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Efecto de Campos Eléctricos Pulsantes (CEP) en la extraccion de antocianinas de flor
de jamaica (Hibiscus sabdariffa) y evaluacion de su potencial como colorante natural

Modesto Andrés Guillén Ordonez

Resumen. Campos eléctricos pulsantes (CEP) es una tecnologia emergente que puede
facilitar la extraccion de compuestos. Las antocianinas son pigmentos naturales que pueden
fungir como colorantes en la industria. El objetivo del estudio fue optimizar el proceso de
extraccion de antocianinas en subproducto de Jamaica y evaluar su potencial como
colorante natural en yogur de mora. Se realiz6 un tratamiento de CEP sobre el extracto con
20 combinaciones de carga eléctrica (0.2-1.0 kV/cm), 4rea de particula (0.03-0.15 cm?) y
tiempo (110-448 ms). Se mantuvo constante la frecuencia de pulso (12.5 kHz) y ancho de
onda (0.04 ms) en un sistema de ondas cuadradas monopolares positivas, analizado
mediante un disefo factorial de tres factores bajo la metodologia Superficie de Respuesta
(Fase I). Se analizaron propiedades fisico-quimicas como pH, sinéresis (%) y color escala
Hunter L*a*b*; y sensoriales sobre la aceptacion de panelistas de dos proporciones del
extracto de antocianinas (1 y 1.5 ml). Se hizo un ANDEVA y separacion de medias Duncan
(P <0.05) en SAS® 9.4 (Fase II). El valor 6ptimo de concentracion de antocianinas fue 805
mg/L en 0.48 kV/cm, 0.08 cm? y 250 ms para los parametros mencionados previamente. La
mayor proporcion de antocianinas utilizadas como colorante tuvo diferencia sobre pH
(4.20) y porcentaje de sinéresis (42.07%). El uso de antocianinas gener6 un color diferente
al colorante usando actualmente; consecuentemente, el tratamiento de mayor proporcion de
antocianinas tuvo mejor aceptacion en parametros de sabor, consistencia y aceptacion
general. Se recomienda realizar una encapsulacion del compuesto para evitar degradacion.
Palabras clave: Compuestos bioactivos, polifenoles, procesamiento no térmico, leche
fermentada.

Abstract. Pulsed electric field (PEF) is an emergent technology that could facilitate
compounds extraction. Anthocyanins are natural pigments that work as colorant in the
industry. The aim of the study was to optimize extraction process of anthocyanin from
hibiscus byproduct and to evaluate its potential as colorant in blackberry yogurt. A PEF
treatment was applied to the extract with 20 different combinations of electric charge (0.2-
1.0 kV/cm), particle area (0.03-0.15 cm?) and time (110-448 ms). Pulse frequency (12.5
kHz) and pulse width (0.04 ms) remained constant in a positive monopolar square
waveform pulse, analyzed through a factorial design of three factors with surface respond
method (Phase I). Physical and chemical properties like pH, syneresis and color in Hunter
L*a*b* scale; and sensorial acceptance of panelist were analyzed using two amount of
anthocyanin extract (1 ml and 1.5 ml). ANOVA and Duncan meaning test (P < 0.05) were
conducted in SAS® 9.4 (Phase II). The optimal value for anthocyanin extraction was 805
mg/L in 0.48 kV/cm, 0.08 cm? and 250 ms for previous parameters. The highest proportion
of anthocyanin used as colorant had an impact over pH (4.20) and syneresis (42.07%). The
use of anthocyanins generated a different color compared to the conventional colorant
currently used. Consequently, treatment with highest proportion of anthocyanins had better
acceptance over taste, consistence and general acceptance parameters. It is recommended
to encapsulate the anthocyanins to avoid degradation in future studies.

Key words: Bioactive compounds, polyphenols, non-thermic treatment, fermented milk.
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1. INTRODUCCION

La flor de Jamaica (Hibiscus sabdariffa L.) es perteneciente a la familia de las Malvaceas
con origenes asidticos y extensiones en América. Es una planta herbacea anual propia de
climas secos subtropicales, montafiosos, de matorral espinoso. Sus flores son de color rojo
en la base y mas palido en los extremos, contienen un céliz carnoso y generalmente de un
color rojo intenso (Sayago y Goni 2010). Ademas, su produccién se basa solo en la
elaboracion de jugos y no tiene un enfoque diferente en cuanto a sus otros beneficios. Las
flores de Hibiscus sabdariffa L contienen antocianinas, flavonoides y polifenoles; los cuales
se ha recalcado que poseen un rol de agente antioxidante o que contribuyen a mecanismos
de proteccion cardiaca (Kuriyan et al. 2010).

Por otro lado, las antocianinas ultimamente han ganado atencidén por ser compuestos
bioactivos que generan beneficios a la salud. Dicho compuesto fue nombrado primero por
Ludwig Marquat, la palabra antocianina proviene del griego anthos (que significa flor) y
kyanos (que significa azul) (Sui 2017). Existen 539 tipos de antocianinas que han sido
aisladas de plantas, de las cuales se han identificado 277 después de 1992 (Mateus y Freitas
2009). La estabilidad de los diferentes extractos de Hibiscus sabdariffa depende de las
antocianinas para mantener sus actividades bioldgicas las cuales dependen del pH,
temperatura, concentracion y condiciones oxidantes, entre otros (Castafieda 2014).

Hay seis tipos de antocianinas comunes (pelargonidina, cianidina, delfinidina, peonidina,
petunidina y maldivina) cuyas estructuras pueden variar por la sustitucion glicosidica en la
tercera y quinta posicion (Lee ef al. 2005). Por consiguiente, la aplicacion de rosa de
Jamaica en diversos alimentos se ha tornado una opcion llamativa, debido a su gran aporte
de compuesto bioactivos tales como, compuestos fenodlicos y antocianinas (Sotomayor y
Vargas 2017).

Sin embargo, dicho compuesto natural es utilizado como colorante natural en alimentos por
su aporte a la salud. Recientes investigaciones han sido impulsadas por consumidores y
beneficios nutricionales para reemplazar colorantes artificiales por los naturales.
Usualmente, dichos pigmentos son menos estables, mas costosos, con menor fuerza de
tincion y un limitado rango de tonos. Anteriormente, estudios mostraron que el consumo
diario de antocianinas en la dieta de Estados Unidos se estimaba entre 180 y 215 mg (Sui
2017; Hertog et al. 1993; Kuehnau 1976). Por otro lado, en el afio 2002 se mostrd un
promedio de 12.5 mg/dia en consumo de dicho compuesto, segin la Encuesta Nacional de
Salud y Nutricion (NHANES por sus siglas en inglés) (Sui 2017).



