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GLOSARIO

AGRAZ: es una fruta con gran cantidad de compuestos polifendlicos con
capacidades antioxidantes y colorantes ademas de tener propiedades
beneficiosas para la salud.

ALELOPATIA: se define como un fenémeno bioldgico por el cual un organismo
produce uno o0 mas compuestos bioquimicos que influyen en el crecimiento.

ANTIOXIDACION: es la actividad que tienen las sustancias fitoquimicas como
minerales y vitaminas sobre compuestos considerados dafiinos para la salud,
conocidos como radicales libres.

ANTIOXIDANTES: son moléculas capaces de retardar o prevenir la oxidacién de
otras moléculas.

ANTOCIANINAS: son pigmentos encargados de dar colores llamativos y brillantes
a flores, frutas y hojas, que van desde el rojo al violeta o azul que poseen
propiedades antioxidantes y son empleados para tratar enfermedades
cardiovasculares y prevenir el cancer.

CHALCONA: es una cetona aromatica y un enona (cetona y doble enlace)
formando un nucleo central dando origen a una variedad de compuestos
bioldgicos importantes.

COLORIMETRIA: técnica que consiste en suministrar informacién de manera
cuantitativa y cualitativa de una disolucion por medio de un instrumento disefiado
para dirigir un haz de luz paralela monocromética midiendo la intensidad de haz
luminoso emergente.

CROMATOGRAFIA DE CAPA DELGADA (TLC): es un procedimiento que se
utiliza para separar moléculas relativamente pequefias. Al igual que otras
cromatografias, consiste de una fase estacionaria y una fase movil, en el cual el
principio es que la sustancia de interés se adhiera a la fase estacionaria o se
mueva con la fase mévil, viajando una distancia que es inversamente proporcional
a la afinidad por la fase estacionaria.

ESPECTROFOTOMETRIA: método que se basa en la relacion entre absorcion de
luz por parte de un compuesto y su concentracion.

EXTRACCION: procedimiento utilizado para separar un producto organico de una
mezcla de reaccion por medio de un disolvente.

FLAVONOIDES: son pigmentos naturales con poder antioxidante protegiendo la
salud humana de agentes oxidantes.
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FLAVONOLES: representados por la quercetina, posee un grupo carbonilo en
posicion 4 y un grupo -OH en posicién 3 del anillo C.

HEMIACETALES: se forman por reaccion de un equivalente de alcohol con el
grupo carbonilo de un aldehido o cetona.

LIOFILIZACION: proceso que tiene como objetivo separar un solvente de una
disolucion mediante congelacion y después sublimacion manteniendo todas sus
propiedades organolépticas.

MICROONDAS: se basa en la irradiacion con microondas causando el movimiento
de las moléculas por migracién de iones y rotacién de dipolos que contribuyen a
un incremento de la temperatura lo que facilita la difusion de compuestos desde la
matriz al disolvente.

NUTRACEUTICO: producto natural con propiedades biolégicas activas favorables
para la salud con actividad terapéutica o preventiva.

OXONIO: también llamado hidrénico, es un protén hidratado correspondiente al
cation HsO", el cual es el acido mas fuerte que puede existir en agua. Este ion se
produce cuando un &acido fuerte transfiere un protén al agua, y se forma en
presencia de cationes de hidrégeno H+.

QUELANTE: sustancia que forma complejos con iones pesados.
QUERCETINA: pigmento natural hidrosoluble representativo de los flavonoles.

SECADO: método de eliminacion de sustancias volatiles, es decir, humedad; para
obtener un producto sélido y seco.

SOLVENTE: liquido o gas que puede diluir o extraer otras sustancias.
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RESUMEN

“Los flavonoides son pigmentos naturales presentes en los vegetales y que
protegen al organismo del dafio producido por agentes oxidantes, como los rayos
ultravioletas, la polucidbn ambiental y sustancias quimicas presentes en los
alimentos™. Ademas, contienen excelentes propiedades de quelacién del hierro y
otros metales de transicion, lo que les confiere una gran capacidad antioxidante.
Los flavonoles y antocianinas hacen parte de ellos, asimismo se encuentran
presentes en el agraz.

