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RESUMEN: El obijetivo principal de este trabajo fue evaluar las
antocianinas como una alternativa al uso del colorante artificial
rojo allura AC en una bebida sin calorfas y con sabor natural.
Se desarrollé la formulacién de una bebida de fresa, sin
calorfas, con colorante natural, para lo cual se evalué las
antocianinas de extracto de col roja y de zanahoria negra
como colorantes naturales. Las caracteristicas sensoriales
(color, sabor, dulzor y apariencia en general) fueron mejor
evaluadas en la bebida con antocianinas provenientes de
extracto de zanahoria negra. En el estudio de estabilidad se
determiné que las formulaciones conservaron sus pardmetros
fisicoquimicos de °Brix, pH, acidez titulable y porcentaje de
acidez, en distintas condiciones de almacenamiento a diferentes
temperaturas; en cuanto al color, hubo mayor estabilidad en
la bebida con extracto de zanahoria negra.

PALABRAS CLAVE: bebida, antocianinas, capacidad antioxidante.

Evaluation of anthocyanin stability as a natural color
alternative in a flavored beverage without calories

ABSTRACT: The main objective of this research was to evaluate
anthocyanins as an alternative to the use of allura red AC in
a flavored beverage without calories and with natural flavor.
Aformula of a strawberry drink, without calories, was developed
with natural coloring, for which the anthocyanins of red cabbage

extract and black carrot were evaluated as natural colorants.
The sensory characteristics (color, taste, sweetness and
appearance in general) were better evaluated in the drink with
anthocyanins from black carrot extract. In the stability study
it was determined that the formulas conserved their
physicochemical parameters of ° Brix, pH and percentage of
acidity, in different storage conditions at different temperatures;
regarding color, there was greater stability in the drink with
black carrot extract.

KEYWORDS: beverage, natural colors, anthocyanins, antioxidant
capacity.

Introduccion

En los dltimos afios se ha visto la necesidad de las industrias
de alimentos a reformular sus productos existentes y a desarrollar
nuevos productos con ingredientes y dosificaciones que no
perjudiquen la salud del consumidor, esto debido a exigencias
de gobierno y las preferencias de los clientes. Los productos
con colorantes naturales se asocian al cuidado de la salud,
mientras que los pigmentos sintéticos son evaluados
criticamente.

Las antocianinas son compuestos naturales perfenecientes a
un grupo de constituyentes flavonoides bioactivos (Castafieda,
2009). Estos son los pigmentos hidrosolubles mds abundantes
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y ampliamente distribuidos en tubérculos, pétalos, hojas, flores,
frutas y verduras, responsables de la amplia gama de colores
rojo, azul y pUrpura. No se ha observado efectos téxicos de este
grupo de compuestos al utilizarse como colorantes naturales en
alimentos procesados, y por el contrario, se ha encontrado que
los extractos de las antocianinas estdn asociados a beneficios
para la salud, dentro de los cuales cabe mencionar: mejora de
la agudeza visual (Timberlake y Henry, 1988), capacidad
antioxidante (Degenhardt et al., 2000), tratamiento para diversos
trastornos de la circulacién de la sangre resultantes de la fragilidad
capilar (Wang et al. 1997), propiedades vaso-protectoras y anti-
inflamatorias (Lietti ef al. 1979), inhibicién de la agregacion de
plaguetas (Morazzoni y Magistretti, 1986), mantenimiento de la
permeabilidad vascular normal (Wang et al. 1997), control de
la diobetes, agentes neopldsticos y quimioprotectores (Kamei et
al. 1995), y posiblemente otras propiedades debido a la accién
de varias enzimas y procesos metabélicos (Wang et al. 1997).

