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Resumen

Los calices de jamaica (Hibiscus sabdariffa L.) son fuente de bioactivos con aplicacion en las industrias
alimentaria, farmacéutica y cosmética. El objetivo del estudio fue analizar el contenido de
antocianinas (CAT), las fracciones de acidos fenolicos (AF), y determinar la capacidad antioxidante
(CA) en extractos de calices de jamaica. Se emplearon tres variedades de jamaica, dos de origen
nacional (cdlices claros) y una de importacion (calices oscuros). Se utilizaron dos solventes de forma
individual: agua (~95 °C) y metanol acidificado (a temperatura ambiente). El CAT y los AF
fraccionados (libres, glucosilados y esterificados) se cuantificaron por espectrofotometria y se
analizaron por HPLC. La CA se determiné mediante el radical estable DPPH (2,2-difenil-1-
picrihidrazilo). El extracto acuoso present6 51 % de CAT, en comparacion con el 63.7 % en el extracto
metandlico. El perfil de antocianinas no se modificé por el procedimiento de extraccion. En el extracto
acuoso, la fraccion de AF esterificados fue la mas importante, mientras la menor fue la de AF libres.
Los acidos fenolicos mas abundantes fueron el clorogénico y el cafeico. Asimismo, la mayor CA fue
en el extracto acuoso de la jamaica China, debido a su elevado CAT. Sin embargo, en el analisis de
las muestras estandarizadas en CAT a 100 ug/mL, el extracto de jamaica China present6 la menor
CA. La extraccion de bioactivos de los calices de jamaica es mayor en metanol que en extracto acuoso.
La jamaica de importacion presenta un mayor contenido de antocianinas en comparacion de las
jamaicas nacionales.

Palabras clave: Hibiscus sabdariffa L., solvente, acido clorogénico, antocianinas.
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Abstract

Hibiscus sabdariffa L. calyces are a source of bioactive compounds with applications in the food,
pharmaceutical, and cosmetic industries. This study aimed to analyze the content of anthocyanins
(CAT) and fractions of phenolic acids (PA) in hibiscus calyx extracts and to determine their
antioxidant capacity (AC). Three hibiscus varieties were used: two of national origin with light-
colored calyces and one imported (dark-colored calyces). Two solvents were used individually: water
(~95 °C) and acidified methanol (at room temperature). CAT and fractionated phenolic acids (free,
glycosylated, and esterified) were quantified using spectrophotometry and analyzed by HPLC. AC
was determined using the DPPH (2, 2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) radical assay. The aqueous extract
showed 51 % AC, compared to 63.7 % in the methanolic extract. However, the anthocyanin profile
remained unchanged across extraction methods. In the aqueous extracts, esterified phenolic acids
were the most prominent, while free phenolic acids were the least. Chlorogenic and caffeic acids were
the most abundant phenolic acids identified. Furthermore, the highest AC was found in the aqueous
extract of Chinese roselle, due to its high CAT. However, in the analysis of the samples standardized
to 100 pg/mL CAT, the Chinese roselle extract presented the lowest AC. The bioactive yield of
hibiscus calyces is influenced by both the extraction method and the variety used. The extraction of
bioactives from hibiscus calyxes is higher in methanol than in aqueous extract. Imported hibiscus has
a higher anthocyanin content compared to domestic hibiscus.

Keywords: Hibiscus sabdariffa L., solvent, chlorogenic acid, anthocyanins.

1. Introduccion

La jamaica (Hibiscus sabdariffa L.) es una planta herbacea, de la familia de las Malvaceas, oriunda
de India, de donde se distribuy6 a Africa y a diferentes partes del mundo, incluido el continente
americano, que es cultivada en las regiones tropicales y subtropicales del mundo (Riaz y Chopra,
2018). Los calices de su flor son aprovechados para la elaboracion de diversos productos de consumo
humano, entre los que destacan las bebidas, que se consumen tanto calientes como frias (Cid-Ortega
et al., 2015). Debido a la diversa composicion fitoquimica que poseen sus calices (Chisomo-Chatepa
et al., 2023), se le atribuyen efectos terapéuticos en la medicina tradicional para tratar afecciones como
resfriados, fiebre, presion arterial, problemas renales, higado graso, entre otras (Carvajal-Zarrabal et
al., 2012).

Los principales grupos de compuestos fendlicos en los célices de jamaica son las antocianinas y los
acidos fendlicos (Reyes-Luengas et al., 2015; Piovesana y Norefia, 2019; Li et al. 2023), que se han
asociado con actividades bioldgicas como antioxidante (Galicia-Flores ef al., 2008), antiinflamatoria
(Zhang et al., 2024), anti hipercolesterolémica (Yang et al., 2010) y despigmentante (Yagi et al., 2023).
Estos hallazgos posicionan a los calices de jamaica como fuente importante de bioactivos para las
industrias de alimentos, farmacéutica y cosmética. Las principales antocianinas presentes en los
calices de jamaica son delfinidina 3-sambubidsido y cianidina 3-sambubidsido, que representan en
promedio el 65 y 30 % del total de las antocianinas, respectivamente. En cuanto a los acidos fendlicos,
el mas abundante es el acido clorogénico, reconocido por sus importantes actividades bioldgicas
asociadas con beneficios a la salud (Reyes-Luengas et al., 2015; Piovesana y Norefia, 2019).
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El contenido de los principales grupos de compuestos fendlicos en los calices de jamaica varia
ampliamente. Por ejemplo, el contenido de antocianinas varia significativamente dependiendo del
color de los calices: rojo claro, rojo oscuro y blanco (Salinas-Moreno et al., 2012), y también se
presentan diferencias en el contenido de los 4cidos fendlicos (Reyes-Luengas et al., 2015). Por otro
lado, los métodos de extraccion aplicados para obtener los bioactivos de los calices, influyen de
manera importante en la cantidad que se recupera (Chisomo-Chatepa et al., 2023). Entre los factores
que se involucran en el método de extraccidn, el tipo de solvente utilizado desempefia un papel
relevante (Morales-Cabrera et al., 2013), pues, debido a que la polaridad del solvente impacta en la
solubilidad y la estabilidad, este influye en el rendimiento y la calidad del extracto. Se ha demostrado
que los compuestos fenolicos y antocianinas se extraen mejor con solventes como agua, metanol o
etanol (Abou-Arab et al., 2011). Ademas, se ha documentado que ciertas condiciones aportan mayor
estabilidad, como es el caso de las antocianinas, donde un pH inferior a 2 permite mayor estabilidad
del ion flavilio (Abou-Arab et al., 2011; Escobar-Ortiz et al., 2021) mientras que al aumentar el pH
(7.00) se propicia la formacion de otras estructuras como cis y trans chalcona (Maciel et al., 2018). El
principal solvente para la preparacion de extractos de jamaica es el agua, mientras que, para realizar
analisis de compuestos y mejores condiciones de extraccién el metanol acidificado es el solvente
reconocido.

En México, los calices de jamaica que se comercializan provienen de la produccién nacional y de
importacion, con predominio de la jamaica importada, misma que se vende a menor precio que la
nacional. Ademas, los estudios publicados sobre las caracteristicas de composicién fendlica y
propiedades antioxidantes de la jamaica nacional e importada, que puedan orientar al consumidor
sobre los beneficios de consumir una u otra son escasos. Tal efecto ha hecho que la produccién
nacional y su economia se vean afectadas, con este tipo de analisis de compuestos fendlicos y
antioxidantes, se busca caracterizar las variedades nacionales para impulsar su consumo.

Con base en lo anterior, los objetivos del presente trabajo fueron analizar en calices de jamaica
nacional e importados las antocianinas y acidos fenolicos en extractos de calices de jamaica obtenidos
mediante dos procedimientos de extraccion y determinar su capacidad antioxidante.

2. Materiales y métodos
2.1 Reactivos y material de estudio

2.1.1 Reactivos

Los reactivos utilizados fueron: acido trifluoroacético (J.T. Baker, México), cianidina 3-glucdsido
(Polyphenols AS, Sandnes, Noruega), acido trifluoroacético grado HPLC (Sigma-Aldrich, MN,
USA), metanol (Sigma-Aldrich, MN, USA), acido férmico (Merck, Toluca, México), acido clorhidrico
HCI, Hidroxido de sodio NaOH (J.T. Baker, México), acetato de etilo (AE), reactivo de Folin-
Ciocalteu (Sigma-Aldrich, MN, USA), los siguientes acidos fenolicos: caféico, clorogénico, ferulico,
galico, protocatecuico, p-cumadrico, p-hidroxibenzédico, sindpico, salicilico, siringico y vanilico
(Sigma, St. Louis, MO), 2,2-difenil-1-picrihidrazilo (DPPH) (Sigma-Aldrich, Toluca, MX), acrodisco
PVDEF 0.45 um (Millipore Corporation, MA, USA), membranas de nylon de 0.45 um (Sigma-Aldrich,
Toluca, MX).



Salinas-Moreno et.al TECNOCIENCIA CHIHUAHUA, Vol. XVIII (4): €1594 (2024)

2.1.2 Material de estudio

Se emplearon tres muestras de calices deshidratados de jamaica (Hibiscus sabdariffa L.). Dos de
origen nacional; Tecoanapa (Guerrero) y Huajicori (Nayarit), de calices rojo claro proporcionadas
por productores, y una tercera muestra correspondiente a una jamaica de importaciéon de origen
chino, de célices rojo oscuro, que se adquirid en un mercado local de la ciudad de México.

2.2 Métodos

2.2.1 Obtencion de extractos

Dos métodos de extraccion fueron probados: extraccion acuosa y extraccion metandlica. Para la
extraccion acuosa: se colocaron 10 g de cdlices de jamaica enteros y deshidratados en vasos de
precipitados de 500 mL, y se agregaron 150 mL de agua destilada; la muestra se llevo a ebullicion
durante 15 min en un digestor de fibra cruda modificado. Se realizaron tres extracciones en las
mismas condiciones para cada muestra, se mezcl6 y midié el volumen final total.

La extraccion metandlica se realizo a partir de 1 g de muestra molida (malla de 0.5 mm), a la que se
agregaron 20 mL de metanol acidificado con 1 % de &cido trifluoroacético (TFA), manteniéndose en
refrigeracion durante 24 horas. El sobrenadante se separdé mediante centrifugacion (Universal 32,
Hettich Zentrifugen, Germany) a 2200 xg durante 10 min. Al residuo se le realizaron dos extracciones
adicionales sucesivas empleando como disolvente metanol: acido acético: agua (10:1:9 v/v/v). En este
caso, las muestras se mantuvieron en agitacion orbital (model G10®, New Brunswick, NJ, USA) por
24 horas a temperatura ambiente. Cada una de las extracciones por tratamiento fue colectada y se
midi6 su volumen total.

Cada extracto se manejo por separado. El extracto de metanol TFA se empled para el analisis de
antocianinas por HPLC ya que el TFA preserva mejor la estructura de las antocianinas que el acido
acético (Maciel et al., 2018). También se cuantificd en cada uno de estos extractos el contenido de
antocianinas totales.

2.2.2 Cuantificacion de antocianinas totales

Se midi6 la absorbancia de los extractos en metanol y agua utilizando un espectrofotémetro
PerkinElmer (Lambda 25 UV/Vis) de acuerdo a lo descrito por Salinas-Moreno et al. (2005). Se elabord
una curva estandar con cianidina 3-glucésido en un rango de 0 a 30 ppm para expresar el contenido
total de antocianinas en funcion de este compuesto. La concentracién de antocianinas totales (CAT)
se expresd en mg equivalentes de cianidina 3-glucdsido por kg de muestra seca (mg ECG kg MS).
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2.2.3 Anadlisis de antocianinas por Cromatografia liquida de alta resolucion
(HPLO)

Este analisis se realizo a partir del extracto de antocianinas con metanol acidificado con 1 % de
acido trifluoroacético (TFA) del que se tom¢ una alicuota de 10 mL y se purificé de acuerdo a lo
descrito por Salinas-Moreno et al. (2005) en una columna con Amberlita XAD-7. La muestra
purificada se filtré6 en un acrodisco Millipore PVDF 0.45 pm y se depositd en viales ambar a
temperatura de congelacion hasta su analisis por el HPLC. El cromatografo fue un PerkinElmer serie
200, integrado con una bomba cuaternaria con desgasificador, detector de UV/Vis con arreglo de
diodos y automuestreador. La columna fue una C18 Hypersil ODS (200 x 4.6 mm, 5 micras). El
método de analisis fue el descrito por Fossen et al. (2001) que emplea un sistema de gradientes con
dos disolventes: A, que fue acido férmico:agua (1:9 v/v) y el B fue acido férmico:agua:metanol (1:4:5
v/v/v). Todos los solventes empleados fueron grado HPLC y antes de utilizarse se filtraron a través
de membranas de nylon de 0.45 um con ayuda de una bomba de vacio. El volumen de muestra
inyectado fue de 20 pL y el tiempo de analisis de 21 min. La deteccién de las antocianinas se realiz
a 525 nm, manteniendo una temperatura en la columna de 25 °C y una velocidad de flujo de 1.2
mLeminl. La identidad de las antocianinas del extracto de jamaica se efectué mediante la
comparacion del perfil obtenido con los reportados en estudios previos (Sukwattanasinit et al., 2007;
Segura-Carretero ef al., 2008), ya que no se contaba con los estandares de antocianinas reportados en
los calices de esta especie.

2.2.4 Fraccionamiento de acidos fenolicos y cuantificacion

Las fracciones de acidos fenodlicos obtenidas fueron libres, glucosilados y esterificados de acuerdo
con el método descrito por Bakan et al. (2003). La hidrdlisis acida o alcalina facilita la liberacion de
los acidos a su forma libre, que es facil de analizar por HPLC. Brevemente, del extracto final se
tomaron 20 mL (apartado 2.2.1). Para los acidos fendlicos libres, la alicuota se ajust6 a pH de 2 con
HCI 2 N. Se realizaron dos extracciones liquido-liquido con acetato de etilo (AE), las cuales se
mezclaron y concentraron a sequedad en un rotaevaporador (Heidolph instruments, mod. Laborata
4010 digital), el residuo se resuspendié en 1 mL de metanol grado HPLC y se almacend a temperatura
de congelacion para su posterior analisis.

La fase acuosa restante proveniente de las extracciones liquido-liquido fue medida y aforada con
agua destilada a un volumen de 20 mL que se dividié en dos volumenes iguales. A uno de ellos se
agregaron 10 mL de HCI para la hidrolisis de acidos fenolicos glucosilados (a temperatura de
refrigeracion por 1 h), mientras que a la otra fraccion se le adicionaron 10 mL de NaOH 2N para la
hidrdlisis de acidos fendlicos esterificados (en oscuridad durante 3 h a temperatura ambiente), las
extracciones liquido-liquido se realizaron segiin lo descrito para la fraccién de acidos fendlicos libres.
Cada fraccion de acidos fenoélicos se concentrd a sequedad en el rotaevaporador, el residuo se
resuspendié en un mL de metanol grado HPLC. A partir de esta muestra se analizaron los
compuestos fendlicos solubles totales mediante el método de Folin-Ciocalteau (Singleton et al., 1999)
y se realizo el analisis de acidos fendlicos por HPLC.
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2.2.5 Analisis de acidos fenolicos por HPLC

El analisis de las fracciones de acidos fendlicos (libres, glucosilados y esterificados) se realizo
segin el método de Glowniak et al. (1996). Se utilizé el cromatdgrafo descrito en la seccion de analisis
de antocianinas, y una columna analitica Hypersil ODS.2 (250 x 46 mm) con tamano de particula de
5 um. La fase mévil fue una mezcla de metanol: acido acético:agua (25:1:75 v/v/v) a un flujo de 1
mLemin-1. El tiempo de anélisis fue de 22 min. La deteccion de acidos fendlicos se realizé a 254 y
320 nm, manteniendo la columna a 30 °C. Se prepararon curvas patron de los acidos: caféico,
clorogénico, fertlico, galico, protocatecuico, p-cumarico, p-hidroxibenzoico, sindpico, salicilico,
siringico y vanilico, utilizando como disolvente la solucion de fase movil. La identificacion de dcidos
fendlicos en los extractos acuosos de jamaica se realiz6 mediante la comparacién de su tiempo de
retencion con el de estandares comerciales, y con el espectro en UV-visible obtenido con el detector
de arreglo de diodos, ademas del apoyo con literatura publicada al respecto (Amaya-Cruz et al., 2019;
Yagi et al., 2023).

2.2.6 Capacidad antioxidante

Esta variable se determiné tinicamente en los extractos acuosos debido a que en la preparacién
de las bebidas refrescantes a partir de calices de jamaica se utiliza agua como solvente. Se empled el
método de DPPH, el cual consiste en la reduccion del radical 2,2-difenil-1-picrihidrazilo (DPPH)
(Prior et al., 2005). Los extractos acuosos de los calices fueron los utilizados en esta prueba. Se
prepararon soluciones a partir de un volumen conocido del extracto (500 uL) al que se anadié un
volumen igual de agua destilada para tener 1 mL. Con el fin de evaluar los extractos a una
concentracion estandarizada de antocianinas en las tres variedades analizadas (siendo las
antocianinas los principales compuestos antioxidantes del extracto), se probaron soluciones a una
concentracion ajustada de 100 pg de antocianinas por mL de cada extracto. Se prepard una solucién
200 uM de DPPH en metanol al 80 %, de la cual se tomaron 2900 uL y 100 pL del extracto. Para la
absorbancia de referencia, en lugar de muestra, se emplearon 100 pL de agua. Se midié la
absorbancia de la muestra cada 30 s durante 60 min a 515 nm, en un espectrofotometro PerkinElmer,
Lambda 25 UV/Vis, utilizando como blanco metanol al 80 %. Los calculos para obtener el porcentaje
de DPPH reducido se realizaron con la expresion: % DPPH = (Ao - An )100 / Ag; donde Aoy An fueron
las absorbancias de referencia y muestra, respectivamente.

2.2.7 Disefio experimental y analisis de datos

Cada analisis se realizé por triplicado y los resultados se expresaron como la media de estos. Los
datos sobre contenido de antocianinas y acidos fenodlicos se sometieron a un andlisis de varianza
(ANOVA) bajo un disefio completamente al azar. Se realizaron comparaciones de medias, cuando
fue necesario, mediante la prueba de Tukey (a=0.05). Se utilizo6 el software estadistico SAS system,
version 9.0.
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3. Resultados y discusion

3.1 Compuestos fendlicos

Los dos grupos de compuestos fendlicos mas importantes en los calices de jamaica son
antocianinas y acidos fendlicos (Reyes-Luengas et al., 2015; Piovesana y Norefia, 2019), que presentan
maéximos de absorcion a diferentes longitudes de onda. El primer grupo conformado por acidos
fendlicos absorben entre 200 y 400 nm; mientras que el segundo, correspondiente a las antocianinas,
donde su espectro de absorcion se ubico en el rango de 515 a 520 nm.

3.2 Cuantificacion y analisis de Antocianinas

La cantidad de antocianinas totales extraida con cada procedimiento de extraccion aplicado fue
diferente. Cuando se utiliz6 muestra molida y metanol acidificado como solvente, se obtuvo mayor
CAT (P <0.05). Bajo este protocolo, la muestra de China mostré una concentracion de 19,543.2 +248.3
mg ECG kg de muestra. Sin embargo, cuando se emple6 agua como disolvente y la muestra en
célices enteros, la concentracion disminuy¢ hasta el 41 %. En el caso de las muestras de Guerrero y
Nayarit las concentraciones obtenidas con metanol acidificado como solvente fueron de 9546.5 +
199.4 y 8639.8 + 108.2 mg ECG kg, respectivamente, en tanto que, cuando se emple6 agua destilada
las concentraciones disminuyeron hasta 36 % y 48 % respectivamente. Al emplear calices enteros y
agua como disolvente, se extrajeron entre un 51 y 63.7 % menos antocianinas que cuando se empleo
la muestra de calices molida y metanol acidificado como disolvente (Fig. 1).

Para una misma variedad, las diferencias en CAT observadas en los extractos de las variedades de
jamaica se deben a la condicién de la muestra y al solvente empleado. En parte, la recuperacion de
metabolitos esta asociado a la afinidad de los solventes y condiciones de extraccién, donde factores
como temperatura, pH, favorecen la recuperacion de metabolitos. También se ha documentado que,
el uso de agua o etanol al 12 % como solventes no arroja diferencias significativas en la cantidad de
antocianinas extraidas (Prenesti et al., 2007).

La menor concentracién de antocianinas en el extracto acuoso de los calices de las variedades de
jamaica coincide con lo reportado por Chisomo-Chatepa et al. (2023), quienes reportaron 45.5 %
menos antocianinas en el extracto acuoso en relacion al extracto metandlico, con el empleo de calices
molidos para ambos disolventes. Segtin estos autores, la mayoria de los metabolitos de los calices de
jamaica son de naturaleza polar, y el metanol acidificado es mas polar que el agua. Otro factor a
considerar es el pH del solvente de extracciéon. El pH del metanol 4cido se ubicé en alrededor de 1.0,
en tanto que el pH de extractos acuosos de jamaica varia entre 2.16 y 2.8 (Galicia-Flores et al., 2008).
Mientras menor sea el pH mayor es la predominancia de la forma quimica catién flavilium de la
antocianina (Brouillard, 1982), que absorbe fuertemente a la longitud de onda a la cual se cuantifican
las antocianinas.
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Figura 1. Concentracién de antocianinas en los extractos de calices de Hibiscus sabdariffa L. obtenidos con
diferentes disolventes. La comparacién de concentracién de antocianinas se realizd entre solventes de
extraccidn, para cada variedad de hibiscus analizada.

Figure 1. Concentration of anthocyanins in extracts of Hibiscus sabdariffa L. calyces obtained with different
solvents. The comparison of anthocyanins concentration was between solvents for each hibiscus variety
analyzed.

La temperatura de ebullicion (~92 °C) aplicada en la extraccion acuosa de los calices también pudo

influir en el menor CAT de estos extractos, pues las antocianinas son inestables a temperaturas por
arriba de los 60 °C (Enaru et al., 2021).

Los valores reportados para la concentracion de antocianinas en calices de jamaica varian en funcion
del tipo de calices empleada; por ejemplo, los de color rojo claro tienen menos antocianinas que los
de color rojo oscuro (Salinas-Moreno et al., 2012). Ademas, el procedimiento de extraccion, que
incluye factores como el tipo de solvente, condicién de la muestra (molida o entera), interfieren en
la recuperacion y obtencion de compuestos bioactivos a analizar. Asi también, la aplicacién de
tecnologias no convencionales como ultrasonido (Sahin et al., 2020), microondas (Cassol et al., 2019),
y pulsos eléctricos (Sridhar et al., 2021), para la extracciéon de compuestos bioactivos, han evidenciado
mayores recuperaciones de los mismos, en este contexto, se recomienda para futuras investigaciones
la aplicacién de estas tecnologias.

El analisis por cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC por sus siglas en inglés) del extracto
de los calices reveld ocho picos, de los cuales los mas prominentes fueron 2 y 5 que corresponden a
delfinidina 3-sambubidsido y cianidina 3-sambubidsido (Alafidn et al., 2020). La Fig. 2 ilustra el perfil
de antocianinas de la jamaica de China, perfil que fue similar en las muestras de Guerrero y Nayarit.
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Figura 2. Perfil de antocianinas por cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC por sus siglas en inglés) del
extracto metandlico de jamaica China. La identidad de los picos se encuentra en la Tabla 1.

Figure 2. Anthocyanin profile by high-performance liquid chromatography (HPLC) of the methanolic extract
of Chinese hibiscus. The identity of the peaks is shown in Table 1.

Las antocianinas minoritarias presentes en los calices de jamaica corresponden a delfinidina 3-
glucédsido (pico 1), cianidina 3-rutinésido (pico 6) y cianidina 3-diglucésido (pico 7) (Segura-
Carretero et al., 2008). Elntimero de antocianinas identificadas en los calices de jamaica se incrementa
cuando se utilizan herramientas de analisis mas sensibles, como es la espectroscopia de masas en la
modalidad QTOF-MS (quadrupole time of flight mass spectrometry), asi, Amaya-Cruz et al. (2019)
reportaron 13 antocianinas en los calices de una variedad de jamaica obtenida en Guerrero, en las
que ademas de los derivados de delfinidina y cianidina ya reportados, identificaron un derivado de
pelargonidina. Por su parte, Debelo et al. (2023), mediante espectroscopia de masas identificaron
derivados de petunidina en calices de jamaica cultivada en Senegal. En este contexto, el uso de
técnicas analiticas mas sofisticadas mejora significativamente la identificacion de compuestos
minoritarios presentes en los extractos analizados, lo cual aporta una elucidacién mas amplia y
puntual de los metabolitos presentes en extractos vegetales.

El porcentaje relativo de las antocianinas predominantes en los calices de las variedades de China y
Nayarit fue similar, y ligeramente inferior al de la variedad de Guerrero (Tabla 1). Los porcentajes
relativos de area obtenidos para las antocianinas predominantes en los calices de jamaica son
parecidos a los informados por otros autores (Ifie et al., 2018), aunque estos porcentajes pueden variar
de acuerdo con la variedad y las condiciones de cultivo.
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Tabla 1. Porcentaje relativo de drea de las antocianinas contenidas en extractos de célices de tres variedades
diferentes de jamaica.

Table 1. Relative percentage of area of the anthocyanins contained in extracts of calyces from three different
hibiscus varieties.

Variedades de jamaica*

No. Identidad de los Picos
China Guerrero Nayarit
1  Delfinidina 3-glucdsido 0.7 1.2 1.7
2 Delfinidina 3-sambubiosido* 59.1 64.3 59.2
3 Delfinidina 3-glucdsido* 43 44 7.3
4 NI 2 1.8 4.2
5  Cianidina 3-sambubidsido* 31.5 27.6 21.8
6  Cianidina 3-rutindsido 1 ND 2.1
7  Cianidina 3-diglucésido’ 0.5 ND 1.4
8 NI 0.8 0.7 2.4

*Valores expresados en porcentaje relativo de area (%).
NI: No identificado.

ND: No detectado.

*:Seguin Sukwattanasinit et al. (2007).

#: Segtin Segura-Carretero et al. (2008).

3.3 Acidos fenolicos

La Fig. 3 muestra el cromatograma de los estandares de acidos fenolicos utilizados (Fig. 3A), y de
las tres fracciones de acidos fenolicos (Fig. 3B). Bajo el protocolo de analisis empleado se observo
buena resolucién de la mezcla de estdndares. En las muestras la resolucion fue adecuada, con
excepcion del pico 3, correspondiente al acido clorogénico, que mostré una sefial inmediata no
identificada. No obstante, bajo estas condiciones fue posible cuantificar el acido clorogénico.

El analisis fraccionado de los acidos fenolicos de los extractos acuosos de calices de jamaica de las
variedades examinadas mostrd que, del total de compuestos fendlicos solubles en el extracto de
jamaica China, 27.3 % fueron fenoles libres, 31.0 % glucosilados y 41.7 % esterificados; el de Guerrero
presentd 25.2 % de libres, 28.6 % de glucosilados y un 46.2 % de esterificados, en tanto que el de
Nayarit tuvo 22.1 % de fenoles libres, 25.6 % de glucosilados y un 52.3 % de esterificados. La fraccién
mas abundante (compuestos fenolicos esterificados) corresponden a aquellos no ligados a los
componentes de la pared celular, y que estan unidos a su estructura mediante un enlace éster (Reyes-
Luengas et al., 2015), que es sensible a condiciones de pH alcalino. En cambio, la fracciéon menos
abundante correspondi6 a la de los dcidos fenolicos libres (Fig. 4).

Solo una pequefia cantidad de acidos fendlicos se localiza en forma libre, la mayoria de estos
compuestos se encuentran unidos mediante enlaces ésteres o éteres a otros compuestos como
antocianinas (co-pigmentacion) u otras moléculas organicas como glucosa o acidos quinico, malico
y tartdrico, o bien a otros productos naturales como terpenos (Marques y Farah, 2009). La unién entre
antocianinas se denomina autoasociacion, mientras que, con otros, como los compuestos fendlicos,

10
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copigmentacion intramolecular (Mejia et al., 2023). La asociacion intramolecular en el caso de las
antocianinas se favorece por un mayor grado de glicosilacion y acilacién (Maciel et al., 2018). La
estructura y grupos funcionales de estos compuestos permiten una interaccion y enlaces con otras
macromoléculas presentes en los tejidos vegetales, mejorando su estabilidad y funciones bioldgicas
propias del tejido del que proceden (Maciel et al., 2018; Babenko et al., 2019).
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Figura 3. Cromatograma de estandares de acidos fendlicos a 254 nm (A) y de las fracciones de acidos fendlicos
de los calices de la variedad de jamaica de China (B). La identidad de los picos es: 1= Galico, 2= Protocatecuico,
3= Clorogénico, 4= p-Hidroxibenzoico, 5= Vanilico y Caféico, 6= Siringico, 7= p-Cumarico, 8= Ferulico, 9=
Salicilico y 10= Sinapico.