Inicialmente a partir de bibliografia de especies del género Vaccinium a los cuales
se les realizaron procedimientos similares, se determinaron las condiciones
iniciales y preparacién de la muestra, definiendo propiedades como pH de 2.1,
temperatura de secado de 40°C vy liofilizado del fruto de -86°C a -55°C y una
temperatura constante en las bandejas de 25°C y el tipo de solvente a utilizar de
acuerdo a la aplicacion que se le quiera dar, en este caso etanol debido a que no
es toxico y tiene alta polaridad.

Para la extraccion por solventes (soxhlet), los resultados obtenidos del contenido
de antocianinas totales para la muestra secada en el horno (3879.5 + 54 mg de 3-
cianidin glucésido/100 g), con respecto al extracto obtenido con la materia
liofilizada (3969.7 + 110.5 mg de 3-cianidin glucosido/100 g). En cuanto al método
de extraccion asistida por microondas con la muestra secada en el horno (3106.0
+ 285 mg de 3-cianidin glucosido/100 g), a comparacion del extracto obtenido con
la muestra liofilizada (3837.4 + 47.9 mg de 3-cianidin gluc6sido/100 g).

La caracterizacion se realiz6 por medio del ensayo Shinoda, generando una
coloracion cereza y acido base dando una coloracion verde, para el
reconocimiento cualitativo de los flavonoles y antocianinas respectivamente vy
cuantitativo usando un andlisis espectrofotométrico. Posteriormente se utilizo la
cromatografia de capa delgada (TLC), para la verificacion de los datos y seleccién
de las mejores condiciones para la obtencién del extracto.

Dando como resultado que la extraccion soxhlet con un rendimiento de 39.8% con
la materia prima previamente liofiizada da una mayor concentracion de
antocianinas. Asimismo, el contenido de flavonoles se ve favorecida por el método
de extraccion asistida por microondas con un redimiento de 11.8% con la materia
previamente liofilizada.

! MARTINEZ, S.; GONZALEZ, J; CULEBRAS, J. Y TUNON, M2. Los flavonoides: propiedades y acciones
antioxidantes. Espafia: Universidad de Le6n, 2002 p. 271.
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INTRODUCCION

El agraz es una fruta que ha empezado a tener auge en los Ultimos afios, una de
las principales caracteristicas de esta, es que su capacidad antioxidante es mucho
mayor que la de otros frutos de su mismo género (Vaccinium) como lo son los
arandanos, a los cuales ya se le han realizado estudios de extraccion de
antioxidantes, por lo que se tomaran como punto de comparacién segun los
resultados obtenidos.

En la industria de alimentos puede ser usado como conservante y/o colorante
natural, como nutracéutico o como aditivo alimentario. En la industria de
cosmeéticos por su cuidado en la piel debido a que evita el desarrollo de células de
cancer, como reafirmante y tratamiento para cicatrices y arrugas. En la industria
farmacéutica por que ayuda a prevenir el desarrollo de enfermedades
cardiovasculares, diabetes, artritis, Alzheimer y Parkinson y por dltimo en la
industria mecanica como anticorrosivo.

Se tiene la certeza que el agraz, presenta propiedades antioxidantes, por la
existencia de antocianinas y flavonoles?, en su mayoria presentes en el estado de
maduracién, 120 dias de cosecha®, que han sido estudiadas y analizadas a nivel
laboratorio con la seguridad de que pueden ser utilizadas en la estabilizacion de
sistemas alimenticios, en especial aceites vegetales inhibiendo su oxidacion. El
agraz, que se tomO como materia prima se cultiva en Boyaca localizada a 5°
31'15" N y 73°43'39" O y a una altura de 2.615 msnm en el municipio de San
Miguel de Sema donde se encuentra ubicada la finca Medialuna en la Vereda de
Sabaneca Sector La Isla.

Los ardndanos son considerados el fruto con un alto contenido de antioxidantes
como polifenoles, presentes tanto en la cascara como en la pulpa, debido a esto
se considera como “fruto de la longevidad”. Su disponibilidad, versatilidad y
variedad de formas durante casi todo el afio es una de las ventajas. Ademas el
gran interés, es de los posibles beneficios para la salud humana. Por lo cual se
considera viable tecnolégicamente el desarrollo de alimentos funcionales frescos
mediante la incorporacién de extracto de antocianinas procedente de arandano.

