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Capitulo
Introduccion
1

Las frutas y hortalizas contienen compuestos organicos; algunos de ellos fungen
como nutrientes y otros aportan algunas propiedades funcionales. Entre estos ultimos
estan las antocianinas, que imparten una gama de colores (incluyendo el rojo brillante) y a
Su vez actlan como antioxidantes.

El capulin o cereza negra americana (Prunus serotina) es un fruto que esta
ampliamente distribuido en México. Se utiliza en la medicina tradicional mexicana y se
consume fresco, seco o preparado en mermeladas artesanales; ademas, contiene
antocianinas (cianidina-3-glucésido y cianidina-3-rutindsido). Aunque el capulin es un fruto
cultivado en muchos estados del pais, su uso en la industria alimentaria es muy pobre.

Por otro lado, el uso de extractos de antocianinas en el procesamiento de
alimentos esta condicionado por la inestabilidad de las moléculas cuando se someten a
estrés; entre los factores que las afectan destacan el pH, temperatura, presencia de
oxigeno, especies quimicas inorganicas (NO,, SOs*, H,O, y O,), entre otros. Por ello,
algunos productos alimenticios (jugos y néctares), al ser procesados, incluyen la adicion
de colorantes sintéticos para mantener sus propiedades organolépticas; sin embargo,
estos compuestos pueden afectar la salud de los infantes y ocasionar hiperactividad.

En la busqueda de alternativas para estabilizar las antocianinas, se ha encontrado
gue en el afiejamiento del vino tinto, la presencia de acidos organicos puede mantener el
color, aun cuando las moléculas se sometan a algun estrés. Sin embargo, no se han
reportado estudios acerca de reacciones aceleradas entre extractos antocianicos y acidos
organicos.

Por lo anterior, el objetivo del presente trabajo fue evaluar las propiedades
fisicoguimicas del capulin, mediante la determinacién de la composiciéon quimica y la
estabilidad de las antocianinas extraidas del fruto, para desarrollar productos alimenticios
con actividad antioxidante.

Los resultados obtenidos sirvieron de base para dar alternativas de
aprovechamiento del extracto modificado de capulin como aditivo en néctares y la

utilizacién del fruto de capulin en productos de confiteria.
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2.1. Capulin

2.1.1. Descripcién

Con el nombre de capulin (Figura 1), derivado del nahuatl capolin, se designa en
México a la especie Prunus serotina ssp. Capuli (Cav.) bas6nimo Prunus capuli Cav.,
perteneciente a la familia de las Rosaceae (Cedillo et al., 2006). Corresponde a una de las
especies polimérficas compuestas de un gran nimero de variedades y subespecies. El
fruto crece en un arbol (del mismo nombre) de 5 a 15 m de altura y puede llegar hasta los
38 m; es nativo del norte de América y se cultiva en regiones de clima célido y seco
(McVaugh, 1951).

Su cultivo esta ampliamente distribuido en México, donde se conoce como capulin;
en Latinoamérica recibe diferentes apelativos, como cereza negra americana
(Aguerrebere et al., 2011), cerezo negro” o salvaje”, cerezo (en Guatemala), cerezo criollo
(en Venezuela) y cerezo de los Andes (en Colombia) (Ordaz et al., 1999).

Figura 1. Imagenes del capulin: (A) &rbol y (B) fruto. Fuente: SIAP, 2014,

El arbol (Figura 1A) contiene numerosas flores pequefas, agrupadas y blancas; su
corteza ha sido utilizada por pueblos indigenas de las regiones de América del Norte para
los sintomas relacionados con la diabetes vy, tradicionalmente, para el tratamiento de

enfermedades inflamatorias que presentan sintomas tales como fiebre, frio y dolor de

2




Antecedentes

garganta. Se sabe que tiene propiedades contra el cancer y efectos antiproliferativos a
través de la regulacion a la baja de la ciclina D1, expresion en células humanas de cancer
de colon (Aguerrebere et al., 2011). Se ha utilizado con fines medicinales desde tiempos
prehispénicos para tratar diversas enfermedades (Jiménez et al., 2011).

Los frutos (Figura 1B) son de forma de drupa globosa, de color negro-rojizo (en la
madurez) o puarpura brillante (Muratalla, 1992), de 12 a 20 mm de didmetro, de sabor
agridulce y algo astringente; contienen una sola semilla (esférica y rodeada por un
endocarpio) de sabor amargo. Se utilizan en la medicina tradicional mexicana para el
tratamiento de la diarrea, tos (Aguerrebere et al., 2011) e hipertension (Revilla et al.,
2010). También son parte de la dieta mexicana, y se consumen frescos, secos o
preparados en mermelada artesanal (Aguerrebere et al., 2011).

El uso de la semilla de capulin, como alimento, tiene un historial antiguo y es muy
consumida en los estados de México, Hidalgo, Tlaxcala y el Distrito Federal; en esta
region del centro del pais existe un comercio muy importante de hueso de capulin (Raya
et al., 2012).

Los chichimecas usaban la harina, que consistia en la mezcla del pedunculo,
semilla y hojas, para preparar tamales (mezquitamales) o mezclada con agua como
bebida nutritiva (mezquitatole) o para elaborar una bebida embriagante por fermentacion;
ademas, algunos indigenas de Norte América consumian las semillas como alimento
(McVaugh, 1951).

Aunque el capulin es un fruto cultivado en varios lugares del pais, entre los que
destacan el Distrito Federal y Estado de México como principales productores, su uso en
la industria alimentaria es muy pobre. Molina y Cérdoba (2006) realizaron un estudio del
gue resulté que el capulin es una especie de poca importancia econémica, con una
superficie cultivada de 78 Ha, una produccion de 293 Ton y un valor de produccion de
$774,000 anuales.

2.1.2. Composicién quimica

El capulin, en su parte comestible, no presenta un aporte importante de nutrientes;
sin embargo, la materia seca estd constituida principalmente por carbohidratos, fibra

cruday proteina (Tabla 1).




Antecedentes

El fruto del capulin es una fuente para la extraccibn de goma, que se obtiene en

forma de lagrimas parduscas de tamafio variable y estd constituida por el &cido

metoxiglucurdnico, galactosa y arabinosa; se usa como adulterante para fabricar dulces,

pastas alimenticias, mucilagos y betunes (McVaugh, 1951).

Tabla 1. Composicion proximal del capulin.

Componente Parte comestible* En base seca**
%Cenizas NR 0.859

%Grasa 0 0.276
%Proteina 1.45 11.165

%Fibra cruda 0.63 21.170
%Carbohidratos 16.77 66.531
Contenido energético (Kcal/100g) 73.00 313.61

NR. No reportado. Datos reportados por: *Pérez et al. (2008) y **Reuvilla et al. (2010).

En la Tabla 2 se presenta el contenido de minerales en el capulin, en donde se

observa que los mas abundantes son el potasio, el fosforo y el sodio.

Tabla 2. Minerales contenidos en el capulin.

Elemento mg/g® %"
Sodio 1.1923 0.12
Potasio 9.7901 0.68
Calcio 0.6860 0.07
Magnesio 1.1260 0.13
Hierro <0.0021 NR
Zinc 0.0032 NR
Fosforo 1.4939 0.17
Azufre NR 0.11

Fuentes: ®Revilla et al. (2010); "Raya et al. (2012). NR: no reportado.

El capulin, al igual que otras especies de bayas, contienen niveles elevados de

compuestos fendlicos y flavonoides (Tabla 3), los cuales estan asociados a una amplia

variedad de efectos bioldgicos, dentro de los cuales se encuentra el efecto vasodilatador.

Ademas, los flavonoides inhiben la lipoperoxidacion, agregacion de plaguetas y

permeabilidad capilar (Revilla et al., 2010).
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Revilla y colaboradores (2010) compararon el contenido de compuestos fendlicos y
flavonoides del extracto acuoso de la ciscara de capulin con los frutos de uva y ciruela;
se encontrd que el capulin presenta una concentracion ligeramente menor de fenoles y
flavonoides con respecto a la uva, pero estos dos frutos son los que tienen los niveles
mas altos en fenoles (Tabla 3).

Tabla 3. Fenoles y flavonoides totales en ciruela, uva y capulin.

Fruto Fenoles (mg GAE/g de extracto) Flavonoides (mg CE/g de extracto)
Capulin 3.6+0.07 1.1+0.01
Ciruela 3.0+0.07 1.6+0.12
Uva 4.1+0.03 1.6+£0.13

Fuente: Revilla et al. (2010). GAE: equivalentes de acido gélico (por sus siglas en inglés); CE:
equivalentes de catequina (por sus siglas en inglés).

Asimismo, se ha encontrado que el capulin contiene como antocianinas
mayoritarias a la cianidina-3-glucésido y la cianidina-3-rutinésido (Castafieda et al., 2012),
lo que lo hace viable para utilizarlo en la elaboracion de otros productos con propiedades
funcionales.

El hecho de ser un alimento usado desde tiempos antiguos permite suponer que
su toxicidad es muy baja, a diferencia de otras bayas ya comercializadas. Sin embargo
vale la pena mencionar que la presencia de compuestos cianogénicos en los alimentos,
en dosis pequefas, puede provocar dolor de cabeza, mareo, vértigo, pérdida del apetito y
trastornos del suefio (Raya et al., 2012).

2.2. Antocianinas

El término antocianina se deriva de dos palabras griegas anthos, flor y kyanos,
azul oscuro (Fennema, 2000), debido a que es uno de los colores que presenta este tipo

de compuestos; también se conocen como flavonoides azules (Saavedra, 2012).

2.2.1. Estructura quimica

Las plantas producen una gran variedad de productos secundarios que contienen
grupos fenoles. Estos compuestos forman un grupo quimicamente heterogéneo de

sustancias tales como fenoles, flavonoides, lignina y taninos condensados (Pokorny et al.,
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2001). En la Tabla 4 se muestran las clases de compuestos fendélicos en plantas; los
acidos fenolicos, flavonoides y taninos se consideran como los principales compuestos
fendlicos dietéticos (King y Young, 1999).

Tabla 4. Clases de compuestos fendlicos en plantas.

Clases Estructura
Fenoles simples, benzoquinonas Cs

Acidos hidroxibenzoico Ce-C1
Acetofenonas, acidos fenilacético Cs-C,
Acidos hidroxicinamico, fenilpropanoides Cs-Cs

(cumarinas, isocumarinas, cromonas, Cromenos)

Naftoquinonas Ces-C4
Xantonas C6-C1-Cs
Estilbenos, antraquinonas Cs-C,o-Cq
Flavonoides, isoflavonoides Cs-C3-Cq
Lignanos, neolignanos (Ce-Ca)2
Biflavonoides (C6-C3-Ce)2
Ligninas (C6-Cs)n

Taninos condensados (proantocianidinas o flavolanos) (Cg-Cs-Cé)n

Fuente: Balasundram et al. (2006).

Los compuestos fendlicos desempefian un papel importante en el crecimiento y la
reproduccion de las plantas y frutos, ya que proporcionan proteccién contra los patdgenos

y depredadores.

Un grupo muy importante de compuestos fendlicos son los flavonoides, cuya
estructura general es Cg-C3-Cg (Figura 2). Su sustitucion en el anillo C permite la
identificacion de las diferentes clases (flavonoles, flavonas, flavanonas, flavanoles,
isoflavonas y antocianidinas) (Balasundram et al., 2006).




Antecedentes

Figura 2. Estructura general de los flavonoides (Martinez et al., 2002).

Dentro de los flavonoides destacan las antocianinas (colorantes naturales),
compuestos con dos anillos arométicos unidos por una estructura de tres atomos de

carbono y sustituidos con uno o dos restos de azucar (Figura 3).

Rs

Re

Ry 5
N R,
C
Ry e Ry
Ry

Figura 3. Estructura general de las antocianinas (Castafieda et al., 2012). Donde R;, sacarido; Ry,
sacérido o H; Rs, R4, Rs, Rg ¥ R; pueden ser -H, -OH 0 CH30-.

El aglicon de la antocianina (Figura 3, donde R; y R, son H) es conocido como
antocianidina; existen seis aglicones comunes y mas de 540 pigmentos antocidnicos se
han identificado en la naturaleza, con la mayor variacion estructural procedente de la
sustitucion glicosidico en R; y R, (Figura 3) y posible la acilacién de restos de azlcar con
acidos organicos (Wrolstad et al.,, 2005). En la Tabla 5 se presentan los patrones de

sustitucion de las principales antocianidinas en la naturaleza.

2.2.2. Propiedades

En general, los compuestos fendlicos exhiben una amplia gama de propiedades
fisiologicas, tales como antialergénicos, antiarterogénicos, antiinflamatorios,
antimicrobianos, antitrombaticos, efectos cardioprotector y vasodilatador (Balasundram et
al., 2006).
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Tabla 5. Identificacion estructural de las antocianidinas o aglicones méas comunes.

Nombre Abreviatura Patrén de sustitucién Color (pH1)  Anax(nm)
Rs R,
Cianidina Cy OH H Naranja-rojo 510
Delfinidina Dp OH OH Azul-violeta 522
Malvidina Mv OMe OMe Azul-rojo 520
Pelargonidina  Pg H H Naranja 505
Peonidina Pn OMe H Naranja-rojo 532
Petunidina Pt OMe OH Azul-rojo 546

Fuente: Saavedra, 2012. Me: grupo metilo.

En los dltimos afios, se ha dado una gran atencion a los flavonoides y polifenoles,
debido a la posible proteccion ejercida como antioxidantes naturales presentes en las
plantas comestibles y a la reduccién del riesgo de enfermedades coronarias (Cedillo et al.,
2006).

En lo que respecta a las antocianinas, el color y la actividad antioxidante que
imparten son propiedades primordiales, tanto en la industria de alimentos como en el
sector salud. Las antocianinas son responsables de impartir una gama de colores (azul,
purpura, violeta, magenta, rojo brillante y naranja), que influyen sensorialmente (Mufioz et

al., 2003) y son muy importantes en el procesamiento de alimentos (Fennema, 2000).

A las antocianinas se les ha considerado eficaces eliminadores de especies
reactivas, como el oxigeno y los radicales libres (Jiménez et al., 2011); esta propiedad es
debido a la actividad antioxidante que aporta beneficios para la salud (Mufioz et al., 2003;
Harbourne et al., 2008).

Las caracteristicas que tienen las antocianinas (color y actividad antioxidante) han
incrementado el interés de los cientificos por emplearlas ampliamente en la industria
alimentaria. Sin embargo, debido a que el color que imparten se ve afectado por muchos
factores, es necesario ampliar la investigacion en aspectos relacionados con la extraccion,

purificacidn y estabilizacion, ya que el color proporciona informacioén sensorial que puede
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interactuar con las propiedades gustativas, olfatorias y de textura, las cuales determinan
la aceptabilidad del producto alimenticio (Mufioz et al., 2003).

El conocimiento de la quimica de las antocianinas se puede utilizar para minimizar
su degradacion mediante la adecuada seleccion de procesos y por la eleccién de los
pigmentos de antocianinas que sean mas apropiados para la aplicacion que se desea.
Los principales factores que gobiernan la degradacion de las antocianinas son el pH, la

temperatura, el efecto de otras moléculas y la concentracion de oxigeno (Rein, 2005).

2.2.3. Factores que afectan la estabilidad

Hay muchos factores que afectan la estabilidad de antocianinas, tales como la
temperatura, el pH, la presencia de oxigeno, enzimas, copigmentos, iones metalicos,
acido ascorbico, dioxido de azufre, azlcares y productos de degradacion de azucar
(Tseng et al., 2006).

Los pigmentos de antocianina se degradan facilmente durante el procesamiento y
el almacenamiento de los productos alimenticios; esto puede tener un impacto dramatico
en la calidad de color y también puede afectar a las propiedades nutricionales (Wrolstad
et al., 2005). Por tal motivo, es necesario el desarrollo de colorantes naturales a base de

antocianinas con mejor color y mayor estabilidad.

Con el objetivo de estabilizar el color de las antocianinas, se estan realizando
estudios tomando como base las reacciones que ocurren durante la maduracion del vino
(reacciones con acidos organicos); en lo que respecta a esto, se han obtenido buenos
resultados en la estabilidad del color, via interacciéon con acidos hidroxibenzoicos, tales
como ferdlico, cafeico y p-cuméarico (Balasundram et al., 2006).

2.2.3.1. pH

Un problema que presentan las antocianinas es que son muy inestables y la mayor
estabilidad ocurre en condiciones &cidas (Figura 4); viéndose impactadas, junto con el
tono, por los sustituyentes en el aglicon (Giusti & Wrolstad, 2003). Ademas, es importante

mencionar que a partir de pH 5 se presentan especies incoloras.
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(D)

Figura 4. Equilibrios &cido-base para las antocianinas (Castafieda et al., 2009). Donde R;,
sacérido; R,, Rs, pueden ser —H o -CHs

Las antocianinas pueden existir en una variedad protonada, desprotonada, formas
hidratadas o isoméricas, y la proporcion relativa de estas moléculas es fuertemente
dependiente del pH; por ejemplo, el rojo del catién flavilio es dominante a pH muy &cido
(pH 1-3). Asimismo, la actividad antioxidante de estos pigmentos estad en funcién del

numero y posicion de los grupos OH y del pH (Belitz et al., 2009).

En medios acuosos, conforme se eleva el pH de 4 a 5, ocurren reacciones de
hidratacion y se genera la base pseudo-carbinol incoloro; a un pH de 2.5 a 5 y con
aumento de temperatura, puede ocurrir la apertura del anillo, lo que forma una chalcona
de color amarillo claro. El catién flavilio puede transformarse a través de bases
guinonoidales, por reacciones de transferencia de protones y a pH entre 6 y 7, en aniones

guinoidales azul-purpura (Marja y Heinonen, 2003) (Figura 4).

Aunque el fruto de capulin tiene un pH de 4.83, conserva su color caracteristico
(purpura); esto puede ser debido a otros factores, por ejemplo, a la copigmentacion
(Dimitri¢ et al., 2005).
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2.2.3.2. Presencia de di6xido de azufre

El diéxido de azufre se ha estudiado en la fermentacion del vino tinto, en la que se
ha establecido una influencia con la micro-oxigenaciéon antes o después de la
fermentacién malolactica, relacionado en especial con las diferentes concentraciones de
diéxido de azufre y su reaccién con peréxido y aldehido, lo que limita la condensacién de
antocianinas con taninos. Esta observacion puede estar relacionada, a una menor tasa de
formacion de polimeros pigmentados de malvidina-3-glucdsido y del tanino, con la
presencia de una mayor concentracion de SO,, por lo que éste tiene la capacidad de
reducir los polifenoles oxidados de nuevo a su forma reducida y eliminar el peréxido (Tao
et al., 2007).

Las antocianinas monomeéricas, al combinarse con sulfito acido al pH de la
mayoria de los alimentos y bebidas, forman un aducto de adiciéon de acido sulfénico que
es incoloro (Wrolstad et al., 2005). En la Figura 5 se muestra la reaccion de pigmentos

antocianicos en presencia de bisulfito.