El tratamiento de campos eléctricos pulsantes (CEP) es considerado un tratamiento no
térmico debido al ligero incremento de temperatura que tiene el producto expuesto al mismo
(Villacrés-Brazales y Casas-Murillo 2015; Robles et al. 2012). Algunos de los factores que
afectan la efectividad del tratamiento se encuentran relacionados con las condiciones que
se quiera lograr en el experimento. Estos parametros se pueden agrupar en: 1) factores
técnicos, que estan relacionados con el equipo y los parametros de procesamiento, 2)
factores bioldgicos, que se relacionan con los microorganismos y 3) factores del medio o
también relacionados con el tipo y la condicidon del medio a tratar (Cerén-Carrillo et al.
2010). De la misma manera, el tratamiento de CEP facilita la extraccion de compuestos
bioactivos en tejidos vegetales como antocianinas. Estudios conducidos en extraccion de
antocianinas en diferentes plantas han mostrado dependencias en diferentes factores, como

ser el tipo de solvente, concentracion, tiempo y temperatura de extraccion (Puértolas et al.
2013).

Debido a la aplicabilidad de este compuesto en la industria alimentaria, se han conjugado
productos como bebidas suaves, confiteria, lacteos, bebidas en polvo y raramente en
alimentos congelados (Mateus y Freitas 2009). Desde una perspectiva econémica la mejor
fuente de extraccion seria por sub productos industriales para otorgarle un valor agregado
al alimento. Por dicha razoén, se ha prestado mas atencion a los desechos industriales para
aprovechar las cualidades bioquimicas que aun poseen.

El proposito del experimento fue optimizar la extraccion de antocianinas provenientes del

subproducto de flor de Jamaica (Hibiscus sabdariffa L.) utilizando campos eléctricos

pulsantes para evaluarla como colorante natural en yogur de mora. Por lo tanto, se

establecieron los siguientes objetivos:

e Determinar el punto méximo de optimizacion para extraccion de antocianinas del
subproducto de flor de Jamaica.

e Evaluar las propiedades fisico-quimicas de las antocianinas extraidas como colorante
natural en yogur de mora.

e [Evaluar las propiedades sensoriales del yogur de mora con extracto del subproducto de
flor de Jamaica.



2.  MATERIALES Y METODOS

Fase I. Optimizacion de la concentracion de antocianinas de flor de Jamaica con efecto
de campos eléctricos pulsantes (CEP).

Preparacion de la muestra. Se recolecto el subproducto de flor de Jamaica en la planta
hortofruticola y se almaceno en bolsas plasticas. Seguidamente, se pesaron 250 gramos del
material para remover humedad en un deshidratador de alimentos marca Excalibur modelo
35261 por cuatro horas a 33 °C y 3 m/s de velocidad de aire. La muestra deshidratada se
colocd en un molino de martillo marca Thomas con un filtro de particula de 1 mm. Todo el
producto, incluido el material sin filtrar se almacen6 en bolsa plastica. Consecuentemente,
se realizo una separacion granulométrica con tamices marca Gilson de 20, 30, 40, 60 y 100
mesh; se dividieron las muestras segun tamafio de particula correspondiente al disefio
experimental.

Extraccion de antocianinas con campos eléctricos pulsantes. Para la preparacion de los
tratamientos se utilizd 15% de relacion solido-liquido, 41.59% de etanol y ocho horas de
extraccion segun recomendaciones de Sotomayor-Carrasco y Vargas-Arroyo (2017); las
muestras se mezclaron en un agitador magnético cubiertas con papel aluminio. Asimismo,
los tratamientos fueron sometidos en una maquina generadora de campos eléctricos
pulsantes (CEP), las variables como carga eléctrica (kV/cm), area de particula (cm?) y
tiempo (ms) se establecieron correspondientemente al disefo. Puesto que, la capacidad
maxima de tiempo en la maquina generadora de CEP es de 11 ms, se dividio la cantidad
total del tiempo establecido por la metodologia para aplicar los pulsos calculados. La
camara de tratamiento fue lavada entre cada muestra. Por consiguiente, todas las unidades
tratadas se incubaron hasta alcanzar el tiempo recomendado. Consecuentemente, las
muestras se centrifugaron a 4,000 rpm a 25 °C por 30 minutos.

Cuantificacion de antocianinas. Se prepararon las soluciones en un vaso de precipitacion
con 24.5 ml de agua destilada y 0.5 ml del extracto por tratamiento (dilucion 50X), se
homogenizé con un agitador magnético. A continuacion, se tomaron 0.5 ml de la solucién
previa y se afiadio a un tubo de ensayo con 4.5 ml de solucion buffer pH 1 (0.025 M KCI)
y a 4.5 ml de solucion buffer pH 4.5 (0.4 M NaC;H30z), los cuales fueron cubiertos
totalmente con papel aluminio (dilucion 10X) (Sotomayor-Carrasco y Vargas-Arroyo
2017). Posteriormente, se dejo en reposo por dos horas en oscuridad. Consecuentemente,
los extractos fueron analizados en un espectrofotometro de UV-Visible para determinar
absorbancia a 520 nm y 700 nm respectivamente para cada tubo de ensayo, se calibro la
maquina con agua destilada como blanco. Para determinar la concentracion de antocianinas



se utilizo la ecuacion [1] y la [2] de pH diferencial, el cual se consider6 a cianidina-3-
glucdsido como principal antocianina presente en el extracto de flor de Jamaica.

) _ ( Absorbancia ajustada
- Coeficiente de extincion molar

Concentracién (@ ) x PM x 1000 x FD  [1]

L
Absorbancia ajustada = (Abssyg — AbS700)pH1.0 — (AbSsy9 — AbSs90)pH4.5  [2]

Donde:
PM (peso molecular) = 457.6 gr/mol de cianidina-3-glucésido.
Coeficiente de extincion molar = 29,600 de cianidina-3-glucosido.

1000 = factor de conversion molar a ppm (mg/L)
FD = factor de dilucion (50X x 10X = 500X)

Diseiio experimental. Para estudiar el efecto de carga eléctrica (kV/cm), area de particula
(cm?) y tiempo (ms) sobre la extraccion de antocianinas de flor de Jamaica, se usé un disefio
factorial completo 2°, mediante la metodologia de superficie respuesta. El disefio fue de
composicion central rotacional de 2do orden (DCCR), incluyendo seis puntos axiales y seis
puntos centrales, con un total de 20 tratamientos. Por consiguiente, se utilizé la ecuacion
[3] para codificar los pardmetros del proceso (-1, 0, +1).

X; = (Xi - Aix) [3]

Doénde:

x; = valor codificado de la X.

X; = valor real de la variable.

z = valor real de la variable en el punto central.
AX; = valor del intervalo de la variable x;.

Para obtener un entorno experimental mas acotado se delinearon las variables axiales —a y
+ a, este valor depende del niimero factorial (F = 2¥) (Chicaiza-Guishcaso y Flores-
Granados 2016). La K se representa como el nimero de variables independientes, los cuales
se determinan por la ecuacion 4.

o = (F)E = (257 = 1.682 [4]

Para calcular el nimero de unidades experimentales para la metodologia de disefo factorial
completo se utilizd la ecuacion 5.



n=2k+2k+m [5]
Doénde:
2% = ntimero de puntos factoriales.
2k = numero de puntos axiales.
m = numero de réplicas del punto central.
La distribucion de los tratamientos se defini6 asi:
2% =23 = 8 puntos factoriales.
2K = 2x3 = 6 puntos axiales.
m = 6 repeticiones de puntos centrales.
Total = 20 unidades experimentales.

