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Resumen

El betabel es buena fuente de compuestos bioactivos como flavonoides, fenoles,
carotenoides y betalainas que tienen capacidad antioxidante, los cuales son
importantes en la dieta de las personas para ayudar a prevenir ciertas enfermedades
cardiovasculares y aquellas causadas por la formacién de radicales libres. Una gran
parte de estos componentes estan unidos a la parte no comestible o no digerible de
los alimentos, por esta razon se busca la manera de aprovechar el residuo de
betabel, aplicando una tecnologia emergente como el ultrasonido, que por medio de
la cavitacion ayudaria a la liberacion de compuestos bioactivos que se encuentren en
este, ademas de disminuir la carga microbioldgica y asi poder incorporarlo a algun

producto para consumo humano.

El objetivo de este estudio fue obtener el proceso Optimo de extraccion por
ultrasonido utilizando la metodologia de superficie de respuesta para evaluar el
efecto sobre la carga microbiana, propiedades fisicoquimicas y antioxidantes en el

residuo de betabel (Beta vulgaris L.).

Los pardmetros empleados en el modelo mateméatico fueron amplitud (70-85%) y
tiempo (5-13 min). Se llevé a cabo un andlisis microbiolégico, asi como las
determinaciones de pH, acidez titulable, sélidos solubles totales, estabilidad,
viscosidad, capacidad de retencibn de agua y lipidos, el contenido de acido
ascorbico, fenoles totales y betalainas, la capacidad antioxidante por ABTS, DPPH,

FRAP y actividad quelante en el residuo de betabel.

Las pruebas que se ajustaron al modelo matematico (R?20.90), se les realizaron
figuras de contorno y posteriormente su traslape para apreciar la condicion éptima
por ultrasonido con el programa SigmaPlot. Se utilizé la prueba t-student (p<0.05)
con la finalidad de verificar la reproducibilidad del estudio, asi como también para la
comparacion del tratamiento 6ptimo con la muestra control; mientras que la
comparacion con los diferentes métodos de extraccion (agua, etanol, agua/etanol y

control) fue mediante un andlisis unidireccional de varianza (ANOVA) y las
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diferencias entre las medias (+ desviacion estandar DE) fue con una prueba de
Duncan con una confiabilidad del 95% utilizando el programa SPSS.

La condicion optima de proceso obtenida fue de 77.5%/9min, obteniendo 14.91 cP de
viscosidad, 12.20 g/g y 10.21 g/g en CRA y CRL, respectivamente, 1.49 en b*, 6.33
en C*, 496.95 mg EAG/100 g bs de fenoles, 3327.08 mg EB/100 g bs de betaninas,
2381.34 mg EI/100 g bs de betaxantinas, 1804.42 umol ET/100 g bs,1619.84 pmol
ET/100 g bs, 79.81umol Fe (I1)/100 g bs en actividad antioxidante por ABTS, DPPH y
FRAP respectivamente y 27.07% de actividad quelante. La muestra Optima
ultrasonicada presentd una disminuciébn de microorganismos comparado con el
control, asi como mayor viscosidad, capacidad de retencion de agua y lipidos.
Ademas, report6 porcentajes mas altos de bioaccesibilidad in vitro, siendo ABTS y la
actividad quelante los méas notorios con un 96 % y 123 %, respectivamente. En
cuanto a la comparacion con los diferentes métodos de extraccion, el ultrasonido
obtuvo mayor contenido de betalainas y compuestos fendélicos, ademéas un aumento
en la actividad antioxidante a diferencia de la extraccion con etanol, agua/etanol y

control.

Por lo anterior, la extraccion de compuestos bioactivos por medio del ultrasonido del
residuo de betabel, mejora la obtencion de estos y su capacidad antioxidante,
asimismo incrementa las propiedades de la fibra dietética. Su consumo o adicion en
los alimentos mejoraria las caracteristicas organolépticas y aportaria beneficios a la
salud como proteccién contra algunas enfermedades cardiovasculares, intestinales y

aguellas ligadas al estrés oxidativo.

Palabras clave: betabel, residuo, ultrasonido, extraccion, antioxidantes,
bioaccesibilidad in vitro.
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Abstract

Beetroot is a good source of bioactive compounds such as flavonoids, phenols,
carotenoids and betalains that have antioxidant capacity, which are important in
people's diet to help prevent cardiovascular and serious diseases caused by the
formation of free radicals. A large part of these components are linked to the inedible
or non-digestible part of food, for this reason the way to use beetroot residue is
sought, applying an emerging technology such as ultrasound, which through
cavitation would help the release of bioactive compounds found in it, in addition to
reducing the microbiological load and thus being able to incorporate it into a product

for human consumption.

The objective of this study was to obtain the optimal process of extracting by
ultrasound using the response surface methodology evaluating the microbial load,

physicochemical and antioxidant properties from beetroot (Beta vulgaris L.)

The parameters were amplitude (70-85%) and time (5-13 min). A microbiological
analysis was carried out, as well as the determinations of pH, titratable acidity, total
soluble solids, stability, viscosity, water and oil retention capacity, the content of
ascorbic acid, total phenols and betalains, the antioxidant capacity by ABTS, DPPH,
FRAP and chelating activity.

To the tests that fit in the mathematical model (R*>0.90) contour figures were made
and subsequently overlapped to appreciate the optimal condition by ultrasound with
the SigmaPlot program. The t-student test (p <0.05) was used to verify the
reproducibility of the study, also to compare the optimal treatment with the control
sample; while comparison with the different extraction methods (water, ethanol,
water/ethanol and control) was by a unidirectional analysis of variance (ANOVA) and
the differences between the means (+ standard DE deviation) was with a Duncan test

with 95% reliability using the SPSS program.

The optimal process condition obtained was 77.5%/9min, obtaining 14.91 cP
viscosity, 12.20 g/g and 10.21 g/ g in WRC and ORC, respectively, 1.49 in b*, 6.33 in
C*, 496.95 mg GAE/100 g DM of phenols, 3327.08 mg BE/100 g DM of betanins,
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2381.34 mg IE/100 g bs of betaxanthines, 1804.42 umol TE/100 g DM, 1619.84 umol
TE/100 gbs, 79.81umol Fe (I1)/100 g DM in antioxidant activity by ABTS, DPPH and
FRAP, respectively and 27.07% of chelating activity. The optimal ultrasonic sample
showed a decrease in microorganisms compared to the control, as well as higher
viscosity, water and oil retention capacity. In addition, it reported higher percentages
of bioaccessibility in vitro, with ABTS and chelating activity being the most notorious
with 96% and 123%, respectively. Regarding the comparison with the different
extraction methods, the ultrasound obtained a higher content of betalains and
phenolic compounds, as well as an increase in antioxidant activity unlike extraction

with ethanol, water/ethanol and control.

Therefore, the extraction of bioactive compounds by the application of ultrasound of
the beetroot residue, improves the obtaining of these and their antioxidant capacity,
also increase the properties of the dietary fiber. Its consumption or addition in food
would improve organoleptic characteristics and provide health benefits as protection

against some cardiovascular, intestinal diseases and those linked to oxidative stress.

Keywords: beetroot, residue, ultrasound, extraction, antioxidants, in vitro

bioaccesibility.
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1. Marco teérico
1.1 Betabel

El betabel pertenece a la familia Chenopodiaceae, su nombre botanico es Beta
vulgaris L. y comunmente se le conoce como raiz de remolacha o remolacha de
jardin (Méndez, Antonio y Garcia, 2014). Es una raiz con un tallo engrosado bulboso,
que constituye un oOrgano de almacenamiento, principalmente de azUcares y
almidones, tiene una altura promedio de un metro con una textura densa y de un
color rojo purpura (Figura 1) (Shyamala, 2010; Kezi y Sumathy, 2014). Las hojas
surgen de la corona del hipocétilo y varian en tamafio, forma y color. Los tallos estan
sucumbidos, erectos y multi ramificados, estos pueden tener flores solas o en grupos
apretados de dos o tres, las cuales son hermafroditas cuentan con estambres y
pistilos (Kezi y Sumathy, 2014; SAGARPA, 2016). El interior suele ser de color rojo
oscuro y puede presentar en ocasiones circulos concéntricos de color blanco cuando

el contenido de azucares es bajo (Nottingham, 2004).

Tallo

Bulbo

Raiz

Figura 1. Estructura botanica del betabel.
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1.2 Cosecha, produccién y consumo de betabel

El betabel es nativo de la region mediterranea y se cultiva ampliamente en Estados
Unidos, Europa y en toda la India (Yashwant, 2015). Es una raiz de climas frios,
aungue se puede cultivar en climas calidos, pero los bulbos seran de menor calidad
(SAGARPA, 2016). A nivel mundial el betabel es una de las raices con mayor
produccion (277.72 millones de toneladas métricas), después de la papa, cuya
produccion es de 376.827 millones de toneladas métricas (FAO, 2017). En México el
betabel puede cosecharse durante todo el afio, a nivel nacional, en el afio 2016 se
registrd una produccién de aproximadamente 17 mil toneladas de betabel, siendo los
mayores productores los estados de Puebla, Jalisco, México, Baja California,
Michoacan y el principal, Sonora (Figura 2). En cuanto al estado de Hidalgo, ocupa el
12° lugar con 65 toneladas (0.36%) (SAGARPA, 2016). Por lo general, su consumo
puede ser tanto en crudo como en preparaciones de ensaladas y jugos frescos
(Juszczak et al., 2010).

Figura 2. Cultivo de betabel a nivel nacional.
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1.3 Valor agregado del betabel

La aplicacién de betabel en los alimentos ha sido indagada por varios investigadores
e industrias debido al efecto predominante de su color, sabor y valor nutricional. El
residuo de betabel puede ser considerado como un reemplazo de colorantes
sintéticos y convertirse en una herramienta de marketing en la industria alimentaria
(Slavov et al., 2013). El término residuo se refiere a los desechos de alimentos que
podrian ser utilizables (Sanchez-Zapata et al.,, 2009). Normalmente se utiliza en
forma de polvo o se extraen los pigmentos de este para potenciar el color rojo de las
pastas de tomate, sopas, salsas, postres, mermeladas, jaleas, dulces, helados y
cereales para el desayuno (Singh y Hathan, 2014; Sruthi et al., 2014), sin tomar en
cuenta los beneficios que podria aportar a la salud humana por su alto contenido de
fitoquimicos como los polifenoles, carotenoides, vitaminas y fibra dietética, ademas
de brindar una oportunidad para desarrollar diferentes alimentos funcionales
(Chhikara et al., 2019; Slavov et al., 2013).

1.4 Composicion nutricional y compuestos bioactivos del betabel

El betabel es considerado como una fuente de carbohidratos, proteinas, vitaminas
(A, Cy B9) y minerales, como fésforo, potasio, calcio, sodio, cobre, zinc, manganeso,
magnesio y hierro (Nottingham, 2004) (Tabla 1). También es buena fuente de
compuestos bioactivos como flavonoides, fenoles, carotenoides y sus pigmentos
naturales que son las betalainas, las cuales se dividen en betaninas (rojo violeta) y
betaxantinas (amarillo naranja) (Ruberto et al., 2007). La capacidad antioxidante del
betabel se asocia a estos pigmentos (Czapski et al., 2009), ya que presenta una
capacidad de captaciéon de radicales libres alta (Gandia-Herrero et al., 2012). Los
radicales libres son moléculas, con atomos que tienen un electrén en capacidad de
aparearse, por lo que son muy reactivos. Estos recorren el organismo intentando
captar un electron de las moléculas estables con el fin de lograr su estabilidad
electroquimica y con potenciales reacciones en cadenas destructoras de las células

del cuerpo, ademas, pueden dafar biomoléculas tales como lipidos, acidos nucleicos
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y proteinas, causando peroxidacion en las membranas celulares (Gutiérrez et al.,
2007; Leopoldini et al., 2011).

Tabla 1. Valor nutricional del betabel en fresco y residuo de betabel (g/100 g).

Betabel en fresco Residuo de betabel (bs)
Componentes Cantidad Componentes Cantidad

Humedad (%) 87.4 Humedad (%) 7.45
Carbohidratos 9.6 Carbohidratos 11.97

Azlcares 6.8 - -
Fibra dietética 2.8 Fibra dietética 61
Grasa 0.18 - -
Proteina 1.68 Proteina 13.23
Ceniza 1.40 Ceniza 6.18
Sodio (mg) 77 - -
Potasio (mQ) 305 - -
Calcio (mg) 16 Calcio (mg) 2.05
Faésforo (mg) 38 Fosforo (mg) 2.06
Hierro (mg) 0.80 Hierro (mg) 3.60
Magnesio (mg) 23 - -
Folato (ug) 80 - -
Vitamina A (ug) 2 - -
Vitamina C (mg) 3.60 Vitamina C (mg) 3.60
Niacina (mg) 0.33 - -
Acido pantoténico (mg) 0.14 - -

Fuente modificada de Kale et al., 2018; USDA, 2018; Shyamala y Jamuna, 2010.
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Por otro lado, los antioxidantes son sustancias que actuan protegiendo al organismo
de la accién de los radicales libres, causantes de los procesos de envejecimiento y
de algunas enfermedades degenerativas como cancer, obesidad, diabetes, entre
otras (Avello, 2006). Dentro de ellos se puede encontrar vitaminas como la A, C y E,
y otro grupo de antioxidantes no considerados como nutrientes llamados compuestos
fendlicos, como las isoflavonas, los flavonoides y los polifenoles (Thompson et al.,
2008; Vali et al., 2007). Es importante mencionar que gran parte de estos
compuestos bioactivos estan asociados a la fibra dietética (Sayago y Gofii, 2010). La
Asociacion Americana de Quimica de Cereales (AACC por sus siglas en inglés)
(2001) define a la fibra como la parte comestible de las plantas o hidratos de carbono
analogos que son resistentes a la digestion y absorcion en el intestino delgado, con
fermentacién completa o parcial en el intestino grueso. Existen 2 tipos: la fibra
soluble, que seria la fraccion fermentable (pectinas, mucilagos, inulina y almidoén), y
la insoluble, quien no es fermentable y es excretada practicamente integra en las
heces (hemicelulosas, celulosas y lignina) (Garcia, 2003). Una dieta rica en fibra
promueve efectos beneficiosos fisioldgicos, como proteccién contra la obesidad
(Kyrg et al., 2011), disminuye el riesgo de contraer ciertas enfermedades como
diabetes tipo 2 (Pan et al., 2010), enfermedades cardiovasculares (Mellen et al.,
2008) y ciertos tipos de cancer en el tracto digestivo (Fardet, 2013). Estos efectos
estan relacionados con las propiedades funcionales de la fibra, las cuales son
determinadas generalmente in vitro y sirven para dar una idea de su comportamiento
in vivo (Valencia y Roman, 2009). Algunas de estas propiedades son la capacidad de
retencién de lipidos (CRL) y la capacidad de retencion de agua (CRA), excrecion de
esteroles y acidos biliares, favorecimiento del peristaltismo, sensacion de saciedad,
retraso en la absorcion de glucosa, mantenimiento y desarrollo de la microbiota
intestinal, aminora el tiempo de contacto de las sustancias cancerigenas con las
paredes del intestino, entre otras (Montes e islan, 2007; Chau et al., 2003). La
Organizacion Mundial de la Salud y la Organizacion de Alimentos y Agricultura
(WHO/FAO por sus siglas en inglés) (2003), refieren que la recomendacion para la
ingesta de fibra dietética en adultos a nivel mundial es mayor a 25 g al dia. Los
residuos vegetales al ser mayormente compuestos por fibra, contienen abundantes
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compuestos fendlicos, pigmentos y vitaminas (Ruberto et al., 2007) que cuentan con
propiedades antioxidantes, antipiréticas, antibacterianas, desintoxicantes, diuréticas,
antiinflamatorias, antianémicas y hepatoprotectoras (Hobbs et al., 2013; Lidder y
Webb, 2013), ademas de que imparten un efecto protector en enfermedades no
transmisibles como diabetes, hipertension y cancer; asi como, en las enfermedades
cardiovasculares (Chhikara et al., 2019). Con la finalidad de aprovechar la mayor
cantidad de compuestos, se han desarrollado diversas técnicas de extraccion para el

aislamiento de compuestos antioxidantes (Merken y Beecher, 2000).

