Nota. Adaptado de Igual et al., (2014); Moghaddam et al., (2017); Muzaffar et al., (2016); Patil et al.,

(2014).
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1.3.1 Agentes encapsulantes

La alta pegajosidad, solubilidad e higroscopicidad de los polvos obtenidos tras la
atomizacion provocan que este producto se adhiera facilmente a las paredes de la camara
de secado disminuyendo su rendimiento. El uso de agentes encapsulantes ha demostrado
ser una solucion eficaz para evitar este tipo de inconvenientes (Cano-Chauca et al., 2005;
Sakulnarmrat & Konczak, 2022).

De acuerdo con Coronel-Aguilera & San Martin-Gonzélez, (2015), los encapsulantes
con una mayor aplicacion en la industria alimenticia incluyen: polisacaridos como los
almidones y sus derivados. Asi como proteinas lacteas, proteinas derivadas de la soja,
gelatinas y finalmente gomas naturales. Ahora bien, la adecuada selecciéon del agente
encapsulante garantiza una mayor estabilidad del producto atomizado durante largos

periodos de tiempo. Los factores que consideran son:

Tener baja viscosidad a altas concentraciones.

- Buena capacidad emulsionante.

- Buena capacidad protectora ante las condiciones ambientales.

- Baja reactividad quimica con la muestra que sera sometida al proceso de secado

Poot aspersion (Shishir & Chen, 2017b).

1.4 Compuestos fendlicos

En el vasto reino vegetal, las multiples vias metabodlicas generan una infinidad de
compuestos de gran importancia fitoquimica. Generalmente, los compuestos fendlicos
destacan dentro de este gran y tan valioso grupo de sustancias naturales dado su excelente
poder antioxidante (Haminiuk et al., 2012a). Hoy en dia los investigadores, mediante los
diversos estudios realizados en matrices vegetales, exteriorizan el rol trascendental de estos
metabolitos secundarios en la prevencion de padecimientos cardiovasculares y
neurodegenerativas, asi como, en ciertos tipos de céancer, diabetes y osteoporosis,
exhortando a la sociedad a optar por una dieta rica en productos vegetales como frutas,

verduras, cereales y legumbres (Alara et al., 2021; B. R. Albuquerque et al., 2021).
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Estructuralmente, los compuestos fendlicos constan de al menos un anillo aroméatico
ligado a uno 0 méas grupos hidroxilo (Khoddami et al., 2013a). Segun Balasundram et al.,
(2006) esta caracteristica estructural permite categorizar a estos compuestos como fenoles
simples y compuestos altamente polarizados (Figura 3). Gracias a la fuerte atraccion que los
polifenoles ejercen en la comunidad cientifica, se ha logrado identificar alrededor de 8000
compuestos distribuidos a lo largo de cada uno de nuestros ecosistemas, incluyendo acidos
fendlicos, flavonoides, taninos, estilbenos y liganos (Alara et al., 2021b; Haminiuk et al.,
2012b).

Por otro lado, su naturaleza quimica les confiere la habilidad de actuar como
secuestradores de radicales libres, reductores y donadores de &tomos de hidrogeno o
electrones. Por esta razdn, su presencia se ve asociada al efecto antioxidante ampliamente

estudiada (Khoddami et al., 2013b).

Figura 3

Clasificacion de compuestos fendélicos

COMPUESTOS
FENOLICOS

Acido ’
Fendlicos Polifenoles

Acidos hidrocinamicos Acidos hidrocinamicos Flavonoides No flavonoides

Acido cafeico Acido galico

Acido cloregénico Acido vanilico Quercetina Flavonoles
Kaempferal " .
Crisina Pinoresinal
Flavonoles Tangereta Matairesinol
Catequina Flavonolas
Galocatecol
Flavononas Hesperetina
Eriodictiol

Cianidina Antocian Resveratrol
Malviding | ANIOCIaNInas Piceido
Curcumina
Isoflavonas L
i Daizdzeina
Arbutina
. Chalconas
Florizina

Nota. Adaptado de Vardhan & Shukla, (2017).