R1
OH
N
HO O 0%, ‘ R nsoy
—>
Z Gl —~—
OH

Cation flavilio: rojo

OH SOzH

Compuesto de adicion de sulfito
acido: incoloro

Figura 5. Reaccion de antocianina con sulfito acido para formar aducto de acido sulfénico incoloro
de la antocianina (Wrolstad et al., 2005).

2.2.3.3. Temperatura

El efecto de la temperatura sobre la estabilidad de las antocianinas es bhien
conocido. Simpson (1985) sugirié que la degradaciéon térmica de antocianinas podria
ocurrir a través de dos mecanismos: (1) la hidrélisis de la antocianina-3-glucésido para
formar el aglicén mas labil; y (2) la apertura del anillo hidrolitico de pirilio para formar una
chalcona sustituida, que luego se degrada a un compuesto insoluble de color marrén y de
naturaleza polifendlica (Tseng et al., 2006).

11
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La temperatura elevada puede afectar la estabilidad de la antocianina y causar la
polimerizacién de antocianinas monomeéricas, lo que es indeseable en algunos productos
tales como jugos de frutas, en los que los consumidores perciben una indicacién de
calidad inferior; por lo anterior, varias investigaciones han estudiado la degradacién de
antocianinas basandose en métodos isotérmicos a temperaturas de hasta 100°C
(Harbourne et al., 2008).

2.2.3.4. Presencia de enzimas

Las enzimas polifenoloxidasa, peroxidasa y glucosidasa pueden tener un efecto
devastador en las antocianinas. Estas enzimas pueden ser nativas del tejido de la planta,
o sus fuentes pueden ser por una contaminacion, o por la actividad de enzimas
comerciales utilizadas como auxiliares tecnologicos. La glucosidasa actia directamente
en las antocianinas, pero la accion de la polifenoloxidasa y la peroxidasa es indirecta
(Wrolstad et al., 2005). Ademas, la polifenoloxidasa cataliza la oxidacion de fenoles y

genera polimeros oscuros (Ulloa, 2007).

2.2.3.5. Adicion de acidos organicos

Las antocianinas son compuestos labiles al someterse a una serie de reacciones
de degradacion. Su estabilidad es muy variable dependiendo de su estructura y la
composicion de la matriz en la que existen; son mas estables cuando un resto de azUcar
del compuesto esta acilado con acidos cinamicos (Wrolstad et al., 2005). Algunos autores
han estudiado que las antocininas aciladas no tienen efecto en el color, pero hacen mas
estable al pigmento. Esto ha permitido que los extractos de cascara de uva y de col
morada sean comercializados como colorantes alimenticios (Brouillard, 1983; Sing de
Ugaz, 1997; Hoshino y Tamura, 1999; Rodriguez et al., 1999; Stintzing et al., 2002).

Durante el afiejamiento del vino tinto se forman compuestos como las
piranoantocianinas, que estan relacionadas directamente con la estabilidad del color
(Freitas y Mateus, 2011). Se ha encontrado que la via de formacion de estos compuestos

depende directamente de la reaccién de las antocianinas con acetaldehido (Figura 6).

12
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R4= COOH, Vitisina A
R4=H, Vitisina B acetaldehido
— - R4= CH3, Metoxipi-Mv-3-glc

R4= COOH, R,=H; acido pirtvico

R4= R,=H; acetaldehido

R1= CHj3, R,=COOH; 4cido acetoacético
R1=CHj, Ry=H; acetona

Figura 6. Formacion de compuestos piranoantocianicos por reaccion entre malvidina-3-glucésido y
compuestos de carbonilo (Freitas y Mateus, 2011).

Las piranoantocianinas o vitisinas forman una familia de pigmentos que se derivan
de las reacciones de condensacion sobre las antocianinas, y se consideran como aductos
de colores naranja-rojo o azulado, dependiendo de la estructura. La cicloadicion en la que
intervienen el C-4 y C-5 también estabiliza el color, ya que evita la formacién de la base
carbinol incoloro y protege la decoloracion por SO,. Existe una correlacion entre la
formacion de piranoantocianinas y la degradacion de las antocianinas: al mismo tiempo
gue éstas se degradan, se forman las piranoantocianinas (Rentzscha et al., 2007).

De esta forma, las antocianinas se condensan con otros compuestos fendlicos y
forman pigmentos poliméricos de colores. Esta reaccion puede acelerarse por la
presencia de acetaldehido, pero en exposicion a la luz promueve la destruccién del
pigmento (Wrolstad et al., 2005).

Los compuestos fendlicos con los que pueden condensarse las antocianinas son
los acidos fendlicos, que consisten en dos subgrupos: 1) los acidos hidroxibenzoicos y 2)
los acidos hidroxicinamicos (Figura 7). Los acidos hidroxibenzoicos incluyen el galico, p-
hidroxibenzoico, protocatéquico, vanillico y siringico, que tienen en comdn la estructura
Ce-C1. Los acidos hidroxicinamicos, son compuestos aromaticos con una cadena lateral
de tres carbonos (Cs-Cs), como cafeico, feralico, p-cumarico y sinapico (Balasundram et
al., 2006).

13
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Figura 7. Ejemplos de (a) acidos hidroxibenzoico y (b) acidos hidroxicinamicos (Balasundram et al.,
2006).

2.3. Bebidas no alcohdlicas

2.3.1. Laindustria de bebidas no alcohélicas en México

La NOM-218-SSA1-2011 contempla que una bebida no alcohdlica es cualquier
liguido, natural o transformado, que proporciona al organismo elementos para su

nutricion; esta norma las clasifica segiin su composicién o transformacién tecnolégica.

Existe una gran variedad de bebidas no alcohdlicas en el mercado, que forman
parte de la dieta de los mexicanos. Segun sea el punto de referencia, el promedio de
ingestion energética proveniente de bebidas caléricas para los mexicanos mayores de dos
afios ha aumentado de 100 a 300 Kcal al dia. En los dltimos quince afios, la energia
proporcionada por varias bebidas con aporte cal6rico se ha duplicado; entre estas se
incluyen refrescos, aguas frescas, jugos de fruta sin azucar adicionada y leche entera
(Rivera et al., 2008).

En las dltimas décadas, con el fin de satisfacer al consumidor, la producciéon de
néctares de fruta envasados ha mantenido una notable tendencia de crecimiento en el
mercado nacional, y con ello, han aparecido nuevos productos que utilizan una gran
variedad de frutas de forma individual, o que incluso mezclan dos o tres (El consumidor,
2014).
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En la actualidad, la industria de las bebidas no alcohélicas ha lanzado al mercado
bebidas con frutos rojos ricos en antioxidantes. Sin embargo, los problemas a los que se
han enfrentado es la pérdida de color o alteracion, debido a la degradacion de los
pigmentos (Garcia y Pérez, 2004); y el alto costo que tienen los frutos rojos en México.
Esto ha obligado a que se utilicen en conjunto con otros frutos de menor precio y que se

les adicionen colorantes sintéticos.

2.3.2. Jugos y néctares

La norma CODEX STAN 247-2005 define al jugo de fruta como el liquido sin
fermentar, pero fermentable, que se obtiene de la parte comestible de frutas en buen
estado, debidamente maduras y frescas o frutas que se han mantenido en buen estado
por procedimientos adecuados, inclusive por tratamientos de superficie aplicados después
de la cosecha de conformidad con las disposiciones pertinentes de la Comision del Codex
Alimentarius.

Esta norma considera que algunos jugos podran elaborarse junto con sus
pepitas, semillas y pieles, que normalmente no se incorporan al jugo, aunque seran
aceptables algunas partes 0 componentes de pepitas, semillas y pieles que no puedan
eliminarse mediante las buenas practicas de fabricacion (BPF).

Ademds, hace mencidn que los jugos se preparan mediante procedimientos
adecuados que mantienen las caracteristicas fisicas, quimicas, organolépticas y
nutricionales esenciales de los jugos de la fruta de que proceden. Pueden ser turbios o
claros, y contener componentes restablecidos de sustancias aromaticas y aromatizantes
volatiles, elementos todos ellos que deberan obtenerse por procedimientos fisicos
adecuados y que deberan proceder del mismo tipo de fruta. Pueden afadirse pulpa y
células obtenidas, por procedimientos fisicos apropiados, del mismo tipo de fruta.

Por néctar de fruta se entiende el producto sin fermentar, pero fermentable, que
se obtiene afadiendo agua con o sin la adicion de azlcares de miel y/o jarabes, y/o
edulcorantes o0 a una mezcla de éstos. Pueden afadirse sustancias aromaticas,
componentes aromatizantes volatiles, pulpa y células, todos los cuales deben proceder
del mismo tipo de fruta y obtenerse por procedimientos fisicos (CODEX STAN 247-2005).

La diferencia entre un jugo y un néctar es que a este Ultimo puede afiadirse otros
ingredientes como agua y/o azlcar, entre otros constituyentes; en cambio, un jugo debe
ser sOlo el liquido obtenido de la fruta sin adicion de otro ingrediente. En la Figura 8 se

detalla el proceso de elaboracion de un néctar de fruta.
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Por su parte, la NOM-130-SSA1-1995 define los jugos y néctares como
productos alimenticios que son envasados normalmente en recipientes herméticos, los
cuales junto con el producto son sometidos a tratamientos térmicos. En esta norma se
especifica que después del tratamiento térmico,los envases deben ser enfriados con agua
clorada, cuya concentracion final sera& como minimo de 0.5 mg/kg de cloro residual,
buscando una temperatura interna del producto de aproximadamente 40°C pudiendo

efectuar un tratamiento ulterior con aire frio.
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Estandarzacion

En la actualidad, los jugos con antioxidantes han incrementado su demanda por los
consumidores. Entre los jugos y néctares que destacan son los elaborados a base del
fruto de granada; Garcia y Pérez (2013) mencionan que la granada es considerada un
potencial promotor de la salud debido a su capacidad captadora de radicales libres y su
atractivo color rojo como caracteristica organoléptica; ademas tiene propiedades

nutricionales y terapeuticas (Garcia y Pérez, 2004).

2.4. Confiteria

2.4.1. Laindustria de confiteria en México

Los productos de confiteria son aquellos que estan elaborados principalmente con

sacarosa, glucosa, fructosa, lactosa o combinaciones de estos azucares, y de acuerdo
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con Jackson (1990) se catalogan como caramelo duro, suave, gomas Yy jaleas, rellenos,
malvaviscos, tabletas, pastillas, gomas de mascar y chocolate (Reyo et al., 2010).

Los productos de confiteria se pueden clasificar en confites o confitados. El confite
agrupa una gran cantidad de productos como el caramelo duro, el caramelo suave, el
caramelo aireado, las pastillas de goma, todo tipo de chocolates, etc.; el confitado
corresponde a una amplia gama de productos que se recubren con dulce, por ejemplo: las
frutas cristalizadas, centros dulces (duros y suaves), goma de mascar, centros de

chocolate con diferentes semillas (cacahuates, almendras, nueces, etc.).

Los productos de confiteria tienen su origen desde hace 3000 afios en Egipto,
donde existen jeroglificos que muestran la preparacion de dulces. Los romanos también
tenian el gusto por los dulces. En la Edad Media surgi6 la elaboracion de productos con
azucar; en el siglo X1V los persas descubrieron el azGcar de cafia y su refinacion por lo
gue se promovio la elaboracion de confiteria que después se potencié en la Revolucién
Industrial por la maquinaria especializada. En México, la historia del cacao se remonta a

muchos siglos antes de la Conquista (Ramirez et al., 2004).

Durante las ultimas décadas se ha manifestado un gran desarrollo en la
elaboracion de productos de confiteria, cuyo principal objetivo es proporcionar una
sensacion placentera mediante la unién del sabor dulce con aromas, texturas y colores
(Reyo et al., 2010).

Tradicionalmente el consumo de confiteria no se recomienda, tanto por su alto
contenido de azucar como por su asociacién a problemas nutricionales y de salud. Sin
embargo, hoy en dia, hay una innovacion de productos de confiteria que sigue las
tendencias hacia una alimentaciéon saludable y permite el ingreso al grupo de los
alimentos funcionales. Asi, la industria de las golosinas ha apostado hacia la fortificacién
con vitaminas y minerales y la utilizacion de sustancias bioactivas que promuevan
beneficios a la salud (Pérez et al., 2012).

La Camara de la Industria Alimenticia de Jalisco (CIAJ) revel6 que el consumo per
capita de dulces en México es de 4.5 kg anual. En el afio 2011, el consumo total de la
industria confitera sumé 315,350 Ton, de las cuales, 148,800 correspondieron a dulces y
el resto a chocolates y chicles. El nicho principal de la confiteria se encuentra entre los

menores de 20 afos, que representan el 52% de la poblacion mexicana; de este grupo el
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60% son nifios, lo que ha ocasionado que el fabricante de confiteria, galletas, chocolates
y botanas se esté preocupando por afiadir vitaminas, minerales y otros componentes que
sean benéficos para la salud sin que se sacrifiguen las propiedades atractivas de estos
productos (Mexican Business Web, 2012).

2.4.2. Elaboraciéon de confitados

La confiteria engloba a los productos elaborados principalmente con azucar; surgié
como técnica desde tiempos antiguos para poder conservar algunos alimentos de
temporada como son las frutas. En México la confiteria es muy extensa y cuenta con gran

variedad de técnicas (Meza y Rodas, 2007).

La elaboracién de los productos de confiteria, de manera general, se basa en la
preparacion de jarabes concentrados de azucar, los que después de una coccién lenta,
sostenida y cuidadosa se convierten en una masa que adquiere la textura caracteristica
del dulce segun su tipo. Se dividen en grupos amorfos, si el azlicar no es cristal
(productos con apariencia vitrea); y cristalinos, si el azlcar se encuentra cristalizada

(Ramirez et al., 2004). En la Tabla 6 se da una clasificacion de los productos de confiteria.

Tabla 6. Clasificacion de los productos de confiteria (Ramirez et al., 2004).

Amorfos no cristalinos No amorfos cristalinos

Caramelos Chocolates

Melazas Cremas

Chiclosos Fudge

Palanqueta Nougats

Dulce duro Lozenges

Orozuz Centros suaves

Gelatinas Mazapan y pastas

Gomas Pralines

Paletas Tabletas de azucar
comprimida

Distintas investigaciones han demostrado que el consumo regular de alimentos
con aporte de actividad antioxidante, como parte de una dieta saludable, puede reducir el
riesgo de enfermedades degenerativas ocasionadas por el estrés oxidativo, donde se

incrementa la generacion de radicales libres. Lo anterior es de suma importancia, debido
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a que en nuestro pais se ha observado un incremento alarmante de enfermedades
cardiovasculares (Gutteridge y Halliwell, 1999).

Sin embargo, actualmente existe una preocupacion por la ingesta de algunos
colorantes sintéticos que pueden ocasionar alteraciones en la salud de los consumidores;
por ejemplo, el rojo 40 (rojo allura), cuyo consumo se relaciona con modificaciones en la
hiperactividad de nifios de edad escolar, lo cual puede considerarse un mal neuronal
agudo (Breakey et al.,, 2002; McCann et al., 2007). Por tal situacion, se buscan
alternativas para sustituir los colorantes artificiales por colorantes de origen natural. De
hecho, existe la posible prohibicion por el FDA de colorantes sintéticos como el rojo # 3 y
# 40 (Ordaz et al., 1999).

Las caracteristicas que tiene el capulin (composicién quimica y presencia de
antioxidantes y colorantes) lo hacen un buen candidato para la elaboracién de otros
productos alimenticios.

2.5. Medidas de color

El color es un parametro visual de apariencia de un producto; esta propiedad se
relaciona con los valores de las coordenadas cromaticas rectangulares (L*,a* y b¥*).
Aungue estas mediciones no necesariamente dan una definiciébn precisa del color, son
eficaces para medir las diferencias de éste y darle seguimiento durante cambios en el
procesamiento y almacenamiento del producto (Wrolstad et al., 2005).

En el espacio cromatico rectangular L*, a* y b* (Figura 9), L* (luminosidad) va de
una escala de 0 hasta 100, donde O es igual al negro y 100 a blanco; +a* (rojo), -a*

(verde); +b* (amarillo) y —b* (azul).

En el espacio cromatico cilindrico L*, C* y h° (Figura 9), los valores de angulo de
Tonog, (h°) van de 0 a 360°; 0° indica el tono rojo, 90° corresponde al amarillo, 180° verde
y 270° azul (Wrolstad et al., 2005). El croma (C*) es un parametro que mide la pureza,
intensidad o saturacion de un color en una escala de 0 a 100, donde 100 expresa la
mayor pureza; mientras menos puro o saturado es un color, es mas descolorido vy
grisaceo (Padrén y Padrén, 2012). Para a* y b* positivos se calcula el tono con la
Ecuacion 1; para a* negativo y b* positivo, este parAmetro se obtiene con la Ecuacion 2.

El croma o pureza se deduce con la Ecuacion 3 (Padrén y Padron, 2012).
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b+ yellow

genta

Figura 9. Representacién de los espacios cromaticos rectangular (L*, ay b*) y cilindrico (L* C*y
h°). Fuente: Quora (2012).

°) = > &
Tono (h®) = arctan [a*]
) 2
Tono (h°) = 180 + arctan [b_*] )
a
Croma (C*) = (a*2 + b*2) /2 ()
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Capitulo
Objetivos
3

3.1. Objetivo general

Evaluar las propiedades fisicoquimicas del capulin, mediante la determinacién de
la composicién quimica y la estabilidad de las antocianinas extraidas del fruto, para

desarrollar productos alimenticios con actividad antioxidante.

3.2. Objetivos especificos

1. Caracterizar el fruto de capulin mediante la medicién de propiedades fisicoquimicas
para determinar su calidad nutrimental y/o funcional.

2. Obtener extractos modificados a partir de la interaccién de antocianinas con diferentes
acidos orgéanicos (p-cumarico, cafeico y ferulico) para evaluar su estabilidad en
productos alimenticios.

3. Desarrollar productos alimenticios con propiedades antioxidantes y sin adicion de

colorantes sintéticos a partir del fruto del capulin para diversificar su uso.
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4.1. Reactivos

Los reactivos utilizados durante el trabajo experimental fueron éter de petroleo,
H,SO,, NaOH, &cido 3,5-dinitrosalicilico (DNS), 2,2-difenil-1-picrilhidracil (DPPH),metanol,
acido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-carboxilico (Trolox), reactivo de Folin-Ciocalteu,
alcohol etilico, HCI, acetato de sodio, acido acético, acido p-cumarico, acido cafeico, acido
ferdlico, acido ascoérbico, metabisulfito de potasio (K,S,0s), los cuales fueron adquiridos

de grado analitico.

Los aditivos utilizados en la elaboracién de los productos de confiteria (sacarosa,
grenetina, glucosa, &cido citrico, cloruro de sodio, pectina, alginato y cloruro de calcio)
fueron de grado alimentario; junto con los chiles guajillo y piquin (otros ingredientes), se

adquirieron en un establecimiento de materias primas.