1.5 Métodos de extraccién de compuestos bioactivos

La busqueda por desarrollar métodos de extraccion de compuestos bioactivos de
mayor eficiencia sigue en crecimiento, ya que es un paso muy importante para el
aislamiento e identificacion de estos componentes (Zafra, 2016). No hay ningun
método de extraccibn estadndar; para la extraccion de compuestos fendlicos la
mayoria de los estudios se centran en la extraccion a partir de derivados de plantas,
incluyendo frutas, verduras, vinos, café, té hierbas, cereales y leguminosas
(Balasundram et al., 2006; Luthria y Pastor-Corrales, 2006; Naczk y Shabhidi, 2006),
los cuales son sometidos a trituracion, secado, liofilizacion o sélo por remojo para
posteriormente llevar a cabo la extraccibn (Merken y Beecher, 2000). Algunos
meétodos convencionales que se aplican son el calentamiento, ebullicion, reflujo, y las
mas utilizadas a través de solventes (Li et al., 2005; Baydar et al., 2004; Bleve et al.,
2008). Los disolventes que mayormente se utilizan son metanol, agua, acetato de
etilo, éter de petroleo y etanol (Amr y Al-Tamimi, 2007; Cheung et al., 2003). Por lo
general el primer paso del procedimiento implica el uso de un solvente organico para
extraer los acidos fendlicos solubles (libres, ésteres solubles y glucésidos solubles)
(Russell et al., 2008), en segundo lugar, se realiza una hidrdlisis alcalina o acida, ya
que los acidos forman complejos insolubles que estan acoplados a polimeros de la
pared celular a través de enlaces glucosidicos y éster (Mattila y Kumpulainen, 2002).
Las desventajas de aplicar estos tipos de extraccidén son la pérdida de compuestos

bioactivos debido a la ionizacion, hidrolisis y la oxidacion, asi como las altas
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temperaturas y el prolongado tiempo de aplicacion (Li et al., 2005). Se han
desarrollado diversas tecnologias emergentes, las cuales son de importancia en la
industria alimentaria puesto que permiten mejorar las caracteristicas de los
productos, ademas de que son mas respetuosas con el medio ambiente; entre ellos
estan la extraccion asistida por microondas, la extraccion de alta presion hidrostatica
(HHP), el fluido supercritico y la extraccion por ultrasonido (Wang y Weller, 2006;
Molina et al., 2001). Esta ultima es una alternativa simple y eficiente en comparacion
con otras (Jing y Giusti, 2005).

1.5.1 Ultrasonido

El ultrasonido tiene varias aplicaciones en la industria del procesamiento de
productos como la inactivacion de microorganismos dada por el dafio cavitacional en
las membranas de las células microbianas, el cambio en la viscosidad por la
modificacion estructural a través de la vibracion y en la fermentacion mejora la
transferencia de sustrato y los procesos enzimaticos (Patist y Bates, 2008). Se puede
definir como ondas acusticas inaudibles u ondas de presion de una frecuencia igual o
superior a 20 kHz y su aplicacién puede ser acoplado a un dispositivo, sumergido en
un bafio o de manera directa (Mason et al., 2005; Chemat et al., 2011). De acuerdo a

la frecuencia empleada, el ultrasonido puede ser dividido en dos:

e Ultrasonido de baja frecuencia/alta energia, en el rango de los KHz (16 —
100kHz). Utilizado en la industria alimentaria para la conservacion de
alimentos, ya que pueden alterar las propiedades fisicoquimicas o la
estructura de unmaterial, produciendo reacciones quimicas (Chemat et al.,
2011; Kentish y Feng, 2014).

e Ultrasonido de alta frecuencia/baja energia. Este se utiliza normalmente para
aplicaciones analiticas, como la determinacion de la composicion, estructura, y
estado fisico: ultrasonido de diagnostico (16 - 100 MHz) y ecografia de
diagnéstico (1 - 10 MHz) (Chemat et al., 2011; Kentish y Feng, 2014).
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Asi, el ultrasonido de baja frecuencia y alta energia genera el fenébmeno de
cavitacion gaseosa, que explican la generacion y evolucion de microburbujas en un
medio liquido (Figura 3). La cavitacion se produce en aquellas regiones de un liquido
gue se encuentran sometidas a presiones de alta amplitud que alternan rapidamente
(Zheng y Sun, 2006). La implosiébn supone la liberacion de toda la energia
acumulada, ocasionando incrementos de temperatura instantdneos y focales, que se
disipan sin que supongan una elevacion sustancial de la temperatura del liquido
tratado. Sin embargo, la energia liberada; asi como, el chogue mecanico asociadas
al fendbmeno de implosion, afectan la estructura de las células situadas en el
microentorno (Herrero, 2006). Para la extraccion mediante ultrasonido, se han
desarrollado varias técnicas, una de ellas consiste en la exposicion del material a
ondas acusticas de una frecuencia determinada (Gonzéalez et al., 2009), ademas se
toman en cuenta algunos pardmetros, como la concentracién del disolvente, la
relacion de liquido a solido, la temperatura de extraccion y tiempo de extraccion (Zou
et al., 2014; Zhao et al., 2014; Wang et al., 2013). El proceso de ultrasonido garantiza
un contacto intimo de la matriz de la muestra con la extraccion del disolvente y se
utiliza a menudo para mejorar la extraccion de lipidos, proteinas y compuestos

fendlicos de las plantas (Ignat et al., 2011).
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Figura 3. Implosién de burbujas generada por ultrasonido
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1.5.2 Extraccién de compuestos en residuos por ultrasonido

Se han hecho estudios sobre la extraccién por ultrasonido en residuos de algunos
alimentos, en donde han exhibido actividad antimicrobiana y antioxidante, dado a que
el tratamiento permite la liberacidbn de compuestos antioxidantes como polifenoles y
pigmentos como betalainas o antocianinas, pudiéndose aprovechar como
subproductos o aditivos alimentarios (Liu et al., 2009; Medina-Meza y Barbosa-
Canovas, 2015). Por ejemplo, en un residuo de mango se extrajo la mayor cantidad
de fenoles y &acido ascorbico, en tuna morada se incrementd la capacidad de
retencion de lipidos; en residuo de zarzamora, cascara de granada y de manzana, la
actividad antioxidante por ABTS y DPPH aumento; en hollejo de uva el contenido de
antocianinas y fenoles se acrecentaron a diferencia de una extraccion con solvente; y
en pulpa de tomate se elevo el valor del licopeno presente (Neria, 2015; Manzur,
2017; Zafra, 2015, Anese et al., 2015; Medina y Barbosa, 2015; Ma et al., 2008;
Sharayei et al., 2019; Deng et al., 2015). Debido a esto se han realizado
investigaciones en donde se busca la condicion 6ptima de proceso, con la finalidad
de obtener una mejor extraccion y evitar pérdidas de elementos de importancia
nutrimental (Walking-Ribeiro et al., 2009; Zafra-Rojas et al., 2013), tal es el caso de
lipidos proveniente de semillas de tuna, donde se encontr6 que la mejor actividad
antioxidante se daba a una amplitud de 78 % en un tiempo de 10 minutos (Ortega-
Ortega et al., 2017). Esto abre la posibilidad de que el ultrasonido se considere como
una tecnologia alternativa dentro de la industria alimentaria y que los productos

derivados sean una opcion de consumo en la poblacion (Lee et al., 2010).
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2. Problema de Investigacion

El betabel es una raiz que se cosecha durante todo el afio y es reconocido por sus
propiedades sensoriales, gracias a su contenido de azUcares, aromas y pigmentos
gue lo hacen atractivo sensorialmente. La produccioén en México es elevada (17 mil
toneladas), sin embargo, por la falta de conocimiento sobre sus propiedades y
beneficios a la salud que tiene por su contenido de fibra y compuestos bioactivos, su
consumo es bajo. En cuanto a las diferentes técnicas de extraccion de compuestos,
la mayoria son métodos que utilizan una gran cantidad de disolventes y de larga
duracion, lo cual representa una gran pérdida de reactivos, ademas de que exhibe
una disminucion en la extracciébn de compuestos. Actualmente no existen estudios
sobre la aplicacion del ultrasonido en el residuo de betabel donde se evalué la carga
microbiana, las propiedades fisicoquimicas, el contenido y actividad antioxidante, asi

como su absorcion intestinal.

3. Justificacién

De acuerdo con diferentes estudios, el residuo de betabel contiene compuestos
bioactivos y fibra dietética. Su utilizacion fomentaria la adicion de residuos a
alimentos o produccion de bebidas a base del extracto de estos, los cuales podrian
ser aprovechados por su capacidad antioxidante y contribuirian a la prevencion de
enfermedades no transmisibles ligadas al estrés oxidativo; ademas de aquellas que
puedan tratarse a partir de las propiedades funcionales de la fibra. El uso de una
tecnologia emergente como lo es el ultrasonido, facilitaria el proceso de extraccion
disminuyendo el uso de solventes, maximizando la liberacion de compuestos en
menor tiempo y disminuyendo la carga microbiana. Este estudio podria dar la pauta a
futuras investigaciones sobre la aplicacion del residuo de betabel para la prevencion
o tratamiento de ciertas enfermedades como diabetes, cancer, obesidad,

hipertension, entre otras.
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4. Objetivos

4.1 General

Obtener el proceso 6ptimo de extraccion por ultrasonido utilizando la metodologia de
superficie de respuesta para evaluar el efecto sobre la carga microbiana,
propiedades fisicoquimicas y antioxidantes en el residuo de betabel (Beta vulgaris
L.).

4.2 Especificos

e Obtener diferentes tratamientos por ultrasonido para determinar la carga
microbiana (mesofilos aerobios y enterobacterias), propiedades fisicoquimicas
(pH, acidez titulable, sélidos solubles totales, estabilidad, color, viscosidad,
capacidad de retencién de agua y de lipidos), contenido de compuestos
bioactivos (betalainas, fenoles totales, &cido ascérbico) y actividad
antioxidante (ABTS, DPPH, FRAP y quelante), con el fin de hallar la condicién
Optima de extraccion por ultrasonido para realizar la reproducibilidad del
estudio.

e Analizar la estructura del residuo optimizado por ultrasonido mediante
microscopia electrénica de barrido a fin de conocer el efecto que produce la
aplicacién de esta tecnologia, y comparar la carga microbiana, propiedades
fisicoquimicas y su bioaccesibilidad intestinal in vitro con una muestra control.

e Evaluar el contenido de betalainas, fenoles totales y la actividad antioxidante
del extracto optimizado por medio de espectrofotometria para compararlo con
diferentes tipos de extracciones (agua, etanol y agua/etanol) y una muestra

control.
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5. Disefio metodoldgico

A continuacion se muestran 3 figuras que describen cada etapa de la metodologia
empleada para este estudio; etapa 1 (Proceso de optimizacion), se realizaron 13
tratamientos arrojados por la metodologia de superficie de respuesta para obtener
una condicion Optima a través de las figuras de contorno y poder realizar la
reproducibilidad de los valores predichos con los experimentales (Figura 4); etapa 2
(Comparacion del tratamiento éptimo con una muestra control), se comparé el efecto
gue tiene la aplicacion de ultrasonido en el residuo optimizado mediante el uso de
microscopia electrénica de barrido, asi como la carga microbiolégica, propiedades
fisicoquimicas y bioaccesibilidad in vitro con una muestra control (Figura 5) y etapa 3
(Comparacion de diferentes métodos de extraccion) (Figura 6), se evaluo el
contenido de compuestos bioactivos y actividad antioxidante en diferentes métodos

de extraccion (ultrasonido, agua, etanol, agua/etanol y un control).
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Etapa 1. Proceso de (Amplitudftiempo)
optimizacion )
4 «  G7%9min
Betabel fresco de un mercado local de * T7.5%/15min
Tulancingo, Hidalgo. «  B5%/5min
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|
¥ ¥ s 77.5%/9min
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. « B35%/13min
Diserio experimental de13
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I . 1
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Microbiologia
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Propiedades fisicoquimicas
(Capacidad de retencion de
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viscosidad)

Contenido v actividad anfioxidante
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Analisis estadistico: JMP, (statistical software,
R*==0.90), SigmaPlot.