Figure 3. Chromatogram of phenolic acid standards at 254 nm (A) and phenolic acid fractions from the Chinese
hibiscus variety calyces (B). The peak identities are: 1= Gallic, 2= Protocatechuic, 3= Chlorogenic, 4= p-
Hydroxybenzoic, 5= Vanillic and Caffeic, 6= Syringic, 7= p-Coumaric, 8= Ferulic, 9= Salicylic, and 10= Sinapic.
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La suma de estos tres tipos de acidos fendlicos representa el contenido total de acidos fenolicos
solubles en los extractos y fue mayor en el extracto de jamaica China, con una concentracién de
11977.3 +76.4 pgeg' de muestra, seguido del extracto de jamaica de Nayarit con 9259.3 + 35.0 pugeg-
1 de muestra, y finalmente el extracto de Guerrero, con una concentracion de 7713.5 + 37.5 ugeg- de
muestra. Valores similares fueron informados por Reyes-Luengas et al. (2015) para variedades de
jamaica con calices de diferentes colores. Si no se realiza el fraccionamiento de acidos fendlicos, los
valores reportados son menores. Li et al. (2024) reportaron valores entre 4500 y 7230 pg®g'en calices
de jamaica de diferentes origenes.
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Figura 4. Contenido de las fracciones de acidos fenolicos presentes en tres muestras de extractos de calices de
jamaica.
Figure 4. Content of phenolic acid fractions present in three samples of hibiscus calyx extracts.

Se separaron 25 diferentes compuestos de los cuales se identificaron 10 acidos fendlicos, con el apoyo
de los tiempos de retencién de los estandares y sus respectivos espectros en UV (Tabla 2). Entre los
picos no identificados (NI) abundaron compuestos con espectros en UV similares a varios de los
acidos fenolicos reportados en extractos acuosos de calices de jamaica, como son los acidos: galico,
protocatecuico, clorogénico, p-cumarico, y salicilico (Reyes-Luengas et al., 2015) por lo cual se asocia
la presencia de estos compuestos en el extracto. En el trabajo de Li ef al. (2024) se sefala la presencia
de diferentes isdmeros y derivados de los principales acidos fendlicos de los calices de jamaica.
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Tabla 2. Identificacién de acidos fendlicos mediante uso de estandares comerciales, tiempos de
retencion y espectros UV, en extractos acuosos de jamaica China.

Table 2. Identification of phenolic acids of commercial standards, retention times, and UV spectra in
aqueous extracts of Chinese hibiscus.

Tiempos de retencion

No.Pico  Acidos fenélicos ()r\::) ’ (min) fislgfl(::(;
Estandares FL FG FE
NI1 1.87 1.86 178 A.galico
NI2 215 2 2.02  A. gdlico
NI3 232 229 23 A galico
1 Galico 272.9 2.73 2,66 2.63 2.64
NI4 2.85 285 285 A.gdlico
NI5 3.16 3.16 3.18 A .protocatecuico
NI6 352 354 3.64 A.protocatecuico
2 Protocatecuico 259.7 3.88 3.85 385 3.87
NI7 414 415 42 A cdorogénico
NI8 447 449 449 A cdorogénico
3 Clorogénico 330.1 4.77 468 471 481
NI9 537 539 534 A.clorogénico
4 p-Hidroxibenzoico 255 5.99 6 6.01 6.01
5 Vanilico 260.9 7.07 6.85 6.87 687
5 Caféico 327.1 7.07 6.85 687 6.87
6 Siringico 273.7 7.84 772 772 774
NI10 843 884 881 A.p-cumarico
NI11 915 918 9.6  A.p-cumarico
NI12 13.34 9.85 1021 A.p-cumérico
NI13 10.86 10.91 10.92 A.protocatecuico
7 p-Cumérico 310.1 12.33 1241 1235 12.18
NI14 16.26 16.17 13.26 A.p-cumérico
8 Fertlico 323.8 14.85 14.63 14.64 14.64
9 Salicilico 303.2 15.75 1543 15.81 159
NI15 17.32 17.3  17.06 A.salicilico
NI16 18.52 18.58 A. salicilico

Amax: Méximo de absorcién; FL: Compuestos fenolicos libres; FG: Compuestos fenolicos
glucosilados; FE: Compuestos fendlicos esterificados.

El contenido de dcidos fendlicos en cada una de las fracciones analizadas en los extractos acuosos de
jamaica se muestra en la Tabla 3. En las tres fracciones de acidos fenolicos los dcidos mas abundantes
fueron clorogénico y cafeico, en tanto que los de menor presencia fueron los acidos p-
hidroxibenzoico y ferulico. El acido vanilico se encontrd en todas las fracciones de la jamaica China,
pero no en las fracciones de acidos fendlicos libres y glucosilados de las jamaicas de Guerrero y
Nayarit. Aunque en esta tltima jamaica si se observ en la fraccion de acidos esterificados.
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Tabla 3. Contenido de 4cidos fendlicos libres, glucosilados y esterificados (1g/g) en los extractos de calices de tres

variedades de jamaica.

Table 3. Content of free, glycosylated, and esterified phenolic acids (ug/g) in extracts of calyces from three hibiscus

varieties.
Fenoles G P Cl p-H )\ Ca Si p-C F Sa
Libres
China 2812 @ 1551 @ 13094 @ 10.6 @ 8253 4126 @ 931 @ 457 b 242 a 1121 2
Guerrero 3292 @ 887 € 10698 P 98 @ ND 1982 € 750 b 840 @ 112 b 781 b
Nayarit 1882 P 1336 P 13198 @ 24 b ND 2362 P 606 € 530 P 35 ¢ 455 ¢
Glucosilados
China 3625 @ 1583 @ 18837 @ 10.1 @ 9284 2431 @ 412 A 329 € 10 A 488 b
Guerrero 2288 D 869 ¢ 15171 ¢ 41 b ND 1943 P 388 a 731 a 11 @ 01 @
Nayarit 1646 € 1173 P 17792 P 15 ¢ ND 2067 P 384 2@ 429 b oo b 235 ¢
Esterificados
China 4622 @ 1835 @ 12458 P 161 @ 6647 2101.0 @ 755 € 1081 @ 40.6 P 1004 2
Guerrero 3883 P 1314 ¢ 12210 P 133 P ND 14590 € 1199 @ 766 b 541 2 1019 2
Nayarit 2591 © 1564 P 14939 @ 140 b 8344 18251 P 1103 P 820 P 209 ¢ 465 P

Los valores son medias expresadas en pg/g de muestra seca. Letras iguales en la misma columna y fraccion no son
significativamente diferentes (P<0.05). G: Galico; P: Protocatecuico; Cl: Clorogénico; p-H: p-Hidroxibenzoico; V:

Vanilico; Ca: Cafeico; Si: Siringico; p-C: p-Cumarico; F: Fertlico; Sa: Salicilico. ND: no detectado.

El acido clorogénico se encontré mayormente en forma glucosilada y esterificada, que concuerda con
otras investigaciones que sefalan este compuesto como un acido fenolico, altamente presente en los
extractos vegetales (Reyes-Luengas et al., 2015; Li et al., 2024). En el extracto acuoso de jamaica China,
este acido represento 37.1 % del total, en el de Guerrero 49.4 % y en el de Nayarit 49.6 %, en relaciéon
con cada una de sus respectivas muestras. El contenido de acido clorogénico al sumar las tres
fracciones reportd 4,438.9 ug/g, que es un valor inferior al informado por Debelo et al. (2023), en
calices de jamaica (9354.0 pg/g). La diferencia se puede atribuir a la variedad de jamaica utilizada en
cada caso y al método de extraccion aplicado. Debelo et al. (2023) emplearon muestra molida,
metanol acidificado como solvente y sonicaron la muestra, factores que favorecen considerablemente
la extraccion de los compuestos fenolicos. La importancia de este dcido radica en que presenta efectos
de actividad biologica importante, entre los que se encuentran: actividad antiinflamatoria,
antioxidante, asi como efectos en los procesos metabdlicos de lipidos y glucosa (Galicia-Flores et al.,
2008; Yang et al., 2010; Zhang et al., 2024).

Los porcentajes relativos de acido caféico encontrados en las muestras fueron de 24.5 % en el extracto
de jamaica de Nayarit, 24.0 % en el de Guerrero y 23 % en el de China. Estos valores son similares al
19.9 % reportado por Yang et al. (2010). El elevado contenido de acido cafeico en la fraccion de fenoles
esterificados podria provenir de la hidrdlisis del enlace éster de este 4cido, con el acido quinico, que
constituye el acido clorogénico. Lo que no queda claro es por qué no se hidrolizé todo el acido
clorogénico de la fraccion de acidos fendlicos esterificada con el tratamiento de alcali aplicado.

Otro acido fenolico que se encontrd en cantidad importante fue vanilico, que en el extracto de jamaica
China represento 20.2 % del total de acidos fenolicos encontrados en las tres fracciones, en el extracto
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de Nayarit solo se detectd en la fraccion de acidos esterificados. Sin embargo, este acido fendlico
contribuy6 con el 9 % de la concentracion total de estos compuestos en su extracto. En el extracto de
Guerrero no se detecto. El acido vanilico bajo el protocolo de andlisis por HPLC aplicado en el
presente estudio, co-eluye con el acido cafeico, por lo que su cuantificacion se dificulta. Su presencia
en cantidades moderadas (102-208 pg/g) se ha reportado en extractos tanto acuosos como
metanolicos de calices de jamaica (Yagi et al., 2023).

Otros acidos presentes en los extractos de jamaica analizados fueron: galico (6.6 a 12.3 %), p-
hidroxibenzoico (0.2 a 0.4 %), siringico (1.8 a 3.0 %), ferulico (0.3 a 0.9 %) y salicilico (1.2 a 3.1 %).
Huang et al. (2009), mencionan como acido predominante en la jamaica al protocatecuico (23.2 %).
Sin embargo, el porcentaje promedio de este acido en los extractos acuosos de jamaica analizados
fue de 4.2 %, encontrandose en mayor proporcion en el extracto de jamaica de Nayarit (4.4 %).

En los cromatogramas de acidos fenolicos solubles (libres, glucosilados y esterificados) se observo
un compuesto con tiempo de retencion de 3.12 min, que es muy cercano al del estdndar de acido
protocatecuico (3.85 min), pero con un espectro en UV ligeramente diferente (Fig. 5, obtenido con el
detector UV/vis con arreglo de diodos), por lo que es posible que se trate de un derivado de este
acido. El porcentaje relativo de este compuesto (Tr=3.12 min) en las tres fracciones de acidos fendlicos
analizados fue mayor que el del acido clorogénico, particularmente en la fraccién de acidos libres.
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200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400
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Figura 5. Espectro en UV del acido protocatecuico y del compuesto con tiempo de retenciéon de 3.12 min
observado en el extracto acuoso de calices de la variedad de jamaica China.

Figure 5. UV spectrum of protocatechuic acid and the compound with a retention time of 3.12 min observed in
the aqueous extract of calyces from the Chinese hibiscus variety.

3.4 Capacidad antioxidante de compuestos fenolicos de extractos de jamaica

La Fig. 6 presenta el comportamiento de la capacidad antioxidante (CA) de los diferentes
extractos de jamaica. En la Fig. 6A se muestran los resultados de esta variable para los extractos
diluidos en proporciones 1:1 con agua, a partir del extracto original. La Fig. 6B ilustra los resultados
obtenidos cuando los extractos se estandarizaron a una concentracién de antocianinas (100 pg/mL).
En el primer caso (Fig. 6A) se apreci6 que el extracto de jamaica China, presento 89.6 % de capacidad
antioxidante del DPPH en 15 min y en 30 min la reduccién alcanz6 91.0 %.
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El extracto de jamaica de Nayarit redujo 84.1 % del DPPH en 15 min, e incrementé a 90.7 % en 30
min. El extracto de Guerrero redujo en 15min 79.7 % del DPPH y lleg6 a 88.0 % a los 30 min. Después
de 30 min no se percibieron cambios significativos en la reduccion del DPPH por los extractos, la
reduccion final de DPPH a los 60 min de los extractos de jamaica China y Nayarit fue similar (91.0 y
90.7 % respectivamente), lo que hace suponer que otros compuestos ademas de las antocianinas y
acidos fenolicos contribuyen en la CA de este extracto. El extracto de Guerrero fue el que logré menor
reduccion del DPPH al final de la prueba (88.2 % del DPPH en 60 min), atribuido posiblemente a sus
bajos niveles de antocianinas y acidos fendlicos.
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Figura 6. Capacidad antioxidante de extractos de jamaica diluidos 1:1 con agua destilada a partir de la
concentracion original del extracto (A) y extractos ajustados a una concentracién estandarizada de antocianinas

(B).
Figura 6. Antioxidant capacity of hibiscus extracts diluted 1:1 with distilled water from the original extract
concentration (A) and extracts adjusted to a standardized anthocyanin concentration (B).

De acuerdo con los resultados obtenidos, mayor concentracion de antocianinas y acidos fendlicos
implica mayor velocidad en la reduccion del DPPH por los extractos.

En el segundo ensayo (Fig. 6B), el extracto de jamaica China presentd la capacidad antioxidante mas
baja, posiblemente como resultado de la dilucioén por el ajuste de la concentracion de antocianinas,
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el extracto redujo 72.8 % del DPPH en 15 min, 80.5 % en 30 min y en 60 min un 87.2 %. Por otra parte,
los extractos de jamaicas nacionales tuvieron una dilucién menor para ajustar la cantidad de
antocianinas debido a su bajo contenido de estos pigmentos, lo que permitié que el resto de los
constituyentes del extracto se diluyeran en menor proporcion que en la jamaica China. El extracto
de jamaica de Nayarit alcanzo6 74.5 % de reduccién del radical DPPH en 15 min, 84.3 % en 30 min y
91.2 % en 60 min, mientras el extracto de jamaica de Guerrero presenté mayor capacidad
antioxidante que los extractos de China y Nayarit, ya que redujo 86.7 % del radical en 15 min, a los
30 alcanz6 91.9 % y a los 60 min la reduccion fue de 93.0 %.

De acuerdo con lo informado por Yagi ef al. (2023), cuando se evaltia la CA mediante el método de
DPPH, el acido clorogénico y flavonoides del tipo kaemferol tienen una elevada participacion,
incluso mayor que las antocianinas caracteristicas de la jamaica, lo que podria explicar porque la
jamaica China, al estandarizar los extractos por contenido de antocianinas, mostré menor CA que
las otras dos jamaicas, con contenidos moderados de estos flavonoides.

La composicién fitoquimica de los calices de jamaica es amplia y diversa, y sin duda la presencia de
otros compuestos distintos a antocianinas contribuye a su CA. Compuestos fendlicos como el
epigalocatequin-galato, catequina, epigalocatequina, quercetina, kaemferol, acido hidroxicitrico y 3-
caroteno, presentes en los calices de jamaica, poseen una destacada capacidad antioxidante (Riaz y
Chopra, 2018).

4. Conclusiones

La extraccidn acuosa presentd menor recuperacion de compuestos bioactivos en comparacion con
la extraccién metandlica. Independientemente del procedimiento de extraccion aplicado, la jamaica
China contiene mayor cantidad de acidos fenoélicos y antocianinas que las jamaicas nacionales, y
todas las jamaicas analizadas mostraron el mismo perfil de antocianinas. La fraccion mas abundante
de compuestos fenolicos en los extractos acuosos fue la de acidos fendlicos esterificados, con los
acidos clorogénico y cafeico como los principales; el primero abundd en la fraccion de fenoles
glucosilados, mientras que el segundo en el de esterificados. Adicionalmente, la capacidad
antioxidante de los extractos estuvo ligada con su contenido de antocianinas y acidos fendlicos. Sin
embargo, otros compuestos diferentes a estos flavonoides coloridos presentes en los calices, poseen
capacidad antioxidante relevante. A pesar de su alto contenido de antocianinas, los extractos de la
jamaica China presentaron menor capacidad antioxidante al estandarizar su concentracion con base
en estos flavonoides.
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Nomenclatura

CA: Capacidad antioxidante.
AE: Acetato de etilo.
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AF: Acidos fenodlicos.

ANOVA: Analisis de varianza.
Ca: Caféico.

CAT: Contenido de antocianinas.
Cl: Clorogénico

DPPH: 2,2-difenil-1-picrihidrazilo.
F: Ferulico.

FE: Compuestos fenolicos esterificados.
FG: Compuestos fendlicos glucosilados.

FL: Compuestos fenolicos libres.
G: Galico.
HCl: Acido clorhidrico.
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HPLC (siglas en ingles): Cromatografia liquida de alta resolucion.

mg ECG/kg MS: Miligramos equivalentes de cianidina 3-glucésido por kg de muestra seca.

N: Solucién Normal.
NaOH: Hidréxido de sodio.
ND: No detectado.

NI: Picos no identificados.
nm: Nandémetro.

P: Protocatecuico.

p-C: p-Cumarico.

p-H: p-Hidroxibenzoico.
Sa: Salicilico.

Si: Siringico.

TFA: Acido trifluroacético.

UV/Vis: Espectroscopia ultravioleta-visible.
v/v/v: Relacion volumen volumen volumen.

V: Vanilico.

Amax: Maximo de absorcién.
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Abstract

Yogurt has long been recognized as a health-promoting food for its bioavailability of protein, energy,
probiotics and calcium, increasing digestibility, as well as preventing potential diseases beyond basic
nutritional function. Recently, yogurt has become one of those foods whose functional properties are
developed by adding functional substances with a potential positive effect on health. The objective
was to evaluate the effect of ultrafiltered juice of red fruits of O. ficus-indica as a functional ingredient
in yogurt. A completely randomized block design (CRBD) was used. The treatments were: yogurt
with 0 % ultrafiltered red prickly pear juice (YO0) as a control; yogurt with 10 % ultrafiltered red
prickly pear juice (Y1); yogurt with 20 % ultrafiltered red prickly pear (Y2); and yogurt with 30 %
ultrafiltered red prickly pear juice (Y3). The variables to measure in each yogurt treatment were pH
during lactic fermentation and the final product, syneresis, energy content, colorimetry, composition
(total solids, protein, fat and ash), antioxidant activity (DPPH, ABTS and FRAP), phenol content and
sensory evaluation. The incorporation of red prickly pear ultrafiltrates accelerated antioxidant
activity and total phenolic contents. Finally, the sensory panel satisfactorily accepted the
incorporation of red prickly pear ultrafiltered in yogurt.
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Resumen

El yogurt ha sido reconocido desde hace mucho tiempo como un alimento que promueve la salud
por su biodisponibilidad de proteinas, energia, probidticos y calcio, aumentando la digestibilidad,
ademas de prevenir enfermedades potenciales mas alla de la funcion nutricional basica.
Recientemente, el yogurt se ha convertido en uno de los alimentos cuyas propiedades funcionales se
desarrollan mediante la adicion de sustancias funcionales con un efecto potencial positivo en la salud.
El objetivo fue evaluar el efecto de jugo ultrafiltrado de frutos rojos de O. ficus-indica como ingrediente
funcional en yogurt. Se utilizé un disefio de bloques completamente al azar (DBCA). Los tratamientos
fueron: yogurt control 0 % jugo ultrafiltrado de tuna roja (Y0); yogurt con 10 % de jugo ultrafiltrado
de tuna roja (Y1); yogurt con 20 % de jugo ultrafiltrado de tuna roja (Y2); y yogurt con 30 % de jugo
ultrafiltrado de tuna roja (Y3). Las variables para medir en los tratamientos de yogurt fueron pH
durante la fermentacion lactica y en el producto final, sinéresis, contenido energético, colorimetria,
composicion (sélidos totales, proteina, grasa y ceniza), actividad antioxidante (DPPH, ABTS y FRAP),
contenido de fenoles y evaluacién sensorial. La incorporacion de ultrafiltrados de tuna roja acelerd
la fermentacion del yogurt ademas se incrementd la sinéresis, el contenido de energia y pH. Los
ultrafiltrados de tuna roja en yogurt aumentaron la actividad antioxidante y el contenido de fenoles
totales. Finalmente, el panel sensorial acepto satisfactoriamente la incorporacion de ultrafiltrados de
tuna roja en yogurt.

Palabras clave: ultrafiltrado, yogurt, actividad antioxidante, contenido fendlico, panel sensorial.

1. Introduction

Nowadays, the consumption of functional foods is in high demand because consumers
consider that their health is linked with the foods they ingest (Dinkgi et al., 2021). Foods or
ingredients classified as functional foods resemble traditional ones but may have the potential to
provide additional health benefits beyond the standard nutrient content, and should be incorporated
as part of a normal diet for consumption in a local setting or specific culture (Shori et al., 2022).
Functional foods require new bioactive ingredients which can be used by the food industry (Faustino
et al., 2019). In the past years, studies about horticultural crops have revealed that these products
have important functions in human health due to high levels of active biological compounds (Settar
Unal et al., 2022).

Cacti are a group species that live in arid areas; México hosts 518 species out of which 47.7 % are
endemic (Martinez et al., 2021). Opuntia ficus-indica (L.) Mill (Cactaceae) is a plant considered as
functional food for its nutritional benefits on human health due to its high content of antioxidant
compounds in its cladodes, flowers and fruits (Ayala et al., 2021). The fruits of O. ficus-indica are
berry-like and are known as “tunas” in Mexico, they contain flavonoids, phenolic acids, betalains,
ascorbic acid, fatty acids, lignans and sterols (Martinez et al., 2021). Betalains are derived from
betalamic acid and are divided into two structural subgroups: betacianines and betaxantines. These
compounds are extracted commercially from beetroot and are utilized commonly in the food
industry as a color additive in many types of foods, such as dairy products, candies, soft drinks and
some emulsified meat products (Bassama et al., 2020). Many studies have investigated the properties
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and interactions of the pigments of prickly pear (betalains), for example, characterizing and
quantifying betalains and phenolic compounds (Gémez-Maqueo et al., 2020); evaluating the
antioxidant potential, antiinflamatory and anti hyperglucemic activity of the extracts of O. ficus-
indica (Gémez-Maqueo et al., 2019); and studying the potential of semi-processed juices from O. ficus-
indica as a natural antimicrobial against Gram-negative and Gram-positive food pathogenic bacteria
(Palmeri et al., 2020).

According to the lastest studies, the use of numerous additives, fruits or bioactive compounds of
plant origin in the production of yogurt has a significant improvement in its quality and benefits
such as antioxidant properties (Cenobio et al., 2019; Tavakoli ef al., 2019; Won-Young et al., 2020).
Yogurt is classified as a functional food and it is one of the most consumed dairy products (Jeong et
al., 2018). It is produced by the coagulation of proteins during fermentation with lactic acid bacteria
such as Lactobacillus bulgaricus and Streptococcus thermophilus under defined time and temperature
(Kim et al., 2019; Cho et al., 2020). These bacteria ferment lactose, producing lactic acid, carbon
dioxide, acetic acid, dactyls, acetaldehyde and other components that give yogurt its characteristic,
flavor and smell; and they must be viable and abundant in the final product (Shori et al., 2022). Yogurt
is a source of bioactive compounds that are formed during lactic fermentation and has a limited
content of antioxidant activity. For this reason, the production of yogurt enriched with antioxidants
from natural sources is of considerable interest and presents a novel approach for product
development (Dabija et al., 2018). In summary, yogurt and red prickly pear are both functional foods
that, when combined, may have physicochemical and functional properties that are beneficial to
human health. Therefore, the objective is to evaluate the effect of ultrafiltered juice of red fruits of O.
ficus-indica as a functional ingredient in yogurt.

2. Materials and methods

2.1 Materials

For the yogurt production, commercially available ultra-pasteurized milk, sugar, bacterial cultures,
and ultrafiltered juice from red prickly pear (O. ficus-indica) were used, as shown in Table 1.

Table 1. Yogurt treatments with ultrafiltered red prickly pear juice (O. ficus-indica) as a functional ingredient.
Tabla 1. Tratamientos del yogurt con jugo ultrafiltrado de tuna roja (O. ficus-indica) como ingrediente funcional.

Treatment #
Ingredient (%) *
YO0 Y1 Y2 Y3
Ultrapasteurized milk 90.90 90.49 90.08 89.68
Saccharose 9.09 9.05 9.01 8.97
Bacteria cultures 0.01 0.01 0.01 0.01
PUJ O. ficus-indica 0.00 0.45 0.90 1.35

tPU]J: Pasteurized ultrafiltered juice. ¥ YO: control yogurt; Y1: yogurt with 10 % ultrafiltered red prickly pear juice;
Y2: yogurt with 20 % ultrafiltered red prickly pear juice; Y3: yogurt with 30 % ultrafiltered red prickly pear juice.
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2.2 Methods

2.2.1 Yogurt processing

The elaborate process of yogurt formulation (Table 1) was done following the Karnopp
method et al., (2017) with some modifications. Saccharose was added to the ultra pasteurized milk
and the mixture was heated to 42 °C. At this temperature, the freeze-dried bacterial cultures and
pasteurized ultrafiltrate of red prickly pear juice were added to each treatment. The mixture was
then incubated at 42 °C for 6 h. Subsequently, the products were cooled to 7 °C and kept at that
temperature for 12 h for the analysis of the variables. The commercial ultra-pasteurized milk used in
the experiment was composed of 33.1 % total solids, 3.1 % protein, 2.9 % fat and 0.6 % ash.

2.2.2 Physicochemical analysis
The pH of the yogurt samples was measured with a potentiometer (EcoSense pH1000A, YSI,

Ohio, USA) during fermentation and in final products.

Yogurt syneresis was performed according to the method of Jeong et al. (2018). Samples of 10 g of
yogurt were analyzed, which were centrifuged at 600 x g for 6 min at 4 °C. The supernatant (serum)
obtained was weighed, and the syneresis was expressed as a percentage weight of the serum
separated from the initial sample (Kim et.al., 2020) using the following Eq. (1):

separated serum (g)

Syneresis (%) = [ ] X 100 Eq. (1)

initial sample weight (g)

Gross energy was determined using an adiabatic bomb calorimeter (Bomb Calorimeter, Parr
Instrument, Illinois, USA), using petroleum ether as the combustion reagent.

2.2.3 Colorimetry

The color was determined by the values of CIE L* (0 = black; 100 = white), CIE a* (- green; +
red), CIE b* (- blue; + yellow), Chroma (C* = intensity of the color) and Hue angle (hue), with a
colorimeter (CR 410, Konica Minolta, Japan). Furthermore, the color difference (AE) between the
color of the samples (L2) compared to the control (L1), was calculated according to Dinkgi et al. (2021)
with the following Eq. (2):

AE = \/(Ll - Lz)z + (al - a2)2 + (bl - bz)z Eq- (2)
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2.2.4 Proximal composition

The total solids content was determined according to the method 930.15 (AOAC, 2005) by
gravimetric determination of the moisture loss of the sample dried for 3 h in an oven (Yamato
Scientific America Inc. Constant Temperature Oven, Japan) at 103 °C. The percentage of ash
according to the method 942.05 (AOAC, 2005) was considered as the residue after incineration of the
samples at 550 °C in a muffle (Thermo Scientific, Waltham, MA) for 4 h. The percentage of protein
was determined by the Kjeldahl method described by Wijesekara et al., (2022). In a digestion block,
the samples were digested at 400 °C with sulfuric acid and catalyst (3 % CuSOs, 97 % K2504).
Subsequently, the samples were subjected to a Kjeldahl distiller with NaOH to distill the nitrogen
from the combustion, which once obtained was titrated with hydrochloric acid (0.1 N). The results
obtained were the quantification of total nitrogen in the samples, and through a conversion factor.

Fat quantification by method 920.39 (AOAC, 2005) consisted of quantifying the ether extract obtained
by extracting triacylglycerides from the samples, using ether in an adiabatic calorimetric fat extractor
(Parr Instrument, USA).

2.2.5 Preparation of yogurt-water extracts

The preparation of the yogurt-water extracts was done according to the method of Shori et
al. (2022). A total of 40 g of each yogurt sample was homogenized with 10 mL of dH20. The pH of the
samples had to be 4.0, then the samples were incubated in a water bath at 45 °C for 10 min. The
samples were centrifuged at 5000 rpm at 4 °C for 10 min, and the supernatant was adjusted to pH 7.0
using NaOH (0.1 M). A second centrifugation was carried out (5000 rpm, 4 °C, 10 min) and the clear
supernatant was used for subsequent analyses: DPPH, ABTS*, FRAP and phenolic content.

2.2.6 Antioxidant activity

The DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) assay was based on what was proposed by Jeong
et al., (2018) with some modifications. The DPPH solution was dissolved in 80 % methanol, then the
reagent was diluted 1:10 to an absorbance of 0.700 at 515 nm. The previously prepared yogurt-water
extract (25 pL) was mixed with the DPPH solution (975 pL), and incubated in the dark at room
temperature for 30 min. A mixture of 25 uL of ethanol and 975 uL of DPPH solution was used as a
control. The antioxidant activity was calculated in accordance with Jeong et. al. (2018) as Eq. (3):

AA for DPPH « (%) = [1 — (52222)] 5 1009 Eq. (3)

AbScontrol

The ABTS (2,2'-azino-bis—(3—ethylbenzothiazolin—6—sulfonic acid) assay was performed based on
Jeong et al., (2018) with modifications. The ABTS reagent (14.8 mM) was mixed with 5 mM potassium
sulfate, and the sample was incubated in the dark at room temperature for 16 hours. The working
solution (ABTS) was diluted with dH20 to an absorbance of 0.700 + 0.05 at 734 before use. The yogurt-
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water extract samples (10 pL) were mixed with 1 mL of ABTS solution and incubated in the dark at
room temperature for 15 min. The percentage of antioxidant activity was calculated according to
Jeong et al. (2018) in the following Eq. (4):

AApor ABTS (%) = [1 — (522m22)] x 100% Eq. (@)

AbScontrol

The methodology for FRAP was performed according to Schneider et al, (2022) with some
modifications. The solution was prepared by mixing acetate buffer (300 mM, pH 3.6) with 10 mM
TPTZ solution (2,4,6-tripyridyl-s-triazine) in 40 mM HCl and 20 mM FeCl3, in a ratio of 10: 1:1 (v/v/v).
The mixture of solutions was heated to 37 °C and 25 pL of diluted sample (1/5) or Trolox standard
solution was added to 1 mL of FRAP solution. The absorbance was measured at 593 nm, after 30 min.
The equation curve was based on Trolox concentrations between 0 and 1200 uM, and the results were
expressed in pumol TE/L.