Lignanos

Taninos

Galotanino
Elagitanine

Estilbenos

1.5 Determinacién de fenoles totales y capacidad antioxidante
Actualmente, las técnicas analiticas disponibles para la determinacién de compuestos

fendlicos y su actividad antioxidante son el resultado de numerosos ensayos que han ido
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perfecciondndose a través del tiempo. Dada la complejidad estructural de estos metabolitos,
asi como, sus multiples mecanismos de accidn, es poco probable obtener resultados precisos
gue evidencien todas las fuentes de antioxidantes presentes en los alimentos, si en la
investigacion se utiliza un Unico método (Alara et al., 2021b; Khoddami et al., 2013b). Por
este motivo, es indispensable recurrir a un conjunto de procedimientos que permitan evaluar
la capacidad de los antioxidantes conocidos y desconocidos y sus posibles interacciones
(Prior et al., 2005; Spreng & Hofmann, 2018).

Por lo general, los radicales libres son inhabilitados por la accion antioxidante a través
de dos grandes vias de reaccién. El primer mecanismo recibe el nombre de reaccion de
transferencia de un electron (SET) aludiendo a la capacidad reductora que tienen estos
compuestos. Mientras que, su capacidad de ceder atomos de hidrogeno se cuantifica
mediante la reaccion de transferencia de un atomo de hidrégeno (HAT) (Mufioz-Bernal et al.,
2017a).

Segun Thaipong et al., (2006) los métodos espectrofotométricos mas empleados para
la determinacion de la actividad antioxidante son: DPPH, ABTS, FRAP junto con fenoles
totales.

1.5.1 Fenoles totales

El ensayo de Folin-Ciocalteu (FC) ha sido considerada como la técnica més utilizada
en las Ultimas décadas para conocer la concentracion de compuestos fendlicos presentes en
fuentes naturales debido a sus sensibilidad, sencillez y precision (Mufioz-Bernal et al., 2017b).
De acuerdo con Karadag et al., (2009), este método se fundamenta en la transferencia de
electrones en medio alcalino de los fenoles y otras especies reductores al molibdeno,
provocando la formacion de complejos azules que pueden ser monitoreados a 750-765 nm.
Adicionalmente, segun Restrepo-Sanchez et al., (2009) existen indicios que revelan una alta
correlacion entre el método FRAP y el método FC. La reaccion del reactivo Folin-Ciocalteu

se representa en la Figura 4.



Figura 4

Reaccion del reactivo Folin Ciocalteu
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Nota. Adaptado de (Mufioz-Bernal et al., 2017)

1.5.2 DPPH

Método popular propuesto por Brand-Williams et al. (1995) para la determinacién de
antioxidantes naturales. Este ensayo SET permite la medicion de la capacidad de los
compuestos fenolicos para capturar el radical libre 2,2-difenil-1-picrihidracil (DPPH). Una
longitud de onda de 515 nm es necesaria para evaluar la decoloracion de este radical
cromégeno, comunmente de color parpura a un color amarillo palido (Arteaga et al., 2012).
La reaccién producida se muestra en la Figura 5. De acuerdo con Liang & Kitts, (2014), esta
metodologia se caracteriza por ser un experimento altamente reproducible, selectivo y
comparable. Cabe mencionar que, gracias a los grandes avances en las técnicas analiticas,

este ensayo puede combinarse con HPLC, con la finalidad de detectar rapidamente una gran

cantidad de muestras de antioxidantes (Khoddami et al., 2013b).




Figuras

Reaccion del método DPPH

14

Q v
N—@@NGQ+
vk
DPPH

L i)

®:

Antioxidante

DPPH

Nota. Adaptado de Liang & Kitts, (2014).

1.5.3 ABTS

Esta técnica SET mide la neutralizacion del radical ABTS (2,2-azinobis (3-

etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico) por la accién de los compuestos fendlicos presentes

(Konan et al., 2016a). Segun Roginsky & Lissi, (2005) la disminucion del color azul/verdoso

caracteristico de este radical se puede cuantificar facilmente a 734 nm (Figura 6). Ademas,

este ensayo se caracteriza por su gran versatilidad, pues es muy util en un amplio rango de

pH y permite la determinaciéon de la actividad antioxidante de compuestos hidrofilicos y

lipofilicos. Por otro lado, este método también se lo denomina como TEAC (Total Equivalent

Antioxidant Capacity) si el estandar empleado es el TROLOX (Alvarez-Gémez et al., 2016;

Mesa-Vanegas et al., 2015).
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Figura 6

Reaccion del ensayo ABTS

ABTS
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Nota. Adaptado de Konan et al., (2016).
1.54 FRAP

Método desarrollado por Benzie y Strain para determinar el poder reductor del plasma,
sin embargo, en la actualidad existen modificaciones aplicables a productos boténicos. El
ensayo FRAP se basa en la habilidad que tienen los compuestos fendlicos de reducir, en
medios &cidos, el complejo férrico Fe** a su forma ferrosa Fe?* (Figura 7) (Gllgin, 2012).
Cuando esto ocurre, se evidencia la formaciéon de un complejo azulado medible a 593 nm.
Dada su sencillez, rapidez, sensibilidad y reproducibilidad es ampliamente utilizado por la

comunidad cientifica (Sucupira et al., 2014).