Para el analisis de los resultados se describe en un sistema de tres variables independientes
y una variable dependiente, teniendo como respuesta una combinacion de niveles, como se
muestra en la ecuacion 6.

Y = F(Xl,Xz,X3 ...,Xk) [6]

Por otra parte, se realiz6 un andlisis de regresion para ajustar el polinomio de segundo orden
con las variables independientes por cada variable respuesta. La expresion general para
predecir el comportamiento de la variable dependiente se describe en la ecuacion 7.

Y = (Bo + B1Xy + BoXz + B3Xz + B11XT + BoaX5 + BazX5 + BXaXy +e [7]

Doénde:

Y; = funcion respuesta.

X1, X>, X3 = valores de las variables independientes.

Bo= coeficiente relativo con la interpretacion del eje.

B1, B2, B3 = coeficientes lineales estimados por el método de minimos cuadrados.
Bi1, B22, P33 = coeficientes de variables cuadraticas.

B12 = coeficiente de interaccion entre variables independientes.

€ = error.

Para mostrar la significancia del modelo propuesto se realizd un andlisis de residuos,
explicado por la comparacion de proporcion de la varianza (R?) y asi definirlo como
predictivo o tendencioso. De la misma manera, la significancia de la “falta de ajuste” y la
comparacion del valor F calculado contra el valor F tabular para una significancia del 10%
(Sotomayor-Carrasco y Vargas-Arroyo 2017; Rodrigues 2015).

Los rangos de cada variable se establecieron segun la literatura consultada (Vorobiev y
Lebovka 2016; Sari y Velioglu 2011; Villacrés-Brazales y Casas-Murillo 2015). En el
cuadro 1 se muestran los valores axiales y laterales de cada variable.



Cuadro 1. Niveles de axiales y factoriales de variables independientes del disefio factorial
completo sobre extraccion de antocianinas.

. Niveles
Variables a 1 0 1 +a
Carga eléctrica (kV/em) (X7) 0.2 0.3 0.4 0.8 1.0
Area de particula (cm?) (X2) 0.03 0.05  0.08 0.12 0.15
Tiempo (ms) (X3) 110 167 250 333 390

Los valores codificados y reales del disefio experimental completo con tres variables para
los tratamientos se dividieron en axiales, factoriales y centrales (Cuadro 2).

Cuadro 2. Valores codificados y reales del disefio factorial completo sobre la extraccion de
antocianinas.

Niveles codificados Niveles reales
Tratamientos X! X2 X5 X X X
1 -1.00 -1.00 -1.00 0.3 0.05 167
2 1.00 -1.00 -1.00 0.8 0.05 167
3 -1.00 1.00 -1.00 0.3 0.12 167
4 1.00 1.00 -1.00 0.8 0.12 167
5 -1.00 -1.00 1.00 0.3 0.05 333
6 1.00 -1.00 1.00 0.8 0.05 333
7 -1.00 1.00 1.00 0.3 0.12 333
8 1.00 1.00 1.00 0.8 0.12 333
9 -1.68 0.00 0.00 0.2 0.05 250
10 1.68 0.00 0.00 1.0 0.05 250
11 0.00 -1.68 0.00 0.4 0.03 250
12 0.00 1.68 0.00 0.4 0.15 250
13 0.00 0.00 -1.68 0.4 0.08 110
14 0.00 0.00 1.68 0.4 0.08 390
150 0.00 0.00 0.00 0.4 0.08 250
16© 0.00 0.00 0.00 0.4 0.08 250
17© 0.00 0.00 0.00 0.4 0.08 250
18© 0.00 0.00 0.00 0.4 0.08 250
19© 0.00 0.00 0.00 0.4 0.08 250
200 0.00 0.00 0.00 0.4 0.08 250

© Puntos centrales.
lcarga eléctrica (kV/cm), 2area de particula (cm?), *tiempo (ms)



Previo a realizar los tratamientos se hizo la mezcla de extraccion con 41.59% de etanol,
15% relacion soélido-liquido y ocho horas segiin Sotomayor-Carrasco y Vargas-Arroyo
(2017). Se realiz6 un cambio en el porcentaje de relacion solido-liquido debido a que no se
solubiliz6 con el porcentaje recomendado. Dicha formulacion se muestra en el cuadro 3.

Cuadro 3. Formulacion de muestras para los tratamientos del disefio factorial completo para
la extraccion de antocianinas a partir de flor de jamaica.

Etanol (%) Relacion solido-liquido (%)
Agua (ml) Etanol (ml) Tiempo (h) Harina de flor (g) Solucion (ml)
7.4 53 8 23 15

Concentracion de antocianinas. Se utilizo un Rotavapor RII marca Buchi para concentrar
el extracto de Jamaica segun el punto 0ptimo calculado. El equipo se reguld a 37 °C en bafio
maria, 10 °C para el condensador, 40 rpm y aplicacion de presion al vacio. El concentrado
se cubrié con papel aluminio para evitar entrada de luz. Sin embargo, incrementos en la
actividad de agua del medio causan degradacion de antocianinas debido a una interaccioén
entre agua y cation flavilio para formar la pseudobase inestable (Castaneda 2014).

Fase 11. Evaluacion de antocianinas como colorante natural.

Pruebas preliminares. Se realizaron tres pruebas en yogur natural para definir la
formulacion de antocianinas que se ajustara a los colores deseados en yogur de mora. La
cantidad de colorante natural afiadido brindé colores diferentes y se seleccionaron las dos
pruebas que mostraron mayor potencial; 0.02 y 0.03 ml de antocianinas en 20 gramos de
yogur natural.

Preparacion de muestra. A dos kilogramos de yogur sin colorante, saborizado con mora
y se agregd 1 y 1.5 ml de antocianinas para un kilogramo respectivamente. Ademas, se
utiliz6 un kilogramo de yogur de mora preparado por la planta de Lacteos de Zamorano, la
formulacion se muestra en el cuadro 4. Consecuentemente, las muestras fueron
almacenadas en refrigeracion. El diagrama de flujo del yogur de mora de Zamorano se
ilustra en la figura 1 y la formulacion del yogur con el extracto de Jamaica en el cuadro 5.



Cuadro 4. Formulacion de yogur de mora.

Ingredientes Cantidad (Kg) Porcentaje (%)
Leche estandarizada 82.67 76.63
Leche descremada en polvo 7.02 6.51
Azlcar 6.40 5.93
Estabilizador 0.50 0.46
Cultivo lactico 0.06 0.06
Esencia de mora 0.12 0.11
Colorante 0.02 0.02
Concentrado de mora 10.97 10.17
Sorbato de potasio 0.12 0.11

Fuente: Planta de lacteos Zamorano.

Cuadro 5. Formulacion de yogur de mora con extracto de Jamaica concentrado al 5%.