The Folin-Ciocalteu method (Wijesekara et al., 2022) with some modifications was used to quantify
the total phenolic content in the yogurt-water extracts. The analysis was based on a nine-point
calibration curve from 0 to 0.032 mg/mL with intervals of 0.004 mg/mL gallic acid. The absorbance
was measured at 760 nm before use. The results were expressed in gallic acid equivalents (mg AG/L).

2.2.7 Sensory evaluation

The sensory evaluation was carried out based on Shori (2020) with some modifications. The
yogurt samples were evaluated on day 1 of storage. Sample preparation consisted of placing 20 g of
each treatment in plastic containers, assigning them a random three-digit number. The panel
consisted of 40 people (were students and professors, all yogurt consumers) and was divided into
two sections. In the first section, 20 panelists evaluated the four treatments of replica one, while the
other 20 assessed the same treatments in replica two. This way, the evaluation was conducted in
replicates, ensuring that no different treatments were used, which allowed for more consistent and
comparable results. The evaluation was carried out with a 5-point hedonic scale (5=1like it a lot, 4=1
like it, 3= I neither like it nor dislike it, 2= I dislike it, 1=1 dislike it very much), for the five attributes:
color (presence of pink), milky odor, flavor, viscosity and overall acceptability.

2.2.8 Statistical analysis

The variables analyzed in the filtered, retained and pasteurized samples were considered as
a treatment effect (Ti) to test the hypothesis Ho (equality of treatments - no effect on the variables);
this analysis was based on the general linear model “yi=u+titei” where "yij" refers to the study

variable, "u" refers to the global mean, "Ti" refers to the effect of the i treatment and "ej" is the
experimental error.

In the yogurt experiment, a factorial design was first carried out to test the hypothesis (Ho) about the
difference in pH between the treatments (Ti) in relation to the time of lactic fermentation: yij=u-+ti+tj+
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(ti)jjw+p+eif; yij= study variable (pH); u= overall mean; Ti=effect of the ith treatment; ¢j= effect of the
jth fermentation time; (Ti)jw= effect of the treatment-fermentation time interaction; B=block effect; eij
= experimental error.

In the treatments (Ti) of the final yogurt product, the hypothesis Ho was tested based on:
yij=u+titpjteif; yij= study variable; u= overall mean; Ti=effect of the ith treatment; Bj= effect of the ith
block; eij = experimental error.

A value less than 0.05 (P-Value) was the criterion to reject Ho. The rejected variables were evaluated
by a comparison of means (Tukey). Minitab® 17.1.0 (2013) software was used for data analysis.

Measurements of the colorimetry, pH and soluble solids variables were carried out seven times.
Meanwhile, measurements of pH variables during lactic fermentation, antioxidant activity, betalains,
phenolic content, total sugars, reducing sugars, proximal composition and water retention capacity
were carried out in triplicate.

3. Results and discussion

3.1 Lactic fermentation

During lactic fermentation, the interaction of treatments and time showed no effect (P>0.05)
for pH. Thus, the behavior of pH over hours is shown in Table 2. The pH was different (P<0.05)
between the treatments at 0, 2 and 6 h. The yogurt with the highest content (Y3) of ultrafiltrates
showed lower pH at hours 0 and 2, given that the pH of the pasteurized ultrafiltrate was 4.57.

Table 2. pH behavior during yogurt fermentation
Tabla 2. Comportamiento del pH durante la fermentacion del yogurt

Time (h)
Treatment®
0 2 4 6
YO0 6.568 6.013~ 4.637 41178
Y1 6.4902 5.913v 4.487 4.062v
Y2 6.3820 5.868p 4.502 4.053p
Y3 6.2950 5.783¢ 4.583 4.0922b
SEM 0.034 0.102 0.056 0.028
P-Value 0.000 0.000 0.059 0.044

tY0: control yogurt; Y1: yogurt with 10 % ultrafiltered red prickly pear juice; Y2: yogurt with 20 %
ultrafiltered red prickly pear juice; Y3: yogurt with 30 % ultrafiltered red prickly pear juice. SEM:
standard error of the mean. a-c Means in columns with different letters differ statistically (P<0.05).
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Similar results were reported by Jeong et al. (2018), who used green tea powder in the yogurt
formulation, where the pH was lower. Those authors indicated that the addition of phenolic
compounds and organic acids can improve the metabolic activity of lactic acid bacteria in yogurt,
leading to faster acidity of milk and, therefore, a shortening of fermentation times.

3.2 Physicochemical properties

Table 3 reports the physicochemical properties of the yogurt, such as pH, syneresis and
energy. These properties showed a difference (P>0.05) between yogurt samples. YO presented the
lowest syneresis value, and Y3 the highest energy value.

Table 3. Physicochemical properties of yogurt with ultrafiltered red prickly pear juice.
Tabla 3. Propiedades fisicoquimicas del yogurt con jugo ultrafiltrado de tuna roja.

Treatmentt
Variables SEMt P-Value
YO Y1 Y2 Y3
pH 4.01a 3.99ab 3.970 4.012 0.01 0.047
Syneresis % 60.73¢ 65.50v 68.562 71.36° 1.09 0.000
Energy (Kcal/kg) 4285.50p 4164.50¢¢ 4061.00¢ 4567.50a 19.10 0.001

tY0: control yogurt; Y1: yogurt with 10 % ultrafiltered red prickly pear juice; Y2: yogurt with 20 %
ultrafiltered red prickly pear juice; Y3: yogurt with 30 % ultrafiltered red prickly pear juice. ¥ SEM:
standard error of the mean. =<Means in rows with different letters differ statistically (P<0.05).

The pigmentation of betalains is most stable in a pH range of 3 to 7, with betacyanins being more
resistant to acidic conditions and betaxanthins being more stable at neutral pH (Schneider et al.,
2022). The addition of red prickly pear ultrafiltrates differed in pH value, Y0 and Y3 presented the
highest value. The results obtained present more acidic values compared to previous research in
which leaf extracts were added; For example, the addition of aqueous extracts of herbs in yogurt
presented pH of 4.62 to 4.36 on day 1 of storage (Dabija et al., 2018), and the addition of lotus leaf
powder showed values of 4.39 and control of 4.49 (Da-Hee et al., 2019).

Syneresis values differed significantly between treatments (P<0.05). YO presented the lowest
percentage in terms of serum release compared to treatments added with red prickly pear
ultrafiltrates. Similar results were obtained by Wijesekara et al., (2022), who added aqueous natural
colorants to yogurt after fermentation, compared to this study in which the ultrafiltrates were added
before fermentation, so adding the aqueous extracts before or after fermentation generates the same
effect in the release of serum. T

The variation in the energy content of yogurt is due to the interpretation of the carbohydrate, protein
and fat contents in the formulations (Ahmed et al., 2023). Y3 presented the highest energy content,
followed by Y0, Y1 and Y2. However, it would have been expected that the higher the concentration
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of red tuna ultrafiltrate, the higher the energy content, but this was not the case for Y2, perhaps due
to variations in the formulation.

3.3 Colorimetry

The color parameters evaluated in yogurt showed significant differences (Table 4). L*, b* and
hue (Hue angle) decreased as the amount of ultrafiltrates added increased, while a* and saturation
(Chroma) increased.

Table 4. Colorimetry in yogurt with ultrafiltered red prickly pear juice.
Tabla 4. Colorimetria en yogurt con jugos ultrafiltrados de tuna roja.

Treatmentt
Colorimetry* SEMS P-Value
YO Y1 Y2 Y3

L* 93.81a 79.63b 73.51¢ 69.664 0.91 0.000

a* -2.72¢ 18.68b 25.59 29.467 1.24 0.000

b* 9.41a 3.890 2.98v 2.87v 0.44 0.000
Chroma 9.79¢ 19.220 25.867 29.7a 1.09 0.000
Hue Angle 106.202 13.53b 7.86¢ 6.66¢ 0.99 0.000
AE Ref 19.55¢ 27.45v 32.19 0.11 0.000

ta*: red coordinates; b*: yellow coordinates; L*: luminosity; AE: color difference, YO as reference.  YO:
control yogurt; Y1: yogurt with 10 % ultrafiltered red tuna juice; Y2: yogurt with 20 % ultrafiltered
red tuna juice; Y3: yogurt with 30 % ultrafiltered red tuna juice.$ SEM: standard error of the mean. =
4 Means in rows with different letters differ statistically (PP<0.05).

Cenobio et al. (2019) reported that L* increases in proportion to the concentration of the purple O.
ficus-indica betalain emulsion. Also, the value of a* increases, since the emulsions tend to color red
because of the presence of betalains. Parameter b* increases during the shelf life of the yogurt. In the
results obtained, a* increased when adding 20 and 30 % of red tuna ultrafiltrates.

Various types of acids and their quantities cause different effects on the color of betalains (Guneser,
2021); an example is lactic acid produced during milk fermentation. Guneser (2021) described a
relationship: as the shelf life of yogurt enriched with beet extract progressed, the lactic acid content,
pH, and the value of L* and b* increased, while the value of a* decreased. In this case, the pH value
decreased as the percentage of ultrafiltered red tuna juice increased and the a* value increased, so
the use of betalains from red tuna is more stable at acidic pH, by obtaining greater pigmentation in
red coordinates.

In addition, Guneser (2021) reported a significant positive correlation between Chroma values and
betalain content. A similar effect occurred in the treatments, Chroma and a* increased as the
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percentage of ultrafiltrates increased. The color difference between the samples results when 3.5 <
AE < 5.0 (Schneider et al., 2022), in treatments Y1, Y2 and Y3 the value was greater than 5.0.

3.4 Proximal composition

The results of the proximal composition such as total solids, fat and ash did not present
significant differences (P>0.05), but the levels of proteins differed significantly (P<0.05) between
treatments, with Y2 and Y3 having lower content (Table 5).

Table 5. Proximal composition of yogurt with ultrafiltrates of red prickly pear juice.
Tabla 5. Composicién proximal en yogurt con ultrafiltrados de tuna roja.

Treatmentt

Composition (%) Yo Y1 Y2 Y3 SEM1 P-Value
Total solids 19.15 18.25 17.50 16.85 0.541 0.173
Raw protein 2.15% 2.502 1.75b 1.65b 0.075 0.011

Raw fat 0.90 1.10 1.10 0.65 0.125 0.201
Ash 0.65 0.60 0.60 0.55 0.029 0.292

t Y0: control yogurt; Y1: yogurt with 10 % ultrafiltered red tuna juice; Y2: yogurt with 20 %
ultrafiltered red tuna juice; Y3: yogurt with 30 % ultrafiltered red tuna juice. t SEM: standard error of
the mean. a-b Means in rows with different letters differ statistically (P<0.05).

The chemical composition of yogurt depends on the composition of the milk, the presence of
additives and processes (Guneser, 2021). The fat and protein values of the four yogurt treatments are
within the range established by NOM-181-SCFI/SAGARPA-2018, since the minimum percentage of
protein must be at least 1.60 and the maximum percentage of butterfat must be 7.0. Although the
percentage of protein decreased in the yogurt treatments as the amount of ultrafiltrates increased.

Guneser (2021) reported 13.13 g/100 g of dry matter, 3.01 g/100 g of fat, 2.50 g/100 g of protein and
0.85 g/100 g of ash, in yogurt with cow's milk. In the results obtained from Y0, Y1, Y2 and Y3, the fat,
protein and ash contents were lower.

3.5 Antioxidant activity and total phenolic content

The antioxidant activity and total phenolic content are shown in Table 6. The ultrafiltrates
increased the results obtained from DPPH, ABTS, FRAP and total phenolic content in Y1, Y2 and Y3,
with Y3 presenting the highest values.
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Table 6. Antioxidant activity and total phenolic content in yogurt with ultrafiltrates of O. ficus-indica red variety.
Table 6. Actividad antioxidante y contenido de fendlicos totales en yogurt con ultrafiltrados de O. ficus-indica
variedad roja.

Treatmentt

Variablet SEMS P-Value
YO0 Y1 Y2 Y3
DPPHe % 2.69¢ 15.86° 27.022 33.21a 1.97 0.000
ABTSe+ % 15.50¢ 19.25¢ 22.91b 28.34a 0.75 0.000
FRAP (umol TE/L) 0.167¢ 0.2390 0.310 0.3562 0.018 0.000
CFT (mg AG/L) 22.74¢ 34.69v 39.68» 44.612 2.15 0.000

t TE: Trolox equivalents; TPC: Total phenolic content; FA: gallic acid. +YO0: control yogurt; Y1: yogurt
with 10% ultrafiltered red tuna juice; Y2: yogurt with 20% ultrafiltered red tuna juice; Y3: yogurt
with 30% ultrafiltered red tuna juice. § SEM: standard error of the mean. a-d Means in rows with
different letters differ statistically (P<0.05).

The antioxidant activity reported by different methodologies such as DPPH, ABTS and FRAP, as
well as the total phenolic content showed a similar behavior between the treatments, given that the
antioxidant activity is correlated with the phenolic content (Dabija et al., 2018); because as the
percentage of red tuna ultrafiltrates increased in the treatments, the percentage of radical inhibition
by DPPH, ABTS, and the content of pmol TE/L in FRAP increased, and in turn, the content of total
phenols increased, with Y3 reporting the highest results.

In yogurt enriched with microencapsulated fruits of purple O. ficus-indica, similar results were
obtained to those reported in the DPPH and ABTS assay (Cenobio-Galindo et al., 2019).

Schneider et al. (2022) mentioned that the betacyanin-rich fraction has a higher antioxidant activity
and phenolic content than the betaxanthin-rich fraction. The ultrafiltered red tuna juice added to the
different yogurt treatments presented a higher content of betacyanins (93.74 mg/L) than betaxanthins
(39.18 mg/L), resulting in the increase in antioxidant activity and CFT in Y1, Y2 and Y3.

3.6 Sensorial evaluation

Table 7 shows the results obtained from the sensory evaluation of yogurt. The evaluation
was conducted in replicates, using the same treatments, which allowed for data grouping. The pink
color and flavor showed significant differences (P<0.05) between the treatments, as well as the milky
odor, viscosity and overall acceptability (AG).

Table 7. Sensorial evaluation of yogurt with ultrafiltrates of O. ficus-indica juice red variety.
Tabla 7. Evaluacion sensorial en yogurt con ultrafiltrados de O. ficus-indica variedad roja.

Treatment? Pink color Milky odor Flavor Viscosity OA
YO0 1.750¢ 4.0002 4.2502 4.0002 4.000-
Y1 4.0002> 4.000- 3.7500 4.0002 4.000-
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Y2 4.2502 4.000= 4.0002b 4.0007 4.0007
Y3 4.0002b 4.000= 4.0002b 4.0007 4.0007
P-Value 0.000 0.084 0.009 0.430 0.399

t YO: control yogurt; Y1: yogurt with 10 % ultrafiltered red tuna juice; Y2: yogurt with 20 %
ultrafiltered red tuna juice; Y3: yogurt with 30 % ultrafiltered red tuna juice. OA: Overall
acceptability-a® Means in columns with different letters differ statistically (P<0.05).

The yogurt treatments enriched with ultrafiltered red tuna juice (Y1, Y2, and Y3) received sensory
scores similar to those of the control yogurt (Y0), without any negative effects. Wijesekara ef al. (2022)
reported that the use of natural pigments in yogurt production does not negatively impact sensory
perception. However, in this study, the inclusion of red tuna ultrafiltrates resulted in a noticeable
pink color and a distinct flavor profile. While YO did not exhibit pink pigmentation and was the
panelists' accepted treatment in terms of flavor, Y2 and Y3 were also well-received, though their
flavor scores were slightly lower than YO0.

4. Conclusions

The incorporation of red tuna ultrafiltrates into yogurt resulted in several significant effects
on its properties. First, there was an acceleration in the yogurt fermentation process. Additionally,
the inclusion of these ultrafiltrates increased syneresis, energy content, and pH, particularly in the
Y3 sample. However, a decrease in L*, b* and Hue angle values was also observed, indicating a
noticeable color difference compared to yogurt without additives (Y0). Furthermore, the addition of
ultrafiltrates reduced protein content in the Y2 and Y3 yogurt variants. From a health perspective,
the presence of red tuna ultrafiltrates significantly boosted antioxidant activity (measured through
the DPPH, ABTS, and FRAP methods) and increased total phenolic content. A sensory panel
evaluated the yogurt with the ultrafiltrates positively, suggesting favorable consumer acceptance.
This sensory evaluation was conducted on a pilot scale, so future research should include a larger
group of consumers to obtain more reproducible and reliable results. The treatments containing 20%
and 30% ultrafiltered tuna juice were the best-rated percentages by the panelists. Ultrafiltered red
tuna appears to be a beneficial addition to yogurt, enhancing certain nutritional and functional
aspects, though it also brings changes to the yogurt's physical and protein properties that warrant
further consideration. Further large-scale studies involving a more substantial number of sensory
panelists are recommended to gain more robust and representative data on consumer acceptance.
Additionally, investigating the product's stability during storage—evaluating whether the
antioxidant benefits and changes in physical properties are maintained over time —along with
determining the product's shelf life under commercial conditions, would provide valuable insights.
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Nomenclature

ABTSe+  2,2’-Azino-bis-(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid)
DPPHe  2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl
FRAP Ferric Reducing Ability of Plasma

Greek symbols
yij Study variable
U Overall mean
Ti Effect of the ith treatment
tf Effect of the jth fermentation time
(Ti)ijww  Effect of the treatment-fermentation time interaction
B Block effect
Bj Effect of the ith block
eij Experimental error
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Resumen

En la actualidad, la agroindustria del queso y juguera producen subproductos como el lactosuero y
bagazo de naranja que son desechados y desperdiciados ocasionando contaminacién ambiental.
Debido a lo anterior, el objetivo de esta investigacion fue desarrollar una bebida, a partir del
lactosuero y bagazo de naranja. Se evaluaron parametros fisicoquimicos (pH, acidez, densidad y
°Brix), la calidad nutracéutica (compuestos fendlicos totales, flavonoides totales, DPPH y ABTS),
composicion quimica (proteina, grasa, fibra), calidad microbiologica (mesoéfilos aerobios, coliformes,
bacterias acidolacticas, bacterias psicroéfilas, hongos y levaduras), propiedades reoldgicas y calidad
sensorial durante su almacenamiento. Los resultados obtenidos de densidad (1.05 g mL-!), °Brix
(13.6), pH (4.8) y acidez (0.79 g L), microbioldgicos y viscosidad se mantuvieron constantes. Los
valores obtenidos en la composicion quimica se mostraron en porcentajes bajos; el contenido
promedio de compuestos fenolicos totales (2611.46 mg EAG L), capacidad antioxidante DPPH
(573.59 umol ET L?) y ABTS (5288.78 umol ET L) disminuyeron durante el almacenamiento.
Asimismo, la bebida en cuanto a color, sabor, olor, textura y apariencia obtuvo una aceptabilidad
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sensorial media. El suero dulce de leche y el subproducto del jugo de naranja pueden ser
aprovechados como materias primas econdmicas para desarrollar nuevos productos alimenticios.

Palabras clave: bebida, bagazo de naranja, lactosuero.

Abstract

Currently, the cheese and juice agribusiness produce by-products such as whey and orange bagasse
that are discarded and wasted, causing environmental pollution. Due to the above, the objective of
this research was to develop a drink from sweet whey and orange bagasse. Physicochemical
parameters (pH, acidity, density and °Brix), nutraceutical quality (total phenolic compounds, total
flavonoids, DPPH and ABTS), chemical composition (protein, fat, fiber), microbiological quality
(aerobic mesophiles, coliforms, lactic acid bacteria, psychrophilic bacteria, fungi and yeasts)
rheological properties and sensory quality were evaluated. The results obtained of density (1.05 g
mL), °Brix (13.6), pH (4.8) and acidity (0.79 g L), microbiological and viscosity remained constant;
the values obtained in the chemical composition were shown in low percentages. The average content
of total phenols (2611.46 mg EAG L), antioxidant capacity DPPH (573.59 umol ET L) and ABTS
(5288.78 umol ET L) decreased during storage. Likewise, the beverage in terms of color, flavor,
smell, texture and appearance obtained a medium sensory acceptability. Sweet whey and the
byproduct of orange juice can be used as economic raw materials to develop new food products.

Keywords: beverage, orange bagasse, whey.

1. Introduccion

Los productos derivados de la leche de vaca son considerados una fuente importante de
nutrientes en poblaciones con acceso limitado a proteinas de origen animal (Parra Huertas, 2009;
FAOQ, 2023). Sin embargo, en la agroindustria del queso, el lactosuero es el principal subproducto del
proceso de transformacion de la leche en queso, que generalmente se desecha debido al alto costo o
falta de tecnologia de los productores para concentrarlo y realizar extraccion de los valiosos
nutrientes como proteinas, lactosa, lipidos y minerales. La producciéon de queso requiere en
promedio 10 litros de leche para producir 1 kg de queso, por lo que el lactosuero puede llegar a
representar poco mas del 90 % de subproducto en la industria del queso, ademas de que puede
representar hasta el 55 % de los nutrientes originales de la leche. Adicionalmente, podria utilizarse
como fuente de nutrientes o materia prima econdmica para producir otros alimentos con alto valor
nutricional (Parra Huertas, 2009; Yadav et al., 2015).

Otra agroindustria que genera muchos subproductos es la juguera, siendo la naranja (Citrus sinensis)
uno de los frutos con mas popularidad en los tltimos afios, se considera como una excelente fuente
de fitoquimicos con capacidad antioxidante. Sin embargo, después de la extraccién del jugo se
generan alrededor de 45-60 % de subproductos, que son desechados y desaprovechados como
fuentes de nutrientes (Fernandez-Lopez et al., 2009). Actualmente, la produccion anual de naranja en
el mundo supera los 86 millones de toneladas (Favela-Hernandez et al., 2016), mientras que en
México se producen cada afio cerca de 4 millones de toneladas. Ademas, la naranja posee vitamina
C, carbohidratos, minerales, fibra, compuestos fendlicos (acido galico, fertlico, cafeico y flavonoides)
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y carotenoides (Fernandez-Lépez et al., 2009; Favela-Hernandez et al., 2016; Chavan et al., 2018).
Algunos estudios mencionan del aprovechamiento de los subproductos de la naranja como fuente
de nutrientes en la alimentacién animal, extraccidon de pectina para su uso como aditivo alimenticio,
extraccion de aceite esencial y produccién de bioetanol (Chavan et al., 2018; Pacheco et al., 2018a),
pero pocos estudios reportan el uso de subproductos de naranja en férmulas como ingrediente o
aditivo alimenticio funcional y nutracéutico (Kumar et al., 2017).

El subproducto (cascara y bagazo) de la naranja por su alto contenido de fibra y fitoquimicos podria
ser aprovechado como ingrediente benéfico con la finalidad de desarrollar nuevos y variados
productos con efecto benéfico en el cuerpo humano con propiedades antioxidantes que ayuden a
prevenir enfermedades degenerativas como cancer, mejorar la microbiota intestinal, reducir
enfermedades intestinales, prevenir la obesidad, cancer de colon y diabetes (Fernandez-Lépez et al.,
2009; Favela-Hernandez et al., 2016; Pacheco et al., 2018b). Debido al interés de mejorar la calidad de
los alimentos con ingredientes de origen vegetal que puedan provocar efectos benéficos en el cuerpo,
mejorar la salud humana y disminuir los dafios ocasionados al medio ambiente por los subproductos
generados por la agroindustria, se planted la hipdtesis: una bebida formulada a partir de suero dulce
de leche y bagazo de naranja mantendra sus caracteristicas fisicoquimicas y nutracéuticas durante
su almacenamiento.

Por lo que, el objetivo del presente trabajo fue formular una bebida a partir de subproductos
agroindustriales (lactosuero y bagazo de naranja) y evaluar su calidad fisicoquimica, nutracéutica,
microbioldgica y reoldgica durante 21 dias, asi como su composiciéon quimica y propiedades
sensoriales al dia 1 de su realizacion. En la actualidad, no existen productos comerciales que utilicen
el lactosuero como ingrediente principal. Este componente lacteo solo se encuentra en formato de
polvo, siendo parte como ingrediente de ciertos suplementos alimenticios. Asimismo, la harina de
bagazo de naranja no forma parte de productos disponible en el mercado. Estos ingredientes podrian
ser utilizados para desarrollar productos mas saludables por sus propiedades nutricionales.
Ademas, su aprovechamiento contribuiria a una producciéon mas sostenible, promoviendo una
economia circular en la industria alimentaria.

2. Materiales y métodos

2.1 Preparacion de la harina de bagazo de naranja

Naranjas (Citrus sinensis L.) de la variedad Valencia fueron utilizadas en este estudio, las
cuales fueron obtenidas de la zona citricola de Nuevo Leén. Las naranjas fueron lavadas y
desinfectadas y posteriormente se extrajo el jugo con un exprimidor mecanico. El bagazo de naranja
(residuo de la extraccidn de jugo), estd compuesto principalmente por cascara, membranas y semillas.
Posteriormente, el bagazo se secé mediante la metodologia descrita por Durdn-Mendoza (2018), con
modificaciones. Se precalento la estufa a 60 °C, se introdujo el bagazo en un recipiente y se mantuvo
por 24 h, hasta peso constante. El bagazo seco fue pulverizado en un procesador de alimentos por 30
s y se tamizé a malla 40. El polvo obtenido se almacend en bolsas de plastico y fue refrigerado hasta
su uso.
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2.2 Formulacion de la bebida

El lactosuero, un efluente liquido resultante de la produccién de queso panela, se obtuvo del
Centro de Innovacion y Desarrollo de la Industria Alimentaria (CIDIA) de la UANL. Se realizaron
varias formulaciones ajustando los ingredientes para mejorar caracteristicas organolépticas,
quedando una formulacion final, que se muestra en la Tabla 1. Los ingredientes fueron mezclados en
una licuadora por 5 min, posteriormente se pasteurizé de acuerdo con la metodologia descrita por
Sady et al. (2013) a una temperatura de 80 °C por 15 min. Finalmente, la bebida se envasd en caliente
en frascos de vidrio y se almacen6 a 4 °C. A la bebida se le realizé la mediciéon de analisis
fisicoquimicos, compuestos fendlicos, actividad antioxidante, analisis microbioldgicos y de reologia
en los dias 1, 7, 14 y 21; para el analisis de composicion quimica y evaluacién sensorial se realiz6
solamente el dia 1.

Tabla 1. Lista de ingredientes de la bebida formulada a partir de subproductos agroindustriales.
Table 1. List of ingredients of the beverage formulated from agroindustrial by-products.

Ingredientes Formulacion (%)
Lactosuero 83.25
Leche de coco 7.5
Harina de bagazo de naranja 5
Azlcar 4
Goma guar 0.1
Goma xantana 0.1
Canela 0.05

2.3 Analisis Fisicoquimicos

Se llevo a cabo un analisis de la bebida, evaluando la densidad siguiendo la norma NOM-
155-SCFI1-2012. El contenido de solidos solubles totales (°Brix), se determind midiendo unas gotas de
la bebida directamente en un refractometro portatil (modelo Master-M 2313, marca ATAGO),
siguiendo el método descrito por Rodriguez-Salinas et al. (2021). El pH se midié mediante un
potenciometro introduciendo el electrodo directamente en la bebida, de acuerdo con la NOM-F-317-
5-1978. Finalmente, se determiné la acidez titulable, expresada como &cido lactico, siguiendo la
metodologia establecida en la NOM-155-SCFI-2012; para ello, se utilizd una alicuota de 20 mL de
muestra titulando con una solucién estdindar de NaOH 0.1 N, utilizando fenolftaleina como
indicador. Los analisis se realizaron por triplicado.

2.4 Composicion quimica

La composicion quimica de la bebida se analizé mediante métodos estandar de la Asociacion
de Quimica Analitica Oficial (AOAC, 2006). El contenido de nitrogeno se determiné con el método
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Kjeldahl (AOAC 930.29). El contenido de grasa se midié utilizando el método Soxhlet (AOAC 920.39).
El contenido de cenizas se evalud gravimétricamente (AOAC 14.006), y la fibra dietética total (TDF)
(AOAC 985.29); y el extracto libre de nitrogeno (carbohidratos disponibles) se midieron por la
diferencia de valores al 100 %.

2.5 Calidad microbioldgica

Se realizaron analisis de mesofilos aerobios y psicrofilos utilizando agar cuenta estandar,
variando la temperatura de incubacién de 37y 4 °C por 24 h, respectivamente (NOM-092-SSA1-1994).
El conteo de bacterias acido lacticas (BAL) mediante el uso del medio MRS, incubando las placas a 37
°C por 24 h. Para la determinacién de coliformes totales se realizo con el agar rojo bilis violeta (RVBA),
en incubacién de las placas a 37 °C durante 24 h (NOM-113-SSA1-1994). El agar papa dextrosa (PDA)
fue utilizado para la determinacién de hongos y levaduras incubandose a 25 °C por 24-48 h (NOM-
111-S5A1-1994). El conteo de los microorganismos se llevé a cabo por triplicado.

2.6 Contenido de compuestos fenolicos

El contenido de polifenoles y flavonoides totales, se evalué mediante la metodologia descrita
por Rodriguez-Salinas et al. (2021). Los polifenoles totales fueron calculados con una curva patron de
acido galico (0-200 mg L) y los resultados fueron expresados en miligramos equivalentes de acido
galico por litro (mg EAG L). Los flavonoides totales se calcularon con una curva de catequina (0-200
mg L) y se expresaron en miligramos equivalentes de catequina por litro (mg EC L1).