Figura 7

Reaccion del método FRAP
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Capitulo dos
Objetivos
2.1 Objetivo general
Determinar el potencial de subproductos de remolacha como ingrediente para la
industria de alimentos, y asi contribuir en el desarrollo de posibles nuevos productos
saludables.
2.2 Objetivos especificos
e Optimizar el proceso de atomizacion en funcién del contenido de fenoles
totales.
e Determinar el contenido de fenoles totales, capacidad antioxidante,

flavonoides y antocianinas totales.
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Capitulo tres
Metodologia

La determinacion de fenoles totales, ABTS, DPPH y FRAP se obtuvo de las muestras
del subproducto de remolacha a diferentes concentraciones de solventes, mismas que se
muestran en la tabla 1, asi mismo, para la obtencion de los polvos se utilizé Polivinilpilirridona
(PVP) como agente encapsulante y las condiciones aplicadas en el proceso de atomizacién
fueron de 160 °C con un flujo de bomba del 10%, estas condiciones fueron aplicadas para los
seis extractos obtenidos.

Tabla 1

Concentraciones utilizadas para la obtencién de los extractos

Experimento Concentracion de solvente

1 50% Agua - 50% Etanol

2 60% Agua - 40% Etanol
3 70% Agua - 30% Agua

4 80% Agua - 20% Etanol
5 90% Agua - 10% Etanol
6 100% Agua - 0% Etanol

Una vez obtenidos los extractos, se realiz6 el analisis para la determinaciéon de fenoles
totales y capacidad antioxidante por los diferentes métodos descritos anteriormente.
3.1 Reactivos

Para la extraccion y determinacién del contenido fendlico y capacidad antioxidante se
utilizé acido 6-hidroxi-(2, 5, 7,8-tetrametilcromano-2-carboxilico) (TROLOX), acido 2,2’-azino-
bis(3-etilbenzothiazolin-6-sulfénico) (ABTS), 2,4,6-tri (2-piridil)-s-triazina (TPTZ) proveniente
de Sigma-Aldrich (Steinheim, Alemania). Mientras que, el reactivo Folin Ciocalteu, acido
galico, carbonato de sodio y metanol fueron suministrado por Merck KgaA.
3.2 Determinacion de fenoles totales y actividad antioxidante

Con la finalidad de evaluar la accion antioxidante y la sinergia existente entre los
compuestos fendlicos presentes en las muestras, se empleo tres diferentes métodos: DPPH,
ABTS y FRAP. Simultaneamente, se realizé el andlisis de fenoles totales para cuantificar de

una manera global la presencia de estos compuestos.



19

3.2.1 Fenoles totales

El método colorimétrico de Folin-Cioacalteu adaptado por Swain & Hillis, (1959) y
ajustado por Thaipong et al., (2006) se utilizé para determinar el contenido de fenoles totales.
Los resultados obtenidos se expresaron como miligramos equivalentes de &cido galico por

cada 100 gramos de muestra (mg EAG/ 100g). La Figura 9 detalla la metodologia aplicada.

Figura 8
Metodologia para la determinacion de fenoles totales por el método de Folin-Cioacalteu

a. Preparacion de los estandares b. Proceso para leer las muestras

Concentracion: 5 —

Concentracion: 25

Preparacion
de estandares

Concentracion: 50

Seguir
1400 pyg AG + 1.4 mL  _ Concentracion:; 100 ~ procedimiento
H20 »|  paralectura de

Concentracion: 150 las muestras

Concentracion: 200

Concentracion: 250

Concentracion: 300 |

Muestras

‘ Tomar 10 uL de ‘
v

‘ Aareaar 100 uL H-O ‘
v

Agregar 10 uL de
Folin-Ciocalteu
v
Agitar y dejar reposar
por 10 min
v
‘ Aaregar 100 uL ‘
v
Agitar y dejar reposar
por 2 horas

v

‘ Lectura a 760 nm ‘




3.2.2 ABTS

El ensayo descrito por Cano & Arnao, (2004) con modificaciones realizadas por
Thaipong et al., (2006) se realizé para establecer la capacidad de los fenoles para capturar
el radical ABTS. El reactivo Trolox fue imprescindible para construir la curva de calibracion y
la reduccién colorimétrica fue monitoreada a 743 nm mediante un espectrofotdmetro de UV.

