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aplicacion potencial en matrices alimentarias (la fig. 2.a muestra las diferencias
causadas por la variable pH); y la Seccién 3 representa los resultados visuales de la
adicion del extracto rico en cianidina-3-O-glucésido de A. unedo a los gofres (la fig. 3.a

muestra los gofres adicionados con extracto de A. unedo, y la 3.b, los gofres control sin
extracto). 75
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RESUMEN

El primer paso critico de este estudio fue obtener las condiciones Optimas que
maximizan la extraccion de antocianinas a partir de frutos de Arbutus unedo L.,
mediante la comparaciéon de dos técnicas extractivas asistidas por diferentes energias
fisicas, el calor y los ultrasonidos. Para ello, se aplicd una metodologia de superficie de
respuesta, utilizando el disefio compuesto central circunscrito de tres variables con cinco
niveles. Se identificaron tres compuestos de antocianina por HPLC-DAD-ESI/MS,
siendo cianidina-3-O-glucdsido la molécula principal. La extraccion asistida por calor
resultd ser la técnica més efectiva, que produjo un rendimiento del 60,9 %, con un
contenido total de antocianinas de 500,9 pg/g de fruto seco y 800,6 pg/g de extracto
siguiendo unas condiciones de 5 min, 90 °C y 80 % de etanol acidificado. Ademas, estos
valores se mejoraron ligeramente al estudiar el efecto de la relacion solido/liquido en un
formato de dosis-respuesta (de 5 a 150 g/L), en las condiciones dptimas de extraccion,
manifestando valores de extraccion practicamente constantes entre los 5 y los 40 g/L.

Una vez conseguida la optimizacién de la extraccion de antocianinas (principalmente
cianidina-3-O-glucoésido) a partir de frutos de Arbutus unedo L., se procedi6 a estudiar
su potencial como aditivo natural colorante, con la finalidad de ser utilizado en la
industria alimentaria como substituto de colorantes sintéticos, cuya demanda va en
decadencia progresiva. En primer lugar, se analizaron las propiedades bioactivas del
extracto, analizando sus capacidades antioxidantes, antimicrobianas y citotdxicas. Los
resultados mostraron que el extracto optimizado presentaba importantes propiedades
antioxidantes, asi como actividades citotoxicas (en lineas celulares tumorales) y
antimicrobianas significativas. Complementariamente, se evalu6é su posible toxicidad,
corroborandose efectos nulos. Una vez analizadas minuciosamente las caracteristicas
del extracto, se procedio a su estabilizacion. Para ello se sometio el extracto rico en
antocianinas a las condiciones mas adversas de conservacion (solucion acuosa) y se
estudio su comportamiento teniendo en cuenta las principales variables que afectan a la
misma (tiempo, temperatura y pH). Los valores utilizados como respuestas fueron las
concentraciones de antocianinas de cada muestra, determinadas por HPLC-DAD. Se

usaron ecuaciones matematicas fenomenologicas para describir las respuestas, y se
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proporcionaron patrones para la estabilizacion del extracto rico en antocianinas en

solucioén acuosa.

Finalmente, el extracto se incorpor6 en gofres como caso practico de estudio en
productos de pasteleria, con el objeto de evaluar su posible aplicacion en matrices
alimentarias. La estabilidad completa del perfil nutricional, los azucares libres, los
acidos grasos Yy la actividad antioxidante se controlaron justo después de que los gofres
se hornearan y tras 3 y 6 dias de almacenamiento. Por lo tanto, los resultados obtenidos
proporcionan informacion para: i) la posible aplicacion industrial del extracto de frutos
de A. unedo como fuente alternativa de antocianinas para producir un aditivo natural
colorante con propiedades bioactivas; ii) predicciones de vida util en condiciones
especificas de temperatura y pH; vy iii) la incorporacion del extracto de A. unedo rico en
antocianinas no solo no caus6 cambios significativos en el valor nutricional de gofres en
comparacién con las muestras control, sino que dicha incorporacién afiadié propiedades
colorantes y bioactivas al producto original, lo que respalda su posible aplicacion en la

preparacion de productos de pasteleria y panaderia.

Xi
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ABSTRACT

The first critical step of this study was to obtain the optimal conditions that maximize
the anthocyanins extraction from fruits of Arbutus unedo L., by comparing two
extractive techniques assisted by different physical energies, heat and ultrasounds. For
this, a response surface methodology was applied, using the three-variable
circumscribed central composite design with five levels. Three anthocyanin compounds
were identified by HPLC-DAD-ESI/MS, being cyanidin-3-O-glucoside the major
molecule. Heat assisted extraction proved to be the most effective technique, yielding a
60.9 %, with a total anthocyanin content of 500.9 ug/g of dry fruit and 800.9 pg/g of
extract following conditions of 5 min, 90 °C and 80 % acidified ethanol. In addition,
these values were slightly improved by studying the effect of the solid/liquid ratio under
optimum conditions, in the dose-response format, showing constant extraction values
between 5 and 40 g/L.

Once the extraction optimization of anthocyanins (mainly cyanidin-3-O-glucoside) from
fruits of Arbutus unedo L. was achieved, its potential as a natural coloring additive was
studied to replace, in the food industry, artificial additives, whose demand goes in
progressive decay. First, the bioactive capacities of the extract were analyzed by testing
its antioxidant, antimicrobial and cytotoxicity properties, revealing high antioxidant
properties, as well as significant cytotoxic (in tumor cell lines) and antimicrobial
activities. Complementarily, the toxicity of the extract was evaluated, validating its non-
toxic effects. Afterwards, a stability study of the extract was carried out, considering the
main variables that could affect the extract (time, temperature and pH) under the most
unfavorable conservation conditions (aqueous solution). Responses were measured by
anthocyanin contents determined by HPLC-DAD. Mechanical and phenomenological
equations were used to describe the responses, and patterns were provided for the
stabilization of the rich extract in anthocyanins in aqueous solution. Finally, the extract
was incorporated in waffles in order to study its possible application in food matrices, in
this case, in a pastry product. A complete stability of the nutritional profile, free sugars,
fatty acids and antioxidant activity were monitored right after the waffles were baked
and subsequently with 3 and 6 days of storage. Therefore, the results obtained provide
information for: i) the possible industrial application of A. unedo fruit extract as an

alternative source of anthocyanins to produce a natural coloring additive with bioactive

xii
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properties; ii) predictions of shelf life under specific conditions of temperature and pH;
and iii) the incorporation of A. unedo extract rich in anthocyanins, did not only cause
significant changes in the nutritional value of waffles in comparison with the control
samples, but also added color and bioactive properties to the original product,

supporting its potential application in the preparation of pastry and bakery products.
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1. INTRODUCCION
1.1. Uso de colorantes en la industria alimentaria

Las primeras manifestaciones artisticas tuvieron lugar en el Paleolitico, y con ellas se
demuestra que los primeros hombres fueron los pioneros en el uso de ciertos pigmentos.
Estos primeros colorantes eran de origen natural y la mayor parte de ellos de naturaleza
inorganica, procedentes de yacimientos. Ejemplo de ellos son el ocre rojo [hematites (a-
Fe,03)], ocre amarillo [goetita (a-FeEOOH)], negro carbon y calcita (CaCO3) (San
Andrés, Sancho, and De la Roja 2010). Con el tiempo y la evolucién, el hombre fue
capaz de extraer sustancias de caracter tintoreo a partir de plantas, insectos y moluscos,
y ya en la cuna de las civilizaciones mesopotamica y egipcia surgié uno de los
pigmentos de origen sintético mas antiguos (c. 3.100 a.C), el azul egipcio, también
designado como frita egipcia, azul de Alejandria o azul pompeyano; que pasoé a ser uno
de los pigmentos mas utilizados por los paises de la cuenca mediterranea durante aquel
periodo de la historia (Riederer 1997; San Andrés et al. 2010). Posteriormente, nacio la
alquimia, doctrina relacionada con la elaboracion de medicamentos, las artes
metallrgicas y la fabricacién de ceramicas, pigmentos, colorantes y perfumes. Hasta el
nacimiento de la quimica moderna, los pintores acudian a los alquimistas en busca de
los conocimientos e instrumentos requeridos para la preparacion de pigmentos y
colorantes (Brock 1998; Holmyard 1990; San Andrés et al. 2010). Sin embargo, cuando
la quimica nace como ciencia y se separa de la alquimia, la elaboracion de materiales
pictoricos es asumida enteramente por la primera. Por tanto, el desarrollo y la
introduccién de nuevos materiales colorantes y la mejora de sus procesos de aplicacion
practica, han sido constantes desde los inicios de la historia (Gettens and Stout 1996;
San Andrés et al. 2010).

También remontandonos al Paleolitico podemos encontrar el posible origen de la
incorporacion de sustancias a los productos alimenticios: la exposicion de los alimentos
al humo de un fuego favorecia su conservacion. Méas adelante, en el Neolitico, el
hombre comienza a desarrollar la agricultura y la ganaderia, lo que requiere a su vez la
introduccidn de técnicas de manipulacion para tratar dichos alimentos con el fin de que
resulten mas apetecibles o que se conserven mejor. Con el primer objetivo se utilizaron,

entre otros, el azafran y la cochinilla, lo que supuso que fuera en este periodo historico
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cuando se unificaron y complementaron los dos conceptos nacidos en el Paleolitico: los
colorantes como aditivos alimenticios. (Vicent Garcia 1991). El empleo de estas y otras
muchas sustancias era empirico, pero con los avances experimentados por la quimica en
el siglo XVIII y con las nuevas necesidades de la industria agroalimentaria del siglo
XIX, la busqueda de compuestos para afiadir a los alimentos se hizo sistematica. El
coloreado de los alimentos alcanzd su apogeo con el desarrollo, en el siglo XIX, de la
industria de los colorantes organicos de sintesis. En 1860, en Francia se coloreaba el
vino con fucsina; con el tiempo se colorearon los macarrones y la mantequilla con
dinitrocresol, y poco a poco fueron aumentando los alimentos a los que se afiadian

colorantes (Ibafiez, Torre and Irigoyen 2003).

Actualmente, la legislacion referente a la industria alimentaria estd minuciosamente
regulada. A pesar de que la controversia sobre el valor de los aditivos se perpetle en los
afios, la realidad es que los aditivos se someten a mas controles que ningin otro
componente de los alimentos (Durdn 2001), y para que una sustancia sea admitida como
aditivo debe estar bien caracterizada quimicamente y superar los controles toxicologicos
establecidos por parte de los correspondientes organismos sanitarios. Asi, la
Organizacién para la Alimentacion y la Agricultura (FAQO), en colaboracion con la
Organizacién Mundial de la Salud (OMS), cred un conjunto de comités que evalGan
diversos aspectos de los aditivos basadndose en la informacion toxicoldgica disponible,
incluyendo las pruebas efectuadas en animales y humanos. Al analizar los datos, se
determina el “nivel sin efecto adverso observado” (no observed adverse effect level,
NOAEL), que se emplea para determinar la cantidad de “ingesta diaria aceptable o

admisible” (IDA) para cada aditivo (Ibafiez, Torre and Irigoyen, 2003; Ortega 2004).

En la Unién Europea, previo estudio del Comité Cientifico de la Alimentacion Humana,
el Consejo de Europa emitid Directivas para armonizar la legislacién de los paises
miembros en materia de aditivos. En este sentido se toma como referencia la Directiva
89/107/CEE, que se desarrolla a través de las Directivas 94/35/CEE (sobre
edulcorantes), 94/36/CEE (sobre colorantes) y 95/2/CEE (sobre aditivos distintos de
colorantes y edulcorantes). Los controles a los que se someten los aditivos, previa
autorizacion, tienen en cuenta los factores de los que depende la toxicidad: dosis
(cantidad de sustancia absorbida), frecuencia de administracion (Unica o repetida), grado

de toxicidad de la sustancia y tiempo para que se manifiesten los efectos. Asimismo, ha



Desarrollo de un colorante natural a base de

cianidina-3-O-glucosido a partir de frutos de Arbutus unedo L. AU

de demostrarse su necesidad de tal modo que su uso suponga ventajas tecnolégicas y
beneficios para el consumidor. Ahora bien, el que se recoja legalmente la posibilidad de
utilizar sustancias como aditivos, no significa que su uso sea obligatorio, sino que, si es
necesaria su incorporacion, so6lo podran emplearse en los alimentos sefialados. Los
motivos por los que deberé establecerse dicha necesidad son: i) conservar la calidad
nutritiva de un alimento; ii) proporcionar alimentos con destino a un grupo de
consumidores con necesidades dietéticas especiales; iii) Aumentar la estabilidad de un
alimento o mejorar sus propiedades organolépticas e iv) Favorecer los procesos de
fabricacion, transformacion o almacenado de un alimento, siempre que no se enmascare

materias primas defectuosas o practicas de fabricacion inadecuadas (Multon, 2000).

Para la identificacion de los aditivos se sigue la numeracién asignada por la UE, que va
precedida por la letra E. La cifra de las centenas indica el tipo de funcién que realiza un
aditivo, de acuerdo con la siguiente lista: 1XX. Colorantes; 2XX. Conservantes; 3XX.
Antioxidantes y reguladores del pH; 4XX. Agentes que actlan sobre la textura
(estabilizantes, espesantes, gelificantes y emulsionantes); 5XX. Correctores de la acidez
y sustancias minerales; 6XX. Potenciadores del sabor; 9XX. Otros aditivos (agentes de
recubrimiento, gases de envasado y edulcorantes); 11XX. Enzimas; y 14XX. Almidones
modificados (Cubero, Monferrer, and Villalta, 2002).

Los colorantes son de los aditivos mas importantes hablando en términos de marketing,
ya que el color puede ser considerado como uno de los atributos mas atractivos y que
mas Ilaman la atencién de los alimentos, es la primera sensacion percibida, que influye
directamente en las preferencias, gustos y elecciones de los consumidores, pudiendo a
veces influir incluso en el olor y el sabor del mismo (Delgado-Vargas and Paredes-
Lopez, 2003; Martins et al., 2016; Shim et al., 2011). Mas aun, el coloreado puede
condicionar el éxito o fracaso comercial de un producto, ya que no cabe duda del
impacto que tienen la percepcion, las opiniones y los deseos de los consumidores en la
industria alimentaria (Carocho et al. 2014; Delgado-Vargas and Paredes-Lopez, 2003;
Martins et al., 2016). Asi que, para hacerlos mas atractivos a los consumidores, deben
colorearse de manera artificial en muchas ocasiones. Para ello, se pueden utilizar
sustancias obtenidas de fuentes naturales o preparadas por métodos fisicos o quimicos,

es decir, sintéticos (Tabla 1) (Ibafiez, Torre and Irigoyen, 2003).
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Tabla 1. Colorantes naturales y sintéticos de uso mas frecuente autorizados en la UE.

COMPUESTO| OBTENCION APLICACION EFECTOS Y LIMITES
COLORANTES NATURALES
Color amarillo intenso (curry). . L
. , : Baja absorcion en el
. Rizoma de la circuma|Confituras, mermeladas, etc. . - - .
Curcumina intestino, toxicidad reducida

(Curcuma longa L.)

Embutidos picados (crudos y
cocidos).

y efectos teratdgenos.

Hembras del insecto

Color rojo muy variable,

Cochinilla g Se han sefialado respuestas
. Dactylopus coccus [utilizdndose en conservas A .
Carmin . alérgicas en sujetos que han
Py Costa, parasitos de  |vegetales, mermeladas, helados, ) .
Acido ; - . consumido bebidas con este
P algunas especies de  |productos carnicos y bebidas colorante
carminico  feacrys alcohélicas y no alcohélicas. :
Color verde caracteristico . L .
. . : Baja absorcion intestinal.
Clorofilas  |Algas aplicado a chicle, helados y R
. IDA: sin asignar.
bebidas refrescantes.
Calentamiento de Prﬁgggté)ss £z ool Gl (EEgsE Dosis de hasta 18 g/dia
Caramelo |azlcar (sacarosa 'y Y : tienen un ligero efecto

otros)

Bebidas de cola y alcohdlicas
(ron, cofiac, etc.).

laxante.

Carotenoides

Capsantina: pimiento
rojo y del pimentén
Licopeno: tomate

Fabricacion de embutidos.
Bebidas refrescantes.

Absorcion intestinal muy
baja.
IDA: 5 mg/kg.

Productos de reposteria, helados

Baja absorcion intestinal

Rojo de Remolacha roja (Beta derivados 4 diriidos al El colorante absorbido se
remolacha |vulgaris L.) y cerlvados lacteos dirigidos al ;s sin cambios por la
publico infantil. i
Eﬁrak;:;oac'ise pf'fl:tgi Bebidas, refrescos, yogures, Sin efectos secundarios.
Antocianos ro'c;s rr¥aizymora do lacteos, golosinas, dulces y Potentes efectos
réf)an,os y lombar da{ reposteria. antioxidantes.
COLORANTES SINTETICOS

Cantaxantina

Color rojo estable

Se aplica al pienso de
piscifactorias (salmén y trucha).

Se le asocia a lesiones en la
retina. IDA: 0,03 mg/kg.

Tartracina

Color amarillo limén

Productos de reposteria, galletas,
derivados carnicos, sopas,
conservas vegetales, bebidas
refrescantes.

Produce reaccion alérgica en
sujetos asmaticos (alrededor
del 4%).

IDA: hasta 7,5 mg/kg.

Rojo cochinilla

Color de “fresa”

Confiteria, reposteria helados y
derivados carnicos.

Efectos cancerigenos
discutibles.
IDA: hasta 4 mg/kg.

Amarillo de
quinoleina

Color de “naranja”

Bebidas refrescantes y en bebidas
alcohdlicas.

Se absorbe menos del 3% en
el aparato digestivo.
IDA: hasta 0,5 mg/kg.

Eritrosina

Color de “fresa” poco
estable, sobre todo en

presencia de vit. C

Postres lacteos con sabor de
fresa. Confiteria y derivados

carnicos.

Baja absorcion intestinal.
IDA: hasta 0,6 mg/kg.

IDA: Ingesta Diaria Aceptable o Admisible
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En 2012 el consumo mundial de colorantes en la industria alimentaria fue de 49.600
toneladas, y se concluyd que creceria segun una tasa anual del 3,8 % entre 2013 y 2018.
En el caso de EE.UU., el consumo de estos productos va en aumento significativamente

en alimentos para nifios, tales como golosinas, bebidas y aperitivos (Carmona, 2013).

Los colorantes se utilizan de cara al tercer objetivo de los aditivos nombrados
anteriormente, aunque bien podrian complementar su accion aportando alguna ventaja
al consumidor, traducible en un efecto farmacoldgico beneficioso para su salud; es
decir, lo idoneo seria utilizar compuestos que, ademas de colorear los alimentos,
presenten propiedades ventajosas para la salud de quien los ingiera (ejemplo, accion
antioxidante). Esto invita a la busqueda de nuevos compuestos de origen natural que

cumplan dichas caracteristicas, como son los antocianos (E163).

1.2. Ventajas de los colorantes naturales frente a los colorantes sintéticos

El color es una de las caracteristicas organolépticas mas influyentes a la hora de elegir
un alimento, como ya se refirié anteriormente, ya que proporciona informacion valiosa
como el grado de madurez de una fruta o si un trozo de carne esta fresco o no. En el
caso de los alimentos procesados como los helados, refrescos o productos de pasteleria,
el color también es fundamental, ya que indica el sabor méas probable del alimento. Los
colorantes usados con dichos fines pueden ser clasificados segln sus caracteristicas de
disolucion, segun su color o segun su origen, dando lugar esta Gltima clasificacion a los

colorantes naturales y a los artificiales o sintéticos (Ortega and Paz, 2004).

Cuando inicialmente surgié la coloracion de los alimentos, se usaban sustancias
naturales extraidas de plantas o minerales, pero con el desarrollo de la industria, y
debido a que éstos eran inestables con el tiempo, se empezaron a usar en mayor medida
los colorantes sintetizados quimicamente (Ortega and Paz, 2004). Desde el
descubrimiento del primer colorante sintético, malva, a manos de Sir WH Perkin en
1856 y durante muchas décadas, los colorantes artificiales han contado con el
monopolio del mercado. Pero no todas las sustancias colorantes son adecuadas con fines
alimentarios, ya que algunas incluso pueden resultar perjudiciales para la salud. Tal es
el caso de derivados de cobre, plomo y arsénico, que se usaron en el siglo XIX para
colorear fraudulentamente los alimentos. Debido a que son los aditivos que con mayor
frecuencia se asocian a patologias alérgicas, asi como a cambios en el comportamiento

de nifios, provocando hiperactividad mayormente, actualmente, y en la medida de lo
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posible, se recurre a colorantes naturales en lugar de sintéticos, ya que existe una
presion importante por parte de los consumidores (lbafiez, Torre and Irigoyen, 2003;
Olea, Lopez, and Hug 2012). Los productos naturales derivados de plantas cada vez
presentan mayor atraccion a ojos de los consumidores y utilizadores, como chefs y
demés profesionales implicados en alimentacion. Por ello, la introduccion de nuevas
especies y colorantes obtenidos de plantas podria suponer nuevas oportunidades
gastronomicas (Renna and Gonnella, 2012). Un dato que respalda esta propuesta es que
la demanda de colorantes naturales aumentd casi en un 35 % desde 2005 hasta 2009,
llegando alrededor del 55 % en 2015 y previéndose que esta cifra incremente hasta
llegar al 60 % en 2026 Los colorantes naturales son considerados, en general, como
inocuos y las limitaciones especificas en su utilizacion son menores que las que se
aplican a los colorantes de sintesis (Renna and Gonnella, 2012). Como puede observarse
en la Tabla 2, la mayoria de los aditivos calificados como inofensivos son de origen

natural.

Tabla 2. Ejemplos de colorantes y su toxicidad.

NuUmero Nombre Naturaleza Toxicidad
E100 Curcumina Natural Inofensivo
E101 Riboflavina (Lactoflavina) Natural Inofensivo
E102 Tartrazina Sintético Evitar
E103 Crisoina Sintético Evitar
E104 Amarillo de quinoleina Sintético Evitar
E105 Amarillo sélido Sintético Evitar
E106 Fosfato de lactoflavina Natural Inofensivo
E120 Acido carminico Natural Evitar
E127 Eritrosina Sintético Evitar
E140 Clorofilas Natural Inofensivo
E150 Caramelo Natural/Sintético | Precaucion (grandes dosis)
E151 Negro brillante Sintetico Evitar
E155 Marrén chocolate HT Sintético Evitar
E160 -Caroteno Natural Inofensivo
E161g Cantaxantina Natural/Sintético Evitar
E162 Betanina Natural Inofensivo
E163 Antocianinas Natural Inofensivo

Centrandonos, pues, en el grupo de los colorantes naturales, son compuestos que,
ademaés de tener capacidad colorante, normalmente son beneficiosos para el organismo,

ya que pertenecen a grupos quimicos (Tabla 3) a los que se atribuyen bioactividades,
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como puede ser un efecto antioxidante o antimicrobiano, entre otros (lbafiez, Torre and
Irigoyen, 2003; Olea, Lépez, and Hug 2012).

Tabla 3. Clasificacién de colorantes naturales segun su estructura quimica.

NATURALEZA COLOR Amax
QUIMICA EJEMPLOS PREDOMINANTE (nm)
Tetrapirroles (lineales F!cob!l!nas azul_-verde_ 610-650 (f!cociz_;m!nas)
y ciclicos) Flcoblll_nas amarillo-rojo 540-570 (ficoeritrinas)
Clorofila verde 640-660
Carotenoides Carotenoides amarillo-anaranjado 400-500
Flavonas blanco-crema 310-350
Flavonoles amarillo-blanco 330-360
Flavonoides Chalconas amarillo 340-390
Auronas amarillo 380-430
Antocianinas rojo-azul 480-550
Xantonas Xantonas amarillo 340-400
Quinonas Antraquinonas rojo-purpura 420-460
Derivados indoles Betalainas amarillo-rojo 470-485 (betaxantinas)
Pterinas blanco-amarillo 350
Pirimidinas sustituidas| . 12ViNas L 360-450
Fenoxazinas amarillo-rojo 660-670
Fenazinas amarillo-parpura 260-500

Un estudio sobre la evolucion de la situacion mercantil de los colorantes naturales
menciona que de aqui a 2020 pone de manifiesto que el interés del consumidor por este
tipo de aditivos seguira aumentando, lograndose asi que la demanda actual cambie y se
centre en los colorantes obtenidos de la naturaleza, quedando distribuida segin la
Figura 1 (Ortega and Paz, 2004).