¥

Traslape de figuras de contorno

}

Optimizacion

l

Reproducibilidad del proceso optimizado

Figura 4. Diagrama del disefio metodoldgico (etapa 1).
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Etapa 2. Comparacién del
tratamiento éptimo con
una muestra control

Microscopia electronica

Microbiologia

Propiedades

Bioaccesibilidad

de barrido fisicoquimicas in vitro
-pH y Acidez
Titulable -Betalainas
_Mesofilos SST -Contenido fenélico
aerobios -Estabilidad total
; -Color ABTS
-Enterobacterias . ;
-Viscosidad -DPPH
-Capacidad de -FRAP
retencion de -Actividad quelante
agua y lipidos
Analisis estadistico: t student,
SPSS.
Figura 5. Diagrama del disefio metodoldgico (etapa 2).
Etapa 3. Comparacion de diferentes
métodos de extraccién
|
| |
Ultrasonido
Control (tratamiento Agua Etanol Agualetanol
| 6ptimo) |
Contenido y actividad antioxidante
-Betalainas
-Contenido fendlico total
-ABTS
-DPPH
-FRAP
-Actividad quelante
|
Analisis estadistico: ANOVA, prueba
Duncan IC 95%, SPSS.
Figura 6. Diagrama del disefio metodologico (etapa 3).
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5.1 Obtencién del residuo de betabel

La muestra de betabel (proveniente del estado de Puebla) se obtuvo de un mercado
local en Tulancingo, Hidalgo, Meéxico. Se lavaron y pelaron manualmente y
posteriormente se extrajo su jugo (Standard, Turmix®, México) separando el residuo
del resto de los componentes; el residuo se liofilizd (VWR 26671-581 Labconco,
USA), molié en un triturador (Blender, 38BL52, LBC10, Waring Comercial, USA) y
tamizé a un tamano de particula de 500 um. Por ultimo, se almacend en congelacion

a -33 °C (So-Low, 2-8254, USA) para su posterior analisis.

5.2 Rendimiento
El rendimiento del residuo de betabel liofilizado obtenido se determin6é de acuerdo a
la siguiente ecuacion (Ecuacionl):

M,

% residuo liofilizado = (M )x 100

2

Donde:
M1= Peso del residuo liofilizado (g)

M,=Peso del residuo fresco

5.3 Tratamiento de ultrasonido

Se prepar6 una solucion al 4% (p/v) del residuo de betabel liofilizado y agua potable.
Se utilizaron 400 mL llevandolos a un procesador de ultrasonido (VCX -1500, Sonics
and Materials, Inc. Newtown, CT, USA) con una potencia de 1500W y una frecuencia
constante de 20 kHz y tiempos de impulso de onda de 2 segundos de encendido y 4
segundos de apagado. Los pardmetros de amplitud empleados fueron de 70-85% y
tiempos de 5-13 min. Una muestra sin tratamiento fue utilizada para compararlo con

el proceso optimo de ultrasonido.
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5.3.1Disefio experimental

Para el disefio experimental se emple6 un disefio central rotatorio, compuesto por
dos variables independientes (amplitud y tiempo), cada una en cinco niveles,
ordenados aleatoriamente utilizando la metodologia de superficie de respuesta
(RSM, por sus siglas en inglés: Response Surface Methodology) por medio del
programa JMP® 5.1 (SAS Institute, Cary, NC, USA).Las variables independientes
fueron el porcentaje de amplitud de 70-85% (X1, %) y tiempo de 8-13 min (X2,
min),quienes fueron seleccionados en base a los valores obtenidos en experimentos
preliminares. Los valores codificados de las variables independientes seran -q, -1, 0,
+1, +a. El disefio arrojo 13 tratamientos (Tabla 2), de los cuales 5 fueron los puntos
centrales, 4 puntos factoriales y 4 puntos axiales, a una distancia de 1.414 de cada
disefio central. El analisis de regresion se realizé sobre los datos de las variables
dependientes obtenidos por triplicado como observaciones efectuadas por las
condiciones de extraccion y el valor medio de cada atributo se tom6é como la
respuesta (Y). Los datos experimentales fueron sometidos a analisis de regresion
lineal multiple, ajustandose a un modelo polinomial de segundo orden, dado en la

siguiente ecuacion (Ecuacion 2):

2 2
Y=.30+Z_ B X1+Z, ,BiiXi2+z,z_  BijXiX;
i=1 1 i=1 i Jj=i+1

Donde:

Y = respuesta prevista

Bo = coeficiente constante
Bi = coeficiente lineal

Bij = de interaccion

Bii = coeficiente cuadratico

Xi y X; = variables independientes
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Tabla 2. Disefio experimental.

Tratamiento Modelo X1: Amplitud (%) Xo: Tiempo (min)
1 a0 87 9
2 0A 775 15
3 +- 85 5
4 -+ 70 13
5* 00 775 9
6* 00 77.5 9
7 0a 775 3
8* 00 77.5 9
9 A0 88 9
10 ++ 85 13
11* 00 775 9
12 -- 70 5
13 00 775 9

*Puntos centrales

Las variables de respuesta (determinaciones) que se ajustaron al modelo matematico
alcanzando una R%20.90 se interpretaron tras la elaboracion de figuras
tridimensionales y de contorno, estas Ultimas utilizadas para apreciar la condicion
Optima de proceso mediante un traslape, ambas figuras se obtuvieron a partir del

programa SigmaPlot 12.3 (Systat Software Inc).
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5.4 Separacién de fases

En la muestra ultrasonicada, una parte se ocup6 para el andlisis microbioldgico y las
propiedades fisicoquimicas, otra parte fue centrifugada (Allegra 25R ™, Beckman
Coulter; CA, USA) a 10000 rpm durante 25 minutos a 4 °C con el fin de separar el
sedimento, el cual fue liofilizado para evaluar las propiedades funcionales de la fibra;
y el sobrenadante, para determinar el contenido y actividad antioxidante.

5.5 Andlisis microbiologico

El analisis microbiolégico es un procedimiento mediante el cual se determiné la
calidad sanitaria e higiénica de la materia prima (Pascual y Calderon, 2000). Se
realiz6 mediante la técnica de vaciado en placa descrita por Cruz et al., (2007), se
prepararon diluciones decimales en una solucion de agua de peptona. El recuento de
mesofilos aerobios se determind utilizando agar para métodos estandar (PCA) con
una incubacion de 48 horas a 30°C (LSI-3016a, Labtech, Korea). El recuento de
enterobacterias (EB) fue en un medio de glucosa biliar rojo violeta (VRBG) incubado
a 37 °C por 24 horas. Los resultados fueron expresados como logaritmo base 10 de

unidades formadoras de colonias por mililitro (log'® UFC/mL) de muestra.

5.6 Propiedades fisicoguimicas

5.6.1 pH

El pH corresponde al logaritmo negativo (base 10) de la concentracion de iones
hidronio presentes en la muestra (Briones-Rodriguez et al., 2005). Para la medicion
de las muestras se utilizd6 un potencidometro digital (HANNA Instruments, pH 210,
USA).

22
José fuis ftexndndez graspesia



5.6.2 Acidez titulable

La acidez titulable es representada por los acidos organicos libres y se mide con su
neutralizacion a partir de una solucion base. Se determin6 por el método de la AOAC
(1999); se coloco 1 mL de residuo aforado a 10 mL con agua destilada en un matraz
Erlenmeyer, se utilizaron 3 gotas del indicador fenolftaleina (pH 8.2) y se
homogeneizo; se tituld6 con NaOH 0.01 N (Sigma Aldrich, Dublin, Irlanda) hasta
observar un cambio de color a rosa intenso. Se registraron los mililitros gastados de
NaOH. La acidez titulable se report6 como porcentaje de acido citrico con la

siguiente ecuaciéon (Ecuacion 3):

(V X N x0.064) o
M

% acidez titulable = 100

Donde:

V = mL de NaOH gastados.

N = Normalidad del NaOH (0.01).
0.064= constante

M = volumen de la muestra en mL

5.6.3 Solidos solubles totales

Los sdlidos solubles hacen referencia a los azlcares contenidos en la muestra, estos
se midieron usando un refractometro (Trading Co. Brix’/ATC FG-113, Hangzhou
Chican Trading Co., Ltd., China) expresados como °Brix. El refractometro se limpi6

antes de cada medicion con agua destilada y algodon (Rojas y Andres, 2000).
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5.6.4 Estabilidad

El indice de estabilidad se valora determinando el porcentaje de solidos
sedimentados (%SS) después de la centrifugacion. Se centrifugaron 10 mL del
residuo de betabel en un tubo de ensayo de 15 mL (Hamilton Bell, V6500, USA) a
3000 rpm durante 30 minutos, posteriormente se decanté el sobrenadante y se
registro el peso del tubo (Zafra et al., 2013). Los resultados se expresaron como el

porcentaje de estabilidad con la siguiente ecuacion (Ecuacion 4):

% SS = (Tubo 2 — Tubo 1) X 100
Donde:
%SS= porcentaje de sélidos sedimentados
Tubo 1= peso del tubo vacio

Tubo 2= peso del tubo con muestra

5.6.5 Determinacion de color

Para la evaluacion de color se colocaron alicuotas de las muestras en recipientes
con 3 mL cada uno. Se utilizd un colorimetro portétil (Minolta CM-80, 500 SM-508D,
Japon) que dirige un haz de luz paralela monocromatica a través de una muestra
liqguida y mide la intensidad del haz luminoso emergente. Se registraron tres
coordenadas de color: L* define la intensidad luminica es decir que tan claro u oscuro
es (100=blanco y O=negro), la coordenada a* que representa rojo (+a*) y verde (-a*),
la coordenada b* que indica la diferencia de amarillo (+b*) y azul (-b*), (Francis,
1980). El célculo de croma que indica la saturacion es decir qué tan llamativo o
apagado es su color y hue que define el matiz-tonalidad. Para determinar
cromaticidad (C*) y tonalidad (°h) se utilizaron los valores de los ejes a* y b* (Arias,

Ospino y Zapata, 2018), y se calcul6 con la siguiente ecuaciéon (Ecuacion 5):
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— (%2 *ZlQ: —12
C = (@2 +b?)he = tan™ ()

5.6.6 Viscosidad

La viscosidad, definida como la resistencia derivada de la falta de deslizamiento de
los compuestos fisicos, proporcional a la velocidad con que se separan unas de otras
dentro de él (Pérez-Trejo et al., 2010). Se utilizo el método empleado por Diaz et al
(2004) con un viscosimetro (Broockfield, DV3T, USA), con una aguja LV-1 a 60 rpm,

los resultados fueron expresados en centipoises (cP).

5.6.7 Capacidad de retencién de agua y lipidos

La capacidad de retenciéon de agua (CRA) y lipidos (CRL) son la habilidad de los
alimentos de conservar agua o aceite en condiciones especificas de temperatura,
duracion y velocidad de centrifugacion (Mudgil y Barak, 2013). Se midieron por el
método de centrifugacion, descrito por Lajolo y Wensel (1998) y Robertson et al.,
(2000). En tubos de centrifuga de 15 mL se pesaron 250 mg de muestra y se
afiadieron 10 mL de agua destilada o de aceite vegetal (soya) y se dejé en reposo a
temperatura ambiente por 24 horas. Después se centrifugaron (Hamilton Beach
HealthSmart, V65000, USA) a 3000 rpm por 20 minutos. El sobrenadante fue
decantado y se pesé el tubo con el precipitado para conocer la cantidad de agua o
lipidos que absorbio el residuo. La CRA fue reportada como gramos de agua/gramos
de muestra seca y para CRL como gramos de lipidos/gramos de muestra seca y se

calcularon con la siguiente ecuacion (Ecuacion 6):

M
Capacidad de retencion de agua o lipidos (9/g9) =T2 —-T1 — (—1000> X 4
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Donde:
T1= peso del tubo vacio
T2= peso del tubo después de las 24 horas

M= peso de la muestra

5.7 Métodos de extraccion de compuestos bioactivos

Una vez obtenida la condicion optima de ultrasonido se realizaron otros tres tipos de
extracciones convencionales junto con una muestra sin tratamiento (control) para

establecer comparaciones entre ellas.

5.7.1 Extraccion por ultrasonido

Como se menciond anteriormente en el apartado 5.5 (Separacion de fases), para
determinar los compuestos y actividad antioxidante del residuo de betabel, se ocup6
el sobrenadante de la suspensién ultrasonicada del tratamiento 6ptimo.

5.7.2 Extraccidon con agua o etanol

La extraccion se realizé de acuerdo a la metodologia de Vulic et al., (2011). A la
muestra liofilizada (20 g) se le hicieron 3 lavados con agua desionizada o etanol (60
min-160 mL, 30 min-80 mL, 30 min-80 mL) con un homogenizador (HS-50A,
Wisestir®, Wisd, laboratory instruments, USA). Después de cada tiempo, la muestra
fue centrifugada (Allegra 25R ™, Beckman Coulter; CA, USA) a 10000 rpm por 30

min a temperatura ambiente.
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5.7.3 Extraccidon agua/etanol

Para la extraccion por maceracion se utilizé metodologia de Ravichandran et al.,
(2011) con algunas modificaciones. Se tomé 1 g de muestra y se adicion6 100 mL de
una disolucién de etanol-agua (50:50 v/v). Posteriormente se centrifugé (Allegra
25R™  Beckman Coulter; CA, USA) a 6000 rpm durante 10 min a temperatura
ambiente. Este paso se realiz6 dos veces méas y se recolectd el sobrenadante de

cada centrifugacion.

5.8 Determinacion de compuestos antioxidantes
5.8.1 Betalainas

Para la cuantificacion de betaxantinas y betaninas en los extractos se determinaron
segun Stintzing et al., (2005) con una lectura a 538 nm y 480 nm, respectivamente en
un lector de microplacas (Power Wave XS UV-Biotek, software KC Junior, USA). La
absorbancia se obtuvo para calcular la concentracibn de betalainas para cada
muestra y el contenido de betalainas (CB) se calculé con la siguiente ecuacion

(Ecuacion 7):

CBmg/L = {(A x FD x PM x 1000) /(e * )}
Donde:
A = Absorbancia a 535 0 480 nm
FD = Factor de dilucion

| = Volumen de celda (0.316 cm3)

Para la cuantificacion de betaninas y betaxantinas, se aplicaron los pesos
moleculares (PM) y los coeficientes de extincion molar (€), los cuales son 550 g/mol;
60,000 L/mol cm en H,O y 308 g/mol; 48,000 L/mol cm en H,0, respectivamente. Los
resultados de betaninas se reportaron como miligramos equivalentes de betaninas
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por 100 gramos de base seca (mg EB/100 g bs) y betaxantinas como miligramos
equivalentes de indicaxantinas por 100 gramos de base seca (EI/100 g bs).

