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Extraccion de antioxidantes del residuo de betabel (Beta vulgaris) por ultrasonido:
comparacion con métodos convencionales
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Abstract:

The beetroot residue has attracted attention among the scientific community for its nutritional composition, mainly for its antioxidants,
which are important in the diet of people since they reduce the cellular damage generated by free radicals that are normally generated
in the metabolism and during oxidative stress of non-communicable diseases; however, this waste is not consumed or marketed. For
these reasons some methods are developed for the extraction of compounds without the use of solvents such as ultrasound (US), being
an alternative for the extraction of compounds conserving their natural characteristics. The objective of this study was to extract the
antioxidants from the beetroot residue (Beta vulgaris) using conventional and emerging technology. An aqueous, ethanolic, macerated
and US extract was obtained. The results showed that in total phenolic compounds (TPC), the extraction by US obtained more of
these compounds (534.64 AGE / 100g bs) with respect to the control. However, the highest extraction of betanins and betaxanthines
was with water (1009.01 and 764.18 mg BE / 100g bs). Ultrasound is an emerging technology that could be used to extract antioxidant
compounds from waste from food processing, reducing energy consumption, improving shelf life and product quality.
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Resumen:

El residuo de betabel ha llamado la atencidn entre la comunidad cientifica por su composicién nutrimental, principalmente por sus
antioxidantes, los cuales son importantes en la dieta de las personas ya que estos disminuyen el dafio celular generado por los radicales
libres que se generan normalmente en el metabolismo y durante el estrés oxidativo de enfermedades no transmisibles; sin embargo
este residuo no es consumido ni comercializado. Por estas razones se desarrollan algunos métodos para la extraccion de compuestos
sin el uso de solventes como lo es el ultrasonido (US), siendo una alternativa para la extraccién de compuestos conservando sus
caracteristicas naturales. El objetivo de este estudio fue extraer los antioxidantes del residuo de betabel (Beta Vulgaris) utilizando
tecnologia convencional y emergente. Se obtuvo un extracto acuoso, etanélico, macerado y por US. Los resultados mostraron que en
compuestos fendlicos totales (CFT), la extracciéon por US obtuvo mayor cantidad de estos compuestos (534.64 EAG/100g bs) con
respecto al control. Sin embargo, la mayor extraccion de betaninas y betaxantinas fue con agua (1009.01 y 764.18 mg EB/100g bs).
El ultrasonido es una tecnologia emergente que podria ser utilizado para la extraccion de compuestos antioxidantes provenientes de
residuos del procesamiento de los alimentos reduciendo el consumo de energia, mejorando la vida Util y la calidad del producto.
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Introduccion

El betabel (Beta vulgaris) es un alimento de bajo
consumo, sin embargo, es uno de los tubérculos con
mayor capacidad antioxidante (Kujala, et al., 2000), ya
que es una excelente fuente de betalainas (Czapski, et
al., 2009). Siendo también buena fuente de flavonoides,
compuestos fendlicos y carotenoides (Ruberto et al.,
2007). Una parte de los compuestos bioactivos estan
asociados a los componentes de la fibra dietética
(Sayago, 2010). En el proceso de extraccion se deja una
cantidad considerable de residuo después de la filtracién
del jugo (Ruberto, et al., 2007). Por esta razén se deben
buscar recursos y/o el uso de valor agregado de estos
desechos, ya que contienen compuestos bioactivos como
fenoles y que se puede hacer uso de ellos en la industria
alimentaria. El uso de estos desechos es barato y muy
disponible, ya que son altamente rentables y minimiza el
impacto ambiental (Makris et al., 2007). Con la finalidad
de aprovechar mayor cantidad de compuestos, se han
desarrollado diversas técnicas de extraccion para el
aislamiento de compuestos antioxidantes (Merken y
Beecher, 2000). Sin embargo, las extracciones son
usualmente obtenidas mediante solventes, por lo que se
podria emplear técnicas de extraccion sin la aplicacién de
estos (Li, et al., 2005). Una alternativa, son las
tecnologias emergentes en donde se puede evitar el uso
de solventes y maximizar el rendimiento. Entre estas
tecnologias se encuentra el ultrasonido, el cual garantiza
un contacto intimo de la muestra con la extraccion del
disolvente y se utiliza para mejorar la extraccion de
lipidos, proteinas y compuestos fendlicos (Ignat, et al.,
2011). Por lo que el objetivo de este estudio fue extraer
los antioxidantes del residuo de betabel (Beta vulgaris)
utilizando tecnologia convencional y emergente.