Los resultados se expresaron como micro moles equivalentes de Trolox por gramo de

muestra (umol ET/g de muestra). En la Figura 10 se detalla el procedimiento aplicado.

Figura 9

Metodologia para la determinacién de capacidad antioxidante por el método de ABTS

a. Preparacion de la solucion de trabajo b. Preparacion de soluciones estandar c. Proceso

para leer las muestras

| Solucion 7.4 mM ABTS

Solucidn 2,6 mM Persulfato de sodio

40,6 mg hE!lT!j + 10 mL de HxO

70 mg de Persulfato
Maezclar valumenes iguales & incubar por 12 b

Solucién Madre ABTS

Muestras

re sodio + 10 mL de H:O

[=M)
Solucién de b. FREPARAEI‘;I_N DE ESTANDAR
trabajo ABTS (5T) Co- 5 pgimL —
l T 10 pgdml
Tomar 1 mL de SM+ 60 )
mL de MeDH Solucidn Madre Ca- 100 pafml
Tralox
l 125mg Troks + 5060 mLde | o j00 pafml
- - - MeOH
Medir absorbancia a 734 Consenlracian: 968 B8N
nm Gz 100 pgiml
l Gz 100 pgiml
Ajustara 1.1 +£0,02 nm -
con MeOH or 100 pglml —

Saguir
procadimiento
para leclura de

las muaslras

| Tomar 150 uL de muestra |

| Adicionar 28590 uL de ST |

¥

Incubar 2 h en oscuridad

L3

| Lectura a 734 nm




21

3.2.3 DPPH

La técnica de decoloracion ocasionado por el secuestro del radical DDPH planteado
por Brand-Williams et al., (1995) y ajustado por Thaipong et al., (2006) se procedio a realizar.
La curva de calibracién se construyd empleando el reactivo Trolox como estandar y los
resultados se expresaron como micro moles equivalentes de Trolox por gramo de muestra

(umol ET/g de muestra). En la Figura 11 se detalla el procedimiento aplicado.

Figura 10
Metodologia para la determinacién de capacidad antioxidante por el método de DPPH

a. Preparacion de la solucion de trabajo b. Preparacion de soluciones estandar c. Proceso
para leer las muestras

Tamar 10 mL de Sh+ 45

— mL de MeOH
Pesar 24 mg DFPH L Solucion
Solucion -
trabajo
DPPH (SM) | Medir absorbancia a 315
Dischver 100 mL nm
MeOH
Ajustara 1,1 £ 0,02 nm
b — con MeCQH

FREFARACION DE ESTAMDAR

Solucién Madre 12,5 mg Trodox + 50 mL de

Trolox MedH
| Concentracidn: 968 B8pM

| 25 pa'ml || 175 wgiml || 325 pg'ml || 475 ugimL || B25 ug/mlL || BOD pgfml |

C.
Muestras

| Tomar 150 ul de muestra |

| Adicionar 28580 pL de ST |
¥

Incubar 2 h en oscuridad

¥

| Lectura a 734 nm |

3.24 FRAP
La técnica propuesta por Benzie & Strain, (1996) y modificada por Thaipong et al.,

(2006) se empleod para determinar la actividad antioxidante por medio del mecanismo de
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reduccion de metales. El estandar Trolox se utilizd para la construccion de la curva de
calibracion, mientras que, los resultados se expresaron como micro moles equivalentes de

Trolox por gramo de muestra. El método aplicado se detalla en la Figura 11 (umol ET/g de

muestra).