1 [}
. Yogur base Extracto de flor de Jamaica concentrado al 5%
Tratamientos
(8 (ml)
Entrada de materia prima
Almacenamiento en cuarto
frio a4°C
Leche
eslandarizada
al 2.5%
Pesado del Adicion del
concentrado de concentrado de
mora Precalentamiento mora, extracto de
(35°C) Jamaica y
envasado
|
Pesado del cultivo i I_.
lactico
Adicién de sdlidos
(azdcar, LDPy Enfriamiento a
Medicion del estabilizador) 4°C por 24 horas
exiracto de
jamaica y esencia
de mora I’
Pasteurizacion | .
dela mezcla noculacion del
(85°C) y Pre en;n;.:ncwsnlo a \ A - cult;mlewznﬁubacltm
hemogenizacién . s -
(2000 PS) (ATECAL 0.7)

Figura 1. Diagrama de flujo para elaboracién de yogur de mora con antocianinas.
Fuente: Planta de Lacteos Zamorano.



Medicion de color. Se utilizo el ColorFlex de Hunterlab® para analizar los valores L*, a*,
b* en los diferentes tratamientos. El valor L* indica la luminosidad en una escala de cero
(negro) a 100 (blanco), mientras que +a* indica tendencia a rojo y —a* tendencia a verde,
el valor —b* muestra inclinacion a amarillo y —b* inclinacion a azul (Sotomayor y Vargas
2017). Los datos fueron triplicados utilizando 10 ml de muestra.

Se tomaron los valores de cromaticidad a* y b* para calcular los indices de saturacion de
color (croma) y el &ngulo de tono (hue) con las ecuaciones 8 y 9 respectivamente.

C+*= ya*?+b2 [8]

*

Hue = tan— [9]
a

Medicion de pH. Se realizd el andlisis por medio del método estindar AOAC 981.12
(AOAC 2005). Se pes6 una muestra de 10 gramos de yogur y se diluy6 en una relacion 1:1
con agua destilada, se realizé con un potenciometro de campo OHAUS® ST20. El equipo
fue calibrado con soluciones buffer de pH 4 y 7, todos los analisis se hicieron por triplicado.

Medicion de sinéresis. Se utilizé la metodologia propuesta por Al-Kadamany et al. en el
(2002). Se pesaron 20 gramos de yogur y se esparcieron en papel filtro Whatman® #2, la
filtracion se facilité con una bomba al vacio durante 10 minutos. Todas las muestras se
analizaron por triplicado. La sinéresis expresada en % libre de peso se calculd con la
ecuacion 10:

) peso inicial de muestra — peso final de muestra
%peso libre = — x 100 [10]
peso inicial de muestra

Analisis sensorial.

Para el andlisis sensorial se realizd6 una prueba de aceptacion con 100 panelistas no
entrenados. Se utilizd una escala hedonica de 9 puntos, donde 1 significa “me disgusta
extremadamente” y 9 “me gusta extremadamente”. Se valoraron atributos de sabor,
apariencia, aroma, acidez, color, consistencia y aceptacion general. Ademads, se colocaron
tres muestras por cada panelista con el tratamiento control y las otras dos con diferentes
proporciones de antocianinas en yogur de mora.

Analisis estadistico.

Para ambos andlisis (fisico-quimicos y sensoriales) se realizd un andlisis de varianza
(ANDEVA) y separaciéon de medias Duncan (P < 0.05) para observar diferencias
significativas entre tratamientos, por medio de programa SAS® version 9.4. Ademas, para
observar la relacion entre todas las variables observadas, se realizd6 una correlacion de
factores para poder determinar el porcentaje de relacion que poseen.



3.  RESULTADOS Y DISCUSION

Fase I. Optimizacion de la concentracion de antocianinas de flor de Jamaica con efecto
de campos eléctricos pulsantes (CEP).

Por medio del método de pH diferencial se cuantificé la concentracion de antocianinas
(mg/L) segun los diferentes tratamientos (Cuadro 6). Los rangos de las variables
independientes fueron 0.2-1.0 kV/cm para carga eléctrica, 0.03-0.15 cm? para drea de
particula y 110-390 ms para tiempo. Dicha concentracion se expres6 en (mg/L). El
contenido apropiado de antocianinas en materiales vegetativos varia de 20 a 3,000 mg/L
expresado como cianidina-3-glucésido (Lee 2005).

Cuadro 6. Concentraciéon de antocianinas de flor de Jamaica por disefio fraccionado

completo.
Tratamientos Carga eléctrica Area de Tiempo Concentracion
(kV/cm) particula (cm?) (ms) (mg/L)
1 0.3 0.05 167 1,157
2 0.8 0.05 167 1,424
3 0.3 0.12 167 1,323
4 0.8 0.12 167 1,432
5 0.3 0.05 333 1,299
6 0.8 0.05 333 1,486
7 0.3 0.12 333 1,319
8 0.8 0.12 333 1,315
9 0.2 0.05 250 1,142
10 1.0 0.05 250 1,496
11 0.4 0.03 250 1,321
12 0.4 0.15 250 1,198
13 0.4 0.08 110 1,118
14 0.4 0.08 390 1,535
15 0.4 0.08 250 1,235
16 0.4 0.08 250 1,198
17 0.4 0.08 250 1,211
18 0.4 0.08 250 1,287
19 0.4 0.08 250 1,263
20 0.4 0.08 250 1,243
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Seglin los coeficientes, el andlisis se categorizé como tendencioso y significativo debido a
que el coeficiente de variacion fue mayor a 30% (R?= 0.83), indicando que el 83% de los
datos se ajustaron al modelo estadistico. Asi también, por medio de una prueba F el modelo
se clasifico como predictivo debido a que el F calculado (2.524) fue mayor al F tabular
(2.416). Por otro lado, se considera que es un modelo tendencioso ya que la falta de ajuste
fue significativa (P <0.10). Dentro de los modelos de analisis de regresion la falta de ajuste
nos explica cuanto el modelo logra describir de la relacion de las variables independientes
con las dependientes (Rodrigues 2016). Consecuentemente, el modelo estadistico fue
clasificado como tendencioso y no predictivo, debido a que no cumple todos los factores
analizados (Cuadro 7).

Cuadro 7. Coeficientes de regresion en funcion de las variables X;, X> y X3 para
concentracion de antocianinas.

Factor Coeficiente de regresion
Intercepto 602.14*
X' (LY 1133.71*
X1 (QY) -3.83
X (L) 4476.82*
X2 (Q) 4539.61
X5* (L) 0.47
X3 (Q) 0.01*
X1 %X -3412.17*
Xix X3 -2.12%*
X0 X X3 -15.62%*
Falta de ajuste 0.021*
R? 0.832
F calculado 2.524
F tabular 2.416

Coeficientes con * indican significancia (P < 0.10).
*relacion lineal, Y relacion cuadratica.
Icarga eléctrica (kV/cm), 2area de particula (cm?), *tiempo (ms).