Ademds de los beneficios que pueden tener las antocianinas, es
importante reconocer que estas son sensibles al pH y la femperatura
(Hernandez-Herrero y Frutos, 2014). Es por ello que la aplicacién
en sistemas alimentarios no es sencilla. En el estudio anterior,
se evalué las antocianinas como fuente potencial de color en
alimentos. Se almacenaron jugos concentrados de uva, fresa y
de cdscara de ciruela por ocho semanas en oscuridad a
temperaturas de 6°C y 23°C. La estabilidad del color se determiné
enpHde2.4,3.1,4.0,5.0,6.0,7.0y8.1,y ademds se valor6
la capacidad antioxidante a pH 4.0. El color de los jugos se
mantuvo estable durante las ocho semanas, por lo que se
deferminé en esfe estudio que las femperaturas de almacenamiento
no fueron un factor decisivo para la conservacién de color, a
excepcion del jugo de fresa en la que se presenté gran pérdida
de color a 23°C. El jugo de céscara de cirvela fue el que mostré
mayor confenido en fenoles totales, antocianinas y capacidad
antioxidante y se puede almacenar durante 4 semanas a
temperatura ambiente sin disminuciones significativas en la
capacidad antioxidante. El color de los jugos de cédscara de
cirvela fue estable hasta pH 5 durante las 8 semanas de
almacenamiento a los 6 y 23°C.

La finalidad del presente estudio fue evaluar las antocianinas
como una alternativa al uso del colorante artificial rojo allura
AC en una bebida sin calorfas y con sabor natural. Para ello fue
necesario realizar un estudio con consumidores para conocer
su percepcion hacia las bebidas envasadas y hacia los colorantes
naturales y sintéticos. Esto se hizo por medio de encuestas.
Teniendo esto, se desarrollé una formulacién de fresa, sin calorias,
utilizando rojo allura AC, para tener una bebida de referencia.
Luego se formulé la bebida realizando la sustitucién del rojo
allura AC, por antocianinas, para ello se trabajé con extractos
de zanahoria negra y col roja. Asf también se hicieron pruebas
sensoriales para conocer el grado de aceptabilidad de la bebida
por los consumidores. Se llevé a cabo un estudio de estabilidad
evaluando pardmetros fisicoquimicos y sensoriales. Ademds, se
analizé el contenido total de antocianinas monoméricas y
capacidad antioxidante.

104 Revista 36 de la Universidad del Valle de Guatemala (2018)

Se desarrollé una bebida sin carbonatacién, con sabor a base
de compuestos destilados de fresa, sin calorias (edulcorada con
estevia y sucralosa), con antocianinas.

Materiales y métodos

Evaluacion de percepcion del mercado

Se elaboré una encuesta para conocer la percepcién que fienen
las personas a las bebidas envasadas, a los edulcorantes, y o
los colorantes, tanto naturales como artificiales. La encuesta
contenia 16 preguntas la cual se pasé a 50 hombres y mujeres
entre 15-40 afios. Las personas encuestadas eran estudiantes
universitarios, profesionales y catedréticos de instituciones
educativas.

Formulacion de bebida sabor a fresa, sin calorias, utilizando
colorante arfificial rojo allura

Se desarrollé una bebida de fresa sin carbonatacién y sin calorias.
El sabor fue proporcionado por la casa de sabores IFF, y estaba
elaborado a base de compuestos destilados de la fresa. Para
endulzar la bebida se empled los edulcorantes sucralosa y estevia.
Como acidulante se utilizé 4cido citrico y dcido mdlico, como
antioxidante se us6 EDTA, y ademds se afadié citrato de sodio
como regulador de la acidez. Para darle color, se empled el
colorante artificial rojo allura AC. No se realizé ningdn tratamiento
térmico a la bebida y se envasé en recipientes de 355 ml de
polietilen-tereftalato (PET) transparente.

Formulacion de bebida de fresa, sin calorias utilizando
antocianinas como fuente de colorante.

Al tener la férmula aprobada de la bebida coloreada con rojo
allura AC, se realizé la sustitucion del colorante artificial a uno
natural. Se hicieron aplicaciones en bebidas de tal manera que
se obtuviera una tonalidad de color similar a la referencia la
cual era la bebida con el colorante artificial.

Pruebas sensoriales

Se hicieron pruebas hedénicas para determinar el nivel de agrado
que tienen los consumidores hacia el producto donde ellos
evaluaron caracteristicas de sabor, color, aroma, y apariencia
general de las bebidas. Ellos debian indicar su nivel de agrado
para cada atributo, las opciones eran: me gusta mucho, me
gusta moderadamente, no me gusta ni me disgusta, me disgusta
moderadamente, me disgusta mucho. Esta prueba la realizaron
40 personas, para ello no era necesario que pertenecieran a un
panel entrenado.