5.8.2 Fenoles totales

Se utilizé la metodologia descrita por Stintzing et al., (2005), basado en la capacidad
de los fenoles para reaccionar con agentes oxidantes. El reactivo Folin-Ciocalteu
contiene molibdato y tungstato sodico, que reaccionan con cualquier tipo de fenol,
formando complejos fosfomolibdico-fosfotungtico (Peterson, 1979). Se prepar6 una
solucién de Folin-Ciocalteu (0.2 N) en una concentracién de 1:10 (10 mL en 90 mL
de agua destilada), una solucién de carbonato de sodio (7.5 mg en 100 mL de agua
destilada) y la solucion de acido galico (AG) (15 mg en 50 mL de agua destilada). Se
elabordé una curva estandar de AG de 0, 100, 200 y 300 mg/L (AG/agua destilada),
utilizando como blanco agua destilada. Se tomaron 100 yL de muestra y se adicioné
500 uyL de solucion de Folin y 400 uL de solucion de carbonato de sodio, se
homogeneizaron y dejaron reposar por 30 min, posteriormente se llevo a un lector de
microplacas (Power Wave XS UV-Biotek, software KC Junior, USA) y los resultados
se expresaron como miligramos equivalentes de acido galico por 100 g de base seca
(mg EAG/100 g bs).

5.8.3Acido ascoérbico

Se determiné la cantidad de &cido ascoérbico de acuerdo con Durust et al. (1997), el
cual utiliza el reactivo 2,6-diclorofenolindofenol (DCPI) que tiene una coloracion azul-
violeta y al entrar en contacto con el acido ascorbico (AA) cambia de color a rosa o
incoloro. Se inicid con la preparacion de DCPI con 3 mg diluido en 250 mL de agua
destilada; solucién de acido oxalico 1 g en 250 mL de agua destilada; solucién de 5
mg de acido ascorbico diluido en 100 mL de la solucion de &cido oxalico antes
preparada y con una solucion amortiguadora (3 g de acetato de sodio aforado con 10
mL de acido acético glacial y 7 mL de agua destilada). Se construyé una curva

estandar de acido ascérbico usando concentraciones de 0, 10, 20, 30, 40 y 50 mg/L
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(acido ascorbico/agua destilada), utilizando como blando acido oxalico. Se tomaron
100 pL de muestra, se adicion6 100 yL de amortiguador y 800 uL de DCPI y se
agitaron en vortex, posteriormente la absorbancia se midid6 en un lector de
microplacas (Power Wave XS UVBiotek, software KC Junior, USA) a una longitud de
onda de 520 nm y los resultados se expresaron como miligramos equivalentes de
acido ascorbico por 100 g de base seca (mg EAA/100 g bs).

5.9 Determinacion de actividad antioxidante
5.9.1 ABTS (ABTS™ 2,2°-Azino-bis (3-etilenbenzotiazolino-6-acido sulfénico)

El ABTS es un radical libre que reacciona con compuestos hidrofilos y lipéfilos, su
actividad esta fundamentada en su decoloracibn ante un agente antioxidante
(Quintanar y Calderon, 2009). La metodologia empleada fue de acuerdo a Kuskosky
et al. (2002). El radical cationico ABTS es un croméforo que absorbe a una longitud
de onda de 734 nm y se genera por una reaccién de oxidacion con persulfato de
potasio. Se prepard la solucion de ABTS al 7 mM (76.8 mg en 20 mL de agua
destilada), se agregd persulfato de potasio al 2.45 mM (6.6 mg en 10 mL de agua
destilada), y se dejo reposar por 16 horas, mediante una diluciéon en agua destilada
se obtuvo una lectura de absorbancia de 0.7+0.1 a 754 nm. Se elabor6 una curva
estandar en concentraciones 0, 60, 120, 180, 240 y 300 umol/L con una solucién de
Trolox (3.75 mg en 50 mL de etanol). Se tomaron 100 mL de muestra y 900 uL de
ABTS, se dej6 reposar por 7 min y se hizo la lectura enun lector de microplacas
(Power Wave XS UV-Biotek, software KC Junior, USA) utilizando como blanco Trolox
y se expres6 como miligramos equivalentes de Trolox por 100 g de base seca (mg
ET/100 g bs).

5.9.2 DPPHe (2,2-difenil-1-picrilhidracilo)

Este método consiste en que este radical tiene un electron desapareado y es de
color azul-violeta, decolorandose hacia amarillo palido por la reaccion de la presencia

de una sustancia antioxidante, siendo medida espectrofotométricamente a 520 nm
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(Chavez, 2002). Se determiné segun la metodologia reportada por Morales y
Jiménez-Pérez (2001). Se prepard una solucion con 7.4 mg de DPPH aforando a 100
mL de etanol y se elaboré una curva estandar con Trolox (3.75 mg en 50 mL de
etanol) con las concentraciones 0, 50, 100, 200 y 300 pymol ET/L, posteriormente se
colocaron 100 pL de muestra y 500 yL de la solucion DPPH, se dejo reposar por 60
min y se llevé a cabo la lectura en un lector de microplacas (Power Wave XS UV-
Biotek, software KC Junior, USA). La actividad antioxidante se expresd en

micromoles equivalentes de Trolox en 100 g de base seca (umol ET/100 g bs).

5.9.3 FRAP

El poder antioxidante de reduccion férrica (FRAP) mide la habilidad de un compuesto
antioxidante para reducir el ion férrico (Felll) presente en un complejo con la 2,4,6-
tri(2-piridil)-s-triazina (TPTZ) hasta la forma ferrosa (Fell), desarrollando un color azul
intenso (Benzie y Strain, 1996). Se desarroll6 la metodologia descrita por Pérez et al.
(2008). El procedimiento se inici6 preparando el reactivo de FRAP en una
concentracion 10:1:1 con 100 mL de solucién de amortiguador (0.3 M a pH 3.6), 10
mL de TPTZ (10 Mm en HCI) y 10 mL de FeCl; (20 mM en agua destilada). Se
elabord una curva estandar de sulfato ferroso con las siguientes concentraciones de
Fe (11): 0, 20, 30, 40 y 50 umol Fe (Il)/L. Se colocaron en viales 30 uL de las muestras
y 90 pL de agua destilada y 900 pL de FRAP, las muestras se pasaron por un vortex
y se dejaron en un bafio de agua (Thermo electron corporation presition, 2837, USA)
a 37 °C durante 10 min. Transcurrido el tiempo se leyeron las absorbancias en un
lector de microplacas (Power Wave XS UV-Biotek, software KC Junior, USA) a una
longitud de onda de 593 nm. La actividad antioxidante se expresé en milimoles de Fe

(I1) equivalentes en 100 g de base seca (mM EFe (1) /100 g bs).

5.9.4 Actividad quelante

Caracteristica que se determina a partir de la medicidén de la capacidad para generar
complejos quimicos ante un agente quelante, los cuales suelen ser sustancias con la
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posibilidad de enlazar iones metalicos polivalentes, con lo que se genera una pérdida
de la actividad biolégica de los compuestos (Gutiérrez y de Cerain Salsamendi,
2001).Se determiné por el método de Guicin (2003), el cual se basa en la
preparacion de una solucion gquelante, utilizando como agente de referencia EDTA a
0.1 M, junto con muestras control de agua desionizada. Se colocaron 100 pL de
muestra, 50 pL una solucién de cloruro férrico y 450 pL de ferrozina, reposando 10
min. La absorbancia se midié en un lector de microplacas (Power Wave XS UV-
Biotek, software KC Junior, USA) a 562 nm. Los resultados se expresaron en

porcentaje a través de la siguiente ecuacion (Ecuacién 8):

A —
¥)*100

% Actividad quelante = (
0

Dénde:
Ao = absorbancia de la muestra control

A; = absorbancia de la muestra

5.10 Bioaccesibilidad intestinal in vitro

Los modelos in vitro consisten en una fase inicial de simulacién de digestion
intraluminal, seguida por una fase de dialisis simulando la absorcién intestinal. Se
utilizé un modelo de digestion in vitro, siguiendo el método descrito por Miller et al.
(1981) con algunas modificaciones (Ramirez-Moreno et al., 2018). Se colocaron 500
mg de muestra seca en tubos de centrifuga de 50 mL, se agregaron 20 mL de agua
destilada y se uso acido HCI 6 M para ajustar el pH a 2. Después se adicionaron 120
ML de pepsina (40 mg pepsina (P-7000, Sigma Aldrich, USA) en 1 mL de HCI 0.1 M),
para ser incubada en agitacion a 60 rpm durante 2 horas a una temperatura de 37 °C
(LSI-30162, Labtech, Korea). Transcurrido el tiempo se adicionaron 1.5 mL de una
disolucién de pancreatina, colato de sodio y desoxicolato de sodio (5 mg de
pancreatina (P-1750 Sigma-Aldrich, USA), 12.5 mg de colato de sodio hidratado
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(C6445, Sigma-Aldrich, USA) y 12.5 mg de desoxicolato de sodio (D6750, Sigma-
Aldrich, USA) por cada 1 mL de NaHCO?® 0.1 M. Las muestras digeridas se colocaron
en membranas de celulosa de bolsas de dialisis de 15 cm (tamafio de poro de 12
KDa, Sigma-Aldrich, USA) y se dializaron en una solucién de NaHCO?® a pH 7.5 por
16 horas en incubacién y agitacion (37°C / 60 rpm). Finalmente, la fraccidon
bioaccesible, es decir, aquella que traspasé la membrana de dialisis se utilizd para
determinar el contenido antioxidante y actividad antioxidante siguiendo las
metodologias descritas anteriormente. Esta prueba se realizé con el tratamiento

optimizado comparado con la muestra control.

5.11 Microscopia electronica de barrido

La microscopia electronica de barrido (MEB) es una técnica utilizada para analizar la
morfologia de particulas pequefias de materiales sélidos de todo tipo, emitiendo una
vision tridimensional de su estructura, permitiendo conocer su composicion
estructural (Gamiz et al., 2002). Se fundamenta en el desplazamiento de un haz de
electrones del microscopio sobre la superficie de la muestra, amplificando la

informacion de esta y emitiéndola como imagen (Sorrivas et al., 2014).

Esta determinacion se realizd en el Instituto de la Tierra y de los Materiales de la
UAEH vy se utilizé un microscopio electrénico de barrido (JEOL JSM-6300, USA) con
alcance de 300,000 magnificaciones y una resolucion de 30 Kv. Las muestras del
residuo de betabel, tanto la muestra control como la tratada con ultrasonido bajo las
condiciones Optimas, se depositaron sobre una cinta de grafito de doble cara.
Después fueron recubiertas con una capa delgada de oro de 1mm en una maquina
ionizadora (Denton Vaccum Desk V, Moorestown, Nueva Jersey, USA) a una presion
de 20 militorr y una corriente de 20 mA durante 4 min. Este recubrimiento a presion
tiene como objetivo llegar al punto de sublimacién del oro, para volver conductora la
muestra y asi sea resistente al haz de electrones al que son sometidas dentro del

microscopio.
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Una vez preparadas las muestras se procedio a observarlas en el MEB a 250 y 500
amplificaciones (250X y 500X) y se tomaron micrografias para establecer la

comparacion estructural entre las muestras.

6.Andlisis estadistico

Los resultados obtenidos de cada determinacién de los 13 tratamientos fueron
sometidos a un analisis de regresion lineal mediante el programa JMP y las pruebas
que se ajustaron al modelo matematico (R%20.90), se les realizaron figuras de
contorno para hacer su traslape para apreciar la condicion éptima de extraccion por

ultrasonido con el programa SigmaPlot.

La condicion optima se realizd por triplicado, y se compard con el valor predicho
obtenido de las variables de respuesta que se ajustaron al modelo matematico
utilizando la prueba t-student (p<0.05) para dos muestras, con la finalidad de verificar
la reproducibilidad del estudio. Igualmente se emple6 esta prueba para la
comparacion de la condicion éptima con una muestra sin tratamiento (control);
mientras que la comparacion con los diferentes métodos de extraccion(agua, etanol,
agualetanol y control) fue mediante un andlisis unidireccional de varianza (ANOVA) y
las diferencias entre las medias (+ desviacién estandar DE) fue con una prueba de
Duncan con una confiabilidad del 95%, usando el paquete estadistico SPSS®
version 15.0, Sistema SPSS para Windows (SPSS Inc. Chicago, lllinois).
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7. Resultados y discusién
7.1 Rendimiento

En la Tabla 3 se reporta el rendimiento del residuo de betabel posterior del liofilizado,
consiguiendo un 21.41 %. Este resultado fue mayor a lo reportado por Schieber
(2001) y Ayala-Zavala et al. (2010) en piel con semillas de guayaba y cascara de
mandarina liofilizadas, donde obtuvieron 12.5 y 16 % respectivamente, sin embargo,
Zafra (2019) y Neria (2015) alcanzaron en un subproducto de zarzamora y pulpa de
mango liofilizados un rendimiento del 42.3 y 78 % respectivamente. La disminucion
presentada se debié a la reduccion del contenido de agua ocasionada por la
separacion del jugo junto a la liofilizacion, donde existe una baja presion generada
por el vacio que favorece la evaporacion de esta (McDonald, 2000; Kramer et al.,
2002).

Tabla 3. Rendimiento total del residuo de betabel.