4.2. Muestras

Durante el transcurso de toda la parte experimental se trabajé con un lote de
capulin de 3.380 kg que se adquirié en un establecimiento comercial. Debido a que es un
fruto de temporada, una vez obtenido el lote de trabajo, los frutos se lavaron y se
sometieron a congelacién a -15°C en un congelador Frigidaire, y se fue tomando la

cantidad necesaria para cada experimento.

La separacion de la semilla, la pulpa y la piel del capulin se realiz6 manualmente,
con la ayuda de un cuchillo mondador curvo de acero inoxidable de 6 cm de longitud.
Para obtener los extractos modificados, se utilizd la piel de capulin, Freeze dry system/

freezone 4.5 con alto vacio (100x10™ mBar) y una temperatura de -40 °C.

El fruto de granada se adquiri6 en un establecimiento comercial. Antes de la
preparacion del jugo, se lavaron y se desgranaron los frutos, se empaquetaron en bolsas
de 500 g y se conservaron en ultra congelacion a -70°C en un equipo Thermo
ELECTRON CORPORATION 8607.
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El colorante adicionado a los néctares experimentales fue el extracto modificado
de antocianinas de capulin con mayor estabilidad, seleccionado en base a las
determinaciones de porcentaje de color polimérico (%CP), actividad antioxidante (AA) y
parametros de color (CIE-L*a*b*).

La comparacion de color de los néctares experimentales se realizd con 4 néctares
comerciales y una bebida energizante, los cuales se adquirieron en una tienda de

autoservicio.

Todos los analisis se realizaron por triplicado, excepto la obtenciéon de los
extractos modificados de antocianinas de capulin, los cuales se hicieron por duplicado, y

cada uno de ellos se analizé por triplicado para el analisis de sus propiedades.

4.3. Caracterizacion fisicoquimica del fruto de capulin (Prunus

serotina)

4.3.1. Analisis proximal

El andlisis proximal se realiz6 a muestras de capulin entero, pulpa, piel y semilla,

mediante los métodos oficiales de analisis de la AOAC.

4.3.1.1. Determinacién de humedad

El contenido de humedad se llevd a cabo mediante el Método AOAC 925.09, por
secado en estufa. En charolas de aluminio a peso constante se colocaron muestras de 5 g
aproximadamente de fruto de capulin entero, pulpa y semilla (todas las muestras
molidas); y 3 g aproximadamente de piel molida. Las muestras se llevaron a peso
constante en un horno FELISA FE-291AD a 105°C por 4 horas. Los resultados se
obtuvieron utilizando la Ecuacion 4.

P, — P @

% Humedad = L x 100

donde: m=Peso de la muestra (g); P;=Peso de la charola con muestra antes del secado;

P=Peso de la charola con la muestra seca.

4.3.1.2. Determinacién de cenizas totales

La determinacion de cenizas totales se llevd a cabo por el Método AOAC 923.03. Se

utilizaron crisoles a peso constante y se colocaron aproximadamente 3 g de muestra
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molida y se incineraron en parrilla de calentamiento hasta la desaparicion del humo en
una campana de extraccion. Posteriormente, el residuo se colocé en una mufla Thermo
SCIENTIFIC FB 1415M a 550°C por 6 h aproximadamente. Los resultados se obtuvieron
aplicando la Ecuacion 5.

Pr — (%)
% Cenizas = % x 100

donde: m=Peso de la muestra (g); P,=Peso del crisol; P= Peso del crisol con la muestra

calcinada.

4.3.1.3. Determinacién de grasa cruda

El contenido de grasa se determindé mediante el Método AOAC 920.39 Soxhlet. Se
colocaron muestras libres de humedad en un saco de papel filtro y se introdujeron en la
camara de extraccion de un equipo Soxhlet LAB-LINE MULTI-UNIT. En matraces bal6n
de 250 mL a peso constante se adicionaron 150 mL de éter de petréleo; se junté cada
matraz con la camara de extraccién y el condensador y se procedié a calentamiento
moderado hasta la extraccion de grasa durante 8 h aproximadamente. Para finalizar, se
recuperd el solvente y el resto se elimind colocando el matraz en una estufa a 65°C. Los
resultados se obtuvieron aplicando la Ecuacién 6.

P, —P, 6
100 ©)

% Grasa cruda =

donde: m=Peso de la muestra fresca referido al peso original (g); Pi=Peso inicial del

matraz a peso constante; Pi=Peso del matraz con extracto etéreo.

4.3.1.4. Determinacion de proteina

La determinacién se realizé por el Método AOAC 990.03 Dumas. Se pesaron 70
mg aproximadamente de muestras libres de grasa y humedad, que se introdujeron en el
carrusel para su lectura en un equipo Dumas LECO FP-528. El método consiste en que la
muestra se somete a una combustion a 800°C, y el equipo detecta el % de nitrégeno
presente en las muestras analizadas. Se utilizé el factor de conversiéon de nitrégeno a
proteina de 6.25 (Lees, 1982) para obtener el porcentaje de proteina presente en las
muestras.
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4.3.1.5. Determinacién de fibra cruda

La determinacién de fibra se realizd6 por el Método AOAC 7.073. Se pesaron
aproximadamente 2 g de muestras de fruto de capulin libres de humedad y grasa, se
colocaron en vasos de Berzelius y se procedié a una digestién acida con H,SO, al 1.25%
por 30 minutos a reflujo en un digestor. Las muestras de la primera digestion se filtraron
en una tela de lino y se prosiguié con una digestién basica con NaOH al 1.25% por 30
minutos a reflujo. Se filtr6 el resto de la muestra no digerida con la misma tela de lino y se
colocd en un crisol, que previamente se llevé a peso constante en estufa a 105°C por 1
hora para eliminar la humedad. Después, se incineré en una parrilla de calentamiento
hasta la desaparicion de humo en una campana de extraccion. Posteriormente, se
colocaron los crisoles en una mufla Thermo SCIENTIFIC FB 1415M a 550°C por 6 horas.
Los resultados se obtuvieron aplicando la Ecuacion 7; se utilizé un blanco (tela de lino)
para la correccion de los resultados restando el blanco a las muestras.

P — P, @)

% Fibra bruta = x 100

donde: W=peso de la muestra (g); P;=peso del crisol secado a temperatura de 105°C (g);

P,=peso del crisol con muestra incinerada (g).

4.3.2. Determinacion de azlcares reductores

Se realiz6 la determinacion de azucares reductores por el método del acido 3,5-
dinitrosalicilico (DNS) descrito por Miller (1959), siguiendo la metodologia de Nufiez y
colaboradores (2012). Se pesé 1 g de muestra molida (fruto de capulin entero, piel, pulpa
y semilla) y se llevé a 20 mL con agua destilada, para la extracciéon de los azucares
reductores. La muestra de semilla de capulin se clarific6 con solucién de acetato de plomo
concentrado para eliminar la grasa y se centrifugé a 8500 rpm en una centrifuga mini spin
Eppendorf®.

Para la aplicacién del método DNS, se preparé el reactivo disolviendo 0.8 g de
NaOH en 10 mL de agua destilada; luego se adicionaron 0.5 g de DNS (acido 3,5-
dinitrosalicilico) y 25 mL de agua destilada. Todo se mezcl6 y posteriormente se
agregaron 15 g de tartrato de sodio y potasio tetrahidratado y se afor6 a 50 mL con agua

destilada.

Para calcular el contenido de azlcares reductores, se realiz6 una curva de

calibrado. Para ello, se prepard una solucion estandar de glucosa de 100 mg/L, tomando
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los volumenes necesarios para preparar 10 mL de soluciones patrén en el intervalo de 20-
100 mg/L (n=5). A cada matraz volumétrico se le agregaron 3 mL de DNS, se colocaron
en un bafo de agua a 100°C por 5 min y se complet6 el volumen con agua destilada. Se
dej6 en reposo 15 min para después tomar la lectura de absorbancia a 540 nm en un
espectrofotdbmetro 10S UV-Vis GENESYS.

Una vez construida la curva patron, se aplico6 el método DNS a cada una de las
muestras. Se mezclaron 0.2 mL de muestra con 3 mL de reactivo DNS; posteriormente,

se le realiz6 el mismo tratamiento que a los estandares.

4.3.3. Determinacion de solidos solubles totales (°Brix)

La determinacién de °Brix se llevé a cabo mediante el método descrito por la NMX-
F-103-1982. Se colocaron 5 gotas del jugo del fruto en el prisma del refractometro
(previamente limpio y calibrado con agua) y se determiné el porcentaje de solidos solubles

totales directamente en la escala, a 18°C.

4.3.4. Determinacion de pH

La medida de pH se realizé6 mediante el procedimiento descrito en la Norma
Mexicana NMX-F-102-S-1978. Se pesaron 75 g del fruto de capulin sin semilla y molido, y
se mezclaron con 200 mL de agua destilada en un vaso de precipitados de 500 mL. Se
tomaron las lecturas de pH directamente en un potenciémetro calibrado pH/ORP/ISE
Meter (HANNA H3221).

4.3.5. Determinacion de acidez titulable

Se determiné mediante el procedimiento descrito en la Norma Mexicana NMX-F-
102-S-1978. Se pesaron 75 g del fruto sin semilla y molido y se colocaron en un vaso de
precipitados de 500 mL que contenia 200 mL de agua destilada; el vaso se colocé en
calentamiento a 70°C en una patrrilla de calentamiento durante 1 hora. Transcurrido este
tiempo, se filtr6 la muestra y se realizaron 3 lavados de 50 mL con agua destilada
caliente. El contenido se transfiri6 a un matraz volumétrico de 500 mL, y se complet6 el

volumen con agua destilada.

Se tomaron alicuotas de 25 mL de muestra y se colocaron en un vaso de
precipitados de 250 mL; se adicionaron a cada réplica 50 mL de agua destilada. Las

muestras se valoraron con una solucién de NaOH 0.1N; primero se adiciond solucion
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valorante hasta un pH= 6, después se fue adicionando lentamente hasta un pH=7 y
posteriormente en porciones de 4 gotas hasta completar un pH= 8.3. Los célculos se
obtuvieron con la ecuacién 8 y el resultado se expres6 en mg de acido tartarico/100g de

capulin.

Vi, X C X meq X FD x 100 (8)
m

AT =

donde: Vy,=volumen de NaOH 0.1N gastado en la muestra; C= concentracion de NaOH
(0.1N); meg= miliequivalentes del &cido mayoritario (tartarico, 75.04); FD= Factor de

dilucién (20); Mmuesra= Masa de la muestra (g).

4.3.6. Determinacion de la actividad antioxidante (AA)

La actividad antioxidante del fruto de capulin se determindé mediante el método del
DPPH (2,2-difenil-1-picrihidracilo) descrito por Williams y colaboradores (1995) con
modificaciones (Ozgen et al., 2010; Jiménez y Girbés, 2012). Se prepard una solucion de
DPPH 0.1 mM (radical) en metanol y una solucion estandar de Trolox 1mM (antioxidante
de referencia) en metanol, con el que se realizé una curva de calibracién. Para la curva de

calibracion se prepararon las soluciones que se muestran en la Tabla 7.

Tabla 7. Curva estandar DPPH con Trolox de referencia (Jiménez y Girbés, 2012).

Estandar (uM)

Reactivo Blanco Control

1 2 3 4
Metanol 3000 100 75 50 25
(ML)
DPPH (uL) 2900 2900 2900 2900 2900
Trolox (uL) 25 50 75 100

La mezcla se dejé reaccionar por 50 min en la oscuridad y transcurrido el tiempo se
midieron las absorbancias en una celda de cuarzo de 1 cm de paso Optico en un
espectrofotdmetro 10S UV-Vis GENESYS a 515 nm.
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Los pardmetros de regresion para la curva de calibracion se obtuvieron de graficar
%DPPH:emanente VS [Trolox]. Los célculos de %DPPH cmanente S€ realizaron con la Ecuacion
9 (Sharma et al., 2013).

A —A 9)
%DPPHremanente — muestra blanco x 100

Acontrol
donde: Anuesra=Absorbancia de la muestra con DPPH; A.onwo=Absorbancia del DPPH sin

muestra; Apanco=Absorbancia de la muestra sin DPPH.

Para el analisis de las muestras, se pesaron 10 g del fruto de capulin molido sin
semilla; luego se mezclaron con agua destilada en un vaso de precipitados de 100 mL y
se filtr6 la mezcla completando el volumen a 50 mL. Posteriormente se tom6 una alicuota
de 1 mL y se afor6 en un matraz volumétrico de 10 mL con agua destilada. Después, se
tomaron tres alicuotas de 100 pL de esta solucion y se les realiz6 el mismo tratamiento

gue a los estandares. Los resultados se expresaron como mg de Trolox/100 g de muestra.

4.3.7. Determinacion de fenoles totales (FT)

La cuantificacion se realiz6 utilizando el reactivo de Folin-Ciocalteu (tungstofosfato y
molibdofosfato), método descrito por Jiménez y Girbés (2012), con modificaciones en la
concentracion de acido gélico (como fenol de referencia) para la construccién de la curva
de calibracion.

Se prepard una solucién de acido galico a 100 mg/L y una de Na,CO;3; al 7.5% en

agua destilada. En la Tabla 8 se muestra la preparacion de los estandares.

Cada tubo de ensayo se dejé reaccionar por 10 minutos en un bafio Maria a 50°C;
transcurrido el tiempo de la reaccion, se realizé la lectura de las absorbancias en una
celda de cuarzo de 1 cm de paso Optico en un espectrofotometro 10S UV-Vis GENESYS
a 760 nm.

Para el andlisis de la muestra se pesaron 10 g de capulin molido sin semilla, y en
un vaso de precipitado de 100 mL se mezclaron con 50 mL de agua destilada. La muestra
se filtrd, de la que se tomd una alicuota de 1 mL y que posteriormente se aforé a 10 mL
en un matraz volumeétrico. De esta solucion se tomaron 100 pL de muestra y se realiz6 el

mismo tratamiento que para los estandares.
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Tabla 8. Curva estandar para determinar fenoles totales con acido galico como referencia (Jiménez
y Girbés, 2012).

Estandar (mg/L)

Componente Blanco

20 40 60 80 100
Agua destilada, pL 700 680 660 640 620 600
AG 100mg/L, pL 20 40 60 80 100
Na,CO; (7.5%), uL 600 600 600 600 600 600
Reactivo de Folin 200 200 200 200 200 200

Ciocalteau, pL

AG: acido galico

4.4, Efecto de la adicion de acidos organicos en la estabilidad de

extractos antocianicos de capulin

4.4.1. Extraccion de antocianinas

La extraccién se realizdé siguiendo la metodologia descrita por Castafieda et al.
(2012) con modificacion de solvente utilizado para la extraccion. Se pesaron 50 g de piel
de capulin liofilizado y se les adicionaron 500 mL de solucién etanélica de HCI al 0.2%
(v/v); luego la mezcla se macerd en la oscuridad durante 24 horas. Posteriormente, la
solucion se filtré y el filtrado obtenido se aforé en un matraz volumétrico de 500 mL con

solucion etandlica acidificada al 0.2%.

4.4.2. Determinacion de antocianinas monoméricas

El contenido de antocianinas se determiné mediante el método de pH diferencial
descrito por Wrolstad y colaboradores (2005) utilizando como soluciones amortiguadoras
HCI 0.1 M (pH=1) y acetatos 0.4M (pH=4.5).

Se tomd 1 mL del extracto de antocianinas y se afor6é en un matraz volumétrico de
10 mL con etanol acidificado al 0.2%; de la muestra diluida se tomaron dos réplicas de 1
mL. Una se aforé a 10 mL con solucién amortiguadora de acetatos y otra con la solucion a
pH=1 de HCI 0.1 M. De cada solucién se midi6 la absorbancia en una celda de cuarzo de
1 cm de paso Optico en un espectrofotometro 10S UV-Vis GENESYS a 515 y 700 nm.

Para calcular la absorbancia final se utilizé la Ecuacion 10.
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A = (Asisnm — A700nm)pH:1 — (As1snm — A700nm)pH=4-.5 (10)
Para calcular la concentracion de antocianinas monoméricas (mg L™) se utilizé la
Ecuacion 11.

AxPMxFDx 103 (11)
eXl
donde: A= Absorbancia final de la muestra; PM= Peso molecular referido a cianidina 3-

Antocianinas monoméricas =

glucosido (449.2 gmol™); FD= Factor de dilucién; e= Absortividad molar (26900 mol™*cm’
L); I= Longitud de paso éptico (1 cm).

4.4.3. Reacciones de condensacion

Los experimentos se realizaron considerando los resultados 6ptimos que se han
logrado en el grupo de investigacion con trabajos anteriores (Saavedra, 2012; Castillo,
2013; Hernandez, 2013), los cuales se detallan en la Tabla 9. Con la concentracién molar
obtenida de la determinacién de antocianinas monomeéricas, se realizaron los célculos
para los experimentos de la Tabla 9. Los extractos modificados se obtuvieron bajo las

condiciones de trabajo sefialadas.

En frascos de vidrio debidamente marcados se adicionaron 20 mL de extracto
antocianico y la cantidad de acido organico para cada experimento; se llevaron a cabo las
reacciones con sus respectivas condiciones. Para mantener la temperatura se utilizé un
bafio BOEKEL GRANT PB-3600. Aquellos frascos donde era necesario desplazar el
oxigeno se sellaron a modo de no dejar escapar el gas de nitrégeno que provocd una
atmosfera inerte.

4.4.3.1. Determinacion de indices de degradacion y oscurecimiento

Para la determinacion de indices de degradacion y oscurecimiento (IDO) se utilizé
la metodologia descrita por Giusti y Wrolstad. (2001). Se prepar6é una solucién
blanqueadora de sulfito acido (HSO3) 0.6M, a partir de metabisulfito de potasio (K,S,0s).

Se tomaron dos réplicas de 500 yL de cada muestra (extractos antocianico y
modificados). En matraces volumétricos de 10 mL debidamente marcados (control y
muestra) se agregd a cada réplica por separado. La solucién control se aforé a 10 mL con
agua destilada y a la solucion muestra se le adicion6 1 mL de solucion blanqueadora de

sulfito &cido que luego se aforé a 10 mL con agua destilada.
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Tabla 9. Condiciones de trabajo para las reacciones de condensacion.

Exp. Acido [Acido]/[Ant] T (°C) trx (N) pH P° [Acido
ascorbico]
O mg/L

1 p-cumarico 150 60 5 1

2 Cafeico 250 60 5 1 0

3 Ferulico 150 40 1 3 125

4 p-cumarico 150 60 5 1 0

5 p-cumarico 150 60 5 1 0 125

6 Cafeico 250 60 5 1 0 125

7 Ferulico 150 40 1 3 0 125

8 Cafeico 150 60 5 1 0 125

9 Ferulico 150 40 5 1 0 125

10 Ferulico 150 60 5 1 0 125

Para ambas soluciones (control y muestra) se midieron las absorbancias con una
celda de cuarzo de 1cm de paso Optico en un espectrofotdmetro 10S UV-Vis GENESYS a
420,515y 700 nm.