Figura 11

Metodologia para la determinacién de capacidad antioxidante por el método de FRAP

a. Preparacion de la solucion de trabajo b. Preparacion de soluciones estandar c. Proceso
para leer las muestras

Buffer Acetato (pH 3,6) ——=TomarZsmbL —
310 mg Acetato de Sodio + 18
mL de acido Acefico
Mezclar e Solucion
Solucién TPTZ —*Tomar25mL——#  incubara —= trabajo
I FRAP (ST)
Solucion Clorurs Fémrico  |—wlomar 23 mL —
135 mg Cloruro Férrico + 25 mL
H.C
c.
b.| Co25 ugfmL — Munstras
Co 175 pgimL Tomar 150 L de muestra
Moision Co:325 pgimL Seguir | Adicionar 23:90 ul de ST |
adre {rolox ) procedimiento "
. ) para leddura de N
125mgTroox s 5080 o o ML s muestras | Incubar 30 min |
X mL de MeOH Co:825 ug/mL *
Cancenlracidn: 968 BEp K Lectura 8 583 nm
Co: 800 pgimlL—

3.3 Andlisis estadistico

Todos los andlisis se realizaron por triplicado y los resultados obtenidos se expresaron
como la media + desviacion estandar. Los valores recolectados fueron procesados
estadisticamente en el programa Excel, mediante un analisis de varianza ANOVA y un test

de rango multiple Tukey, con un nivel de confianza del 95%.
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Capitulo cuatro
Analisis de resultados y discusion

4.1 Determinacién de Fenoles Totales

Las verduras son consideradas como un producto rico en antioxidantes debido a la
alta cantidad de vitamina C y flavonoides que en estas se encuentran. Segun Cazorla Garcia,
(2018) en su trabajo denominado determinacion de polifenoles totales y actividad antioxidante
en la cascara de remolacha obtuvo un valor de polifenoles totales de 136 mg EAG/100 g,
valor similar al de la pulpa, mismo que es de 142,34 mg EAG/100 g, asi mismo, Morillas-Ruiz
& Delgado-Alarcon, (2012) describe obtener un valor de 1423,45 + 0.02 uGA/g en un extracto
metandlico de la muestra fresca de remolacha.

Tabla 2
Resultados obtenidos de fenoles totales en extractos y polvos atomizados de subproducto

de remolacha

Muestras
Experimentos Extracto Polvo Atomizado
(mg EAG/100 g (mg EAG/100 g
m.s) atomizado)
50% Agua - 50% Etanol 108,77 + 7,06 A 547,71 + 29,05 A
60% Agua - 40% Etanol 104,65 + 14,52 A 512,09 + 6,27 B
70% Agua - 30% Etanol 125,07 +23,41 4 486,16 +5,23 ¢
80% Agua - 20% Etanol 122,91 +0,94 A 453,52 +12,81°¢
90% Agua - 10%Etanol 81,88 +3,208 514,75+ 81,18 B
100% Agua - 0% Etanol 78,44 £ 58968 325,64 +10,79 P

Nota: Los valores corresponden a la media desviacion estandar (+) de tres repeticiones. Las
letras mayulsculas diferentes colocadas como superindices en cada columna representa
diferencia significativa (p<0.05) para cada concentracién en extracto y polvo atomizado.

En la tabla 2 se observa los valores obtenidos en la determinacién de fenoles totales
en los extractos y polvos atomizados con las diferentes concentraciones trabajadas, de los
cuales, analizando el extracto se observa que no hay diferencia significativa entre las
concentraciones de 100% Agua — 0% Etanol y 90% Agua — 10% Etanol, no obstante, la
diferencia significativa radica en las concentraciones antes mencionadas tienen diferencia

significativa con el resto de concentraciones utilizadas para este trabajo, mismas que son de
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50% agua — 50% etanol, 60% agua — 40% etanol, 70% agua - 30% etanol y 80% agua — 20%
etanol.

Adicional a esto, acorde con los resultados en el extracto la mayor extraccion se
obtiene con la relacion de 70% Agua — 30% Etanol, con un valor de 125,07 + 23,41 mg
EAG/100 g en comparacioén con la relacion de 100% Agua que present6 un valor de fenoles
totales de 78,44 + 5,89 mg EAG/100 g.

Cazorla Garcia, (2018) determina fenoles totales de un extracto de remolacha,
macerando en metanol, reportado el valor de 142,34 mg EAG/100 g, comparando con los
resultados del presente trabajo, se observa que hay mayor extracciéon de los compuestos
fendlicos al utilizar metanol, ya que informa de un valor de 125,07 mg EAG/100 g, sin
embargo, se observa que la variacion en la relacion de los solventes agua - etanol determina
el rendimiento de los compuestos fendlicos extraidos, sin embargo, la variacion en la relacion
70% — 30%, 80% — 20%, 60% - 40% y 50% - 50% relacidn agua — etanol, no tienen diferencia
significativa entre si, por lo cual, se puede variar la relacién de los solventes entre 70/30 y
80/20 agua/ etanol.