Muestra Porcentaje
Residuo 100 %
Liofilizado 2141 %
Molido y tamizado* 90.30 %

* El porcentaje de molido y tamizado fue calculado tomando como 100% lo

obtenido del liofilizado

7.2 Andlisis microbiolégico

Se realizd un analisis microbiolégico a cada tratamiento del residuo de betabel
ultrasonicado, para conocer la cantidad de microorganismos en diferentes

condiciones de amplitud y tiempo aplicados, abarcando mesofilos aerobios (MA) y
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enterobacterias (EB). En la Tabla 4 se muestran los resultados de la calidad
microbiolégica, se observo que los tratamientos de ultrasonido que exhibieron menor
cantidad de mesdfilos aerobios y enterobacterias fueron el de 85%/13min (2.85
log’®UFC/mL) y 70%/13min (2.56 log'°®UFC/mL), teniendo una reduccién respecto al
control de 1.28 y 1.5 log'®UFC/mL, respectivamente. En un estudio sobre un extracto
de zarzamora se sefiala que la muestra al someterse a ultrasonido no presenta
crecimiento de microorganismos (Zafra, 2019). La inactivacion microbiana se debe a
diversos mecanismos de accion como lo es la cavitacion que ocurre durante el
ultrasonido, que ocasiona el colapso de burbujas dentro o alrededor de las bacterias
provocando un cambio en el gradiente de presion induciendo un efecto mecanico que
conduce al dafio celular de las bacterias (Huang et al.,, 2016), asi como a la
formacion de radicales libres, como es el caso del peréxido de hidrégeno, bactericida
que se forma naturalmente durante la ultrasonicacién y conduce al adelgazamiento

de la membrana celular (Swamy et al., 2018).
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Tabla 4. Efecto del tratamiento por ultrasonido en microbiologia

Tratamiento Mesofilos aerobios Enterobacterias

(Yoamplitud/min) (log™®UFC/mL) (log™®UFC/mL)
Control 4.13+0.06 4.06+0.10
67%/9min 2.87+0.06 2.89+0.11
77.5%/15min 3.08+0.03 2.93+0.10
85%/5min 2.91+0.07 2.80+0.19
70%/13min 3.26+0.07 2.56+0.09
77.5%/9min 3.30+0.00 3.19+0.03
77.5%/9min 3.12+0.12 3.19+0.03
77.5%/3min 3.06+0.03 3.30+0.00
77.5%/9min 3.02+0.02 2.90+0.00
88%/9min 2.99+0.16 2.77+0.02
85%/13min 2.85+0.11 2.74+0.07
77.5%/9min 3.18+0.00 3.02+0.02
70%/5min 3.06+0.07 2.86+0.15
77.5%/9min 3.15+0.02 2.99+0.01

R? 0.53 0.38

+: desviacion estandar.

7.3 Propiedades fisicoguimicas

Para determinar las propiedades fisicoquimicas del residuo de betabel, se midio pH,
sélidos solubles totales (°Brix), acidez titulable y estabilidad fisica, los valores
obtenidos se muestran en la Tabla 5. Los resultados de pH exhibieron un rango de
6.34 a 6.65, presentando un ligero incremento en relacion al control (6.21) esto

relacionado a que se generan nuevos compuestos quimicos como nitrato, nitrito y
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peréxido de hidrogeno debido a la accidon del ultrasonido (Martinez-Flores et al.,
2015; Kruus, 2000); los valores de sélidos solubles totales y de acidez titulable fueron
similares en todos los tratamientos, incluyendo la muestra control, arrojando valores
de 2 y 0.34, respectivamente. No se han reportado estudios sobre estos parametros
en residuos por ultrasonido, sin embargo, estos mismos comportamientos de pH y
acidez titulable se observaron en jugos ultrasonicados como pera (Saeeduddin et al.,
2015), naranja (Valero, 2007), cereza (Turken y Erge, 2017) y granada (Alighourchi
et al., 2013). El comportamiento y los compuestos presentes dependeran mucho de

la matriz con la que se esté trabajando.

En cuanto al porcentaje de estabilidad no hubo grandes cambios en los tratamientos,
presentando valores de entre 94.41 a 96.29% en comparacion al control (96.62%),
excepto por el tratamiento 70% / 5min, el cual exhibio valores de 92.37% (Tabla 5).
Tampoco se han encontrado reportes sobre la estabilidad de residuos por
ultrasonido, sin embargo, se han realizado estudios en jugo de durazno, y reportan
gue no hay cambios con respecto a su muestra control (Rojas et al., 2016), mientras
gue en jugo de jitomate y en néctar de yaca, mencionan que el ultrasonido genera
mayor indice de estabilidad (Kubo et al., 2013; Lopez y Cansino, 2015). Este
incremento se puede atribuir a la reduccion de la sedimentacion que se ocasiona por
el efecto de cavitacion, provocando la fragmentacion de moléculas en particulas mas
pequefias (Hernandez y Monter, 2017), debido al aumento de la fuerza electrostatica
repulsiva, en lugar de la fuerza atractiva de van der Waals, promoviendo la
estabilidad de la muestra y proporcionando una mejor uniformidad (Genovese y
Lozano, 2006).
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Tabla 5. Efecto del tratamiento por ultrasonido sobre pH, sélidos solubles, acidez titulable y estabilidad

Tratamiento

Osamplitud/min) pH °Brix Acidez titulable Estabilidad (%)
Control 6.21+0.00 2+0.00 0.34+0.00 96.62+0.27
67%/9min 6.37+0.01 2+0.00 0.34+0.00 96.06+0.08
77.5%/15min 6.48+0.03 2+0.00 0.34+0.00 95.77+0.27
85%/5min 6.65+0.01 2+0.00 0.34+0.00 96.48+0.09
70%/13min 6.45+0.01 2+0.00 0.34+0.00 96.29+0.33
77.5%/9min 6.43+£0.02 2+0.00 0.34+0.00 95.97+0.33
77.5%/9min 6.44+0.01 2+0.00 0.34+0.00 95.83+0.22
77.5%/3min 6.37+0.03 2+0.00 0.34+0.00 95.92+0.29
77.5%/9min 6.34+0.02 2+0.00 0.34+0.00 94.41+0.06
88%/9min 6.39+0.01 2+0.00 0.34+0.00 96.75+0.14
85%/13min 6.39+0.02 2+0.00 0.34+0.00 95.37+0.50
77.5%/9min 6.41+0.01 2+0.00 0.34+0.00 95.82+0.24
70%/5min 6.45+0.00 2+0.00 0.34+0.00 92.37+0.27
77.5%/9min 6.42+0.01 2+0.00 0.34+0.00 95.88+0.39
R? 0.43 - - 0.64
+: desviacion estandar
7.3.1 Color

Las caracteristicas colorimétricas del residuo de betabel obtenidas a partir de las
coordenadas L*, a*, b* y los angulos h° y C* se muestran en la Tabla 6, en donde la
muestra control obtuvo los valores mas altos en las coordenadas L*, b*, C* y h°
(17.53, 4.45, 11.05, 18.32, respectivamente). Todas las muestras presentaron

valores de a* y b’ positivos, ubicandolas en el cuadrante rojo-amarillo (Figura 7). Para
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la coordenada a*, los tratamientos consiguieron de 3.49 a 6.73, siendo mayores 2
tratamientos de los 5 puntos centrales de 77.5%/9 min (6.61y 6.73) incluso con el
control (5.87). ElI mismo comportamiento se report6 en cascara de tuna
ultrasonicada, donde la muestra control obtuvo los valores mas altos en las
coordenadas L*, a* b* (Manzur, 2017), esto es debido a que el tratamiento de
ultrasonido involucra cambios fisicos, quimicos o bioldgicos (Adekunte et al., 2010),
ocasionados por el rompimiento de particulas susceptibles como los pigmentos,
provocando la degradacion del color (Tiwari et al., 2008). Los parametros que

alcanzaron una R?290 fueron las coordenadas b* y C*.

|
NEGRO (L=0)

lm;b.

Figura 7. Escala de color CIE Lab, hue y chroma.
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Tabla 6. Efecto del tratamiento por ultrasonido sobre los parametros del color

Tratamiento

* * * * (0]

(Y%amplitud/min) L a b c h
Control 17.53+0.37 5.87+0.54 4.45+0.00 11.05+0.37 18.32+0.12
67%/9min 11.33+0.16 3.49+0.10 1.31+0.14 3.79+0.09 12.86+0.38
77.5%/15min 14.59+0.01 452+0.05 0.62+0.01 5.06x0.34 12.56+1.21
85%/5min 10.16+0.08 4.47+0.05 1.18+0.01 4.62+0.06 13.86+0.66
70%/13min 10.41+0.51 5.56+0.08 0.97+0.07 5.76x0.01 12.99+0.79
77.5%/9min 11.01+1.09 5.69+0.29 1.55+0.33 6.10£0.06 14.72+0.12
77.5%/9min 11.76+0.06 4.72+0.05 1.17+0.04 5.72+0.26 10.78+0.05
77.5%/3min 10.15+0.08 4.05:0.02 0.54+0.05 4.01+0.20 12.47+0.51
77.5%/9min 11.15+1.21 6.61+0.05 1.53+0.04 6.89+0.06 16.44+0.31
88%/9min 7.46+0.28 3.54+0.11 2.08+0.13 4.35+0.02 15.89+0.45
85%/13min 9.73+0.08 426+0.13 1.31+0.07 4.52+0.12 14.77+0.35
77.5%/9min 14.60+0.08 5.73+0.12 1.50+0.05 6.06+0.02 16.13+0.50
70%/5min 10.79+0.03 4.78+0.21 0.95+0.39 2.72+0.01 13.26+0.18
77.5%/9min 9.45+0.39 6.73+0.17 1.70+0.81 6.86x0.11 14.04+0.65

R? 0.48 0.67 0.91 0.93 0.35

+: desviacion estandar

De acuerdo a los resultados de coeficiente de regresion (Tabla 7), se puede apreciar
que el tiempo en su término cuadratico (B22), fue el que tuvo una influencia
significativa (p<0.0001) para la coordenada b*, mientras que para C* fue el
cuadratico de amplitud (B11) el que afecté de manera significativa (p<0.001). En la
Figura 8 se puede apreciar que existe una disminucion de b* cuando se incrementa
el tiempo a partir de los 8 minutos y de C* al disminuir la amplitud, decrece el valor

de chroma, respectivamente. Aunque no se han reportado estudios en residuos de
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vegetales, en jugo de tomate ultrasonicado, el tiempo afecté significativamente

(p<0.05) en los valores de b* (Adekunte et al., 2010). Por otra parte, Tiwari et al.,

(2008) encontraron en un jugo de naranja que el término cuadratico de amplitud tuvo

un efecto significativo (p<0.0001) sobre C*. Lo anterior se debe a que la degradacion

de color se produce por las condiciones fisicas extremas que ocurren durante la

sonicacion, provocando la descomposicion de pigmentos (Zhao et al., 2006) o de

acido ascoérbico, debido a la formacion de grupos carbonilo reactivos que actlan

como precursores del oscurecimiento no enzimatico (Joslyn, 1961).

Tabla 7. Coeficiente de regresion y ANOVA de los parametros del modelo cuadratico de prediccién

de superficie de respuesta

Coeficiente b* Chroma
Bo (Intercepto) 1.492 6.332
B (amplitud) 0.21° 0.18
B2 (tiempo) 0.03 0.55°
B12 (amplitud*tiempo) 0.03 -0.79°
B1: (amplitud*amplitud) 0.09 -1.10°
B2 (tiempo*tiempo) -0.46° -0.87°

Niveles de significancia: ®p<0.0001; bp<0.001; °p<0.01; dp<0.05

NN==2232000
NOwORNO®O S

Figura 8. Efecto del ultrasonido sobre la coordenada b* (a) y Chroma (b) del residuo de betabel.
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7.3.2Viscosidad y propiedades funcionales del residuo de betabel

Se midi6 la viscosidad del residuo a cada tratamiento ultrasonicado, asi como
también su capacidad de retencion de agua (CRA) y de lipidos (CRL) (Tabla 8). Se
encontré que la viscosidad de los diferentes tratamientos ultrasonicados del residuo,
tuvieron un rango de 12.85 a 15.08 cP, siendo mayores que la muestra control (3.13
cP). En investigaciones sobre jugo de zanahoria (Zoung y Yiang, 2016) y en purés de
tomate y aguacate (Anese et al, 2015; Bi et al, 2015) se reportaron
comportamientos similares, donde las muestras que se sometieron a ultrasonido
incrementaban sus niveles de viscosidad con respecto a sus muestras control.
Seshadri et al., (2003) explicaron que dependiendo de la intensidad del ultrasonido,
la viscosidad puede aumentar o disminuir, siendo el efecto temporal o permanente.
El incremento que tuvo el residuo de betabel ultrasonicado, se ocasion6 por el
rompimiento de las moléculas conduciendo a una mejor interaccion entre las
particulas (Vercet et al., 2002). Es importante resaltar que, si hay un aumento
aparente de la viscosidad, también en la capacidad de retencidbn de agua,

promoviendo las propiedades de hidratacion (Soria y Villamiel, 2010).

En cuanto CRA, se obtuvieron valores de 11.58 a 13.06 g/g y de 9.96 a 12 g/g en
CRL (Tabla 8). Estos resultados fueron similares a lo reportado por Manzur (2017) en
cascara de tuna ultrasonicada, donde los valores fueron de 10.40 a 14.20 g/g en
CRA y de 6.80 a 8.40 para CRL. Por el contrario, un subproducto de zarzamora
exhibio valores de 2.94 y 1.98 g/g respectivamente (Zafra, 2019). Cabe mencionar
gue en el presente trabajo, las 3 determinaciones antes mencionadas se ajustaron al

modelo matematico, obteniendo una R?>90.
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Tabla 8. Efecto del tratamiento por ultrasonido sobre viscosidad y propiedades funcionales de la

fibra
. . . Capacidad de Capacidad de
0 Tratamentq Viscosidad Retencion de Agua Retencion de Lipidos
(Y%amplitud/min) (cP) / /
(9/9) (9/9)
Control 3.13+0.06 10.42+0.44 9.36+0.12
67%/9min 14.53+0.11 12.40+0.51 10.43+0.15
77.5%/15min 12.85+0.07 12.01+0.00 10.63+0.07
85%/5min 14.75+0.35 12.22+0.20 10.37+0.00
70%/13min 14.20+0.28 11.87+0.03 10.27+0.01
77.5%/9min 14.90+0.14 12.07+0.13 10.41+0.03
77.5%/9min 14.97+0.32 12.07+0.03 10.59+0.11
77.5%/3min 13.90+1.07 11.58+0.22 10.06+0.13
77.5%/9min 14.97+0.65 12.00+0.00 9.96+0.00
88%/9min 15.08+0.11 13.06+0.05 11.84+0.00
85%/13min 14.20+0.00 12.80+0.17 12.00+0.16
77.5%/9min 14.80+0.52 12.45+0.01 10.56+0.08
70%/5min 14.55+0.07 12.14+0.20 10.60+0.02
77.5%/9min 14.90+0.71 12.03+0.63 10.60+0.22
R? 0.93 0.92 0.92

+: desviacién estandar. cP (centipoises); g/g (gramos por gramo).