11



Asi mismo, se obtuvo la ecuacion 8 que expresa la concentracion de antocianinas (mg/L).
Después de un andlisis de varianza en base al valor F y P, un polinomio de segundo orden
se ajusto en respuesta a la variable dependiente.

m
Cone. (22) = 602 + 1134X, + 4477X, + 0.005X2 — 3412X, X X, — 2X, X X;
L 3

Donde:

X = carga eléctrica (kV/cm)
X5 = 4rea de particula (cm?)
X3 = tiempo (ms)

Las variables de carga eléctrica (kV/cm) y 4rea de particula (cm?) presentaron interacciones
y se generd un grafico de superficie en respuesta al modelo. Ambos parametros evaluados
tuvieron un efecto (figura 2) en la concentracion de antocianinas (mg/L). Campos eléctricos
pulsantes es una tecnologia que causa electroporacion de las membranas celulares por la
aplicacion de un campo eléctrico intermitente de alta intensidad en periodos de
microsegundos (Luengo et al. 2014). Es por ello, que los compuestos dentro de la célula
vegetal viajan a través de los espacios electroporados. Entonces, la cantidad de
componentes extraidos con el disolvente depende de la cantidad de células dafiadas, lo cual
a su vez, afecta el rendimiento de la extraccon (Cerdn-Carrillo et al. 2010). El valor 6ptimo
encontrado para la extraccion fue de 0.48 kV/cm y 0.08 cm? para carga eléctrica y area de
particula respectivamente. Para los tejidos vegetales, una eficiente electroporacion puede
observarse en campos eléctricos moderados entre 200-1000 V/ecm (Vorobiev y Lebovka
2016).

Por otro lado, el drea de particula tuvo efecto en la extraccion del compuesto. Actualmente,
no se encontro literatura disponible que sustente el efecto del area de particula sobre la
extraccion de antocianinas. De todas maneras, es conocido que las particulas mas pequenias
incrementan la extraccion de varios compuestos a menos que ocurra aglomeracion (Sari y
Velioglu 2011; Asep et al. 2008; Nagy y Simamdi 2008; Giao et al. 2009). Debido a que
un tamafio de particula menor incrementa el area de contacto entre el solvente y la matriz;
ademas, indica un mayor grado de desintegracion celular (Brunton y Luengo 2017).
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Figura 2. Efecto de la carga eléctrica (kV/cm) y area de particula (cm?) sobre la
concentracion de antocianinas (mg/L).

La carga eléctrica y tiempo tuvieron significancia sobre la extraccion de antocianinas con
0.48 kV y 250 ms respectivamente. No hay un método simple para la estimacion teorica del
tiempo de dafio celular en tejidos vegetales, tampoco en membranas o en simples células
esféricas (Raso y Heinz 2006). Por ende, se observa un comportamiento indirectamente
proporcional (Figura 3); dado que a mayor carga eléctrica menor el tiempo de tratamiento

necesario. El tiempo caracteristico de dafio celular decrece con el incremento de la
temperatura y campo eléctrico (Lebovka et al. 2005).

En cambio, la carga eléctrica proporciona la facilidad de extraccion dependiendo del
tiempo. Un estudio encontrdé cambios intracelulares por CEP entre 0.35 y 0.52 kV/cm
(Fincan y Dejmek 2002). Por consiguiente, utilizar un mayor tiempo con alta carga eléctrica
implicaria desperdicio de energia en el proceso. Cuando altos voltajes son aplicados, los
tiempos cortos en milisegundos resultan en bajo costo energético en el tratamiento, y no
hay significancia en el incremento de la temperatura (Brunton y Luengo 2017).
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Figura 3. Efecto de la carga eléctrica (kV/cm) y tiempo (ms) sobre la concentracion de
antocianinas (mg/L).

Las variables tiempo y area de particula tuvieron como puntos 6ptimo 250 ms y 0.08 cm?
respectivamente. Se observé que a medida disminuia el area de particula y aumentaba el
tiempo de tratamiento, mayor era la extraccion de antocianinas (Figura 4).
Consecuentemente, el punto 6ptimo del area de particula no fue el més bajo; esto puede
deberse a que hubo aglomeracion de particulas por la humedad presente en el ambiente. Se
debe prevenir la aglomeracion y deformacion de particulas (Coelho y Palavra 2015).
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Figura 4. Efecto del tiempo (ms) y drea de particula (cm?) sobre la concentracion de
antocianinas (mg/L).

Después de identificar las variables representativas en el modelo, los puntos 6ptimos de
extraccion fueron: 0.48 kV/cm de carga eléctrica, 0.08 cm? en 4rea de particula y 250 ms
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en tiempo (Figura 5). La combinacion de los puntos 6ptimos dio como resultado 805 mg/L
de antocianinas expresadas como cianidina-3-glucésido. En un estudio de extraccion de
antocianinas en subproducto de mora con CEP realizado por Bobinaité y colaboradores
(2016) reportaron un rango de concentracion de 64.4-93.1 mg/100g como resultado, el cual
coincidié con el resultado de este estudio (80.5 mg/100g).

Después de concentrar al 5% el extracto de antocianinas de flor de Jamaica con los puntos
optimos recomendados, la cuantificacion expresada como cianidina-3-glucosido fue de
16,081 mg/L, siendo 20 veces mayor al extracto sin concentrar.

Fase I1. Evaluacion de antocianinas como colorante natural.

Los resultados de pH (Cuadro 8) muestran diferencia significativa (P < 0.05) entre los
tratamientos; el yogur + 1.5 ml de antocianinas mostré el valor méas bajo (4.20 + 0.01) en
comparacion al control (4.52 + 0.02). Dado que, los acidos organicos (mélico y ascorbico)
presentes en el extracto de Jamaica disminuye el pH en los productos lacteos (Castillo 2017,
Charley 2012). Por lo tanto, el volumen agregado a la proporcion de yogur de mora
modifico su pH. Segun Walstra et al. en el 2006 en su libro de “Dairy science and
technology”, el yogur se incuba a 45 °C por 2.5 horas hasta alcanzar una acidez aproximada
entre 90 y 100 mM (pH = 4.2). Esto difiere de Bylund (2015) en su libro “Dairy processing
handbook”, que establece que cuando el pH 6ptimo es alcanzado (4.5 tipicamente) el yogur
se debe enfriar.
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Figura 5. Funcion de utilidad en relacion a carga eléctrica (kV/cm), area de particula (cm?)
y tiempo (ms) sobre la concentracion de antocianinas (mg/L).

Evaluacion de sinéresis.

Para el anélisis de sinéresis se calculd el porcentaje en peso libre o la diferencia de peso por
pérdida de fase liquida. Por ende, el tratamiento de yogur + 1.5 ml antocianinas tuvo mayor
porcentaje de pérdida liquida en comparacion a los otros dos tratamientos, los cuales
también tuvieron diferencia significativa (P < 0.05). Sinéresis esta relacionada con la
inestabilidad del gel conectivo y su pobre habilidad de atrapar todo el suero (Izadi et al.
2015; Lucey y Singh 1998). Por lo tanto, algunas proteinas son desnaturalizadas y
precipitadas de la solucion cuando son calentadas arriba de ciertas temperaturas o ajustando
la soluciéon a pH moderadamente acidos o basicos (Smith 2010). Debido a esto, se evidencid
una creciente pérdida de solucidon a medida que la proporcién de extracto de Jamaica en la
formulacion aumentaba. Adicionalmente, los polifenoles pueden influir en el
reordenamiento de una matriz, lo cual puede resultar en tamafios de poro mas grandes en la
matriz del gel, generando mayor sinéresis (Felix da Silva et al. 2017).
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Cuadro 8. Analisis de pH y sinéresis en yogur de mora.