Estudio de estabilidad de bebida por medicién de pardmetros
fisicoquimicos.

Se cuantificaron los pardmetros siguientes: a) °Brix, por medio
de un refractémetro automético (modelo RFM91 marca
Bellingham + Stanley), b) pH, (potenciométrico Titroline 6000),
¢) acidez titulable, equivalente s la cantidad de NaOH, 0.1 N,
que se utiliza en llevar 100 mL de muestra a un pH igual a 8.70,
d) Porcentaje de acidez, equivalente a la cantidad de NaOH,
0.1 N, hasta alcanzar un pH de 8.30, €) color, se utilizaron 100
ml de cada bebida en la celda de un colorimetro (Hunter Lab
modelo ColorQUEST II).

Se report6 de acuerdo al estimado calculado con la férmula
siguiente:

Vb x N x Milieq x 100

Porcentaje de acidez (% de acido citrico) = v

En donde:
Vb = volumen en mL gastados.
N = normalidad del agente titulante (NaOH)

Milieq = miliequivalentes del 4cido predominante en la
muestra dcida (en este caso dcido citrico). El factor de
acidez del dcido citrico es 0.064.

Va = volumen de la muestra.

Determinacion del contenido total de antocianinas
monomericas

El contenido total de antocianinas monoméricas se determiné
utilizando el método diferencial de pH (Lee, 2005). Este método
se basa en la transformacién estructural del croméforo de la
antocianina entre el pH 1.0 y 4.5. El procedimiento seguido,
en forma breve, fue el siguiente: a) se diluyeron alicuotas de 10
mL de las bebidas formuladas en 40 mL de amortiguadores de
pH 1.0 y 4.5 respectivamente y luego se colocaron en la
oscuridad por 50 minutos, b) se obtuvo la absorbancia de cada
solucién a 515y 700 nm utilizando un espectofotémetro (Thermo
Electron Corporation modelo Genesys 10 UV scanning). La
absorbancia se calculé con la ecuacién siguiente:

Abs = (AbSjyis—max — AbS700)pH 1.0 — (AbSyvis—max — AbPS700)pH 4.5

En donde:

Abs = absorbancia

¢ = absorbancia molar de cianidin 3-glucésido (26,900)
L = longitud de la celda (1 cm)

M = peso molecular de la antocianina (449.2 D)

DF = factor de dilucién de la muestra

Determinacién de capacidad antioxidante por el método del
2-2-difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH)

La metodologia empleada fue la siguiente (Brand-Williams,
1995). a) Se preparé una solucién de 6 x10-5 M de DPPH en
metanol. Inmediatamente, se forré el balén con papel aluminio
para evitar inferferencias con la luz, b) se prepararon las muestras
como se indica en la Tabla 1:

Tabla 1. Preparacidn de las muestras

#Tubo Bebida (mL) Metanol (mL) | DPPH (mL)
] 0.02 298 3.9
2 0.03 2.97 39
3 0.06 2.94 3.9
4 0.09 291 3.9
5 0.12 2.88 3.9
b 0.15 2.85 3.9
7 0.18 2.82 3.9
8 0.21 2.79 3.9
9 0.24 2.76 3.9
10 0.27 2.73 3.9

¢) Se agitaron en un vortex durante 15 segundos individualmente,
d) Luego de eso, se midié la absorbancia a una longitud de
onda de 515 nm, utilizando como blanco al metanol puro, €)
se colocaron las muestras en un lugar obscuro durante 2 horas,
) se repiti6 la lectura de absorbancia agitdndo previamente en
el Vortex por 15 segundos més, g) el porcentaje de pérdida de
absorbancia se estimé con la ecuacién siguiente:

El coeficiente de extincién molar de cianidina 3-glucésido es
26,900. El total del contenido de antocianinas monoméricas se
calculd y expresé como equivalentes de cianidin-3-glucésido,
utilizando la siguiente ecuacién:

. P . (abs, — abss)
Porcentaje de pérdida de absorbancia (%) = [T] X100
0

Contenido de antocianina (mg / L) = Abs x MW x DF x 1000 /(¢ x L)

h) Finalmente se empleé un modelo linear para determinar el
valor del IC50. Mientas mds bajo fuese el valor, mayor era la
capacidad antioxidante (Brand-Williams, 1995).
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Tabla 2. Férmula 1: Bebida de fresa, sin calorias empleando rojo allura AC (rojo 40) como colorante artificial

Ingrediente Funcionalidad Peso (kilogramos)
Agua Base 995.340
Sucralosa Edulcorante 0.100
Estevia Edulcorante 0.020
Benzoato Preservante 0.250
Acdo citrico Acidulante 1.170
Adido mdlico Acidulante 0.330
(itrato Regulador de la acidez 0.230
EDTA Antioxidante 0.100
Sabor natural a fresa Saborizante 2.380
Rojo allura AC (Rojo 40) Colorante 0.080
Azul brillante FCF (azul 1) Colorante 8.600E-05
TOTAL 1000 L de bebida terminada

Resultados y discusion

Evaluacion de percepcion del mercado

Los resultados obtenidos en esta evaluacion fueron los siguientes:
a) preferencia por bebidas no carbonatadas y mas saludables,
y b) rechazo a los productos bajos o sin azdcar cuando estos no
tienen un sabor adecuado, contienen edulcorantes como el
aspartame, y cuando el perfil del dulzor del edulcorante presenta
resabios o notas desagradables. Ademds, debido a la naturaleza
de la poblacién encuestada, se confirmé que los encuestados
poseen criterios formados respecto a las ventajas de los colorantes
naturales y sus propiedades antioxidantes. Esta informacién fue
indispensable para la siguiente etapa del estudio que fue la
formulacién de la bebida.

Formulacion de bebida de fresa, sin calorias, utilizando
colorante arfificial rojo allura AC

Se decidié desarrollar la bebida sin carbonatacion debido a los
resultados de la encuesta. Se ocupé el sabor elaborada con
destilados de fresa y se endulzd con estevia. Se usé dcidos citrico
y mdlico como acidulante. Se afadié citrato de sodio como un
regulador de la acidez. Como antioxidante se utilizé EDTA. Y
para darle el color a la bebida se usé rojo allura AC. Se afadié
un minimo porcentaje de azul brillante FCF, para modificar
ligeramente la tonalidad del color. El color que se obtuvo fue
un rojo brillante, ver Tabla 2.
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Tabla 3. Fuentes de antocianina que se recopilaron de distintos proveedores

Proveedor Fuente de antocianina
Naturex Col roja (en liquido)
Naturex Remolacha roja (en liquido)

FMC Zanahoria negra (en polvo)
Sensient Zanahoria negra (en liquido)
Naturex Jugo de verduras (en liquido)

Formulacion de bebida de fresa, sin calorias, utilizando
antocianinas como colorantes naturales.

Se elaboré la bebida utilizando de referencia la de la Tabla 2,
nicamente cambiando el colorante. Se emplearon diferentes
muestras de colorantes naturales, los cuales se identifican en la

Tabla 3.

En la Gréfica 1 se observan las tonalidades de las antocianinas
listadas en la Tabla 3 ademds de la bebida con colorante arfificial.
La bebida elaborada con extracto de zanahoria negra liquida
fue la que presentd un color mas similar a la bebida de referencia
(con rojo allura AC).

Las bebidas fueron expuestas al sol por 8 horas debido a que
esta es una condicién extrema y se buscaba conocer el efecto
que tenfa la luz solar sobre los colorantes naturales. La bebida
coloreada con extracto de remolacha roja fue la que mostré



&
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Grafica 1. Bebidas de fresa ufilizando antocianinas provenientes de distintas fuentes

menos estabilidad quedando con un tono amarillento. Por otro
lado, la bebida formulada con colorantes artificiales fue la més
estable, no mostré ni una ligera decoloracién ni pérdida de
brillo. Las bebidas coloreadas con extracto de zanahoria negra
también resultaron ser estables; la bebida con extracto de col
roja revel6 una minima pérdida de intensidad del color.