Materiales y métodos

Obtencién del residuo de betabel

La muestra de betabel (Beta vulgaris) fue obtenida de un
mercado local en Tulancingo, Hidalgo. México. Los frutos
fueron lavados y pelados manualmente para
posteriormente extraer con un extractor de jugos (Turmix,
Standard, México) separando su jugo del residuo; el
residuo se congel6 a -32°C, vy liofiliz6 ( VWR 26671-581
Labconco, EE.UU.). Posteriormente se moli6 en un
triturador (Blender, 38BL52 LBC10, Waring Comercial,
EE.UU.) y se tamiz6 a un tamafio de particula de 500 pm.

Extraccion por ultrasonido

Se aplico ultrasonido (VCX -1500, Sonics & Materials,
Inc.Newtown, CT, EE.UU.) con una potencia de 1500W y
una frecuencia constante de 20 kHz con una amplitud de
onda de 77.5 % y con un tiempo de 9 min a una
temperatura controlada (2+1.0°C). Los tiempos de
impulso de onda fueron de 2 s. de encendido y 4 s. de
apagado. Después se centrifugd (Allegra 25R™,
Beckman Coulter; CA, USA) a 10000 rpm durante 10
minutos a 4°C y se recuperé el sobrenadante para su
posterior andlisis.

Extraccion con agua

Se realizé la extraccion con agua desionizada de acuerdo
a la metodologia de Vulic, et al., (2011). La muestra
liofilizada (20 g) se extrajo mediante 3 lavados (60 min-
160 mL, 30 min-80 mL, 30 min-80 mL) con un
homogenizador (Wisestir( ], HS-50A set, Wisd, laboratory
instruments, USA). Después se centrifugd (Allegra 25R
™ Beckman Coulter; CA, USA) a 10000 rpm , por 30 min
a 25°C.

Extraccidon con solvente organico (etanol)

La extraccién con etanol se realiz6 con las mismas
condiciones antes descritas (Vulic, et al., 2011).

Extraccidén por maceracion

Para la extraccion por maceracion, se utilizd metodologia
de Ravichandran, et al, (2011) con algunas
modificaciones. Se tomo 1g de muestra y se adicioné 100
mL de una disoluciéon de etanol-agua (50:50 v/v). Se
colocé en un tubo para centrifuga con capacidad de 15
mL, posteriormente se centrifugaron (Wisestir(], HS-50A
set, Wisd, laboratory instruments, USA) a 6000 rpm
durante 10 min en una centrifuga. El sobrenadante se
colecto y la centrifugacion se repitié una vez mas.

Una muestra sin tratamiento de extraccion se utilizé como
control, el cual se mezcl6 manualmente y se realiz6 la
centrifugacion como las técnicas de extraccion antes
mencionadas.

Determinacion de compuestos fenélicos
totales

La determinacion de compuestos fendlicos totales se
realizé por medio del método descrito por Stintzing, et al.,
(2005). Se mezclé 100 pL del extracto del residuo de
betabel con 500 pL de la solucién con el reactivo de Folin-
Ciocalteu y se afiadieron 400 pL de carbonato de sodio al
7.5% y se mezclo. Se dejd reposar por 30 min. La
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absorbancia de la mezcla se midié a 765 nm en un lector
de microplacas (Power Wave XS UV-Biotek, software KC
Junior, USA). El 4cido gélico se utiliz6 como patron de
referencia y los resultados se expresaron como
miligramos equivalentes de éacido galico por 100 g de
base seca (mg EAG/100 g bs).