Referente al polvo atomizado hay diferencia significativa con la concentracion
utilizando 100% agua con un valor de 325,64 + 10,79 mg EAG/100 g, siendo el mas bajo con
relacion al resto de concentraciones utilizadas para obtener un rendimiento 6ptimo en el
proceso.

Se destaca, ademas que la concentracion 50% agua — 50% etanol tiene mejor
rendimiento en la obtencién de fenoles totales de los polvos atomizados, ya que es el valor
mas alto en relacidn con el resto de las concentraciones realizadas, mismo que resulta en un
valor de 547,71 + 29,05 mg EAG/100 g. A diferencia de los extractos liquidos, el polvo
atomizado tiene mayor cantidad de compuestos fendlicos, esto se debe a que es un método
de conservacion de los compuestos de interés, el autor Castromonte et al., (2020) describe
gue los extractos liquidos tienden a perder el compuesto activo a lo largo del tiempo.

Investigando referente a antioxidantes se encontr6 varios estudios en donde

caracterizan a las verduras como una fuente rica en antioxidantes, tal es el caso Zapata et
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al., (2014) que realizo el estudio de fenoles totales en muestras liofilizadas, entre las cuales
analiz6 la remolacha, el valor que obtiene de cuantificacion de fenoles totales es de 307,6 +
5,5 mg EAG/100 g, valor que esta cercano a los resultados de fenoles totales de los polvos
atomizados utilizando la relacion 100% agua, no obstante la relacion 50% agua — 50% etanol
obtiene un valor mayor de contenido de fenoles totales, lo que resulta como un método de
extraccién éptimo en la cuantificacién de fenoles, debido a que con ayuda del encapsulante
y la disminucion del agua en los extractos, se conserva sin problema el principio activo de
los polvos.

Para relacionar el contenido fendlico de la remolacha se compara con las diferentes
verduras, como es el caso de la zanahoria que debido a la presencia de carotenos presenta
el color naranja caracteristico, los carotenos son compuestos antioxidantes que se
transforman en betacarotenos, por lo cual el estudio realizado por Zapata et al., (2014) utiliza
un extracto liofilizado para la determinacién de los compuestos fendlicos de la misma,
resultando 160 + 5,6 mg EAG/100 g, valor que en comparacion con los calculados se asemeja
al contenido fendlico de los extractos con la relacion 60% agua — 40% etanol con un valor de
104,65 = 14,52 mg EAG/100 g. En comparacion con el contenido fendlico del ajo que tiene
un valor bajo en relaciéon con la remolacha y zanahoria, ya que es fuente principal de
minerales y vitaminas, entre ellas esta la Vitamina Be, al cuantificar los fenoles del ajo Zapata
et al., (2014) obtuvo un valor de 44,8 + 3,3 mg EAG/100 g.

4.2 Capacidad antioxidante
4.2.1 DPPH

Mediante el analisis de decoloracion por secuestro del radical DPPH por parte de los

compuestos antioxidantes, en la tabla 3 se observan los resultados de las concentraciones

obtenidas para el extracto y polvo atomizado.
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Tabla 2

Resultados obtenidos de la capacidad antioxidante DPPH

Muestras

) Polvo Atomizado
EXperimentos Extracto

(uM Trolox/100g de
(UM Trolox/100 g.m.s)

atomizado)
50% Agua - 50% Etanol 431,22 +8,12° 2,51 + 0,08
60% Agua - 40% Etanol 445,09 + 3,563A 2,93 + 0,06"
70% Agua - 30% Etanol 384,60 + 28,05° 2,79 +0,22¢
80% Agua - 20% Etanol 328,35 + 8,678 2,82 + 0,088
90% Agua - 10%Etanol 334,90 + 8,338 2,70 +£0,21°
100% Agua - 0% Etanol 233,58 + 4,67 0,90 + 0,04°

Nota. Los valores corresponden a la media desviacion estandar () de tres repeticiones. Las letras
mayuUsculas diferentes colocadas como superindices en cada columna representa diferencia
significativa (p<0.05) para cada concentracion en extracto y polvo atomizado.