Se eligié continuar el trabajo con el extracto de zanahoria negra
y con el extracto de col roja, ya que esta Gltima brindé una
tonalidad distinta que pudiera ser atractiva para el consumidor,
por lo fanto, se pensé que debia ser evaluada.

En las Tablas 4 y 5 se describe la formulacion utilizando extracto
de col roja y el extracto de zanahoria negra, respectivamente.

Estudio de estabilidad de bebida por medio de medicion de
pardmetros fisicoquimicos

Las mediciones fisicoquimicas se llevaron a cabo semanalmente
por cuatro semanas. Se colocaron bebidas en distintas condiciones
de tfemperatura: en una incubadora a 35°C, en una bodega a
temperatura ambiente (aproximadamente de 20°C) y en una
refrigeradora a 4°C. Los resultados de los “Brix y los pardmetros
de acidez de las bebidas ensayadas no variaron significativamente
con el tiempo de almacenamiento. Lo revelado fue positivo ya
que, como se ha reportado, el grupo flavilio de las antocianinas

Tabla 4. Férmula 2: Bebida de fresa, sin calorias empleando extracto de col
roja como fuente de antocianinas como colorante natural

Ingrediente Peso (kilogramos)
Agua 993.517
Sucralosa 0.100
Stevia Steviart 0.017
Benzoato 0.250
Acido cttrico 1.167
Acido mdlico 0.333
(itrato 0.233
EDTA 0.100
Sabor natural a fresa 2.383
Colorante natural: Anfocianina 1.900
proveniente de col roja
TOTAL 1000 L de bebida terminada

es muy reactivo y por lo fanto muy sensible a los cambios de
pH, es por ello que cambia de color (Badui, 2006). A la
formulacién se le afiadié citrato de sodio, este compuesto es
considerado un regulador de la acidez el cual fue adicionado
para contribuir con la estabilidad del pH en la bebida.
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Grafica 3. Mediciones de color de bebida con antocianinas provenientes de zanahoria negra
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Tabla 5. Formula 3: Bebida de fresa, sin calorfas empleando extracto de
zanahoria negra como fuente de antocianinas como colorante natural

Ingrediente Peso (kilogramos)
Agua 993.517
Sucralosa 0.100
Stevia Steviart 0.017
Benzoato 0.250
Addo citrico 1.167
Addo mdlico 0.333
(itrato 0.233
EDTA 0.100
Sabor natural a fresa 2.383
Colorante natural: Anfocianina 1.900
proveniente de zanahoria negra
TOTAL 1000 L de bebida terminada
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En las Gréficas 2 y 3 se muestran los cambios de los indices de
color con respecto al tiempo de almacenamiento. Al comparar
las gréficas se puede observar que la bebida con extracto de
zanahoria negra se mantuvo mds estable, y no se observé
variacién en las bebidas expuestas a distintas condiciones. En
cambio, en la bebida con extracto de col roja, se detecté una
ligera disminucién de los valores respecto al tiempo y fambién
hay una leve diferencia entre las bebidas almacenadas a disfintas
temperaturas.

Determinacion del contenido total de antocianinas
monomericas

Se cuantificé el confenido de antocianinas monoméricas en las
dos formulaciones de las bebidas con colorantes naturales, en
muestras almacenadas a temperatura de 35°C y a femperatura
ambiente en la semana 1, 4 y 8. Se empleé la temperatura de
35°C para acelerar los posibles cambios en la vida il del
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Grafica 4. Bebidas luego de ocho semanas expuestas a distintas condiciones de temperatura (4°C, 20°Cy 35°C)
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Tabla 6. Contenido tofal de antocianinas monoméricas expresadas en mg/L
equivalentes de cianidin 3-glucdsido en bebida con antocianinas provenientes
de col roja

Contenido total de antocianinas monoméricas

Semana 20°C (aprox.) 35°C
1 17.31 -
4 15.08 15.10
8 12.71 9.32

|
Tabla 7. Contenido fofal de antocianinas monoméricas expresadas en mg/L
equivalentes de cianidin 3-glucdsido en bebida con antocianinas provenientes
de zanahoria negra

Contenido total de antocianinas monoméricas

Semana 20°C (aprox.) 35°C
] 4.71 -
4 3.94 3.03
8 3.39 1.67

producto y las muestras a temperatura ambiente se utilizaron
como control. Los resultados se muestran en las Tablas 6 y 7.
Puede observarse lo siguiente: a) el contenido de antocianinas

monoméricas fue superior en la bebida con extracto de col roja,
b) en la cuarta semana no hubo cambios mayores, y ¢) en la
octava semana la disminucién de las antocianinas fue mas
elevada, principalmente a la temperatura de 35°C. No pudo
establecerse la significancia de los cambios ya que no se
determinaron en diferentes muestras almacenadas.