2%

® Espirulina

® Extracto de Paprika

u Clorofilas
Antocianinas

= Curcuraina

u Carotenoides

u Otros

Figura 1. Estimacion del incremento de la demanda de colorantes naturales,
clasificados segun su estructura quimica, entre 2014 y 2020.
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Los carotenoides y las antocianinas son los compuestos que se sitlan a la cabeza segun
este ranking, pudiendo deberse tanto a la gran variedad de uso que presentan, como a las
diversas fuentes naturales en las que se pueden encontrar, sin olvidar que su utilizacién
no solo esta considerada totalmente inofensiva, sino que ademas puede suponer ventajas
beneficiosas al consumidor gracias a sus demostradas actividades bioldgicas (Ge and
Ma 2013). Los carotenoides presentan colores desde naranja a amarillo y se obtienen de
forma natural por extraccion de zanahorias, aceite de palma y algas; o de forma sintética
por biosintesis de microorganismos. Se emplean en refrescos, zumos, jugos, néctares,
batidos, margarinas, mantequillas, mayonesas, pasteles, dulces, cereales, comida
precocinada y embutidos (Mak et al. 2013a). Las antocianinas, a su vez, cubren gamas
que van desde el rojo (y rojo oscuro) al azul, pasando por morado, naranja y marrén, y
se obtienen del extracto de piel de uva por ser el método mas econémico, pero se
encuentran presentes en una amplia variedad de frutos rojos y bayas. Son utilizadas para
colorear bebidas, refrescos, yogures y lacteos, golosinas, dulces y pasteles (Mak et al.
2013a). Las antocianinas en particular constituyen un grupo de gran interés, ya que,
ultimamente, su importancia estd creciendo gradualmente no solo por su uso como
colorante alimentario, sino también por sus propiedades antioxidantes y antibacterianas
(Mak et al. 2013a).

En los Gltimos afios, la industria alimentaria en general ha tenido que responder a dicha
demanda mediante la sustitucion de productos artificiales por aquellos naturales, y la
industria pastelera no iba a ser menos; cada vez son mas usados los ingredientes
provenientes de fuentes naturales, incrementando su atraccion si ademas presentan
propiedades bioactivas, como afirma un estudio realizado sobre la sustitucion de
ingredientes en ciertos productos de pasteleria, como los gofres (Ge and Ma 2013). La
version francesa de dichos pasteles, los gaufres, data de tiempos medievales. En el siglo
XVIII llegaron a Estados Unidos desde Holanda. Actualmente son consumidos en todo
el mundo, y, puesto que gran parte de los consumidores se encuentran en edad infantil o
adolescente, la sustitucion de los aditivos artificiales por compuestos naturales podria no
solo evitar los efectos nocivos de los aditivos sintéticos, sino también suponer grandes

ventajas para la salud (Caparrés and Verdu, 2010).

El mundo de los colorantes naturales y sus aplicaciones es un campo claramente inter y

multidisciplinar, que ha vuelto a renacer, y puede tener por delante un futuro
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prometedor y benefactor para la Humanidad (Caparrés and Verdu, 2010). La
incorporacion en alimentos, como pueden ser los gofres, de antocianinas como
colorantes, ademas de mejorar la apariencia del mismo, aportan efectos beneficiosos
para la salud, ya que existe evidencia cientifica, segun diversos estudios, de que los
extractos ricos en antocianinas pueden mejorar la agudeza visual y el comportamiento
cognitivo, presentan actividad antioxidante, pueden neutralizar radicales libres y actuar
como agentes quimioprotectores (Garzon, 2008). Las antocianinas también juegan un
papel en las propiedades antidiabéticas tales como control de lipidos, secrecion de

insulina y efectos vasoprotectores (Shipp and Abdel-Aal, 2010).

1.3. Antocianinas y sus fuentes naturales

La tendencia actual a preferir el consumo de alimentos naturales, complementada con la
informacidn aportada por numerosos estudios epidemioldgicos, que ponen en duda la
seguridad del uso de ciertos aditivos sintéticos por los posibles efectos perjudiciales que
pueden provocar en la salud, ha contribuido a la busqueda de nuevas fuentes de
ingredientes en la naturaleza. En este contexto, los compuestos fenolicos, en especial las
antocianinas, son de gran interés debido a sus propiedades antioxidantes y a su gran

potencial como colorantes naturales (Melo, Pina, and Andary, 2009; Tsuda et al., 2003).

Las antocianinas son glucésidos hidrosolubles, producto del metabolismo secundario de
los vegetales, formados a través de un enlace O-glucosidico que une una aglicona
(antocianidina) con una molécula de azucar. El grupo base de dichas agliconas es el ion
flavilio (Figura 2), que normalmente se comporta como cation, y responde a la
estructura del 2-fenil-benzopirilio, por lo que consta de dos grupos aromaticos (un
benzopirilio y un anillo fenolico). Las antocianidinas (agliconas o geninas) raramente se
encuentran libres en la naturaleza. Pertenecen al grupo de los flavonoides, y representan
una atractiva fuente de pigmentos naturales responsables de los colores cianicos,
abarcando gamas que van desde rosa salmén hasta rojo y desde violeta hasta azul
oscuro, como puede observarse en la mayoria de las angiospermas que se encuentran
normalmente en la naturaleza, especialmente en flores y frutos (particularmente en las
bayas), aunque pueden colorear todas las partes de la planta (Cavalcanti, Santos, and
Meireles 2011).
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Cation flavilio

Figura 2. Grupo base de las antocianidinas.

Se conocen hasta 20 estructuras diferentes de antocianidinas, pero las mas comunes en
los vegetales, y por tanto, las de mayor interés son pelargonidina (naranja), cianidina
(naranja-rojo), delfinidina (azul-rojo), peonidina (naranja-rojo), malvidina (azul-rojo) y
petunidina (azul-rojo) (Figura 3), nombres que derivan de la fuente vegetal de donde se
aislaron por primera vez; la combinacion de éstas con los diferentes azlcares genera
aproximadamente 150 antocianinas. Los carbohidratos a los que comunmente se
encuentran unidos son la glucosa y la ramnosa, seguidos de galactosa, xilosa y
arabinosa, y ocasionalmente, gentobiosa, rutinosa y soforosa (Ortiz et al., 2011).
También es frecuente encontrar las antocianinas aciladas con acidos organicos como lo
son los &cidos cafeico, p-cumarico, maldnico, succinico, oxalico, acético, malico y p-
hidroxibenzoico, pudiendo combinarse y dar lugar a 600 antocianinas diferentes (Ge &
Ma, 2013). El color de las antocianinas depende de varios factores intrinsecos, como
son los sustituyentes quimicos que contenga y la posicion de los mismos en el grupo
flavilio; por ejemplo, si se aumentan los hidroxilos del anillo fendlico se intensifica el
color azul, mientras que la introduccion de metoxilos provoca la formacion del color
rojo. También, factores extrinsecos, como el pH o la temperatura influyen en la

coloracién que presentan (Ortiz et al., 2011).

Cianidina Pelargonidina

OH O
x

OCH;

OH
on O
OH OH
X

Delf idina Peonldma Malvidina

Figura 3. Antocianidinas mas comunes en la naturaleza.
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Ademas de embellecer la naturaleza con sus atractivos y fascinantes colores, las
antocianinas poseen actividad antioxidante debido a su capacidad scavenger, como
coinciden numerosos autores, jugando un papel esencial en la prevencion de
enfermedades cardiovasculares, cancer, diabetes y otras patologias (Ge and Ma, 2013;
Prior and Wu, 2006). Su alta capacidad antioxidante se debe principalmente a la
presencia de los grupos hidroxilo fenolicos, que son capaces de prevenir eficazmente la
peroxidacion aportando atomos de hidrogeno que neutralizan los radicales libres v,
consecuentemente, interrumpen la reaccion en cadena de oxidacion (Ge and Ma 2013;
Sari et al., 2012).

De las citadas con anterioridad, la cianidina-3-O-glucésido es la mas abundante de las
antocianinas, tratandose de un compuesto que se encuentra de manera muy frecuente en
la naturaleza, y que se toma muchas veces como antocianina de referencia para la
cuantificacion de compuestos antocianicos en diferentes estudios de extractos vegetales.
Son varios los autores que le atribuyen bioactividades tales como quimioprevencion y
quimioterapéutica, ya que, en animales experimentales, demostrd poseer potente
actividad frente al crecimiento de células tumorales y frente a la metéstasis de las
mismas, provocando ademas una baja citotoxicidad en todos aquellos tejidos no
tumorales analizados (Ding et al., 2006).

También hay evidencia de que un aporte diario de este compuesto en la dieta habitual
tiene un efecto protector y preventivo frente a enfermedades como diabetes,
aterosclerosis, obesidad y cardiopatias, ademas de su innegable actividad antioxidante,
por lo que puede ser de gran interés realizar estudios mas profundizados sobre esta
particular antocianina (Chen et al., 2005; Sasaki et al., 2007; Tsuda et al., 2003; Xu,
Ikeda, and Yamori, 2004).

Aunque las antocianinas estan presentes en diferentes 6rganos de las plantas, asi como
en la mayoria de las angiospermas, las principales fuentes de antocianinas son frutas
rojas, uvas, bayas, arandanos, moras, frambuesas, cerezas, maiz morado, rabanos y
lombarda (Aditivos Alimentarios, 2017). Entre ellas, no cabe duda de que la piel de uva
sigue constituyendo la principal fuente de antocianinas para la produccion industrial de
colorantes naturales, debido a su facil y econémica obtencidn en grandes cantidades, ya
que es un producto de desecho proveniente de la industria vinifera. De dicha piel se

extrae la llamada enocianina, o colorante E163.

11
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Sin embargo, el uso de la pulpa de uva también presenta varios inconvenientes, como la
disparidad en su calidad y cantidad segln la época del afio en la que se utilice. Por lo
tanto, la industria agroalimentaria ha desarrollado un incrementado interés en identificar

nuevas fuentes de antocianinas estables y economicamente viables (Melo et al., 2009).

1.4. Estabilidad de antocianinas en las diferentes técnicas de extraccion

A pesar de las ventajas que las antocianinas ofrecen como posibles sustitutos de los
colorantes artificiales, su incorporaciébn a matrices alimenticias o productos
farmacéuticos y cosméticos son limitadas debido a su baja estabilidad durante el
procesamiento y el almacenamiento (Cevallos-Casals and Cisneros-Zevallos, 2004;
Wrolstad, Giusti, and Kalt, 2000).

Factores como su propia estructura quimica, pH, concentracion, temperatura, presencia
de oxigeno, acido ascérbico, y actividad de agua de la matriz determinan la estabilidad

del pigmento (Garzon, 2008).

Efecto del pH. En disolucién acuosa los antocianos existen en forma de cuatro
estructuras en equilibrio: catién flavilio (AH+), anhidrobase quinoidal (oxidacion de
uno de los hidroxilos a cetona), pseudobase carbinol (hidratacién de la estructura) y
pseudobase calcona (se produce la hidroélisis del éter, quedando una cadena abierta),
siendo la primera la méas estable de las cuatro (Figura 4). La proporcion entre estas
formas estd determinada principalmente por el pH, predominando el i6n flavilio
(basicamente el 100%) en medios muy &cidos, de pH<2. Al elevarse el pH, la mayor
parte del ion flavilio, de color rojo intenso, pierde el proton y se produce hidratacion,
formandose la pseudobase incolora carbinol que, al aproximarnos a pH neutro, se
transforma dando lugar a una forma abierta o chalcona, que pueden ser neutras e
incoloras, o ionizadas, con coloracion amarilla. A valores de pH superiores a siete se
presentan las formas quinoidales, de color azul-plrpura que se degradan rapidamente
por oxidacion con el aire (Hutchings, 1999). Existen tres tipos de reacciones basicas

implicadas en estos cambios estructurales:

i) equilibrio de transferencia de protén;

ii) hidratacion covalente del cation;

iii) tautomeria ciclo-cadena. (Castafieda-Sanchez and Guerrero-Beltran, 2015;
Garzon, 2008; Rivas et al., 2003).

12
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Figura 4. Estructuras en equilibrio en medio acuoso de antocianidinas.

Efecto de la temperatura. Incrementos de temperatura resultan en pérdida del azucar
glicosilante en la posicion 3 de la molécula y apertura de anillo con la consecuente
produccion de chalconas incoloras y disminucion de la estabilidad (Castafieda-Sanchez
and Guerrero-Beltran, 2015; Garzdn, 2008; Timberlake, 1980).

Efecto de la luz. Varios autores coinciden en que la radiacién luminosa acelera la

degradacion de las antocianinas (Sun et al. 2011).

El proceso de extraccion es extremadamente importante en la produccién de colorantes
naturales. Por ello, diferentes grupos de investigacion han dedicado un gran esfuerzo en
desarrollar procesos extractivos eficientes (Fortalezas et al. 2010). Cominmente, la
técnica mas usada para extraer de material vegetal los compuestos antioxidantes,
predominantemente antocianinas, es la extraccion solido-liquido asistida por energia
calorifica (EAC), que, si es optimamente realizada, deberia maximizar la extraccion de
los compuestos diana sin degradarlos, a la vez que servirse de tecnologias que sean
respetuosas con el medioambiente, resultando en productos ricos en antocianinas con
alta capacidad antioxidante. Por otro lado, ciertos grupos de investigacion han utilizado
la extraccion asistida por energia de ultrasonidos (EAU) para obtener extractos de
pigmentos como antocianinas (Chen et al. 2007; Corrales et al. 2008; Fortalezas et al.
2010; Ghassempour et al. 2008), carotenoides (Sun et al. 2011) y betalainas (Sivakumar
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et al. 2009; Vieira et al. 2013). La EAU puede mejorar la transferencia de masa,
reduciendo asi el tiempo de procesado y el consumo de solvente, si se compara con el
uso de métodos convencionales (Vilkhu et al. 2008). Los ultrasonidos promueven que el
solvente penetre en el producto gracias a la desorganizacion de las paredes celulares por
cavitacion acustica (Rastogi 2011; Vieira et al. 2013; Vilkhu et al. 2008). Algunos
estudios sugieren que es preferible el uso de amplitudes bajas para la extraccion de
antocianinas mediante ultrasonidos, con el objeto de disminuir la degradacion de los
compuestos de interés (Cheok et al. 2013). El uso de una u otra técnica, asi como las
condiciones en que se llevan a cabo, dependen de la matriz vegetal de la que se trate y,
por lo tanto, deben optimizarse el solvente, la energia y el tiempo aplicados (Pinela,
Barros, et al. 2016; Pinela, Prieto, et al. 2016). Dicha optimizacion se lleva a cabo
comunmente mediante la aplicacién de modelos matematicos, como la metodologia de
superficie de respuesta (RSM), cuyo disefio permite la optimizacion simultanea de las
variables teniendo en cuenta las interacciones complejas de las mismas, y ayuda en la

prediccién y maximizacion de las respuestas (Bezerra et al. 2008; Ferreira et al. 2007).

La extraccion de antocianinas es comunmente llevada a cabo con metanol o etanol
conteniendo una pequefia cantidad de acido (hasta un maximo de 15% de é&cido
clorhidrico (HCI, 1M) con el objetivo de obtener la forma del cation flavilio, es decir, la
mas estable. No hay diferencia significativa en lecturas de absorbancia o eficiencia de
extraccion entre el etanol y metanol (Abdel-Aal, Young, and Rabalski 2006), pero es
preferible usar etanol ya que es menos tdxico, particularmente en usos alimenticios y
ensayos clinicos. Adicionalmente, si los extractos contienen materiales lipidicos, la
adicion de un solvente organico tal como hexano al extracto puede eliminar algunas
sustancias que contenga dichos materiales. El acido puede causar hidrdlisis parcial de
las fracciones acil en antocianinas aciladas, especialmente en aquellas con &cidos
dicarboxilicos tales como &cido maldnico, por lo que el uso de &cidos débiles es
deseable, tal como A&cido tartarico o citrico para mantener los sustituyentes
dicarboxilicos intactos (Castafieda-Ovando et al. 2009; Escribano-Bailon, Santos-
Buelga, and Rivas-Gonzalo 2004; Ortiz et al. 2011).

En la Tabla 4 se recogen resultados de algunos estudios realizados.
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Tabla 4. Diferentes técnicas de extraccion para cianidina-3-O-glucosido.
Técnica Condiciones extraccion Cianidina-3-O- .
extractiva Planta Parte Solvente Temp (°C) | Materia:solvente | Potencia (W) Ir:gTapS()) glucosido Referencia
Ribes rubrum L. Fruto Etanol (70%) ta 50 g:100 mL 24 13,6864 mg/L | (Lapornik, Prosek, and
Ribes nigrum L. Fruto Etanol (70%) ta 50 g:100 mL 12 259,55 mg/L Golc Wondra 2005)
Vitis sp. Fruto Etanol (70%) ta 50 g:100 mL 12 14,3392 mg/L «“
Hibiscus rosa-sinensis L. | Flores Agua (100%) ta 500 mg:50 mL 24 |205,8 x10° pg/100 g| (Mak, Chuah, Ahmad,
Cassia bicapsularis L. | Flores Etanol (100%) ta 500 mg:50 mL 24 |77,11x10° pg/100 g & Bhat, 2013)
=AC Arbutus unedo L. Fruto | Metanol (80%)+0.5% TFA ta 19:30 mL o 1 11,40 pg/100g | (Guimarées et al. 2013)
Prunus spinosa L. Fruto | Metanol (80%)+0.5% TFA ta 19:30 mL 1 19,83 ug/100g | (Guimardes et al. 2013)
Rosa canina L. Fruto | Metanol (80%)+0.5% TFA ta 19g:30mL 1 0,68 ug/100 g | (Guimardes et al. 2013)
Rosa micrantha Fruto | Metanol (80%)+0.5% TFA ta 1g:30mL 1 1,19 ug/100g | (Guimarées et al. 2013)
An ning Flores | Metanol (100%)+0.1% HCI 35 5g:150 mL 10 353,6x10% pg/100 g|  (Ge and Ma 2013)
EAU Garcinia mangostana Linn | Corteza | Metanol (70%)+0.2% HCI 5 g:100 mL 100W 025 | 292 x10° ug/100 g (Cheok et al. 2013)
Nephelium lappaceum L. Fruto Agua (100%) 50 1g:20 mL 20w 0.17 10,16 x10° Mg/100 g | (Maran and Priya 2014)

ta: temperatura ambiente
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1.5. Arbutus unedo L.

Arbutus unedo L., mas comUnmente conocido como madrofio, madrofiera, borrachin,
alboroceda o albornio, es un arbusto perteneciente a la subfamilia Vaccionioideae (0
Arbutoideae, segun los diferentes autores) de la familia Ericaceae. (Miguel et al. 2014).
Basandonos en su etimologia, Arbutus significa “arbolito” y unedo, “comer solo uno”,
lo que hace referencia al dolor de cabeza e incluso embriaguez que puede producir el
consumo excesivo de sus frutos (una vez que estan bien maduros, ya que de este modo

son mas gratos al paladar, al perder su acidez) (Quert Font, 1988; L6pez, 2001).

Figura 5. Diferentes perspectivas de A. unedo (Fuentes: Pinterest.com: izquierda; Limon,
2016: derecha).

El madrofio es un arbusto o arbolito que puede llegar a medir hasta 8-10 m de altura,
aunque habitualmente no supera los 3-5 m (Figura 5) (Lopez 2001), pero puede hacerse
arbol si se deja crecer a sus anchas (Quert Font 1988), mayormente donde haya tierra
sustanciosa, agua abundante y pH preferiblemente acido, aunque poco alejado de la
neutralidad (5-7.2) (Miguel et al. 2014), aunque su versatilidad ambiental la permite
vivir en situaciones diferentes, participando en la formacion de distintas agrupaciones
vegetales de estructura y composicion floristica diversa (Rosua et al. 2001), de ahi que
su habitat corresponda a los torrentes de las umbrias mediterraneas, el Sur y Suroeste de
Europa, extendiéndose hacia el norte hasta el Suroeste de Irlanda, y encontrandose en

espesuras perennifolias, linderos de bosques y laderas rocosas (Polunin 1989) de hasta
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1200 m de altitud en ciertas ocasiones, tanto en terrenos calcareos como siliceos,
aunque, siguiendo la linea de las ericaceas, prefiere los ultimos (RosuUa et al. 2001).

Figura 6. Localizacion geografica del fruto de A. unedo (izquierda), detalle de corteza
(centro) y hojas (derecha) de A. unedo (Fuente: Cecilia Jiménez).

La corteza del tronco (Figura 6) es de color pardo-rojiza o pardo-grisacea, muy
escamosa, que se desprende facilmente en plaquitas, las ramillas a menudo son de un
color encarnado, abundantemente foliosas y muchas veces pilosas-granulosas. La copa
es redondeada, espesa y oscura (Lopez 2001). Las hojas son simples y perennemente
verdes, brillantes por el haz y mates por el envés, como puede apreciarse en la Figura 6,
en la fotografia de la derecha (Rosua et al. 2001). Presentan disposicion alterna, aunque
se sitlan muy proximas unas a otras formando una especie de roseta; no son mucho
menores que las del laurel, ya que miden 4-11 cm de longitud, y son lanceoladas u
ovato-lanceoladas, dentadas o aserradas, con dientes ligeramente rojizos en el borde,
algo correosas y sostenidas por corto rabillo (Quert Font 1988; Moro 1988).

[

%

Figura 7. Detalle de flores (izquierda) y frutos (derecha) de A. unedo (Fuente: Cecilia
Jiménez).
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Las flores, como se observa en la Figura 7, se disponen en paniculas colgantes,
formando ramilletes terminales, cortos y algo péndulos, con cinco pequefios sépalos
soldados formando una sola pieza urceolada, de color crema tirando a verdoso o un
poco sonrosado (Polunin 1989), de hasta 1 cm de longitud. Dentro de la corola se hallan
los 10 estambres, con filamentos vellosos inferiormente y dos cuernecitos en cada
antera. Los frutos son bayas globosas de 2-2.5 cm de diametro (Quert Font 1988),
amarillos que se vuelven de color carmesi fuerte en la madurez (Polunin 1989). Estan
erizados de pequefios granulos, verrugas o picos (Figura 7); la pulpa es amarillenta y
comestible, de textura farinicea, y contienen numerosas semillas de pequefio tamafio,

color pardo y angulosas (Moro 1988).

El crecimiento es relativamente lento y sostenido, pero es una especie bastante longeva
y con buena capacidad de reproduccion, ya que aparte de por semilla, el madrofio puede
reproducirse por cepa, por lo que es frecuente obtener plantitas espontaneas que prenden
con facilidad (Moro 1988). Florece a finales de verano o con las primeras lluvias
otofiales; los frutos maduran al afio siguiente, cuando la planta vuelve a florecer, de
modo que se puede ver al mismo tiempo en flor y fruto, hasta que estos caen a finales de
diciembre (Quert Font 1988). Popularmente en la zona de Vinhais (Portugal) se decia
que eran frutos del diablo por el efecto que produce comerlos en exceso, y por eso se
caian todos durante la Nochebuena, para evitar al hombre la tentacion de comérselos
(Carvalho 2010).