Tratamientos pH Sinéresis (%)
Media + D.E.! Media + D.E.

Yogur + CA? 4.52 +0.02* 31.52 + 1.71°¢

Yogur + 1 ml antocianinas 4.30£0.01° 36.50 + 0.66°

Yogur + 1.5 ml antocianinas 4.20+0.01°¢ 42.07 +£0.98*

C.V.2 (%) 0.32 3.77
ac tratamientos seguidos de diferente letra en cada columna son significativamente
diferentes (P < 0.05)

! Desviacion estandar, 2Coeficiente de Variacion, 3Colorante Artificial

Analisis de color.

Los tratamientos tuvieron diferencia significativa (P < 0.05) en andlisis de color. En el
parametro L* (luminosidad), el tratamiento de yogurt + 1ml antocianinas mostré6 mayor
luminosidad en comparacion a los demas. Mientras tanto, el tratamiento yogur + 1.5 ml
antocianinas mostré menos luminosidad. La luminosidad en leche fermentada decrece con
la disminucion de pH, congelacion y adicion de frutas maduras (Sanchez-Bravo et al. 2018;
Garcia-Pérez et al. 2017). Por otro lado, yogurt + 1.5 ml antocianinas fue el tratamiento que
mas se acerco al color rojo (a*) debido a las caracteristicas del extracto. En un estudio
realizado por Ersus Bilek et al. (2017), se encapsularon antocianinas de zanahorias negras,
el analisis de color indico un valor en a* de 18.12 + 0.03, similar al valor encontrado en
este estudio (14.82 £ 0.11). No obstante, el control presentd6 mayor tendencia al color azul
(-b*) con -5.03 £ 0.08 en comparacion a los demas tratamientos (cuadro 9).

Cuadro 9. Andlisis de color en escala Hunter L*a*b* en yogur de mora.

. L*1 a*2 b*3
Tratamientos Media + D.E.* Media+D.E.  Media = D.E.
Control + CA’ 65.99 + 0.08° 8.03+0.11° -5.05£0.16¢
Yogur + 1 ml antocianinas 67.12 + 0.08* 10.55+£0.61° 0.61 £0.09*
Yogur + 1.5 ml antocianinas 59.16 + 0.08° 14.82 + 0.09? -1.28+0.11°
C.V.5 (%) 0.13 0.64 0.24

ac tratamientos seguidos de diferente letra en cada columna son significativamente
diferentes (P < 0.05)

luminosidad, %rojo, *amarillo, “Desviacion estandar, *Colorante Artificial, °Coeficiente de
variacion.

Asimismo, se calcularon los valores de croma y angulo de tono (hue) para cada tratamiento
(Cuadro 10). En relacion a croma, esta es una medida cuantitativa de saturacion, que indica
la intensidad de color percibida por los consumidores (Molina et al. 2018; Pathare et al.
2013). El tratamiento yogur + 1.5 ml antocianinas tuvo mayor diferencia significativa (P <
0.05) que los demas tratamientos, esto se debe a la concentracion en la cual se encontraba
el extracto de Jamaica (5%) y debido a su baja luminosidad (Cuadro 10). Para el angulo de
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tono (hue), el tratamiento que mas se incliné al color morado fue el control con un valor de
328 °+0.18. Wallace y Giusti en el (2008) determinaron el color en yogur con antocianinas
de Berberis boliviana L; el resultado de croma (14.00) se asimila con los resultados
obtenidos por el tratamiento de mayor diferencia significativa (yogur + 1.5 ml antocianinas
= 14.87 £ 0.18), pero difiere del angulo de tono con 355°.

Cuadro 10. Analisis de color para Croma y hue en yogur de mora.

Tratamientos Croma Hue (%)
Media + D.E.! Media + D.E.

Control + CA? 9.48 +0.49°¢ 328 £0.18°

Yogur + 1 ml antocianinas 10.57 £ 0.65° 3.33 £0.60°

Yogur + 1.5 ml antocianinas 14.87 + 0.39? 355+0.10°

C.V.3 (%) 3.96 0.29
ac tratamientos seguidos de diferente letra en cada columna son significativamente
diferentes (P < 0.05)

"Desviacion estandar, >Colorante Artificial, *Coeficiente de Variacion.

El posicionamiento de los tratamientos mostro diferencia de 27° (figura 6a) entre el
tratamiento control + CA y yogur 1.5 ml antocianinas; asi mismo, 8.3° entre yogur 1.5 ml
antocianinas y yogur 1.0 ml antocianinas. Cominmente se encuentra una relacioén inversa
entre la luminosidad y croma (Hernandez-Martinez et al. 2017). Los tratamientos con
menor o cero proporcion de antocianinas mostraron menor luminosidad (figura 6b) en
comparacion al tratamiento con mayor contenido antocianico.

Amarillo
+b* 90°
(a) so0
(b)

40
80 +
301

70 4

50+

-40

-50
-b*-90°
Azul

Figura 6. (a) Diagrama espacial de color L*a*b* (b) diagrama de dispersion para el (A)
control, (©) 1 ml de antocianinas y (®) 1.5 ml de antocianinas.
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Analisis sensorial.

Para los anélisis sensoriales, se encontro diferencia estadistica (P < 0.05) entre tratamientos
para la variable de sabor (Figura 7). El tratamiento yogur + 1.5 ml antocianinas, con mayor
proporcion de extracto de Jamaica, tuvo mayor aceptacion (7.44 + 1.37) entre los panelistas
en comparacion a los demads. Esto difiere a un estudio realizado por Carvalho Alves ef al.
en el 2013, ya que indica que el sabor recibié menor puntuacioén con la mayor concentracion
del extracto debido a la evaporacion que se uso para remover el solvente, ocasionando un
aumento en los compuestos fenolicos y creando un sabor astringente y acido en las muestras
de yogur. Seglin Marchiani et al. (2016) en la evaluacion de un yogur enriquecido con pulpa
de uva; la muestra control fue aceptable y mostrd puntuacion mas alta por su apariencia,
aroma, sabor y textura.. No obstante, los resultados del estudio mostraron lo contrario a lo
investigado debido a la inclinacidn de los panelistas por este tratamiento. Por lo que, esta
caracteristica acidulante de las antocianinas hace que sea un colorante mas preferible hacia
los consumidores por motivo a su moderada acidez en alimentos como el yogur (He y Giusti
2010).

Por otro lado, los tratamientos (Figura 7) no tuvieron diferencia significativa (P > 0.05) en
acidez. Las sugerencias de un estudio realizado por He y Giusti en el (2010) anuncian que
para obtener mayor preferencia por los consumidores deben disminuir la acidez usando
edulcorantes o diferente yogur con baja acidez.