Para el calculo de la densidad de color (DC) se utilizé la Ecuaciéon 12, con los

datos de la solucién control (agua destilada).

Densidad de color = [(A420nm — A700nm) + (Asisnm — Az00nm)] X FD (12)
donde: A= Absorbancia de la solucién control a su respectiva longitud de onda; FD=

Factor de dilucion.

Para el calculo del color polimérico (CP) se utilizé la Ecuacién 13, con los datos de

la solucion muestra (tratada con sulfito &cido).

Color polimérico = [(A420nm — A700nm) + (As1snm — A700nm)] X FD (13)
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donde: A= Absorbancia de la solucion muestra a su respectiva longitud de onda; FD=
Factor de dilucion.

Para el calculo de % de color polimérico (%CP) se utilizé la Ecuacion 14, con los
resultados que se obtuvieron de DC y CP.

Color polimérico ) 00 (14)

%Color polimérico = (Densidad de color x

Para el célculo del indice de oscurecimiento (IO) se utilizé la Ecuacion 15, con los
datos obtenidos de la solucion muestra (tratada con sulfito &cido).

indice de oscurecimiento = (A420nm X FD) (15)
4.4.3.2. Determinacion de la actividad antioxidante

La actividad antioxidante de los extractos antocianico y modificado de capulin se

determind mediante el método del DPPH descrito en la seccién 4.3.6.

4.4.4. Efecto de extractos modificados adicionados a néctar de granada
4.4.4.1. Preparacion de néctar de granada (Punica granatum)

Se elaboré el néctar de granada natural y se tomd un nivel minimo de °Brix,
como lo indica la Norma General del CODEX para zumos (jugos) y néctares de frutas
(CODEX STAN 247-2005).

Se utilizaron 18.91 kg de granos de granada, y se obtuvieron 15.14 L de jugo.
Después se elaboré el néctar, de acuerdo a la metodologia mostrada en la Figura 10. Se

midieron los °Brix con un refractémetro digital Reichert AR200.
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. 25kg de Lavado

fruta de * Aguacon * Manualmente
granada | detergente
Seleccion
seleccion T
* Doble filtrado Molienda
con manta de ¢ Enlicuadora parala
cielo limpia extraccion maxima
_de antocianinas.

Filtrado |
* Adicion de agua hasta 12°Brix

* Medicién de “Brix * Conservado en congelacion a
-15°C
Néctar

Figura 10. Proceso para la elaboracion de néctar de granada natural artesanal.

/
\

o

El jugo de granada se elaboré de manera artesanal (sin uso de equipo industrial)
y se extrajo la mayor cantidad posible de antocianinas para los analisis colorimétricos
(IDO, AA y valores CIE-L*a*b*). Se adicion6 agua potable para obtener el néctar a
12°Brix.

4.4.4.2. Efecto de latemperatura

Los extractos modificados con mayor % de color polimérico y actividad
antioxidante (7 y 10) se adicionaron a 75 mL de néctar de granada en una concentracion
de 5% (v/v), tomando como fundamento las buenas practicas de manufactura (BPM) de la
NOM-130-SSA1-1995. Cada uno de los frascos se cerré herméticamente y se mantuvo a
temperaturas controladas de 20, 40, 60 y 80°C, utilizando bafios termostatizados.
Ademas, se tomd como control el néctar de granada, sin adicion de extractos modificados.

Se realizaron mediciones aleatorias (dias 1, 4, 8, 11, 15, 18 y 21) de los indices
de degradacion y oscurecimiento, de la actividad antioxidante y del color de cada una de
las muestras, y se hicieron siete mediciones, que son suficientes para realizar el analisis

estadistico.

33



Metodologia experimental

4442.1. Clarificacion de la muestra

De cada muestra (néctar de granada y néctar de granada con adiciéon de extracto
modificado) se tomaron 5 mL, se introdujeron en tubos Eppendorf de 1.5 mL y se
centrifugaron por 10 min a 8500 rpm en una centrifuga mini spin Eppendorf.

4.4.4.2.2. Determinacion de indices de degradacion y oscurecimiento

Se determinaron los IDO de acuerdo a la metodologia descrita en la seccion
4.4.3.1, tomando 500 uL de cada una de las muestras clarificadas.

4.442.3. Determinacién de la actividad antioxidante

La actividad antioxidante se determiné mediante el método del DPPH descrito en
la seccién 4.3.6. De las muestras clarificadas se tomaron 500 puL y se aforaron a 10 mL

con agua destilada para la determinacion de la AA.

44424, Determinaciéon de color

La determinacion del color se realizé utilizando los valores CIE-L*a*b* mediante
imagenes digitales analizadas con el software Photoshop® CS3 Extended, de acuerdo a

la metodologia propuesta por Padron (2010).

El software empleado fue Adobe® Photoshop® CS3 Extended Version 10.0. Se
utilizé una notebook, provista de un procesador Intel® Core i5-2450M de segunda
generaciéon a 2.5 GHz, hasta 3.1 GHz con Turbo Boost con memoria grafica Intel HD 3000
hasta un total de 1696 MB de memoria de graficos, pantalla con retroiluminacion LED de
alta definicion BrightView de 14.0 pulgadas en diagonal con resolucién de 1366x768
pixeles, memoria SDRAM DDR3 de 6 GB (2 DIMM) y sistema operativo Microsoft®

Windows 7®, Home Premium.

Para la calibracion del monitor, se tomd en cuenta que la luz ambiental fuese
inferior a la de intensidad del monitor y sin incidencia directa sobre el mismo. El monitor
fue calibrado definiendo punto blanco del hardware en 6500°K (temperatura de color
correlacionada, describe el nivel de calidez o frialdad de una fuente luminica, se basa en
el color de la luz emitida por una fuente incandescente). El perfil de trabajo en el programa
fue sRGB iec61966-2.1.

Para la captacidon de imagenes se utilizd una cédmara digital marca Canon

(Rebel), modelo T2i/ EOS 550D. La misma posee un sensor CMOS, y aporta tamafios de
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imagenes de 18 megapixeles efectivos. La camara se colocé en modo de valor de
abertura, flash desactivado, enfoque en modo normal y tamafio de imagen 5.0
megapixeles. Para el ajuste manual de balance de blancos, se calibr6 mediante una hoja
de papel bond blanco iluminado con luz blanca dentro de una caja blanca, temperatura de
color 6500°K (D65). La luz blanca se hizo incidir sobre la hoja a distancia de 20 cm y la
camara a distancia de 50 cm aproximadamente. La geometria de las direcciones de

iluminacion/observacion fue de 45°/0°.

Cada muestra clarificada se introdujo en la caja blanca iluminada con luz blanca
a una distancia de 20 cm y se realiz6 la toma de las imagenes a una distancia de la

camara a 50 cm.

Los valores de color CIE-L*a*b* se determinaron utilizando el software
Photoshop® CS3 Extended, donde L* es la luminosidad (0 = negro y 100 = blanco), y a*y
b* son las coordenadas cromaticas rectangulares (+a = rojo y —a = verde / +b = amarillo y
—-b = azul). Las fotografias se tomaron por duplicado y las coordenadas fueron

promediadas y graficadas.

A partir de los valores a* y b*, se calcularon las coordenadas polares tono o matiz

(h°) y croma o pureza (C*) (Ecuaciones 1-3).

4.5. Aprovechamiento del capulin en la elaboracién de productos

alimenticios

4.5.1. Néctar de granada adicionado con extracto modificado de

antocianinas de capulin
4.5.1.1. Preparacién y pasteurizacion del néctar experimental

Para la pasteurizacién, se tomaron muestras de 50 mL de néctar de granada y se
adicion6é extracto modificado de antocianinas de capulin (de mayor estabilidad) a
concentraciones de 1, 2, 3, 4 y 5% (v/v). Estos valores se tomaron teniendo como
referencia la NOM-130-SSA1-1995 en el que se establece el uso del colorante con BPM.
Estos néctares se codificaron como G1-G5 (el numero indica el % de extracto

adicionado). Se tomo6 como control el néctar de granada (codificado como GC).

También se prepardé un néctar simulando a los jugos de extracto de granada

comerciales; éste contenia 26% de néctar de manzana clarificado, 4% de jugo de granada
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y agua potable. Se tomaron 5 muestras de 50 mL y se les adicion6 1, 2, 3, 4 y 5% de
extracto modificado de capulin); cada una se codific6 como MG1-MG5 (el nimero indica
el % de extracto adicionado). Como control se tomé6 al néctar que contenia granada y
manzana (codificado como MGC).

Los néctares se envasaron en recipientes de vidrio con tapa hermética y
capacidad de 60 mL, previamente esterilizados. El tiempo y temperatura de
pasteurizacion se tomaron de acuerdo a Barclay y Wiggins (1984) para jugos de frutas
con pH<4.5; para ello, los frascos conteniendo los néctares se introdujeron en un bafio de
agua termostatizado (BOEKEL GRANT PB-3600) y se tom6 un néctar como referencia,
donde se introdujo un termémetro digital para verificar que la temperatura fuera de 88°C
en el centro del néctar y se dejo por 15 s. Los frascos se taparon y se invirtieron para

generar vacio.

Los frascos se enfriaron después del proceso de pasteurizado, siguiendo la NOM-
130-SSA1-1995. Por lo anterior, el enfriamiento de los envases después del tratamiento
térmico se realiz6 con agua clorada, cuya concentracion de cloro residual fuera de 0.5
mg/kg como minimo, buscando una temperatura interna del producto de
aproximadamente 40°C. Los envases se almacenaron a 1.5° C en un refrigerador TOR-
REY CTI-V.

45.1.2.Seleccion de la concentracion de extracto modificado

La seleccion de la concentracion de extracto modificado de antocianinas de
capulin se realiz6 mediante la determinacién de los pardmetros del color de los néctares
experimentales (valores CIE-L*a*b*), los cuales se compararon con productos
comerciales de néctar de manzana con extracto de granada y néctar de manzana con
extracto de ardndano. Las medidas de los parametros de color se realizaron tal como se

describe en la seccion 4.4.4.2 4.

Se tomaron 1.5 mL de cada muestra de néctar pasteurizado después de 24 h de
almacenamiento a 1.5°C, se introdujeron en recipientes para captar las imagenes digitales
y se llevé a cabo el calculo de los valores CIE-L*a*b*. A partir de los valores a* y b*, se
calcularon las coordenadas polares croma o pureza (C*ab) y tono o matiz (h° ab) con las

ecuaciones (1-3).
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4.5.1.3. Efecto del pH

A 25 mL de las muestras, tanto comerciales como experimentales (C1-C5, GC,
G1-G5, MGC y MG1-5), se les midi6 el pH inicial, utilizando un electrodo combinado de
pH conectado a un potencidémetro. Después, se adicioné NaOH 1M, primero para alcanzar
un pH entre 4 y 4.5 y después para que fuera 26.0. En cada caso, se obtuvieron las
imagenes digitalizadas para obtener los parametros de color (seccion 4.4.3.2.4).

Posteriormente, a 25 mL de cada una de las muestras se les agreg6 diferentes
volimenes de NaOH 1M, incrementando el pH en 0.2 unidades, hasta obtener un valor de
4.6. En cada incremento se tomaron imagenes digitalizadas para poder medir los

parametros de color.

4.5.2. Desarrollo de productos de confiteria

Se utilizé la pulpa de capulin restante de la extraccion de la piel del fruto en la
seccion 4.4.1, con la finalidad de encontrar un uso a esta materia prima y evitar su
desecho como residuo sdlido, debido a que contiene nutrientes que pueden ser
aprovechados. Para ello, se siguieron los principios de Produccién Mas Limpia (P+L) para
el desarrollo y disefio del producto; que aborda la reduccion de impactos negativos a lo
largo del ciclo de vida del producto, desde la extraccion de la materia prima hasta la
disposicién final (ONUDI, 1992; Oestreich et al., 2012).

45.2.1.Obtencidn del extracto de antocianinas

Para el extracto antocidnico se pesaron 65.20 g de piel de capulin previamente
liofilizada que se dejaron en maceracion por 24 horas en 75 mL de etanol para extraer las
antocianinas. Posteriormente, el extracto se filtr6 y aforé a 100 mL con etanol. El extracto
antocianico se mantuvo en refrigeracion y cubierto con papel alumnio hasta su uso, con el

fin de evitar la degradacion de los pigmentos.
4.5.2.2. Formulaciones

Se plantearon formulaciones en base a la literatura para la elaboracién de los
productos de confiteria, proponiendo gomitas y barras de pulpa. En la Tabla 10 se
muestran los porcentajes de la materia prima utilizada en la elaboracion de los dos

productos elaborados.
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Para las gomitas se utiliz6 saborizante de grosella a diferentes concentraciones
(0.33,0.67 y 1% wm)) Y €l extracto antocianico como colorante (1, 2y 3% m)).

Tabla 10. Formulaciones para elaboracién de productos de confiteria (gomitas y barras de pupa)
elaborados a partir del fruto de capulin.

Ingrediente (%) Formulacion 1 Formulacién 2 Formulacién 3
Gomitas (Curiel, 2007; Alvarez et al., 2010; Esparza y Garcia, 2013).

Agua 60 49.38 38.56
Sacarosa 23.80 37.03 38.56
Grenetina 8.40 4.32 5.51
Glucosa 8.30 9.25 16.53
Acido citrico 050 e 0.82
Barras de pulpa (Curiel, 2007).

Pulpa de fruta 55.60 55.60 55.60
Sacarosa 27.80 27.80 27.80
Glucosa 13.90 13.90 13.90
Chile guajillo 1.10 1.10 1.10
Chile piquin 0.80 0.80 0.80
Acido citrico 0.33 0.33 0.33
Sal 0.27 0.27 0.27
Pectina 0.18 0.18
Alginato 0.17 0.17
Cloruro de calcio 0.02 0.02

4.5.2.3. Analisis sensorial

Los métodos afectivos en las pruebas sensoriales no requieren de jueces analiticos,
por lo que se emplean grupos representativos de los consumidores potenciales o
habituales del producto. El nUmero de jueces que se recomienda emplear debe ser mayor
de 80; pueden utilizarse de 25 a 30 jueces, so6lo si el resultado es a nivel de laboratorio
(Espinosa, 2007).

Con la finalidad de conocer la preferencia y el nivel de agrado de las gomitas y las
barras de pulpa propuestas, se realizaron pruebas sensoriales preliminares con tres
grupos de jueces no entrenados (primer grupo, para la seleccion de textura de gomitas y
barras de pulpa, n=16; segundo grupo, para la seleccion de concentracion de sabor en

gomitas, n=16 y tercer grupo, para la prueba heddnica, n=35) conformado por estudiantes
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de nivel medio y superior asi como profesores de la Licenciatura de Quimica en Alimentos
de la Universidad Auténoma del Estado de Hidalgo. La edad de los participantes estaba
comprendida entre 15 a 40 afios.

A los jueces se presentaron muestras de 5 g de gomitas y 4 g de pulpa de fruto de
capulin, codificadas con nimeros de tres digitos, elegidos al azar; y la prueba escalar
hedonica verbal de 5 puntos. En la Figura 11 se muestra la ficha de cata.

W‘*" UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL ESTADO DE HIDALGO
— INSTITUTO DE CIENCIAS BASICAS E INGENIERIA

AREA ACADEMICA DE QUIMICA
LICENCIATURA DE QUIMICA EN ALIMENTOS

L — Edad:
Para la muestra recibida marque con una (X) sobre Ia escala segun su aceptacion
Muestras

Pulpa c/chile Pulpa c/azlicar Gomitac/chile  Gomita cl/azucar

Me encantd
Me gustd

indiferente

No me gusto
Odié

Figura 11. Ficha de cata presentada a los jueces no entrenados.

4.5.2.4. Analisis de actividad antioxidante y fenoles totales

Mediante el analisis de actividad antioxidante y fenoles totales, se evalu6 si los

productos elaborados a partir del fruto de capulin aportan propiedades funcionales.

4.5.2.4.1. Preparacion de muestra

Para obtener las muestras en solucién, se pesaron 10 g de cada confite
desarrollado (gomitas con &cido citrico, gomitas sin acido citrico, pulpa con chile y pulpa
sin chile), que se introdujeron en vasos de precipitado de 50 mL debidamente marcados.
Se adicionaron 40 mL de agua destilada y se dejaron en una parrilla de calentamiento a
50°C por 5 min para disolver las muestras. Posteriormente, se filtraron y se llevaron a 50
mL en un matraz volumétrico con agua a 50°C.
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45.2.4.2. Actividad antioxidante

De cada muestra en solucion se tomaron 100 pL y se siguid el procedimiento
para determinar la actividad antioxidante de la forma descrita en la seccion 4.3.6.

45.2.4.3. Fenoles totales

Para las muestras de pulpa de capulin, se tomé 1 mL de la muestra en solucion
preparada y se diluy6 a 10 mL con agua destilada; después, se tomaron 100 L de ésta 'y

se realizé el procedimiento de la seccion 4.3.7.
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5.1. Capulin

5.1.1. Analisis proximal

Los resultados del analisis proximal del fruto del capulin se muestran en la Tabla 11;
son inferiores a los obtenidos por Revilla y colaboradores (2010), debido a que dichos
autores reportaron en base seca. También se observan diferencias con lo encontrado por
Pérez y colaboradores (2008), quienes Uunicamente analizaron la parte comestible del fruto
(pulpa y piel); esta variabilidad podria atribuirse a la diversidad que existe entre las
especies de los frutos de capulin, a las condiciones ambientales, variedad, estado de
madurez del fruto, tipo de suelo en donde se cultiva y manejo de muestra (Balasundram et
al., 2006).

Tabla 11. Analisis proximal del fruto de capulin.

Energia
Muestra  %H %C %GC %PC %FC %CHOs (Kcal)
Entero 62.42+2.23 0.88+0.02 0.50+0.02 3.10+0.00 11.93+0.30 21.17 101.58
Piel 70.81+0.60 0.77+0.01 0.05+0.00 2.34+0.12 0.60+0.02 25.43 111.53
Pulpa 77.70+0.31 0.83+0.01 0.01+0.00 2.10+0.03 0.97+0.03 18.39 82.05
Semilla  30.45+1.21 0.74+0.03 2.30+0.01 7.00+0.07 47.60+1.35 11.91 96.34
Literatura® NR NR 0 1.45 0.63 16.77 73.00
Literatura” NR 0.859 0.276 11.165 21.170 66.531 313.61

%H: porcentaje de humedad, %C: porcentaje de cenizas, %GC: porcentaje de grasa cruda, %PC: porcentaje
de proteina cruda, %FC: porcentaje de fibra cruda, %CHOs: porcentaje de carbohidratos (obtenidos por
diferencia). *Datos reportados por Pérez et al., (2008). NR, no reportado. "Datos reportados por Revilla et al.,
(2010).