En el Norte de Portugal, mas concretamente en los alrededores del Parque Natural de
Montesinho, la sabiduria popular ha llevado a darle a esta planta varios usos: como
combustible mediante la quema de los tallos, como planta ornamental adornando calles
y jardines, como alimento para el ganado ovino y caprino, y para la preparaciéon de
licores y aguardiente (Carvalho 2010), uso que también se le da en Espafia, donde, a
modo de dato curioso, antiguamente se utilizaban mas que actualmente para adornar los
parques de los castillos, por el verde alegre de su follaje, su floracion tardia y lo vistoso
de sus frutos; sin embargo, se intentd plantar un cordén ornamental de madrofios en
ambos lados de una de las avenidas mas importantes de Madrid, pero, desgraciadamente
y debido a la excesiva contaminacion que alli se constata, no han crecido debidamente y

muchos han perecido (Moro 1988).
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Respecto a su composicion, la corteza contiene abundantes taninos (hasta 36 %), por lo
que se emplea como curtiente. También las hojas y los vastagos jovenes poseen la
misma cantidad de materia tanica, y, ademas, un glucésido llamado uneddsido, cuya
hidrolisis produce unedol; cantidades imponderables de hidroquinona, sacarosa, etc.
(Quert Font 1988).

Las hojas han sido utilizadas en medicina tradicional como astringentes, diuréticas,
laxantes y vasodilatadoras y se utilizan en infusion en polvo para el tratamiento de la
hipertension (Miguel et al. 2014). Varios estudios le atribuyen también propiedades
antioxidantes. Ademas, las hojas y la corteza, por su poder antiséptico, se usan para
combatir las infecciones urinarias, las cistitis, los calculos y colicos renales, asi como en
casos de diarreas y disenterias. Las decoccion con las hojas y la corteza secas se utilizan
para afecciones urinarias (ingieren 2 o 3 tazas diarias) y para la diarrea (4 0 5 tazas
diarias) (Quert Font 1988).

Los frutos estan constituidos por una amplia variedad de compuestos, clasificados segun

su naturaleza quimica (Guimaraes et al. 2013; Miguel et al. 2014):

Compuestos fenolicos: las subclases presentes y las cantidades de las mismas varian
segun la regién geogréfica, siendo uno de los grupos que presenta mayores diferencias.
En Portugal, se determinaron como compuestos mayoritarios los flavan-3-oles (36,30
mg/100 g), como (+)-catequina (13,51 mg/100 g), procianidinas; derivados del acido
gélico (24,63 % mg/100 g); antocianinas (13,77 mg/100 g), principalmente cianidina-3-
O-glucosido (la mayoritaria), delfinidina-3-O-glucosido y cianidina-3-O-pentosido; y

flavonoles (10,86 mg/100 g), mayormente derivados de quercetina.

Vitaminas y otros: se encuentran en mayor cantidad en frutos inmaduros.
Principalmente contienen vitamina E (o-, y-, B- y 6-tocoferol), vitamina C (&cidos

ascorbico y dehidroascorbico), B-caroteno, licopeno y triterpenos.

Acidos organicos: su presencia normalmente va disminuyendo con la madurez y
depende de la zona geografica de donde proceda el fruto, pudiendo encontrarse acido
malico y acido quinico en frutos de Portugal, asi como trazas de &cido fumarico,
mientras que en Turquia este ultimo es el &cido mayoritario, conteniendo también 4cido
lactico, malico, subérico y citrico. En Espafia, el &cido oxalico se presenta como

mayoritario.
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Azlcares: principalmente contienen fructosa (4-28 %) y glucosa (3-22 %), cuyas
cantidades varian significativamente segun la region en la que se encuentre y
proporcionalmente al grado de madurez que presente el fruto. También se encuentran,
aunque en menores cantidades, sacarosa y maltosa. En el Norte de Portugal, se han

reportado cantidades de hasta 4,20 % de sacarosa, frente al 1,80 % en Turquia.

Sustancias volatiles: su presencia va disminuyendo conforme el fruto madura, lo que
puede ser debido a la reduccion de la actividad de la lipoxigenasa. Los compuestos
mayoritarios en este grupo son alcoholes [(Z)-3-hexen-1-ol, 1-hexanol], seguidos de
aldehidos [hexanal, (E)-2-hexenal] y ésteres [(Z)-3-hexenil acetato]. En bajas cantidades
se encuentran también derivados de norisoprenoides, sesquiterpenos y monoterpenos. El
aceite esencial obtenido del fruto estd principalmente constituido por acido

hexadecanoico, etil dodecanoato, etil linoleato, &cido tetradecanoico y trans-carane.

Acidos grasos: su concentracion se ve poco afectada por el grado de madurez del fruto.
Los mayoritarios son los insaturados (52%), entre los que destacan los acidos a-
linolénico, linoleico y oleico. El acido graso saturado mas importante que se encuentra

presente es el palmitico.

Minerales: varian segun las diferentes condiciones ambientales y la variedad de la que
se trate, pero a modo general contienen K, Ca, P, Mg, Na como minerales mayoritarios
(5000-10 mg/kg), y en menor cantidad, Fe, Cd, Cu, Ni, Mn y Zn (<10 mg/ kg).

Ante la evidencia de que los frutos contienen buena cantidad de antocianinas, por los
estudios realizados y el llamativo color que presentan, y que dicha materia prima es
facil de obtener en buenas cantidades en las zonas donde abundan, puede ser interesante
utilizarlos como una nueva fuente de antocianinas, que contribuya, favorezca y
promueva el uso de estos compuestos como colorantes naturales. Mas adn, al ser la
cianidina-3-O-glucésido el compuesto mayoritario dentro de la fraccion de las
antocianinas, podria ser ventajoso realizar, paralelamente, un estudio acerca de las

bioactividades que presenta el extracto del fruto.
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2. OBJETIVOS

El primer objetivo de este estudio fue comparar la extraccion de antocianinas de frutos
de Arbutus unedo L. mediante el uso de dos técnicas asistidas por diferentes energias
fisicas, el calor y los ultrasonidos. Para obtener las condiciones que maximizan la
extraccion de antocianinas, se usé una metodologia de superficie de respuesta,
utilizando el disefio compuesto central circunscrito de tres variables con cinco niveles.
La identificacion de los compuestos presentes en los extractos se realizO por
cromatografia liquida de alta resolucion acoplada a un detector de matriz de diodos y a
un espectrometro de masa con una fuente de ionizacion por electrospray (HPLC-DAD-
ESI/MS).

El segundo objetivo fue estudiar el potencial del extracto natural rico en antocianinas
obtenido como un aditivo natural con propiedades colorantes para reemplazar aquellos
artificiales, cuya demanda va en decaimiento progresivo. Adicionalmente, las
propiedades bioactivas del extracto fueron analizadas, en concreto, sus capacidades
antioxidantes, antimicrobianas y citotoxicas. La estabilizacion del extracto se realizo
teniendo en cuenta las principales variables involucradas (tiempo, temperatura y pH) en
las condiciones mas desfavorables de conservacion (solucion acuosa). Las respuestas se
midieron a través de los contenidos en antocianinas, determinados por HPLC-DAD. Se
usaron ecuaciones mecanicas y fenomenoldgicas para describir las respuestas, y se
proporcionaron patrones de la estabilidad del extracto rico en antocianinas en solucion

acuosa.

Como ultimo objetivo, se analiz6 la incorporacion del extracto en gofres, como un caso
practico de su posible aplicacion en matrices alimentarias, en este caso, en productos de
pasteleria. La estabilidad completa del perfil nutricional, los azucares libres, los acidos
grasos Y la actividad antioxidante de los gofres se controlaron en el tiempo 0, es decir,

justo después de que fueran horneados, y después de 3 y 6 dias de almacenamiento.
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3. MATERIAL Y METODOS

3.1. Muestras

Los frutos de Arbutus unedo L. (madrofio) fueron proporcionados por un productor
local de Torre de Moncorvo, Portugal. Se liofilizaron (FreeZone 4.5, Labconco, Kansas
City, MO, EE.UU.) y se pulverizaron (~20 mallas). El polvo obtenido se mezclé para
garantizar la homogeneidad de las muestras, y se almaceno en un congelador (-20 °C)

protegido de la luz, hasta un analisis posterior.

3.2. Patrones y reactivos

El &cido férmico, el etanol y el acetonitrilo de grado HPLC fueron obtenidos de Fisher
Scientific (Lisboa, Portugal). El estandar de cianidina-3-O-glucésido fue adquirido de
Polyphenols AS (Sandnes, Noruega). El agua se traté en un sistema de purificacion
Milli-Q (TGI Pure Water Systems, Greenville, SC, EE.UU.).

El 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH) procede de Alfa Aesar (Ward Hill, MA,
EE.UU.). El estandar del éster metilico para acidos grasos (FAME), la mezcla 37
(estandar 47885-U), se adquirié de Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EE.UU.), asi como
otros isomeros individuales de acidos grasos, el Trolox (&cido 6-hidroxi-2,5,7,8-
tetrametilcroman-2-carboxilico), la elipticina, la sulforodamina B (SRB) y los patrones
de azucares (fructosa, glucosa, sacarosa y melecitosa). El agar Mueller-Hinton y el agar
extracto de malta (MA) se obtuvieron del Instituto de Inmunologia y Virologia de
Torlak (Belgrado, Serbia). Se adquirieron medios de suero fetal bovino (SFB), L-
glutamina, una solucion de aminoacidos no esenciales (2 mM) y otra de
penicilina/estreptomicina (100 U/mL y 100 mg/mL, respectivamente) medio RPMI-
1640 y medio de Eagle modificado por Dulbecco (DMEM), de Thermo Fischer
Scientific (Waltham, MA, EE.UU.), asi como el acido sulfurico y el HCI. Todos los

demas reactivos se adquirieron en tiendas especializadas.
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3.3. Optimizacion y comparacion de técnicas extractivas (EAC y EAU) para
obtener antocianinas a partir de frutos de Arbutus unedo L.

3.3.1. Técnicas extractivas

A partir de una combinacion de experimentos preliminares de una Unica variable y de
una extensa revision bibliografica, se seleccionaron las variables relevantes, asi como
sus rangos apropiados, para cada una de las técnicas de extraccion empleadas. En la
Tabla 5 se muestra una descripcidn detallada de los rangos de estudio para las variables
seleccionadas en cada una de las técnicas de extraccion. La relacion solido/liquido (S/L,
gramos de materia prima por litro de solvente, constituido por una mezcla

hidroalcohdlica en nuestro caso) se mantuvo constante (30 g/L) para ambas técnicas.

3.3.1.1. Extraccién asistida por calor (EAC)

Las muestras pulverizadas de los frutos (600 mg) se colocaron en frasquitos con 20 mL
de solvente (acidificado con 0.05 % de HCI) para obtener la relacién S/L deseada (30
g/L), y se introducian en un bafio de agua termostatico bajo agitacion electromagnética,
usando un Agitador Magnético Cimarec™ i micro, a una velocidad constante de
agitacion (500 rpm, Thermo Scientific, San Jose, CA, EE.UU.). Las variables y rangos
evaluados fueron: tiempo (t o Xi, 19,5 a 120,5 min), temperatura (T 0 X,, 21,4 a
88,6 °C) y porcentaje de etanol del solvente (S 0 X3, 0 a 100 %).

3.3.1.2. Extraccidn asistida por ultrasonidos (EAU)

La extraccion mediante ultrasonidos se llevd a cabo en un dispositivo ultrasénico
(sonicadores QSonica, modelo CL-334, Newtown, Connecticut, EE.UU.). Las muestras
(1,5 g) se extrajeron en 50 mL de solvente (acidificado con 0.05 % de HCI),
manteniendo, asi, la misma relacion S/L de 30 g/L. En este caso, las variables y sus
rangos fueron el t (0 X;, 4,8 a 55,2 min), la potencia del aparato (P o X,, 98,6 a
401,4 W) y S (0 X3, 0 a 100 %), mientras que la temperatura se controlé para que se

mantuviera por debajo de 30-35 °C, gracias a un barfio de hielo.

3.3.2. Identificacion y cuantificacion de antocianinas

3.3.2.1. Pretratamiento de las muestras obtenidas del proceso de optimizacion

Después de los procesos extractivos, las soluciones de extracto se centrifugaron

(centrifuga refrigerada Centorion K240R) para separar el solido, y los sobrenadantes se
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filtraron a través de un filtro Whatman n° 4. Se separaron 10 mL y se dejaron evaporar
en una estufa a 35 °C durante 24 h para eliminar el solvente y saber el peso seco
extraido. Acto seguido, los pigmentos de antocianina secos se eluyeron adicionalmente
con 5 mL de etanol:agua (20:80 v/v) acidificado y se filtraron a través de un disco de
filtro LC desechable de 0,22 um para el analisis por HPLC.

3.3.2.2. Anélisis mediante HPLC-DAD-ESI/MS

Los extractos se analizaron utilizando un sistema de HPLC-DAD-ESI/MS (Dionex
Ultimate 3000 UPLC, Thermo Scientific, San Jose, CA, EE.UU.). La separacion se
consiguid en una columna C18 de fase reversa Waters Spherisorb S3 ODS-2 Cyg, (3 pum,
4,6 mm x 150 mm) (5 pm, 150 mm x 4,6 mm de diametro interno) termostatica a 35 °C.
Los solventes utilizados fueron: (A) 0,1 % acido trifluoroacético (TFA) en agua, y (B)
100 % acetonitrilo. El gradiente utilizado fue: 10 % de B durante 3 minutos, de 10 a 15
% de B durante 12 minutos, 15 % de B durante 5 min, de 15 a 18 % de B durante 5 min,
de 18 a 30 % de B durante 20 min y de 30 a 35 % de B durante 5 min, y de 35 a 10 % de
B durante 10 min. El tiempo total de cada andlisis fue de 60 minutos, seguido del
reacondicionamiento de la columna durante 10 minutos, utilizando en todo momento un
caudal de 0.5 mL/ min. La doble deteccion se llevo a cabo por DAD, utilizando 520 nm
como longitud de onda preferente, y por espectrometria de masas (MS). La MS se
realiz6 en modo positivo, utilizando un espectrémetro de masas Linear lon Trap LTQ
XL (Thermo Finnigan, San José, CA, EE. UU.), equipado con una fuente ESI. El
nitrégeno sirvié como gas envolvente (50 psi); operando con un voltaje de pulverizacion
de 4.8 kV, a una temperatura de 320 °C, y un voltaje capilar de 14 V. El desplazamiento
de la lente del tubo se mantuvo a un voltaje de 75 V. El escaneo completo cubrio el
rango de masa de m/z de 100 a 1500. La energia de colisiéon utilizada fue de 20
(unidades arbitrarias). La adquisicion de datos se realizd con el sistema de datos
Xcalibur® (Thermo Finnigan, San José, CA, EE. UU.). Las antocianinas presentes en
las muestras se caracterizaron de acuerdo con sus espectros ultravioleta y de masa, y los
tiempos de retencion en comparacion con los estandares auténticos. Se encontraron e
identificaron un total de tres compuestos de antocianina: delfinidina-3-O-gluco6sido
(C1), cianidina-3-O-glucésido (C2) y cianidina-3-O-pentdsido (C3). Para el analisis

cuantitativo, se obtuvo una curva de calibracion de 5 niveles por inyeccion de
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concentraciones conocidas (50 - 0,25 ug/mL) de cianinina-3-O-glucdésido (Y = 243287x
- 1000000; R? = 0,9953).

3.3.3. Andlisis de la respuesta y formato de los valores de respuesta para la

presentacion de resultados

3.3.3.1. Valores de respuesta para la presentacion de resultados

Los tres compuestos de antocianina (C1, C2 y C3) mas la suma total de todos los
compuestos de antocianina (CT) fueron las respuestas cuantificadas para cada técnica
estudiada. Cada una de las respuestas (C1, C2, C3 y CT) se expresé en dos valores de
formato diferentes: Y1, en pug de compuesto de antocianina por g de fruto seco (ug C/g
de fruto seco), que se utiliz6 especificamente para analizar los rendimientos de
extraccion de cada compuesto; y Y2, en g de cada uno de los compuestos contenidos en
el residuo extraido (ug C/g R), que se utiliz6 especificamente para evaluar la pureza de
antocianinas en los extractos. Ademas, se cuantificd el rendimiento (%) del extracto
producido, que proporciona informacion sobre el residuo extraido (R) por cada g de

material seco (g de R/g de fruto seco).

3.3.4. Disefo experimental, modelo de anélisis y evaluacién estadistica

3.3.4.1. Disefio experimental

El estudio del impacto de las variables independientes seleccionadas se llevo a cabo
utilizando un factor cada vez, para elegir el mas influyente y para determinar el rango
inicial de dichas variables estudiadas. A través del andlisis de estos resultados
experimentales, X; (en min), X, (en °C para EAC, o en W para EAU) y X3 (en %) fueron
elegidos como variables para el diseilo RSM. Ademas, se estudio el efecto combinado
de estas tres variables utilizando un disefio central compuesto circunscrito (DCCC),
utilizando cinco niveles para cada uno de ellos (Heleno et al. 2016). Asi, este disefio
produce 20 combinaciones de respuestas, seis de las cuales son réplicas en el punto
central del experimento y las demas son puntos experimentales independientes ubicados
alrededor del centro en disposicion esférica. EI punto central se supone que esta cercano
a la posicion optima para la respuesta, por lo que se repite para maximizar la prediccion.
Con el fin de minimizar los efectos impredecibles en las respuestas observadas, los

ensayos experimentales fueron aleatorios. Las expresiones matematicas utilizadas para
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calcular la distribucion del disefio y para codificar y decodificar las variables probadas
se pueden encontrar con detalle en la Tabla 5.

3.3.4.2. Modelo matematico

Los modelos de RSM se ajustaron mediante el calculo de minimos cuadrados usando la

siguiente ecuacién (Ec.) polinomial de segundo orden:

Y :bo"'zn:bixi +§Zn:buxixj +Zn:biixi2 1]
= i=L j=2 =1

j>i

donde Y es la variable dependiente (variable de respuesta) a modelizar, X; and X; definen
las variables independientes, by es el coeficiente constante, b; es el coeficiente de efecto
lineal, bj; es el coeficiente del efecto de la interaccion, bj los coeficientes de efecto
cuadratico y n es el nimero de variables. Como respuestas se utilizaron, los tres

formatos de valores, Y1, Y, y rendimiento.

3.3.4.3. Procedimiento para optimizar las variables a su méaxima respuesta

Para la optimizacion de la extraccion de antocianinas, se logré un proceso maximizado
de las respuestas producidas por el modelo, utilizando una herramienta de método
simple para resolver problemas no lineales (Vieira et al. 2017). Se hicieron limitaciones
a los valores codificados de las variables para evitar condiciones antinaturales (por
ejemplo, ts inferiores a 0)

3.3.5. Andlisis dosis-respuesta de la relacion sélido/liquido

Una vez que se determinaron los valores de las variables (X1, X, y X3) que maximizan la
extraccion, la siguiente etapa de optimizacion fue describir el patron de la relacion S/L
(0 X4, expresada en g/L), en vista de una posible aplicacion industrial. Siguiendo dichas
condiciones dptimas de t (X1), T o P (X2), y S (X3), se realiz6 un analisis para describir el
comportamiento de la relacion S/L (X4), utilizando la ecuaciéon de vatios (W) con
algunas modificaciones para ajustarse a nuestros propositos (Prieto, Curran, et al. 2015),

como puede observarse:

W (S/L)=K{1-exp[~In2(s/L/m)" || 2]

26



Desarrollo de un colorante natural a base de

cianidina-3-O-glucosido a partir de frutos de Arbutus unedo L. AU

donde K es el valor maximo de extraccion (unidades dependientes del formato de
respuesta usado, por ejemplo, si se trata de Y1, las unidades serian pg C/g de fruto seco),
m (en las unidades de la relacion S/L, en este caso g de fruto seco por L de solvente) se
refiere a la dosis requerida para alcanzar el 50 % del valor maximo de extraccion (K) y
a es un parametro de forma relacionado con la pendiente méxima de la respuesta. El
pardmetro de la velocidad del proceso (v, por ejemplo, si se evalla el criterio de
respuesta Y1, las unidades serian pug C/g de fruto seco por g de fruto seco/L) se pueden
obtener usando los valores paramétricos de la Ec. [2] como sigue:
v :M(Inz)]/aGGexp(—G); donde G = %=1 [3]

m a
El parametro v proporciona la informacion relativa al valor medio decreciente de la
extraccion en funcion del incremento de la variable S/L. Por lo tanto, los valores de los
tres parametros K, m y v, pueden utilizarse para evaluar las tendencias de la relacion
SIL.

3.4. Produccion de un extracto rico en antocianinas a partir de frutos de Arbutus
unedo L. siguiendo las condiciones Optimas, para estudiarlo como colorante

natural en escala preindustrial

El extracto rico en cianidina-3-O-glucésido se obtuvo de A. unedo L. siguiendo el
proceso previamente optimizado. Resumiéndolo brevemente, las muestras (7.5 g) se
colocaron en frascos cerrados con 500 mL de etanol acidificado (con 0,05 % de HCI) al
80 %, siguiendo la relacion S/L deseada (15 g/ L). Los frascos se colocaron en un bafio
de agua termostatico bajo agitacién electromagnética continda usando un Agitador
Magnético Cimarec™ i con una velocidad de agitacion fija (500 rpm, Thermo
Scientific, San José, CA, EE. UU.), durante 5 min y a 90 °C. Luego, la solucién de
extracto se centrifugo (centrifuga refrigerada Centorion K240R), se filtro a través del
papel Whatman n°® 4 y se evapor6 en rotavapor a 35 °C para eliminar el etanol,
guedando una solucion mas concentrada del colorante, que fue liofilizada (FreeZone
4.5, Labconco, Kansas City, MO, EE.UU.) para los posteriores ensayos. Siguiendo este
procedimiento, se puede obtener un extracto residual del ~60 % del fruto total seco, con
un contenido total de antocianinas de ~500 pg/g de fruto seco o ~800 pg/g de residuo de

extracto (R).
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3.5. Determinacion de las propiedades bioactivas y toxicidad del extracto

producido

3.5.1. Bioactividades

3.5.1.1. Evaluacién de la actividad antioxidante

La actividad captadora de radicales (RSA) de DPPH fue realizada utilizando un lector
de microplacas ELX800 (Bio-Tek instruments, Inc; Winooski, VT, EUA). Se realizaron
diluciones del extracto, obteniendo distintas concentraciones que se depositaron en
placas de 96 pocillos (30 pL), donde se adicionaron 270 pL de una disolucion
metandlica de DPPH (6 x 10” mol/L). Después de un intervalo de 60 min en ausencia
de luz, se midi6 la reduccioén del radical DPPH a través de la lectura de absorbancia a
515 nm. La RSA se calcul6 como el porcentaje de decoloracion de DPPH, usando la

formula:
% RSA = [(Apppn — As)/Apppu] X 100

donde Ag es la absorbancia de las muestras a 515 nm y Apppy €S la absorbancia de la
solucion de DPPH. Los resultados se expresan en base a la concentracion de la muestra
capaz de inhibir el 50 % de los radicales DPPH (ECsy).