2.7 Capacidad antioxidante

La medicion de capacidad antioxidante se realizé con un equipo SP-830 Plus (Barnstead,
Turner, EUA), mediante los ensayos 2,2-difenil-1-picrilhidracilo (DPPH), Acido 2,2’-azinobis
(3etilbenzotiazolin)-6-sulfénico (ABTS) con la metodologia reportada por Rodriguez-Salinas et al.
(2021), con modificaciones. Las soluciones de trabajo fueron medidas a 517 nm (DPPH) y 734 nm
(ABTS) de longitud de onda. Los resultados fueron expresados en micromoles equivalentes de Trolox
por litro (umol ET L), respectivamente, con una curva de Trolox (0-500 pumol L1).

2.8 Propiedades reologicas

Las propiedades reoldgicas de la bebida se realizaron mediante una prueba rotacional
utilizando un reémetro ReolabQC (Anton Paar, Graz, Australia) segin la metodologia de Gallardo-
Rivera et al. (2021). El coeficiente de consistencia (K) y el indice de comportamiento de flujo (n) de la
bebida se obtuvieron en funcion de la velocidad de corte (1-100 s) utilizando la geometria C-CC39
a una temperatura de 25 °C.
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2.9 Evaluacion sensorial

La evaluacion sensorial se realizé basada en estudios previos reportados por Faisal et al.
(2017), Rodriguez-Basantes et al. (2020) y Gallardo-Rivera et al. (2021). El estudio se realizé mediante
una prueba afectiva de la bebida, evaluada por una prueba hedénica basada en la percepcion general
de cinco atributos: apariencia, color, olor, sabor y textura con 32 panelistas no entrenados, en un
rango de edad de 18-24 afios, ambos sexos, formado de estudiantes de licenciatura de la Facultad de
Agronomia de la UANL. Los panelistas evaluaron cada atributo con un cédigo generado en una
escala del 1 al 5, siendo 1 = "me disgusta mucho", 2 = "me disgusta ligeramente", 3 = "no me gusta, ni
me disgusta", 4 = "me gusta ligeramente" y 5 = "me gusta mucho". La muestra fue presentada en vasos
transparentes con capacidad de 15 mL.

2.10 Analisis estadistico

Cada analisis de la bebida se realizé por triplicado. Los datos obtenidos se sometieron a un
analisis de varianza de un factor (ANOVA) para determinar si existian diferencias estadisticamente
significativas (p < 0.05) (5 %). Posteriormente, se llevé a cabo una prueba de Tukey, utilizando el
software estadistico Minitab (versidon 14). Los resultados se expresan como media + desviacion
estandar.

3. Resultados y discusion
3.1 Analisis fisicoquimicos

Los parametros fisicoquimicos de la bebida durante el almacenamiento se muestran en la
Tabla 2. La densidad de la bebida fue constante durante su almacenamiento con valores que
fluctuaron entre 1.04 a 1.07 g mL'. Asimismo, el contenido de sélidos totales (°Brix) presento
diferencia significativa en el dia 1 con el dia 21, con valores entre 12.67 - 14.33 °Brix. El pH se mantuvo
en 4.7, s6lo en el dia 7 subio a 5.0, sin diferencia estadistica. Lo anterior indica que un proceso de
pasteurizacion aplicado correctamente a una bebida elaborada con lactosuero no altera los valores
de pH (Rodriguez-Salinas et al., 2021). El pH puede mantenerse sin cambio por un periodo de
almacenamiento de hasta 21 dias mientras no exista la presencia de microorganismos que puedan
fermentar la lactosa e incremente la presencia de acido lactico (Gavilanes et al., 2018).

Por otro lado, la acidez si mostrd diferencia estadistica con valores de 0.66 - 0.87 g L-! con el mayor
valor de acidez en el dia 1 y el menor el dia 21. Los resultados de acidez concuerdan con lo reportado
por Souza et al. (2020), quienes obtuvieron valores promedio de 0.80 a 0.81 en bebidas elaboradas
con lactosuero. En este caso, el resultado de la disminucion de la acidez se podria atribuir a la
disminucion del acido ascérbico (vitamina C) por causa del almacenamiento (Del Caro et al., 2004;
Sady et al., 2013), ya que este acido es muy susceptible a la oxidacién frente a reacciones enzimaticas,
presencia de compuestos metalicos, fotosensibilidad, asi como contribuir al pardeamiento no
enziméatico (Maillard) en presencia de grupos amino (Rai et al., 2008; Ilame y Singh, 2018), como los
que se encuentran en abundancia en el lactosuero (Gupta y Prakash, 2017).
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Tabla 2. Parametros fisicoquimicos de la bebida formulada a partir de subproductos agroindustriales respecto al tiempo.
Table 2. Physicochemical parameters of the drink formulated from agroindustrial by-products with respect to time.

Densidad

Dia (g mLY) °Brix pH Acidez (g L?)
1.07 £0.028 12.67 £ 0.62 4.7+0.1° 0.87 + 0.052
7 1.06 £0.018 13.67 + 0.6 5.0+£0.22 0.84 + 0.052
14 1.05%£0.018 13.67 + 0.6 4.7 £0.22 0.78 + 0.05%®
21 1.04 £0.012 14.33 +0.6° 47+0.22 0.66 + 0.05°

Media + desviacion estandar, n=3. Letras diferentes en la misma columna indican diferencia estadistica (p
<0.05) segtin Tukey.

3.2 Composicion quimica

Los resultados de composicion quimica de la bebida son mostrados en la Tabla 3. Segun el
método utilizado en la produccién del queso influye directamente en la composicién quimica del
lactosuero; siendo el componente principal el agua (90-92 %), el resto (8-10 %) esta compuesto de
lactosa (60-80 %) y proteinas (10-20 %), otros componentes minoritarios que se pueden encontrar son
vitaminas, minerales, acido lactico, oligoelementos y grasas (Pacheco et al., 2017). Pires et al. (2021),
compararon la composiciéon quimica del lactosuero de varios mamiferos, encontrando que el de
bovino contiene de 4.2 - 5.0 % de lactosa, proteina 0.7-0.9 % y grasas 0.1 - 0.8 %. Aun, cuando el
contenido de proteina es minimo, se consideran de alto valor bioldgico (por la presencia de
aminodcidos azufrados, lisina y triptéfano), igualmente posee minerales importantes como potasio,
ademas de calcio, sodio, magnesio y fésforo (Gavilanes et al., 2018). Rodriguez-Gonzalez et al. (2020),
formularon y evaluaron bebidas fermentadas de lactosuero mediante la adicion de salvado de trigo
y pulpa de guayaba, siendo la bebida con mejor resultado la que tenia 79.5 % de lactosuero, cuya
composicion quimica fue 84.65 % de agua, 0.47 % de cenizas, 0.63 % de proteina, 0.10 % de grasa y
11.78 % de hidratos de carbono; estos valores son cercanos a la bebida que se formul6 en esta
investigacion.

Tabla 3. Composicion quimica de la bebida formulada a partir de subproductos agroindustriales.
Table 3. Chemical composition of the drink formulated from agroindustrial by-products.

Porcentaje (%)

Humedad Cenizas Proteina Grasa Fibra *ELN
cruda cruda cruda

Bebida
84.0+0.1 0.02+0.0 0.05+0.0 0.07 £ 0.0 0.2+0.1 15.66 + 0.1

Media * desviacion estandar, n=3.*ELN: Extracto libre de nitrdgeno esta formado principalmente por carbohidratos.
3.3 Calidad microbioldgica

Se evalu6 la calidad microbioldgica de la bebida a lo largo de 21 dias. En la bebida no se
detectd presencia de los microorganismos analizados (mesofilicos aerobios, coliformes totales,
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hongos y levaduras, bacterias acidolacticas y bacterias psicrofilas). Actualmente, en la legislaciéon no
hay una norma que establezca la calidad sanitaria de bebidas a base de lactosuero, sin embargo, la
NOM-173-SE-2021, menciona en sus denominaciones a "bebidas no alcohdlicas con contenido de
vegetal o fruta u hortaliza", pero no indica especificaciones sanitarias; mientras, la NOM-218-SSA1-
2011, en sus definiciones a "bebida saborizada no alcohdlica", en especificaciones microbioldgicas
indica como limite maximo mesofilicos aerobios en 50 UFC/g o mL y coliformes totales 10 NMP/mL
o g. En la cuenta microbioldgica no se detectd crecimiento para los microrganismos analizados, lo
que nos indica una estabilidad y asegura que durante la vida de anaquel de la bebida no muestre
indicios de deterioro o alteraciéon microbiologica.

3.4 Compuestos fendlicos y actividad antioxidante

El contenido de compuestos fendlicos totales (CFT) mostr6 una disminucién durante los dias
de almacenamiento. Los dias de evaluaciéon mostraron diferencia estadistica con valores que
oscilaron de 1762.42 - 3144.24 mg EAG L, con el menor valor observado en el dia 21 y mayor en el
dia 1 de almacenamiento. Los resultados mostraron degradacion de compuestos fendlicos con
valores que disminuyeron del 0.8 % en el dia 7 hasta 43 % en el 21 dia de almacenamiento (Tabla 4).
La disminucién de compuestos fendlicos por almacenamiento concuerda con lo reportado por Del
Caro et al. (2004), quienes reportaron mas del 50 % de disminucidn de compuestos fenélicos en jugos
de naranja almacenados a 4 °C en 15 dias, asi con lo reportado por Sady et al. (2013), quienes
reportaron una disminucion de compuestos fendlicos de hasta 62 % en 6 meses 'y 73 % a los 12 meses
de almacenamiento en bebidas de jugo de naranja combinado con lactosuero. Estos autores,
mencionaron que las condiciones de almacenamiento, tipo de envase, temperaturas y tratamiento
previo al almacenamiento son un factor importante en la degradacién de los compuestos fenolicos.
Los resultados del contenido de compuestos fendlicos en la bebida se atribuyen principalmente a los
extractos de naranja debido a que el lactosuero no interfiere con la deteccién de CFT por la débil (no
covalente) interaccion polifenol-proteina (Baba et al., 2016).

Tabla 4. Evaluacion de compuestos fenolicos y actividad antioxidante de la bebida formulada a partir de subproductos
agroindustriales respecto al tiempo.

Table 4. Evaluation of phenolic compounds and antioxidant activity of the drink formulated from agroindustrial by-products
with respect to time.

C t .
Dia ?;Eg:;izsos Flavonoides DPPH ABTS
mg EAG L1 mg EC L? pmol ET L umol ET L*
1 314424 + 233542 ND 112156 + 400.11° 559037 + 556.15°
7 3116.96 + 274.28° ND 631.67 + 164.15 5286.67 + 957,622
14 244424 + 84.46b ND 276.11 + 85,53 5405.19 + 533.958
21 1762.42 + 68.23° ND 265.00 + 100.00° 4872.85 + 1160.11°

Media + desviacion estandar, n=3. Letras diferentes en la misma columna indican diferencia estadistica (p<0.05) seglin
Tukey. ND: No detectado. mg EAG/L: miligramos equivalentes de acido galico por litro; mg EC/L™: miligramos
equivalentes de catequina por litro; pmol ET L % micromoles equivalentes de Trolox por litro.
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Los citricos poseen flavonoides como: hesperidina, naringenina, luteolina, neohesperidina,
isosakuranetina, eriodictoil, luteina, epicatequina, catequina (Caristi ef al., 2006; Gattuso et al., 2007;
Kumar et al., 2017; Singh et al., 2020; Wedamulla et al., 2022). Sin embargo, en la presente
investigacién, los flavonoides totales no fueron detectados, lo anterior puede deberse a que los
flavonoides en citricos se encuentran principalmente de forma glicosilada (unidos a un aztcar)
(Fernandez-Lopez et al., 2009; Favela Hernandez et al., 2016), debido a su naturaleza hidrofilica
(soluble en agua) (Caristi et al., 2006; Gattuso et al., 2007; Singh et al., 2020), lo que podria dificultar
su deteccion. Lo anterior descrito, puede atribuirse a la técnica utilizada en el experimento para
deteccion de flavonoides. La reaccion de AICI-NaNO2-NaOH, puede ser afectada en la formacion
de complejos metalicos del flavonoide con el Al si existe bloqueo en los grupos hidroxilo de los
carbonos 3, 5, 3’0 4’, lo que disminuye su deteccion (Caristi ef al., 2006; Gattuso et al., 2007; Mammen
y Daniel, 2012; Rodriguez-Salinas ef al., 2021).

Los resultados de capacidad antioxidante en DPPH mostraron diferencia estadistica entre los dias
de andlisis con valores que variaron de 265.00 a 1121.56 pmol ET L-!, con menor valor observado el
dia 21 y el mayor el dia 1. La pérdida de capacidad antioxidante disminuy6 del 100 % considerada
en el dia 1 hasta el 23 % en el dia 21, lo que indica el 77 % de la pérdida de la capacidad antioxidante
de la bebida debido al almacenamiento. Por otro lado, los valores en ABTS variaron de 4872.85 a
5590.67 pumol ET L, con menor valor el dia 21 y el mayor en el dia 1, observandose una ligera
disminucion durante el almacenamiento. Sady et al. (2013), mencionaron que la disminucién de la
capacidad antioxidante de extractos de naranja almacenados durante varios dias se puede atribuir a
la degradacion de vitamina C, compuestos fendlicos y carotenoides. También mencionaron que el
DPPH en comparaciéon con el ABTS, tiene mayor sensibilidad para deteccion de compuestos
antioxidantes hidrosolubles como la vitamina C.

3.5 Analisis reoldgico

La Tabla 5, muestra los resultados obtenidos de la reologia de la bebida donde se midi6 el
coeficiente de consistencia (K) e indice de comportamiento de flujo (n) respecto al tiempo; la bebida
mostré un comportamiento pseudoplastico (n<1), de acuerdo con la Ley de Potencia. No se
observaron diferencias significativas respecto al tiempo, observandose que la viscosidad de la bebida
no presenté cambios durante los 21 dias del estudio. Pacheco et al. (2017), estudiaron el
comportamiento reoldgico del lactosuero y distintos tipos de leche en la elaboracion de bebidas
lacteas fermentadas, observando que al modificar la cantidad de suero en la bebida y tipo de leche
hay variabilidad en los valores de indice de comportamiento de flujo (n) e indice de consistencia (K),
posiblemente debido a que el contenido de grasa proveniente de la leche y la adicion del suero
influye en el contenido de fosfatos, calcio y proteina. La formulacion de la bebida estudiada en esta
investigacién, estuvo compuesta de un 80 % de lactosuero, aun cuando es el ingrediente mayoritario,
mantuvo su estabilidad respecto al tiempo (21 dias).
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Tabla 5. Propiedades reolégicas de la bebida formulada a partir de subproductos agroindustriales respecto el tiempo.
Table 5. Rheological properties of the beverage formulated from agroindustrial byproducts with respect to time.

Dia K (Pas) n
1 1.295 + 0.146° 0.416 + 0.036 2
7 1.178 + 0.161° 0.459 + 0.0292
14 0.946 + 0.1882 0.486 + 0.056 2
21 1.238 + 0.075° 0.446 + 0.0102

Media + desviacion estandar, n=3. Letras diferentes en la misma columna indican diferencia estadistica (p<0.05) segun
Tukey. ND: No detectado. K: Coeficiente de consistencia, n: indice de comportamiento de flujo

3.6 Evaluacion sensorial

Los resultados de la evaluacidn sensorial se observan en la Fig. 1. Los valores obtenidos de
los diferentes atributos de la bebida (color, sabor, olor, textura y apariencia) fueron de 3 y 4, que
significa "no me gusta, ni me disgusta” y "me gusta ligeramente", respectivamente. Varios estudios
se han realizado para aprovechar el lactosuero en la elaboracion de bebidas fermentadas obteniendo
aceptabilidad en los productos, en adiciéon a que, el suero posee propiedades saludables y
nutricionales, siendo un gran ingrediente disponible para elaborar bebidas e importante para mitigar
la sed (Faisal et al., 2017; Skryplonek et al., 2019; Rodriguez-Basantes et al., 2020; Rodriguez-Gonzalez
et al., 2020). No obstante, los resultados obtenidos en este estudio, sugieren la necesidad de
reformular la bebida para mejorar su perfil sensorial y aumentar su atractivo para los consumidores.

Grafica 1. Evaluacion sensorial de la bebida formulada a partir de subproductos agroindustriales.
Graph 1. Sensory evaluation of the beverage formulated from agroindustrial by-products.
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4. Conclusiones

El desarrollo y estudio de esta bebida representa un posible avance en la generacién de
productos lacteos, resaltando la importancia de aprovechar los subproductos de la industria
alimentaria como el lactosuero y el bagazo de naranja para reducir su desperdicio. Los valores
fisicoquimicos (densidad, pH, °Brix y acidez), la calidad microbiolégica y viscosidad de la bebida se
mantuvieron estables durante los 21 dias del estudio. La combinacién de lactosuero y bagazo de
naranja en esta bebida mostré la presencia de compuestos fendlicos y capacidad antioxidante
observandose una disminucién durante el almacenamiento, evidenciando una oportunidad de
busqueda de opciones para la estabilidad de estos compuestos en la bebida para evitar su
disminucion. Si bien, la bebida presentd atributos sensoriales prometedoras, ubicaindose en una
preferencia en rango moderado entre 3 y 4 equivalentes a "no me gusta, ni me disgusta” y "me gusta
ligeramente", respectivamente, estos hallazgos sugieren oportunidades de ajustes en la formulacion,
para generar una respuesta mas favorable por parte de los posibles consumidores. Estos resultados
proporcionan una posible guia para futuras investigaciones en el desarrollo de bebidas a partir de
fuentes alternativas que beneficien tanto, el medio ambiente como al consumidor, promoviendo una
economia circular.
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Abstract

Oxidation of meat products limits their quality and shelf life and is prevented by antioxidant
additives. Natural ingredients rich in antioxidants are proposed as an alternative to these additives.
In this study, the antioxidant effect of an aqueous extract of black garlic, as a natural ingredient rich
in polyphenols, was evaluated in pork patties. 20 ml of extract, obtained from a homogenate
prepared with one-part garlic and three parts water, was used per kg of patty in combination with
three levels of ascorbic acid (from 0.125 to 0.5 g/kg). The effect of different combinations to prevent
discolouration in raw patties and lipid oxidation stability in cooked patties during aerobic
refrigerated storage was tested. The use of black garlic extract darkened the patties and increased
the red and yellow indices. Ascorbic acid potentiated the antioxidant effect of black garlic in cooked
patties and vice versa. The black garlic extract combined with ascorbic acid, even in an amount four
times lower than that commonly used in the meat industry, was the treatment with the highest
antioxidant effect.

Keywords: natural antioxidant, patty, meat quality, black garlic, shelf life
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Resumen

La oxidacién de los productos carnicos limita su calidad y vida dtil y se evita mediante aditivos
antioxidantes. Como alternativa a estos aditivos, se propone el uso de ingredientes naturales ricos
en antioxidantes. En este estudio, se evalud el efecto antioxidante de un extracto acuoso de ajo negro,
como ingrediente natural rico en polifenoles, en hamburguesas de cerdo. Se utilizaron 20 ml de
extracto, obtenido de un homogeneizado preparado con una parte de ajo y tres de agua, por kg de
hamburguesa en combinacién con tres diferentes niveles de acido ascdérbico (entre 0,125 a 0,5 g/kg).
Se comprobo el efecto de las distintas combinaciones para prevenir la decoloracion en las
hamburguesas crudas y la estabilidad de la oxidacion lipidica en las hamburguesas cocinadas
durante el almacenamiento aerobico refrigerado. El uso de extracto de ajo negro oscurecié las
hamburguesas y aumento6 los indices de rojo y amarillo. El 4cido ascérbico potencid el efecto
antioxidante del ajo negro en las hamburguesas cocidas y viceversa. El extracto de ajo negro
combinado con acido ascOrbico, incluso en una cantidad cuatro veces inferior a la utilizada
habitualmente en la industria carnica, fue el tratamiento con mayor efecto antioxidante.

Palabras clave: antioxidante natural, hamburguesa, calidad de carne, ajo negro, vida atil.

1. Introduction

One of the limiting factors in the quality of meat and meat products is lipid auto-oxidation
(Morrissey et al., 1998). This oxidation is an irreversible process that occurs by a chain reaction
mechanism mediated by the formation of free radicals. The initiation of this reaction and its extent
over a given time depends on a balance between pro-oxidant and antioxidant factors in the product
and the environment (Choe and Min, 2006). In the autoxidation process, peroxides and secondary
oxidation compounds of low molecular weight are generated, and chemical changes occur in proteins
such as cross-linking or oxidation of metals such as iron bound to myoglobin. As a result, the sensory
attributes of the meat are altered, and potentially toxic compounds such as free radicals or cholesterol
oxides are formed (Morrissey et al., 1998; Sampels, 2013). In response to this alteration process, meat
processing can resort to the use of antioxidant additives, which are substances that, at low
concentrations, prevent or avoid oxidative damage to specific molecules by scavenging reactive
oxygen species (ROS), enhancing biological antioxidant defences or inhibiting ROS production
(Khlebnikov et al., 2007).

Research and the food industry are actively working on incorporating antioxidant-rich natural
ingredients derived from condiments, spices, fruits, vegetables or seeds containing polyphenols or
other bioactive compounds (Karre et al., 2013; Falowo ef al., 2014; Shahidi and Ambigaipalan, 2015).
Antioxidant compounds encompass a wide range of sources, including conventional and non-
conventional edible materials and by-products such as fruit peels, seeds, and medicinal herbs. The
most frequent bioactive compounds with antioxidant power present in plants are phenolic
compounds, although there are also other natural antioxidant compounds such as non-phenolic
terpenoids, vitamins, metal-chelating ions, proteins and peptides (Falowo et al., 2014). In addition to
their antioxidant properties, antioxidant-rich ingredients could contribute to the nutritional
improvement of foods, including meat products, by providing fibre, vitamins or minerals (Falowo
et al., 2014), as well as antimicrobial compounds (Hygreeva et al., 2014). However, on the other hand,
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dietary phenolic compounds can exert a negative impact on the digestion processes such as enzyme
inhibition (Cirkovic Velickovic and Stanic-Vucinic, 2018).

Black garlic is the result of the transformation or blackening of common garlic through the Maillard
reaction. Its use as a food ingredient or for medical purposes dates to ancient times in regions of the
Asian continent. Kimura et al. (2017) reported that the consumption of black garlic as a condiment in
culinary preparations or for direct consumption is spreading and that it is associated with functional
antioxidant, anti-inflammatory, anti-cancer or anti-diabetic properties, indicating its beneficial
health properties.

To obtain the black garlic, fresh garlic is kept at a constant temperature of 45-70 °C with a relative
humidity of 70-80 % for a variable period of time, usually between 15-40 days, after which it is cooled
and dried for approximately one week (Dewi and Mustika, 2018). The process results in a product
with 40-50 % moisture content, a mild aroma, and a tender and creamy texture. It has been
determined that the optimal ageing period for garlic to maximise its antioxidant capacity is 21 days
(Choi et al., 2014). Black garlic is a stable product at room temperature, with a shelf life of about 18
months, provided the storage conditions are appropriate (dry, cool and away from light).

The use of black garlic as an antioxidant ingredient in meat derivatives has scarcely been studied. In
recent studies (Lee ef al., 2019; Barido et al., 2022; Santos et al., 2024), it has been found that the use of
black garlic in meat patties revealed a significant lipid antioxidant effect. The antioxidant effect has
been attributed to active compounds such as reducing sugars resulting from enzymatic hydrolysis
flavonoids, polyphenols, alkaloids, S-allyl-cysteine, and some of the Maillard reaction intermediates,
i.e. 5-hydroxymethylfurfural (Choi et al., 2014; Yuan et al., 2016; Kimura et al., 2017). This effect could
be comparable or synergistic with that of ascorbic acid, an antioxidant additive commonly used in
the meat industry.

This study aimed to assess the impact of combining black garlic with ascorbic acid, a commonly used
antioxidant additive in the meat industry, on lipid oxidation and colour stability in pork patties
stored under aerobic conditions.

2. Materials and methods

2.1 Experimental design

The study comprised two main phases: an in vitro analysis and an in-situ application. In the in
vitro part, the antioxidant capacity of a black garlic aqueous extract was evaluated by determining
the total polyphenol content and performing the 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) test. The
antioxidant capacity of the garlic extracts obtained by the DPPH test was compared with that of two
antioxidant additives used in the food industry: ascorbic acid and butylated hydroxytoluene (BHT).
In the in-situ phase, the focus was on assessing the colour stability of raw pork patties and the
oxidative stability of lipids in cooked pork patties containing different levels of the black garlic
extract combined with different amounts of ascorbic acid, during a six-day period of aerobic
refrigerated storage. The colour stability was determined by measuring the change in instrumental
colour, and the oxidative stability of lipids was determined by changes in the concentration of
thiobarbituric acid reactive substances (TBARS) as an indicator of lipid peroxidation.
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2.2 Preparation of the black garlic extract and patties

Two samples of black garlic were purchased at the local market. The garlic cloves were minced
with a domestic food processor, and 25 g of minced garlic was mixed with 75 g of distilled water
with an Ultraturrax T18 IKA Werke (Staufen, Germany) for 2 min at 13,500 revolutions per minute.
The pH was then adjusted with 0.1 M NaOH to 7.0 and centrifuged for 25 min at 12,000 rpm with a
Beckman J2-21 centrifuge (Palo Alto, U.S.A). The supernatant was first filtered through a Whatman
No. 1 filter (Darmstadt, Germany) and then through a 0.45 mm pore size polytetrafluoroethylene
filter (Membrane Solutions, LLC, Auburn, WA, USA).

Frozen pork loin meat purchased from a local market produced the patties. A 2 kg meat piece was
thawed for 48 h at 4 °C, minced in a Mainca mincer (Mainca PM-12; Granollers, Spain) with a 6 mm
plate, salt was added at a rate of 15 g/kg and mixed by hand for 6 min. The different patties were
prepared in duplicate (two batches, each prepared on different days). Two sets of patties were
prepared inside each replication, one with each sample of black garlic purchased. Five treatments
(formulations) were prepared for each set (Table 1): i) a control sample without added antioxidants;
ii) a formulation containing 2 % (v/w) black garlic extract, attempting to use a high quantity without
compromising sensory characteristics (Augustynska-Prejsnar et al. 2024); iii) patties with 2 % (v/w)
of an ascorbic acid solution (25 mg/mL), a level commonly used in the food industry (0.5 mg ascorbic
acid/kg patty); and iv-vi) formulations combining 2 % (v/w) black garlic extract with 2 % (v/w)
ascorbic acid with low (6.25 mg/mL), medium (12.5 mg/mL), and high (25 mg/mL) concentrations,
respectively.

Tabla 1. Formulaciones de hamburguesas y cantidades de antioxidantes para cada tratamiento experimental.
Table 1. Patty formulations and amounts of antioxidants for each experimental treatment

Amounts used Concentration
(g or m1/100 g of patty mix) (g/kg of patty mix)
Meat+salt Water  Ascorbic acid Black garlic Black garlic Ascorbic

solution extract (g)* acid

CON 90 10 0 0 0 0
Ascn 90 8 2 0 0 0.5

BG 90 8 0 2 5 0
BG+Ascal 90 6 2 2 5 0.12
BG+Ascm 90 6 2 2 5 0.25
BG+Asch 90 6 2 2 5 0.5

CON: control treatment; Asch: patty to which a 25 mg/mL ascorbic acid solution was added; BG: patty containing
black garlic; BG+Asc: patty containing black garlic and a 6.25 mg/mL ascorbic acid solution: BG+Ascm: patty
containing black garlic and a 12.5 mg/mL ascorbic acid solution; BG+Ascn: patty containing black garlic and a 25
mg/mL ascorbic acid solution.

* g equivalents, i.e. grams of black garlic to prepare the amount of garlic extract needed to produce 1 kg of patty
mixes.

Two patties, 80 g, 5-6 cm diameter and 1.3-1.6 cm thick patties covered with cellophane plastic were
prepared for each treatment and set. One of the patties was used for colour determination, which
was determined on the day of the patty forming (day 1) and after 6 days of refrigerated storage (day
7). The other patty was vacuum packaged, cooked for 40 min at 70 °C, removed from the packaging
and used for TBARS determination just after cooking (day 1) and after six days of storage (day 7).
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Raw and cooked samples were stored in plastic trays covered with polyethylene cling film at 4 °C
under darkness.

2.3 Polyphenol content and antioxidant activity of black garlic extract

The total polyphenol content of the garlic extracts was performed, in duplicate, by the Folin-
Ciocalteu test following the indications described by Musci and Yao (2017). 0.25 mL of a 1/50 (v/v)
aqueous dilution of garlic extract was added to 1 mL of 0.2 M Folin-Ciocalteu reagent, the mixture
was shaken and kept for 5 min at room temperature (20 °C) in the dark. Then 1 mL of a 10 % (w/v)
Na2COs solution was added, stirred and kept in the dark for 60 min. Finally, the absorbance of the
sample was determined at 765 nm in a Miltonroy spectrophotometer (Spectronic 40, Ivyland, USA).
Quantification was performed using gallic acid standard solutions. The results were expressed as
mg gallic acid equivalents/L of black garlic extract.