La calidad nutrimental del fruto en estudio se puede comparar con la de otros
frutos rojos; por ejemplo, con la cereza, la uva roja y el arandano. El contenido de
nutrientes que presenta el capulin (Tabla 11) es superior al de la cereza, la uva y el
arandano. La cereza presenta la siguiente composicion proximal (en g/100g de fruto
fresco): proteina 1.00, lipidos 0.30, fibra 1.60, cenizas 0.40 y carbohidratos12.18 (Menchu
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y Méndez, 2012); la uva (en %): proteina 0.58, lipidos 0.35, carbohidratos 17.09 y fibra
0.93; y el ardndano (en %): proteina 0.41, lipidos 0.16, carbohidratos 12.11 y fibra 4.55
(Pérez et al., 2008).

En cuanto a la semilla, esta parte del fruto presenta un contenido de lipidos,
proteina y fibra importante; de hecho, hay estados como Michoacan en los que se
consume tostada y/o confitada (El Colegio de Michoacan, 1999), a pesar de que se ha
descrito que presenta compuestos cianogénicos que podrian ser téxicos en dosis
pequefias (Raya et al., 2012).

5.1.2. Contenido de azUcares reductores

Para el andlisis de las muestras, éstas se diluyeron con la finalidad de realizar la
cuantificacién por interpolacion a la curva de calibracién obtenida. Los resultados se
presentan en la Tabla 12, los cuales se expresan en base humeda. Para obtener los
resultados se realizé una curva de calibracion de Absorbancia vs [Glucosa], mg/L. Los

parametros de regresion se muestran en la Tabla | del apartado de Anexos.

Tabla 12. Azucares reductores del fruto de capulin (n=3).

Muestra Azucares reductores, mg/g de muestra
Capulin entero 130.47+1.96

Piel 129.87+3.00

Pulpa 196.33+2.60

Semilla 18.51+0.91

La mayor concentracion de azucares reductores se encuentra en la pulpa de capulin
(196.33+2.60 mg/g de muestra), la cual es mayor que la que tiene el fruto de la fresa, con
un valor de 6.1+0.56 g/100 g de muestra (Beltran et al., 2010). Esto podria explicar el
hecho de que el capulin presente reacciones de oscurecimiento de forma acelerada. El
analisis de azlUcares reductores es importante, ya que estos componentes son
indispensables para las fermentaciones, en las que se obtiene alcohol no solo para
bebidas, si no también con fines energéticos (Avila et al., 2012). Ademas, los azlcares
reductores son especies reactivas, por lo que pueden ser interferentes en los analisis de
actividad antioxidante y fenoles totales.

42



Resultados y discusion

5.1.3. Determinacién de parametros fisicoquimicos

Muratalla (1992) evalu6 el comportamiento fisiologico antes y después de la
cosecha de cinco selecciones de capulin (Prunus serotina); reporté tres estados de
madurez del fruto (amarillo-rojo, rojo y purpura), y encontré que la cosecha temprana fue
sobresaliente por un balance adecuado de la relacion °Brix/acidez. No obstante, los frutos
tienden a ser mas perecederos, y solo pueden comercializarse por dos dias después de la

cosecha bajo condiciones ambientales.

En la Tabla 13 se presentan los parametros fisicoquimicos del fruto de capulin. En el
resultado de soélidos solubles totales se obtuvo un promedio de 18.33°Brix del fruto de
capulin en estado de madurez purpura, que es distinto al reportado de 17.2°Brix por
Ordaz y colaboradores (1999). La variacion puede atribuirse a la diferente madurez del

fruto, la variedad de la especie o también a las condiciones agronémicas y de cultivo.

Tabla 13. Resultados para los parametros fisicoquimicos evaluados para el capulin.

Parametro Valor

°Brix 18.33+0.25
Acidez (meq de AT/100g de fruto fresco) 3.02+0.15

pH 4.83+0.05
Actividad antioxidante (umolTE/100g de fruto fresco) 4784.71+3.80
Fenoles totales (mg de AG/100 g de fruto fresco) 348.94+1.88

AT: acido tartarico; TE: Trolox equivalente; AG: acido galico.

El fruto de capulin analizado presenta mayor cantidad de soélidos solubles totales
gue otros frutos rojos de mayor consumo; por ejemplo, la ciruela (Spondias purpurea), que
oscila de 7.0 a 15.6° Brix (Ramirez et al., 2007), o la pulpa de uva de mesa de 13°Brix
(Garcia et al., 2002).

El valor de °Brix es importante, ya que es un parametro que se toma como
referencia para la elaboracién de algunos productos, tales como, bebidas (alcohdlicas y
no alcohdlicas), mermeladas, alimentos cristalizados y compotas, entre otros (Moreno et
al., 2002: Sanchez, 2003; CODEX STAN 296, 2009).

El valor de la acidez del fruto de capulin fue de 3.02 meq de AT/100 g de muestra
(0.23%). Este valor varia significativamente al compararlo con la acidez de 0.86% de la

pulpa de uva de mesa (Garcia et al., 2002). Se ha reportado que la acidez de los frutos
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depende del grado de maduracion: entre mas maduro sea, menor acidez presenta
(Muratalla, 1992; Zambrano, 1995). El capulin es de sabor agridulce (McVaugh, 1951), y
esta propiedad organoléptica se ve influenciada por la acidez y °Brix del fruto, por lo que
depende de su madurez.

De acuerdo a la clasificacién dada por Muratalla (1992), el fruto de capulin analizado
(18.33°Brix y 3.02 meq de AT/100 g de fruto) se encontraba en un estado de madurez
parpura; mientras que, tomando los datos de Ordaz y colaboradores (1999), en la que
reportan 17.2°Brix, el fruto de capulin se puede categorizar en un estado de madurez rojo

o bien amarillo-rojo, por lo que se espera que su acidez sea mas alta.

El pH obtenido del capulin fue de 4.83+0.05; este valor no presenta variacién
significativa en comparacién con el pH de la pulpa de uva de mesa, que es de 4.50
(Garcia et al., 2002); En cambio, la pulpa de frutos colectados en poblaciones silvestres y
cultivadas de diferentes variedades de ciruela mexicana (Spondias purpurea L) en Jalisco,
Colima y Nayarit se considera mas acida, con un valor de pH de 2.7 a 3.3 (Ramirez et al.,
2007).

La AA del capulin determinada fue de 4784.71+3.80 umolTE/100 g de fruto fresco.
Se sabe que esta propiedad se debe, principalmente, a las antocianinas presentes en la
piel de los frutos (Gil & Ruiz, 2010).

Gil y Ruiz (2010) reportan la actividad antioxidante de algunos frutos rojos; por
ejemplo, las uvas rojas de 1260, las cerezas de 3365, las ciruelas de 6259 y las fresas de
3577 umol TE/100g; de acuerdo con estos valores, el capulin sélo se ve superado por las
ciruelas, lo que permite considerar al fruto de estudio como una buena fuente de
antioxidantes. Los calculos de la AA se obtuvieron mediante una curva de calibracion; en
la Tabla Il del apartado de Anexos se muestran los parametros de regresion de las lineas
de calibrado, %DPPHemanente VS [Trolox] (LM).

El resultado obtenido de fenoles totales para el fruto de capulin fue de 348.94+1.88
mg de AG/100 g de fruto fresco; este valor varia muy poco con lo reportado por Revilla y
colaboradores (2010), quienes encontraron un contenido de fenoles totales de 360 mg
AG/100 g, sin embargo, ellos realizaron el calculo en términos del extracto. Por otro lado,
se ha estudiado que los grupos fendlicos contenidos en los alimentos vegetales dependen

de factores intrinsecos (como el género, la especie, el tipo de cultivo) y extrinsecos (tipo
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de agronomia empleada, aspecto ambiental, la manipulacion y almacenamiento)
(Balasundram et al., 2006), lo que puede ocasionar las diferencias que se presentaron

entre los valores.

Se ha reportado el contenido de fenoles de otros frutos rojos; entre estos destacan
la cereza, la ciruela, la fresa y la uva roja, con valores de 339, 367, 368 y 177 mgAG/100g
de fruto, respectivamente (Gil y Ruiz, 2010). El capulin mostré un mayor contenido que la
cereza y la uva roja, y ligeramente menor que la fresa y la ciruela. En la Tabla Il del
apartado de Anexos se muestran los parametros de regresion de las lineas de calibrado,
Absorbancia vs [Acido galico] (mg L™).

En conclusion, se debe fomentar el consumo de frutas, en particular de bayas como
el capulin, que tienen un contenido importante de compuestos bioactivos, como los
fenoles y polifenoles, haciéndolos deseables debido a su actividad antioxidante (Naczk &
Shabhidi, 2006).

5.2. Estabilidad de extractos modificados de antocianinas de
capulin
5.2.1. Contenido de antocianinas monoméricas

Se utilizé la piel de capulin liofilizada, debido a que las antocianinas en muestras
secas pueden exhibir mayor estabilidad (Wrolstad et al., 2005); ademas, es indispensable
gue para fines de rendimiento se utilicen frutos muy maduros, ya que la concentracion de
las antocianinas se incrementa rapidamente en frutas a medida que van madurando
(Cedillo et al., 2006). La extraccién con etanol acidificado presenta mayor porcentaje de
rendimiento, en comparacion con otros extractos con solucién acuosa, acetona y metanol
(Jiménez et al., 2011).

Se determinaron las antocianinas monoméricas del extracto antocianico de la piel de
capulin obteniéndose 149.17 £0.96 mg/L, lo que equivale a 298.34 mg/100 g de piel de
capulin liofilizado. Para tomar como referencia este valor en las reacciones de

condensacion, se calculd la concentracion molar, que fue de 3.32x10+2.14x10°® M.

Ordaz y colaboradores (1999) determinaron la concentracion de antocianinas en piel
de capulin, utilizando acetona como solucion extractante, reportaron una concentracion de

272 mg/100 g de la piel, la cual es ligeramente menor a la obtenida en este trabajo,
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posiblemente por la metodologia de extraccion utilizada, la madurez del fruto, la variedad,

entre otros.

Cedillo y colaboradores (2006) determinaron antocianinas monomeéricas a dos
variedades de fruto de capulin entero, reportaron valores de capulin de Tepetlixpa 12.44
mg/L y capulin obtenido en el mercado de la Merced 11.98 mg/L. Existen diferencias
significativas en los resultados reportados en esta investigacion y los reportados por
Ordaz y colaboradores (1999); porque dichos andlisis fueron realizados al fruto de capulin
entero, mientras que en el presente trabajo de investigacion se realizé la extraccion solo a
la piel de capulin liofilizada, por lo que hay una mayor concentracion de antocianinas
porque se elimina el agua y la pulpa para evitar interferentes.

5.2.2. Reacciones de condensacion

En la Figura 12 se muestran el extracto antocianico y los extractos modificados de
antocianinas de capulin obtenidos. A simple vista, se observé un color mas intenso en
todos los extractos modificados (Figura 12) después de que finalizé la reaccion de

condensacién, en comparacion al extracto de antocianinas de capulin.
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Figura 12. Extracto antocianico y extractos modificados de antocianinas de capulin.

Se trabajé solo con &cidos derivados del hidroxicinamico (p-cumarico, ferdlico y
cafeico) debido a que exhiben mayor actividad antioxidante en comparaciéon con los
acidos hidroxibenzoicos; esta actividad puede ser debida al grupo CH=CH-COOH, que
garantiza una mayor capacidad de donar protones y estabilizar los radicales, en
comparacion con el grupo -COOH en los acidos hidroxibenzoicos (Balasundram et al.,
2006).
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5.2.2.1.indices de degradacién y oscurecimiento de los extractos
modificados

Se determinaron los indices de degradacion y oscurecimiento del extracto
antocianico y de los extractos modificados. En la Tabla 14 se muestran los resultados

obtenidos en la determinacion.

Tabla 14. indices de degradacion y oscurecimiento de extracto antocianico (control y modificado)

de capulin.
Extracto indices de degradacion y oscurecimiento
DC CP % CP 10

Antocianinas 56.40+0.00 12.50+0.50 22.10+0.0 11.40%0.52
1 45.20+0.56 17.63+£0.42 39.02+1.40 15.93+0.37
2 40.50+0.14 15.15+0.77 37.41+0.13 13.18+0.73
3 30.80+0.84 9.11+0.11 29.59+1.10 8.36%0.51
4 42.90+1.27 15.70+£0.32 36.60+1.90 13.90+0.14
5 41.80+1.13 14.33+0.47 34.30+0.20 12.96+0.32
6 51.60+0.0 15.06+0.28 29.20+0.55 13.23+0.23
7 26.10+0.70 12.50+0.40 47.93+2.90 11.06%0.32
8 45.10+2.12 15.53+0.75 34.44+0.05 14.06+0.56
9 52.10+0.70 13.23+0.32 25.40+0.30 12.10+0.32
10 37.20+2.20 14.73+0.37 39.61+1.01 12.50+0.30

DC: densidad de color, CP: color polimérico; %CP: porcentaje de color polimérico; 10: indice de

oscurecimiento.

El parametro que se tomd en cuenta para la seleccion de los mejores experimentos
y que se utilizé para evaluar el efecto de los extractos modificados de capulin en néctar de
granada natural es el % de color polimérico; ya que los derivados poliméricos de las
antocianinas no se blanquean con sulfito acido, porque la posicion C-4 esta enlazada con
un derivado fendlico (Wrolstad et al., 2005).

El %CP es el parametro que esta ligado con la estabilidad del color de los extractos,
ya que valores mayores de éste, indican que el extracto es mas resistente a la presencia
de especies nucleofilicas (como el sulfito acido), y otros componentes nucledfilos que
contienen los alimentos, tales como el propio sulfito, nitrito, peroxidos, entre otros
(Castafieda et al., 2011). Tomando ese parametro, se seleccionaron los experimentos 7
(%CP=47.93%) y 10 (%CP=39.61%), éstos presentan un %CP mayor al del extracto
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antocianico, que fue de 22.10%, lo que indica que pueden llegar a ser mas estables, por
lo menos a cambios de color. EI %CP del extracto antocianico es similar a lo reportado
por Ordaz y colaboradores (1999), que reportan 22.6%.

El indice de oscurecimiento es un parametro de degradacion relacionado con la
formacion de especies poliméricas derivadas de los azucares, lo que conlleva a una
coloracion ambar. Por lo tanto, a mayores valores, indica que el extracto es mas propenso
a reacciones de oscurecimiento (Giusti y Worolstad, 2001). Los experimentos
seleccionados (7 y 10) presentan mayores IO, muy cercanos al extracto antocianico, pero

tienen mayor %CP que los hace mas viables para estabilizar el color.

5.2.2.2. Actividad antioxidante de extractos modificados

La actividad antioxidante de los compuestos fendlicos se debe a su capacidad de
eliminar los radicales libres, atomos de hidrégeno o donar electrones, o cationes de
metales de quelatos (Balasundram et al., 2006), por lo que los extractos modificados
pueden eliminar el radical DPPH en mayor proporcidén que las antocianinas monoméricas

del capulin.

Tabla 15. Actividad antioxidante de extractos de antocianicos y modificados de capulin.

Muestra Actividad antioxidante (mg

Trolox/100 mL de extracto)

Extracto antocianico 231.32+0.77
232.35+0.35
236.65+0.06
248.42+1.38
238.36+£1.90
232.54+0.62
238.3016.70
252.13+0.14
245.39+5.50
219.45+0.34
243.53+0.70
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En la Tabla 15 se puede apreciar que en los resultados hay un incremento en la

actividad antioxidante, asi como sucedié con el %CP, por lo que pueden relacionarse
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estos dos valores, los experimentos que muestran mayor %CP (7 y 10) a su vez se
incremento la actividad antioxidante en comparacion con el extracto antocianico. También
se observo que los experimentos 3 y 8 tienen mayor actividad antioxidante que los
experimentos seleccionados (7 y 10), sin embargo, presentan valores mas bajos de %CP.

5.2.3. Efecto de extractos modificados adicionados a néctar de granada

Para evaluar el efecto de la adicion de los extractos modificados a un néctar de
granada, se eligieron los experimentos 7 y 10 por presentar mayor actividad antioxidante y
%CP mas alto.

El jugo de granada obtenido de manera natural presentd 12.8°Brix, este valor fue
ajustado a 12°Brix, con la finalidad de obtener un néctar. Realizando los célculos
necesarios, de acuerdo a la norma CODEX STAN 247-2005, se utilizaron 4.69 L de jugo
de granada y 310 mL de agua embotellada para obtener 5L del néctar de granada con el

gue se trabaj6.

5.2.3.1. Efecto de la temperatura

Se evaluo la estabilidad del color del néctar de granada (control y adicionado con
extractos modificados de capulin) a diferentes temperaturas (20, 40, 60 y 80°C) por un

tiempo maximo de 21 dias.

Harbouner y colaboradores (2008) consideran que la mayoria de los procesos de
esterilizacién térmicos industriales utilizan UHT (ultra alta temperatura) que implican

temperaturas de 137-140°C, durante tiempos entre 2-10 s.

No hay datos de cinética publicadas a temperaturas arriba de 100°C, debido a que
los métodos isotérmicos no pueden utilizarse para estimar la cinética de degradacion,
porque la duracion de las fases de calentamiento y enfriamiento son grandes (Harbouner,
2008). Por lo tanto, es necesario trabajar con temperaturas mas bajas, para estimar la

cinética de degradacion mediante métodos isotérmicos.

Por tal situacion, se eligieron temperaturas de 20°C (considerandola como
temperatura ambiente), 40°C (como referencia para llevar un seguimiento de temperatura

gradual) y 60 a 80°C (tomandolas como temperaturas extremas).

Se tom6 como control néctar de granada. Los néctares problema contenian 5%

(v/v) de extractos modificados (experimentos 7 y 10). Todos fueron sometidos a las
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diferentes temperaturas. Los experimentos se realizaron por duplicado. En total se
tuvieron 24 muestras, de las cuales se midieron los indices de degradacion y
oscurecimiento, la actividad antioxidante y el color, utilizando como control el néctar de
granada sin extracto modificado.

Las muestras se codificaron como C-20, C-40, C-60 y C-80 (muestras control a las
diferentes temperaturas); E7-20, E7-40, E-7-60 y E-7-80 (néctar de granada adicionado
con extracto modificado 7, a diferentes temperaturas); y E10-20, E10-40, E10-60 y E10-80

(néctar de granada adicionado con extracto modificado 10, a diferentes temperaturas).

5.2.3.1.1. Indices de degradacion y oscurecimiento y color

Se determinaron los indices de degradacion y oscurecimiento (IDO) a los néctares
de granada adicionados con los extractos modificados (7 y 10). En la Tabla 16 se

presentan los resultados obtenidos a 20°C.

En el dia 21, el E10-20 present6é mayor indice de oscurecimiento que el E7-20;
este efecto es mas notable conforme fue aumentando la temperatura, posiblemente por la
formacion de compuestos polifenélicos insolubles de color marrén (Tseng et al., 2006).

En el procesamiento industrial, es necesario controlar continuamente los cambios
de color para garantizar la calidad del producto (Kara y Alben, 2013); por lo que se
midieron los valores de color mediante imagenes digitales, en la Tabla 18 se presentan
las coordenadas en el espacio de color CIE- L*a*b* y el color promedio de las muestras

de néctar adicionado con extracto modificado de antocianinas a 20°C.