3.5.1.2. Poder reductor (PR)

Este ensayo se desarrolld empleando el lector de microplacas descrito anteriormente.
Las diferentes concentraciones del extracto (500 pL) se mezclaron con 500 pL de
tampédn fosfato de sodio (200 mmol/L; pH 6,6) y 500 uL de ferricianuro de potasio (0,1
% p/v). La mezcla se incub6 a 50 °C durante 20 min. Una vez finalizado este periodo, se
adicionaron 500 uL de &cido tricloroacético (TCA, 10 % p/v) y se transfirieron 800 pL
de la solucién final a placas de 48 pocillos, donde se adicionaron otros 800 pL de agua
desionizada y 160 pL de cloruro de hierro. De la misma forma, se prepar6é un blanco
con el solvente de extraccion. La absorbancia se midié a 690 nm. Se evaluo el PR por la
capacidad de convertir Fe** a Fe®*, los resultados se expresan en base a la concentracion
del extracto que muestra el 0,5 de absorbancia (ECsp), que se calculé a partir del grafico

de absorbancia a 690 nm frente a la concentracion del extracto.
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3.5.1.3. Inhibicidn de la decoloracion de S-caroteno

Se prepard en primer lugar la solucion de B-caroteno disolviendo 2 mg de B-caroteno en
10 mL de cloroformo. Se transfirieron 2 mL de esta solucion a un matraz redondo donde
se evapor0 el disolvente en el rotavapor a 40 °C. Después se adicionaron 40 mg de
acido linoleico, 400 mg de Tween 80, 100 mL de agua destilada y se agito
vigorosamente. Se transfirieron alicuotas de 4,8 mL de esta emulsion a tubos de ensayos
que contenian las diferentes concentraciones del extracto (0,2 mL), se agitaron en un
agitador Vortex y se midi6 a tiempo cero la absorbancia a 470 nm (espectrofotdmetro
AnalytikJena). Seguidamente se incubaron en bafio a 50 °C durante 2 h, tras las que se
determind nuevamente la absorbancia a 470 nm. De la misma forma, se preparé un
blanco control con el solvente de extraccion. La inhibicidén de la decoloracion de B-
caroteno se evalud a traves del ensayo B-caroteno/linoleato, que se basa en determinar la
neutralizacion de los radicales libres del linoleato, lo que evita la decoloracion del B-

caroteno, que es cuantificada por la siguiente formula:
% Decoloracion = (Agespues 2n/ Ainiciar) X 100

Los resultados se expresan en base a la concentracion del extracto que muestra el 50 %
de la capacidad antioxidante (ECsp), que se calculé a partir del gréafico del porcentaje de

decoloracion frente a la concentracion del extracto.

3.5.1.4. Inhibicién de la peroxidacién lipidica utilizando sustancias reactivas de acido
tiobarbiturico (TBARS)

Para la realizacion de este ensayo se empled tejido cerebral de cerdo (Sus scrofa), que se
homogeniz6 en frio con tampon tris-HCI (20 mM; pH 7,4), centrifugando (centrifuga
refrigerada Centorion K240R) a 3500g durante 10 min, con el fin de producir un
homogeneizado de tejido cerebral en proporcion 1:2 (p/v). Se incubd una alicuota de
100 pL de sobrenadante con las diferentes concentraciones del extracto (200 uL), en
presencia de 100 uL de FeSO4 (10 uM) y 100 pL de &cido ascorbico (0,1 mM), a 37 °C
durante 1 h. La reaccion se finalizé con la adicion de 500 uL TCA (28 %, v/v), seguida
de 380 uL de acido tiobarbitarico (2 %, p/v), colocandose la mezcla en bafio a 80 °C
durante 20 min. A continuacion, se centrifugé a 3000g durante 10 min, para eliminar el
precipitado de proteinas, y se midio la intensidad del color del sobrenadante a través de

su absorbancia a 532 nm. De la misma forma, se prepard un blanco con el solvente de
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extraccion. La inhibicion de la peroxidacion lipidica fue evaluada por la disminucion
TBARS; la intensidad de color del &cido tiobarbitarico-malondialdehido (MDA-TBA)
fue medida por su absorbancia a 532 nm; y el porcentaje de inhibicion se calculo

utilizando la siguiente formula:
% Inhibicion = [(A — B)/A] x 100

donde A es la absorbancia del blanco y B la absorbancia de la muestra. Los resultados
se expresan en base a la concentracién del extracto que muestra el 50 % de la inhibicion
de la peroxidacion lipidica (ECsg), que se calculd a partir del grafico del porcentaje de

inhibicién TBARS frente a la concentracidn del extracto (Barros et al. 2013).

3.5.1.5. Evaluacién de la citotoxicidad

La actividad citotoxica se evalud siguiendo la metodologia previamente descrita por
(Guimaraes et al. 2013), utilizando 4 lineas de células tumorales humanas: MCF-7
(adenocarcinoma de mama), NCI-H460 (cancer de pulmén no microcitico), HelLa
(carcinoma cervical) y HepG2 (carcinoma hepatocelular). Las células se mantuvieron
rutinariamente como cultivos celulares adherentes en medio DMEM suplementado con
10 % de SFB, glutamina 2 mM, penicilina 100 U/mL y estreptomicina 100 mg/mL, a 37
°C, en una incubadora de aire humidificado que contenia 5 % de CO,. Cada linea
celular se inoculd en una densidad apropiada (1,0 x 10* células/pocillo) en placas de 96
pocillos y se dejaron adherir durante 24 h. Las células se trataron luego durante 48 h con
diversas concentraciones de extracto. Después de este periodo de incubacién, las células
adherentes se fijaron mediante la adicion de TCA al 10 % frio (100 pL) y se incubaron
durante 60 min a 4 °C. Las placas se lavaron luego con agua desionizada y se secaron.
Acto seguido, se afiadio la solucion de SRB (0,1 % en acido acético al 1 %, 100 puL) a
cada placa y se incubaron durante 30 minutos a t.a.. La SRB sobrante (no unida) se
elimind mediante lavado con &cido acético al 1 %. Las placas se secaron al aire, tras lo
que la SRB unida se solubilizé con Tris 10 mM (200 pL) y la absorbancia se midio a
540 nm en un lector de microplaca ELX800 (Bio-Tek Instruments, Inc., Winooski, VT,
EE.UU.).

3.5.1.6. Evaluacién de la hepatotoxicidad

Un cultivo de células fue preparado a partir de un higado de cerdo, recién adquirido,

obtenido de un matadero local y fue designado como PLP2. Resumiendo brevemente,
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los tejidos del higado fueron enjuagados en solucion salina equilibrada de Hank
conteniendo 100 U/mL de penicilina, 100 pg/mL de estreptomicina y divididos en
explantes de 1x1 mm?®. Algunos de estos explantes fueron colocados en frascos para
tejidos de 25 cm? en medio DMEM suplementado con 10 % de SFB, 2 mM de
aminoacidos no esenciales y 100 U/mL de penicilina, 100 pg/mL de estreptomicina e
incubado a 37 °C con atmosfera humidificada que contenia el 5 % de CO,. EI medio se
cambio cada dos dias. Se continudé el cultivo de las células con monitorizacion directa
cada 2-3 dias usando un microscopio invertido (Nikon Eclipse Ts 100) (Guimaraes et al.
2013). La determinacion fue realizada utilizando el método de SRB descrito en el
apartado de la citotoxicidad.

3.5.1.7. Evaluacién de la actividad antimicrobiana

La actividad antibacteriana se evalué frente a cuatro bacterias Gram-negativas
(Escherichia coli (ATCC 35210), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853), Salmonella
typhimurium (ATCC 13311), Salmonella enteritidis (ATCC 13076)) y cuatro bacterias
Gram-positivas (Staphylococcus aureus (ATCC 6538), Bacillus cereus (aislado de
ambiente clinico), Micrococcus flavus (ATCC 10240) y Listeria monocytogenes (NCTC
7973)). Estos microorganismos fueron obtenidos del laboratorio de Micologia del
Departamento de Planificacion de Plantas, del Institute for biological research “Sinisa
Stankovi¢” de la Universidad de Belgrado, Serbia. Resumidamente, se ajustaron los
cultivos frescos de bacterias, mediante espectrofotometria, a una concentracion de 1x10°
CFU/mL. Las CFU/mL solicitadas correspondieron a una suspension bacteriana
determinada en un espectrofotometro a 625 nm (DO625). Diferentes diluciones del
indculo se cultivaron en un medio sélido para comprobar la ausencia de contaminacion
y comprobar la validez del in6culo. Las muestras se pipetearon en los pozos de las
microplacas, que contenian previamente 100 uL de medio de digerido de soja (TSB) y
10 puL de inoculo que se afadié a todos los pocillos. Las microplacas se incubaron
durante 24 horas a 37 °C. La concentracion minima que produjo una inhibicion
significativa (alrededor del 50%) del crecimiento de las bacterias, en comparacion con
el control positivo, se identificé como el CMI (concentracion minima inhibitoria), y fue
determinada mediante la adicion de 40 pL de iodonitrotetrazolio colorido (INT) (0,2
mg/mL), tras lo que se incubaron las placas a 37 °C durante 30 min antes de realizar la

lectura. Los CMIs obtenidos para las diferentes bacterias, utilizando las muestras
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examinadas, también se determinaron por el método colorimétrico microbiano de
viabilidad, basado en la reduccion del color del INT, y comparado con un control

positivo para cada una de las bacterias (Sokovi¢ et al. 2010).

También se evalud la actividad antifungica frente a siete hongos: Aspergillus fumigatus
(ATCC 1022), Aspergillus ochraceus (ATCC 12066), Aspergillus versicolor (ATCC
11730), Penicillium funiculosum (ATCC 36839), Penicillium ochrochloron (ATCC
9112), Candida crusei (aislado de ambiente clinico) y Penicillium verrucosum (aislado
de alimentos). Estos organismos también se obtuvieron del laboratorio de Micologia,
del Departamento de Planificacion de Plantas, del Institute for biological research
“Sinisa Stankovi¢” de la Universidad de Belgrado, Serbia. Los hongos se mantuvieron
en agar extracto de malta (MA) y los cultivos se almacenaron a 4 °C, subcultivandose
una vez al mes. Las esporas de los hongos se lavaron de la superficie de placas de agar
con solucion salina estéril al 0,85% que contenia Tween 80 al 0,1% (v/v) y se ajustaron
a una concentracién de aproximadamente 1,0 x 10° en un volumen final de 100
uL/pocillo. Los indculos se almacenaron a 4 °C para su us0 posterior. Las diluciones de
los indculos se cultivaron en MA sélido para verificar la ausencia de contaminacién y
para verificar la validez del in6culo. La determinacién de CMIs se realizé mediante una
técnica de dilucion en serie utilizando microplacas de 96 pocillos. Las soluciones de las
muestras se afiadieron al MA que contenia el in6culo fungico. Las microplacas se
incubaron durante 72 h a 28 °C. Las concentraciones mas bajas sin crecimiento visible
(usando un microscopio binocular) se definieron como CMI (Sokovi¢ and van
Griensven 2006).

3.5.2. Evaluacion de la respuesta y analisis estadisticos

Las muestras liofilizadas se redisolvieron en etanol (5 mg/mL), agua (8 mg/mL) y 5%
DMSO (10 mg/mL) para las actividades antioxidante, de citotoxicidad y antimicrobiana,
respetivamente. A continuacion se prepararon diluciones sucesivas de concentraciones
diferentes para la determinacion de los valores de respuesta especificos para cada test

realizado, como se detalla a continuacion:

- Las respuestas antioxidantes se evaluaron a través de los valores de ECsp en
ug/mL (concentracion de la muestra que logro el 50 % de la actividad
antioxidante, o el 0.5 de la absorbancia en el ensayo del PR). Como control

positivo se utilizé el Trolox.
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- Las respuestas de citotoxicidad y hepatotoxidad se determinaron y se expresaron
mediante los valores de Glsp, en pg/mL (concentracion de la muestra que consigue
el 50 % de la inhibicion del crecimiento celular neto, es decir, el 50 % de la

actividad antitumoral).

- Las respuestas antimicrobianas se evaluaron mediante la CMI en pg/mL. La
estreptomicina y la ampicilina fueron los compuestos usados como control
positivo para el crecimiento bacteriano, asi como el bifonazol y el ketoconazol se
usaron para el crecimiento fungico. El 5% dimetilsulfoxido (DMSO) se utilizé

como control negativo

3.6. Estabilidad en sistemas de solucidn acuosa, que simulan matrices alimentarias,

del extracto producido rico en antocianinas

3.6.1. Variables utilizadas para el procedimiento de estabilidad

El extracto producido (50 g) se disolvio en agua destilada acidificada (500 mL, al 0,05
% de HCI). Esta solucion se dividié en 5 matraces diferentes con 100 mL cada uno, y se
ajustd con la adicion de HCI a diferentes valores de pH (2, 3,5, 5, 6,5 y 8). Luego, las
muestras se subdividieron en viales &ambar de 2 mL (50 viales por cada pH testado) y las
muestras se almacenaron a diferentes temperaturas (T) de 4, 25, 40, 55 y 70 °C para la
monitorizacién de la estabilidad de las antocianinas a lo largo del tiempo (t). Las
muestras se recogieron a diferentes valores de t del periodo de almacenamiento,
dependiendo de la T aplicada, por ejemplo, para todos los valores de pH conservados a
4 °C solo se usaron 3 valores de t (0, 72 y 140 h), mientras que para los conservados a
70 °C se usaron 12 valores de t (0, 2, 4, 8, 12, 20, 48, 72, 96, 140, 164 y 190 h). Se
recogieron un total de 250 puntos experimentales individuales para comprender la
estabilidad de los compuestos del extracto en solucion acuosa. Como criterios de
respuesta, se analizo el contenido de antocianinas de cada punto mediante HPLC-DAD.

Todas las medidas independientes se obtuvieron por triplicado (n = 3).
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3.6.2. Procesamiento de los extractos, analisis de las respuestas y formato de los
valores de respuesta para la presentacion de resultados

3.6.2.1. Extractos y analisis de las respuestas

Una vez que transcurria el tiempo asignado a cada muestra, eran recogidas y se
procesadas como se describe en la Seccién 3.4, de modo que se sometieron a un
pretratamiento para adecuarlos a la cuantificacion mediante HPLC de los compuestos

presentes en cada uno de ellos.

3.6.2.2. Valores de respuesta para la presentacién de resultados

Los valores obtenidos de C1, C2, C3 y CT fueron las respuestas cuantificadas para el
andlisis de la estabilidad. Cada una de las respuestas (C1, C2, C3 y CT) se expreso en
dos valores de formato diferentes: Y, que se utiliz especificamente para analizar los
rendimientos de extraccion de cada compuesto; y Y, que se utilizd especificamente para
evaluar la pureza de antocianinas en los extractos. Ademas, se cuantificd el rendimiento

del extracto producido.

3.6.3. Evaluacion de las respuestas y analisis

El contenido de antocianinas se estudi6 como una funcion de ecuaciones funcionales

comunmente aplicada en procesos similares.

3.6.3.1. Modelo individual para el analisis de los efectos de la estabilidad

Para el efecto de t, se aplico una funcion exponencial bésica:
e(t)=kexp(-rt) [4]

donde k representa el punto inicial, y r es la tasa de descomposicion de los compuestos.

El efecto de la T en la respuesta de estabilidad sigue el modelo de la ecuacién de
Arrhenius, que establece que la constante de velocidad de una reaccién quimica es una

funcién de la T absoluta, de acuerdo con la siguiente relacion:

e(T)= Aexp(—%) 5
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donde el factor pre-exponencial A representa la frecuencia de las colisiones entre las
moléculas que reaccionan, Ea es la energia de activacion (kJ) y R, la constante de los
gases (8.31 kJ/mol.K). En este contexto, A y Ea pueden considerarse como parametros

de ajuste.

Con respecto al efecto del pH en la respuesta de estabilidad, la solucion caracteristica
para su descripcion es una funcion exponencial, similar a la utilizada para el efecto t,
que generalmente se encuentra en muchas respuestas del sistema biologico y puede
expresarse de la siguiente manera (Komatsu et al., 2014; Prieto, Vazquez, & Murado,
2012b):

e(pH)=sexp(-bpH) [6]

donde s representa el punto inicial y b es la tasa de degradacion de los compuestos.

3.6.3.2. Analisis multivariable

El desarrollo de un modelo tedrico se ve facilitado en gran medida por la posibilidad de
combinar todos los datos experimentales en una Unica curva maestra capaz de explicar
simultdneamente todas las variables influyentes (Prieto, Vazquez, & Murado, 2012a).
Tal solucion permite controlar la mayoria de los factores que afectan al sistema,
ayudando a estandarizar las variables clave para producir protocolos reproducibles vy,
por lo tanto, para obtener resultados reproducibles. A pesar de la existencia de
resultados muy rigurosos en cuanto a la cinética de la curva y a los factores que afectan
a la misma, en funcion de variables como T y pH (Prieto and Véazquez, 2014; Prieto et
al., 2015a; Rosso et al., 1995; Tijskens et al., 1997), las soluciones simultaneas no se
realizan siempre, y al aplicarlas, podemos proporcionar un conocimiento mas amplio

para comprender parcialmente los mecanismos que rigen el sistema.

Para poder desarrollar un andlisis multivariable de estas tres variables, el enfoque l6gico
es insertar las ecuaciones que describen la respuesta del pH y la T en la Ec. [4], que
gobierna la variable del t modificando sus parametros: el valor inicial (k) y la tasa de
degradacion (r). Incluso si las tres variables son totalmente independientes, cualquier
evento que pueda ocurrir en el entorno de una reaccion siempre debe referirse a la
variable t. Por lo tanto, una posible descripcion global de la estabilidad a nivel

molecular podria describirse mediante el siguiente enfoque:
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e(t,pH,T)=k exp(-r't)  donde [7]
donde k° representa el punto inicial y r° es la tasa de degradacion de los compuestos
causada por el efecto del t, como se describe en la Ec. [4], pero modificada por las
ecuaciones que describen el efecto de la T (Ec. [5]) y el pH (Ec. [6]).

3.7. Incorporacion del extracto rico en antocianinas producido como aditivo
colorante natural en gofres, y evaluacion de los parametros del color, composicion

nutricional y actividad antioxidante de las muestras a lo largo del tiempo.

3.7.1. Preparacion de los gofres

Se siguid una receta tradicional para preparar los gofres: 165 g de harina de trigo se
mezclaron con 100 g de azlcar y 1 g de levadura. Luego, se afiadieron poco a poco 130
g de mantequilla a la mezcla, mientras se agitaba vigorosamente con un mezclador
eléctrico a 450 W durante 5 minutos y, por Gltimo, se afiadieron 2 huevos y 20 mL de
jugo de limon. Se prepararon dos lotes de gofres (18 unidades por lote, 6 gofres por
cada tiempo de almacenamiento): i) control de gofres, sin aditivos naturales ni
sintéticos; ii) gofres con extracto de A. unedo rico en cianidina-3-O-glucésido (5,50 g).
Los gofres se hornearon en una maquina de gofres durante 10 minutos. Todas las
muestras fueron congeladas, liofilizadas, finamente trituradas y analizadas por
triplicado, inmediatamente después de la preparacidon y después de tres y seis dias de
almacenamiento (a t.a. y empaquetadas en bolsas de plastico selladas y envueltas en

papel de aluminio).

3.7.2. Evaluacion de la evolucion del color y del pH de las muestras de gofres a lo

largo del tiempo

El color de las muestras se midi6 en tres puntos diferentes: por ambos lados de los
gofres y en su interior, usando un colorimetro (modelo CR-400, Konica Minolta
Sensing Inc., Tokio, Japdn). Se utilizo el iluminador C y una abertura de diafragma de 8
mm, y se calibrd previamente con un blanco estandar. Los valores de espacio de color
(CIE) L* (luminosidad), a* (verde/rojo), b* (azul/amarillo) se registraron utilizando un
software de datos “Spectra Magic Nx” (version CM-S100W 2.03.0006) (Fernandes et
al. 2012).
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El pH de las muestras se midio en tres puntos diferentes, introduciendo directamente en
las muestras un medidor de pH HI 99161 (Hanna Instruments, Woonsocket, Rhode
Island, EE.UU.).

3.7.3. Evaluacion de la composicion nutricional y de la actividad antioxidante de las

diferentes muestras a lo largo del tiempo

Siguiendo métodos estandarizados, se determind el contenido de proteinas, grasas,
carbohidratos y cenizas. La energia total se calcul6 siguiendo la ecuacién: E (kcal) = 4x
(g de proteinas + g de hidratos de carbono) + 9 x (g de lipidos). El contenido de proteina
total (Nx5,70) se calculé como contenido de nitrogeno, por el método de Kjeldahl,
mientras que el célculo de la grasa contenida se basé en la extraccion de muestras
liofilizadas con éter de petrdleo, utilizando un aparato Soxhlet. Por ultimo, el contenido

de ceniza se determin6 mediante incineracion a 550 + 15 °C (Barros et al. 2013).

Los &cidos grasos de las muestras fueron determinados por un cromatografo de gases
con detector de ionizacion de llama (GC-FID)/columna capilar, después del
procedimiento de trans-esterificacion, segun el procedimiento previamente descrito por
el grupo (Barros et al. 2013). Los grasa obtenida después de la extraccion por Soxhlet se
sometid a un proceso de metilacién con 5 mL de metanol:acido sulfrico:tolueno 2:1:1
(v:v:v), durante 12 h en bafio maria a 50 °C y 160 rpm; luego se afiadieron 3 mL de
agua desionizada, para obtener la separacion de fases; se recuperaron los FAME
afiadiendo 3 mL de dietil éter, agitando en un agitador Vortex y pasando la fase superior
a través de una micro-columna de sulfato de sodio anhidro, con el objetivo de eliminar
el agua. La muestra fue recogida en un vial con Teflon y filtrada con un filtro nylon
Whatman de 0,2 um antes de la inyeccion.

El anélisis fue llevado a cabo en un sistema de cromatografia de gases modelo DANI
1000, equipado con un inyector split/splitless y un detector de ionizacién de llama (FID)
a 260 °C, asi como una columna Macherey-Nagel (Duren, Alemania) (50 %
cianopropil-metil-50 % fenilmetilpolisiloxano, 30 m x 0,32 mm i.d. x 0,25 pm). La
temperatura del sistema fue programada de la siguiente manera: la temperatura inicial
de la columna fue 50 °C durante 2 min, luego se aumentaron 30 °C/min hasta los 125
°C, despues se fueron aumentando 5 °C/min hasta los 160 °C, 20 °C/min hasta los 180
°C, 3 °C/min hasta los 200 °C, y, por ultimo, 20 °C/min hasta los 220 °C, temperatura

gue se mantuvo durante 15 min. El gas portador fue hidrogeno con un flujo de 4.0
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mL/min (0.61 bar). La inyeccién Split fue realizada a 250 °C. La identificacion de los
acidos grasos fue realizada por comparacion de los tiempos de retencién de los picos
FAMEs de las muestras con patrones estandarizados. Los resultados fueron recogidos y
procesados usando el Software CSW 1.7 (DataApex 1.7), y expresados en porcentaje

relativo de cada &cido graso.

Los azucares libres se determinaron por HPLC acoplada a un detector de indice de
refraccion (RI), segln el procedimiento ya descrito previamente (Barros et al. 2013).
Las muestras en forma de polvo seco (1 g) fueron enriquecidas con melecitosa, para
usarla como patrén interno (5 mg/mL de melecitosa), y los azlcares fueron extraidos
con 40 mL de etanol al 80 %, a 80 °C y durante 30 min. La suspension resultante fue
centrifugada (Centurion K240R refrigerated centrifuge, West Sussex, UK) a 15000 g
durante 10 min. El sobrenadante fue concentrado a 60 °C bajo presion reducida y se
realizaron, ademas, tres lavados sucesivos con 10 mL de éter etilico. Después de
concentrarlo mediante evaporacion del solvente a 40 °C, el residuo sélido obtenido fue
disuelto en agua hasta un volumen final de 5 mL y se filtrd a través de discos de nylon
0,22 um (Millipore).

Tras el pretratamiento descrito, los azlcares fueron analizados utilizando un HPLC con
un sistema integrado con una bomba (Knauer, Smartline system 1000, Berlin,
Germany), sistema desgasificador (Smartline manager 5000), automuestreador (AS-
2057 Jasco, Easton, MD, USA) y un detector RI (Knauer Smartline 2300). Los datos
fueron analizados usando el Software Clarity 2.4 (DataApex). La separacién
cromatografica se logré con una columna Eurospher 100-5 NH; (5 um, 4,6 mm x 250
mm, Knauer), operando a 35 °C (7971 R horno Grace). La fase movil consistio en
acetonitrilo/agua desionizada, 70:30 (v/v) con un flujo de 1 mL/min. Los compuestos
fueron identificados gracias a la comparacion cromatografica con patrones. La
cuantificacion se realizo usando el método del patron interno y el contenido de azlcares

fue expresado en g/100 g de gofre.