The DPPH test was carried out in duplicate, according to Habinshuti ef al. (2019). A 1/800 dilution of
black garlic extracts (v/v) was prepared, and 1 mL of each dilution was mixed with 2.0 mL of a
solution of DPPH (0.1 M) in ethanol. The mixture was vortexed and kept in the dark for 20 min at
room temperature (22 °C). The absorbance was read at 517 nm using a Miltonroy spectrophotometer
(Spectronic 40, Ivyland, USA). The absorbance of control with 1 mL of distilled water and 2 mL of
DPPH solution was also determined. The colour reduction in percentage was calculated as a measure
of reducing activity (%) = [blank A517 - sample A517) / blank A517]x100. Sample A517 represents
the absorbance of the sample solution and blank A517 represents the absorbance of 1.0 mL of water
mixed with the DPPH solution. Furthermore, the antiradical capacity of ascorbic acid and BHT was
determined from 5 and 10 mg/L ethanol dilutions, respectively. One mL of each solution was mixed
with 2 mL of the DPPH solution, and the colour reduction was compared against the blank. Finally,
the antioxidant capacity of the extracts was compared with that of the ascorbic acid and BHT
solutions, obtaining the equivalent reducing capacity of the garlic extract (1 mL of extract) to 1 mg
of ascorbic acid or 1 mg of BHT.

2.4 Patty quality measurements

Colour determination was carried out in duplicate with a CM-700d colorimeter (Konica-Minolta,
Oxaca, Japan) in specular component included (SCI) mode, illuminant D65, measuring aperture 11
mm and observer angle 10°. Colour was expressed in the coordinates of lightness, L*; red index, a*;
and yellow index, b* (AMSA, 2012).

The TBARS test was carried out in duplicate following Nam and Ahn (2003). Half of each cooked
patty was minced with a domestic mincer, 2 g were taken, to which 20 mL of water was added,
homogenized for 1 min at 9,500 rpm with an IKA Ultra-turrax (Staufen, Germany) and filtered with
a strainer into a beaker. Then 1 mL of homogenate was placed into a tube, 50 uL of a solution of BHT
in 7.2 % (w/v) ethanol was added, and the mixture was shaken, and 2 mL of 20 mM thiobarbituric
acid in a 15 % (w/v) trichloroacetic acid solution was added and shaken again. The tubes were then
placed in a water bath for 20 minutes at 80 °C. After this time, the tubes were cooled in a water bath
and then centrifuged for 20 minutes at 3000 rpm and 5 °C using a Beckman centrifuge model ]J2-21
(Palo Alto, U.S.A). Finally, the absorbance of the supernatant was measured at 531 nm in a
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spectrophotometer. In addition, a series of standards were prepared to make a calibration curve from
a stock solution of tetraethoxypropane (TEP) 3 x 105 M, which were analyzed following the steps
described above, omitting filtration and centrifugation.

2.5 Statistical analysis

The mean values obtained from the analytical replicates of patty characteristics (colour and
TBARS) were analyzed by univariate analysis of variance (general linear model; software SPSS v.26;
IBM, Somers, NY, USA). Treatment and time were used as fixed factors, and garlic type as a random
factor. When the analysis was significant (P<0.05), a pairwise analysis was carried out with the
posthoc Tukey test to assess differences between treatments within the same day or days within a
treatment (P<0.05).

3. Results and discussion

3.1 Polyphenol content and antioxidant activity of black garlic extract

The antioxidant potential of natural antioxidants depends on the polyphenol content. However,
total polyphenol content has limitations in predicting antioxidant capacity, as the antioxidant
activity of polyphenolic compounds will depend on their chemical structure (Sang et al., 2002). Table
2 shows the polyphenol content of the black garlic used in the experiment. In addition, several
studies have shown how the ageing process to which fresh garlic is subjected to obtain black garlic
has an impact on the polyphenol content, leading to an increase in polyphenols (Kimura et al., 2017,
Choi et al., 2014). The amounts obtained in this study are lower than those of Toledano-Medina et al.
(2016), who found 2-4 times higher amounts. The variability between studies may be due not only
to the variety or maturity of garlic (Skrovankova et al., 2018), but also to the extraction method.

Tabla 2. Contenido en polifenoles solubles y capacidad antioxidante de un extracto acuoso de ajo negro (BG)
comparado con el del acido ascérbico (Asc) y el hidroxitolueno butilado (BHT).

Table 2. Soluble polyphenol content and antioxidant capacity of a black garlic aqueous extract (BG) compared
to that of ascorbic acid (Asc) and butylated hydroxytoluene (BHT)

Mean * standard deviation

n=2)
Polyphenol content$ 408 +116
Antioxidant capacity of BG extract compared to Asc 0.480 £ 0.100
Antioxidant capacity of BG extract compared to BHT* 0.169 £ 0.036

$ expressed as mg gallic acid equivalents/L black garlic extract (prepared from 25 g of garlic and 75 ml of
water)

& expressed as mL of garlic extract with an antioxidant capacity equivalent to 1 mg of ascorbic acid as determined
with the 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl method.

Table 2 also shows the antioxidant (antiradical) capacity of garlic extracts relative to the antioxidant
capacity shown by ascorbic acid and BHT, two antioxidants used in the food industry. Overall, the
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results show that 0.48 and 0.17 mL of garlic extract showed an anti-radical effect equivalent to 1 mg
of ascorbic acid and BHT, respectively. The antioxidant effect of black garlic has been mainly
attributed to polyphenols and the compound S-allyl-cysteine, derived from alliin (Toledano-Medina
et al., 2016). These authors compared the antiradical activity of fresh and black garlic using the DPPH
method and found that the activity of black garlic was about 10 times higher than that of fresh garlic.

3.2 Patty quality measurements (colour and lipid oxidation)

The CIELAB colour parameters of the patties with different formulations are shown in Table 3.
Treatment significantly affected the brightness of the patties, but time showed no significant effect.
Considering the mean L* values of both days, the use of black garlic decreased the brightness
compared to the control patties, with significant differences being observed when the addition of
garlic was accompanied by medium or high values of ascorbic acid. This tendency can be attributed
to the black hue of black garlic.

The redness index (a*) of the patties was significantly affected by treatment, storage and the
interaction between the above factors was also significant. On day 1 of storage, the addition of garlic
together with medium and high amounts of ascorbic generated a more intense red colour than the
control patties. It appears that black garlic has some synergy with ascorbic acid in the reddening of
the patties, which could be considered advantageous from a colour acceptance point of view. In
potential agreement, in a previous study, Augustynska-Prejsnar et al. (2024) found that the addition
of black garlic in amounts of 2 % in meat products made with minced meat (higher than the amount
used in this study) improved their sensory acceptability. However, sensory acceptability in terms of
colour, flavour and overall acceptability dropped with amounts higher than 4 %.

Overall, with storage time, the value of a* in the patties tended to increase. This increase might be
attributed to water increased oxymyoglobin concentration due to water evaporation from the patty
surface during storage or increased oxygen penetration (Callejas-Cardenas et al., 2014). This increase
in a* indicates that the eventual oxidation of the meat pigment due to oxidation reactions leading to
discolouration was more than compensated by water evaporation or oxygen diffusion. However, the
reddening was not as marked in either patty, being more marked and significant in the CON patties,
those to which black garlic was added and those to which black garlic with high ascorbic acid was
added. After seven days of storage, however, no significant differences were observed between the
control and any of the other treatments, but it was observed that the addition of ascorbic acid to the
patties with black garlic made the patties redder than the patty with black garlic and no ascorbic
acid.

Concerning the yellowness index (b*), the addition of black garlic produced an increase compared
to the CON patty and with ascorbic acid, which was significant when the addition of black garlic
was accompanied by ascorbic acid and more evident after 7 days of refrigerated storage. The storage
time had no influence on this colour coordinate.
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Tabla 3. Efecto del tratamiento y del tiempo de almacenamiento refrigerado en el color de las hamburguesas
crudas (medias y desviaciones estandar).
Table 3. Effect of treatment and refrigerated storage time on the colour of raw patties (means and standard

deviations)
Storage P-level

Day 1 Day 7 Mean value Treatment Day  Treatment

(n=4) (n=4) x day
L*
CON 45.2+0.6 45.4+0.1 45.28+2.502
Ascn 45.6+0.9 45.7+0.4 45.68+2.442
BG 41.7+3.5 43.6+5.4 42.65+2.28%

. .24 .

BG+Asci 41.6+2.0 42.8+4.3 42.21+3.302b 0.022 0246 0230
BG+Ascm 40.8+1.0 41.4+2.0 41.1442.28b
BG+Ascnh 40.9+0.4 41.2+0.2 41.04+2.21>
a>(~
CON 5.86+0.03by 9.20+0.062b 7.71+1.57
Ascn 6.43+1.01eby 9.00+0.652b 7.53+1.83
BG 7.10+0.812b 7.32+1.70p 7.21+1.09
BG+Asar  7.28+0.13%  9.69+140¢ 8274132 <0001 0046 <0001
BG+Ascm  7.62+1.192 8.92+1.33eb 8.49+1.53
BG+Ascn  7.460.542y 10.18+0.402x 8.82+1.57
b*
CON 14.97+0.42 15.38+0.70p 15.17+0.95b
Ascn 15.28+2.07 15.64+0.19» 15.43+1.43p
BG 16.88+0.94 16.40+0.782b 16.64+1.13eb
BG+Asal 17.80+2.51 18.22+0.372 18.02+1.607 <0.001 0.166 0.0.30
BG+Ascm  17.57+0.58 18.40+0.352 17.98+1.007
BG+Asch 17.12+1.06 18.46x1.11= 17.79+1.442

CON: control treatament; Asch: patty to which a 25 mg/mL ascorbic acid solution was added; BG: patty
containing black garlic; BG+Asc: patty containing black garlicand a 6.25 mg/mL ascorbic acid solution: BG+Ascm:
patty containing black garlic and a 12.5 mg/mL ascorbic acid solution; BG+Ascn: patty containing black garlic
and a 25 mg/mL ascorbic acid solution.

ab Mean values followed by different superscript letters in the same columns are statistically significant (P <
0.05). ¥ Mean values followed by different superscript numbers in the same row are statistically significant (P
<0.05).

The values of TBARS, an indicator of lipid oxidation, in the patties cooked at the beginning and end
of aerobic refrigerated storage, are shown in Table 4. On day 1 of storage, TBARS values were
generally lower than 0.5 mg of malondialdehyde/kg of patty in all treatments and significant
differences were observed. The patty with ascorbic acid showed the lowest oxidation rate, with
significant differences compared to the patty with black garlic and high levels of ascorbic acid.
Ascorbic acid, as a reducing agent, can act as an electron donor in free radical-mediated oxidative
processes by stabilizing, to some extent, the lipid oxidation of meat (Min et al., 2008) during the patty-
making and cooking processes. On the other hand, black garlic may contain coloured substances
such as Maillard compounds or phenolics, which could interfere in TBARS analysis, increasing the
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absorbance and, thus, the concentration (Pérez and Estévez, 2020). Maybe that is why the average
TBARS values of black garlic samples on day 1 of storage are, on average, somewhat higher than
patties without black garlic.

Refrigerated aerobic storage of the cooked patties clearly caused lipid oxidation in all treatments, a
characteristic phenomenon of cooked meat during aerobic refrigerated storage (Min et al., 2008).
However, results showed that the intensity of oxidation depended on the treatment. The prevention
of oxidation by ascorbic acid and black garlic was also observed after seven days of storage. The
control patties were the most oxidized; in the second position, the patties with ascorbic acid or black
garlic as the only antioxidants and in the third position were the patties with both antioxidants, black
garlic and ascorbic acid.

The antioxidant activity of ascorbic acid in the patties after storage is attributable to electron donation
or free radical inhibition (Min et al., 2008). This activity may be limited because it decreases over time
due to ascorbic acid degradation or exposure to adverse environmental conditions such as light and
oxygen (Bellucci et al., 2022). The antioxidant effect observed in the patties with black garlic could be
exerted by a range of antioxidant substances, including polyphenols or Maillard reaction products,
which may act by anti-radical mechanism and by mechanisms other than hydrogen donation (Choi
et al., 2014; Kimura et al., 2017). Interestingly, the results show a clear synergistic effect of ascorbic
acid and black garlic independent of the amount of ascorbic acid used. The patties with black garlic
and ascorbic acid, unlike the rest and regardless of the level of ascorbic acid, showed TBARS values
below 2 mg/kg on day 7, which, according to Dominguez et al. (2017) can be considered a TBARS
threshold indicative of rancid flavour in meat.

Tabla 4. Efecto del tratamiento y del tiempo de almacenamiento refrigerado sobre la estabilidad oxidativa
lipidica de las hamburguesas cocidas determinada por las sustancias reactivas del acido tiobarbitturico
expresadas en mg de malondialdehido/kg de hamburguesa (medias y desviaciones estandar).

Table 4. Effect of treatment and refrigerated storage time on the lipid oxidative stability of cooked patties
determined by the thiobarbituric acid reactive substances expressed as mg of malondialdehyde/kg patty (means
and standard deviations)

Storage P-level

Day 1 Day 7 Mean value Treatment Day  Treatment

(n=4) (n=4) x day
CON 0.30£0.072bx 3.97£0.69x 2.13+1.95
Ascn 0.23£0.07bx 2.45+0.20bx 1.34+1.16
BG 0.42+0.072x 2.78+0.97bx 1.60+1.42
BG+Asar  0.39+0.0420x 1.72+0.382x 1.06+1.42 0.002 0.023 0005
BG+Ascm  0.38+0.1020x 1.77+0.502x 1.07+0.81
BG+Ascn  0.43+0.172x 1.66+0.502 1.04+0.74

CON: control treatment; Asch: patty to which a 25 mg/mL ascorbic acid solution was added; BG: patty containing
black garlic; BG+Asct: patty containing black garlic and a 6.25 mg/mL ascorbic acid solution: BG+Ascm: patty
containing black garlic and a 12.5 mg/mL ascorbic acid solution; BG+Asch: patty containing black garlic and a 25
mg/mL ascorbic acid solution.

abe Values followed by different superscripts in the same columns are statistically significant (P < 0.05).

% Values followed by different superscripts in the same row are statistically significant (P < 0.05).
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The synergy of ascorbic acid with other antioxidants, such as tocopherols, in the prevention of
oxidation of minced meat has been previously demonstrated (Bruun-Jensen et al., 1996), but no
previous studies on the synergistic effect of black garlic and ascorbic acid in meat products have
been found. According to Day et al. (2008), the ascorbic acid could have increased the stability of
black garlic polyphenols by reducing the phenoxyl radicals formed during oxidation, i.e.
regenerating polyphenols.

4. Conclusions

The addition of the aqueous black garlic extracts in the conditions used in this experiment
influences the colour of the patties, decreasing their lightness and increasing the red and yellow
indices. The combination of ascorbic acid with black garlic extract increases the redness and
yellowness after seven days of storage. The effect of black garlic extract on colour acceptability could
be positive, although sensory analysis is needed to confirm the latter. Adding aqueous black garlic
extract shows synergy with ascorbic acid in preventing lipid oxidation in cooked patties. The
combination of 0.5 % black garlic extract and ascorbic acid amounts of 0.12 g/kg in the patty
formulation showed optimal antioxidant activity in this study. Further research could test whether
this antioxidant activity is maintained by decreasing the amount of black garlic and the effect of
black garlic on the patty sensory properties.
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Resumen

La fibra dietaria (FD) es un conjunto de polimeros de carbohidratos esenciales para la salud humana
presentes en alimentos de origen vegetal. Su consumo mejora el transito intestinal y puede contribuir
a reducir los niveles de glucosa y colesterol en la sangre. El objetivo de este estudio fue comparar las
propiedades macromoleculares y funcionales de la fibra dietaria soluble (FDS) e insoluble (FDI)
extraida de la cascara de naranja por dos métodos: el método acido convencional y el método asistido
por microondas, y compararla con fibra comercial. Los resultados mostraron que la extraccion
asistida por microondas mejoro significativamente el rendimiento de la FDS, logrando 24.33 +0.75 g/
100 g, en comparacion con 14.83 + 0.73 g/100 g obtenido mediante el método acido convencional. En
cuanto a la FDI, no se encontraron diferencias significativas. Con ambos métodos de extraccion, la
FD presentd caracteristicas macromoleculares propias. Con el uso de microondas la fibra presentd
mejores propiedades funcionales, como la capacidad de hinchamiento, retencion de agua, retencién
de aceite, y adsorcion de colesterol y glucosa. En conclusion, el uso de microondas es un método mas
eficiente para obtener fibra dietaria de calidad, surgiendo como una alternativa para el
aprovechamiento de la cdscara de naranja.

Palabras clave: fibra dietaria, microondas, propiedad funcional, extraccion, cascara de naranja
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Abstract

Dietary fiber (DF) is a group of carbohydrate polymers essential for human health, found in plant-
based foods. Its consumption improves intestinal transit and may help reduce blood glucose and
cholesterol levels. The aim of this study was to compare the macromolecular and functional
properties of soluble (SDF) and insoluble (IDF) fiber extracted from orange peel by two methods: the
conventional acid and the microwave-assisted method, and to compare them with commercial fiber.
The results showed that microwave-assisted extraction significantly improved SDF yield, achieving
24.33 £0.75 g/ 100 g compared to 14.83 + 0.73 g/ 100 g obtained by the conventional acid method. For
IDF, no significant differences were found. Both extraction methods produced fibers with their
inherent macromolecular properties. The microwave-extracted fibers presented better functional
properties such as swelling capacity, water retention, oil retention, and cholesterol and glucose
adsorption. In conclusion, microwaves are more efficient for obtaining high-quality dietary fiber,
offering an alternative to take advantage of the orange peel.

Keywords: dietary fiber, microwave, functional property, extraction, orange peel

1. Introduccion

La fibra dietaria (FD) es un componente esencial de la alimentaciéon humana, ampliamente
reconocido por sus beneficios para la salud. Se define como polimeros de carbohidratos con al menos
diez unidades monomeéricas que no son hidrolizados por las enzimas del intestino delgado humano
(Stribling, 2023). La FD se clasifica en fibra dietaria soluble (FDS) e insoluble (FDI), cada una con
propiedades especificas que contribuyen a la salud intestinal y metabdlica. Estas fibras no solo son
fundamentales para la nutricién, sino también para la industria alimentaria, donde se valoran por
su capacidad para mejorar la textura, estabilidad y funcionalidad de los productos procesados.

La FDS, presente en alimentos como avena, legumbres, frutas y verduras, tiene la capacidad de
formar geles y aumentar la viscosidad del contenido intestinal. Esto ralentiza el vaciado gastrico y
la absorcion de glucosa, lo que ayuda a controlar los niveles de aztcar en sangre y colesterol.
Ademas, acttia como un prebiotico al ser fermentada por bacterias intestinales, generando acidos
grasos de cadena corta que promueven la salud intestinal y reducen el riesgo de enfermedades
cardiovasculares (Guan et al., 2021; Soliman, 2019; Wu et al., 2023; Bai et al., 2022). Por otro lado, la
FDI, abundante en cereales integrales, salvado de trigo y frutas con piel comestible, no se disuelve
ni es fermentada de manera significativa. Su principal funcién es aumentar el volumen fecal, facilitar
la motilidad intestinal y prevenir el estrefiimiento (Emran et al., 2022; Reynolds et al., 2020).

Hoy en dia, estas propiedades promotoras de la salud de la FD han abierto una gran demanda
potencial de productos ricos en FD y han marcado una tendencia en la busqueda de nuevas fuentes
que podrian encontrar aplicacion en la industria alimentaria. Entre estas fuentes destacan los citricos,
conocidos por su alto contenido de compuestos bioactivos y fibra dietaria, siendo las naranjas las
lideres, con aproximadamente un 65 % de la produccion mundial (Martinez-Jiménez et al., 2020). En
este contexto, la cdscara de naranja resalta como una fuente especialmente rica en fibra dietaria,
conteniendo entre un 36 % y un 80 % de FD en base a peso seco (Tejada-Ortigoza et al., 2016; Kute et
al., 2020). Este valor puede ser significativamente superior al de otros subproductos, como la cascara
de mango, que presenta porcentajes de fibra dietaria total entre el 30 % y el 35 %; la cascara de limon,
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con valores entre el 45 % y el 61 %; o la cascara de toronja, que alcanza un 62 % (De Lourdes et al.,
2013; Gan et al., 2020; Nufiez-Gémez et al., 2024), consolidando a la cascara de naranja como un
subproducto ideal para el desarrollo de productos funcionales y sostenibles en la industria
alimentaria.

La mayoria de los citricos se destinan a jugos frescos o bebidas envasadas. Derivado del proceso
industrial de la naranja, la cascara representa alrededor de la mitad de la masa de la naranja, siendo
el principal subproducto generado. Los residuos provenientes de las industrias de procesamiento de
citricos son una buena fuente de FD (Ayala et al., 2021; Benassi et al., 2021). En la actualidad, uno de
los métodos mas utilizados para la extraccion de FD es el método convencional acido con
calentamiento, que tiene la ventaja de ser de operacion simple y bajo costo de preparaciéon. Sin
embargo, presenta varias desventajas, como la destruccién de la estructura quimica de los
componentes, debido a los largos tiempos de exposicion, lo que reduce la eficiencia de extraccién y
la calidad de la FD, afectando sus propiedades funcionales (Welti-Chanes et al., 2020).

El uso de tecnologias alternativas, como el microondas, cuyo principio se basa en ondas
electromagnéticas de alta frecuencia para calentar y desestabilizar las estructuras celulares de los
alimentos, podria mejorar la extraccion de fibra dietaria al reducir el tiempo y la energia necesarios
para el proceso, asi como mejorar la pureza y la calidad del extracto (Kute ef al., 2020). Al respecto,
Wongkaew et al. (2020) demostraron que la extraccion asistida por microondas aplicada a la cascara
de mango no solo permiti6 reducir significativamente el tiempo de procesamiento e incrementar los
rendimientos obtenidos, sino que también permitié obtener una fibra dietaria con mayor porosidad
y mejores propiedades de rehidratacion. Esto la hizo especialmente adecuada para su incorporacion
en productos como salchichas deshidratadas, donde dichas propiedades son cruciales para su
funcionalidad y calidad final. Por ello, el objetivo de este estudio fue comparar las propiedades
macromoleculares y funcionales de las fibras extraidas por dos métodos: el método acido
convencional y el método asistido por microondas, para obtener fibra dietaria soluble (FDS) e
insoluble (FDI) a partir de cascaras de naranja, permitiendo asi analizar su calidad frente a las
disponibles en el mercado.

2. Materiales y métodos

2.1 Materiales

Las cascaras de naranja resultantes del proceso de extraccion de jugo de naranja se obtuvieron
durante el periodo de octubre-noviembre del afio 2023, mediante donaciones por parte de la
microempresa Jugdpolis, ubicada en la ciudad de Durango, Dgo., México. Los estandares de glucosa
y colesterol se adquirieron de la empresa Sigma-Aldrich Chemical Co. (St. Louis, MO, EE. UU.). El
resto de los productos quimicos y solventes empleados fueron grado reactivo y se utilizaron sin
someterse a purificacion adicional. La fibra insoluble comercial utilizada fue de la marca ZANA
elaborada en Chihuahua, Chih. mientras que la pectina comercial se adquirié en la empresa Deiman,
S.A. de C.V. de Ciudad de México.
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2.2 Preparacion de la materia prima

A las céscaras de naranja obtenidas del proceso de extraccion del jugo, se les retiraron los
residuos de pulpa, semillas y otras fibras adheridas (bagazo), y se lavaron con una solucién de
hipoclorito de sodio al 10 %. Posteriormente, se cortaron longitudinalmente en tiras de 4 a 5 mm de
ancho y se secaron en una secador de charolas (APEX, México) a 50 °C durante 5 horas. Después, se
realiz6 una molienda utilizando una licuadora clasica (Oster, BLST4127, México), y finalmente se
llevé a cabo un tamizado en malla No. 40, obteniendo un tamano de particula de 420 nm. Para la
caracterizacion de la materia prima se determiné el contenido de FD, proteina, humedad y cenizas,
de acuerdo con los métodos AOAC 991.43, 978.04, 930.04 y 930.05, respectivamente (AOAC, 2005).

2.3 Extraccion convencional

La extraccion acida convencional de fibra dietaria se realizé siguiendo el protocolo descrito
por Kute et al. (2020). Se agregaron 10 g de polvo de cascara de naranja a 400 mL de agua destilada,
ajustando el pH a 2 mediante la adicion de HCI al 5 %. La mezcla se calentd con agitacion a 70 °C
durante 2 horas. Después se llevd a cabo una filtracion utilizando papel filtro (Whatman No. 1),
separando el filtrado del residuo. El residuo fue enjuagado con agua destilada hasta alcanzar un pH
neutro y se seco para obtener la fibra dietaria insoluble. Por otra parte, el filtrado fue neutralizado
mediante la adicién de una solucién de NaOH al 5 %, después se concentré a 100 mL bajo presion
reducida en un rotavapor (Hahnshin, HS-2000NS, Reptblica de Corea) a 60 °C, y se afiadieron 100
mL de etanol al 95 % para la precipitacion de la FDS. El precipitado se refrigero6 a 4 °C durante 24 h,
y se separ6 por centrifugacion (Hermile, Corning LSE, Alemania) a 4185 x g durante 15 minutos con
dos lavados con etanol al 95 %. Por dltimo, ambos componentes se secaron en una estufa (Riossa, H-
48, USA) a 50°C por 24 h, obteniendo las muestras C-FDS (fibra soluble extraida de forma
convencional) y C-FDI (fibra insoluble extraida de forma convencional). Este procedimiento se realizé
por triplicado. El contenido de proteina, humedad y cenizas se determiné de acuerdo con los métodos
descritos en el punto 2.2.

2.4 Extraccion asistida con microondas

Para este proceso se utilizé un equipo de microondas (LG, M]J1481BP/00, Corea del Sur), en
donde a través de experimentos preliminares utilizando un disefio de optimizacion Box-Behnken, se
determinaron las condiciones éptimas para la extraccion de fibra a partir de cascara de naranja. En
este disefio, se evaluaron los siguientes factores y niveles: potencia del microondas (900 W, 720 W y
540 W), tiempo de extraccién (8 minutos, 5:30 minutos y 3 minutos) y pH del medio (1, 2 y 3). A partir
del resultado de los preliminares, se fijaron las condiciones de 900 W, tiempo de 3 min y pH de 1 el
cual se ajustd con una solucién de HCI al 5 %. En 400 mL de agua destilada se afadieron 10 g de
polvo de cascara de naranja y se aplicaron las condiciones seleccionadas de 900 W, 3 min y pH de 1.
Una vez aplicadas estas condiciones, la mezcla se filtré a vacio, utilizando papel filtro (Whatman No.
1), separando el residuo del filtrado. A partir de aqui, tanto el residuo como el filtrado se procesaron
de igual forma que para la extraccion convencional (apartado 2.3), obteniendo las muestras M-FDS
(fibra soluble extraida por microondas) y M-FDI (fibra insoluble extraida por microondas). Este
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procedimiento se realizé por triplicado. El contenido de proteina, humedad y cenizas se determind
de acuerdo con los métodos descritos en el punto 2.2.

2.5 Propiedades macromoleculares

2.5.1 Microestructura y propiedades morfologicas (SEM)

Se utilizé un microscopio electrénico de barrido (Hitachi, modelo SU3500, Tokio, Japdn) para
observar la microestructura y morfologia de la FD. Las muestras se colocaron en un soporte de
muestra con cinta adhesiva de doble cara y se cubrieron con una capa de oro mediante pulverizacion,
posteriormente se observo cada muestra con aumentos de 100X a 1000X y un voltaje de aceleracién
de 15.0 kV.

2.5.2 Analisis molecular (FTIR)

La obtencién del espectro con el patrén de la informacion estructural FTIR de las muestras,
se llevé a cabo utilizando un espectrometro FTIR Vertex 70v (Perkin Elmer, EE.UU.), acoplado con
un accesorio de tecnologia ATR (reflexion total atenuada). Todos los resultados fueron procesados
utilizando el software OPUS 7.2. Se mezclé una muestra con polvo de bromuro de potasio (KBr) en
proporcién de 1:100 (v/v) y se prensaron en forma de pastillas. Los espectros fueron medidos en el
rango de frecuencia de 4500 a 500 cm! con una resolucion de 4 cm-.

2.5.3 Estructura cristalina (XRD)

La estructura de la FDI y FDS se analiz6é mediante un difractémetro de rayos X (XRD-6100,
Shimadzu, Japén) con voltaje de trabajo de 40 kV y una corriente incidente de 40 mA. La regién para
el escaneo del angulo de difraccion (20) abarco a partir de 5 hasta 55 grados, con velocidad de escaneo
de 2°/min.