A 20°C, las muestras control tuvieron una degradacién mayor de color que los
néctares adicionados con los extractos modificados de antocianinas de capulin (Tabla 17).
En las mediciones de indices de oscurecimiento los néctares adicionados con extracto

fueron presentando mayor indice que el control, éste ultimo fue perdiendo color.

Se sabe que la presencia de antocianinas y polifenoles proporcionan coloraciones
especificas que pueden ser calculadas por parametros de color (Jiménez et al., 2011), por
tal motivo se determinaron estos valores para evaluar la estabilidad. A 20°C se
observaron cambios menos notables en la coloracion de los néctares analizados, de
hecho, en el tratamiento de las fotografias se obtuvo la gama de colores de cada uno de
ellos (Tabla 17).
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Tabla 16. indices de degradacion y oscurecimiento del néctar de granada (control y adicionado con
extractos modificados de antocianinas de capulin) a 20°C.

Dias
IDO Muestra
1 4 8 11 15 18 21
C-20 2.0£0.0 2.0£0.0 1.1+0.0 1.1+0.0 1.2+0.0 1.3+0.0 1.4+0.0
DC E7-20 2.4+0.0 1.9+0.0 2.8+0.0 2.6x0.0 2.6x0.0 2.840.0 2.7+0.0
E10-20 2.9+0.10 2%0.0 2.9+0.0 2.8+0.0 2.7x0.0 3.0£0.01 3.1+0.0
C-20 1.8+0.0 1.4+0.0 0.8+0.0 0.6x0.0 0.8+0.0 0.8+0.0 1.0£0.0
CP E7-20 1.6£0.0 1.2+0.0 1.3£0.04 1.1+0.01 1.2+0.0 1.3£0.0 1.6£0.0
E10-20 1.0£0.0 0.8+0.0 1.2+0.0 1.1+0.0 1.2+0.0 1.4+0.0 1.8+0.0
C-20 90.0+0.0 70.0+0.0 69.3+3.7 58.2+2.6 63.9+0.0 60+0.0 75.2+1.8

%CP E7-20 66.7+0.0 63.3x4.7 44.6%x1.0 43.8+#1.0 44.9+0.2 44.1+0.0 59.6+1.7

E10-20 34.5+1.7 40.0+0.0 40.4+1.5 39.7¢#1.0  45.1+0.3 48.8+0.2 60.1+0.0

C-20 1.2+0.0 0.9+0.0 0.6+0.0 0.5+0.0 0.6+0.0 0.6+0.0 0.8+0.0
10 E7-20 1.0+0.0 0.8+0.0 0.9+0.0 0.8+0.0 0.8+0.0 0.8+0.0 1.1+0.0
E10-20 0.8+0.0 0.6+0.0 0.9+0.0 0.8+0.0 0.9+0.0 1.0+0.0 1.3+0.0

IDO= Indice de degradacion y oscurecimiento; DC= Densidad de color; CP= Color polimérico;

%CP= % de color polimérico; 0= indice de oscurecimiento.

Se observdé que en las muestras que presentaban una disminucion de la
luminosidad (L*) habia un aumento en el indice de oscurecimiento. Cuando el valor de la
luminosidad aumenta, indica que se aclara la solucién, es decir, se pierde la coloracion
caracteristica. Este comportamiento es mas visible en la muestra control, en la cual este
valor aumento, viéndose reflejado en la disminucién de la coloracién rojiza. En las
muestras E7-20 y E10-20, disminuye este valor, pero en la gama de colores presentada

en la Tabla 17 no hay diferencias.

El croma (pardmetro relacionado con la pureza del color) disminuye en las tres

muestras; el orden de decaimiento es C-20>E10-20>E7-20, esto significa que el extracto
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modificado de capulin permite que aumente la saturacion del color en el néctar, siendo

mas significativo el extracto 7.

El tono (h°) aumenta en la muestra control, esto significa que hay mayor

proporcion de amarillo que de rojo, conforme pasa el tiempo. En las muestras E7-20 y

E10-20 h° es cercano a 0, lo que indica que el color que predomina es el rojo, sin tener

cambios considerables.

Tabla 17. Parametros de color en néctar de granada adicionado con extractos modificados de
capulin a 20°C.

Parémetro Muestras Dia
1 4 8 11 15 18 21
C-20 48 46 45 45 40 45 51
g L* E7-20 33 30 29 28 23 27 28
‘—3 E10-20 31 28 28 24 18 19 25
§ C-20 59 53 52 52 50 48 43
g a* E7-20 55 52 49 48 44 48 47
< E10-20 52 49 48 42 37 40 45
% C-20 33 29 30 34 35 44 33
Tg b* E7-20 42 39 37 36 32 34 35
3 E10-20 39 37 33 29 25 28 30
E7-20
C-20 1.78 1.82 1.73 1.52 1.42 1.10 1.30
Relacion a*/b* E7-20 131 1.33 1.32 1.33 1.37 1.41 1.34
E10-20 1.33 1.32 1.45 1.44 1.48 1.42 1.5
C-20 67.60 60.42 60 62.13 61 65.12 54.20
Cromaap E7-20 69.20 65 61.40 60 54.41 58.80 58.60
E10-20 65 61.40 58.25 51 44.65 48.83 54.10
C-20 29.22 28.67 29.99 33.18 35 42.51 37.50
Tonoas (h°) E7-20 37.36 36.87 37.10 36.90 36.03 35.31 36.70
E10-20 36.87 37.10 34.51 34.62 34 35 33.70

A 40°C se observd que en las tres muestras aument6 el %CP (en los dias de
andlisis), siguiendo el orden de C-40<E7-40<E10-40 (Tabla 18). Esto puede deberse a un
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efecto de copigmentacion entre el extracto adicionado y las antocianinas que contiene el
néctar de granada, el cual se ve favorecido por esta temperatura, ya que no permite la
degradacioén de los colorantes.

Tabla 18. indices de degradacion y oscurecimiento del néctar de granada adicionado con extractos
modificados de antocianinas de capulin a 40°C.

Dias
IDO Muestra
1 4 8 11 15 18 21
C-40 2.2+£0.0 1.6+0.0 1.8+0.04 1.7+0.02 1.7+0.0 1.8+0.0 1.7+0.0
DC E7-40 2.7£0.1 12.2+0.0 2.5+0.04 2.2+0.01 2.4+0.02 2.3+0.02 3.0+£0.01
E10-40 2.7£0.1 2.4+0.0 2.6£0.0 2.2+0.0 2.2+0.0 2.2+0.0 2.2+0.01
C-40 1.7+0.1 1.3+0.01 1.5+0.0 1.2+0.01 1.3+0.0 1.3+0.0 1.4+0.0
CP E7-40 1.4+0.0 1.2+0.0 1.6+0.0 1.6+0.0 1.8+0.0 1.8+0.0 2.3+0.0

E10-40 1.3+0.1 1.3+0.04 1.6+0.01 1.3+0.02 1.4+0.0 1.6+0.0 1.8+0.0

C-40 77.3+0 78.1+4.4  82.0+2.0 68.5+0.3 77.4+1.7 72.5+0.0 84.5+0.0

%CP E7-40 51.9+2.7 54.5+0.0 66.4+0.0 70.0+0.4 74.6+0.3 79.1+1.0 79.00.1

E10-40 48.2+2.5 58.3x0.0 60.1+0.5 60.4+1.3 64.9+1.3 71.8+0.0 80.5+0.5

C-40 1.1+0.1 1.0+0.0 0.9+0.0 0.8+0.0 0.9+0.01 1.0+0.0 1.0+0.0
10 E7-40 1.0+0.0 1.0+0.0 1.0+0.0 1.0+0.0 1.1+0.0 1.1+0.0 1.4+0.0
E10-40 1.1+0.1 1.1+0.01 1.1+0.0 0.9+0.01  1+0.02 1.1+0.0 1.2+0.0

IDO= Indice de degradacion y oscurecimiento; DC= Densidad de color; CP= Color polimérico;
%CP= % de color polimérico; 10= indice de oscurecimiento.

El indice de oscurecimiento, a 40°C, no tuvo cambios importantes, ni entre las
muestras, ni entre los dias de experimentacion. Sin embargo, el color de los néctares si

mostré cambios visuales (Tabla 19).

De acuerdo a los valores de luminosidad (L*), éste parametro aumento en las tres

muestras, siendo el orden de C-40>E10-40>E7-40, esto indica que la muestra de néctar
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adicionada con E7 (extracto modificado 7) tiene menor pérdida de color, esto se puede

corroborar con los otros parametros de color (C*y h°).

Tabla 19. Parametros de color en néctar de granada adicionado con extractos modificados de

capulin a 40°C.

Parémetro Muestras Dia
1 4 8 11 15 18 21
C-40 45 44 45 51 51 49 61
f L* E7-40 36 35 36 39 43 40 47
‘—;‘,‘ E10-40 35 32 29 38 36 36 49
% C-40 59 47 40 34 28 30 19
g a* E7-40 58 56 53 50 49 49 44
§ E10-40 56 51 47 48 46 46 35
g C-40 37 32 35 34 41 43 43
= b* E7-40 44 41 40 39 44 48 45
3 E10-40 43 37 36 40 44 43 44
cwervencse ., | IR D D O
E7-40
-------
C-40 1.60 1.47 1.14 0.68 0.70 0.44
Relacién a*b*  E7-40 1.32 1.37 1.33 1.28 1.11 1.02 0.98
E10-40 1.30 1.38 1.31 1.2 1.05 1.07 0.78
C-40 67 56.86  53.20  48.10 49.70 5243 47
Cromaap E7-40 72.80  69.40 66.40 6341 6590 6860  62.94
E10-40 70.60 63 59.20 6250 63.66  62.97  56.22
C-40 3210 3425 4119 45 55.67 55.10 66.16
Tonoay (h°) E7-40 37.18 3621  37.04 38 41.90 4441 4564
E10-40 3752 3597 3750 39.80 43.73 4310 51.50

Los valores de croma (C*) disminuyeron en todas las muestras, su tendencia fue

de E7-40<E10-40<C-40, lo que significa que el color en el néctar adicionado con E7 es

MAas puro que en las otras muestras. Por otro lado, el tono (h°) aumentd en las tres

muestras, siendo C-40>E10-40>E7-40, esto denota que en la muestra control tiende a

aparecer una tonalidad al amarillo, més rapido que en los néctares adicionados con

extracto modificado de capulin.
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A 40°C se observa, en todas las muestras, una mayor pérdida de color, en
comparacion con 20°C, formandose colores marrones, y traduciéndose en una

disminucion de los valores de a* y un aumento en los valores de b*.

A 60°C se mantuvieron los extractos so6lo hasta los 18 dias (Tabla 20), debido a
gue el cambio de color fue muy pronunciado, tendiendo al marrén, lo cual indica que ya

hubo degradacion de antocianinas; este comportamiento fue mayor en el néctar control.

El %CP disminuy6 en las muestras C-60 y E10-60, esto puede deberse a que los
colorantes poliméricos se han degradado y dan inicio las reacciones de oscurecimiento.
Este parametro tuvo un aumento en la muestra E7-60, aunque no tan pronunciado como a
40°C.

A 60°C empiezan a haber cambios mayores en el IO, el cual esta relacionado con

la aparicion de colores ambar (Tabla 21); este parametro es mayor en la muestra E10-60.

Tabla 20. indices de degradacion y oscurecimiento del néctar de granada adicionado con extractos
modificados de antocianinas de capulin a 60°C.

IDO Muestra plas
4 8 11 15 18
C-60 2.4+0.0 2.1+0.0 2.0+£0.0 1.6x0.0 2.0£0.0 2.4+0.0
DC E7-60 3.0+0.0 3.0+£0.0 2.9+0.0 2.5+0.0 2.8+0.0 4.2+0.0
E10-60 3.3:0.1 2.7+0.01 3.2+0.04 2.8+£0.2 3.4+0.0 4.7+0.0
C-60 1.9+0.1 1.7#0.01 1.7+0.02 1.2+0.01 1.5+0.0 1.8+0.01
CP E7-60 1.7+0.1 2.2+0.0 2.4+0.0 2.1+0.01 2.2+0.0 2.92£0.0
E10-60 2.2+0.0 1.8+0.0 2.6+0.0 2.1+0.0 2.1+0.0 2.92£0.0
C-60 79.2+0.0 81.1+54 81.8+2.0 74.1+0.9  75.4+0.2 75.6£1.5
%CP E7-60 56.7+4.7 73.3+t0.0 82.2+0.8 83.9+1.0 76.4+x0.5 69.7£0.0
E10-60 66.7+2.9 66.7+3.5 81.6x0.6 75.4+0.8 62.4+0.0 63.1+0.0
C-60 1.4+0.0 1.2+0.0 1.2+0.0 0.9+£0.0 1.1+0.0 1.3+0.0
10 E7-60 1.2+0.0 1.6+0.0 1.5+0.0 1.3+0.0 1.3+0.0 1.81£0.0
E10-60 1.6+0.0 1.2+0.0 1.7+£0.0 1.4+0.0 1.5+0.0 2.11+0.0

IDO= Indice de degradacion y oscurecimiento; DC= Densidad de color; CP= Color polimérico;

%CP= % de color polimérico; 10= indice de oscurecimiento.

Los valores de a* en las muestras tratadas a 60°C disminuyeron, este efecto se
observa en la muestra control (C-60), donde la caida del color rojo fue de un valor de 55 a

7, siendo esta coordenada la mas importante; porque se relaciona con la presencia de
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antocianinas en una fruta, jugo o néctar (Padrén, 2010). Los valores de b* aumentan en

las tres muestras, siguiendo el orden de C-60>E7-60>E10-60, el incremento en este

parametro esta relacionado con la apariciéon del color amarillo, y que se puede corroborar

con la gama de colores presentada en la Tabla 21.

Tabla 21. Parametros de color en néctar de granada adicionado con extractos modificados de

capulin a 60°C.

Parémetro Muestras Dia
1 4 8 11 15 18
C-60 51 59 65 69 65 65
2 L*  E7-60 38 43 46 50 50 49
5 E10-60 34 39 43 50 39 a1
g C-60 55 18 9 6 7 7
5 a*  E7-60 59 51 46 38 38 37
2 E10-60 54 42 37 28 37 37
§ C-60 29 20 a7 a2 48 48
T b*  E7-60 43 45 46 46 49 49
3 E10-60 39 40 45 45 43 43
E7-60
C-60 190 050 020 014 015 015
Relacion ab*  E7-60 137 113 1 083 078 076
E10-60 138 110 082 062 086  0.86
C-60 6218 4386  47.85 4441 4851 4851
Cromag E7-60 73 68 6510 5967 62 61.40
E10-60 6661 58 5826 53 56.73  56.73
C-60 2780 6577 7916 8223 8170 8170
Tonoa (h°) E7-60 36.10 4142 45 5044 5220 5294
E10-60 3584 4360 5057 5811  49.29  49.29

El croma o intensidad de color disminuye en todas las muestras, lo que habla de

gue hay una pérdida de saturacion; contrariamente, el tono (h°) aumenta, lo que indica la

aparicion del tono amarillo y disminucién del rojo; siendo para ambas medidas C-60>E7-
60>E10-60 (Tabla 21).
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Las muestras tratadas a 80°C se midieron hasta el dia 8, porque presentaron una
coloracién café-marron, degradandose los pigmentos de las muestras, esto pudo deberse
a una reaccion de oscurecimiento no enzimético debido al tratamiento térmico (Kara y
Alben, 2013).

En la Tabla 22 se muestran los valores obtenidos para los IDO de las muestras
tratadas a 80°C. Se puede observar que en la muestra control (C-80) hay un %CP
superior al 100, esto es debido a que como se dijo anteriormente, hay un oscurecimiento
no enzimatico, en el cual se generan compuestos poliméricos, que sin pertenecer a la

familia de antocianinas, pueden tener una contribucién a este parametro.

Tabla 22. indices de degradacion y oscurecimiento del néctar de granada adicionado con extractos
modificados de antocianinas de capulin a 80°C.

Dias
IDO Muestra

4 8
C-80 2.7+0.1 2.6+0.0 4.1+0.01
DC E7-80 3.4£0.0 2.8+0.0 3.9+0.0
E10-80 3.6x0.0 3.4+0.0 7.93+0.0

C-80 2.9+0.1 2.2+0.2 2.8+0.01
CP E7-80 3.3#0.1 2.2+0.0 3.4+0.02

E10-80 3.1#0.1 2.4+0.0 5.7+0.0

C-80 107.5¢5.6  84.6+0.0 68.1+0.1

%CP E7-80 97.1+4.2 78.6+0.0 88.7+0.08
E10-80 86.1+4.0 70.6+0.0 71.9+0.1
C-80 2.0£0.0 1.7+0.0 2.2+0.0

10 E7-80 2.4+0.0 1.6+£0.0 2.6£0.0

E10-80 2.2+0.0 1.8+0.0 4.3+0.0

IDO= indice de degradacion y oscurecimiento; DC= Densidad de color; CP= Color polimérico;

%CP= % de color polimérico; 10= indice de oscurecimiento.

A 80°C, el aumento en el indice de oscurecimiento es mas representativo,
teniendo cambios mas importantes en la muestra E10-80. Esta medida también esta
relacionada con la formacién de especies poliméricas, via oscurecimiento no enzimatico
(melanoidinas).
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Los pardmetros de color para muestras tratadas a 80°C se presentan en la Tabla
23. El valor L* disminuyo drasticamente, este cambio se observé mas en la muestra
control (C-80). La variacion en la luminosidad de muestras tratadas con calor se puede
tomar como una medida del pardeamiento (Lozano e Ibarz, 1997); de hecho, a esta
temperatura es innecesario un analisis del cambio de los parametros C* y h°, ya que
como se puede observar en la gama de colores presentada en la Tabla 23, en el dia 4
empiezan a aparecer las tonalidades marrdn, caracteristicas del pardeamiento.

Tabla 23. Parametros de color en néctar de granada adicionado con extractos modificados de
capulin a 80°C.

Muestras Dia

Parametro
1 4 8

C-80 45 55 25
9 L* E7-80 34 43 38
‘—2 E10-80 28 42 20
§ C-80 53 14 30
g a* E7-80 55 36 32
@ E10-80 49 31 27
g C-80 30 47 30
g b* E7-80 41 44 44
3 E10-80 37 45 25

C-80 -“

Color promedio

E7-80
C-80 1.77 0.30 1
Relacién a*/b* E7-80 1.34 0.82 0.73
E10-80 1.32 0.69 1.10
C-80 60.90 49.04 42.43
Cromaap E7-80 68.60 56.85 54.41
E10-80 61.40 54.64 36.80
C-80 29.51 73.41 45
Tonoas (h°) E7-80 36.70 50.71  53.97
E10-80 37.10 55.44 42.80

La magnitud, duracion y el tipo de método de calentamiento tienen una fuerte

influencia en la estabilidad de antocianinas. Durante el calentamiento, la degradacion y la
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polimerizacién por lo general conducen a su decoloracién (Kara y Alben, 2013); en las
muestras a 60 y 80°C se observa, mas pronunciada, la pérdida de color promedio.