Para la evaluacién de la actividad antioxidante, las muestras se sometieron a los ensayos

de DPPH y PR, descritos en la Seccion 3.5.1 Evaluacién de la actividad antioxidante.
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3.8. Métodos numéricos, andlisis estadistico e ilustraciones graficas

Todos los procedimientos de ajuste, las estimaciones de coeficientes y los célculos
estadisticos se realizaron con una hoja de calculo de Microsoft Excel. La adaptacion y el
analisis estadistico de los resultados experimentales, segun las ecuaciones propuestas, se

llevaron a cabo en cuatro fases:

- Determinacion de los coeficientes: las estimaciones paramétricas se obtuvieron
mediante la minimizacion de la suma de las diferencias cuadraticas entre los valores
obtenidos y los predichos por el modelo, utilizando el método no lineal de minimos
cuadrados (quasi-Newton) proporcionado por el macro Solver en Microsoft Excel 2003,
que permite el andlisis rapido de una hipétesis y de sus consecuencias (Murado and
Prieto 2013).

- Significancia de los coeficientes: la determinacion de los intervalos de confianza de los
pardmetros se realizd mediante 'SolverAid' (Prieto, Vazquez, and Murado 2015b). El
modelo fue simplificado, desechando los términos que no fueron estadisticamente

significativos para el valor de p (p> 0,05).

- Consistencia del modelo: el test F de Fisher (a=0,05) se usé para determinar si los

modelos construidos eran adecuados para describir los datos obtenidos.

- Otros criterios de evaluacion estadistica: Para volver a verificar la uniformidad del
modelo, se aplicaron los siguientes criterios: i) Se utilizd la macro "SolverStat" para la
evaluacion de las incertidumbres de prediccion de parametros y modelos (Prieto and J.
A. Vazquez 2014); ii) El R2 se interpreté como la proporcion de versatilidad de cada
variable dependiente explicada por el modelo; iii) El coeficiente de determinacién
ajustado (Rzad,-) fue una correccion de R?, teniendo en cuenta el nimero de variables
utilizadas en el modelo; iv) Se calculo el sesgo y los factores de precision de todas las
ecuaciones para evaluar la calidad de la adaptacion a los datos experimentales, como el
error cuadratico medio (ECM), raiz del error cuadratico medio (RECM) y el error
porcentual absoluto medio (EPAM); v) El coeficiente de Durbin-Watson (DW) se
utilizo para verificar si los residuos del modelo no estaban autocorrelacionados; y vi) Se
utilizo la tabla de analisis de varianza (ANOVA) para evaluar el poder explicativo de las

variables.
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Los resultados obtenidos de la incorporacion del extracto rico en antocianinas
(composicion nutricional y de la actividad antioxidante), se analizaron mediante una
prueba de t de Student para determinar la diferencia significativa entre menos de tres
muestras diferentes, con p = 0,05, y este tratamiento se llevd a cabo utilizando el

programa SPSS v. 23,0.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Optimizacion y comparacion de las técnicas extractivas (extraccion asistida por
calor y extraccion asistida por ultrasonidos) para obtener antocianinas a partir de

frutos de Arbutus unedo L.

4.1.1. Experimentos preliminares para seleccionar las variables relevantes y los
parametros instrumentales, y centrar, asi, sus dominios experimentales antes de

aplicar el RSM

Las antocianinas han llamado la atencién tanto del sector cientifico como del industrial
debido a su amplia gama de posibles aplicaciones, incluyendo como aditivos colorantes
para alimentos o como alimentos funcionales. Como metabolitos secundarios de la
planta que son, la obtencion de antocianinas se aborda principalmente mediante técnicas
de extraccion solido-liquido de tejidos de plantas (Antolovich et al. 2000). Sin embargo,
las caracteristicas inherentes a las matrices, el tipo de solvente utilizado y la
susceptibilidad de las antocianinas a la degradacion en ciertos intervalos de temperatura,
tiempo y pH, son variantes que dificultan la extraccion de estos compuestos. Por lo
tanto, la seleccién de un método extractivo adecuado, las proporciones correctas de
solventes y las condiciones Optimas de extraccion cobran especial relevancia. En este
sentido, se han hecho esfuerzos para desarrollar y comparar los procesos de extraccion
con el objeto de mejorar los rendimientos de produccion (Silva et al. 2017). Sin
embargo, es dificil comparar los resultados de diferentes técnicas de extraccion al usar
diferentes muestras, ya que las variaciones entre matrices dificultan comparaciones
directas. Por lo tanto, para proporcionar una mejor comprension del potencial de las
técnicas de extraccion, en el presente trabajo, se compararon dos técnicas sélido-liquido,
utilizando un conjunto similar de rangos para las principales condiciones de extraccion.
Las técnicas, los solventes y los rangos de las condiciones principales se seleccionaron

segun las razones discutidas a continuacion.

4.1.1.1. Seleccion de las técnicas para el andlisis comparativo

La extraccion asistida por calor (EAC) es el método convencional de extraccion sélido-
liquido, utilizado con frecuencia para obtener compuestos de antocianinas a partir de
matrices vegetales. ElI procedimiento consiste en agitar la muestra en un solvente,

durante un cierto tiempo y a una temperatura especifica. Es una técnica sencilla con
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pocos requisitos en términos de equipamiento, pero con mucha frecuencia implica
largos periodos de tiempo y/o altas temperaturas. Desde que las tecnologias verdes
avanzaron y adquirieron importancia, un amplio espectro de procedimientos sélido-
liquido esta disponible y es bastante util para la extraccion de antocianinas. Algunas de
estas tecnologias emergentes incluyen extraccion supercritica, extraccion asistida por
microondas, extraccion asistida por ultrasonido (EAU) y extraccion asistida por liquido
presurizado (Alonso-Salces et al. 2001; Dai and Mumper 2010; Ince, Sahin, and Stimnii
2013). Como técnica alternativa para compararla con los métodos de EAC, se
selecciondé la EAU, porque es una de las técnicas méas adecuadas para extraer
compuestos fitoquimicos debido a la rotura de las paredes celulares de la planta,
causada por los efectos de cavitacion, produciéndose asi un aumento del area de
contacto entre el sélido y el solvente (Ghasemzadeh et al. 2014; Herrera and Luque De
Castro 2004; Pingret et al. 2012). Los EAU han sido reportados como una técnica
energéticamente menos exigente, que, con frecuencia, permite una reduccion del
consumo de solventes y que, generalmente, produce extractos con rendimientos de

pureza mas altos que las técnicas convencionales.

4.1.1.2. Solvente més apropiado para la extraccidon de antocianinas

El tipo de solvente y su composicion son factores clave para la extraccion exitosa de los
compuestos deseados. Los solventes normalmente utilizados para extraer antocianinas
de los tejidos vegetales son agua, solventes polares (tales como metanol, etanol o
acetona) y mezclas de solventes organicos acuosos (Pifieiro, Palma, and Barroso 2004;
Vuong et al. 2010). Se sugieren solventes acidificados debido a la inestabilidad de las
antocianinas a pH>4. El tipo de &cido usado afecta la extraccion de forma diferente,
pero parece ser comun la idea de que el &cido citrico, HCl o TFA combinados con
solventes polares constituyen la mejor combinacién para la extraccion de antocianinas.
Muchos autores usan la acidificacion de solventes; en este sentido, los resultados de la
revision de la literatura muestran que se obtienen cantidades significativamente mayores
en las extracciones llevadas a cabo con la acidificacion del solvente. Teniendo en cuenta
los principios de la quimica verde, se seleccionaron mezclas binarias de etanol con agua
como solvente para la extraccion. En todas las pruebas se utilizé una mezcla acidificada
(HCI al 0,05 %) de etanol con agua de 0 a 100 %, para determinar la idoneidad y

conseguir la optimizacién de la extraccion de antocianinas.
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Arbutus unedo L. frutos

El material fue tamizado (2-5 mm) y se
almacena en la oscuridad hasta su uso.
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Figura 8. Diagrama de las diferentes etapas llevadas a cabo para optimizar las
condiciones que maximizan las respuestas de extraccion (Y1 y Y2) de los compuestos de
antocianina y el residuo total extraido (rendimiento).
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4.1.1.3. Principales condiciones de las variables que afectan a las técnicas

seleccionadas

Se han reportado varios factores asociados a los cambios quimicos del proceso de
extraccion que afectan al rendimiento. Aunque dependen del tipo de técnica empleada,
los mé&s comUnmente reportados en la literatura son la combinacion de T y t para EAC,
y de P y t para EAU. Asi, se seleccionaron para EAC, rangos de t (19,5-120,5 min) y de
T (21,4-88,6 °C); y para EAU, t (4,8-55,2 min) y P (98,6-401,4 W) (Tabla 5).

Tabla 5. Dominios experimentales y codificacion de las variables independientes en el
disefio factorial DCCC con cinco niveles de valores.

VALORES NATURALES

VALORES
CODIFICADOS EAC EAU
tmin) T (C) S (%) tmin)  PW) S (%)
-1,68 19,5 21,4 0 4.8 98,6 0
) 40 35 20,3 15 160 20,3
0 70 55 50 30 250 50
vl 100 75 79.8 45 340 79.8
+1,68 120,5 88,6 100 55,2 401,4 100

Ademas, otros factores relacionados con el principio de transferencia de masa, como la
relacién S/L, se mencionan repetidamente en la bibliografia (Silva et al. 2017). Se
ensay6 un amplio intervalo de S/L, encontrando que valores mas bajos conducen a un
rendimiento de extraccion mejorado. Aunque las diferencias fueron significativas, se
descartd inicialmente como variable a optimizar por RSM, y se seleccioné el valor de

30 g/L para ser utilizado en ambas técnicas de extraccion.

En conclusion, la eficacia de los procesos EAC y EAU de extraccion de antocianinas a
partir de frutos de A. unedo se realizé mediante la aplicacion de RSM de tres variables
(t, TySparaEAC, yt, PyS para EAU) en un DCCC con cinco niveles de valores para
cada variable. Este accesorio multivariable constituye una fiable herramienta que
minimiza los errores experimentales con un corto nimero de ensayos, a la vez que
optimiza las condiciones de las variables, basandose en modelos empiricos matematicos
que predicen el maximo rendimiento de extraccion. Una vez determinadas las
condiciones 6ptimas de las variables analizadas, se optimizo el patrén de relacion S/L
(9/L) mediante un analisis dosis-respuesta, en vista de una posible aplicacion industrial.
En la Figura 8 se presenta un resumen exhaustivo de las diferentes etapas de

optimizacion.
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Tabla 6. Resultados experimentales de RSM del DCCC para la optimizacion de las tres variables principales involucradas (Xi, Xy X3) en
la EAC y la EAU, para los tres formatos de valores de respuesta evaluados (Y1, Y, y Rendimiento). Las variables, los valores naturales y los
rangos utilizados se recogen en la Tabla 5. Se realizaron tres repeticiones para cada condicion y para cada técnica.

RESPUESTAS EXPERIMENTALES

VALORES
CODIFICADOS EXTRACCION ASISTIDA POR CALOR (EAC) EXTRACCION ASISTIDA POR ULTRASONIDOS (EAU)
DE LAS c1 Cc2 c3 CT Cc1 Cc2 Cc3 CT

VARIABLES Rend. Rend.

Yo Y2 Yo Yo Y Yo Y1 Ya Yo Y2 Yo Yo Y1 Yo Yi Y,
-1 -1 -1 70,0 383 54,7 1768 2528 47,2 67,5 262,3 3749 71,1 335 47,2 1053 1681 37,6 600 1764 2817
1 -1 -1 67,5 37,4 555 170,7 253,0 459 68,0 2541 376,5 81,0 320 395 719 1009 334 469 137,3 1927
-1 1 -1 69,0 385 558 1983 2874 50,2 72,7 287,0 4159 778 321 412 804 1174 343 50,1 146,8 214,3
1 1 -1 65,5 31,3 47,7 568 86,7 344 525 1225 186,8 975 311 319 547 638 31,7 370 1175 1370
-1 -1 1 60,6 36,8 60,7 137,1 226,3 432 714 2171 358,3 654 38,7 59,1 1776 3085 47,8 830 2641 458,7
1 -1 1 705 405 574 1836 2605 48,7 69,2 2728 387,1 747 379 50,7 176,2 268,1 46,8 712 2609 396,9
411 653 388 595 2206 337,6 514 786 3108 4757 742 385 519 1728 2646 469 719 2583 3955
11 1 745 346 464 1335 1792 409 549 2091 2805 790 386 488 181,1 2605 472 679 2669 3839
168 0 0 673 374 556 1743 2588 478 710 2596 3854 724 38,6 534 1909 2997 480 754 2775 4358
168 0 0 731 349 47,8 1317 1802 419 573 2085 2854 93,6 363 388 1546 187,6 437 530 2346 2846
0 -1,68 0 706 375 53,1 1814 257,0 476 675 2665 377,6 69,0 370 535 1557 2564 435 716 236,2 388,8
0 1,68 0 73,1 347 475 1509 206,2 436 59,6 229,2 3134 739 36,1 489 1333 2050 425 654 2119 3259
0 0 -1,68 64,0 357 55,7 1285 200,6 40,7 63,6 204,9 3199 86,5 34,0 393 102,2 134,3 38,0 499 1743 2289
0 0 1,68 65,2 389 59,7 184,00 2824 479 735 270,7 4155 58,7 346 59,0 959 1857 36,7 71,1 167,2 3238
0 0 0 74,1 38,7 52,2 2007 2710 49,5 66,8 2889 390,1 83,6 41,7 499 2282 310,1 545 741 324,4 4409
0 0 0 745 392 52,6 2027 2722 50,5 67,7 2924 392,6 82,8 421 508 2239 307,2 534 733 3194 4382
0 0 0 746 38,7 518 203,7 2730 504 675 292,7 3923 82,6 414 50,1 2424 3333 54,0 743 337,8 4645
0 0 0 738 392 531 2035 2757 500 67,7 2927 3964 838 41,1 491 237,4 321,9 583 791 3369 4568
0 0 0 738 383 51,9 2023 2740 504 683 2910 3942 824 422 513 237,7 3278 554 765 3354 4625
0 0 0 744 384 516 2056 2763 504 67,7 2944 3957 838 41,7 497 2280 3091 535 725 3232 4381
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Tabla 7. Resultados paramétricos de la ecuacién polinémica de segundo orden de la Ec. [1] para las técnicas de extraccion EAC y EAU,
en términos del comportamiento de extraccion de los tres formatos de valores de respuesta (Y1, Y2 y rendimiento), de acuerdo con el
DCCC con 5 niveles de rango (Tabla 5). El subindice paramétrico 1, 2 y 3 representa las variables involucradas t (X;), To P (X2) y S (X3),
respectivamente. El analisis de la significancia de los parametros (o=0,05) se presenta en valores codificados. Ademas, se presenta la
informacion estadistica del procedimiento de adaptacion al modelo.

AJUSTE DE COEFICIENTES OBTENIDO TRAS INFORMACION ESTADISTICA

CRITERIO APLICAR EL MODELO BOX-BEHNKEN DEL MODELO DE AJUSTE
Origen Efecto lineal Efecto cuadratico Efecto interactivo Obs R® Rty ECMRECMEPAMDW

bO bl b2 b3 bll b22 b33 b12 b13 b23 !

Rend. 742£10  2,2+0,7 ns ns -1,8+0,7 -0,7#0,5 -4,0+0,7 ns 3,240,9 1,2+0,9 60 0,9709 0,941 0,152 0,390 1,06 1,82
C1 38,7+0,2 -0,9+0,2 -1,0+0,2 0,8+0,2 -0,8+0,2 -0,8+0,2 -0,4+0,2 -1,8+0,2 0,9+0,2 0,3+0,2 60 0,9503 0,926 0,000 0,021 1,54 2,18
Cc2 203,033 -19,0+22 -8,1#22 12,122 -16,9+2,1 -12,2+2,1 -157+2,1 -33,6+2,9 13,4429 15,742,9 60 0,9585 0,937 0,002 0041 212 215
Y1 C3 50,2+0,4 -2,3+0,3 -1,1+0,3 14+0,3 -1,8+0,3 -1,5+0,3 -1,9+03 -3,8#04 1504 1,1+0,4 60 0,9722 0,932 0,117 0,343 455 2,19
EAC CT 291,9£3,8 -22,3+25 -10,2+25 14,2+25 -19,4+25 -145+25 -18,1+25 -39,2+3,3 15,9+3,3 17,1£3,3 60 0,9673 0,946 0,239 0,489 526 2,12
C1 52,3+0,4 -2,7#0,3 -2,1+0,3 1,2+0,3 ns -0,4+0,3 2,2#0,3 -2,3x04 -1,1+04 -0,7+0,4 60 0,9666 0,957 0,002 0,040 2,30 2,14
Cc2 2735+49 -33,4+3,3 -13,7+£3,3 19,1+3,3 -17,7£32 -13,4+3,2 -9,9+32 -492+43 9,5+43 20,2+4,3 60 0,9636 0,932 0,004 0,063 2,88 2,111
Y2 C3 67,606 -50+04 -2,2+¢04 2,2+04 -09+04 -1,1+04 0,7%04 -53+05 -0,8+05 ns 60 0,9732 0,950 0,161 0,401 355 2,17
CT 393,2+5,7 -41,2#3,8 -18,0+3,8 22,6+3,8 -18,4+3,7 -14,9+3,7 -7,0+3,7 -56,8#450 7,6+5,0 19,9+5,0 60 0,9679 0,931 0,339 0,582 4,20 2,11
Rend. 83,5+1,1 58+09 33:09 -59+09 ns -3,7¢0,9 -3,3t09 ns -1,9+1,2 -1,3¢1,2 60 0.91260.9045 0.172 0.441 120 2.06
C1 41,7¢04 -0,5+0,3 ns 29+0,3 -1,3x0,3 -1,6%0,3 -3,8+0,3 ns ns 0,4+0,3 60 0.95130.9217 0.233 0.024 1.74 2.46
C2 232,3+7,8 -8,3#52 -58+12 45,0452 -17,4+50 -27,3%50 -67,6+5,0 ns 8,2+1,7 ns 60 0.94780.9354 0.012 0.046 2.40 243
Y1 C3 54,8+1,1 -1,1+0,7 ns 58+0,7 -2,6+0,7 -3,6£0,7 -8,8+0,7 ns ns ns 60 0.93260.9298 0.132 0.388 5.14 247
EAU CT 328,8+89 -99#59 -6,6+1,9 53,759 -21,3+58 -32,6+58 -80,2+5,8 ns 9,2+2,7 ns 60 0.91930.9071 0.270 0.553 5.94 2.40
C1 50,2#0,6 -3,9¢05 -2,2+05 6,7#05 -1,8+0,5 ns -1,5+0,5 ns 0,7+0,6 ns 60 0.91880.9021 0.223 0.045 2.60 2.42
C2 317,6+11,6 -25,9+7,7 -16,5+7,7 76,4+7,7 -21,9+75 -26,5+7,5 -83,6+7,5 ns ns ns 60 0.93840.9265 0.145 0.071 325 2.38
Y2 C3 749+15 -58+10 -3,3+x10 12,3x10 -3,6%¥10 -2,1+10 -8,4+1,0 ns 1,3+0,3 ns 60 0.93730.9197 0.182 0.453 4.01 245
CT 449,5+12 .6 -36,2+8,4 -22,3+8,4 96,4+8,4 -27,6%8,1 -28,6+8,1 -93,8+8,1 ns 11,6+10,9 ns 60 0.93540.9267 0.383 0.658 4.75 2.38

ns: coeficiente no significativo; R2: coeficiente de determinacion; R2q;: coeficiente de determinacion ajustado; ECM: Error cuadratico medio, RECM: Raiz del error
cuadrético medio, EPAM: Error porcentual absoluto medio; y DW: Coeficiente de Durbin-Watson.
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4.1.2. Analisis de la optimizacion mediante RSM de las tres variables

4.1.2.1. Modelos mateméaticos derivados del RSM para un DCCC con tres variables, y

evaluacion estadistica

Antes de evaluar el proceso de optimizacién, los compuestos presentes en las muestras
tenian que caracterizarse. El perfil de antocianinas de frutos de madrofio obtenido del
analisis mediante HPLC-DAD-ESI/MS estaba formado por tres antocianinas: C1, C2 y
C3, siendo la cianidina-3-O-glucésido (C2) el compuesto mas abundante, como
reportaron con anterioridad algunos autores (Guimardes et al. 2013). Otros autores
realizaron un estudio que recoge las seis antocianidinas mas comunes en la naturaleza,
resultando que la cianidina es el compuesto méas abundante en todas las bayas
estudiadas (arandano, arandano negro, uva negra, frambuesa y fresa) y, por lo tanto, su

forma glucosilada se utiliza como antocianina de referencia (Corona et al. 2011).

Los resultados obtenidos por el DCCC estadistico se muestran en la Tabla 6 para cada
una de las técnicas de extraccion comparadas. Mediante el ajuste del modelo polinomial
de segundo orden de la Ec. [1] a las respuestas obtenidas, utilizando estimaciones de
minimos cuadrados no lineales, se obtienen los valores paramétricos que se presentan en
la Tabla 7. Aquellos coeficientes que mostraron valores de intervalo de confianza
(a=0.05) superiores al valor del parametro, se consideraron como ns y no se utilizaron
para el desarrollo del modelo. En la Tabla 8 se muestran los modelos resultantes (Ecs.
[8] a [25]) para cada uno de los criterios de respuesta evaluados (Y1, Y2 y rendimiento),
para C1l, C2, C3 y CT; y para cada una de las técnicas de extraccion evaluadas (EAC y
EAU). Las Ecs. [8] a [25] traducen los patrones de respuesta para los dos formatos de
criterios de respuesta (Y; y Y2) y el rendimiento de extraccion de R, mostrando una
complejidad relativamente alta de los escenarios posibles.

En términos estadisticos, las pruebas utilizadas para evaluar la competencia de los
modelos mostraron que los pardmetros no significativos de ambos enfoques de RSM
(Tabla 7) no mejoraron la solucion alcanzada y, en contraste, todos los parametros
significativos fueron altamente consistentes (p<0,01) Esto también fue verificado por
los altos valores de R?y Rzad,-, indicando el porcentaje de variabilidad calculado por el
modelo. El ajuste estadistico (ECM, RECM, EPAM, DW) utilizado para probar la

adecuacion de los modelos desarrollados demostrd que se logré una mejora no
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considerable mediante la inclusion de los pardmetros estadisticamente no significativos
(Tabla 7).

Ademas, la concordancia entre los valores experimentales y los predichos implica que
los resultados obtenidos pueden ser aceptablemente explicados por las variables
independientes utilizadas. Por lo tanto, los modelos desarrollados en las Ecs. [8] a [25]
son completamente funcionales y adecuados para ser utilizados para la prediccion y la

optimizacion del proceso.

Tabla 8. Modelos matematicos de los procesos extractivos derivados del modelo polinomial
de segundo orden de Box-Behnken de la Ec. [1].