2.6 Propiedades funcionales

2.6.1 Solubilidad en agua (SA)

La SA de las muestras de FD se determind seguin el método descrito por Dong et al. (2020).
Una muestra de 0.1 g (m) de FD se mezcl6 con 5 mL de agua destilada. La mezcla se agité a 90 °C
durante 30 minutos en bafio Maria, posteriormente se realizé una centrifugacion a 2790 x g durante
15 minutos. Se recogio, seco y pesd el sobrenadante (m1). El indice de solubilidad se calculd a partir
de la Ec. (1).

m1l
SA (%) =100 x — Ec. (1)
m
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2.6.2 Capacidad de hinchamiento (CH)

La CH se determin¢ utilizando el método de Zhang et al. (2011) con ligeras modificaciones.
Se colocd una muestra de 0.3 g (m) de FD en un tubo de ensayo, se registro el volumen original (v1)
y se afladieron 5 mL de agua. Se hidraté durante 24 horas a 25 °C, y se registro el volumen final (v2)
de la fibra hinchada. Luego, se calcul6 la CH utilizando la Ec. (2).

v2-vl

CH (mL/g) = Ec. (2)

2.6.3 Capacidad de retencion de agua (CRA)

La CRA se llevd a cabo de acuerdo con el método descrito por Liu et al. (2022). Primero, se
anadi6 1 g (m1) de muestra de FD a 25 mL de agua destilada a temperatura ambiente (25 °C) y se
dejo en reposo durante 1 hora. Después se centrifugé a 3348 x g durante 10 min, los residuos se
extrajeron y pesaron (m2). Finalmente, la CRA se determind mediante la Ec. (3).

m2-mil
CRA(g/g) = Tl Ec. (3)

2.6.4 Capacidad de retencion de aceite (CRAC)

Se empled un método modificado de Liu et al. (2022), en el cual se agrego 1 g (m1) de muestra
de FD a 25 mL de aceite de soja durante 2 h. Después se centrifugd a 3348 x g durante 10 min, los
residuos se extrajeron y pesaron (m2). E1 CRAC se calcul6 utilizando la Ec. (4).

2-m1l
CRAC(g/g) = % Ec. (4)

2.6.5 Capacidad de adsorcion de colesterol (CAC)

La CAC de las muestras de DF se determin6é mediante el método de o-ftalaldehido descrito
por Qiao et al. (2021) con ligeras modificaciones. Se prepard una soluciéon de yema de huevo y agua
destilada (1:9, v/v). Se afiadieron 0.5 g de lamuestra de FD (m) a 25 mL de la solucién de yema diluida,
y se ajusto el pH de la mezcla a pH 2.0, seguido de una incubacién a 37 °C en un bafio de agua con
agitacion durante 2 horas. Se utiliz6 una solucion de yema diluida sin la muestra de DF, como blanco.
La mezcla se centrifugd a 2790 x g durante 10 minutos y se midi¢ la absorbancia del sobrenadante a
550 nm. El contenido de colesterol en la yema diluida que contiene FD se registré como m2 y en la
yema diluida sin FD como m1. La CAC se calculé con la Ec (5).

CAC (mg/g) ==—=

m

Ec. (5)
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2.6.6 Capacidad de adsorcion de glucosa (CAG)

El CAG se determind utilizando el método de Tan ef al. (2024) con ligeras modificaciones. Se
mezclaron 0.25 g (m) de FD con 50 mL (v) de una solucién de glucosa (100 mmol/L) (C1) y se
incubaron a 37 °C durante 2 horas. Luego, la mezcla se centrifugd a 2790 x g durante 20 minutos a
temperatura ambiente. La concentracién de glucosa en el sobrenadante (Cz) se midié mediante el
método DNS. La capacidad de adsorcién de glucosa (mmol/g) se calculo utilizando la Ec. (6).

CAG (mmol/g) = (C1=C2) x — Ec. (6)

2.6.7 Analisis estadistico

Los datos experimentales se analizaron utilizando el software estadistico Minitab version
19.1. Los resultados se expresaron como media + DE. Para determinar el efecto de las variables
independientes o factores sobre las respuestas, se empled un analisis de varianza de una via
(ANOVA), considerando como significativo p < 0.05. Posteriormente, las diferencias entre los grupos
experimentales se evaluaron mediante el método de comparaciones multiples de medias de Tukey.

3. Resultados y discusion

3.1 Caracterizacion de la cascara de naranja

La composicion proximal de la cascara de naranja en base a peso seco (p/p, %) fue la
siguiente: FDI 53.26 + 3.50 %, FDS 26.45 + 0.89 %, proteina 4.76 + 0.08 %, humedad 7.12 + 0.76 % y
cenizas 4.49 +0.08 %. Estos resultados evidencian la gama de componentes valiosos que atin contiene
la cascara de naranja y que justifica su aprovechamiento para recuperarlos, para su uso como
ingredientes en la industria alimentaria. En comparacién, Kute et al. (2020) reportaron valores
similares con un contenido de humedad de 8.33 + 1.14 %, cenizas de 4.50 + 0.18 %, proteina de 5.6 +
0.16 % y un contenido de fibra total de 81.06 + 0.9 %.

3.2 Efecto del método de Extraccion

3.2.1 Rendimientos de extraccion y composicion quimica de FDI y FDS

En la Tabla 1se presenta el analisis proximal y los rendimientos de extraccién de fibra
dietaria soluble e insoluble obtenidos tanto por el método convencional como el de microondas. Los
resultados indican diferencias significativas en los rendimientos de la fibra dietaria soluble entre
ambos métodos. Sin embargo, no se observan diferencias significativas en los contenidos de
humedad, proteina y ceniza, tanto en las fracciones de fibra solubles como insolubles. Se observé que
el contenido de FDS en la extraccion convencional fue significativamente menor en comparacion con
la extraccion asistida por microondas, lo que sugiere una mayor liberacion de FDS con el uso de
microondas. Es probable que los tratamientos con microondas rompieran de manera mas eficiente la
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pared celular, facilitando la conversion de FDI a FDS. Junto a ello, también largos tiempos en la
solucién acida en el método convencional, posiblemente ocurrié una destruccién de polisacaridos,
debido ala accién que tiene el acido en los grupos glucosidicos, hidrolizando la FDS en oligosacaridos
y monosacdridos (Kratchanova ef al., 2004; Wang et al., 2022). Por otra parte, al comparar el contenido
de FDI obtenido mediante el método convencional con el extraido por microondas, no se encontraron
diferencias significativas. Los resultados obtenidos en este estudio fueron ligeramente superiores al
rango reportado por Huang ef al. (2021), que oscilaba entre 40.95 y 53.79 % de FDI a partir de diversos
tratamientos para la extraccion de fibra dietaria de cascara de naranja. Esto sugiere una buena
liberacion de FDS sin degradacion de la FDI en el estudio.

Tabla 1. Rendimiento de extraccién y composicion de las muestras de fibra dietaria (g/100 g en base seca).
Table 1. Extraction yield and composition of dietary fiber samples (g/ 100 g dry basis).

FDS FDI
Microondas Convencional Microondas Convencional
Rendimiento 24.33 +0.752 14.83 +0.73" 54.25 +0.572 55.10 + 0.67 2
Humedad 7.6+0.282 7.75+0.352 6.1+0.142 6.05+0.212
Proteina 5.35+0.342 5.54+0.412 4.86 +0.582 5.44 +0.542
Ceniza 3.24+0.292 3.40+0.632 4.79 +0.442 5.01 +0.162

Los datos son medias + DE de mediciones por triplicado. Letra superindice diferente indica diferencia
significativa (p < 0.05) en comparaciones por filas, determinadas mediante la prueba de Tukey.

3.3 Propiedades macromoleculares

3.3.1 Microestructura y propiedades morfoldgicas (SEM)

La microestructura de la FDS y FDI de la cascara de naranja se observa en la Fig. 1. La
superficie de la M-FDS mostr6 una textura rugosa con pocos vacios y fragmentos irregulares, en
comparacion con la C-FDS, que exhibid una estructura relativamente plana y suelta con ciertos
espacios entre las fibras. Por otro lado, tanto la M-FDS como la C-FDS present6 una estructura de red
celular irregular con numerosas grietas y pequefios grupos, lo cual podria estar relacionado con la
destruccion de celulosa y hemicelulosa provocada por los métodos de extraccion y las condiciones
de procesamiento

En cuanto a la microestructura de la fraccion de FDI, las imagenes de SEM de C-FDI y M-FDI
revelaron una masa irregular a 100X de aumento. A 1000X de aumento, se observ6 una estructura
rugosa e irregular, siendo mas pronunciada en la C-FDI. Esto puede deberse a la potente actividad
oxidativa y la fuerza destructiva del HCI, que caus6 dafios significativos durante el prolongado
proceso de extraccion, resultando en una estructura mas deteriorada en comparacion con la M-FDIL.
Los resultados sugieren que los diferentes métodos de procesamiento pueden afectar las
microestructuras de las muestras de FDL
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La microestructura de la fibra dietaria esta estrechamente relacionada con sus propiedades
funcionales. Se ha observado que una estructura mas porosa y rugosa mejora la CH, CRA y CRAC,
asi como su CAG Y CAC (Yan ef al., 2019; Gan et al., 2020; Huang et al., 2021). En este sentido, se
observa que la mayor rugosidad y porosidad de la M-FDS, en comparacion con la C-FDS, podria
traducirse en una mejor retencion de agua y aceite, asi como una mayor adsorcién de colesterol y
glucosa. Por otro lado, la estructura mas deteriorada de la C-FDI podria limitar estas propiedades
funcionales en relacién con la M-FDI. Esto sugiere que los tratamientos con microondas pueden
mejorar las propiedades funcionales al alterar favorablemente la microestructura, incrementando la
superficie efectiva y la interaccion con liquidos y compuestos especificos.

(A) C-FDS X100 (B) C-FDS X 500 (C) C-FDS X 1,000

(D) C-FDI X100 (E) C-FDI.X 500

(%DS X 100 (H) M-FDS X 500
%

. -
(J) M-FDI X 100 &' (L) M-FDI X 1,000
# g :

Figura 1. Micrografias SEM de FDS extraida mediante método convencional (A, B, C) y asistida por microondas
(G, H, I), asi como FDI extraida mediante método convencional (D, E, F) y asistida por microondas (J, K, L) a
diferentes grados de aumento.

Figure 1. SEM micrographs of FDS extracted using conventional method (A, B, C) and microwave-assisted
methods (G, H, I), as well as FDI extracted using conventional method (D, E, F) and microwave-assisted method
(J, K, L) at different magnifications.

3.3.3 Analisis molecular (FTIR)

Los resultados de FTIR de la FD de la cascara de naranja se muestran en la Fig. 2. En general,
las muestras presentaron espectros IR bastante similares, con caracteristicas espectroscépicas tipicas
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de los polisacaridos. No obstante, se observaron algunas variaciones en las intensidades y posiciones
de los picos de varias bandas caracteristicas. Todas las muestras mostraron sefiales fuertes alrededor
de 3322 cm™, indicando vibraciones de los enlaces de hidrogeno, principalmente asociados con los
grupos hidroxilo de los polisacdridos. Los picos de absorcién alrededor de 2918 cm™ y 2850 cm™
correspondieron a las bandas de estiramiento C-H de los grupos —-CH o -CH> de los polisacaridos. El
pico de absorcién cercano a 1600 cm™ correspondié a la vibracién de flexion O-H caracteristica del
agua adsorbida. La intensidad de algunos picos varié segin el método de extraccion, lo que podria
atribuirse a la ruptura de los enlaces de hidrégeno intermoleculares de los polisacaridos. El pico de
absorcion alrededor de 1733 cm™ correspondio a la vibracién de estiramiento del C=O en los grupos
carboxilo (-COOH).
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Figura 2. Espectros FTIR para FDS (A) y FDI (B) extraida de forma convencional (C-FDS y C-FDI) y por
microondas (M-FDS y M-FDI).

Figure 2. FTIR spectra for FDS (A) and FDI (B) extracted conventionally (C-FDS and C-FDI) and by microwave
(M-FDS and M-FDI).

Las intensidades de los picos alrededor de 1500 cm™ fueron caracteristicas de las vibraciones de
estiramiento de los anillos aromaticos en la lignina. Estas intensidades fueron notorias en la C-FDI,
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pero casi ausentes en la M-FDI y en las fibras dietarias solubles, lo que indica que el contenido de
lignina es elevado en la FDI extraida de forma convencional, pero casi inexistente en las FDS.
Ademas, el método de microondas generd una mayor hidrdlisis de la lignina. El pico de absorcion
cercano a 1050 cm™ fue caracteristico de la vibracion de estiramiento C-O de C-O-C en las unidades
de azucar del xilano (Wang ef al., 2022). Las intensidades de los picos alrededor de 1050 cm™ fueron
relativamente fuertes en la FDI y en las C-FDS, pero relativamente débiles en la M-FDI, lo que indica
un contenido relativamente bajo de xilano.

3.3.4 Estructura cristalina (XRD)

En la Fig. 3 se presentan los diagramas de difraccién de rayos X de la FD. En la Fig. 3 (A), se
observa que los picos de difraccién de las muestras de FDS fueron diferentes a los de las muestras de
FDI. Los patrones de XRD revelaron que la estructura principal de las muestras de FDS de la cascara
de naranja es amorfa, lo cual concuerda con las caracteristicas tipicas de ese tipo de fibra (Li et al.,
2022). La cristalinidad de la C-FDI fue mayor en comparacién con la M-FDI como se muestra en la
Fig. 3 (B), lo cual podria atribuirse a que hubo una mayor reduccion del contenido de lignina (Ma et
al., 2016).

>
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Figura 3. Diagramas de difraccion de rayos X para FDS (A) y FDI (B) extraida de forma convencional (C-FDS y
C-FDI) y por microondas (M-FDS y M-FDI).
Figure 3. X-ray diffraction diagrams for FDS (A) and FDI (B) extracted conventionally (C-FDS and C-FDI) and
by microwave (M-FDS and M-FDI).
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Al mismo tiempo, se observd que las FDIs exhibieron un pico de difracciéon prominente a 21.48 ° junto
con un pico de difraccién menor de 15.94° en 26, lo cual sugiere la posible presencia de estructuras
cristalinas en forma de celulosa tipo I (Ma et al., 2021). Este patron observado indica un grado similar
de cristalinidad, probablemente porque las condiciones de extraccién tanto convencional como
asistida con microondas tuvieron poco impacto en la zona de cristalizacion de la FDI. Una menor
cristalinidad en la FD puede mejorar su elongacion y suavidad, mientras que una mayor cristalinidad
puede mejorar la estabilidad térmica de las fibras citricas (Huang et al.,2021).

3.4 Propiedades funcionales

3.4.1 Solubilidad en agua

Los resultados de solubilidad en agua de la FD se presentan en la Fig. 4 (A). Una alta
solubilidad en agua indica que la fibra se disuelve facilmente, evitando formacién de grumos y
generando un gel con mejor viscosidad en el tracto digestivo, contribuyendo a la reduccién del
apetito (Dong et al., 2020). La FD mostro diferencias significativas en la solubilidad, siendo mayor en
M-FDS (84 + 3.2 %), en C-FDS (77.92 £ 2.25 %) y en la pectina comercial (79.73 + 0.095 %). En cuanto
a FD], los valores obtenidos fueron 5.53 + 1.53 % para M-FD], 16.4 + 1.50 % para C-FDI y 5.92 % para
la FDI comercial. Se observaron diferencias significativas en la FDI obtenida mediante el método
convencional en comparacion con las otras dos. Un bajo indice de solubilidad, indica que la fibra no
se disuelve en agua, lo cual es lo que se espera de la fibra insoluble. Este tipo de fibra mantiene su
estructura a lo largo del tracto digestivo, lo que es necesario para mejorar el transito intestinal al
aumentar el volumen fecal y prevenir el estrefiimiento (Soleimanian et al., 2022). La mayor solubilidad
observada en FDI extraida mediante el método convencional, en comparacion con el método de
microondas, sugiere que pudo haber sufrido un dafio estructural debido a los tiempos prolongados
de extraccion, la temperatura y el pH, haciendo que esta sea mas propensa de transformar sus
polisacaridos en oligosacaridos solubles (Wang et al., 2022).

3.4.2 Capacidad de hinchamiento

Los resultados de la CH se muestran en la Fig. 4 (B). La CH de la FD se refiere a su habilidad
para absorber agua y expandirse, aumentando asi su volumen, indicando cuanta agua puede retener
una fibra, influyendo en la textura y funcionalidad de los alimentos. Por ejemplo, una mayor
capacidad de hinchamiento puede aumentar la viscosidad y la capacidad de formar geles, lo que es
crucial para la consistencia y estabilidad de productos como salsas, pudines y productos de panaderia
(Soleimanian et al., 2022). La CH de las muestras de FD fue significativamente mayor en las muestras
extraidas mediante microondas. La M-FDS mostr6é una CH con valor de 10.40 + 0.35 mL/g, mientras
que para la M-FDI alcanz6 un valor de 8.87 + 0.29 mL/g. Los valores de CH de la FD extraida de
manera convencional, tanto para la fraccion soluble como insoluble, mostraron diferencias
significativas en comparacion con la fibra dietaria comercial. Los valores obtenidos fueron 8.18 + 0.25
mL/g (C-FDS), 7.66 + 0.19 mL/g (C-FDI), 5.11 + 0.19 mL/g (pectina comercial) y 2.11 + 0.19 mL/g (fibra
insoluble comercial). La extracciéon de FDS mediante microondas fue ligeramente superior a las
reportadas por Khanpit et al. (2023), que se sitdan entre 7.24 y 9.85 mL/g. Este resultado puede
atribuirse a que el tratamiento con microondas debilita la estructura interna de las fibras de naranja
y rompe los enlaces de hidrégeno, lo cual podria favorecer el aumento de la capacidad de
hinchamiento.
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Figura 4. Propiedades funcionales de la FDS y FDI. A: Solubilidad en agua. B: capacidad de hinchamiento. C:
capacidad de retencion de agua. D: capacidad de retencidn de aceite. E: capacidad de adsorcion de colesterol. F:
capacidad de adsorcién de glucosa. Los resultados se muestran como el promedio + desviacion estandar. Los
tratamientos con letras diferentes denotan diferencias significativas. Letras latinas indican las diferencias entre
métodos respecto a FDS, mientras que las letras griegas muestran las diferencias en relaciéon con FDI (Tukey, p<

0.05, n=3).

Figure 4. Functional properties of FDS and FDI. A: Water solubility. B: Swelling capacity. C: Water holding
capacity. D: Oil holding capacity. E: Cholesterol adsorption capacity. F: Glucose adsorption capacity. The results
are presented as mean + standard deviation. Treatments with different letters denote significant differences.
Latin letters indicate differences between methods for FDS, while Greek letters show differences for FDI. (Tukey,

p <0.05, n=3).
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3.4.3 Capacidad de retencion de agua

Los resultados de la CRA se muestran en la Fig. 4 (C). La CRA es un indicador que muestra
la capacidad de la FD para absorber y mantener la humedad. Valores elevados de CRA proporcionan
una textura mas densa y una mayor estabilidad a los productos alimenticios (Dong et al., 2020). La
CRA de la FD depende principalmente del nimero y la naturaleza de los sitios de union al agua, asi
como de la microestructura de la FD (Zhou et al., 2023). La CRA de las muestras de FD fue
significativamente mayor en las muestras de FDS y FDI extraidas mediante microondas. El M-FDS
presentd la CRA mas alta para la fibra soluble, con un valor de 11.94 + 0.52 g/g, mientras que, para la
fibra insoluble, el M-FDI alcanzé un valor de 8.92 +0.46 g/g.

Los valores de la CRA de la fibra dietaria extraida de manera convencional, tanto para la fraccion
soluble como insoluble, mostraron diferencias significativas en comparacion con las muestras
comerciales con valores de 10.71 + 0.54 g/g (C-FDS), 6.54 + 0.37 g/g (C-FDI), 4.39 + 0.34 g/g (pectina
comercial) y 3.76 + 0.27 g/g (FDI comercial). Grigelmo-Miguel y Martoin-Belloso (1999), realizaron
una caracterizacién exhaustiva de la fibra dietaria soluble (FDS) obtenida a partir de diferentes
variedades de naranja mediante métodos convencionales, reportando valores de CRA entre 7.30 y
10.32 g/g, similares a los de la extracciéon convencional en este estudio. Para la FDI, Khanpit et al.
(2023) reportaron valores de 6.10 a 10.19 g/g. Estos resultados indican que la extraccién asistida por
microondas en este estudio muestra una mejor CRA. Esto puede deberse a que las ondas
electromagnéticas exponen sitios hidrofilicos y grupos quimicos adicionales, lo que incrementa la
porosidad de la fibra y su hidrofilicidad (Baskaya-Sezer, 2023).

3.4.4 Capacidad de retencion de aceite

Los resultados de la CRAC se muestran en la Fig. 4 (D). La CRAC muestra la cantidad de
aceite o grasa que la FD puede absorber y retener fisicamente, reduciendo asi su absorcion durante
la digestion. La FD con altos valores de CRAC podrian actuar como sustitutos de la grasa en la
industria alimentaria, ofreciendo una alternativa mas saludable a los productos tradicionales con alto
contenido graso (He et al., 2022). El CRAC de la FD varia segun el tipo de fibra, sus propiedades y el
método de extraccion utilizado, siendo mayor cuando la fibra presenta mejor porosidad y rugosidad.
La CRAC de las muestras de FD fue significativamente mayor en las muestras de FDS y FDI que
fueron extraidas por microondas. El M-FDS mostr6 la CRAC mas alta para la fibra soluble, con un
valor de 2.6 +0.09 g/g, mientras que, para la fibra insoluble, el M-FDI tuvo un valor de 0.10 + g/g. Los
valores de CRAC para la fibra dietaria extraida convencionalmente, tanto en las fracciones soluble
como insoluble, no mostraron diferencias significativas en comparaciéon con la fibra dietaria
comercial. Los valores obtenidos fueron 2.13 + 0.08 g/g (C-FDS), 2.00 + 0.07 g/g (C-FDI), 2.18 + 0.09
g/g (pectina comercial) y 1.62 + 0.06 g/g (fibra insoluble comercial). Estos valores son similares a los
reportados por Huang et al. (2021) para fibra soluble, que fue de 2.12 +0.046 g/g, asi como a los valores
de Khanpit et al. (2023), que oscilaron entre 1.63 y 2.4 g/g.

3.4.5 Capacidad de adsorcion de colesterol

Los resultados de la CAC se muestran en la Fig. 4 (E). El colesterol es un lipido del cuerpo
humano necesario para su correcto funcionamiento, pero en cantidades excesivas es perjudicial para
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la salud. Un incremento en los niveles de colesterol, especialmente las lipoproteinas de baja densidad,
se acumula en las arterias, lo que aumenta el riesgo de enfermedades cardiovasculares, accidentes
cerebrovasculares y enfermedades relacionadas con la mala circulacion, como la enfermedad arterial
periférica (He et al., 2022). Uno de los beneficios mas importantes de la FDS, es su capacidad para
reducir los niveles de colesterol plasmatico. En las muestras analizadas, la CAC de la FD fue superior
en las muestras de fibra soluble obtenidas mediante extraccion asistida por microondas (9.42 + 0.35
mg/g) en comparacion con la de extraccion convencional (7.17 + 0.26 mg/g), aunque inferior a la
pectina comercial (14.41 + 0.39 mg/g). Este resultado podria explicarse por el hecho de que, en
condiciones &cidas, la fibra comercial muestra una mayor viscosidad, lo que facilita la adsorcion de
colesterol. Por otro lado, la CAC de la fibra insoluble no mostr6 diferencias significativas entre la
extraccion asistida por microondas (3.85 + 0.56 mg/g) y la extraccion convencional (4.51 + 0.25
mmol/g). Sin embargo, la fibra insoluble comercial si presenté diferencias significativas en
comparacion con la fibra obtenida por extraccién convencional, con valores de 2.74 + 0.52 mg/g.

3.4.6 Capacidad de adsorcion de glucosa

Los resultados de la CAG se muestran en la Fig. 4 (F). En alimentos, la CAG de la FD varia
de 0.17 mmol/g a 4.65 mmol/g. Los estudios se enfocan en la FD vegetal, y la CAG de la FD esta
relacionado con el metabolismo de la glucosa, porque la FD puede absorber aztcares y producir
acidos grasos de cadena corta (AGCC) por fermentacién, ayudando a prevenir la diabetes (Yang et
al., 2022). La CAG de las muestras de FD fue mayor en las muestras de FDI en comparacién con las
de FDS como se observa en la Fig. 4 (F), igual a lo reportado por Wang et al. (2021). La CAG de M-
FDI (6.07 + 0.20 mmol/g) no mostré diferencias significativas en comparacion con el C-FDI (5.36 + 0.41
mmol/g), pero si en comparacion con la fibra comercial. Los valores de la CAG de la FDS mostraron
diferencias significativas en la extraccidon asistida por microondas en comparaciéon con la fibra
extraida de forma convencional y la pectina comercial, con valores de 3.28 + 0.32 mmol/g, 2.41 + 0.26
mmol/g y 1.68 + 0.28 mmol/g, respectivamente.

4. Conclusiones

La extraccién de fibra dietaria a partir de cascara de naranja con microondas resultd ser mas
eficiente, ya que se obtuvo un rendimiento de extraccion de 24.33 + 0.75 g/100 g en comparacién con
14.83 + 0.73 g/100 g obtenidos por el método convencional. La fibra obtenida por ambos métodos
mostro propiedades macromoleculares dptimas; sin embargo, el uso de microondas destac6é por
ofrecer resultados superiores. Igualmente, las propiedades funcionales presentaron mejores valores
cuando se utilizé6 microondas. Este estudio destaca el uso de microondas como una alternativa
prometedora para obtener fibra dietética de alta calidad a partir de la cascara de naranja,
contribuyendo a su potencial valorizacién como residuo agroindustrial. Las fibras obtenidas podrian
tener aplicaciones potenciales en la industria alimentaria como ingredientes funcionales,
mejoradores de textura o agentes estabilizantes. Futuras investigaciones podrian centrarse en la
incorporacion de la fibra dietaria de la cascara de naranja en matrices alimenticias, para validar su
comportamiento en aplicaciones reales y proceder a un estudio de escalamiento del proceso.
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Abstract

The effect of Aloe vera (A. vera) as a carrier on the encapsulation of beetroot stem juice by spray drying
was studied. Mixtures in % A = A. vera and % B =beetroot stem juice were dried by spray: a) 25A:75B,
150 °C, b) 25A:75B, 180 °C, c) 75A:25B, 150 °C, d) 75A:25B, 180 °C. The obtained powders were
evaluated for water activity (aw), moisture (M), pH, glass transition temperature (Tg), bulk density
(BD), water solubility index (WSI), color parameters, betacyanin (BC) and betaxanthin (BX) contents,
antioxidant activity (AA) and morphology. The results show that with increasing A. vera H, pH, BD,
Te, WSI, BC, BX and the tendency to red decreased, while brightness and tendency to yellow
increased and more compressed capsules were observed in the powders. Temperature affected WSI,
color parameters a* and b* and individual betacyanins. The beetroot stem powders presented
characteristics that allow stability: low aw (<0.13), low moisture (<10 %), adequate pH for betalains
(5.3-5.8) and Ty suitable for storage (around 50 °C). The powder obtained with 25 % A. vera at 180 °C
presented a higher WSI and a tendency to red color, due to its higher BC and BX content, representing
an alternative as a natural pigment in food formulation.

Keywords: betalains, spray drying, encapsulation, Aloe vera, beetroot stem
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Resumen

Se estudio el efecto del Aloe vera (A. vera) como acarreador en la encapsulacion de jugo de tallo de
betabel mediante secado por aspersién. Mezclas en % A = A. vera y % B = jugo de tallo de betabel
fueron secadas por aspersion: a) 25A:75B, 150 °C, b) 25A:75B, 180 °C, c) 75A:25B, 150 °C, d) 75A:25B,
180 °C. Los polvos obtenidos se evaluaron para la actividad de agua (aw), humedad (H), pH,
temperatura de transicién vitrea (Tg), densidad aparente (DA), indice de solubilidad en agua (ISA),
paradmetros de color, contenidos de betacianinas (BC) y betaxantinas (BX), actividad antioxidante
(AA)y morfologia. Los resultados muestran que el aumento de A. vera disminuye H, pH, BD, T, ISA,
BC, BX y la tendencia al rojo, mientras que la luminosidad y la tendencia al amarillo aumentaron y
se observaron capsulas mas comprimidas en los polvos. La temperatura afectd la ISA, los parametros
de color a* y b* y las betacianinas individuales. Los polvos de tallo de betabel presentaron
caracteristicas que permiten la estabilidad: baja aw (<0.13), baja humedad (<10 %), pH adecuado para
betalainas (5.3-5.8) y Ty apta para almacenamiento (alrededor de 50 °C). El polvo obtenido con 25 %
de A. vera a 180 °C present6 un mayor ISA y tendencia al color rojo, debido a su mayor contenido BC,
representando una alternativa como pigmento natural en la formulacién de alimentos.

Palabras clave: betalainas, secado por aspersion, encapsulacidn, Aloe vera, tallo de betabel

1. Introduction

Beetroot (Beta vulgaris) has been catalogued among the ten important vegetables (Kavalcova
et al., 2015). The intense red color of beetroot is due to high concentrations of betalains, and these are
one of the compounds that provide beetroot with its antioxidant capacity (Garcia et al., 2016).
Betalains from beetroot, are one of the most widely used natural colorants in the food industry as
the red color is used in many food products. Of the beetroot plant, the main root or bulb is the part
that is consumed; however, the stem contains betalains just like the bulb but it is not consumed
directly, but can be considered as a by-product. The current trend is to recover valuable components
of food by-products and recycle them within the food chain (Galanakis, 2015). The stem is a source
of betalains (Slatnar et al., 2015; Aguirre-Calvo et al., 2018), with the potential to be used as a natural
coloring alternative, the above with the purpose of formulating functional foods or to contribute to
the new objectives in the food industry, such as obtaining clean label. Betalains from beet stems are
a safe and healthy alternative of natural pigment, this approach as a current need.