La Tabla 9 presenta el coeficiente de regresion lineal de los parametros ajustados al
modelo matematico. Para viscosidad, el término cuadratico de tiempo (B22) tuvo un
efecto significativo con p<0.0001, en la Figura 9a, se muestra que al incrementar el
tiempo de ultrasonido, la viscosidad de los valores van disminuyendo. Al igual que en
un estudio en jugo de pifia, el tiempo fue el que afecté significativamente (p<0.05) la

viscosidad (Costa et al., 2013). Por lo contrario, Zou y Jiang (2016) en un jugo de
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zanahoria, encontraron un efecto significativo (p<0.05) donde al incrementar el
tiempo, aumentd la viscosidad. La disminucion es debido a la ruptura de las
moléculas de la fibra, conduciendo a un descenso del peso molecular de los
carbohidratos (Tiwari, 2010), y por ende, este comportamiento en la viscosidad del
residuo de betabel. Sin embargo, el efecto de ultrasonido sobre la viscosidad
depende de la estructura de las moléculas de la matriz con la que se esté trabajando
(Botello et al., 2002).

En CRA, el cuadratico de amplitud (B11) fue el que influy6é significativamente
(p<0.001); esto indica que al aumentar la amplitud de ondas por ultrasonido, hubo
mayor capacidad de retencion de agua por parte del residuo (Figura 9b). La CRL se
vio influenciada por el término lineal de amplitud (B;) (p<0.001), en la Figura 9c se
aprecia el aumento conforme se incrementa la amplitud. Este comportamiento fue
totalmente opuesto a lo encontrado por Manzur (2017), donde el tiempo fue quien
tuvo un impacto significativo (p<0.001) sobre la CRL en cascara de tuna
ultrasonicada. Usar altos niveles de amplitud tiene un efecto beneficioso, ya que
propaga la formacién de micro fracturas en las paredes vegetales, fragmentando la
estructura de la fibra, aumentando la superficie de contacto (Chua et al., 2009),
generando mayor capacidad para absorber y atrapar componentes de naturaleza
aceitosa (Leontowicz et al., 2003).
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Tabla 9. Coeficiente de regresion y ANOVA de los parametros del modelo cuadratico de prediccion
de superficie de respuesta

Coeficiente Viscosidad CRA CRL

Bo (Intercepto) 14.912 12.122 10.422

. (amplitud) 0.12 0.24° 0.44°
B (amp
B, (tiempo) -0.30° 0.11 0.26°
B1» (amplitud*tiempo) -0.05 0.21¢ 0.49°
B11 (amplitud*amplitud) 0.03 0.30° 0.37°
B. (tiempo*tiempo) -0.68% -0.17° -0.02

Niveles de significancia: *p<0.0001; °p<0.001; °p<0.01; %p<0.05. CRA (Capacidad de retencién de agua); CRL
(Capacidad de retencion de lipidos).
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Figura 9. Efecto del ultrasonido sobre la viscosidad (a), la capacidad de retencion de agua (b) y lipidos (c) del residuo de betabel.
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7.4 Contenido de compuestos bioactivos
7.4.1 Betalainas

Las betalainas son los pigmentos responsables del color del betabel (Saenz, Cancino
y Robert, 2012). El contenido de betaninas y betaxantinas en el residuo fueron de
953.65-1049.74 mg EB/100 g bs y 682.79-758.94 mg EI/100 g bs, respectivamente
(Tabla 10) y todos los tratamientos incrementaron su valor en comparacién al control
(626.58 mg EB/100 g bs; 443.01 mg EI/100 g bs, respectivamente), siendo los mas
altos en betaninas el tratamiento de 70%/5min (1049.74 mg EB/100 g bs), y el de
77.5%/9min (758.94 mg EI/100 g bs) para betaxantinas. Estos resultados fueron
mayores a lo investigado por Manzur (2017), quién reporté en cascara de tuna
valores de 16.96 a 19.30 mg EB/100 g bs en betaninas y de 7.54 a 11.37 mg EI/100
g bs en betaxantinas. De acuerdo al coeficiente de regresion (Tabla 11), el término
cuadratico de amplitud (B11), fue el factor que influy6é sobre el contenido de betaninas
(p<0.0001)y betaxantinas (p<0.001). Lo anterior se puede apreciar en la Figura 10,
donde se observa una menor concentracion de estas betalainas al aplicar mayor
porcentaje de amplitud. Rawson et al., (2011), menciona que al aumentar la
sonicacion se produce una disminucion de betalainas debido a la produccion de
radicales libres, induciendo la oxidacién. De la misma forma en cascara de tuna
ultrasonicada, el cuadratico de amplitud afectd significativamente (p<0.01), sin
embargo, el tiempo fue el que tuvo un mayor efecto significativo (p<0.0001) sobre los
valores de betalainas (Manzur, 2017). Este comportamiento puede diferir
dependiendo del alimento y del pigmento que se quiere analizar, por ejemplo, en el
caso de un residuo de zarzamora, donde se estudid las antocianinas, fue el tiempo

en su término lineal quien tuvo un efecto significativo (p<0.0001) (Zafra, 2017).
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Tabla 10. Efecto del tratamiento por ultrasonido sobre los compuestos antioxidantes.

Betalainas . o
Acido Ascorbico

(mg EAA/100 g bs)

Contenido fendlico total
(mg EAG/100 g bs)

Tratamiento

(%amplitud/min) Betaxantinas

(mg EI/100 g bs)

Betaninas
(mg EB/100 g bs)

Control 626.58+2.51 443.01+2.11 404.43+3.61 543.13+42.58
67%/9min 953.65+23.21 682.79+0.29 451.63+180.65 100.70+1.17
77.5%/15min  1034.64+59.95 736.94+1.61 463.54+185.41 92.62+1.17
85%/5min 953.65+44.68 720.01+12.41 375.44+150.18 90.60+4.67
70%/13min 986.29+20.10 710.94+16.24 395.34+158.14 103.39+3.09
77.5%/9min 1046.72+40.75 740.32+51.58 496.53+198.61 100.02+0.00
77.5%/9min 1047.93+94.98 757.24+12.86 480.03+192.01 104.40+2.10
77.5%/3min 1033.43+0.00 758.94+162.24 395.85+158.34 103.73+1.54
77.5%/9min 1040.68+0.00 745.4+98.25 492.02+196.81 105.07+0.00
88%/9min 953.65+58.02 703.94+37.52 480.09+192.04 77.80+2.02
85%/13min 1033.43+11.60 751.32+10.15 566.09+226.44 91.27+1.17
77.5%/9min 1034.64+48.31 746.24+28.14 538.82+215.53 98.00+0.00
70%/5min 1049.74+116.23 752.17+4.57 490.24+196.10 88.58+2.33
77.5%/9min  1028.59+125.15 743.7+85.96 477.33+190.93 100.02+0.00
R® 0.96 0.94 0.93 0.54

mg EB/100 g bs (miligramos equivalentes de betaninas por 100 g de base seca); mg EI/100 g bs(miligramos equivalentes de indicaxantinas por 100 g de base seca); mg EAG/100
g bs (miligramos equivalentes de acido galico por 100 g de base seca);mg EAA/100 g bs (miligramos equivalentes de acido ascérbico por 100 g de base seca)
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Tabla 11. Coeficiente de regresion y ANOVA de los parametros del modelo cuadratico de prediccion
de superficie de respuesta

.- . . Contenido
Coeficiente Betaninas Betaxantinas Fendlico Total

Bo (Intercepto) 1039.712 746.582 496.952
B. (amplitud) -6.12 4.77 12.02

B, (tiempo) 2.26 -5.13 23.93¢
B2 (amplitud*tiempo) 35.81° 18.14° 71.39"
B11(amplitud*amplitud) -40.05% -23.37° -13.29
B2, (tiempo*tiempo) 0.15 3.92 -31.38°

Niveles de significancia: ®p<0.0001; °p<0.001; °p<0.01; “p<0.05

2329388

mgEl100g bs

T o 2
"empo (miry *

Figura 10. Efecto del ultrasonido sobre las betaninas (a) y betaxantinas (b) del residuo de betabel.

7.4.2 Contenido fendlico total

Los valores de la determinacion de los compuestos fendlicos totales del residuo de
betabel ultrasonicado fueron de 375.44 a 566.09 mg EAG/100 g bs, aumentando con
respecto al control (404.43 mg EAG/100 g bs), a excepcion de las muestras tratadas
85%/5min, 70%/3min y 77.5%/3min (Tabla 10). Rangos mayores fueron encontrados
en cascara de tuna (Opuntia ficus-indica) (639.13 a 811.23 mg EAG/100 g bs) y en
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residuo de zarzamora (Rubus frocticosus) (933.63 a 1438.14 EAG/100 g bs)
(Manzur, 2017; Zafra, 2015). Los resultados obtenidos se ajustaron al modelo
matematico con una R? de 0.93 y de acuerdo al coeficiente de regresién (Tabla 11),
la interaccion de amplitud y tiempo (B12) fue la que influyé significativamente
(p<0.001), mostrando que hay mayor cantidad de compuestos fendlicos al aumentar
el tiempo y amplitud (Figura 11). Este comportamiento fue similar en cascara de
granada (p<0.05) y cascara de mango ultrasonicadas (p<0.0001) (Sharayei,
Azarpazhooh, Zomorodi y Ramaswamy, 2019; Neria, 2015), sin embargo, fue
diferente a lo documentado por Manzur (2017) y Zafra (2015), quienes reportaron en
cascara de tuna purpura y residuo de zarzamora (Rubus frocticosus) ultrasonicados,

que el cuadréatico de amplitud afecto significativamente (p<0.0001).

I 200
I 300
IR 400
=3 500
[ 600
700

Figura 11. Efecto del ultrasonido sobre el contenido fendlico total del residuo de betabel.

7.4.3 Acido ascérbico

Los valores de acido ascorbico de los tratamientos fueron de 77.80 a 105.07mg
EAA/100 g bs, y fueron menores en relacion con la muestra control (543.13 mg
EAA/100 g bs), siendo el de 88%/9min el que obtuvo los valores mas bajos (77.80
mg EAA/100 g bs) (Tabla 10). La degradacién del acido ascoérbico se debe, en parte,
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a la inestabilidad que presenta este compuesto (Abid et al.,, 2014) y a procesos
oxidativos que se dan durante la sonicacion asociados con la produccion de radicales
hidroxilo (Valdramis et al., 2010). Aunque existié una reduccién de &cido ascérbico
en las muestras, estos valores fueron mayores a los exhibidos en cascara de platano
(Musa acuminata) ultrasonicada con 4.3 a 4.5 mg EAA/100 g (Said et al., 2016).
Mientras que en estudios de cascara de tuna roja (Opuntia ficus-indica) ultrasonicada
y cascara de uva (Vitis vinifera) reportaron valores de 221.59 a 335.23 y 355.33 a
434.28 mg EAA/100 g, respectivamente (Manzur, 2017; Medina y Barbosa, 2015).

7.5 Activad antioxidante
7.5.1 ABTS™

Los residuos de betabel ultrasonicados arrojaron valores de 1507.93 a 2126.83 pmol
ET/100 g bs, teniendo un aumento en comparacién a la muestra sin ultrasonicar
(1470.73 pmol ET/100 g bs), siendo el tratamiento a 70%/13min el de mayor
actividad (2126.83 umol ET/100 g bs) (Tabla 12). Neria (2015), Zafra et al (2016) y
Manzur (2017), obtuvieron 65437.50 a 87833.33, 4538.77 a 6953.86 y de 9600 a
11505 umol ET/100 g bs en cascara de mango, residuo de zarzamora y cascara de
tuna, respectivamente, datos mas altos que los presentados en este trabajo. Los
resultados de actividad antioxidante, medida por la capacidad de atrapamiento del
radical libre ABTS™ se ajustaron al modelo con una R? de 0.99. Se puede observar
en la Tabla 13, que esta capacidad se vio afectada principalmente por el término
lineal de tiempo y la interaccion de amplitud y el tiempo (8. y B12; p<0.0001). Este
efecto se puede apreciar en la Figura 12, en donde a mayor tiempo hay un
incremento de actividad antioxidante, mientras que la combinacion de tiempo y
amplitud al ir disminuyendo la actividad antioxidante, va decreciendo. En cascara de
mandarina (Citrus unshiu) expusieron que al aumentar el tiempo se favorece la
actividad antioxidante (p<0.05) (Ma et al., 2008). Por otra parte, en residuo de
zarzamora y cascara de tuna, ambos el tiempo en su término cuadratico tuvieron un
impacto significativo (B22; p<0.0001 y p<0.001, respectivamente) (Zafra, 2016;
Manzur 2017).
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Tabla 12. Efecto del tratamiento por ultrasonido sobre la actividad antioxidante

Tratamiento AFTS/°+ DPPH: FRAP Quelante
(Yamplitud/min) (Hmo ETI1000  (umol ET/100 g (Hmol Fe )
s) bs) (I)/100 g bs)
Control 1470.73£3.52 1320.4520.27 83.08:+0.36  32.64%0.17
679%/9min 1800.93+0.81 1582.06+5.75 81.31#0.28  29.58+0.80
77.5%/15min 1815.85+2.11 1029.32+0.30 60.46£1.95  27.12+2.12
859%/5min 1882.93+31.96  1322.22+45.01 69.44+0.63  32.75:0.13
70%/13min 2126.83+33.20 879.02+1.09 68.16£0.92  33.28:0.21
77.5%/9min 1803.66+3.66 1522.25+0.02 78.51£0.28  27.30£1.29
77.5%/9min 1812.80+18.29 1563.730.20 78.54+0.48  27.64+1.44
77.5%/3min 1687.80+49.81 807.34£0.86 78.56:0.36  24.48+1.15
77.5%/9min 1825.00429.57 1502.80+1.50 80.17+0.51  24.38+2.09
889%6/9min 1689.20+0.54 2199.21+24.44 68.1240.20  31.52+0.54
859%/13min 1517.07¢11.18  2100.00£12.60 63.06:0.38  24.83:0.07
77.5%/9min 1803.66£29.95 1562.96+4.85 81.54:+0.23  26.91+0.14
70%/5min 1507.93+7.62 1379.2240.72 87.5140.43  20.67+1.61
77.5%/9min 1776.98+0.53 1953.17+26.23 80.29+1.12  28.19+1.86
R’ 0.99 0.93 0.99 0.94

+: desviacion estandar. pmol ET/100 g bs (micromoles equivalentes de Trolox por 100 g de base
seca); pumol Fe (I1)/100 g bs (micromoles de hierro 2 por 100 g de base seca).
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Tabla 13. Coeficiente de regresion y ANOVA de los parametros del modelo cuadratico de prediccion
de superficie de respuesta

Coeficiente ABTS™ DPPHe FRAP Quelante
Bo (Intercepto) 1804.422 1619.842 79.812 26.882
B: (amplitud) -49.10° 254.07° -5.232 0.80
B. (tiempo) 54.272 74.50 -6.422 1.05¢
B1> (amplitud*tiempo) -246.192 318.45° 3.24° -5.132
B11 (amplitud*amplitud) -27.12° 139.88" -2.57° 1.76°
B2 (tiempo*tiempo) -23.74° -347.22° -5.172 -0.62

Niveles de significancia: ®p<0.0001; °p<0.001; °p<0.01; “p<0.05

pmol ET/00g bs

Figura 12. Efecto del ultrasonido sobre la capacidad antioxidante del residuo de betabel medida por el
meétodo de ABTSe+.