Para el formato de respuesta Y; (mg C/g fruto seco):

Cl: EAC;=387-0.9t-10T +0.85-0.8t*~0.8T% ~0.45% ~1.8T +0.9tS +0.3TS Ec.[8]
EAC C2:  EAC =2030-19.0t-8.1T +12.15-16.9t* ~12.2T* ~15.75* ~33.6tT +134tS +15.7TS  Ec.[9]
C3:  EAC{ =502-23t-1.IT +14S-18t"-15T°-195° 38T +L5tS +L.ITS Ec.[10]
CT:  EAC{ =291.9-22.3t-10.2T +14.25-19.4t" ~14.5T* ~18.15* ~39.2tT +15.9tS +17.1TS  Ec.[11]
Cl:  EAUy =417-05t+2.95-13t"~1.6P*~3.85” +0.4PS Ec.[12]
EAU C2:  EAUy =2323-83t-58P+45.0S-17.4t* - 27.3P* ~67.65° +8.21S Ec.[13]
C3:  EAU; =548-11t+585-26t*~3.6P*-8.85° Ec.[14]
CT: EAU; =3288-9.9t-6.6P+53.75-21.3t" ~32.6P* ~80.25" +9.2tS Ec.[15]
Para el formato de respuesta Y, (mg C/g R):
Cl: EAC =523-2.7t-2.IT +1.25-04T%+225% - 23T ~L.1S -0.7TS Ec.[16]
EAC C2:  EACy =2735-334t-13.7T +19.1S-17.7t* ~13.4T* ~9.95% ~49.2T +9.5t5+20.2TS  Ec.[17]
C3:  EACy =67.6-50t-2.2T +2.25-0.9t* ~1.1T?+0.7S% ~5.3(T + 0.8tS Ec.[18]
CT: EAC; =3932-41.2t-18.0T +22.65-18.4t*~14.9T*~7.05* ~56.8(T + 7.6t5 +19.9TS Ec.[19]
Cl: EAU; =502-39t-2.2T +6.7S-18t*~155° +0.7tS Ec.[20]
EAU C2:  EAUy? =317.6-25.9t—16.5T +76.45 —21.9t* ~ 26.5T * ~83.65° Ec.[21]
C3: EAUy =749-58t-3.37 +12.35-36t°~2.1T* ~8.45* +1.3tS Ec.[22]
CT:  EAUy" =449.5-36.2t—22.3T +96.45 - 27.6t* — 28.6T* —93.85” +11.6tS Ec.[23]
Para el formato de respuesta de rendimiento (%):
EAC Residuo: EAC,,, =74.2+2.2t-18t" ~0.7T° -4.05* + 3.5 +1.2TS Ec.[24]
EAU Residuo: EAU,,, =835+5.8t+3.3T 595 -3.7T° -3.35* ~1.9tS +1.3TS Ec.[25]
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Figura 9. Muestra los resultados graficos de CT en términos del comportamiento de extraccion para los tres formatos de respuesta (Y, Y2 y
rendimiento). Cada figura esta dividida en dos partes. Parte A: muestra el grafico conjunto de analisis 3D, tanto para EAC como para EAU.
Cada una de las superficies netas representa la superficie de respuesta 3D predicha gracias al polinomio de segundo orden de Ec. [1]
mediante las acciones binarias entre dos variables, cuando la variable excluida se posiciona en el dptimo individual (Tabla 9). Parte B:
Para ilustrar el beneficio del ajuste, se utilizan dos criterios basicos de estadistica grafica. El primero, la capacidad de simular los cambios
de la respuesta entre los datos predichos y los observados; y el segundo, la distribucién residual en funcion de cada una de las variables.
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REND. Cl C2 C3
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Figura 10. Muestra las proyecciones de isolineas optimizadas para la combinacion de las tres principales variables involucradas (Xi, X; y
X3) en la EAC, de los tres formatos de valor de respuesta (Y1, Y2, y rendimiento). para describir visualmente las tendencias de cada
respuesta y guiar la seleccion de las condiciones més favorables, teniendo en cuenta, al mismo tiempo, todas las respuestas. Cada uno de
los graficos de contorno representa la proyeccion en el plano XY de la superficie de respuesta tridimensional teorica predicha gracias al
polinomio de segundo orden de Ec. [1] mediante las acciones binarias entre variables, cuando la variable excluida se posiciona en el éptimo

individual (Tabla 9). El disefio estadistico y los resultados experimentales se describen en la Tabla 6. Los valores paramétricos estimados
se muestran en la Tabla 7.
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REND. Cl C2 C3
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Figura 11. Muestra las proyecciones de isolineas optimizadas para la combinacion de las tres principales variables involucradas (X1, X; y
X3) en la EAU, de los tres formatos de valor de respuesta (Y1, Y2, ¥ rendimiento), para describir visualmente las tendencias de cada
respuesta y guiar la seleccion de las condiciones mas favorables, teniendo en cuenta al mismo tiempo todas las respuestas. Cada uno de los
gréficos de contorno representa la proyeccion en el plano XY de la superficie de respuesta tridimensional teorica predicha gracias al
polinomio de segundo orden de Ec. [1] mediante las acciones binarias entre variables, cuando la variable excluida se posiciona en el 6ptimo
individual (Tabla 9). El disefio estadistico y los resultados experimentales se describen en la Tabla 6. Los valores paramétricos estimados
se muestran en la Tabla 7.

51



Desarrollo de un colorante natural a base de

cianidina-3-O-glucosido a partir de frutos de Arbutus unedo L. AU

4.1.2.2. Patrones de respuesta

Los valores paramétricos presentados en la Tabla 7, derivados de los modelos de RSM,
nos brindan una informacion global relevante de las respuestas, pero también de la
idoneidad del método utilizado. Por un lado, los efectos lineales y cuadraticos
desempefian un papel importante y significativo en todos los casos (cada uno de los
criterios de respuesta evaluados en las técnicas EAC y EAU). La presencia de efectos
lineales y cuadraticos implica que casi todas las respuestas mostraron patrones no
lineales y que tales patrones son caracteristicos de la naturaleza de las variables
involucradas en las técnicas EAC y EAU. Por otro lado, los valores paramétricos
interactivos pueden actuar como valores de control de las necesidades reales del analisis
de RSM para la comprension de las variables evaluadas. De hecho, si estan presentes en
los modelos matematicos derivados, indica que, al estudiar las respuestas por separado
en lugar de hacerlo con un analisis multivariable (como el RSM), no seré posible definir
las condiciones Optimas adecuadas y, por lo tanto, en tal caso, los rendimientos
méaximos de las extracciones nunca se definiran correctamente. Con respecto a los
efectos interactivos encontrados en los andlisis realizados (Tabla 7), la EAC muestra un
efecto representativo en casi todas las posibles interacciones de respuesta (tT, tSy TS)
con valores muy influyentes en el efecto de tS; mientras que para la EAU no se dan
interacciones de respuesta para el tP, hay dos interacciones significativas para PS y, en
casi todos los casos, interacciones positivas entre las variables tS. En conclusion, se
necesitd un andlisis multivariable no lineal para ajustarse completamente a los
resultados experimentales encontrados. Ademas, las variables evaluadas en la EAC
mostraron interacciones claras, mientras que en la EAU, solo el efecto interactivo de tS

presento resultados relevantes.

La Figura 9 muestra los resultados para EAC y EAU del rendimiento de extraccion del
Ry los resultados de CT en los dos valores de formato de respuesta de Y; y Y,. Cada
figura esta dividida en tres columnas, en las que se muestran los resultados para cada
una de las técnicas probadas. Ademas, cada columna esta dividida en dos secciones (A 'y
B). La seccion A muestra los gréaficos de superficie en 3D para las tres posibles
combinaciones de variables producidas por las Ecs. [8] a la [25] mediante la accidn
binaria entre variables, cuando la excluida se encuentra en el valor individual 6ptimo

pronosticado (parte A de la Tabla 9). La seccion B ilustra la capacidad de predecir los
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resultados obtenidos y la distribucion del residuo en funcién de cada una de las
variables consideradas. Tomando la distribucién de los residuos presentados en la
Figura 9 como ejemplo de todas las respuestas logradas, se puede percibir que estan
arbitrariamente alrededor de cero y no se observaron grupos de valores o

autocorrelaciones.

La Figura 10 y la Figura 11 muestran las respuestas optimizadas en los gréaficos de
contorno (Y1, Y2 y rendimiento) para cada uno de los compuestos identificados (C1, C2
y C3) como una funcion de las tres variables principales involucradas en EAC y EAU,
respectivamente. Las isolineas representan la proyeccion en el plano XY de la superficie
de respuesta tridimensional teorica predicha gracias al polinomio de segundo orden de
la Ec. [1] mediante las acciones binarias entre dos variables, cuando la variable excluida
se coloca en el valor individual 6ptimo pronosticado (parte A de la Tabla 9). En la
Figura 10 y en la Figura 11, la respuesta de rendimiento se muestra repetidamente para
facilitar la comprension de los cambios producidos en las respuestas Y1 y Ya.

La Figura 12 muestra las respuestas 2D individuales resumidas como una funcién de
las variables definidas para las técnicas de extracciéon EAC y EAU, para encaminar la
seleccion de las condiciones mas favorables. La linea representa el patron de respuesta
variable cuando los demas se ubican en los valores 6ptimos, presentados en la tercera
parte de la Tabla 9. Los puntos (®) representados junto a la linea resaltan la ubicacién
del valor optimo. Las respuestas adecuadamente optimizadas muestran patrones en los
que la cantidad de compuestos extraidos aumenta a un valor 6ptimo y luego disminuye
en funcidon de cada una de las variables independientes evaluadas. Por lo tanto, se puede
encontrar un éptimo absoluto en un solo punto, lo que permite calcular las condiciones
qgue conducen a ese valor. Este tipo de respuestas se puede representar facilmente
mediante modelos tridimensionales de las respuestas presentadas en la Figura 9, la
Figura 10 y la Figura 11. Por ejemplo, casi todas las respuestas derivadas de la EAU
produjeron respuestas Optimas absolutas claras para todas las variables, mientras que las
soluciones menos concluyentes se obtuvieron para la EAC, aunque las tendencias hacia
un Optimo absoluto se observan visualmente. Esto probablemente se debe a las
limitaciones que supone aumentar la variable T sin aumentar la presion del recipiente

(agregando otra variable al sistema).
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Figura 12. Resumen final de los efectos de todas las variables evaluadas para los
sistemas de EAC y EAU. Muestra los graficos 2D individuales de todas las respuestas
estudiadas en funcion de todas las variables evaluadas. Las variables en cada uno de los
graficos 2D se colocaron en los valores optimos individuales de las demés (Tabla 9).
Los puntos (©), presentados a lo largo de cada linea, resaltan la ubicacién del valor

optimo. Las lineas y los puntos son generados por los modelos tedricos polinomiales de
segundo orden (Tabla 8).
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4.1.2.3. Condiciones numéricas individuales y globales gue maximizan la extracciéon

Las condiciones dptimas absolutas o relativas (marcadas con *) que maximizan los
criterios de respuestas individuales y globales de los resultados, presentadas en las
Figura 9, Figura 10 y Figura 11, se muestran numéricamente en la Tabla 9, y
graficamente en la Figura 12. Estos valores fueron obtenidos por un simple

procedimiento de insercidn de restricciones a los rangos experimentales.

Concretamente, la parte A de la Tabla 9 muestra las condiciones individuales para EAC
y EAU de los criterios de respuesta Y; y Y, para C1, C2, C3 y CT. El compuesto de
antocianina méas abundante fue C2, ya sea como valores de formato de respuesta Y,
(~240 pg C2/g fruto seco por EAU), 0 Y, (~400 ug C2/g R por EAC), seguido de C3 vy,
por ultimo, C1. Las mayores respuestas de extraccion de CT fueron obtenidas mediante
EAC, logrando 330,84+17,6 ug C/g de fruto seco obtenidos utilizando *20,0 min, *90,0
°C y *63,5 % de etanol acidificado (valor del formato de respuesta Y;); y 551,6+24.3 pg
Clg R, obtenidos bajo las condiciones de *20,0 min, *90,0 °C y *100 % de etanol
acidificado (valor del formato de respuesta Y;). Las respuestas alcanzadas por los EAU
fueron cercanas a las producidas por el EAC, presentando valores de 338,7+23,7 ng C/g
de fruto seco (Y1, a 27,6 min, 241,0 W y 59,7 % de etanol acidificado) y 487,0+28.,4 ug
Clg R (Y2, a21,8 min, 215,1 Wy 64,3% de etanol acidificado). Ademas, la parte A de la
Tabla 9 muestra el rendimiento de extraccion del material residual, que fue del
75,31£3,9 % del fruto total seco para EAC (101,9 min, 64,1 °C y 64,7 % de etanol
acidificado); y 85,4+12,9 % del fruto total seco para EAU (55,0 min, 312,7 Wy 4,5 %
de etanol acidificado).

Combinando la informacion producida por los tres criterios de respuesta (Y1, Y2 y
rendimiento del extracto), el comportamiento completo de cada variable relevante que
influye en las respuestas se define en términos globales. Los resultados globales de

optimizacion se presentan en la parte B de la Tabla 9, y se resumen a continuacion:

- Parala EAC: las condiciones globales 6ptimas fueron de *20,0 min, *90,0 °C y
*63,5 % de etanol acidificado, produciendo un rendimiento de respuesta del
62,8+6,6 % del fruto total seco, valor de CT, proveniente, en el formato de
respuesta de Y; de 39,14+4,5 ug C1/g de fruto seco, 236,5+25,1 pug C2/g de fruto
seco, 54,0+6,1 nug C3/g de fruto seco, resultando 329,5+34,7 ng CT/g de fruto
seco; v, en el formato de respuesta Y», de 59,246,2 ug de Cl/g de R, 364,5+38,2
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pug de C2/g de R, 82,248,3 ng de C3/g de R, por lo que la suma es igual a
506,3+£52,9 ng de CT/g de R.

- Para la EAU: las condiciones globales 6ptimas fueron de 27,6 min, 243,7 W y
59,9 % de etanol acidificado, produciendo un rendimiento de respuesta del
79,9719,2 % del fruto total seco, valor de la suma de todos los compuestos, que
en formato de respuesta Y; proviene de 42,257 pg Cl/g de fruto seco,
240,6+26,1 pg C2/g de fruto seco, 55,8+6,3 pug C3/g de fruto seco, resultando
338,6+36,2 ug CT/g de fruto seco; y en el formato de respuesta Y, de 53,1+5,5
pg de Cl/g de R, 338,7+£36,8 pg de C2/g de R, 79,2+8,9 ng de C3/g de R, dando
lugar a 477,6+50,5 ng de CT/g de R.

Para ambas técnicas, las condiciones que conducen a los valores Optimos fueron
reevaluadas experimentalmente para garantizar la precision de los resultados
presentados y se encontraron respuestas ligeramente menos eficientes con EAU. Debido
a la naturaleza de la energia aplicada, los EAU parecen ser la técnica que deberia extraer
mayores cantidades de antocianinas, pero los resultados muestran lo contrario. Estos
resultados se corroboran con estudios similares en los que el material extraido de la
pulpa del fruto de Vitis vinifera L. mediante EAU produce valores de ~6350 ug/g de
fruto seco (Bosiljkov et al. 2017), mientras que al usar EAC, los valores alcanzados
fueron de hasta ~17000 pg/g de fruto seco (Elisia et al. 2006).

Con respecto al disolvente utilizado en las extracciones, una revision de la literatura
muestra que en la mayoria de los casos, las mezclas hidroalcohdlicas consiguen extraer
cantidades mayores que el alcohol puro o agua pura, como se muestra en dos estudios
que describen la extraccion de antocianinas del caliz de Hibiscus sabdariffa L., seguin
los que se obtuvieron ~200 pg/g de vegetal seco cuando se usé agua o alcohol puros
(Alarcon-Alonso et al. 2012), mientras que usando una mezcla alcohélica al 50 % como
solvente, se conseguia extraer ~1250 pg/g de vegetal seco (Salazar-Gonzélez et al.
2012).
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Tabla 9. Condiciones de las variables en valores naturales que conducen a valores de
respuesta Optima para RSM utilizando un DCCC para cada una de las técnicas de
extraccion evaluadas (EAC y EAU), para los tres formatos de valor de respuesta (Y1, Y2
y rendimiento) y para cada compuesto evaluado.

CONDICIONES OPTIMAS DE
LAS VARIABLES

CRITERIO RESPUESTA OPTIMA
oo t(min) 2 T CCYO s ()
1. P(W) 3.
A) Condiciones 6ptimas individuales de las variables
Rend. 101.9 64.1 64.7 753139 %

Cl  120.0* 20.0% 100.0* 41,7+6,2 g C1/g fruto seco
i v Cc2 20.0* 90.0* 65.2 238,2+14,9 ug C2/g fruto seco
EXTRACCION 1 c3 20.0* 90.0* 55.1 54,0£7,1 g C3/g fruto seco
ASISTIDA POR CT 20.0* 90.0* 63.5 330,8+17,6 pg CT/g fruto seco

CALOR (EAC) Cl  20.0* 72.9 100.0* 68,6+3,1 pugCligR

y, C2  200* 90.0* 100.0* 392,5+19,1 ug C2/g R

2 Cc3  200* 90.0* 100.0* 89,3+1,3 g C3/gR

CT 20.0* 90.0* 100.0* 551,6+24,3 png CT/g R

Rend. 55.0 312.7 4.5 85.4+12,9 %

c1 26.9 253.8 61.3 42,3+14,4 ug C1/g fruto seco
: c2 27.6 2405 59.6 240,6+19,9 g C2/g fruto seco
Eg;?fgf 'P%'\é Yioc3 27.0 250.0 59.8 55,9+6,8 g C3/g fruto seco
ULTRASONIDO CT 27.6 241.0 59.7 338,7+23,7 pg CT/g fruto seco

C1l 18.6 100.0* 100.0* 62,0+2,6 pgCligR

(EAU) v, C2 212 222.2 63.6 345,3+29,8 pg C2/g R

2 c3 19.9 181.9 70.2 82,3+9,7 pgC3/gR

CT 21.8 215.1 64.3 487,0£28,4 pg CT/gR

B) Condiciones 6ptimas globales de las variables

Rend. 62,816,6 %
C1 39,1+4,5 pg Cl/g fruto seco
3 v C2 236,5+25,1 ug C2/g fruto seco
EXTRACCION 1 c3 54,0£6,1 g C3/g fruto seco
ASISTIDA POR CT 20.0* 90.0* 65.4 329,5+34,7 pg CT/g fruto seco
CALOR (EAC) C1 59,246,2 g Cl/gR
y, C2 364,5+38,2 ug C2/g R
2 c3 82,2483 Hg C3/gR
CT 506,3+52,9 pg CT/gR
Rend. 79,9792 %
C1 42,2457 g Cl/g fruto seco
4 C2 240,6+26,1 ug C2/g fruto seco
E;(I-g$ﬁ§ : L%'\é Vi3 55,8+6,3 g C3/g fruto seco
CT 274 243.7 59.9 338,6+36,2 pg CT/g fruto seco
ULTRASONIDO c1 531455 g CligR
(EAU) v, C2 338,7+36,8 pg C2/g R
2 c3 79,2489 g C3/gR
CT 477,6450,5 pg CT/g R
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4.1.2.4. Estudio cinético complementario para determinar una respuesta maxima para
la EAC

Las antocianinas son conocidas por su sensibilidad al calor y, por lo tanto, el tiempo de
extraccion es una variable particularmente importante, pero depende en gran medida de
la matriz utilizada. Las frecuencias de los ultrasonidos tienen la capacidad de facilitar la
hidratacion de los materiales de la planta, logrando la ampliacion de los poros de la
pared celular, y provocando su ruptura, lo que acelera el proceso de extraccion de los
compuestos (Silva et al. 2017). Al mismo tiempo, los fendmenos de cavitacion crean
corrientes y fuerzas disruptivas que aumentan la temperatura del solvente que, en
reactores refrigerados como el que se aplicd, puede alcanzar hasta 70 °C, factor que

puede comprometer la estabilidad de las antocianinas (Clifford, 2000).

Al comparar los resultados de las eficiencias de extraccion entre las técnicas, la EAC
obtuvo valores significativamente méas altos. Los valores maximos de extraccion de la
EAU se tienen en cuenta con condiciones 6ptimas dentro de los rangos estudiados en el
DCCC, produciendo valores 6ptimos absolutos. Mientras tanto, para el caso de la EAC,
las condiciones dptimas propuestas muestran que periodos mas cortos de t que los
disefiados en DCCC, combinados con altas T podrian favorecer la extraccién de
antocianinas. Dado que la EAC fue la técnica que mas favorece la extraccion,
basandonos en los resultados presentados en la Figura 12, se estudiaron periodos mas
cortos de t con una T mas alta (por encima de 90 °C) que podrian mejorar
potencialmente las respuestas obtenidas. Debido a los fuertes efectos interactivos de tS
encontrados en los anélisis de RSM (Tabla 7), se incluyeron tres niveles diferentes de la
variable S (60, 80 y 100 % de etanol acidificado). En consecuencia, para describir todo
el potencial de la EAC, se llevo a cabo un estudio cinético en el que se establecieron
periodos de t de 1 a 60 min, a la T 6ptima de 90 °C, y tres valores de S diferentes (60, 80
y 100 % de etanol acidificado). Solo el CT fue representado porque la extraccion C1,
C2 y C3 se comporto de manera similar. Los datos obtenidos mostraron que un t mas
corto (~5 min) favorece la extraccion; menor de 5 min no seria suficiente para extraer el
contenido total de antocianinas y t valores superiores a 5 min comenzarian a
descomponer la estructura de los compuestos a cualquier valor de Sy a 90 °C. Varias
condiciones podrian aceptarse como Optimas, pero en un esfuerzo por determinar

aquellas mas adecuadas para un uso industrial, 5 min, 80 % de etanol acidificado y 90
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°C se consideran los valores mas propicios, que producen un rendimiento de respuesta
del 60,9 % del total del fruto seco, valores correspondientes a la cantidad total de
compuestos en el valor de formato de respuesta de Y; de 500,9 ug CT/g fruto seco, y de
800,6 ug CT/g R en el formato de respuesta de Y,. En comparacion con los valores
obtenidos en el RSM como condiciones dptimas relativas, se produce una reduccion del
extracto de R producido, un aumento de la proporcién de etanol acidificado necesaria
(de 63 a 80 %) y un aumento en la concentracion de antocianinas totales de 506,3 a
744,6 ng de CT/g R.

La extraccion de antocianinas de A. unedo mediante EAC no tiene un Unico punto
Optimo, sino que varias condiciones de t (1 a 6 min) y S (60 a 100 % de etanol) a alta T
(90 °C) son capaces de producir una elevada y concentrada respuesta. Esto hace que,
desde el punto de vista industrial, la cinética de extraccion de antocianinas de este fruto

sea un fendmeno muy peculiar y préctico.

4.1.3. Analisis dosis-respuesta del efecto de la relacion S/L en las condiciones dptimas

La cantidad ideal de solvente deberia ser suficiente para disolver los compuestos diana
(Albuquerque et al. 2017). La estructura de la matriz afectara la capacidad del solvente
para permeabilizar y extraer los compuestos deseados (Pinela et al. 2017). Por lo tanto,
se realiz6 un estudio S/L en las condiciones dptimas globales predichas por los modelos
polinébmicos obtenidos para las técnicas de extraccion EAC y EAU. Basado en
resultados preliminares, el proceso de extraccion de dosis-respuesta fue disefiado para
verificar los patrones S/L desde 5 g/L hasta 150 g/L. El efecto S/L se puede describir
mediante una simple relacion no lineal utilizando la ecuacién [2]. Los resultados de la
dosis-respuesta de la relacion S/L para EAC y EAU se presentan en la Figura 13 para
todos los criterios de respuesta, pero solo para el CT se representa porque la extraccién
de los compuestos individuales (C1, C2 y C3) se comporté en modo similar. En todos
los casos, las respuestas obtenidas a través de los sistemas EAC y EAU son
consecuentes con los resultados anteriores. El aumento de la relacion S/L conduce a una
disminucion en la capacidad de extraccion del solvente; en consecuencia, las respuestas
de extraccién alcanzan un valor méximo a valores minimos de S/L y un minimo a
valores mas altos de S/L, justificAndose las pérdidas respectivas por los resultados
paramétricos derivados de la ecuacion [2] y [3]. Teniendo en cuenta esto, los resultados

obtenidos para EAC y EAU en términos del criterio de respuesta Y; son los siguientes.
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- Para la EAC: el valor de K que representa el valor maximo alcanzado fue de
500,9422,1 pg/g de fruto seco; el valor de m que contabiliza el valor de S/L que
proporciona el 50 % del valor del parametro K fue 98,9+11,7 g de fruto seco/L;
el valor de v que proporciona la tasa promedio de proceso decreciente fue de
1,16+0,21 pg/g de fruto seco por g fruto seco/L; el coeficiente de determinacion
R? logrado fue de 0,9471; y el pardmetro adimensional a fue 0,66+0,11.