Betalains are a group of water-soluble nitrogenous pigments with two structural groups: the red-
violet group named betacyanins and the yellow-orange group named betaxanthins (Hussain et al.,
2018). Betalains have also received much attention due to their benefits for human health, especially
for their antioxidant and anti-inflammatory activities among others (Garcia et al., 2016); help in the
treatment of some pathologies (Clifford et al., 2015). But despite its attractive color and health benefits
there is a problem of stability of natural pigments when they are extracted from their sources, being
highly sensitive to processing and storage conditions. To reduce the interactions of these compounds
with factors to which they are sensitive, such as oxygen, humidity, light and the action of
temperature and thereby increase their stability and shelf life, material packaging technologies can
be used as a method of encapsulation. One technique for protecting and improving the stability of
natural pigments is encapsulation by spray drying. This method has several advantages, including
low cost and easy scalability. Even though spray drying has many advantages, the process is carried
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out at high temperature (>100 °C) and it has been reported that temperature is one of the process
conditions that can cause degradation of components such as betalains, specifically the betacyanins
(Ruiz-Gutiérrez et al., 2014). A key point in the spray drying, to carry out the encapsulation it is
necessary to use an adjuvant or carrier agent in the process. The most commonly used encapsulating
agents are maltodextrin, gum arabic, and modified starch (Sanchez-Madrigal et al., 2019), but in the
search for functional carriers, other types of compounds such as beta-glucans (Ruiz-Gutiérrez et al.,
2014), inulin (Araujo-Diaz et al., 2017) and fructans (Sanchez-Madrigal et al., 2019) have been used,
and more recently, matrices such as the use of maltodextrin-trehalose (Millinia et al., 2024), whey
protein isolate (Wu et al., 2021) and ternary combinations of modified corn starch, gelatin,
maltodextrin, tamarind gum, pectin, inulin and -cyclodextrin (Guo ef al., 2020) have been tested, to
develop encapsulated powders with suitable properties for use as food ingredients.

A. vera gel is increasingly used in food products (Ray et al., 2013; Rodriguez-Rodriguez et al., 2020).
Although the gel contains between 98.5 % and 99.5 % water, the solids are a combination of mucilage
and other carbohydrates, organic acids and salts, enzymes, saponins, tannins, phenolic
anthraquinones, flavonoids, flavanols, sterols, triacylglycerides, amino acids, vitamins, and minerals
(Rodriguez-Rodriguez et al., 2020). This rich composition of functional compounds gives the gel a
wide variety of biological activities, a bioactivity that can be used in ingredients for food formulation.

The objective of this study was to evaluate the use of A. vera gel as a carrier agent for encapsulation
by spray drying of beetroot stem juice, and to study the physicochemical properties of the
encapsulated powder obtained at different temperatures.

2. Materials and Methods

2.1 Materials

Beetroot Stem Juice. Whole beetroot plant (Beta vulgaris) was purchased from a local market
in Chihuahua, Mexico. The stems were removed from the bulbs, then the stems were washed and
disinfected [chlorine solution, 150 ppm] and processed through a domestic juice extractor. The juice
obtained was vacuum filtered by passing the juice through of filter paper (No. 1, Whatman, Kent,
UK). The juice was analyzed for moisture, pH, water activity, the total soluble solids (°Bx),
antioxidant activity, and betalains (betacyanins and betaxanthins) content. The filtered juice was
frozen and stored at —20 °C in the dark until processing.

Aloe vera gel. A. vera (Aloe barbadensis Miller) was purchased from the greenhouse of the Faculty of
Chemical Sciences of the Autonomous University of Chihuahua. The A. vera leaves were selected for
their size (40 to 50 cm), light gray green color and freshness. The leaves were washed and disinfected
[chlorine solution, 150 ppm]. To obtain the gel, the acibar was first extracted by cutting the bases of
the leaves and allowing them to drain vertically for one hour. Then, the epidermis was removed and
the pulp obtained from A. vera gel was rinsed with distilled water to remove the residue of the acibar
on the surface, processed with a domestic blender and the juice obtained was used immediately.
Some characteristics such as pH, soluble solids, color parameters and antioxidant activity were
determined.
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2.2 Methods

2.2.1 Encapsulation of beetroot stem juice

Mixture: Mixtures of 450 mL of A. vera (% A) and beet stem juice (% B) were prepared 25A:75B
and 75A:25B. The beetroot stem juice was prepared with maltodextrin [30 % (w/w, based on total
soluble solids)] to increase the yield of the encapsulated powder obtained, due to the high-water
content of the A. vera gel. Each mixture was replicated and was passed through a spray dryer keep
with constant agitation.

Spray Drying: A spray dryer (Niro Mobile Minor DK-2860; GEA Company) with a rotary atomizer
at 30 psi air pressure was used. The mixtures were fed through a peristaltic pump (Watson Marlow
504-U; Falmouth, Cornwall, UK) and dried at 150 and 180 °C for the inlet temperature and 70 and 85
°C for the outlet temperature, respectively. Spray drying process was performed in duplicate.

2.2.2 Analyses methods:

pH: pH was determined using a pH meter (HANNA Instruments, model EDFE HI2020, RI,
USA) calibrated with standard pH 7.0 and 4.0 buffers. For encapsulated powders, the pH was
determined using the method described by Kha et al. (2010). Encapsulated powder (5 g) was mixed
in 25 mL of deionized water at 20 °C. The determinations were performed in triplicate and the mean
values with standard deviation were reported.

Total soluble solids: Total soluble solids were measured with the Abbe refractometer (Atago Co. Ltd.,
Tokyo, Japan) which was previously calibrated with sucrose solutions. The determinations were
performed in triplicate and the mean values with standard deviation were reported.

Color: The color parameters of the luminosity (L*), green/red (-/+a*) and blue/yellow (-/+b*) were
recorded samples were performed using Konica Minolta CR-400/410 colorimeter, calibrated with
standards with values X=94.9, y= 0.3185 and x= 0.3124. The determinations were made in triplicate
and the mean values with standard deviation were reported.

Moisture: The moisture content was determined by gravimetric method 950.02 (AOAC., 1998). The
analysis was carried out in triplicate and the mean values with standard deviation were reported.
The results were expressed as g of water/100 g of encapsulated powder.

Water activity (aw): The aw was measured using a water activity meter (AquaLab Series 3 Quick Start;
Decagon Devices Inc., Pullman, WA, USA). The analysis was performed in triplicate and the mean
values with standard deviation were reported.

Bulk density (BD): The BD was determined using the method described by Kha et al. (2010).
Encapsulated powder (2 g) was placed in a 10 mL graduated cylinder and the cylinder was held in a
vortex vibrator (Vortex-1; Scientific Industries Inc., Bohemia, NY, USA) for 1 min. The BD value was
calculated as the ratio of the mass in the cylinder to the volume occupied in the cylinder. The analysis
was performed in triplicate and the mean values with standard deviation were reported.
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Morphology. Capsules were observed at x750 magnification with a scanning electron microscope
(JSM-5800 LV; JEOL, Tokyo, Japan). The encapsulated powder was fixed on pieces of double-sided
tape and coated with a thin layer of gold (-110 A) using a sputter coating vacuum (Desk II; Denton
vacuum LLC., Moorestown, NJ, USA). The samples were then examined by SEM at 10 kV.

Water Solubility Index (WSI). The WSI was determined according to Anderson et al. (1969).
Encapsulated powder (2.5 g) and 30 mL of deionized water were mixed vigorously using a vortexer
(Vortex-1; Scientific Industries Inc.) and incubated in a 37 °C water bath for 30 min. The mixtures
were centrifuged at 3600 x g for 60 min (Centra Centrifuge CL3R IEC; Thermo Electron Corporation,
Waltham, MA, USA). The supernatant was carefully collected in trays previously weighed to
constant weight and dried (Shel Lab; Sheldon Manufacturing, Inc., Cornelius, OR, USA) at 70 °C for
36 h. The WSI was calculated as the percentage of the weight of the dried supernatant compared to
the pre-dried weight of the powder. The analysis was performed in triplicate and the mean values
with standard deviation were reported.

Glass transition temperature (Tg): The Tz was measured according to the described method by Ahmed
et al. (2010) using a differential scanning calorimeter (TA Q-200; TA Instruments, Crawley, UK).
Encapsulated powder (8 mg) was placed in an aluminum dish and sealed. An empty sealed capsule
was used as a reference. The temperature scanning program changed a range of 70 - 120 °C, followed
by cooling to 30 °C at a temperature ramp of 10 °C/min under a nitrogen gas atmosphere.
Thermograms were analyzed using universal analysis software (TA Instruments). The glass
transition temperature was interpreted as the midpoint of the curves obtained. The analysis was
performed in duplicate and the mean values with standard deviation were reported.

Betalains (BT) content: Both pigments, betacyanins and betaxanthins contents, were determined by
spectrophotometric method. Beetroot stem juice was diluted with distilled water and the
measurement was performed at a wavelength of 535 and 483 nm. The contents were expressed in
mg/L of betacyanins and betaxanthins, respectively; using the following equation (Castellar et al.,
2003):

(A)(DF)(Mw)(1000)

BT (mg/L) = B0

(100) Ec. (1)

For encapsulated powders, the pigments were extracted according to the method of Castellanos-
Santiago and Yahia (2008) with some modifications. Encapsulated powders (100 mg) were stirred in
10 mL of deionized water for 15 s using an Ultra-Turrax IKA T18 basic with an S18N19G
homogenizer-dispersing tool (IKA Works Inc.). The samples were then centrifuged at 3,600 x g at 10
°C for 40 min (Centra centrifuge CL3R IEC; Thermo Electron Corporation). This procedure was
repeated to ensure efficient extraction. The supernatants were filtered through a 0.45 um nylon filter
(Millipore Corp.). Extractions were performed in triplicate and analyzed by spectrophotometry
(Perkin-Elmer) and identification and degradation (%) by HPLC (1200 series; Agilent Technologies).
The photometric quantification of betalains (betacyanins and betaxanthins contents) were performed
according to the method of Castellanos-Santiago and Yahia (2008) using a Lambda 25 UV-Vis
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spectrophotometer (Perkin Elmer). The betacyanin (BC) content and betaxanthin (BX) contents were
calculated using the following equation:

[(A)(DF)(Mw)(Vd)] Ec. (4)
(eLWwd)

BT(mg/g) =

where: A is the absorbance value at the absorption maxima of 535 and 483 nm for betacyanins and
betaxanthins, respectively, DF is the dilution factor, Vd is the volume of the dry pulp solution (ml),
Wid is the weight of the dry pulp (g), and L is the path length (1 cm) of the tray. The molecular weights
(Mw) and molar extinction coefficients (&) of betanin [Mw=550 g/mol; e= 60,000 L/(mol cm) in water
at 536 nm] and indicaxanthin I [Mw= 308g/mol; e= 48,000L/(mol cm) in water at 481 nm] were used
for the quantification of betacyanins and betaxanthins. Measurements were performed in triplicate
and the mean values with standard deviation were reported.

Individual betacyanins were analyzed by high pressure liquid chromatography using the method
described by Castellanos and Yahia (2008). Briefly, samples were filtered through 0.45 um nylon
filters, 20 pL were injected into a Thermo Scientific Dionex Ultimate 3000 UHPLC equipped with a
Thermo Scientific reversed-phase column (C18, 250 x 4.6 mm; drop size 0.5 um), and a UV detector
(DAD Varian ProStar model 410, Palo Alto, CA). The mobile phase A: methanol/KH2POs 0.05 M (18:82
v/v) pH=2.75 with phosphoric acid, and the mobile phase B: methanol, were adjusted to a gradient of
100 % A to 80 % A and 20 % B in 20 min at a flow rate of 1 mL/min. Detection was performed at 536
nm for betacyanins.

Antioxidant Activity (AA): The AA was determined according to the spectrophotometric method
according to Kuskoski et al. (2005), based on the measurement of DPPH* radical absorbance. First, 0.1
mL of extract was added to 3.9 mL of a DPPH" radical solution (100 uM), vortexed (Vortex-1, Genie;
Scientific Industries Inc.), and stored in the dark for 3 h. The absorbance was then measured at 517
nm using a Lambda 25 UV-Vis spectrophotometer (Perkin Elmer). A Trolox (0.08-1.28 mM)
calibration curve was used. For juice the method described by Ruiz-Gutiérrez et al. (2014) was used.
For encapsulated powders, the extracts were obtained according to the method described by Pitalua
et al. (2010) with modifications; encapsulated powder (2.5 g) was dispersed in 50 mL of methanol and
deionized water (1:1 v/v). The dispersions were homogenized for 15 s using an Ultra-Turrax (basic
IKA T18) with a dispersing tool (518N19G; IKA Works Inc.). The mixture was centrifuged at 3000 xg
for 10 min (Centra centrifuge CL3R IEC; Thermo Electron Corporation). To ensure complete
extraction, the process was repeated using 25 mL of methanol and deionized water (1:1 v/v). The
supernatants were collected, filtered through a 0.22 um pore polyethylene filter (Millipore Corp.,
Bedford, MA, USA). Results were expressed as pumol Trolox equivalents per gram of sample on a dry
basis (mg TE/g). The determinations were performed in triplicate and the mean values were
expressed as the standard deviation.

2.3 Experimental design and statistical analyses

A 2x2 completely randomized factorial design in duplicate was applied. The independent
variables were carrier agent (25 and 75 %) and the inlet drying temperature (150 and 180 °C). The
dependent variables were the physical and chemical properties of the encapsulated powder. Data
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analysis was performed using Minitab (2018) software. The effect of the factors was determined using
a two-way analysis of variance (ANOVA), and the Comparisons of means were calculated using
Tukey's test at a significance level of 95 %.

3. Results y discussions

3.1 Beetroot stem juice characterization

Table 1 shows the characteristics of beetroot stem juice, the juice presented a pH of 5.98, a
low soluble solids content (3.1 °Brix). The color presented a low brightness and tendencies to redness
and blueness due to the presence of betalains and chlorophyll, respectively. The chemical
characteristics showed a total betalains content of 107.85 mg/kg, divided in 71.78 for betacyanins and
36.07 mg/kg of betaxanthins, showing that the main betalains group is betacyanins (red-purple
color), and an antioxidant activity of 16.52 + 0.74 (mmol TE/100g). Beetroot stem juice presents similar
characteristics of pH, color and total betalains content to beetroot juice with values of pH = 6.5, 5.62,
2.13, -1.26 for L, a and b and 135.75 mg betalains/kg beetroot, according to Pitalua et al. (2010), the
main difference is in soluble solids which is almost 4 times lower than beetroot juice.

Table 1. Characteristics* of beetroot steam juice and A. vera gel
Tabla 1. Caracteristicas* de jugo de tallo de betabel y gel de A. vera

Determination Juice A. vera

pH 598+0.1 4.66 +0.02
Soluble solids 3.1+0.1 0.87 +0.02
Luminosity 23.8+£0.02 36.15+0.1
Green-red tendency 2.75+0.03 0.54 +0.01
Blue-yellow tendency -2.37 £0.03 2.05+0.05
Antioxidant activity (mmol TE/100g) 16.52 £ 0.74 6.71£ 0.22
Betacyanins (mg/kg) 71.78 +1.88 -
Betaxanthins (mg/kg) 36.06 +1.24 -

For A. vera gel the pH was 4.66 and soluble solids of 0.87 ®Brix, results according to IASC
(International Aloe Science Council), low soluble solids and acid pH. The color presented a slight
tendency to yellow and a value of 6.72+ 0.23 (mmol TE/100g) for antioxidant activity.

3.3 Encapsulated powders of beetroot stem juice

Four different powders were obtained and are showed in the Fig. 1, corresponding to the
combinations of low content of A. vera in the mixture 25A:75B and high content of A. vera in the
mixture 75A:25B at low spray drying temperature (150 °C) and high spray drying temperature (180
Q).
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a) b) <) d)

Figure 1. Encapsulated powder of beetroot stem using different content of A. vera as carrier and dried at
different temperatures: % A = A. vera gel and % B = beet stem juice; a) 25A:75B, 150 °C; b) 25A:75B, 180 °C; c)
75A:25B, 150 °C; d) 75A:25B, 180 °C.
Figura 1. polvo encapsulado de tallo de betabel secado a diferentes temperaturas utilizando A. vera como
acarreador: % A = Gel de A. vera y % B = jugo de tallo de betabel; a) 25A:75B, 150 °C; b) 25A:75B, 180 °C; c)
75A:25B, 150 °C; d) 75A:25B, 180 °C.

In general, the powders obtained with low A. vera (25 %) show a more red-purple color, due to the
higher content of betalains in the mixture, but the effect of the drying temperature is visible. The
powder dried at higher temperature (180 °C) showed a red-purple color more intense than the
powder dried at lower temperature (150 °C). On the other hand, the color in the powders obtained
with high content of A. vera in the mixture (75 %) at both drying temperatures is very similar the
color, then, it can be related to the reduction of the effect of drying temperature.

The analysis of the stability characteristics of the encapsulated powder of beetroot steam using A.
vera as a carrier is presented in Table 2. The powders of the four treatments had a low aw value,
around to 0.1, this value ensures the stability of the powder and no differences were found between
treatments. Some studies reported a low aw values for powders obtained by spray drying as Ruiz-
Gutiérrez et al. (2014) reported aw values in red cactus pear encapsulated with soluble fiber as carrier
(0.097 - 0.138) and Mufioz (2014) in beetroot juice dried using maltodextrin and grenetin as carriers
(0.019 - 0.029).

Table 2. Characteristics* of encapsulated powder of beetroot steam by spray drying using A. vera
as carrier

Tabla 2. Caracteristicas* de polvo encapsulado de tallo de betabel secado por aspersion utilizando
A. vera como acarreador

Temperature (°C) Mixture (A-B) Moisture (%) aw pH
150°C 25:75 9.786 + 0.0382 0.127 + 0.0012 5.86 +0.07
180°C 25:75 9.279 + 0.4192 0.118 + 0.012a 5.88 + 0.022
150°C 75:25 7.154 + 0.101° 0.130 + 0.001a 5.37 +0.03b
180°C 75:25 7.079 + 0.026° 0.120 + 0.007a 5.47 +0.05b

*Mean + standard deviation. A (%) = A. vera; B (%) = beetroot steam juice. Means with different
letter by characteristic indicate significative (p<0.05) difference, by Tukey’s test.
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The moisture contents are low, values ranging from 7.079 + 0.026 to 9.786 + 0.038 and the pH values
ranged from 5.37 + 0.03 to 6.88 + 0.02, for both variables the significant effect (p<0.05) of the A. vera
content as a carrier in the mixture is observed. The encapsulated powders with 25 % of A. vera present
higher moisture and pH values than the encapsulated powders with 75 % of A. vera, because A. vera
is a gel and by adding more in the mixture there is a high overall moisture content that is dried under
the same temperature condition. Moisture contents are similar to curcumin powders (1.9 % to 10.1
%), slightly higher than whey protein isolate powders for blackcurrant concentrate and higher than
maltodextrin and trehalose matrices used for roselle anthocyanins, reported by Guo et al. (2020), Wu
et al. (2021) and Millinia et al. (2024). Moisture values tend to decrease with increasing amount of
carrier used. The pH values are suitable for the stability of the pigments, betalains are generally
stable in the pH range of 4-6 (Martins et al., 2017), the pH values are statistically (p<0.05) lowest in
powders with a 75 % A. vera content (75 %) due to the low pH of the gel.

Other important properties in the encapsulated powders are bulk density, glass transition
temperature and water solubility index, these properties are important in relation to the behavior of

the encapsulated powder during transportation, storage and application and are presented in Table
3.

Table 3. Properties” of encapsulated powder of beetroot steam by spray drying using A. vera as carrier
Tabla 3. Propiedades® de polvo encapsulado de tallo de betabel secado por aspersion utilizando A. vera como
acarreador

Temperature (°C) Mixture (A-B) Bulk density (g/mL) T (°C) WSI
150°C 25:75 0.730 + 0.028q 55.98 + 2.812 89.49 + 0.232
180°C 25:75 0.755 + 0.0072 53.80 + 4.222 86.60 + 0.39°
150°C 75:25 0.680 = 0.000v 48.36 +2.902 81.84 + 1.30¢
180°C 75:25 0.670 = 0.014v 51.60 £ 0.91a 86.89 + (0.08ab

*Mean * standard deviation. A (%) = A. vera; B (%) = beetroot steam juice; Ts = Glass transition temperature;
WSI = Water solubility index. Means with different letter by properties indicate significative (p<0.05)
difference, by Tukey’s test.

The bulk density ranges from 0.670 + 0.014 to 0.755 £ 0.007 g/mL, although the values of the different
treatments are close, there is a significant (p<0.05) effect of both the amount of A. vera used and the
interaction of this factor with temperature, being the effect of the amount of A. vera being more
important. The encapsulated powders produced with 75 % of A. vera have a lower density than the
encapsulated powders produced with 25 % of A. vera, because the solids content in the A. vera gel is
lower than the solids content in the beetroot stem juice. Bulk densities slightly lower than the present
study have been reported, 0.497-0.525 g/mL for Amaranthus extract (Tabio-Garcia et al., 2022) using
Opuntia ficus-indica mucilage and maltodextrin as a carrier.

The T; was statistically (p>0.05) equal among the four encapsulated powders, values ranging from
48.36 + 2.90 to 55.98 + 2.81 °C. This temperature indicates the temperature at which the product
changes its density, hardness, and stiffness and then retains its properties until reaching a
temperature of about 50 °C is reached. This Tg value is better than that reported by Ruiz-Gutiérrez et
al. (2014) for encapsulated powders prepared by spray drying but using soluble fiber as a carrier,
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who reported values from 32.27 to 37.69 °C, and similar to the Ty (43.74-49.65 °C) reported for
powders dried at 150 °C using maltodextrin and Opuntia ficus-indica mucilage as a carrier (Tabio-
Garcia et al., 2022).

The water solubility index (WSI) was significantly (p<0.05) affected by the amount of A. vera used in
the mixture (0.002) and the interaction of drying temperature - amount of A. vera (0.001), the values
ranged from 81.84 + 1.30 to 89.49 + 0.23, respectively, these values were high compared to the WSI
reported by Ruiz-Gutiérrez et al. (2014), who reported WSI values of 0.64 to 0.764 for red cactus pear
juice dried with soluble fiber, and similar to Tabio-Garcia et al. (2022), who reported 82.96-92.81 %
using maltodextrin and Opuntia ficus-indica mucilage as a carrier for encapsulation of Amaranthus
extract. Although the WSI values are similar among the powders, the encapsulated powder with 75
% of A. vera dried at 150 °C presented the lowest WSI, and the encapsulated powder with 25 % of A.
vera dried at 180 °C presented the highest WSI.

The analysis of the morphology of the powders, obtained by scanning electron microscopy (SEM) is
shown in Fig. 2, the images showed a matrix in the form of spherical capsules with little
agglomeration. Fig. 2a and 2b correspond to encapsulated powders obtained with 25 % of A. vera
and show more spherical and less compressed capsules compared to encapsulated powders
obtained with 75 % of A. vera (Fig. 2c and 2d). This compression characteristic is normal in spray
drying as it can occur at the time of elimination of moisture. The collapse of the wall is more
noticeable in Fig. 2c and 2d, where A. vera predominates in the mixture, since it contains a higher
moisture content than the beetroot stem juice, causing a more compressed sphere. Therefore, the
removal of water deforms the spherical particle in the case of the two powders. Different matrices
produce different coating wall densities, and consequently, different shapes and textures, the
maltodextrin-trehalose matrix, as a carrier, achieved more spherical shapes and smoother surfaces
than in the present study, due to the presence of trehalose sugar (Millian et al., 2024) or drying at a
lower inlet temperature (120 °C). Powders obtained at similar drying temperatures show similar
shapes in the capsules of the powders obtained with a 25 % of A. vera of the present study (Ruiz-
Gutiérrez et al. 2014).

Figure 2. Encapsulated powder of beetroot stem with different content of A. vera as a carrier and dried at
different temperatures; a) 25 % A. vera at 150 °C, b) 25 % A. vera at 180 °C, ¢) 75 % A. vera at 150 °C, d) 75 % A.
vera at 180 °C.

10



Castillo-Altamirano et.al TECNOCIENCIA CHIHUAHUA, Vol. XVIII (4): e1678 (2025)

Figura 2. Polvo encapsulado de tallo de betabel secado a diferentes temperaturas utilizando A. vera como
acarreador; a) 25 % A. vera a 150 °C, b) 25 % A. vera a 180 °C, c) 75 % A. vera a 150 °C, d) 75 % A. vera a 180 °C.

However, in this case, the temperature does not affect either of the two powders, as these are very
high temperatures that are capable of eliminating most of the water in the encapsulates.

The color parameters (L¥, a* and b*) are presented in Table 4. The luminosity (L* parameter) presents
values ranging from 26.74 to 53.26, L* was significantly (p<0.05) affected by percent of A. vera used
in the mixture, finding that the encapsulated powder produced with 25 % of A. vera tends to dark
color while that the encapsulated powder with 75 % of A. vera tends to white. Powders of whey
protein isolate and black currant concentrate by spray drying showed a similar L* parameter value,
52.81 £ 0.50, (Wu et al., 2021) to powders with 75 % A. vera content.

Table 4. Color parameters® of encapsulated powder of beetroot steam by spray drying using A.
vera as carrier dried at different temperatures.

Tabla 4. Parametros de color de polvo encapsulado de tallo de betabel secado por aspersion
utilizando A. vera como acarreador.

Temperature (°C) Mixture (A-B) L* a* b*
150 25:75 26.74 +0.08° 15.91 + 0.85° -1.00 + 0.03>
180 25:75 32.99 + 5.62° 22.43 +1.082 -1.54 +0.02¢
150 75:25 53.26 + 0.422 8.44 +0.01¢ 13.88 + 0.072
180 75:25 51.32 + 0.682 8.07 +0.01¢ 13.96 + 0.122

*Mean =+ standard deviation. A (%) = A. vera; B (%) = beetroot steam juice. Means with different
letter by color parameter indicate significative (p<0.05) difference, by Tukey’s test.

For the a* parameter, the significant effects were due to the A. vera used in the mixture and the drying
temperature, showing more tendency to red color the encapsulated powder prepared with 25 % of
A. vera, values were 1591 + 0.85 and 22.43 + 1.08 at 150 and 180 °C of drying temperature,
respectively. For the encapsulated powder with 75 % of A. vera the values of parameter a*, for both
temperatures, were around 8, being significantly (p<0.05) lower than the encapsulated powder
elaborated with 25 % of A. vera. The difference is that this powder has less beetroot stem juice in the
mixture, then less betalains, reducing the red tendency. For the b* parameter the effects and
differences are the same as for the a* parameter, but the high b* values (around 13) were for
encapsulated powders with 75 % of A. vera, indicating a tendency to yellow. The low b* values were
for encapsulated powders with 25 % of A. vera, indicating a tendency to blue, and the powder dried
at 180 °C presents the tendency to blue (-1.54 + 0.02). At high drying temperatures, there may be
greater degradation of betaxanthins (yellow-orange pigments), reducing the tendency to +b*
(vellow).

The betalains analyses showed the expected trend, the betalains content is shown in Fig. 3. The
encapsulated powders with 25 % A. vera had a higher betalains content, because the mixture
contained more beetroot stem juice. No significant differences (p>0.05) were observed by drying
temperature. However, contrary to other studies, in which an increase in spray drying temperature

11
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was found to lead to a decrease in betacyanin content, however, the temperatures at which this effect
was observed were > 180 °C (Ruiz-Gutiérrez et al., 2014).

1.2
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Figure 3. Betalains content on encapsulated powder of beetroot stem using different contents of A. vera as carrier
and dried at different temperatures. m Betacyanins and m Betaxanthins. Mean + standard deviation. A = A. vera;
B = beetroot steam juice. Means with different letter by betalain group indicate significant (p<0.05) difference,
by Tukey's test.

Figura 3. Contenido de betalainas de polvo encapsulado de tallo de betabel utilizando diferentes contenidos de
A. vera como acarreador a diferentes temperaturas de secado. m Betacianinas y m Betaxantinas. Media con
diferente letra por grupo de betalaina indican diferencia significativa (p<0.05), mediante prueba de Tukey.

Highlighting that in the encapsulated powders obtained with 25% A. vera in the mixture, the
betacyanin content is about double compared to betaxanthins, being visually noticeable (Figs. 1a and
1b), presenting contents ranging from 1.185 to 1.343 mg/g and from 0.671 to 0.705 mg/g, for
betacyanins and betaxanthins, respectively. However, encapsulated powders obtained with 75 % A
vera, the contents of betacyanins and betaxanthins do not present differences (p>0.05) showing
contents around 0.35 mg/g of total betalains. These powders show a low tendency to red color and
high tendency to yellow color (Table 3), and visually they have a pale beige color (Figs. 1c and 1d).
The total betalains content is similar to that reported by Ruiz-Gutiérrez et al. (2014) for powder of
red cactus pear powder by spray-drying using soluble fiber as a carrier, with values around of 1.4 -
1.8 mg/g for betacyanins and around 0.65 mg/g for betaxanthins were reported.

The analysis of betalains by HPLC helps to identify the individual betalains, especially the betalain
that represents the group (betacyanins or betaxanthins) and which depends on the source, using the
information reported by Slatnar et al. (2015) and Mikotajczyk-Bator & Pawlak (2016), such as
retention times and elution order. Betacyanins are the most important group of pigments or with the
highest content in the beetroot stem as shown by the quantification of total betalains carried out by
UV-Vis spectroscopy (Fig. 3). These are the red-purple pigments and are quantified at a length of
about 536 nm. The main individual pigments in this group are betanin, isobetanin, and neobetanin,
although many more betacyanins may be present, and when these are analyzed by chromatography
the order in which they appear in the chromatogram is betanin, isobetanin and neobetanin (Slatnar
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et al., 2015). The analyses for changes in betacyanins are summarized in Table 5, where the areas of
the four peaks found in the chromatograms are reported.