En la tabla 3 se describen los valores de la capacidad antioxidante con las diferentes
concentraciones de agua — etanol, en donde, se observa que hay diferencia significativa entre
la relacién 100% agua — 0% etanol, con el resto de las concentraciones, ya que el rendimiento
de la misma resulta estd en un valor de 233,58 + 4,67 uM Trolox/100 g.m.s, el cual, es
significativamente menor con respecto a las concentraciones que tienen mayor porcentaje de
etanol para la obtencion de los extractos, las dos concentraciones antes mencionadas tienen
diferencia significativa con la relacién 50% agua — 50% etanol y 60% agua — 40% etanol, con
valores cercanos a 450 uM Trolox/100 g.m.s. En relacion con el rendimiento del método
referente a extractos se determina que la relaciébn que permite obtener un valor superior es
de 60% agua y 40% etanol, ya que tiene un valor calculado de 445,09 + 3,53 pM Trolox/100
g.m.s.

Alusivo al polvo atomizado la diferencia esta en la relacion 100% agua, ya que es la
relacién con el menor rendimiento en correlacidon con las demas concentraciones, entre las
mismas se encuentra la relacion 50/50 de agua/etanol con un valor de 2,51 + 0,08 uM
Trolox/100 g de atomizado. Referente a las concentraciones restantes tienen relacion entre

cada uno de los valores, de la cual se destaca que el mayor rendimiento para la obtencion
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del polvo atomizado esté en la relacion 60% agua — 40% etanol, con un valor de 2,93 + 0,06
MM Trolox/100 g de atomizado.

Asi mismo, al analizar los datos de la tabla 3 se observa que los valores en polvo
atomizado son bajos, esto se debe a que el proceso de atomizado a 160°C pudo degradar
algunos compuestos bioactivos de la muestra.

Al comparar estos valores con trabajos encontrados que se enfocan en la
determinacion de la capacidad antioxidante de verduras y aislamiento de los compuestos
bioactivos de cada uno de ellos, destaca la informacién reportada por Morillas-Ruiz &
Delgado-Alarcén, (2012) donde analiza las verduras de diferentes origenes, entre las cuales
esta la remolacha, de la cual reporta un valor de 145,91 + 0,08 uM Trolox/100 g de masa
fresca, valor que en relacién con los obtenidos en el trabajo de investigacion es menor, debido
al uso de los solventes y métodos de conservacién como es el proceso de atomizacion.

El autor Macias Candelario & Suarez Silva, (2019) en su trabajo enfocado en la
caracterizacion de la cascara de remolacha reporta obtener un valor de 1,815 uM Trolox/100
g de un extracto etandlico, que, en comparacion con los valores de extracto y polvos
atomizados, se asemejan a los polvos atomizados, ya que son valores cercanos.

Zambrano, (2021) realiza un andlisis sobre la capacidad antioxidante en matrices
vegetales, en donde compara los valores del rabano rojo y zanahoria blanca, donde reporta
valores de 3948 uM Trolox/100 g y 2,2 uM Trolox/100 g, respectivamente. Estos valores son
cercanos a los obtenidos tanto en el extracto como en los polvos atomizados.

4.2.2 ABTS

Después de haber aplicado el método de ABTS descrito por Thaipong et al., (2006c)
se obtuvo los resultados descritos en la tabla 4, en donde se puede visualizar que el extracto
con mayor capacidad antioxidante es la relacién 50% agua - 50% etanol, con un valor de 736
+ 143,00 g Trolox/ 100 g.m.s, no obstante, en los polvos atomizados el estadisticamente
mayor corresponde al que contiene 80% agua - 20% etanol que informa de un valor de 4,22

+ 0,12 yM Trolox/100g de atomizado.
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Tabla 3

Capacidad antioxidante ABTS

Muestras

Experimentos Extracto Polvo Atomizado

(g Trolox/100 g.m.s) (MM Trolox/100g de atomizado)

50% Agua - 50% Etanol 736,22 + 143,00* 2,99 + 0,20
60% Agua - 40% Etanol 699,92 + 53,70° 4,06 +0,17¢
70% Agua - 30% Etanol 728,28 + 28,344 3,50 +0,188
80% Agua - 20% Etanol 435,91 + 83,01¢ 4,22 +0,12¢
90% Agua - 10%Etanol 272,28 + 35,798 3,76 +0,178
100% Agua - 0% Etanol 206,49 + 16,088 2,93 +£0,147

Nota Los valores corresponden a la media desviacion estandar (+) de tres repeticiones. Las letras
mayusculas diferentes colocadas como superindices en cada columna representa diferencia
significativa (p<0.05) para cada concentracion en extracto y polvo atomizado.