- Para la EAU: K fue igual a 348,6+21,5 ug/g de fruto seco; m tomo el valor de
122,8+8,5 g fruto seco/L; v equivale a 3,16+0,63 ng/g de fruto seco por g de
planta seca/L; R? = 0,9411; y a = 3,21+0,83.

Los resultados en términos del criterio de respuesta Y, fueron:

- Para EAC: K = 800,6+31,5 pg/g de R; m = 104,5+10,2 g fruto seco/L; v
1,73+0,17 pg/g de R por g fruto seco/L; R? = 0,9102; y a = 0,65+0,13.

- Para EAU: K = 499,2+70,1 ug/g de R; m = 127,0+41,3 g fruto seco/L; v

4,32+0,96 pg/g de R por g fruto seco /L; R? = 0.9490; y a = 3,17+1,01.

Los resultados en términos del criterio de respuesta rendimiento fueron (solo el
parametro K mostro valores significativos debido a la falta de cambios de la respuesta

como una funcién de la variable S/L):
- Parala EAC: K = 60,9+10,3 % con un R* = 0,9954.

- Parala EAU: K =66,8+6,5 % con un R% = 0,9940.

En términos estadisticos, los modelos matematicos de las ecuaciones [2] y [3],
utilizados para evaluar las tendencias S/L no lineales, mostraron parametros altamente
significativos para todas las técnicas, hecho que también fue verificado por los altos
valores de R? alcanzados, lo que indica la buena correlacién del modelo con los
resultados experimentales obtenidos. A partir de este andlisis paramétrico, se pueden
determinar las diferentes tendencias del efecto S/L en las condiciones Optimas de
extraccion logradas para cada una de las técnicas analizadas por medio de los

pardmetros mas relevantes (K, my v).
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Figura 13. Resumen final de los efectos de todas las variables evaluadas para los
sistemas de EAC y EAU. Muestra la respuesta a la dosis de la relacion S/L en los
valores Optimos globales de las otras tres variables (Tabla 9). Los resultados
experimentales son los puntos (O), mientras que las lineas son el patron predicho por la
Ec. [2]. El valor limite (~150 g/L) muestra la concentracion experimental maxima

alcanzable, ya que llega un momento en que la muestra no se puede agitar fisicamente a
escala de laboratorio.
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En conclusion, se puede observar que la EAC es la técnica con la que se lograron
mayores rendimientos de CT, en el intervalo de S/L de 5 a 40 g/L, corroborado por los
valores mas altos del parametro K. La disminucion observada con la EAU es levemente
mas alta que la observada en la EAC, como sefialan los parametros m y v. De hecho, la
EAC es mas eficiente para extraer CT en rangos S/L de 50 a 150 g/L que la EAU, donde
la pérdida es mayor al aumentar la relacion S/L, lo que indica que los rendimientos de
extraccion son mas eficientes en el sistema EAC. Se encontré un comportamiento

similar para los otros criterios de respuesta (Y, y rendimiento).

4.1.4. Comparacién con otros estudios que comprenden la extraccion de antocianinas

El uso de los frutos del madrofio no estd muy extendido, tal vez debido a la falta de
cultivos especializados y/o al hecho de que su sabor solo es agradable si se consumen
bastante maduros. En consecuencia, la informacién cientifica sobre la composicion
quimica y la concentracion de los compuestos presentes en esta matriz es escasa. El
contenido total de antocianinas optimizadas en los frutos de madrofio reportados en este
documento es ~500 pg/g de fruto seco o ~800 pg/g de R. Estos valores se ubican dentro
de los valores medios descritos por otros autores en muestras de plantas similares. Las
antocianinas pueden estar presentes en todas las partes de las plantas, aunque se
encuentran principalmente en frutos, verduras y flores, confiriéndoles una amplia gama

de colores (Brouillard 1982; Delgado-Vargas and Paredes-Lopez 2003).

El contenido de antocianinas varia ampliamente en muestras de frutos similares, desde
los ~20 pg/g de fruto seco de la ciruela (Timberlake C.F. 1988) a los ~15000 pg/g de
fruto seco de la baya del sauco (Clifford 2000). Los resultados obtenidos estan en
sintonia con los valores reportados para frutos similares y conocidos por alto contenido
de antocianinas como Nitraria tangutorum Bobr. (~650 pg/g de fruto seco) (Sang et al.
2017) y Aristotelia chilensis L. (400 a 1500 pg/g de fruto seco) (Gironés-Vilaplana et al.
2014).

Ademas, el contenido de antocianinas de los frutos de madrofio es similar a los valores
obtenidos en célices de Hibiscus sabdariffa L., que oscilan entre 300 y 1250 ug/g de
planta seca (Salazar-Gonzélez et al. 2012). En cuanto a las semillas y los tubérculos,
aunque hay excepciones, por lo general presentan un valor de rendimiento mas bajo de

antocianinas que los frutos; tal es el caso de Vitis vinifera L., cuyos valores rondan los
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~25 pg/g de semillas secas (Ghafoor et al. 2009), o los tubérculos de Ipomoea batatas

L., que apenas alcanzan los ~300 pg/g de tubérculos secos (Zhu et al. 2017).

4.2. Produccion de extractos naturales de antocianinas a partir de frutos de
Arbutus unedo L. para usarlos como posibles sustitutos de los colorantes artificiales
en escala pre-indutrial, y su estabilizacion para su incorporacién en productos

alimentarios

Siguiendo los requisitos legales y comerciales que van surgiendo, la industria
alimentaria tiende a usar preferentemente ingredientes naturales (Carmona 2013). En el
caso de los colorantes, las antocianinas representan una atractiva y natural alternativa a
los sintéticos. La estabilidad de las antocianinas es esencial para garantizar la calidad y
el desarrollo de un colorante basado en estos componentes bioactivos. Sin embargo, los
extractos naturales ricos en antocianinas son susceptibles a la degradacién por varios
factores y la estabilidad de estos compuestos durante su aplicacion es un paso crucial.
Los principales factores identificados que afectan la estabilidad son el tiempo (t), la
temperatura (T) y el pH (Komatsu et al., 2014b; Zhu et al., 2002). No obstante, otros
factores como la exposicién a la luz, el contenido de humedad o el contenido de iones
metélicos entre otros, también se han sefialado como relativamente importantes (Li,
Taylor, & Mauer, 2011).

Se realiz6 un estudio de la estabilidad del extracto de antocianinas obtenido segln las
condiciones éptimas determinadas. Ademas, realizamos pruebas sobre su bioactividad,
analizando su efectividad como antitumoral, antimicrobiano y antioxidante, v,
finalmente, procedimos a la aplicacion de su uso incorporandolo en una matriz

alimentaria, en este caso, en un producto de confiteria, gofres.

4.2.1. Determinacioén de las bioactividades del extracto rico en antocianinas obtenido

Nuestro grupo de investigacion ha desarrollado previamente algunos trabajos que
utilizan frutos de A. unedo debido a su uso tradicional en el Noreste de Portugal.
Inicialmente, los estudios revelaron propiedades antioxidantes gracias a la presencia de
importantes moléculas con capacidad scavenger como tocoferoles y carotenoides
(Barros et al. 2010; Guimaraes et al. 2010). Posteriormente, (Guimarées et al. 2013) se
llevd a cabo una extensa caracterizacion de los compuestos fenolicos presentes en

dichos frutos. Méas tarde, (Guimardes et al. 2014) se prepararon dos extractos
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enriquecidos en compuestos fendlicos para evaluar y comparar sus bioactividades por
separado: uno rico en compuestos fenodlicos no antocianidicos, y un extracto rico en
compuestos antocianinas. En el presente estudio, se realizd la optimizacién de la
extraccion para obtener un extracto rico en cianidina-3-O-glucésido de estos frutos.
Dicho punto 6ptimo obtenido también fue evaluado teniendo en cuenta sus propiedades
bioactivas y sus capacidades colorantes.

4.2.1.1. Evaluacidn de las propiedades antioxidantes

Existen varias técnicas que pueden usarse para evaluar la actividad antioxidante de
compuestos puros 0 mezclas complejas (como en el caso de extractos de plantas). En
nuestro estudio, para evaluar la actividad antioxidante del extracto de A. unedo, se
seleccionaron cuatro ensayos complementarios in vitro: actividad captadora de radicales
de DPPH, ensayo del poder reductor, inhibiciéon de la decoloracion del B-caroteno e
inhibicion de la formacion de TBARS. Los resultados se expresan en valores de ECs
(ug/mL) como se resume en la Tabla 10. El extracto obtenido de frutos de A. unedo
mostrd, tener una alta actividad antioxidante en los diferentes ensayos, pero
principalmente en la capacidad de inhibir la formacion de TBARS donde, se obtuvo el

valor méas bajo de ECsp.

En un estudio reciente, se prepard un extracto de A. unedo rico en catequina y se
demostrd su alta actividad antioxidante (Takwa et al. 2018). Los resultados de dicho
estudio revelaron que, solo en el ensayo del PR, el valor de ECsp (328+2 pg/mL) fue
menor que el obtenido en el presente trabajo, para los ensayos restantes nuestro extracto

revel6 un mayor potencial antioxidante.

4.2.1.2. Evaluacion de la citotoxicidad

Los efectos potenciales de muchos compuestos naturales como agentes
anticancerigenos, in vitro e in vivo, se han descrito en diferentes estudios (Carocho &
Ferreira, 2013). Por lo que se decidié determinar los efectos de los extractos obtenidos
en el presente estudio sobre el crecimiento de cuatro lineas de células tumorales
humanas (MCF-7, NCI-H460, HeLa y HepG2), obteniéndose diferentes valores de Glsg
(ng/mL), que son detallados en la Tabla 10. El extracto de A. unedo rico en cianidina-3-
O-glucosido no mostré resultados positivos para las lineas celulares NCI-H460 y
HepG2 (Glso> 400), pero si un efecto moderado para las lineas celulares HeLa e MCF-

7. El extracto de A. unedo rico en cianidina-3-O-glucésido no demostro citotoxicidad en
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lineas celulares PLP2 (Glsp> 400). Un estudio donde se evaluaron las propiedades
bioactivas de diferentes plantas medicinales incluye también resultados que revelan que

A. unedo no presento citotoxicidad para el higado (Ziani et al. 2015).

4.2.1.3. Evaluacidn de las propiedades antimicrobianas

El potencial antimicrobiano también se estudid contra un total de ocho bacterias y siete
hongos, elegidos debido a su importancia en la salud pablica. Los resultados obtenidos,
expresados como valores CMI (ug/mL), se presentan en la Tabla 10 y se dividen en
actividad antibacteriana y actividad antifangica. Los resultados mostraron que extracto
de A. unedo rico en cianidina-3-O-glucosido, ademas de una alta actividad antioxidante,
también posee una alta actividad antimicrobiana, particularmente contra Salmonella
enteritidis y Bacillus cereus. Asi mismo, también se confirm6 la alta actividad
antifangica del extracto rico en antocianinas, siendo Aspergillus fumigatus y Aspergillus

ochraceus los hongos mas sensibles, con los valores CMI mas bajos.

Segun algunos autores, la alta capacidad antioxidante y antimicrobiana demostrada por
el extracto de A. unedo rico en cianidina-3-O-glucésido puede explicarse por la
presencia de niveles significativos de compuestos fendlicos que presenta dicho extracto
(Albuquerque et al. 2016; Guimarées et al. 2013).
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Tabla 10. Actividad antioxidante, citotoxica, hepatotdxica y antimicrobiana del extracto de
Arbutus unedo L. (media £ desviacion estandar).

Extracto de A. unedo

Control (Trolox)

ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE ECso ECso
(ng/mL) (ng/mL)
Actividad captadora de radicales DPPH 295+13 41+1
Poder reductor 447+4 41.7+0.3
Inhibicidn de la oxidacién de p-caroteno 901+41 18+1
TBARS 257+4 2311
CITOTOXICIDAD EN LINEAS DE Extractoc;:ile A. unedo ControIG(IIEhptlcma)
CELULAS TUMORALES 50 50
(ng/mL) (ug/mL)
NCI-H460 (cancer de pulmén no microcitico) >400 1.0+0.1
HeLa (carcinoma cervical) 350+10 1.91+0.06
HepG2 (carcinoma hepatocelular) >400 1.1+0.2
MCF-7 (adenocarcinoma de mama) 338+14 0.91+0.04
CITOTOXICIDAD EN LINEAS DE ExtractoGdIe A. unedo ControIG(IIEhptlcma)
CELULAS NO TUMORALES %0 %0
(ng/mL) (ng/mL)
PLP 2 (células primarias de higado de cerdo) >400 3.2+0.7

Extracto de A. unedo

Control (Ampicilina)

ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA CMI CMB CMI CMB
(ng/mL) (ng/mL) (ng/mL) (ng/mL)
Bacterias Gram negativas
Escherichia coli - - 400 500
Salmonella enteritidis 150 300 300 600
Salmonella typhimurium 200 300 400 750
Enterobacter cloacae - - 250 500
Bacterias Gram positivas
Staphylococcus aureus 300 600 250 450
Bacillus cereus 150 450 250 400
Micrococcus flavus 300 600 250 400
Listeria monocytogenes 300 600 400 500
Extracto de A. unedo Control (Ketoconazol)
ACTIVIDAD ANTIFUNGICA CMI CMF CMI CMF
(ng/mL) (ng/mL) (ng/mL)  (ug/mL)
Aspergillus fumigatus 150 450 250 500
Aspergillus ochraceus 200 450 1500 2000
Aspergillus versicolor 300 600 200 500
Penicillium funiculosum 450 600 200 500
Penicillium ochrochloron 300 600 2500 3500
Candida crusei 300 600 075 150
Penicillium verrucosum 450 600 200 300

Los valores de ECs, corresponden a la concentracion de muestra que alcanza el 50% de actividad antioxidante 6
0,5 de absorbancia en el ensayo del poder reductor. Los valores de Gls, corresponden a la concentracion de
muestra que alcanza el 50% de la inhibicién del crecimiento de lineas celulares tumorales humanas, o en el
cultivo primario de higado PLP2. Los valores CMI corresponden a la concentracion minima de muestra que
inhibe el crecimiento bacteriano; CMB o CMF corresponden a las concentraciones minimas bactericida o

fungicida, respectivamente.
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4.2.2. Estabilidad de los extractos en sistemas de solucién acuosa, simulando matrices

alimentarias

El extracto natural de frutos de madrofio (A. unedo) rico en antocianinas
(principalmente cianidina-3-O-glucosido) presenta un contenido optimizado total de
~500 pg/g de fruto seco u ~800 pg/g de R (sabiendo que era el ~60% del fruto total
seco). Dichos valores pueden ubicarse dentro de los valores medios descritos por otros
autores en muestras vegetales similares, aunque el contenido de antocianinas puede
variar ampliamente segin la matriz de la que se trate, mismamente entre frutos
similares, desde ~20 ug/g de fruto seco (ciruela) (Timberlake C.F. 1988) hasta ~15000
ug/g de fruto seco (baya del sauco) (Clifford 2000). Los resultados alcanzados estan
dentro de los valores medios contenidos en frutas conocidas por su alto contenido de
antocianinas como Nitraria tangutorum Bobr. (~650 pg/g de fruto seco) (Sang et al.
2017) y Aristotelia chilensis L. (400 a 1500 pg/g de fruto seco) (Gironés-Vilaplana et al.
2014). Las variables no controlables, como el cultivo del suelo, la exposicion al sol, el
tiempo de cosecha, etc., y las variables controlables, como las condiciones de extraccién
(tiempo, solvente, temperatura, etc.) y las técnicas usadas (extraccion asistida por
ultrasonidos, por calor, por microondas, etc.), pueden afectar a la concentracion de los
compuestos, aumentando o disminuyendo las eficiencias de rendimiento. Sin embargo,
las buenas eficiencias de extraccion de antocianinas alcanzadas con los frutos de A.
unedo, en comparacion con otras fuentes, enfatizan la necesidad de realizar
evaluaciones mas detalladas de la estabilidad de los compuestos obtenidos. Desde el
punto de vista de la estabilidad, los principales factores incluyentes son el t (Komatsu et
al. 2014), el pH (Su et al. 2003), la T (Demeule et al. 2002), el nivel de oxigeno (Labbé
et al. 2008) y la concentracion de otros compuestos, como los antioxidantes, iones
metalicos y otros componentes (Zhu et al. 1997). Ya que, aunque todos estos parametros
son relevantes, la mayoria de los autores coinciden en que los esenciales sont, pHy T
(Komatsu et al. 2014; Li et al. 2012, 2011), a continuacion, se controlara la estabilidad
del contenido de antocianinas en funcion de dichas variables, en un sistema de solucién

acuosa que simula un entorno alimentario.

Por lo tanto, se investigaron los efectos de t, pH y T sobre la estabilidad de los
compuestos presentes en el extracto natural optimizado. Para todas las respuestas, la

estabilidad se control6 mediante cuantificacion de compuestos por HPLC-DAD.
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El andlisis grafico individual dependiente de t de los resultados de estabilidad del
contenido total de antocianinas en la solucién acuosa, en funcion del pH y T, se presenta
en la seccion A de la Figura 14, mientras que en la Figura 15 (secciones A) se muestra
la estabilidad individual de los compuestos de antocianina (C1, C2 y C3). Cada gréafico
muestra los efectos degradatorios de t (0-24 h) a cada T probada (4, 25, 40, 55 y 70 °C).
Los puntos son los datos experimentales de los diferentes pHs evaluados (@ 2, O 3.5,
¢ 5 & 65y % 8)y las lineas (-), los resultados predichos por la Ec. [4]. Los
resultados paramétricos y los coeficientes de correlacion se presentan en la Tabla 11.
Para poder describir esos efectos de una forma multivariada, el parametro de la tasa de
degradacion (r) tiene en cuenta todos los efectos de perturbacion causados por las
variables pH y T. El aumento en las unidades de estas dos variables provoca un aumento
exponencial en la tasa de degradacion del contenido de antocianinas. El efecto T se
comporta siguiendo la definicién del concepto de Arrhenius, presentada en Ec. [5].
Debido a que los efectos del pH no pueden describirse mediante ninguna funcion fisico-
quimica estandar, los mecanismos que rigen su efecto en reacciones quimicas basicas o
en organismos vivos complejos son muy diferentes. Para el caso particular de la
estabilidad de los compuestos de antocianina en sistema acuoso, el efecto del pH sigue
una relacion exponencial como se describe en la Ec. [6]. Por tanto, se puede desarrollar
un modelo multivariable global que controle el efecto de t, pH y T en la estabilidad del
sistema acuoso, mediante la sustitucion del parametro r de la Ec. [4] con las ecuaciones

que rigen la T (Ec. [5]) y el efecto del pH (Ec. [6]), de la siguiente manera:
Ea
e(t, pH,T)=kexp(—pexp(—ﬁ+prjtj [26]

Al sustituir el parametro r por el resultado de multiplicar las Ecs. [5] y [6], la nueva
expresion resultante comparte un factor preexponencial (A y s) y su uso en conjunto sera
redundante, por lo tanto, un nuevo factor se describe y se sefiala como p. Todas las
demas notaciones paramétricas son como se define en la seccién de material y métodos.
La Seccién B de las Figura 14 y Figura 15 muestran los resultados globales de ajuste
multivariable de la aplicacion de la Ec. [26] para describir los datos multivariables

completos.
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Figura 14. Estabilidad de CT como una funcion de t, T y pH en un sistema acuoso que
simula matrices alimentarias. La Seccion A muestra el analisis grafico individual
dependiente del tiempo, de los resultados de estabilidad basados en el contenido de
antocianinas como una funcion de T y pH. Cada grafico muestra los efectos
degradatorios de t (0-190 h) para cada T testada (5, 25, 40, 55 and 70 °C). Los puntos
representan los datos experimentales de los diferentes pHs testados (@ 2, O 3,5, ¢ 5,
< 6,5 and * 8) vy las lineas (—), los resultados predichos por la Ec. [1]. Los resultados
paramétricos y los coeficientes de determinacion se presentan en la Tabla 11. La
Seccion B muestra los resultados del ajuste global multivariable resultante de aplicar la
Ec. [5] para describir todos los datos multivariables: B1 muestra el patron de la
superficie neta paramétrica de la cinética r en funcion de sus respectivas variables de
afectacion (pH y T); y B2 muestra la correlacion entre los valores experimentales y los
pronosticados obtenidos con el modelo multivariable presentado en Eq. [5].
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Figura 15. Estabilidad individual de C1, C2 y C3 como una funcion de t, T y pH en
solucion acuosa que simula matrices alimentarias. En esta figura se representan dos
subsecciones para cada compuesto. En la Seccion A se muestra el analisis grafico
individual dependiente del tiempo, de los resultados de estabilidad basados en el
contenido de antocianinas como una funcién de T y pH. Cada grafico muestra los
efectos de degradacion del tiempo (0-190 h) para cada T testada (4, 25, 40, 55y 70 °C).
Los puntos representan los datos experimentales de los diferentes pHs testados (@ 2, O
35, &5 & 65y % 8)y las lineas (—), los resultados predichos por la Ec. [1]. Los
resultados paramétricos y los coeficientes de determinacion se presentan en la Tabla 11.
La Seccion B muestra los resultados del ajuste global multivariable resultante de aplicar
la Ec. [5] para describir todos los datos multivariables del patrén de la superficie neta

paramétrica de la cinética r en funcion de sus respectivas variables de afectacion (pH y
T).
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Los resultados paramétricos para el analisis de las diferentes multivariables fueron:

- Para CT: k=819,00+56,1 pg/g R, p=59,32+11,2, Ea=4,35x10+9+0,98x10+9 kJ y
b=10.05+3.5, obteniendo valores de R? de 0,9577.

- Para C1: k=50,16+4.3 ugl/g R, p=57,10+9,7, Ea=4,35x10"%+1,21x10"° kJ y
b=8,91+2,3, obteniendo valores de R* de 0,9396.

- Para C2. k=527,35+116,4 ug/g R, p=59,38+7,8, Ea=4,35x10"°+0,46x10"° kJ y
b=10,23+3,2, obteniendo valores de R? de 0,9590.

- Para C3: k=101,20+31,4 pg/g R, p=57,95+7,6, Ea=4,35x10"°+0,44x10"° kJ y

b=9,42+3,5, obteniendo valores de R? de 0,9534.

En todos los casos, la descripcion estadistica fue significativa y la prediccion de la
estabilidad del contenido de antocianinas en la solucion mediante la Ec. [26] mostraron
valores de R? altamente consistentes. El analisis multivariable expresado por la cinética
r en funcion de sus respectivas variables de afectacion (pH y T) y presentado en cada
una de las figuras en las subsecciones B muestra el patron paramétrico de la superficie

neta.

Las conclusiones estan en concordancia con los resultados reportados previamente
(Komatsu et al. 2014; Li et al. 2012, 2011), encontrando que a T<20°C y pH<3.5 el
extracto es mas estable, disminuyendo todo lo posible la tasa de degradacién de

compuestos de antocianina.