Table 5. Individual betacyanins of encapsulated of beetroot stem powder using different levels of A. vera as
carrier and different spray drying temperatures.

Tabla 5. Betacianinas individuales de polvo encapsulado de tallo de betabel utilizando diferentes contenidos
de A. vera como acarreador a diferentes temperaturas de secado.

. Peak 1 Peak 2 Peak 3 Peak 4
Temperature (°C) Mixture (A-B)
(mAU) (mAU) (mAU) (mAU)
150 25:75 3.50 £ 0.08 10.93 + 0.622 1.44 +0.10° 0.54 +0.022
180 25:75 2.53 £0.23v 6.10+0.11> 1.03 £0.05° 0.35+0.01°
150 75:25 nd nd nd nd
180 75:25 nd nd nd nd

Area mean * standard deviation. A (%) = A. vera; B (%) = beetroot steam juice; nd = not detected. Means with
different letter by peak indicate significative (p<0.05) difference, by Tukey’s test.

In the analysis of betacyanins in beetroot juice, betanin has been reported as the first peak in
chromatograms, being the peak with more area. However, when beetroot juice is treated thermally,
the first peak has a smaller area than betanin, being a product of betanin degradation, and then
betanin appears as the second peak (Mikotajczyk-Bator & Pawlak, 2016). Then in Table 5, peak 2
could be betanin and the peak 1 is a product of its degradation; both peaks (44.19 and 27.7 %,
respectively) decreased significantly (p<0.05) due to an increase in drying temperature for
encapsulated powder obtained with 25 % of A. vera. Peaks 3 and 4, may be related to some modified
structure of betanin, isobetanin or neobetanin. They are smaller areas than betanin (peak 2) and peak
1, but these were also affected by the increase in drying temperature with reductions of 26.1 and 33.9
%, respectively. Tabio-Garcia ef al. (2022) reported that betacyanin losses occur in Amaranthus at 150
°C during spray drying.

On the other hand, no peaks were found in the encapsulated powders obtained with 75 % of A. vera
in the mixture. This is due to the fact that the content of beetroot stem juice is low and consequently
the content of betacyanins is also low, and in addition the drying temperature causes decreases or
changes in these pigments. While that, betaxanthins (yellow-orange pigments) are the minority
group, composed of vulgaxanthin I and II, as well as miraxanthin V. However, due to their low
content, no peak could be detected during the analysis, for which a wavelength of 481 nm was used.
It has been reported that betaxanthins are more affected by the effect of temperature than
betacyanins (Ruiz-Gutiérrez et al., 2014; Mikolajczyk-Bator & Pawlak, 2016).

Regarding the antioxidant activity of the encapsulated powders, the results are shown in Table 6,
this property had a similar behavior to betalains. The differences were related to the A. vera used in
the mixture. The highest antioxidant activity values were around 1.3 mmol TE/100 g for encapsulated
powders with 25 % of A. vera, for both drying temperatures, being statistically different from
powders with 75 % A. vera dried at 150 °C with values of 0.18 mmol TE/100 g. The values of
antioxidant activity of encapsulated powders are lower than the antioxidant activity of beetroot stem
juice and A. vera gel (Table 1), due to degradation or transformation of compounds as betalains and
others as polyphenols (Tabio-Garcia et al., 2022).
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Table 6. Antioxidant activity of encapsulated beetroot stem powder with different content of A.
vera as carrier and different spray drying temperature.

Tabla 6. Actividad antioxidante de polvo encapsulado de tallo de betabel utilizando diferentes
contenidos de A. vera como acarreador a diferentes temperaturas de secado.

Temperature (°C) Mixture (A-B) Antioxidant activity (mmol TE/100 g)
150 25:75 1.33+£0.132
180 25:75 1.36 £ 0.032
150 75:25 0.18 £ 0.05°
180 75:25 nd

Area mean + standard deviation. A (%) = A. vera; B (%) = beetroot steam juice; nd = not detected.
Means with different letter by peak indicate significative (p<0.05) difference, by Tukey’s test.

4. Conclusion

The use of A. vera gel as a carrier in spray drying led to the obtaining of encapsulated beetroot
stem juice powders. The results show that with increasing A. vera decreased H, pH, BD, T,;, WSI, BC,
BX and the tendency to red, while luminosity and tendency to yellow increased, presenting more
compressed capsules in the powders. Temperature affected the WSI, the color parameters a* and b*
and the individual betacyanins, reducing the individual betacyanins and consequently the tendency
to red. The encapsulated powders obtained showed characteristics that allow the stability of the
powder components, such as low aw (<0.13) and low moisture content (<10 %), pH suitable for the
stability of betalains (5.3-5.88) and T, suitable for storage (around 50 °C). Highlighting that the
powder obtained with 25 % A. vera and at a drying temperature of 180 °C presented the best
characteristics to be used as an ingredient in food formulation, with a water solubility index of 86.6,
a color with a tendency to red-purple and with a content of 1.3 mg/g and ~0.68 mg/g of betacyanins
and betaxanthins, respectively, representing an alternative as a natural pigment to give or improve
the color in food products.
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Politica editorial

Son bienvenidos manuscritos originales e inéditos de tipo cientifico y tecnoldgico, los
cuales deberan estar escritos con un lenguaje accesible a lectores con formacion
profesional o de interés cientifico en forma légica y clara. TECNOCIENCIA
CHIHUAHUA, publica articulos de investigacion, notas cientificas y articulos de
revision actualizados por invitacién. Todo manuscrito recibido es revisado en primera
instancia por el Comité Editorial para asegurar que cumpla con el formato y contenido
establecido por las normas editoriales de TECNOCIENCIA CHIHUAHUA. El equipo
editorial revisara que el envio cumpla con todos los requisitos de postulacion,
incluyendo su revisidn bajo el software antiplagio iThenticate donde el porcentaje de
similitud con otros trabajos debera ser menor al 10 %. Los articulos seran enviados a
revision y una vez revisado y consideradas las sugerencias y cambios al manuscrito, los
editores asociados determinaran su viabilidad para ser publicado; notificandose la
aceptacion o rechazo al autor. Si el manuscrito es aceptado la revista enviara el
manuscrito al proceso de edicion, cuyo responsable se contactard con el autor de
correspondencia para la revision y aprobacion de las pruebas de galera. Asi mismo, se
le solicitard un resumen grafico que describa en forma visual el contenido del articulo,
ademas de cuatro o cinco aspectos relevantes del trabajo a publicar.

Para la evaluacion de manuscritos se aplican los criterios de: rigor cientifico, calidad y
precision de la informacion, relevancia del tema y la claridad del lenguaje. Los arbitros
prestaran especial atencion a la originalidad de los escritos, es decir, revisaran que el
manuscrito sea producto del trabajo directo del autor o autores y que no haya sido
publicado o enviado algo similar a otras revistas. Los articulos de investigaciones deben
presentar: un analisis detallado de los resultados originales, asi como un desarrollo
metodoldgico riguroso, resaltando los aportes cientificos logrados. Las notas cientificas
0 comunicacion corta, deberdn mostrar resultados novedosos, modificaciones de
técnicas o desarrollo de técnicas emergentes innovadoras. Asimismo, los articulos de
revision deberan abordar tematicas novedosas y fundamentar el estado del arte en una
revision de literatura actualizada sobre temas actuales y de interés para el lector.

La revista TECNOCIENCIA CHIHUAHUA proporciona un acceso abierto e inmediato
a su contenido, con el principio de ofrecer al publico un acceso libre a informacién
cientifica original e inédita y a revisiones criticas actualizadas que favorezcan una
mayor difusién global de conocimiento y cumplir asi, con la normativa de acceso
abierto de DOAJ.

Arbitraje

El proceso de evaluacién de manuscritos es el siguiente: Un editor evaluara cada
contribucidn, y podria rechazar trabajos en esta etapa por razones tales como: carecer
de originalidad, tener serias deficiencias cientificas, un uso inadecuado del lenguaje y
de la gramatica en general, o que el contenido esté fuera de los alcances de la revista.
Los autores deberan proporcionar los datos de contacto completos de cuando menos
tres arbitros potenciales adscritos a una institucion distinta a la del autor, sin embargo,
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Y

la asignacion de los arbitros para revision del manuscrito serd una decision de la revista.
La revista opera bajo un sistema de doble ciego y favorecera la participacion de
revisores externos a la institucion y al pais de la revista. Tras el proceso de arbitraje, el
editor emitird un dictamen respecto a la evaluacion del trabajo a los autores el cual
puede ser: aceptado, aceptado con revisiones menores, aceptado con revisiones
mayores o rechazado.

En caso de controversia, el Editor podra solicitar una evaluacion adicional con un tercer
arbitro o dictaminar el manuscrito.

Derechos de autor

Una vez aceptado el manuscrito, se solicitara al Autor enviar el formato de cesion de
derechos de autor para la difusion del articulo a TECNOCIENCIA CHIHUAHUA. Los
autores concederan por escrito a la revista TECNOCIENCIA CHIHUAHUA, la
propiedad de los derechos de autor, lo que permite que su articulo y materiales puedan
ser reproducidos, publicados, editados, fijados, comunicados y transmitidos
publicamente en cualquier forma o medio, asi como su distribucion en el nimero de
ejemplares que se requieran y su comunicacion publica, en cada una de sus
modalidades, incluida su puesta a disposicion del publico a través de medios
electronicos, oOpticos o de cualquier otra tecnologia, para fines exclusivamente
cientificos, culturales, de difusion y sin fines de lucro.

Los articulos publicados en TECNOCIENCIA CHIHUAHUA, se distribuirdn
amparados bajo la Licencia Creative Commons Atribucion-NoComercial 4.0
Internacional

Costo y tiempo de publicacion

La Revista TECNOCIENCIA CHIHUAHUA es gratuita y esta financiada por la
Universidad Autonoma de Chihuahua (UACH). Se solicita a los autores se inscriban a
la Revista para estadisticas de acceso y autoria.

El tiempo para la recepcion y envio a revision sera en un maximo de tres dias. El tiempo
promedio para la primera respuesta de los arbitros es de cuatro semanas. El tiempo

estimado para la aceptacion del articulo es de tres meses y su publicacién dependera de
la cantidad de trabajos que estén en espera de publicacion.

Contribuciones

1. Tipos de contribuciones
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Las contribuciones se clasifican en articulos de investigacion, notas cientificas, asi
como articulos de revision en espafiol e inglés. Se aceptaran para su evaluacion articulos
de revision, Unicamente con previa invitacion por parte del comité editorial de
TECNOCIENCIA CHIHUAHUA.

No se aceptan contribuciones que se limiten a reportar informacién general sin
fundamento estadistico, encuestas, composicion quimica, u optimizacion de
formulaciones (superficie de respuesta). Debe haber una aportacion cientifica,
tecnoldgica o ingenieril original, inédita y que no esté siendo considerada para su
publicacion simultdnea en otro medio. Una descripcién de los envios se encontrara en
el siguiente apartado.

2. Areas de las contribuciones

Las areas que abarca la Revista TECNOCIENCIA CHIHUAHUA son las siguientes:
Alimentos, Bioldgica, Salud, Agropecuaria, Cultura Fisica, Ingenieria y Tecnologia,
Quimica y Recursos Naturales. Al someter su contribucion se debera indicar la
categoria que le corresponde. De no ser esto posible, es responsabilidad del autor
proporcionar el area sugerida de su contribucion.

3. Idioma de las contribuciones
El idioma de las contribuciones sera inglés o espafol. Se recomienda que los autores
Ileven a cabo una cuidadosa revision del correcto uso del lenguaje para que los revisores
puedan evaluar los méritos cientificos del trabajo. Los editores podran rechazar
cualquier contribucion que no cumpla los estandares.

4. Preparacion y envio de las contribuciones
Es indispensable que el autor se registre para postular el manuscrito a la revista. Se
recomienda que el autor complete en su totalidad todos los datos solicitados en su perfil
incluyendo su identificador ORCID.

¢No esté registrado? Registrese aqui

¢Ya esta registrado? Ingrese aqui

Los autores, deberan seguir las directrices del sitio web de la revista para el envio de
las contribuciones.

Lineamientos generales para envio de manuscritos

Guia practica para subir un envio a la plataforma

Las contribuciones deben ir acompafiadas de una carta al editor (Carta de presentacion

del articulo) en donde explicitamente se describird la relevancia del trabajo,

manifestando que el trabajo no ha sido publicado o esta siendo considerado para
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publicacion en otra parte. Asi mismo, se hard de manifiesto que la publicacion ha sido
aprobada por todos los autores y que el manuscrito una vez aceptado no sera publicado
de la misma forma en otra revista, en inglés, espafiol, o cualquier otra lengua, ni
electronicamente, sin el consentimiento de la revista. Las secciones que integraran a
cada una de las contribuciones se muestran a continuacion:

1) Articulos cientificos

Se constituirdn de los resultados parciales o finales de investigaciones originales
fundamentadas en metodologias cientificas. Los articulos de investigaciones deben
presentar: un andlisis detallado de los resultados, asi como un desarrollo metodolégico
original, resaltando los aportes cientificos logrados. Estos articulos se conforman de las
siguientes secciones:

a) Titulo del articulo

b) Resumen/Abstract

¢) Introduccion

d) Materiales y métodos

- Materiales

- Métodos
Métodos fisicoquimicos
Métodos bioldgicos
Métodos estadisticos

e) Resultados y discusion
f) Conclusiones

g) Agradecimientos

h) Conflicto de interés

i) Referencias

En la descripcion de la seccidn de Materiales y métodos y Resultados y discusion, puede
redactarse y presentarse en una sola seccidn o estructurarse con subtitulos para una
mejor descripcion. Debera tener una extension de 18 cuartillas como méaximo,
incluyendo Resumen y Referencias

2) Notas cientificas

Es una comunicacion corta, sobre resultados novedosos, modificaciones de técnicas o
desarrollo de técnicas emergentes innovadoras, informes novedosos de investigaciones
en el area de agropecuaria, salud, deportes o ingenieria. Para la presentacion de este
documento, se incluiran las secciones.

a) Titulo del articulo
b) Resumen/Abstract
c) Texto

d) Conclusiones

e) Agradecimientos
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f) Conflicto de interés
g) Referencias

El texto de las notas cientificas, se presentara en forma corrida, pero en forma clara 'y
con coherencia, que permita su facil comprensidn. Debera tener una extensién maxima
de 9 cuartillas, incluyendo Resumen y Referencias

3) Articulos por invitacion
Articulos de revisiéon

Se conformaran, de revisiones criticas actualizadas de un topico en especial novedoso
de las areas tematicas de la revista. El objetivo de estos articulos, es presentar al lector
una perspectiva de un tema en especifico, a través de su analisis de la informacion,
discusion y tendencias. La estructura de este articulo se conformara de las secciones:

a) Titulo del articulo
b) Resumen/Abstract
¢) Introduccion

d) Texto

e) Conclusiones

f) Agradecimientos

g) Conflicto de interés
h) Referencias

El texto debera ser coherente con el objetivo y podra redactarse con los subtitulos que
sean necesarios, para una mayor comprension del tema. Debera tener una extension
méaxima de 20 cuartillas, incluyendo Resumen y Referencias.

Plantillas de los articulos

La descripcién de las secciones estan incluidas en la siguiente seccion de esta Guia para
Autores, ademas de en la plantilla para cada tipo de articulo: Articulo de Investigacion:
Plantilla de Articulo de Investigacion; Notas cientifica: Plantilla de Notas Cientificas;
Articulo de Revision: Plantilla Articulo de Revision. En estas se consideran sus
especificaciones, las cuales deben ser acatadas por el autor. Asimismo, en cada una de

las plantillas vienen las especificaciones del formato de texto (tamafio y tipo de fuente,
margenes, interlineado, etc.) el cual debe estar a una columna. Todas las paginas deben
ser numeradas secuencialmente.

Descripcion de los elementos de un articulo

Titulo
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Deberé incluir versiones en espafiol e inglés, ser conciso y explicar la naturaleza del
trabajo. Este debera tener una extension maxima de 20 palabras. La plantilla incluye la
seccion de autores, los cuales deberdn ser correctamente descritos, incluyendo su
afiliacion. En caso de existir varios autores, debera indicarse con un asterisco el autor
para la correspondencia, asi como la cuenta de correo electrénico del mismo.

Resumen/Abstract

Este debera presentarse en espafiol e inglés, respectivamente. Con la extension maxima
de palabras como se muestra en la plantilla. Este debe de incluir en forma clara el
objetivo, descripcién breve de la metodologia, resultados y discusion relevantes
conclusiones y aporte del trabajo. En éste se incluiran cinco palabras claves, en espafiol
e inglés, que permitan ligar informaticamente el contenido del articulo.

Introduccién

La introduccion describe el estado actual del conocimiento sobre el topico de
investigacion abordado, su justificacion e importancia, asi como la inclusion de la
hipdtesis y el objetivo del trabajo. Esta seccion no debera ser mayor a dos cuartillas.

Materiales y métodos
Materiales

En esta seccidn se describen los materiales o sustancias empleadas para el desarrollo de
la investigacion. Especificando las caracteristicas y fuentes de obtencion, condiciones
de manejo, almacenamiento y grado de pureza de sustancia o reactivos si ese es el caso.
Sefialando el nombre de compaiiias, ciudad y pais donde los materiales y sustancias
fueron adquiridos.

Meétodos

Descripcion de técnicas y procedimientos, asi como el andlisis de datos de los
resultados obtenidos. En el caso de metodologias novedosas, estas se describiran
detalladamente y cuando sean métodos comunes, se indicara la referencia
correspondiente.

Etica: Cuando el articulo incluya estudios, experimentos con animales y evaluacion
sensorial de alimentos se deberd de incluir la seccién ética correspondiente, la cual
deberd describir los procedimientos seguidos y su apego a las normas, asimismo
adjuntar un documento con la aprobacion por el comité de bioética que corresponda.

Resultados y discusion
Los resultados y discusion se presentaran en una sola seccion. Los resultados podran
presentarse en tablas, figuras, fotografias o datos, los cuales se describiran y se

justificaran con base a conocimientos o fundamentos existentes. En esta seccion se
contrastan los resultados obtenidos con la hipétesis planteada y sus semejanzas o

PAGINA 6



diferencias con resultados de investigaciones previamente realizadas y publicadas. El
empleo de tablas y figuras debera ser en forma complementaria del texto de la seccion.

Conclusién

Es una generalizacién de los resultados obtenidos y representan las aportaciones
concretas del estudio. Incluyen magnitudes relativas o absolutas de las respuestas sin
argumentacion complementaria. Resaltando los aspectos novedosos e importancia de
los resultados obtenidos, especificando mejores condiciones o parametros finales del
estudio. Debe mostrar congruencia con el titulo, resumen y objetivo del trabajo.

Agradecimientos

Esta seccion es opcional y tendrd un maximo de cuatro renglones para expresar
agradecimientos a personas o instituciones que hayan contribuido a la realizacion del
trabajo.

Conflicto de Interés

Escribir un parrafo sefialando la inexistencia de conflicto de intereses, en la publicacion
de estos resultados.

Referencias

Las referencias que se incluyan en el texto deberan ser pertinentes, originales y
modernas; se citaran acorde al formato sistema Harvard, en el cual se incluye el apellido
de los autores y afio de la publicacion entre paréntesis. En el caso de que sean dos
autores iran unidos por “y” (Choi y Garza, 2020). Cuando sean mas de dos autores, se
citara el apellido del primero seguido por “et al.,” (en cursiva) y el afio de publicacion
(Gu et al., 2019). Si se citan varias referencias, estas se separaran por punto y coma y
en orden cronoldgico ascendente (Gu et al., 2019; Choi y Garza, 2020). La relacion de
autores en la seccion de referencias sera por orden alfabético de acuerdo al formato
APA,

IMPORTANTE: Toda vez que la referencia cuente con el registro internacional DOI
debe incluirlo utilizando el siguiente formato http://doi.org/XXXXXX

A continuacién, se muestran algunos ejemplos:

Articulos de revistas cientificas

Braber, N. V., Vergara, L. D., Rossi, Y. E., Aminahuel, C. A., Mauri, A. N., Cavaglieri,
L. R., & Montenegro, M. A. (2020). Effect of microencapsulation in whey protein and
water-soluble chitosan derivative on the viability of the probiotic Kluyveromyces

marxianus VMO004 during storage and in simulated gastrointestinal
conditions. LWT, 118, 108844. https://doi.org/10.1016/j.lwt.2019.108844
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Capitulos de libros

Ho, Y. C,, Chua, S. C., & Chong, F. K. (2020). Coagulation-Flocculation Technology
in Water and Woastewater Treatment. In Handbook of Research on Resource
Management for Pollution and Waste Treatment (pp. 432-457). 1GI Global.

Libros

Low, I. M. (Ed.). (2018). Advances in ceramic matrix composites. Woodhead
Publishing.

Patnaik, A., & Patnaik, S. (Eds.). (2019). Fibres to Smart Textiles: Advances in
Manufacturing, Technologies, and Applications. CRC Press.

Patentes

Gotz, M. R., Holmgren, K., Larsson, N., Fiebich, B., & Wade, W. (2019). U.S. Patent
Application No. 16/478,514.

Tesis

Rios, E. A. (2018). Incidencia y control de tipos patogenos de Escherichia coli (STEC

y EPEC) en leche de vaca y quesos derivados en Castilla y Ledn (Tesis doctoral,

Universidad de Ledn).

Boletin

Kirk, M. D., Angulo, F. J., Havelaar, A. H., & Black, R. E. (2017). Diarrhoeal disease

in children due to contaminated food. Bulletin of the World Health Organization, 95(3),

233.

Paginas electrénicas

Inegi. (2017). https://www.inegi.org.mx/temas/agricultura/

Base de datos

Wishart, D. S., Feunang, Y. D., Marcu, A., Guo, A. C., Liang, K., Vazquez-Fresno, R.,
. & Sayeeda, Z. (2017). HMDB 4.0: the human metabolome database for

2018. Nucleic acids research, 46(D1), D608-D617.

Citas la abreviacion de la revista TECNOCIENCIA CHIHUAHUA en los indices
internacionales es Rev. TECNOCIENCIA CHIH.

Tablas, figuras y ecuaciones, las tablas y figuras deben enviarse en un archivo adjunto
al manuscrito; de preferencia en un archivo Word. O bien, crear un archivo comprimido
(.zip o .rar) que contenga los archivos de tablas y figuras. Adicionalmente, las tablas y
figuras del manuscrito, se colocaran dentro del texto principal en el lugar indicado por
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los autores, con titulos en espafiol e inglés. El titulo de la figura debe presentarse como
Fig. 1. Titulo de la figura.

Es recomendable que las figuras se preparen con software especifico. Tome en cuenta
que el tamafio de las figuras se ajustara en el proceso de edicion para ajustarse a los
margenes de impresion. Por ello, se recomienda hacer ejes, cuadros, etc.,
suficientemente grandes para que resulten legibles aun al reducir el tamafio. Las
extensiones aceptables para las figuras son JEGP y TIF, considerando las siguientes
caracteristicas de calidad (en puntos por pulgadas):

- 300 ppp para imagenes a escala de grises o color.

- 600 ppp para combinaciones imagen texto.

- 1,200 ppp para imagenes a linea.

Las tablas deben presentar tres bordes horizontales completos (en la fila de encabezados
y al final), cualquier otro borde horizontal debe ser parcial, no deben tener bordes
verticales y no se aceptaran en forma de imagenes.

Las ecuaciones deben estar escritas con un editor de ecuaciones y deben aparecer en el
manuscrito numeradas con el formato de nimero arabigo. Las ecuaciones insertadas
como iméagenes no son aceptables.

En el texto del manuscrito, al referirse a una ecuacion debe escribirse de la siguiente
manera: Ec. (1) o bien Ecs. (1) -(4), al referirse a una figura, seguir la misma regla, por
ejemplo: Fig. 1, o bien Figs. (1) -(5) y al referirse a una tabla, por ejemplo: Tabla 1 o
bien Tablas (1) -(3).

Figuras y cuadros (version para produccion)

Las figuras y graficos deben proporcionarse en el texto principal y numerarse
consecutivamente con ndmeros arabigos y sus subtitulos respectivos deben incluirse
dentro del texto principal en el lugar indicado por los autores.

Cuando se incluyan figuras que contengan fotografias o micrografias, asegurarse que
sean de alta resolucion para que cada foto tenga al menos 300 ppp para imagenes a
escala de grises o color. Todas las fotografias deben contener el nombre del autor.
Tablas (version para produccion)

Las tablas deben proporcionarse en el texto principal y como archivo adjunto, y
numerarse con nimeros arabigos. Deben estar incrustados en el texto del manuscrito,
en el lugar indicado por el autor. Las tablas deben prepararse con Microsoft Word®
2007 o posterior; no deben importarse de Excel® o Powerpoint®, y deben:

a) Tener un nimero y un titulo (en inglés y en espafiol)

b) Sea auto-explicable
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c) Tener los digitos significativos con la desviacion estandar definidos de acuerdo con
el criterio estadistico

d) Mostrar datos que no se muestran en los gréaficos

e) Tener el formato mas simple posible; no estd permitido el uso de sombras, color o
filas verticales y diagonales

f) Solo tienen letras minusculas en el superindice que indiquen notas al pie de tabla
(abreviaturas, unidades, diferencias estadisticas, etc.). Un ejemplo de tabla se muestra
en los formatos de ""Plantillas de articulos"

Abreviaturas, los nombres cientificos se escribiran en cursivas, el género de la especie
podra abreviarse después de que se mencione por primera ocasion en el texto. Las
unidades de cualquier dato cientifico o de laboratorio deberadn seguir el sistema
internacional de medidas y usar las abreviaturas o simbolos recomendados por las
normas internacionales. No debera usarse punto en las abreviaciones Ej.: kg (NO kg.).
Se utilizara espacio entre la cantidad y la unidad o simbolo Ej. 8 cm, 100 %. Las notas
a pie de pagina deberan ser evitadas.

Material adicional, si los autores lo desean, pueden proporcionar material adicional o
complementario como soporte al articulo (texto, tablas, figuras o multimedia), el cual
estara disponible en la pagina web de la revista una vez que sea publicado. Si el
manuscrito ha sido aceptado, también se le solicitara al autor un resumen gréafico y los
puntos relevantes del trabajo. El resumen grafico debe describir en forma general el
contenido del articulo, este resumen debe tener las siguientes caracteristicas: archivo
editable en diapositiva de Powerpoint, NO usar datos, tablas o figuras contenidos en el
articulo, contener figuras libres de restricciones de derechos de autor, debe incluir un
resumen que incluya de dos a tres enunciados donde se describe los antecedentes, como
fue realizado el trabajo y los principales resultados. Los puntos relevantes del trabajo,
deberan ser cuatro aspectos alcanzados, presentados en forma de enunciado con un
méaximo de 80 caracteres con espacios.

Los archivos que el autor debera preparar para el envio seran:
(Formatos)

El texto principal del manuscrito debe presentarse de la siguiente manera:
1) El manuscrito en Word para produccién

Este archivo, corresponde a las "'Plantillas de articulos' presentadas en esta guia de
autores, cuyas caracteristicas de formato se muestran a continuacion.

= Formato Microsoft Word® 2007 (o posterior)
= 10 puntos Palatino Linotype
= Espaciado especificado en la plantilla
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= Texto completo del manuscrito (extension de acuerdo al tipo de manuscrito)

= Las figuras, cuadros, tablas, ecuaciones y sus respectivos titulos deben estar
incorporados en el texto principal en el lugar indicado por los autores

= Las paginas deben estar numeradas secuencialmente

= La carta de presentacion debe presentarse por separado

= La pégina principal debe incluir los nombres e instituciones de los autores

= Elarchivo debera llamarse “Apellidos autor produccion”.doc.

2) En el manuscrito en Word para revision

Este archivo es una copia del manuscrito en Word para produccion pero se editara
sin los nombres de los autores e Instituciones para enviar este archivo cegado a revision
con los arbitros.

Este archivo debera ser nombrado “Apellidos de autor revision”.doc: version para
evaluacion del revisor. Las caracteristicas de formato incluyen las siguientes
especificaciones:

= Las lineas del texto al igual que las paginas deben estar numeradas
secuencialmente

= No debe incluir los nombres e instituciones de los autores ni en la pagina
principal del manuscrito, ni en la informacién del archivo

3) Carta de presentacion de articulo o autoria.

La carta de presentacion del manuscrito (Carta de presentacion del articulo) debe incluir
la relevancia e importancia del trabajo (un breve texto que describa la relevancia del
trabajo de investigacion o articulo de revision de manera concisa (con no méas de 100
palabras). Ademas, incluira la declaratoria de que el documento presentado no ha sido
publicado (parcial o totalmente) ni ha sido sometido a arbitraje simultaneamente en otra
revista. Haciendo constar que cuenta con la aprobacion para su publicacion por los
autores y coautores.

4) Los archivos de Tablas y Figuras para produccién (especificaciones que se
describen en la seccidn de Tablas, figuras y ecuaciones en esta guia)

5) Resumen grafico (caracteristicas descritas en la seccion de Material adicional en
esta guia)

Después de verificar el estilo de formato (acorde a la plantilla y especificaciones en esta
guia de autores) y crear los archivos de acuerdo a las especificaciones presentadas,
continte con el envio en linea.

¢No esta registrado? Registrese aqui
¢Ya esta registrado? Ingrese aqui
Una vez registrado en la plataforma de la revista, entrar y dar clic en 'Nuevo envio',

después seguir las instrucciones y completar cada una de las 5 pestafias del envio.
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