La consistencia del yogur estd relacionada con la viscosidad. Los resultados mostraron
diferencia significativa (P < 0.05) para el tratamiento yogur + 1.5 ml antocianinas (7.56 +
1.19). Segin, Bylund (1995) sefiala que en algunas areas la personas prefieren yogures
liquidos altamente viscosos, mientras que en otros paises prefieren un yogur en forma de
gel suave.

Referente al aroma, no se encontro diferencia significativa (P > 0.05) entre los tratamientos
percibidos por los panelistas. Esto se debe a que las concentraciones del extracto afiadido
al yogur no fueron suficientes para ejercer un cambio sensorial en el producto o la
percepcion fue afectada por la susceptibilidad fisiologica del panelista. En la cavidad bucal,
los carbohidratos-polifenol-proteicos salivales pueden dar inicio al desencadenamiento de
compuestos aromaticos y polifenoles. Dichos carbohidratos son capaces de encapsular los
compuestos volatiles, principalmente aquellos aromas con naturaleza hidrofébica de
acuerdo a estudios realizados previamente in vitro con vino y saliva (Esteban-Fernandez et
al. 2018; Mufioz-Gonzalez et al. 2014; Mitropoulu et al. 2011).

En cuanto a color (Figura 7), los panelistas tuvieron mayor aceptacion hacia el tratamiento
yogur + 1.5 ml antocianinas (7.36 = 1.36) y control (6.94 + 1.84), diferenciandose del
tratamiento yogur + 1 ml antocianinas (6.15 + 1.90). Debido a la diferencia ventajosa en
saturacion de color, ya que fueron los mas aceptados por la percepcion del mismo. En un
estudio realizado por Carvalho Alves et al. (2013), se evalu6 el efecto del extracto de
antocianinas obtenidas de jaboticaba sobre el yogur, los resultados en anélisis sensorial
indicaron que a medida que la concentracion aumentaba, la aceptabilidad crecia en relacion
al color y apariencia. Siendo, yogur + 1.5 ml antocianinas (7.14 + 1.48) y el control (6.79 +
1.74) similares en apariencia. Consecuentemente, la tincion del colorante artificial en yogur
y la mayor proporcién del extracto de Jamaica tuvieron mayor preferencia sobre los
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resultados. De igual modo, desde acidez moderada a condiciones neutrales la pérdida de
protones del cation flavilio genera una base quinoidal azul (Rodriguez-Amaya 2016).

En términos de aceptacion general, el tratamiento yogur + 1.5 ml antocianinas (7.63 = 1.09)
mostrd mayor diferencia significativa (P < 0.05) segun (Figura 7). Es asi que, los panelistas
mostraron mayor afeccion al tratamiento con mayor concentracion de extracto de Jamaica.
Esto difiere de Cid-Ortega y Guerrero-Beltran (2015), quienes argumentaron que el yogur
con extracto de Jamaica es menos aceptable que el control debido a la probabilidad del
exceso de acidez brindada por el concentrado causando un sabor no satisfactorio. No
obstante, los panelistas establecieron comentarios referentes al control como “color muy
opaco”, “necesita mas color” y “no se parece al color del empaque”. Existe una correlacion
alta negativa (-0.9675) entre la aceptacion general y el valor L* (luminosidad). Iwalokun y
Shittu (2007) demostraron que el extracto de célices de Jamaica en yogur de fresa mostrd
mayor aceptacion sensorial.

Aceptacion

General | Acidez

. . : a ‘ . .
Apariencia ~ Consistencia

Color ‘Aroma
Control ===1 ml antocianinas ===1.5 ml antocianinas

Figura 7. Diagrama radial del andlisis sensorial con atributos evaluados en yogur de mora
con promedio de 100 panelistas.

20



4. CONCLUSIONES

El punto 6ptimo para la extraccioén de antocianinas del subproducto de flor de Jamaica
es de 0.48 kV/cm de carga eléctrica, 0.08 cm? en 4rea de particula y 250 ms de tiempo.

La adicion de antocianinas como colorante natural en yogur de mora tuvo cambios
significativos en pH, sinéresis, luminosidad, a*, croma y hue en comparacion al
colorante sintético.

El tratamiento yogur + 1 ml antocianina presenté similitud al control + CA en andlisis
sensorial a excepcion de color.

Los panelistas presentaron mayor afeccion hacia el yogur con mayor concentracion
(yogur + 1.5 ml antocianinas) de extracto del subproducto de Jamaica en parametros de
sabor, consistencia y aceptacion general. Dicho tratamiento, present6 similitud con el
control en color, apariencia, acidez y aroma.
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S. RECOMENDACIONES
Realizar la cuantificacion de antocianinas por HPLC para determinar el tipo y la
cantidad de antocianinas existentes en el extracto y yogur de mora.

Realizar una encapsulacion de antocianinas con almiddn-alginato para evitar la
degradacion del compuesto.

Evaluar la capacidad de antocianinas como colorante natural antes de la fermentacion
del yogur.

Realizar un andlisis microbiologico con diferentes concentraciones de antocianinas
sobre la inhibicion de Listeria monocytogenes.

Realizar una prueba de discriminacion (tridngulo) para determinar si se encuentra
diferencia entre los tratamientos.

Realizar un andlisis de costo-utilidad para determinar las ganancias que se obtendrian
con el colorante natural en comparacion al artificial.
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7. ANEXOS

Anexo 1. Valor de F calculado (P < 0.10) para la concentracion de antocianinas.

Fuente de Variacion SQ GL Q F calculado  F tabular
Regresion linear 140395.63 9 15599.51

Residual 61804.64 10 6180.46 2.524 2.416
Total Corregido 202200.28 19
Anexo 2. Sintaxis de SAS® 9.4 para andlisis fisico-quimicos.

DATA YCGURT;

INPUT Tratamiento 5 Rep pH Purga L Croma Hue;

DATALINES;

YOGURT CONTROL 1 4_55 33.83 66.02 9.56 41.93

YOGURT CONTROL 2 4_51 30.97 £5.90 9.64 42.50

YOGURT CONTROL 3 4.51 29.7¢ €6.06 9.23 40.08

YOGURT kajo 1 4.31 36€.12 €7.22 9.72 4.15

YOGURT kajo 2 4.29 35.9¢ €7.11 10.9% 2.Z21

YOGURT bajo 3 4.30 37.43 €7.02 10.9%9 2.59

YOGURT alto 1 4.20 43.38 59.20 14.89 4.88

YOGURT alto 2 4.21 41.81 59.05 14.98 5.48

3 4.19 41.01 59.23 14.75 4.53

YOGURT alto

r
PROC GLM;
CLASS Tratamiento Rep;

MODEL pH Purga L Croma Hue= Tratamiento Rep;

MEANS Rep Tratamiento/duncan;
PROC GLM;

PROC GLM CLOSE;

run;
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Anexo 3. Sintaxis SAS® 9.4 para analisis sensorial.