En solucidn acuosa, el sistema demostrd ser altamente dependiente de las tres variables
estudiadas. Los compuestos se descomponen completamente con el tiempo a diferentes
pH y T. Este fendmeno también fue detectado por otros autores que estudiaron la
estabilidad de la catequina y derivados de otras matrices como el té verde y el cacao
(Komatsu et al., 2014; Li et al., 2012; Zhu et al., 2002, 1997). En términos similares con
otros autores (Li et al. 2012), los resultados indicaron que los extractos de antocianinas
en solucion acuosa se mantuvieron estables en valores de pH inferiores a 3,5 y
temperaturas inferiores a 30 °C durante un periodo de 72 h. Incluso en condiciones
térmicas elevadas (70 °C), a pH inferiores a 3, el contenido de antocianinas se detecta
durante 1h sin grandes pérdidas. Estos resultados pueden limitar la aplicacion directa
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del extracto de antocianina, favoreciendo su aplicacién en alimentos acidos como
algunos quesos, jugos de fruta, productos de frutas o verduras, mayonesas y yogures
(Food Ingredients Brasil 2008).

La cuestion clave radica en el hecho de que las antocianinas experimentan degradacion
cinética durante el procesamiento térmico y que el aumento del pH causa cambios
moleculares en detrimento de sus propiedades de color (Komatsu et al. 2014; Ruiz-
Rodriguez et al. 2011). La solucién analitica de dicho sistema a través de modelos
matematicos es importante y necesaria, pero no exenta de complejidad debido a las
respuestas heterogéneas de las variables involucradas. Lograr una solucion exitosa del
modelo matematico permitiria controlar la mayoria de los factores que afectan el
sistema, ayudando a estandarizar las variables clave para producir extractos estables a

partir de vegetales y, por lo tanto, optimizar el proceso de extraccion completo.

El andlisis de la estabilidad de los compuestos de antocianina extraidos a partir de los
frutos de madrofio es crucial para predecir el comportamiento de vida Gtil de los mismos
en diversas situaciones de procesamiento. De hecho, el procesamiento de alimentos,
entre otros, es un factor que afecta directamente a la integridad de las moléculas.
Controlar las condiciones de t, pH y T, entre otras variables, son aspectos esenciales
para mantener la eficiencia del proceso y obtener productos de alta calidad. Se
desarrollaron modelos matematicos y se realizaron multiples gréaficos para establecer e
ilustrar los valores 6ptimos de las variables independientes estudiadas. Por lo tanto, los
modelos cinéticos podrian usarse para calcular la vida Gtil y predecir la estabilidad de
los compuestos en condiciones de pH y T dadas para los sistemas, en polvo y en
disoluciéon acuosa. Las condiciones Optimas de estabilidad para el contenido de
antocianinas en solucion acuosa fueron pHs<3,5 y Ts<30 °C, segun las cuales
permanecieron intactas durante un periodo de al menos 72 h. Ademas, utilizando las
condiciones de procesamiento Optimas, es posible producir extractos funcionales con
alto potencial como nutracéuticos o como ingredientes activos en el disefio de alimentos
funcionales, que también se pueden extender a otros campos industriales, como las

industrias farmacéutica y cosmocéutica.
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Tabla 11. Resultados de los parametros e intervalos de confianza del contenido de CT, C1, C2 y C3 ajustados al modelo dependiente de t
recogido en la Ec. [1] a diferentes condiciones de pH y T al evaluar la estabilidad durante el proceso de obtencion del extracto enriquecido.

CT C1 Cc2 C3
PR T k@ O G Y (- k@ T 2 k®  rO g
(ggR) () (hg/g R) () (ggR) (") (g/gR) (™)
40 20 818,9+66,28 0,001+0,001 0,909 51,4447 0,003+0,001 0,870 557,0+38,43 0,001+0,001 0,890 103,7+9,23  0,002+0,000 0,890
40 35 818,9+79,46 0,003+0,001 0,970 51,4+¢5,10 0,006+0,001 0,992 557,0+53,59 0,003+0,001 0,962 103,7+10,11 0,004+0,000 0,975
40 50 818,9+81,41 0,005+0,002 0,994 51,4+4.89 0,013+0,001 0,952 557,0+£55,41 0,005+0,001 0,995 103,7+10,13 0,009+0,000 0,976
40 65 818,9+81,48 0,008+0,003 0,995 51,4+5,13 0,033+0,001 0,998 557,0+£55,31 0,009+0,002 0,993 103,7+10,19 0,017+0,001 0,983
40 8.0 818,9+81,15 0,010+0,003 0,991 51,44512 0,044+0,001 0,997 557,0£55,12 0,010+0,002 0,990 103,7+£10,35 0,024+0,001 0,998
200 20 818,9£79,25 0,002+0,001 0,968 51,4+4,62 0,005+0,001 0,899 557,0+£53,90 0,002+0,001 0,968 103,7+£9,53 0,003+0,000 0,919
20.0 35 818,9+81,34 0,007+0,002 0,993 51,4+4,96 0,020+0,001 0,965 557,0£55,21 0,007+0,002 0,991 103,7+£10,06 0,012+0,000 0,970
20.0 5.0 818,9+81,77 0,014+0,005 0,998 51,4#512 0,064+0,001 0,997 557,0£55,56 0,015+0,003 0,997 103,7+£10,34 0,031+0,001 0,997
20.0 65 818,9+81,73 0,020+0,006 0,998 51,4+514 0,111+0,002 1,000 557,0£55,63 0,021+0,005 0,999 103,7+£10,37 0,057+0,002 1,000
20.0 8.0 818,9+81,36 0,023+0,007 0,993 51,4+5,14 0,143+0,003 1,000 557,0£55,42 0,025+0,006 0,995 103,7+10,37 0,102+0,004 1,000
400 2.0 818,9£79,24 0,003+0,001 0,967 51,4+4,78 0,008+0,001 0,930 557,0£53,64 0,003+0,001 0,963 103,7+£9,79  0,005+0,000 0,944
40.0 35 818,9+81,75 0,017+0,006 0,998 51,445,05 0,047+0,001 0,984 557,0+55,62 0,018+0,004 0,999 103,7+10,17 0,034+0,001 0,980
40.0 5.0 818,9+81,34 0,032+0,010 0,993 51,4+5,09 0,129+0,003 0,991 557,0+£55,39 0,035+0,008 0,994 103,7+10,34 0,071+0,003 0,997
400 6.5 818,9+81,83 0,092+0,030 0,999 51,4+5,11 0,237+0,005 0,994 557,0+£55,67 0,098+0,022 0,999 103,7+10,23 0,177+0,007 0,986
400 8.0 818,9+81,88 0,385+0,126 1,000 51,4+5,14  2,250+0,046 1,000 557,0+£55,69 0,412+0,092 1,000 103,7+10,37 0,659+0,027 1,000
55.0 20 818,9+77,79 0,010+0,003 0,950 51,4+¢5,11 0,041+0,001 0,994 557,0+53,18 0,010+0,002 0,955 103,7+10,29 0,023+0,001 0,992
55.0 35 818,9+81,71 0,059+0,019 0,998 51,4+5,09 0,155+0,003 0,991 557,0+£55,52 0,062+0,014 0,997 103,7+10,26 0,102+0,004 0,989
55.0 5.0 818,9+81,84 0,254+0,083 0,999 51,4+5,14 0,791+0,016 1,000 557,0+55,60 0,268+0,060 0,998 103,7+10,28 0,498+0,020 0,991
55.0 6.5 818,9+81,84 0,449+0,147 0,999 51,4+5,14 6,688+0,137 1,000 557,0+55,63 0,481+0,107 0,999 103,7+10,37 0,843+0,035 1,000
55.0 8.0 818,9+81,82 0,699+0,229 0,999 51,4+5,14 12,894+0,265 1,000 557,0+55,66 0,740+0,165 0,999 103,7+10,37 4,784+0,198 1,000
70.0 20 818,9+67,27 0,062+0,017 0,821 51,4+5,11 0,393+0,008 0,994 557,0+46,19 0,068+0,013 0,829 103,749,97 0,194+0,008 0,961
70.0 35 818,9+81,55 0,237+0,077 0,996 51,445,144 0,922+0,019 1,000 557,0+£55,56 0,253+0,056 0,997 103,7£10,34 0,572+0,024 0,997
70.0 5.0 818,9+81,85 0,561+0,184 0,999 51,445,14 6,271+0,129 1,000 557,0+55,62 0,592+0,132 0,999 103,7+£10,37 1,591+0,066 1,000
70.0 6.5 818,9+81,89 0,927+0,304 1,000 51,445,14 5,635+0,116 1,000 557,0+55,52 0,836+0,186 0,997 103,7+£10,37 4,967+0,206 1,000
70.0 8.0 818,9+81,90 1,288+0,422 1,000 51,445,14 4,943+0,102 1,000 557,0+£55,70 1,517+0,338 1,000 103,7+£10,37 4,285+0,178 1,000
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4.3. Incorporacion del extracto optimizado de cianidina-3-O-glucoésido proveniente
de Arbutus unedo L. en gofres, como posible sustituto de los actuales colorantes

sintéticos

Cuando se trata de evaluar el efecto de la incorporacion de ingredientes naturales en los
alimentos, principalmente con la funcién de colorante, se vuelve indispensable evaluar
los cambios causados en el color de los alimentos. Teniendo en cuenta que la apariencia
externa de los alimentos es uno de los primeros aspectos que el consumidor considera y
que puede conducir a una aceptacion o rechazo por parte del consumidor, es importante
evaluar los parametros del color en comparacion con los gofres control, y evaluarlos a
lo largo del tiempo de almacenamiento. La parte A y B de la Tabla 12 muestra los
valores obtenidos para cada uno de los parametros de color evaluados (L*, a* y b*) en
cada una de las muestras y para los diferentes tiempos de almacenamiento asi como los
valores de pH (Tabla 12). Aunque visualmente es posible verificar un ligero cambio de
color cuando se incorpora el extracto de A. unedo, que da un color més dorado (Figura
16, sub-figura 3.a) a los gofres, en comparacion con el control Figura 16, sub-figura

3.b), los resultados muestran que estos cambios no son estadisticamente significativos.

Cuando evaluamos los distintos parametros de color en pasteleria y productos de
panaderia, es necesario tener en cuenta que el color de la corteza esta directamente
relacionado con la temperatura y el tiempo de coccion (Debonne et al. 2017) para esto,
en este trabajo experimental se intentdé ser muy estricto en relacion con estos dos
parametros. Los resultados presentados en la Tabla 12 (parte A y B) demuestran que la
incorporacion de un extracto de A. unedo rico en cianidina-3-O-glucésido no causd
cambios significativos en el color e pH en los gofres, en comparacion con el control, en
los diferentes tiempos de almacenamiento. Por lo tanto, el colorante natural incorporado
fue capaz de dar un color mas oscuro visualmente, siendo mas atractivo, pero no

afectando totalmente el color original.

La Tabla 12 (parte C, D y E) muestra el contenido de macronutrientes, energia,
azUcares libres y acido grasos de lo gofres incorporados con extracto de A. unedo rico
en cianidina-3-O-glucosido, durante el almacenamiento. Es posible verificar que los

carbohidratos son los macronutrientes mas abundantes en los gofres.
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| Frutos de Arbutus unedo L. |
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T
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Etanol:Agua (80:20)
Extraccién durante 5 min a 90°C
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Evaporacion del solvente
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Extracto rico en antocianinas

Principaimente cyanidin-3-O-glucoside

2 ESTABILIDAD EN AGUA PARA PREDECIR
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Propiedades de gofres

Parametros de color y pH
Composicion nutricional
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Figura 16. Diagrama que resume el trabajo realizado: la Seccion 1 muestra el proceso
de extraccion de compuestos de antocianinas, en las fig. 1.a y 1.b pueden verse los
frutos de A. unedo enteros y pulverizados tras su liofilizacion, respectivamente; la
Seccion 2 describe la estabilidad en sistemas de solucién acuosa, prediciendo su
aplicacion potencial en matrices alimentarias (la fig. 2.a muestra las diferencias
causadas por la variable pH); y la Seccién 3 representa los resultados visuales de la
adicion del extracto rico en cianidina-3-O-glucésido de A. unedo a los gofres (la fig. 3.a
muestra los gofres adicionados con extracto de A. unedo, y la 3.b, los gofres control sin
extracto).

Los resultados muestran que la incorporacién del extracto obtenido de A. unedo no
produjo cambios significativos en relacion con los gofres control durante todos los
tiempos estudiados. Se detectaron tres azucares libres en las muestras estudiadas:
fructosa, glucosa y sacarosa, con una alta prevalencia del disacérido, que fue uno de los
ingredientes alimentarios utilizados en la preparacion de los mismos. Se detectaron
diferencias significativas solo para la fructosa y la glucosa al final de 3 y 6 dias,
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mientras que los gofres incorporados con el extracto rico en antocianinas mostraron

siempre mayores cantidades de estos aztcares en comparacion con el control.

La Tabla 12 muestra los seis acidos grasos mas abundantes detectados en las muestras
de gofres. Aunque se identificaron catorce acidos grasos en las muestras estudiadas,
ocho se detectaron solo en cantidades traza (datos no mostrados). Los &cidos grasos mas
abundantes fueron acido palmitico (C16:0), &cido esteédrico (C18:0) y &cido linoleico
(C18:2n6). En este trabajo, verificamos que los acidos grasos saturados aparecen en
mayor cantidad que los insaturados y, como puede verse en la Tabla 12, la
incorporacion del extracto obtenido de A. unedo no produjo cambios significativos en el
perfil de &cidos grasos al compararlos con los gofres control. Esto sucede durante a

todos los t de almacenamiento probados.

Varios estudios han sido desarrollados por nuestro equipo, que utiliza diferentes
extractos obtenidos de plantas o frutas para su incorporacion en productos de pasteleria
y reposteria con el objetivo de reemplazar los aditivos sintéticos. Ejemplos de este tipo
de trabajo son: un estudio en el que se incorporaron flores de castafio en pasteles
tradicionales del noreste de Portugal (Carocho et al., 2015) y un estudio en el que se
pretendié incorporar extractos de hinojo y manzanilla en galletas (Caleja et al. 2017),
tanto con el propdsito de hacer que estos alimentos sean funcionales como para estudiar
el posible uso de estos ingredientes naturales como un sustituto de los aditivos
sintéticos. Ambos estudios presentan al acido linoleico como uno de los principales
acidos grasos, sin embargo, contrariamente a lo presentado en este estudio, los acidos
grasos poliinsaturados aparecen como los mas abundantes. Ambos estudios apuntan a la
posibilidad de que este tipo de extractos naturales puedan ser utilizados como
ingredientes naturales en nuevos productos de pasteleria, ya que incorporan, como se
presenta en este trabajo, propiedades beneficiosas para el consumidor sin alterar las

caracteristicas organolépticas del producto original.

Los resultados de la actividad captadora de radicales DPPH y el PR de las muestras de
gofres durante el tiempo de almacenamiento se presentan en Tabla 12. Los resultados
presentados en ambos ensayos demostraron claramente que la incorporacion del
extracto de A. unedo rico en cianidina-3-O-glucdsido asigno propiedades beneficiosas a
la matriz de alimentos ensayada, en comparacion con los gofres control. Esto esta en

consonancia con los resultados obtenidos en estudios previos en los que se incorporaron
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flores de castafio en tortas "econdmicas" (Carocho et al., 2015), extractos acuosos de
hinojo y manzanilla en galletas (Caleja et al. 2017) e incluso en un estudio donde se
adicion0 un extracto rico en catequina obtenido de A. unedo en pan (Takwa et al. 2018).
Se concluy6 que la incorporacion de estos ingredientes naturales presenta propiedades

beneficiosas para los productos alimenticios probados.

Tabla 12. Resultados de los parametros del color, pH, valores nutricionales, contenidos
de azUcar y acidos grasos, Yy actividad antioxidante de las muestras de gofres.

0 dias 3 dias 6 dias
Control AU t-test Control AU t-test Control AU t-test
A) PARAMETROS DEL COLOR

PARAMETROS

L* 526:0,6 52+1 091  500#04  54+2 0191 50504  54+2 0,341
a* 181#05  16+1 0,168 19501 153+0,5 0005  182+05 156:04 0,02
b* 36,8£0,7  35+1 0149  361+06 38+l 0114 35105 36x1 0,533
B) VALORES DE pH

pH 564009 5301 0009 558+004 57+03 0329 548+006 59:05 0,185

C) VALORES NUTRICIONALES

Humedad (9/100 g gofre)  11,42+0,08 11,25+0,09 0,058 11,5¢0,2 11,9+0,1 0,054 11,4+0,2 10,9+0,1 0,018
Cenizas  (9/100 g gofre)  0,018+0,010,018+0,01 0,682  0,020+0,010,017+0,01 0,205  0,017+0,010,018+0,01 0,396
Grasas (9/100 g gofre) 21,7¢0,5 22,5%0,1 0,044 22,6+0,7 21,5#09 0,17 22,4+0,2 21,7+0,2 0,026
Proteinas (9/100 g gofre) 9,6+0,3 9,48+0,09 0,388  8,47+0,07 9,0£0,2 0,005 9,45£0,5 9,0+0,1 0,096
Azucares (9/100 g gofre) 57,3+0,4 56,8+0,1 0,123 57,4+0,6 57,6+0,8 0,764 56,8+0,4 58,3+0,2 0,002
Energia  (kcal/100 g gofre) ~ 463+2 467+1 0,027 467+3 460+4 0,099 466+1 4651 0,203

D) COMPOSICION DE AZUCARES LIBRES

Fructosa (9/100 g gofre)  0,32+0,01 0,64+0,09 0,001  0,35+0,01 0,76+0,003<0,001  0,33+0,01 0,69+0,001 <0,001
Glucosa (9/100 g gofre)  0,38+0,01 0,51+0,06 0,005  0,39+0,02 0,58+0,004<0,001  0,31+0,02 0,53+0,003 <0,001
Sucrosa  (9/100 g gofre) 28,1+0,2 28,3+0,9 0,702 28,4+0,4 29,2+0,7 0,06  28,17+0,07 30,0+0,7 0,004

Total (9/100 g gofre) 28,8+0,2 29+1 0,216 29,1+0,4 30,6%0,7 0,011  28,82+0,05 31,2+0,7 0,001
E) PERFIL EN ACIDOS GRASOS

C12:0 (%) 3,3+0,1 3,22+0,09 0,332 3,1+0,2 3,21+0,07 0,234 3,28+0,08 3,3+0,1 0,728
C14:0 (%) 1,65+0,03 1,65+0,02 0,898 1,59+0,06 1,63+0,03 0,322 1,68+0,03 1,67+0,03 0,851
C16:0 (%) 30,8£0,4 30,8+0,4 0,942 29,8+0,3 30,5+0,5 0,073 31,4+0,4 31,4+0,5 0,839
C18:0 (%) 30,9+0,3 31,6+0,1 0,042 30,8+0,5 31+1 0,736 29,9+0,5 31,0+0,5 0,055
C18:2n6 (%) 30,4+0,2 29,7+0,3 0,036 31,9+0,5 31,3:0,4 0,121 30,9+0,2 29,8+0,4 0,021
C18:3n3 (%) 1,2840,04 1,37+0,02 0,053 1,30+0,03 1,25+0,09 0,459  1,376+0,01 1,30+0,09 0,236
AGS (%) 67,9£0,2 68,5+0,3 0,046 66,4+0,5 67,1+0,4 0,138 67,4+0,2 68,5+0,5 0,03
AGMI (%) 0,34+0,03 0,38+0,01 0,162 0,35+0,01 0,39+0,01 0,024 0,34+0,04 0,38+0,01 0,19
AGPI (%) 31,7£0,2 31,1+0,3 0,041 33,2£0,5 32,5£t0,4 0,125 32,2+0,2 31,1+0,5 0,027
F) ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE

DPPH (mg/mL) >200 43,3+0,6 <0,001 >200 43,5+0,5 <0,001 >200 57+1 <0,001
PR (mg/mL) 15,0£0,4 14+0,1 <0,001  21,7+0,8 14,42+0,20<0,001 23,940,3 15,9+0,4 <0,001

Control- gofres sin extracto y AU- gofres con extracto de A. unedo. En cada linea y para cada tiempo de
almacenamiento, se utilizé la t de Student para determinar las diferencias significativas entre 2 muestras
diferentes, con 0=0.05. L", a" y b" representan los parémetros del color. AGS: Acidos grasos saturados;
AGMI- Acidos grasos monoinsaturados; AGPI- Acidos grasos poliinsaturados. La actividad antioxidante
fue evaluada en términos de valores de ECs.
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5. CONCLUSION Y FUTUROS TRABAJOS

Dado el interés generalizado por las antocianinas, se ha intentado modernizar los
protocolos de extraccion, reducir la cantidad de solventes organicos usados (punto de
vista ecoldgico) y mejorar el rendimiento de extraccion (punto de vista econémico). La
falta de enfoques de optimizacion, especificamente en lo que concierne a la extraccion
de antocianinas, ha restado valor a la industria alimentaria para incorporar estos

compuestos naturales en sus formulaciones.

Por lo tanto, el presente estudio tuvo como objetivo optimizar la extraccion de
antocianinas de frutos de A. unedo de un modo reproducible por el sector industrial, es
decir, obtener un agente colorante alternativo para las industrias alimentarias,
farmacéuticas y cosméticas. Se estudiaron y compararon dos métodos de extraccion,
EAC y EAU. El efecto conjunto de las variables relevantes para cada técnica, para
maximizar la extraccion de antocianinas, se describi6é a través de modelos RSM, que
contribuyeron a la comprension del potencial real que tendria la obtencion de
antocianinas de A. unedo para aplicaciones industriales. La técnica mas efectiva fue la
EAC, aplicada en condiciones de 5 min, 90°C y 80% de etanol acidificado dentro de un
rango S/L de 5 a 40 g/L, obteniendo un extracto residual de ~60 % del total del fruto
seco, con un contenido total de antocianinas de ~500 pg/g de fruto seco o de ~800 ng/g

de residuo de extracto R.

La industria panadera/pasteleria representa un sector econdémico importante y
actualmente se encuentra en gran crecimiento y en constante innovacion. Los gofres son
pasteles mundialmente conocidos y consumidos. Por lo tanto, la produccion de estos
pasteles enriquecidos con colorantes naturales nos parece una sugerencia atractiva, que
puede ser muy bien aceptada por los consumidores, cada vez mas interesados en la
eleccion de alimentos saludables y en los que no se incorporen aditivos artificiales,
normalmente asociados con problemas de salud. Este estudio reveld que la adiciéon de
un extracto de A. unedo rico en cianidina-3-O-glucésido en gofres mejora su coloracion
y la actividad antioxidante, tornando el producto mas atractivo y agregando beneficios a
la salud del consumidor sin causar cambios significativos en el perfil nutricional de los
gofres. Asi, se demuestra que el extracto de A. unedo rico en cianidina-3-O-glucosido
puede utilizarse en la produccién de productos de pasteleria innovadores y mas

saludables para el consumidor.
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Una vez lograda la optimizacion del proceso extractivo para obtener antocianinas a
partir de frutos de A. unedo, este estudio abre las puertas a futuras investigaciones mas
profundizadas sobre la estabilidad del mismo, analizando diferentes metodologias que
consigan una mejor estabilizacion de las moléculas de antocianinas, como pueden ser la
adicién de compuestos (acidos ascérbico, isoascérbico o citrico) que logren efectos
sinérgicos, o el uso de técnicas de encapsulacion (microencapsulacion, liposomas o
nanoemulsiones). De este modo, podran realizarse también futuros estudios sobre la
aplicacion del extracto en otras matrices alimentarias que sean adecuadas a las
condiciones requeridas para un buen mantenimiento de la estabilidad de los compuestos,
es decir, aquellas que presenten pHs bajos (inferiores a 3.5) y que no precisen altas
temperaturas (preferiblemente no mas de 35 °C) de preparacion, pero si bajas

temperaturas de conservacion.
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