Determinacion de betalainas

Se realizé por el método descrito por Stintzing, et al,
(2005). Se utilizé una longitud de onda de 535 nm para
la cuantificacién de betaninas (pigmentos rojos-purpura)
y de 480 nm para betaxantinas (pigmentos amarillos). La
absorbancia se midié en un lector de microplacas (Power
Wave XS UV-Biotek, software KC Junior, USA). El
contenido de betaxantinas y betaninas se report6 como
mg equivalentes de betalainas por 100 g de base seca
(EB/100 bs) y se calculd con la siguiente ecuacion:

mg/L={(A*FD*PM*1000/£*1)}

Dénde: A= Absorbancia a 535 0 480 nm; FD= Factor de
dilucién; PM= Peso molecular; €= Coeficiente de
extincion molar; 1= Volumen de celda (0.316cm3))
Coeficientes de extincion molar: Para betaninas:
€=60000 L/ (mol cm). PM = 550 gr/mol; y para
betaxantinas: €=48000 L/ (mol cm). PM= 308 gr/mol.

Analisis Estadistico

Los experimentos fueron realizados por triplicado, se realizd
una andlisis de varianza (ANOVA) y las diferencias entre las
medias (z) desviacion estandar (DE) fueron comparadas con
una prueba de Tukey con una confiabilidad del 95%,
utilizando el paquete estadistico SPSS versién 12.0.1, para
Windows (SPSS Inc. Chicago, lllinois).

Resultados y discusion

Contenido de fenoles totales

En la figura 1 se muestran los resultados obtenidos de
CFT, observando que la muestra US (534.65+£3.64 mg
EAG/100 g bs) fue mayor significativamente (p<0.05) con
respecto a todas las muestras . Este comportamiento fue
similar a lo reportado por Zafra, et al. (2016), que comparé
las extracciones convencionales (acuosa y alcohdlica)
con una muestra ultrasonicada del residuo de zarzamora
(Rubus fructicosus), dénde el incremento de compuestos
fendlicos totales fue mayor del 35%. Los altos valores

obtenidos en la muestra US se deben a que el ultrasonido
genera reduccidon de particulas haciéndolas mas
pequefias y liberando sus compuestos (Pasquel et al.,
2014)
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Figura 1. Extraccién de compuestos fendlicos totales con solventes y ultrasonido (US) del
residuo de betabel y control (muestra sin tratamiento). *Letras diferentes indican una
diferencia significativa (p<0.05) entre las muesstras. Se utilizo la prueba de Tukey para la

diferencia entre las muestras. n=3.
»

Contenido de betaninas y betaxantinas

Se ha encontrado en estudios que en las partes no
comestibles de diferentes alimentos como manzana,
durazno y uvas hay hasta 10 veces mas de betalainas
que en las partes comestibles, principalmente los
pigmentos rojos del epicarpio (Tenore, et al., 2012;
Koubaa, et al, 2016). En la figura 2 se observa que la
muestra US obtuvo mayor contenido de betaninas y
betaxantinas (804.50+2.21 y 602.41+1.55 mg EB/100 g
bs) que el control. Sin embargo, la extraccion acuosa, fue
el método con mayor diferencia significativa (p<0.05),
obteniendo valores de 1009.01+8.86 y 764.18+2.11 mg
EB/100 g bs, respectivamente. Este comportamiento fue
similar a lo reportado por Yahia y Castellanos-Santiago
(2008), donde realizaron extracciones con diferentes
muestras de tuna la extraccion mas eficaz fue la acuosa,
presentando los valores m&s altos de betalainas,
atribuyéndose a que las betalainas son cromoalcaloides
nitrogenados solubles en agua (Chauhan, et al., 2013).
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Figura 2. i6n de betalainas con sol y ul do (US) del residuo de betabel y
control (muestra sin *Letras dif rtes indican una dif f
(P<0.05) entre las muesstras. Se utilizé la prueba de Tukey para la diferencia entre las

muestras. n=3.
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Conclusioén

El extracto obtenido por ultrasonido presentdé mayores
valores de compuestos fendlicos en comparacion a todas
las muestras, y aunque para betalainas, la muestra
extraida con agua obtuvo los mayores resultados, la
muestra ultrasonicada obtuvo mejor eficacia que el
control. Por lo que el uso de esta tecnologia emergente
sin el uso de solventes podria ser utilizada como un
método de extraccion para compuestos bioactivos.
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