DATA SENSORIALYOGURT:

INPUT Tratamiento £ Bep Panelis=ta Sabor Apariencia Aroma Acidez Color
Conzistencia Aceptacion general;
DATALINES:
Control 1 1 -] ] g g g g g
Control 1 2 8 7 7 9 3 7 7
Control 1 3 4 [ 7 & 8 8 &
Control 1 4 8 7 7 8 7 7 7
Control 1 5 7 7 & 8 3 & 7
Control 1 [ 2 ] [ 5 B 4 s
Control 1 7 7 7 & 5 7 & 7
Control 1 3 8 3 3 8 g 8 3
Control 1 o & 7 [ 5 [ & &
Control 1 10 8 7 3 7 3 7 3
Control 1 11 7 7 7 7 7 8 8
Control 1 1z & 7 & 4 5 5 [
Control 1 13 7 8 8 & o 7 7
Control 1 14 7 8 7 7 8 7 8
Control 1 15 7 & 7 7 & 7 7
Control 1 16 & 7 8 8 o & &
Control 1 17 4 5 B & [ 7 &
Control 1 18 8 3 3 7 g 7 3
Control 1 19 & 7 7 7 7 7 7
Control 1 20 & 7 & 7 3 8 7
Control 1 21 8 8 7 7 8 8 8
Control 1 22 8 7 3 7 & 8 7
Control 1 23 8 3 3 8 3 8 3
Control 1 24 k] ] o 8 o 7 o
Control 1 25 7 7 7 8 & & 7
Control 1 26 7 3 3 & 3 & 3
Control 1 27 8 7 [ k] [ 8 7
Control 1 28 7 7 & 9 7 7 7
alto_antocianinas 3 16 ] 8 7 ] g g k]
alto_antocianinas 3 17 g 8 & ] g 7 8
alto_antocianinas 3 18 g 8 8 g & 8 7
alto_antocianinas 3 14 k] 3 [ 3 -] 7 8
alto_antocianinas 3 20 7 [ 7 7 8 [ 8
alto_antocianinas 3 21 T 8 7 8 8 g E
alto_antocianinas 3 22 & -3 8 & k] g g
alto_antocianinas 3 23 g 7 7 ] 7T & 8
alto_antocianinas 3 24 g 8 3 g3 g g @
alto_antocianinas 3 25 @ 7 & ] 7T 8 8
alto_antocianinas 3 26 ] 8 7 & 7 8 3
alto_antocianinas 3 27 g & 7 ] a 8 8
alto_antocianinas 3 28 g 7 & 7 7 8 g
alto_antocianinas 3 8 g 8 g8 ] 7 8 8
alto_antocianinas 3 30 & 7 7 g8 7 7 7
alto_antocianinas 3 31 8 4 7 8 4 & 6
alto_antocianinas 3 3z k] 13 [ k] -] g9 7
alto_antocianinas 3 33 5 4 4 7 4 8 8
alto_antocianinas 3 34 k] 7 7 7 5 7 &
PROC GLM;
CLASS Tratamiento Rep Panelista:;
MODEL Sabor Apariencia Aroma Acidez Color Con=zistencia

Aceptacion general= Tratamiento Rep Panelista;
MEANS Tratamiento/duncan;
PROC GLM;
PROC GLM CLOSE:
run;
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Anexo 4. Sintaxis SAS® 9.4 correlacidon de variables.

DATA Antocianinas;

INPOT L a b croma hue Sineresis pH Sabor Apariencia Aroma
Acidez Color Conszistencia Aceptacion;

DATALINES:;

€6€.02 8.08 -5.11 5.56 -41.93 33.83 4,55 €.85 7T7.24 7T7.08 7.08 7.38
7.00 7.15

€5.590 8.13 -5.15 5.64 -42.50 30.57 4.51 €.73 6.42 6.61 6£.85 6.64
6.64 £.91

66.06 7.88 -4.81 8.23 -40.08 29.76 4.51 6.68 6.71 6.65 6.76 6£.82
&.85 7.03

&€7.22 5.65% 0.71 5.72 4.1% 36.12 4.31 €.9%4 €.61 &.732 &.88 €.36 €.85
6.82

€7.11 10.87 0.61 10.99 3.21 35.%6 4.29 7.00 6.58 7.03 7.03 6.068 7.27
&.87

&€7.02 10.58 0.50 10.89% 2.5% 37.43 4.3 7.12 &.82 &.81 7T7.03 &.03 &.76
&.8%5

59.20 14.84 -1.26 14.85 -4.38 43.33 4.2 7.21 7.00 7T.06 T.38% 7T.24 7.48
7.52

59.05 14.91 -1.42 14.58 -5.48 41.81 4.21 7.58 7.42 7.33 7T7.24 7.73 7.55
7.70

59.23 14.70 -1.16 14.75 -4.53 41.01 4.1% 7.53 7.00 &.79% 7T.35 T.12 T.65
7.68

PROC CORR:;

VAR L a b croma hue Sineresis pH Sabor Apariencia Aroma
Acidez Color Consistencia Aceptacion;

RUN:

Anexo 5. Analisis sensorial en parametros de sabor, acidez, consistencia y aroma en yogur
de mora.

] Sabor Acidez Consistencia Aroma
Tratamientos ; 5 . .
Media = D.E.! Media £ D.E. Media £ D.E. Media + D.E.
Control + CA? 6.75 £ 1.50° 6.90 + 1.71% 6.83+1.58"  6.78 +1.49°

1 ml antocianinas 7.02 + 1.69° 6.98 +1.58* 6.96 + 1.38° 6.89 + 1.302
1.5 ml antocianinas 7.44 + 1.37% 7.33+1.48* 7.56+£1.19* 7.06 £1.45%

C.V.3 (%) 21.24 22.22 19.49 19.84
% tratamientos seguidos de diferente letra en cada columna son significativamente diferentes
(P <0.05)

"Desviacion estandar, 2Colorante Artificial, *Coeficiente de variacion.

Anexo 6. Analisis sensorial en pardmetros de color, apariencia y aceptacion general

Tratamientos Color Apariencia Aceptacion General
Media + D.E.! Media + D.E. Media £+ D.E.
Control + CA? 6.94 + 1.84° 6.79 + 1.74% 7.03 + 1.40°
1 ml antocianinas 6.15 + 1.90° 6.60 = 1.63° 6.88 + 1.44°
1.5 ml antocianinas 7.36 + 1.36% 7.14 + 1.48* 7.63 +£1.09%
C.V.3 (%) 25.44 23.84 18.39
% tratamientos seguidos de diferente letra en cada columna son significativamente diferentes
(P <0.05)

"Desviacion estandar, 2Colorante Artificial, *Coeficiente de variacion.
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Anexo 7. Circuito maquina generadora de Campos Eléctricos Pulsantes (CEP).

Anexo 8. Concentracion de antocianinas por roto evaporador.
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Anexo 9. Cuantificacion de antocianinas por métodos de pH diferencial.

Anexo 10. Muestras preliminares de yogur de mora con extracto del subproducto de flor de
Jamaica.
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Anexo 11. Tratamientos del analisis sensorial.
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