7.5.2 DPPHe

Los valores de los diferentes tratamientos en cuanto a la actividad antioxidante por
DPPHe+ se muestran en la Tabla 12, se obtuvieron valores de 807.34 a 2199.21 ymol
ET/100 g bs; resaltando que las muestras tratadas fueron superiores que el control
(1320.75 pmol ET/100 g bs), excepto por los tratamientos de 77.5%/15min,
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70%/13min y 77.5%/3min. En cascara de tuna se reportd un rango inferior de 661 a
788 pmol ET/100 g bs (Manzur, 2017); mientras que en residuo de zarzamora de
7050.25 a 9571.14 pymol ET/100 g bs (Zafra, 2016), siendo estos mayores a lo
encontrado en este estudio. Este parametro se ajusté al modelo matematico (R* de
0.93). Al analizar el coeficiente de regresion, se percibié una influencia significativa
(p<0.001) del tiempo en su término cuadratico (B22) (Tabla 13). Se aprecia que al
incrementar el tiempo de aplicacion de ultrasonido a mas de 12 minutos, se
disminuye la inhibicion del radical (Figura 13). Un comportamiento similar se present6
en residuo de zarzamora y cascara de tuna (p<0.001) (Zafra, 2016; Manzur, 2017),
sin embargo, en cascaras de manzana, naranja y papa, se observo que al prolongar
el tiempo de extraccion, se incrementd la inhibicion del radical DPPH. (p<0.001)
(Deng et al., 2015; Singanusong et al., 2015; Amado, Sanchez et al., 2014). Las
diferencias reportadas en la actividad antioxidante del residuo de betabel con otras
matrices, se relacionan directamente al contenido de compuestos fendlicos, ya que
actuan directamente sobre el radical, por lo que, a mayor concentracion, mejor sera
la inhibiciébn de radicales (Bensadoén et al., 2010). Esto se puede corroborar en la
Tabla 9, donde se muestra el incremento de los compuestos fendlicos en los

diferentes tratamientos.
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Figura 13. Efecto del ultrasonido sobre la capacidad antioxidante del residuo de betabel medida por el
método de DPPHs-.
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7.5.3 FRAP

En la Tabla 12 se muestran los resultados obtenidos de FRAP, siendo de 60.46 a
87.51 pumol Fe (Il)/100 g bs. La muestra control obtuvo el valor méas alto (83.08 umol
Fe (I)/100 g bs) en comparacion a las muestras tratadas, excluyendo al tratamiento
de 70%/5min, quien present6 87.51 pmol Fe (l)/100 g bs. Rangos mayores fueron
encontrados en cascaras ultrasonicadas de granada y manzana, de 287 a 1951.60 y
de 152.89 a 271.93 pmol Fe (ll)/100 g bs, respectivamente (Sharayei et al., 2019;
Deng et al., 2015). Este pardmetro se ajusté al modelo matematico (R* 20.99). Los
coeficientes de regresion del modelo (Tabla 13) muestra que tanto la amplitud (8.)
como el tiempo en su término lineal y cuadratico (B, y B22) tuvieron un efecto
significativo (p<0.0001), lo cual se percibe en la Figura 14, donde se visualiza que la
menor actividad antioxidante, se obtiene al aumentar la amplitud y el tiempo de
aplicacion. Sharayei et al (2019) expusieron en cascara de granada que el contenido
de FRAP decrece al elevar el tiempo de ultrasonido (p<0.05), contrario a cuando

amplian la amplitud, ddndose un incremento de este (p<0.05).
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Figura 14. Efecto del ultrasonido sobre la capacidad antioxidante del residuo de betabel medida por el
método de FRAP.
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7.5.4 Actividad quelante

Los resultados mostraron una disminucién de la actividad quelante en los residuos
ultrasonicados con respecto al control (32.64%), arrojando valores de 20.67 a
33.28%, excepto por el tratamiento de 70%/13min, este parametro se ajusto al
modelo matematico con una R? de 0.96 (Tabla 12). No existe evidencia sobre
actividad quelante en residuos vegetales ultrasonicados, sin embargo, en un estudio
de jugo de tuna roja (Zafra et al., 2013) se encontr6 que el valor mas elevado se dio
en el tratamiento con amplitud de 80% en un tiempo de 25 minutos. El coeficiente del
modelo de regresion (Tabla 13) reportd que la interaccion de amplitud y tiempo (B12)
tuvo un efecto significativo (p<0.0001), observando en la Figura 15, que la actividad
guelante es minima cuando se aplica el menor tiempo y amplitud. Los compuestos
fendlicos son los principales responsables de la actividad quelante, estos pueden
reaccionar como agentes quelantes de metales, siendo efectivos como antioxidantes
secundarios porque reducen el potencial redox, estabilizando la forma oxidada del

ion metalico (Sumaya-Martinez et al., 2011; Saravanan y Aradhya, 2011).
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Figura 15. Efecto del ultrasonido sobre el porcentaje de actividad quelante del residuo de betabel.
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7.6 Optimizacion del residuo de betabel ultrasonicado

El perfil de prediccion del modelo de superficie de respuesta de cada variable de
respuesta que se ajustdé al modelo matematico, arrojo que la condicién 6ptima del
proceso de termoutrasonido fue a 77.5% de amplitud con un tiempo de 9 minutos de
aplicacion, con valores predicho de viscosidad de 14.91 cP, CRA de 12.20 g/g, CRL
de 10.21 g/g, b* de 1.49, C* de 6.33, CFT de 496.95 mg EAG/100 g bs, betaninas de
3327.08 mg EB/100 g bs, betaxantinas de 2381.34 mg EI/100 g bs, ABTS de 1804.42
pmol ET/100 g bs, DPPH de 1619.84 umol ET/100 g bs, FRAP de 79.81 umol Fe
(IN/100 g bs y quelante de 27.07%. Para identificar con mas a claridad la condicion
Optima del proceso de ultrasonido del residuo de betabel, se utilizaron los parametros
gue se ajustaron al modelo matemaético, a cada una de ellas se realiz6 figuras de
contorno para llevar a cabo la superposicion de las figuras (Figura 16), donde se

observa la zona de interseccién de dichos pardmetros con los valores obtenidos.
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Figura 16. Superposicion de todas las respuestas en la extraccion por ultrasonido del residuo de
betabel.
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7.7 Reproducibilidad del estudio

Para poder conocer si la condicién éptima del proceso obtenido es reproducible, se
compararon los valores predichos con los experimentales (condicién Optima del
proceso) (Tabla 14). Se encontré que solo los parametros de viscosidad, CRA y CRL

son reproducibles (p>0.05).

Tabla 14. Reproducibilidad del modelo de superficie de respuesta.

Determinaciones Valor predicho Valor experimental

Viscosidad (cP) 14.91+0.23 15.65+1.28
Capacidad de retencién de agua (g/g) 12.12+0.15 12.77+0.52
Capacidad de retencién de lipidos (g/g) 10.42+0.24 10.98+0.24
b* 1.49+0.17 4.77+0.09*
c* 6.33+0.47 14.67+0.22*
Betaninas (mg EB/100 g bs) 1039.71+11.84 816.1056+2.21*
Betaxantinas (mg EI/100 g bs) 746.58+9.90 604.65+15.93*
CFT (mg EAG/100 g bs) 496.95+20.54 566.67+3.08*
ABTS (umol ET/100 g bs) 1084.42+21.31 868.32+17.72*
DPPH (umol ET/100 g bs) 1619.84+156.40 1056.57+14.13*
FRAP (umol Fe (I)/100 g bs) 79.81+1.21 84.46+1.91*
Quelante (%) 26.88+1.21 33.75+2.68*

* Indica diferencia significativa p<0.05. CRA

57
José fuis ftexndndez graspesia



7.8 Comparacioén del residuo de betabel optimizado por ultrasonido con el

control

7.8.1 Efecto del ultrasonido sobre la estructura del residuo de betabel evaluado

por microscopia electrénica de barrido

Las micrografias obtenidas por el microscopio electronico de barrido (MEB) a
magnificaciones de 250X y 500X, del residuo de betabel antes y después de ser
sometido al tratamiento por ultrasonido se muestran en la Figura 17. En ambas se
aprecia lo que podrian ser almidones y arreglos estructurales de las fibras
conformadas por lignina, celulosa y hemicelulosa, principalmente. Se observan
estructuras irregulares y poliédricas, destacando los granulos de almidén alterados
con adherencias proteicas, ademas de un alto contenido de fibra. Fue posible
identificar la estructura intacta en la muestra sin tratamiento (imagenes a y b),
mientras que después de la aplicacién del ultrasonido, (imagenes c y d), se percibe
un dafio celular, demostrado por las variaciones en la forma y tamafio de las
particulas de forma irregular y una formacion de agregados. EI comportamiento
observado se debe a la ruptura del tejido mediante el calentamiento intramolecular y
los efectos de cavitacidbn que se ocasionan durante el ultrasonido (Bagherian et al.,
2011), asi como de la produccién de expansiones y compresiones en los
componentes por donde atraviesan las ondas ultrasénicas, conllevando a un
aumento en los espacios intercelulares derivado de los efectos de contraccion y
deformacion celular (Puig et al., 2012). Algunos autores indican que el proceso de
ultrasonido induce el desarrollo de una red mas fuerte capaz de aumentar la
resistencia a la deformacién, como también facilitar la expulsién del material de la
pared celular y su distribucién a través de toda la muestra, dado por la voluminosidad
y porosidad producida en la estructura del residuo, permitiendo que el agua fluya con
mayor facilidad en el espacio intermedio de la fibra (Colle et al., 2010; Bi et al., 2015;
Li et al., 2014), proporcionando una mayor viscosidad, retencién de agua y liberacion
de polifenoles (Anese et al., 2013). Los resultados de estas propiedades se

describiran en los siguientes apartados.
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Figura 17. Microscopia electronica de barrido del residuo de betabel. a) Control 250X y b) Control
500X; ¢) Optimo ultrasonicado 250X, d) Optimo ultrasonicado 500X.

7.8.2 Contenido de microorganismos

Para ver la inocuidad del residuo ultrasonicado optimizado, se llevé a cabo el andlisis
microbiolégico a través del recuento total de mesofilos aerobios (MA) y
enterobacterias (EB) comparandolo con una muestra control (Figura 18). Se puede
observar que al aplicar el ultrasonido se obtuvo una disminucion de MA de 0.77
log’®UFC/mL e incluso hubo una total inactivacién de EB. Esto es consecuencia del
tratamiento de ultrasonido, el cual es un método que inactiva microorganismos en los
alimentos (Juraga et al., 2011), causando ruptura celular derivada de mecanismos
fisicoquimicos que ocurren durante la cavitacion (Oyane et al., 2009). El efecto
inhibitorio del crecimiento microbiano observado en este estudio es positivo, la
inocuidad es un atributo fundamental de la calidad para el beneficio del consumidor
(Garzon, 2009).
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Figura 18. Recuento microbiolégico de mesofilos aerobios (MA) y enterobacterias (EB) del residuo de
betabel tratado por ultrasonido y control. (ND) No detectado. * Indica diferencia significativa (p<0.05)
entre muestras.

7.8.3Propiedades funcionales de la fibra

Los resultados obtenidos de las propiedades funcionales del residuo de betabel se
aprecian en la Figura 19. La muestra optimizada por ultrasonido fue mayor
significativamente (p<0.05) tanto para CRA como para CRL con respecto al control,
exhibiendo valores de 12.77+0.52 y 10.52+0.44 g/g para CRA y 10.98+0.24 y
9.36x0.12 g/g para CRL, respectivamente. EI comportamiento observado se debe a
la ruptura del tejido mediante el calentamiento intramolecular y los efectos de
cavitacion que se ocasionan durante el ultrasonido (Bagherian et al., 2011),
provocando que la estructura del residuo se vuelva voluminosa y porosa, permitiendo
que el agua y/o lipidos fluyan con mayor facilidad en el espacio intermedio de la fibra
(Li et al., 2014). Los resultados obtenidos dan la pauta a que se podria implementar
en la industria alimentaria como un gelificante, espesante, emulsificante o para evitar
la sinéresis en ciertos productos, aumentando también la viscosidad de estos (Bakirci
et al., 2017), ademas de que podria aumentar el consumo de fibra, que a su vez
podria contribuir en la prevencion de trastornos del intestino grueso como

estreflimiento, diverticulitis y cancer de colon (Mudgil y Barak, 2013).
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Figura 19. Capacidad de retencion de agua (CRA) y capacidad de retencion de lipidos (CRL) del
residuo de betabel tratado por ultrasonido y control. * Indica diferencia significativa (p<0.05) entre
muestras.

7.8.4 Viscosidad

En la Figura 20 se muestran los resultados obtenidos de viscosidad en el residuo de
betabel ultrasonicado 6ptimo y la muestra control; indicando que el residuo de
betabel ultrasonicado fue mayor significativamente (15.65+1.28 cP) que el control
(3.451£0.28 cP). La alta viscosidad presentada en el residuo se debe a que el
ultrasonido permite una mayor penetracion de humedad en la red de la fibra (Bates et
al., 2006), relacionado con el incremento de la CRA por las modificaciones en la
estructura de la fibra insoluble, la cual es responsable de retener el agua en la matriz,
y de proteinas después del tratamiento de ultrasonido, provocando que las partes
hidrofilicas de los aminoacidos interactien hacia los alrededores con el agua del
medio (Kresic et al., 2008). Esta caracteristica es importante desde el punto de vista
industrial, ya que se minimiza la necesidad de agregar aditivos o estabilizantes,
satisfaciendo al mismo tiempo, la demanda del consumidor (Aguilar et al., 2017). Un
ejemplo de la implementacién de esta tecnologia es el residuo de zarzamora, el cual
se adiciond a un yogurt y mostré un incrementé en sus valores de viscosidad y

capacidad de retencion de agua (Meléndez, 2019).
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Figura 20. Viscosidad del residuo de betabel tratado por ultrasonido y control. * Indica diferencia
significativa (p<0.05) entre muestras.