A simple vista, como se muestra en la Gréfica 4, se observé una
ligera disminucién en la tonalidad del color de las muestras
almacenadas a 35°C, siendo mds notorio en la bebida con
extracto de col roja.

Determinacién de capacidad antioxidante por el método
DPPH

Se determiné la capacidad antioxidante de las dos formulaciones
en las bebidas almacenadas a temperatura ambiente luego de
ocho semanas. Los resultados se observan en las Tablas 8 y 9.
Como se observa los valores de IC50 fueron menores en la
bebida con exiracto de zanahoria negra, lo cual indica que esfa
bebida tiene mayor capacidad antioxidante. A pesar de que en
el andlisis anterior se encontré que la bebida con extracto de
col roja tenfa mds antocianinas monoméricas, la bebida con
extracto de zanahoria negra tiene mayor capacidad antioxidante.
Esto se debe a que la zanahoria negra tiene ofras antocianinas
poliméricas que no fueron detectadas en el andlisis anterior. Se
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Tabla 8. Determinacion de lo capacidad antioxidante por el método DPPH
de behida con antocianinas provenientes de col roja

1C50 (wig/mL)

Tabla 9. Determinacion de la capacidad antioxidante por el método DPPH
de behida con antocianinas provenientes de zanahoria negra

1C50 (ug/mL)

Semana 1 Semana 8

Semana 1 Semana 8

°T ambiente (20°C) 101.84 159.95

°T ambiente (20°C) 85.58 87.74

observé también una disminucién de la capacidad antioxidante
en la bebida con extracto de col roja luego de ocho semanas.
No pudo deferminarse el efecto de la temperatura en la capacidad
antioxidante ya que no se realizé el andlisis en todas las
condiciones almacenadas.

Pruebas sensoriales

Se llevaron a cabo pruebas hedénicas con las dos bebidas con
colorantes naturales. La bebida con antocianinas provenientes
de extracto de col roja, en el atributo de sabor, fue calificado
por la mayoria de los panelistas como “me gusta moderadamente”
y “no me gusta ni me disgusta”, aunque también se observd
que varios panelistas indicaron que les disgusta moderadamente.
El dulzor y color fue calificado muy similar, el mayor porcentaje
indic6 que le “gustaba moderadamente”. En la evaluacion de
la bebida con antocianinas provenientes de extracto de zanahoria
negra se obtuvo un resultado més positivo. El color fue mejor
evaluado, 50% de los panelistas indicaron que les gustaba
mucho. El sabor y dulzor también fue mejor calificado que en
la bebida con antocianinas provenientes de col roja.

En la seccién de comentarios, varios panelistas colocaron que
el color de la bebida con anfocianinas provenientes de zanahoria
negra se vefa con un color mas agradable y mas natural y que
el sabor también se percibia mds natural. Por ofro lado, en la
bebida con antocianinas de extracto de col roja indicaban que
le faltaba sabor a fresa y que el color no se percibia natural.

Conclusiones

Se desarrollé la formulacién de una bebida de fresa, sin calorias,
con colorante natural, para lo cual se evalué las antocianinas
de extracto de col roja y de zanahoria negra como colorantes
naturales. Las caracteristicas sensoriales (color, sabor, dulzor y
apariencia en general) fueron mejor evaluadas en la bebida
con antocianinas provenientes de extracto de zanahoria negra.

En el estudio de estabilidad se determiné que las formulaciones
conservaron sus parémetros fisicoquimicos de °Brix, pH y
porcentaje de acidez, en distintas condiciones de almacenamiento
a diferentes temperaturas. En cuanto al color, hubo mayor
estabilidad en la bebida con extracto de zanahoria negra.
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