Las mediciones de los parametros de color predicen que tan estables son los
extractos modificados de antocianinas de capulin en el néctar a diferentes temperaturas,
presentando mayor propiedad en color el E7 por presentar mayor valor de a* (rojo) y
pureza (Cromag,) en comparacion del E10 y el control.

Las temperaturas de pasteurizacion de alimentos varia de 63 a 90°C, la
temperatura aplicada depende del tipo de alimento y el tiempo de exposicion (siendo
maximo de 30 min) (Tortora et al., 2007).

Es importante conocer la estabilidad de las antocianinas de los frutos para sugerir
el mejor tratamiento térmico y evitar la pérdida de las antocianinas. La degradacién de

antocianinas en gran medida depende de la temperatura (Kara y Alben, 2013).

Un estudio realizado por Harbouner y colaboradores (2008) a un jugo de grosella
negra, donde se aplicaron temperaturas de 4, 21, 40, 60, 80 y 100°C, con un método
isotérmico en bafos de agua y horno de aire forzado; y de 100 a 140°C con un método no
isotérmico en una autoclave, determinaron que en el aumento de la temperatura y el
tiempo el contenido de antocianinas monoméricas en mg/100 g disminuye drasticamente.
Los resultados de la degradacion de antocianinas indican claramente que estas moléculas
en el concentrado del fruto de morera negra son menos estables al calor, seguido de los
de jugo de mora y concentrado de cereza agria. En este sentido, las diferentes
susceptibilidades de antocianinas de jugo de frutas al calor podria ser debido a su
composicién antocianico variable, y podria ser no necesario la medicion de antocianinas
por espectrofotometria, porque la ventaja de utilizar el color visual es que podria ser

medido como un parametro de calidad (Kara y Alben, 2013).

Las muestras expuestas a diferentes temperaturas (20, 40, 60 y 80°C) que
presentaron valores a* y b* mas altos; indica una mayor presencia de antocianinas y
polifenoles (Jiménez et al., 2011).
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Tabla 24. Imagenes digitalizadas de los néctares de granada sometidos a diferentes temperaturas (20, 40, 60 y 80°C).

Temperatura Dias
Muestra

°C)

20

40

‘e

Control
60

P L e
e

-

- 5

80

20

Adicionada 40

con E7 60

80

20

Adicionada 40

con E10 60

80
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Como se puede observar los valores de a*, b* y L* varian conforme pasa el tiempo
dependiendo de la temperatura empleada. Se sabe que, las temperaturas elevadas
pueden afectar la estabilidad de las antocianina y causar la polimerizacion de
antocianinas monomeéricas que son indeseables en algunos productos como en jugos de
frutas, donde los consumidores perciben como una indicacion de mala calidad (Harbourne
et al., 2008). Estas caracteristicas son observables en la Tabla 24, donde se muestran las

imégenes digitales de los néctares de granada adicionados con extractos modificados.

El color que es un indicador de la concentracion de pigmento, se puede medir de
forma instantanea utilizando colorimetros Hunter para el control de calidad en linea. No
hay datos reportados referentes a la relacion entre el color y el cambio en el contenido de
antocianinas durante el procesamiento térmico (Kara y Alben, 2013); sin embargo, se
pueden utilizar imagenes digitales para la medicion de los parametros del color, que se

podrian correlacionar con el contenido de antocianinas, sobre todo el valor de a*.

El procesamiento de alimentos generalmente incluye tratamientos térmicos que
conservan con eficacia los productos alimenticios y también proporcionan propiedades
sensoriales deseables. Sin embargo, el conocimiento actual indica que el tratamiento
térmico, sobre todo en condiciones severas, pueden afectar los niveles de antocianinas en
productos de frutas y verduras (Domeneghini et al., 2013).

Los cambios de color observados en las imagenes debido al tratamiento térmico
aplicado, pueden ayudar a predecir la estabilidad del color en los alimentos. En la
medicion del dia 1 (Tabla 24), el color es rojo intenso en las muestras con adicion de
extractos modificados de capulin, por lo que en la pasteurizacion de los alimentos
(exposicién a temperaturas altas durante tiempos cortos), el color rojo caracteristico de los

néctares de granada puede permanecer sin dar indicios a coloraciones de defecto.

Se observan cambios visibles en el color, la muestra control (néctar de granada sin
extracto modificado) va perdiendo su color conforme pasa el tiempo, este cambio es mas

drastico cuando se expone a temperaturas elevadas (60 y 80°C).

Se sabe que los jugos y néctares; tiene una alta concentracion de azlcar, y
algunos presentan alta formacion de polimeros coloreados que otorgan al producto un
color atractivo (Garcia y Pérez, 2013); estos azlcares, presentes en los jugos, al

someterse a temperaturas altas durante tiempos prolongados, pueden caramelizarse o
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bien involucrarse en reacciones de pardeamiento no enzimético, como en el caso de las
muestras sometidas a temperaturas de 80°C, y que se observa su cambio de coloracién

notable, estas muestras presentaron un olor caracteristico a caramelo.

Estos experimentos se realizaron con la finalidad de evaluar los extractos
modificados de capulin y posiblemente con ello predecir su estabilidad a las diferentes
temperaturas. El extracto modificado 7 presentd mayor estabilidad a la temperatura en
comparacion con el extracto modificado 10, por lo que se sugiere evaluar su posible
concentracion en néctares y/o jugos de granada natural pasteurizados bajo las BPM como
lo indica la NOM-130-SSA1-1995 para la utilizacion como colorantes organicos.

5.2.3.1.2. Actividad antioxidante

Se determind la actividad antioxidante de los néctares de granada adicionados con
extracto modificado de antocianinas de capulin (experimentos 7 y 10). Se hicieron 7
medidas aleatorias en los 21 dias de experimentacién, para las muestras sometidas a 20
y 40°C. Para 60 y 80°C no se determiné la AA en muestras que presentaban alteraciones
de color notables. En la Tabla IV del apartado de Anexos se reportan los valores

obtenidos de las determinaciones de la actividad antioxidante.

Las muestras adicionadas con extracto modificado de capulin (E7 y E10)
presentaron menos pérdida de la actividad antioxidante, comparadas con los controles
(néctar de granada) (Figura 13), esto puede ser debido al efecto que tiene el acido ferulico

en esta propiedad.

Los néctares adicionados tienen desde el inicio (dia 1) mayor actividad
antioxidante que los controles (Tabla IV del Anexo). Los néctares adicionados con
extracto modificado de capulin (E7 y E10), a 60 y 80°C, aparentemente presentaron
mayor actividad antioxidante; sin embargo, mostraban una coloracion marrén, que se

puede deber a las reacciones de oscurecimiento.
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Figura 13. Cambios en la actividad antioxidante de los néctares analizados. Codificacion: C,
control; E7, néctar adicionado con el extracto modificado 7; E10, néctar adicionado con extracto
modificado 10. La numeracion 20,40, 60 y 80 se refiere a la temperatura (°C) de exposicion de los

néctares. M 1 dia; @ 4 dias; M 8 dias; W 11 dias; ™ 15 dias; ' 18 dias y = 21 dias.
Las muestras adicionadas con extracto modificado 7 mostraron mayor actividad
antioxidante, sobre todo a 20 y 40°C; ademas tuvieron menor pérdida de color durante el

tiempo de experimentacion.

Con los resultados obtenidos del analisis de indices de degradacién vy
oscurecimiento, color y actividad antioxidante, los extractos modificados de antocianinas
de capulin pueden ser una alternativa para utilizarse como aditivos alimentarios,
aportando estabilidad de color y a la vez un incremento en la actividad antioxidante a un

alimento (néctar de granada).

Es de gran interés la identificacion de fuentes de pigmentos antocianicos naturales
y la estabilidad de éstos para las industrias alimentaria, farmacéutica y cosmética, por la
demanda del consumidor por ser naturales, en lugar de colorantes sintéticos, debido a las
propiedades benéficas que tienen como los antioxidantes (Ordaz et al., 1999).
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5.3. Aprovechamiento del capulin en la elaboracién de productos

alimenticios

5.3.1. Néctares de granada experimentales. Comparacion con

productos comerciales

Se eligieron medir los parametros de color debido a que las pérdidas de pigmento
durante el procesamiento es de interés primordial para las industrias procesadoras de
alimentos (Kara y Alben, 2013).

5.3.1.1. Medidas del color

A pesar de que se agrego6 el extracto modificado de antocianinas de capulin en
medio etandlico, este solvente tiene un punto de ebullicion de 78°C (IPCS, 2005), que
debido al tratamiento térmico se evapora, por lo que el alcohol residual podria estar por
debajo del 0.5% que marca la NOM-218-SSA1-2011 y de 3-5 g/kg que reporta la FAO
(2013) para jugos.

El acido clorhidrico puede utilizarse con la funcion tecnolégica como un regulador
del pH (DOF, 2012). Por lo que, la acidificacién del extracto antocianico con HCI al 0.2%

puede ser una opcién para regular el pH del producto.

Los néctares de granada experimentales se muestran en la Figura 14; en la fila
(a) se tienen los néctares de granada (GC y G1-G5) y en la fila (b) los néctares de
granada con manzana (MGC y MG1-5). Las muestras se tomaron después de que fueron

almacenadas en refrigeracion a 1.5°C.

Figura 14. Muestras de néctares experimentales. (a) Néctares de granada (GC y G1-G5); (b)
néctares de granada con manzana (MGC y MGC1-5).
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Como se dijo anteriormente, en la codificacion de las muestras, los numeros
indican el porcentaje de extracto modificado de antocianinas de capulin. Los néctares
experimentales (GC, G1-5, MGC y MG1-5) se compararon con los comerciales (C1-C5)
utilizando los parametros de color.

Los néctares comerciales fueron: C1, 26% néctar de manzana y 4% de granada;
C2, néctar de manzana y granada (no reportan las proporciones, tiene rojo Allura como
aditivo); C3, 26% néctar de manzana y 4% de arandano; C4, néctar de manzana y de
arandano-uva (no reportan proporciones); y C5 es una bebida energizante que en sus
ingredientes reporta Rojo 40 (se seleccioné sélo para fines comparativos con respecto al
color).

En la Tabla 25 se presentan los parametros de color de las muestras comerciales,
néctar de granada y néctar de manzana con granada (adicionados con extracto
modificado de antocianinas de capulin).

En el procesamiento y analisis del color de imagenes, la representacion del
espacio de color en coordenadas polares puede revelar caracteristicas que no son
visibles en la representacibn mediante coordenadas rectangulares (Hanbury y Serra,
2002); por tal situacion, es conveniente calcular los datos relacionando los valores de a* y
b* para conocer la pureza y el Tono (°h) que dan informacién acerca del color que
predomina mas.

Tabla 25. Pardmetros de color de néctares comerciales y néctares adicionados con extracto
modificado de antocianinas de capulin.

Muestra Coordenadas rectangulares Color Relaciéon Cromay, Tonog,
L* a* b* promedio a*/b* (°h)
C1 31 49 38 - 1.29 62 37.80
Cc2 39 62 50 - 1.24 79.65 38.88
c3 34 52 31 - 1.68 60.54 30.80
c4 14 30 19 - 1.60 35.51 32.35
C5 53 71 59 - 1.20 92.31 39.73
GC 39 54 33 - 1.64 63.29 31.43
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G1 39 57 36 - 1.58 67.42 32.28
G2 37 57 38 - 1.5 68.51 33.70
G3 32 52 34 - 1.53 62.13 33.18
G4 30 50 35 - 1.43 61.03 35
G5 29 48 34 - 1.41 58.82 35.31
MGC 65 12 56 0.21 57.27 77.91
MG1 52 42 51 - 0.82 66.07 50.53
MG2 43 57 49 - 1.16 75.17 40.68
MG3 39 58 46 - 1.30 74.03 38.42
MG4 33 54 43 - 1.26 69.03 38.53
MG5 32 54 44 - 1.23 69.66 39.17

C= néctares y jugos comerciales (1 al 5), GC= néctar de granada control sin adicién de extracto, G= néctar de
granada adicionado con extracto (1 al 5= al % de adicién de extracto v/v), MGC= néctar de manzana con
granada control sin adicién de extracto, MG= néctar de manzana con granada adicionados con extracto (1 al
5= al % de adicion de extracto v/v).

Los productos comerciales C2 y C5 tuvieron valores mas altos en pureza
(Croma,,), estas muestras presentaron cualidades atractivas en color, pero en su
preparacion se adicionaron colorantes sintéticos. Los néctares C1 y C3 presentaron un
valor aproximado de la pureza de color de 60 (Cromag,) Y un intervalo de tono de 30 a

40°, entre menor sea este valor, predomina el color rojo.

En cuanto a los néctares de granada experimentales (GC y G1-G5), se observd
gue el néctar GC, a pesar de tener parametros de color aceptables (63.29 de croma y

31.43° de tono), perdia color conforme pasaba el tiempo, aun a 20°C.

El néctar de granada con adicién del 1% de extracto modificado de antocianinas
de capulin (G1) presenté 67.42 de pureza del color y 32.28°h, que comparado con el
néctar de granada con adicion del 2% de extracto modificado de antocianinas de capulin

(G2), con 68.51 de pureza y 33.70°h (predominando el rojo), es mas rojo.
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Los néctares G1 y G2 presentan valores muy cercanos de croma y tono; sin
embargo, tienen mayor pureza de color que los comerciales C1 y C3. Para fines de
rendimiento y costos, el 1% es el porcentaje de extracto modificado de antocianinas de
capulin que es seleccionado para adicionar a los néctares de granada.

Las muestras experimentales de néctar de manzana al 26% y granada al 4% se
elaboraron para simular los néctares comerciales. La muestra MGC (néctar control)
presenta mayor color amarillo (por tal situacién en las industrias utilizan colorantes
naturales y/o artificiales), impartido por el néctar de manzana; presenté mayor Tono (°h)
amarillo, estas coordenadas predicen mejor el color que predomina, en comparacion con

las coordenadas rectangulares (L* a* b*).

Las muestras MGl y MG2 presentaron valores de tono de 50.53 y 40.68°,
respectivamente; éstas se descartan por presentar valores mayores a 40°h, donde va
predominando el color amarillo, ademas, la pureza es menor que en las demas muestras
(MG3-5).

El MG3 presentd un valor de Tono (°h) de 38.42° (predominando rojo), que es
ligeramente menor al obtenido del C2 con 38.88°; en cuanto a pureza de color, la del C2
es mayor (79.62), no hay que olvidar que este parametro se debe a que en este producto

se utiliza un colorante sintético.

La pureza de MG3 (74.03) es mayor que en los comerciales C1y C3 (62 y 60.54,
respectivamente); por lo que la adicién del 3% de extracto modificado de antocianinas de
capulin a los néctares de manzana con granada, presenta aspectos de color rojo

parecidos a los comerciales adicionados con colorantes artificiales.

Por otro lado, el extracto modificado de antocianinas de capulin (E7) presenta
cualidades de color para ser utilizado en bebidas preparadas a base de jugos y/o néctares
de frutas rojas, como es el caso de néctar de granada o arandano, o bien, néctar de

manzana con extractos de estos frutos rojos en combinacion o por separado.

De acuerdo a los estudios de estabilidad de color realizados, es probable que al
adicionarse los extractos modificados de antocianinas de capulin a los néctares de frutas,
éstos conserven sus atributos organolépticos referidos al color, ya que normalmente se

almacenan en refrigeracion o bien a temperatura ambiente.
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5.3.1.2. Efecto del pH (presencia de colorantes naturales)

En el mercado normalmente se encuentran bebidas preparadas a base de néctar
de manzana y extracto de granada. Sin embargo, actualmente estos productos se
elaboran y colorean a partir de materiales diferentes a la granada (Lopez et al., 2010). Por
tal situacion, se decidié corroborar, mediante cambios de pH y medidas de parametros de
color, si los néctares de manzana con granada comerciales (C1-C5) contienen colorantes
naturales o artificiales, y a la vez comparar los néctares comerciales con los néctares
adicionados con extracto modificado de antocianinas de capulin, con el fin de conocer la

concentracion ideal de este Gltimo.

En la Tabla 26 se muestran los valores de pH de los néctares y promedio del color
antes y después de la adicion de NaOH 1M hasta alcanzar un pH de 42pH<4.5 y pH=6

donde se observa un cambio visible al ojo humano.

Tabla 26. Valores de pH y color promedio de néctares comerciales y elaborados artesanalmente.

Muestra pH inicial del néctar Color promedio Color promedio Color promedio

42pH<4.5 pH26
= ¢ H H
“ = H H .
= = H o
= = H H =
= = H O H
= = H H
= ¢ H O H
« ¢ H H
= ¢ H H
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C= néctares y jugos comerciales (1 al 5), GC= néctar de granada control sin adicién de extracto,
G= néctar de granada adicionado con extracto (1 al 5= al % de adicion de extracto v/v), MGC=
néctar de manzana con granada control sin adicion de extracto, MG= néctar de manzana con

granada adicionados con extracto (1 al 5= al % de adicién de extracto v/v).

En las muestras C2 y C5 se intensifica el color rojo al adicionar NaOH 1M, puesto
gue son colorantes sintéticos y son mas estables, estos productos si etiquetan en los

ingredientes la utilizacién de colorantes sintéticos.

Las muestras C1, C3 y C4 en su etiqueta reportan el uso de colorantes naturales
(antocianinas), por lo que al aumentar el pH pierde estabilidad el color. Las antocianinas
reversiblemente cambian de color conforme aumenta el pH, lo que limita su uso efectivo
como colorantes alimentarios para muchas aplicaciones (Wrolstad et al., 2005).

En las muestras comerciales C1 y C3 a pH entre 4.0 y 4.5 la pérdida del color es
muy notable, percibiéndose al ojo humano un color marrén; por tal motivo, las bebidas
gue en su formulacion tienen pigmentos naturales no estables al pH, utilizan agentes
reguladores del pH para mantener las bebidas en medios acidos, donde las antocianinas

se presentan en forma estable.

Cabe destacar que en las muestras adicionadas con extractos modificados de
antocianinas de capulin, en un rango de pH 4.0-4.5, no presentan un color café, como en
las muestras C1 y C3, salvo las muestras MG1 y MG2, las cuales puede ser debido a la
adicién de néctar de manzana. Por lo que, se puede utilizar el extracto modificado de
antocianinas de capulin en un rango de pH menor a 3.8 para néctar de granada y pH

menor a 3.4 para néctar de manzana con granada.
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También es de interés saber en qué pH es estable el extracto modificado de
antocianinas de capulin, se sabe que, el cambio de color es evidente en funcién del pH;
mientras que a valores menores a 4.0 predomina un color rojo intenso, a medida que se
encuentra en el regién alcalina el extracto es de color café (Cedillo et al., 2006).