7.8.5 Color

La diferencia entre el residuo de betabel optimizado por ultrasonido y la muestra
control sobre sus caracteristicas colorimétricas se muestran en la Figura 21. Se
puede observar que para ambos, la coordenada b* (4.77+0.09 y 4.74+0.21,
respectivamente) y Chroma (14.67+0.22 y 14.74+0.20, respectivamente) no
presentaron diferencia significativa (p<0.05); por otra parte, en las coordenadas L*, a*
y h° fueron mayor significativamente (p<0.05) en el control (7.49£0.25, 14.40+0.23 y
18.73+0.37, respectivamente) en comparacion con la muestra 6éptima por ultrasonido
(7.23+0.14, 13.66+0.24 y 16.84+0.20, respectivamente). La disminucién de estos
pardmetros le otorgd un color mas oscuro al residuo de betabel ultrasonicado y esto
se atribuye a que la cavitacién contribuye a cambios de color, induciendo a una
degradacion quimica de biomoléculas en el residuo (Adekunte et al., 2010). A pesar
de que el andlisis estadistico arroj6 una diferencia significativa del color entre las
muestras, no es perceptible a simple vista (Figura 22). De acuerdo con FAO/OMS
(2006) los colorantes derivados del betabel son reconocidos como colorantes
naturales bajo la clasificacién E 162 (betabel rojo o betanina), que es utilizado para
varias aplicaciones en los alimentos, comopostres, confiterias, mezclas secas,

lacteos y carnes. (Delgado-Vargas et al., 2000). Por lo tanto, se podria utilizar el
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residuo de betabel ultrasonicado no solo en los alimentos ya mencionados, Sino
también en diferentes productos alimenticios y que ademas conlleven a efectos
beneficiosos sobre la salud humana como proteccidon contra enfermedades
cardiovasculares o algun tipo de cancer por su contenido de compuestos bioactivos y

actividad antioxidante (como se observa en los resultados antes descritos).
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Figura 21. Color del residuo de betabel tratado por ultrasonido y control. * Indica diferencia significativa
(p<0.05) entre muestras.

a) b)

Figura 22. Color superficial del residuo de betabel a) control y b) 6ptimo ultrasonicado.
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7.9 Bioaccesibilidad intestinal in vitro
7.9.1 Compuestos fendlicos y betalainas

Para la comparacion de la fraccion bioaccesible, solo se determin6 en el residuo
Optimo ultrasonicado y en la muestra control. Los resultados de betalainas se pueden
apreciar en la Figura 23a-b, en donde el residuo 6ptimo ultrasonicado fue mayor
significativamente (p<0.05) en betaninas (45.28+2.59 mg EB/100 g bs) y
betaxantinas (22.73+1.62 mg EI/100 g bs) que la muestra control (39.08+0.67 mg
EB/100 g bs y 19.46+£0.25 mg EI/100 g bs respectivamente). A pesar de ello, la
absorcién fue baja, del 5y 4 % respectivamente. Estudios en extractos de betabel
resaltan que el contenido de betaninas es méas alto y con mejor poder antioxidante
que el de las betaxantinas (Esaltbeyoglu et al., 2015; Stintzing y Carle, 2007).
Tesoriare et al. (2013), compararon las tasas de absorcién de betaninas provenientes
de tuna roja y betabel en un modelo simulado in vitro de la pared intestinal, donde
mostraron que el transporte epitelial era mucho menor cuando los compuestos se
derivaban del betabel, manifestando que la tasa de absorcion fue inhibida por su

matriz alimenticia.

Se ha reportado que las betaninas se isomerizan en el medio intestinal, pasando a
ser isobetaninas, las cuales podrian ser el metabolito principal absorbido después de
la ingestion de betaninas (Clifford et al., 2017). Ademéas de la isomerizacion, hay
otros procesos metabolicos que podrian degradar las betaninas y limitar su
biodisponibilidad sistémica, incluida la actividad de la enzima glucosidasa
proveniente de la celulasa o la presencia de la enzima pancreatica, amilasa (Kanner,
Harel y Granit, 2001; Tesoriare et al., 2013).

Respecto a los CFT, la muestra control exhibi6 una cantidad mayor
significativamente de fenoles (54.43+0.58 EAG/100 g bs) en la fraccion bioaccesible
en comparacion con el residuo Optimo ultrasonicado (41.75+0.90 EAG/100 g bs),
teniendo una absorcion del 12% (Figura 23c). Este comportamiento es opuesto a lo
reportado en un extracto de zarzamora ultrasonicado y en cascara de granada, con
porcentaje de absorciébn de 68 y 85%, respectivamente (Zafra, 2019; Fawole y
Opara, 2016). El consumo de alimentos ricos en algunos nutrientes o compuestos
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bioactivos no garantiza su biodisponibilidad en el tracto digestivo, por lo tanto, su
efecto biolégico no estda asegurado (Parada y Aguilera, 2007). La baja absorcion
presentada se puede atribuir, a que durante o después del proceso de ultrasonido,
los compuestos fendlicos pueden sufrir cambios en su conformacion estructural
provocando un descenso en la absorcion (McDougall et al., 2005; Dutra et al., 2017;
Quirés-Sauceda et al., 2014).
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Figura 23. Compuestos antioxidantes de betaninas (a), betaxantinas (b) y contenido fendlico total (c)
del residuo de betabel en la muestra control y el éptimo ultrasonicado antes y después del proceso de
bioaccesibilidad. * Indica diferencia significativa (p<0.05) entre las muestras.

7.9.2 Actividad antioxidante

En relacién a la actividad antioxidante y quelante, los valores por el método de ABTS
y actividad quelante (Figura 24a y d) fueron mayores (p<0.05) en el residuo de
betabel ultrasonicado (833.20£12.11 pmol ET/100 g bs y 41.63+0.23%,
respectivamente), en relacion al control (782.58+21.72 umol ET/100 g bs vy
40.66+0.08%, respectivamente) reteniendo una absorcion del 96 % en ABTS y en
guelante alcanzé hasta un 123%. Este comportamiento es debido a las reacciones
de transferencia de electrones y de agentes gquelantes o metales de transicién que
influyen en la reducciéon de radicales libres y de iones hierro, producido por la suma
de acido ascorbico, compuestos fendlicos y betalainas (Schmidt y Pokorny, 2004;

Foti y Ruberto, 2001). Respecto a DPPH (Figura 24b), no se encontré diferencia
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significativa (p>0.05) entre las muestras (336.38+£20.12 y 347.62+19.8 umol ET/100 g
bs respectivamente), mientras que para FRAP (Figura 24c), el control (10.41+0.27
umol Fe (I)/100 g bs) mostré una elevada actividad significativa (p<0.05) en
comparacion con el residuo optimo ultrasonicado (7.66+£0.25 umol Fe (11)/100 g bs),
siendo su absorcion del 14%. La baja bioaccesibilidad se puede atribuir a que la
mayoria de los compuestos bioactivos no son extraibles, ya que permanecen en la
fraccion no digerible de los alimentos, y por ende, no logran atravesar la barrera
intestinal (Saura-Calixto et al., 2007). Williamson y Manach (2005) mencionan que
hay dos posibles rutas en la metabolizacion de estos compuestos, una es la
absorcion intacta de polifenoles a través del epitelio del colon y el paso al torrente
sanguineo y dos, la descomposicibn de la estructura original a metabolitos
secundarios. Se estima que alrededor del 48 % de los polifenoles totales
provenientes de alimentos sélidos de origen vegetal incluidos en la dieta se absorben

en el intestino (Saura-Calixto et al., 2007).

Respecto al bajo porcentaje de bioaccesibilidad de FRAP después del proceso
digestivo, se debid probablemente al descenso de los antioxidantes como se habl6
anteriormente, ademas de los cambios de pH que existen en el proceso digestivo,
que suprimen o acrecientan la actividad de los compuestos fendlicos y betalainas
(Kamiloglu et al., 2014); los cuales en este estudio no tuvieron gran estabilidad, por lo
que no ejercieron poder antioxidante reductor sobre el Fe*? (oxidante) (Benzie et al.,
1996).
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Figura 24. Actividad antioxidante por ABTS (a), DPPH (b), FRAP (c) y quelante (d) del residuo de
betabel en la muestra control y el éptimo ultrasonicado antes y después del proceso de
bioaccesibilidad. * Indica diferencia significativa (p<0.05) entre las muestras.

7.10 Comparacion de los diferentes métodos de extraccion

El método de extraccion propuesto (ultrasonido a 77.5%/9min), se compard con 3
diferentes métodos de extraccion convencionales (agua, solvente y agua/solvente) y
una muestra sin tratamiento (control), los resultados se presentan en la Tabla 15. La
extraccion con agua fue la que tuvo mayor valor de betalainas (betaninas y
betaxantinas) en relacion a las demas muestras, atribuyéndose a que son
compuestos solubles en agua (Azeredo, 2009). El tratamiento de ultrasonido 6ptimo
mostro un incremento en el contenido fendlico total en comparacion con la extraccion
con etanol y agua/etanol. Igualmente, Zafra et al., (2016) reportd en un residuo de
zarzamora que la muestra tratada por ultrasonido fue la mas eficaz significativamente
(p<0.05) en comparacion con las extracciones acuosa y alcoholica. La aplicacion del
ultrasonido ayuda a liberar compuestos fendlicos que permanecen en los residuos

(polifenoles no extraibles), que estan asociados a macromoléculas como la fibra
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(Pérez-Jiménez et al., 2013) a través de la ruptura de las paredes celulares
biolégicas y de los enlaces que forman los acidos fendlicos con otros compuestos
como polisacaridos (Dolatowski et al., 2007; Soria y Vlllamiel, 2010). Esto se puede
ver en la Figura 17. La extraccion con agua exhibio los valores mas altos
significativamente (p<0.05) en ABTS, DPPH y FRAP, seguido del ultrasonido, quien
ademas reportdé mejor actividad quelante similar al control (p<0.05) en comparacion a
las demas extracciones. El aumento de la actividad antioxidante en la extraccion por
ultrasonido se atribuye a los compuestos fendlicos que estan involucrados en la
captacion de radicales libres y a los iones metalicos pro oxidantes que se liberan
durante el tratamiento de ultrasonido. Ademas, la actividad antioxidante de los
flavonoides se puede intensificar por la elevaciéon del grado de hidroxilacion de
moléculas debido a los radicales *OH formados en el procesamiento de ultrasonido
(Ashokkumar et al., 2008).
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Tabla 15. Capacidad y actividad antioxidante en los diferentes métodos de extraccion.

petaiainas fecn%rlli::eon'ltg?al ABTS™ DPPH: FRAP Quelante

Método de Betaninas Betaxantinas (mg EAG/100 (umol ET/100 g (umol ET/100 g (umol Fe (%)

., 0
extraccion (mg EB/100 g bs)  (mg EI/100 g bs) g bs) bs) bs) (/100 g bs)
Control 785.12+8.46° 532.47+9.11° 453.49+2.25° 597.66+42.04° 844.71+31.28° 75.59+2.11° 34.77+0.98%
Ultrasonido
éptimo 816.11+2.20° 604.65+15.93" 566.67+3.08° 868.32+17.72" 1056.57+14.13" 84.45+1.91°  33.75+2.68°
Agua 1069.28+20.33° 836.38+17.71° 125.20+0.66° 1221.97+14.74° 1928.70+86.13° 116.19+0.98° 31.43+2.74°
Etanol 0.15+0.00° 1.45+0.03° 237.38+4.43° 486.09+6.41° 842.49+28.65° 15.59+0.29° 10.17+0.37°
Agua/etanol 113.29+1.98¢ 75.13+1.52° 132.67+1.70° 32.83+3.19° 159.21+14.98¢ 22.41+0.28°  19.38+0.25°

%€ Letras superindices diferentes indican diferencia significativa (p<0.05) entre los métodos de extraccion.
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8 Conclusiones

La aplicacion de ultrasonido en los diferentes tratamientos disminuye la carga
microbiana de mesofilos aerobios y enterobacterias. Existe una reduccion de color en
comparacion con la muestra original, sin embargo, se observa un aumento en la
viscosidad y en la capacidad de retener agua y lipidos. En cuanto al contenido de
compuestos bioactivos, hay un incremento de fenoles, asi como de actividad
antioxidante por ABTS y DPPH, que pudo haber compensado la reduccién de
betalainas y acido ascorbico. Las variables que se ajustaron al modelo matematico
son viscosidad, capacidad de retenciéon de agua y lipidos, las coordenadas b* y
Chroma* de color, betalainas, contenido fendlico, actividad antioxidante por ABTS,

DPPH, FRAP y quelante, encontrando que la condicion optima es de 77.5%/9min.

La microscopia electrénica de barrido demuestra que existe fragmentacién en la
estructura del residuo de betabel al aplicar el ultrasonido. Al comparar el residuo
optimizado con la muestra control, se disminuye significativamente el recuento total
de mesdfilos aerobios, al igual que una total inactivacion de enterobacterias.
También presenta un aumento en cuanto a viscosidad, asi como en su capacidad de
retener agua y lipidos. Por otro lado, presenta una baja bioaccesibilidad in vitro en el
contenido de betalainas y compuestos fendlicos, asi como en la actividad
antioxidante por DPPH y FRAP, a diferencia de ABTS y actividad quelante, quienes

superaron el 100 % de absorcién.

Por altimo, en la comparacion de los diferentes métodos de extraccién, el ultrasonido
resulta ser mas efectivo que las extracciones por etanol, agua/etanol y la muestra
control, ya que exhibe mayores resultados en el contenido de compuestos bioactivos

y la actividad antioxidante.
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El residuo de betabel ultrasonicado podria ser una alternativa como aditivo por ser
una fuente de fibra, la cual aportaria beneficios fisiol6gicos por su capacidad de
retener agua Yy lipidos como el retraso de la absorcion de glucosa y colesterol en
sangre, control del estrefiimiento, sensacion de saciedad, mantenimiento y desarrollo
de la microbiota intestinal, entre otras. Ademas, por su contenido de betalainas y
demdas compuestos bioactivos que juegan un papel importante contra enfermedades
y procesos degenerativos relacionados al estrés oxidativo por su actividad
antioxidante como el envejecimiento, cancer, diabetes, hipertension o insuficiencia
renal. Estos son motivos para que su utilizacion sea idonea en la industria de

alimentos, farmacéutica, entre otras.
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