En la tabla 4 se observan los valores obtenidos de la capacidad antioxidante del
extracto, mismos que reportan diferencia significativa entre la relacién 80% agua — 20% etanol
con un valor de 435,91 £+ 83.01 g Trolox/100 g.m.s, la relacién 90% agua — 10% etanol con
un valor de 272,28 £ 35,79 g Trolox/100 g.m.s y la relacion 100% agua — 0% etanol con un
valor de 206,49 + 16,08 g Trolox/100 g.m.s obteniendo el mejor resultado en la extraccién de
compuestos fendlicos de la remolacha.

En relacion con los polvos atomizados no hay diferencia significativa entre las
relaciones 100% agua — 0% etanol y 50% agua — 50% etanol, ya que sus valores son
cercanos a 3,00 g Trolox/100 g.m.s. Sin embargo, la relacién 60% agua — 40% etanol tiene
diferencia significativa con respecto a las mencionadas anteriormente, debido a que tiene una
concentracion de capacidad antioxidante de 4,06 + 0.17 g Trolox/100 g.m.s.

4.2.3 FRAP

Los polvos atomizados obtenidos a partir de diferentes relaciones de solvente agua —
etanol presentaron diferencia significativa para el que contiene 100% de agua en relacion al
resto de los experimentos, mismo que contiene un rendimiento menor en la extraccion

antioxidantes, referente a los experimentos no mencionados presentan diferencia significativa
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entre los que tienen relacion 50% agua — 50% etanol en comparacion al 60% agua — 40%
etanol.

Tabla b

Resultados obtenidos de la capacidad antioxidante FRAP

Polvo Atomizado

Muestras
Concentracidon yM Trolox/100g de atomizado
50% Agua - 50% Etanol 1,05 + 0,20%
60% Agua - 40% Etanol 1,15+ 0,22¢
70% Agua - 30% Etanol 1,00 + 0,124
80% Agua - 20% Etanol 0,80 +0,17°
90% Agua - 10%Etanol 0,56 + 0,05F
100% Agua - 0% Etanol 0,21 + 0,028

Nota. Los valores corresponden a la media desviacion estandar (+) de tres repeticiones. Las letras
mayusculas diferentes colocadas como superindices en cada columna representa diferencia
significativa (p<0.05) para polvo atomizado.

Lo que se destaca de los valores reportados en el presente trabajo es que el rango de
la capacidad antioxidante de la remolacha va desde 0,80 yM Trolox/100 g de atomizado hasta
1,15 Trolox/100 g de atomizado, en donde depende de la cantidad de etanol que se utiliza
para realizar la obtencion de los extractos, es decir, utilizando el 100% de agua el rendimiento
en la extraccion de la capacidad antioxidante es menor, en cambio, al utilizar el 50% y 40%
el rendimiento en la obtencién de los extractos se asemeja por ende el rendimiento del mismo
aumenta.

Los resultados sobre la capacidad antioxidante en los extractos y polvos atomizados
por los diferentes métodos permiten determinar que, a menor cantidad de etanol para la
extraccién, minimiza el rendimiento de la obtencién de antioxidantes para aplicacion futura a

una matriz alimentaria.
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Conclusiones

De los experimentos aplicados para la obtencion de los extractos se concluye que el
mejor rendimiento en la extraccion de compuestos fendlicos y capacidad antioxidante esta
entre los que se utiliza el 50%, 40% y 30% de etanol.

Los polvos atomizados en cambio al utilizar desde 40%, 30% y 20% de etanol en la
relacion de solvente Agua/etanol reportan valores mayores en los métodos DPPH, ABTS y
FRAP, por el contrario, en la determinacion de fenoles totales al utilizar el 50% agua — 50%
etanol y 90% agua — 10% etanol se obtuvieron los valores mas altos.

En conclusion, se determina que la cantidad de fenoles totales y capacidad
antioxidante de la remolacha es superior en comparacién con las verduras, por ende,

aumenta el valor agregado de la remolacha y el subproducto de la misma.
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Recomendaciones
Realizar un estudio de la estabilidad de los extractos y polvos atomizados para
conocer el tiempo de vida util del mismo y su efecto positivo en la aplicacion de matrices
alimentarias.
Experimentar con la inclusiébn en un producto alimenticio y cual es la influencia
negativa o positiva que tiene al incorporar en el alimento elaborado.
Comprobar la eficiencia que tiene el extracto y polvo atomizado como antioxidante en

matrices alimentarias.
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