De acuerdo a los resultados obtenidos, los néctares con extracto modificado de
antocianinas de capulin, ademas de presentar mejores parametros de color que los
néctares comerciales, presentan mayor estabilidad al cambio de pH. Por ello, se
seleccionaron cuatro muestras (C1, C3, G1 y MG3) para comparar los cambios en los

parametros de color, conforme aumenta el pH.

En la Tabla 27 se presentan los parametros de color de las muestras C1, C3, Gl y
MG3. En la muestra C1 a pH=2.6 predomina el rojo a 37.8° de tono, pero la muestra de
néctar con extracto modificado G1 a pH=4 tiene un valor de 35.79°, lo que indica que aun
predomina el rojo, por lo que se establece que los extractos modificados de antocianinas

de capulin resisten méas el cambio de pH.

La muestra C1 a pH=3.8 tiene un tono de 46.55°, que indica que predomina mas el
amarillo, en cambio a ese mismo pH la muestra MG3 presenta un valor intermedio de
rojo-amarillo de 43.57°; de acuerdo a estos resultados, se demuestra la estabilidad del
extracto modificado de antocianinas de capulin ante el pH, presentando buenas

cualidades para su uso como colorante de jugos y/o néctares.

En la Figura 15 se muestra la gama de color con respecto al pH de las muestras
elegidas (G1 y MG3) por presentar los mejores atributos de color, y las muestras
comerciales C1 y C3 como comparacion, ya que estan adicionadas con colorantes
naturales, no se hizo la comparacién con las muestras C2 y C5 porque contienen

colorantes artificiales que presentan mayor estabilidad ante el cambio de pH.
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Figura 15. Gama de color con respecto al aumento del pH de las muestras adicionadas con
extracto modificado G1 y MG3, y las muestras comerciales C1y C3.

Para obtener la escala de la Figura 15 y conocer los valores L*, a* y b* de las
muestras conforme aumenta el pH, se tomd el primer y segundo puntos para obtener el
gradiente de color, y después el segundo y el tercero (puntos obtenidos de las imagenes
digitales conforme se realiz6 la valoracién midiendo el pH), dicho gradiente es de unién,
ya que al seleccionar los valores de color y unirse se alinearon con reglas para la
obtencion de los valores tomando como referencia 3 puntos el del pH inicial del jugo, el de

pH de 4 y el dltimo punto registrado en la valoracioén en un intervalo de pH de 6 a 7.
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Tabla 27. Parametros de color de C-1, C-3, G-1 y MG-3 con respecto al pH.

Parametro Muestras pH

2.4 2.6 2.9 3 3.2 3.4 3.6 3.8 4 4.2 4.4 4.6
C1 NC 31 33 33 35 36 38 40 42 44 42 41
L* C83 34 34 36 36 37 39 40 42 43 45 46 44
% G1 NC NC NC NC 39 38 37 35 34 34 33 31
= MG3 NC NC 39 39 40 41 42 43 45 44 43 42
% C1 NC 49 48 47 44 42 39 36 33 31 31 31
g a* C3 52 52 49 48 45 43 40 37 34 31 29 29
% Gl NC NC NC NC 57 55 50 46 43 42 39 35
2 MG3 NC NC 58 58 55 51 46 41 38 38 36 35
é C1 NC 38 38 38 38 38 37 38 39 39 38 38
g b* C3 31 40 39 39 38 37 37 37 37 37 37 37
© Gl NC NC NC NC 36 35 33 32 31 31 30 29
MG3 NC NC 46 46 44 42 41 39 39 39 38 37

C1 NC 1.29 1.26 1.24 1.24 111 1.05 0.95 0.85 0.80 0.82 0.82

C3 1.68 13 1.26 1.23 1.18 1.16 1.08 1 0.92 0.84 0.78 0.78

Relacion a*/b* Gl NC NC NC NC 1.58 1.57 152 1.48 1.39 1.35 1.3 1.21
MG3 NC NC 1.26 1.26 1.25 1.21 1.12 1.05 0.98 0.98 0.95 0.94

C1 NC 62 61.22 60.40 58.14 56.64 53.76 52.35 51.10 49.82 49.04 49.04
C3 60.54 65.60 62.63 61.85 58.90 56.73 54.50 52.33 50.25 48.28 47 47

Cromagy Gl NC NC NC NC 67.42 65.20 59.91 56.04 53.01 52.20 49.20 45.45

MG3 NC NC 74.03 74.03 70.43 66.07 61.62 56.59 54.45 54.45 52.35 50.93

C1l NC 37.80 38.37 38.96 40.82 42.14 43.50 46.55 49.76 51.52 50.80 50.80

C3 30.80 37.57 38.52 39.10 40.18 40.70 42.77 45 47.42 50.04 51.91 51.91

Tonoa (°) Gl NC NC NC NC 32.28 32.48 33.42 34.82 35.79 36.43 37.57 39.64

MG3 NC NC 38.42 38.42 38.66 39.47 41.71 43.57 45.74 45.74 46.55 46.60

C1 y C3= néctares comerciales, G-1= néctar de granada adicionado con 1% de extracto modificado (v/v) y MG-3=néctar de manzana y granada adicionado con 3% de extracto

modificado (v/v). NC=No calculado, debido a que el pHinicia™>PHanaiisis
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5.3.2. Analisis de los productos de confiteria (gomitas y pulpa de

capulin) a partir del fruto de capulin
5.3.2.1. Analisis sensorial

Se realizaron las distintas formulaciones de gomitas y de pulpa de fruto de capulin y
se llevaron a cabo las pruebas sensoriales correspondientes a nivel laboratorio. En cuanto
a la textura de las gomitas, la formulacion 1 fue la mas dura, resultando desagradable
para 15 jueces. Las formulaciones 2 y 3 presentaron una textura esponjosa, siendo la
formulacion 3 la preferida por el 60% de los panelistas al resultar suave y agradable a la
masticacion lo cual se le atribuye al porcentaje equilibrado de los ingredientes. Para la
seleccion de la concentracion de sabor el 70% de los panelistas prefirieron la formulacion

con 0.5 mL de saborizante comprendiendo el 0.33% de la formulacion.

Con respecto a la concentracion de extracto antocianico de capulin, se realizaron
pruebas adicionando 1, 2 y 3 mL del extracto, lo que comprende del 1 al 3% de la
formulacion, en la Figura 16 se presentan las gomitas con diferente concentracion de

extracto y una formulacién con un colorante sintético para comparar.

A B
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) | ~-
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Figura 16. Gomitas con diferente concentracion de extracto antocianico de capulin.

En la Figura 16A se presentan las gomitas con la formulacién 2, observandose una

degradacién del color, esto se relaciona a que no contenia acido citrico. Las antocianinas

son relativamente inestables y la mayor estabilidad ocurre en condiciones &cidas;
viéndose afectadas, junto con el tono (Belitz et al., 2009).

En la Figura 16B se muestran las gomitas obtenidas de la formulacién 3, que
contenia &cido citrico, protegiéndose el tono de las antocianinas; en la Figura 16C se
elaboraron las gomitas con un colorante artificial, la concentraciéon al 3% de extracto
antocianico de capulin, presenta mejores aspectos visuales en cuanto al color pudiéndose
asociar mas a una gomita sabor grosella. En base a los resultados sensoriales las
gomitas se elaboraron con la formulacion 3: 0.33% de saborizante y 3% de extracto

antocianico del capulin.
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Por otro lado, en la seleccién de la textura de la barra de pulpa de capulin el 70% de
los panelistas eligieron la formula 1, por dar mejores propiedades texturales al masticar y
disolverse el confitado en la boca. Los panelistas sugirieron que las gomitas se cubrieran
con azucar y con chile; y en el caso de las barras de pulpa se adicion6 en la formulacion
chile y azucar.

Se realizo la prueba hedonica de 5 escalas (Odié, No me gusté, Indiferente, Me
gusté y Me encantd) a 35 panelistas. Para las gomitas con azucar el 52% le encanté y el
40% les gusto, para las gomitas con chile el 63% les gusté y el 34% les encant6; para las
barras de pulpa dulce el 60% les fue indiferente y el 34% les gustd, mientras que en la
barra con chile el 57% les gustd y el 32% les encantd. Algunos comentarios expresados
por los jueces durante la evaluacion de las muestras fueron: esta muy rica, la textura es

agradable, sabe bien, huele bien, entre otros.

Se realiz6 el peso promedio por gomita con azucar 4.52 g y 4.45 g con chile, la
barra de pulpa con chile de 23.31 g y 25.59 g con azucar.

5.3.2.2. Analisis de actividad antioxidante y fenoles totales

En la Tabla 28 se muestran los resultados de AA y FT para los productos
elaborados y la pulpa de capulin. Las gomitas aportan un contenido muy bajo de AAy FT
(12 pmol TE/100 g de gomitas y 10-12 mgAG/100 g de muestra), los dos valores se les
puede atribuir a las antocianinas del extracto de piel capulin, que fueron adicionadas
como colorantes. Un factor importante en la formulacién de gomitas es la adicion de 4cido
citrico, el cual evitd que las antocianinas se degraden por completo, esto por efecto del
pH.

Tabla 28. Evaluacién de la actividad antioxidante (AA) y de fenoles totales (FT) de los productos
confitados elaborados.

Muestra AA, umol TE/100g de FT, mg AG/100g de muestra
muestra

Gomitas con &acido citrico 12.00£0.03 12.0+0.1

Gomitas sin &cido citrico 12.00£0.00 10.0+0.1

Pulpa de capulin sin procesar 1596.00+7.52

Barra de pulpa con chile 1416.00+£32.00 329.0+14.0

Barra de pulpa con azlcar 1360.00+24.00 270.0+£0.5

TE: Trolox equivalente. AG: Acido Galico.
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La pulpa de capulin sin procesar presenté una AA de 1596 umol TE/100 g, el cual
es menor a la AA encontrada para el fruto fresco (4784 pmol TE/100 g de fruto fresco,
Tabla 13), esto indica que la mayor AA esta presente en la piel de capulin, en la que se
concentra la mayor cantidad de antocianinas.

Para la barra de pulpa de capulin los contenidos son mayores (Tabla 28), con
respecto a la uva roja, que tiene una AA de 1260 pumol TE/100 g de fruta; sin embargo, se
observd que durante el procesamiento (calentamiento) de la pulpa de capulin con chile,
disminuye de 1596 umol TE/100 g de pulpa de capulin a 1416 pmol TE/100 g de pulpa de
capulin capulin con chile, teniendo un descenso de 11.28% de su AA. Esta es una cifra
aceptable, ya que esta propiedad funcional del fruto de capulin no se afecta del todo a la
hora de procesar los confitados.

El contenido de fenoles totales encontrado para la barra de pulpa de capulin (con
chile y con azucar) fue de 329 y 270 mgAG/100 g de muestra, este valor es superior al de
reportado por Gil y Ruiz (2010) para la uva verde y uva roja (145 y 177 mgAG/100 g de
fruta fresca), el incremento de los FT en la muestra con chile se le puede atribuir al
ingrediente afiadido.

La barra de pulpa de capulin se puede considerar un alimento funcional, por
contener agentes bioactivos que contribuyen al bienestar de los consumidores. Algunas
de las condiciones requeridas para hacer esta consideracion es que el agente bioactivo
sea identificado y cuantificado por metodologias analiticas (Lutz, 2009); los compuestos
funcionales como los fendlicos y las antocianinas, se ha identificado que pueden
neutralizar los radicales libres y reducen el riesgo de padecer cancer (Izuchukwu et al.,
2015).

Los productos de confiteria propuestos aportan propiedades funcionales (actividad
antioxidante y contenido de fenoles totales). Aunque no se ha aclarado completamente el
mecanismo exacto por el cual algunos glucésidos fendlicos son absorbidos desde el tracto
gastrointestinal, se estima que en relacién con la ingesta total de compuestos fenélicos
del 5 al 10% se absorbe en el intestino delgado (Balansundram et al., 2006). Sin embargo,
el sitio primario del metabolismo depende de la dosis, las mas pequefas se metabolizan
en la mucosa intestinal, con el higado jugando un papel secundario, mientras que dosis

més grandes se metabolizan en el higado (Scalbert y Williamson, 2000).
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El contenido de nutrientes que presenta el capulin es superior al de otros frutos rojos,
como la cereza, la uva y el ardndano. Este fruto puede considerarse como un alimento
con buen aporte de antioxidantes y compuestos fenélicos, que llegan a superar a algunos
frutos rojos como la uva roja y la cereza y que le confieren propiedades funcionales.

Los extractos modificados de antocianinas de capulin que presentaron mayor
porcentaje de color polimérico y actividad antioxidante se obtuvieron al adicionar el acido
ferulico. Se evaluaron dos extractos modificados de antocianinas de capulin (E7 y E10) en
néctar de granada a diferentes temperaturas. El E7 presentd mejores resultados en las
determinaciones de indices de degradacion y oscurecimiento, actividad antioxidante y
pardmetros de color.

Los néctares en los que se adiciond extracto modificado de antocianinas de capulin
presentaron mejores parametros de color que los comerciales, que utilizan en su
formulacion colorantes naturales; ademas, sus valores de croma (pureza de color) fueron
ligeramente menores que en las muestras comerciales con contenido de colorantes
sintéticos.

El extracto modificado de capulin presenta ventajas para su utilizacibn como un
aditivo alimentario, por aportar color con tonalidad roja caracteristica de jugos o néctares
de frutos rojos, aporta actividad antioxidante y ademas es mas estable al pH en
comparacion con los colorantes naturales utilizados en los néctares comerciales.

Se desarrollé una formulacién para gomitas con pigmento antocidnico de capulin
estabilizandose el tono con el 4cido citrico adicionado, aunque la actividad antioxidante y
los fenoles totales que aporta es muy baja. La barra de pulpa de capulin con chile
presentd valores de actividad antioxidante y fenoles totales altos, comparados con los de
la uva roja, que hace considerar este producto como probable alimento funcional y que su
consumo puede ser benéfico para la salud.

El desarrollo de productos de confiteria a base de capulin se ofrece como una
alternativa para el uso de este fruto poco explotado. Ademas, los resultados de pruebas

sensoriales preliminares indican que fueron del agrado de los jueces participantes.
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Perspectivas generales

Dentro de las perspectivas se sugiere:

e Aprovechar la semilla de capulin para la extraccion de aceite esencial, al presentar la
semilla mayor porcentaje de lipidos, en comparacion con la pulpa y piel.

¢ Realizar andlisis toxicoldgicos al extracto modificado de antocianinas de capulin, para
asegurar su utilizacién como aditivo.

e Probar el extracto modificado de antocianinas de capulin en productos alimenticios
diferentes a bebidas no alcohdlicas.

e Desarrollar otros alimentos en que se pueda aprovechar el fruto de capulin para
facilitar su consumo.

o Por las caracteristicas que presenta el fruto del capulin (mayor aporte nutrimental,
actividad antioxidante y contenido de fenoles totales que otros frutos rojos), se sugiere
darle aplicaciones tecnologicas en la industria alimentaria; por ejemplo, en la
elaboracion de bebidas alcohdlicas y no alcohdlicas, o en la industria de la confiteria.

o Evaluar la concentracion de extracto modificado de antocianinas de capulin (E7) en
jugos y/o néctares de frutas, para su posible utilizacion como aditivo alimentario, por
presentar menores indices de oscurecimiento, menor descenso de la actividad

antioxidante y mayor aporte en la intensidad y pureza de color.
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Anexos

Tabla I. Parametros de regresion de la linea de calibrado, Absorbancia vs concentracion de

glucosa [mg/L].

Parametro Valor
Desviacion estandar residual, se 0.0077
Numero de estéandares, n 6
Coeficiente de correlacion, r* 0.9990

Ordenada en el origen, atts,

Pendiente, btts,

Intervalo lineal (mg L™)

Limite de deteccién (mg L™)

Limite de cuantificacién (mg L™)
Reproducibilidad (%DER, n=3, 60 mg L™)

0.0286+0.012
0.0058+0.0002
9.6-100

2.9

9.6

1.3

Tabla Il. ParAmetros de regresion de las lineas de calibrado, %DPPH remanente vs concentracién

de Trolox (uM).

Parametro Valor
Desviacion estandar residual, s 1.9518
Numero de estandares, n 5
Coeficiente de correlacion, r* 0.9967
Ordenada en el origen, atts, 102.07+3.55
Pendiente, b+ts, -2.21+0.14
Intervalo lineal (UM) 6.83-33.32
Limite de deteccion (UM) 2.35

Limite de cuantificacion (uM) 6.83
Reproducibilidad (%DER, n=3, 16.66 uM) 0.07
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Tabla lll. Parametros de regresion de las lineas de calibrado, Absorbancia vs concentracion de
acido galico (mg L™).

Parametro Valor
Desviacion estandar residual, se 0.008372
Numero de estéandares, n 5

Coeficiente de correlacion, r* 0.9982
Ordenada en el origen, atts, -0.0913+0.0206
Pendiente, bxtsy 0.0053+0.0003
Intervalo lineal (mg L™) 16.34-100
Limite de deteccién (mg L™) 4.9

Limite de cuantificacién (mg L™) 16.34
Reproducibilidad (%DER, n=3, 60 mg L™) 0.19

Tabla IV. Actividad antioxidante de néctar de granada adicionado con extracto modificado de

capulin, expresada como mg Trolox/100 mL de néctar.

Muestras Dias

1 4 8 11 15 18 21

C-20 204.2+0.5 206.9+0.0 216.3+0.9 226.9+0.0 210.0+£0.5 141.9+0.4  123.3+0.0
E7-20 237.0£0.0 240.8+0.0 271.9+0.0 296.3+0.0 269.1+1.0 209.7+0.4  189.5+0.0
E10-20 232.5+0.0 237.4+0.0 271.6+0.4 292.1+0.0 291.8+0.0 234.1+0.9 141.1+0.0
C-40 216.8+#0.0 216.8+0.3 236.9+0.0 231.4+1.0 219.5¢0.0 158.0+0.8  55.4+0.0
E7-40 243.2+#0.0 245.7+0.0 264.1+0.4 286.7+0.5 274.1+0.0 199.6+0.4  198.6+0.0
E10-40 229.7+#0.0 244.0+0.3 271.6+0.4 292.5+0.0 275.1+1.0 198.6+0.0 136.7+0.5
C-60 216.8#0.0 223.7+0.3 245.3+0.4 281.0+1.0 264.9+0.0 218.3+0.9

E7-60 245.3+0.0 257.8+0.0 302.8+0.4 401.1+0.5 351.6+0.5 300.4+0.4

E10-60 258.4+0.2 263.6+0.3 309.0+0.4 401.1+0.5 416.5+0.0 428.5+0.4

C-80 243.6£0.5 245.7+0.0 275.9+0.4

E7-80 242.5+0.0 275.3+0.3 284.7+0.4

E10-80 237.0£0.0 289.0+0.0 401.1+0.0

C= Control, E7= Experimento 7, E10= Experimento 10. La numeracion 20,40, 60 y 80 se refiere a

la Temperatura (°C) de exposicién de los néctares.
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