Teniendo en cuenta previos estudios llevados a cabo en los arandanos, los cuales
ofrecen informacién sobre los hallazgos del proceso de extraccion de antocianinas
determinando la influencia de las principales variables de proceso en su extraccion
como temperatura, pH, tiempo de extraccion, tipo de solvente y proporcion de

2 PARR; BOLWELL. KAHKONEN et al. PRIOR et al., citado por GAVIRIA, Carlos. Propiedades antioxidantes
de los frutos de agraz o mortifio (Vaccinium meridionale Swartz). Bogota: Universidad Nacional de Colombia.
96.

3GAVIRIA, Carlos; HERNANDEZ, Juan; ARIAS Mario; MEDINA, Clara; ROJANO, Benjamin. Cambios en la
actividad antioxidante en frutos de mortifio (Vaccinium meridionale Sw.) durante su desarrollo y maduracion.
Medellin: Universidad Nacional de Colombia, 2012. p. 6490
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materia prima/solvente (MP/S) y basados en otros estudios en los cuales se hace
énfasis en el tipo de secado para la preparacion de la materia prima en el cual
hace la comparacion de la extraccion de antocianinas a partir de arandanos secos
al horno vy liofilizados, siendo esta ultima la que indica mayor concentracion de
antocianinas, se fundamenta el desarrollo de la presente investigacion.
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OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Evaluar el extracto de antocianinas y flavonoles en el agraz (Vaccinium
meridionale swartz) obtenidos a nivel laboratorio por medio de los métodos de
extraccion por solventes y extraccion asistida por microondas.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

o Establecer las condiciones de operacion iniciales de la muestra a la cual se le
va a realizar la extraccion.

e Obtener el extracto de antocianinas y flavonoles por medio del método de
extraccion por solventes a nivel laboratorio.

e Obtener el extracto de antocianinas y flavonoles por medio del método de
extraccion asistida por microondas a nivel laboratorio.

o Comparar los extractos obtenidos de la aplicacion de los métodos anteriores.

24



1. MARCO TEORICO

Con el objetivo de contextualizar, se presenta a continuacion un panorama general
del agraz, sus propiedades, contenido polifendlico, las extracciones usadas y sus
respectivos ensayos de caracterizacion y cuantificacion para la determinacién de
las mejores condiciones de preparacion de la muestra.

1.1 AGRAZ

Carlos Gaviria®, hace mencién en su articulo que el agraz o mortifio, es un fruto
perteneciente al género Vaccinium, tiene mas de 400 especies en el mundo,
algunas de las cuales han sido domesticadas en Estados Unidos y Canada. El
mortifio es una fruta con sabor citrico dulce, de tamafio pequefio (llustracion 1.) y
generalmente conocida como un matorral y ha atraido el interés de muchos
investigadores alrededor del mundo, debido al alto contenido de compuestos
polifendlicos, tales como acido cinamico, flavonoles, antocianinas y antocianidinas.

llustracion 1. Agraz

Fuente. Ciencia de la vida. Pesquisa 28. Universidad Javeriana. pag. 12

Segln Avila et al.’, en Colombia, el agraz se presenta como un pequefio arbusto
silvestre, con una altura de 1 a 4 m aproximadamente, en casos particulares
pueden encontrarse hasta 8 m de altura. Los frutos de agraz son bayas redondas
de 5 a 10 mm de diametro ecuatorial, de color purpura a rojizo oscuro en la
madurez, con caliz persistente en el apice, fruto comestible de sabor &cido y

* GAVIRIA, Carlos. Propiedades antioxidantes de los frutos de agraz o mortifio. Universidad Nacional de
Colombia. 2009

® AVILA, Hernan; CUSPOCA, Julian, FISCHER, Gerard; LIGARRETO, Adolfo y QUICAZAN, Martha.
Caracterizacion fisicoquimica y organoléptica del fruto de agraz (Vaccinium meridionales Swartz) almacenado
1 a2 °C. En: Revista Facultad Nacional de Agronomia Medellin. {En linea} {10 de octubre de 2016} Vol. 60 no
2 (2007) Disponible en (http://www.scielo.org.co/pdf/rfnam/v60n2/a19v60n2.pdf)
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agradable, y contiene gran cantidad de semillas pequefas. En el pais, se
presentan cosechas dos veces al afio.

Entre las sustancias bioactivas que se encuentran en los vegetales y frutas se
destacan especialmente el grupo denominado polifendles que tienen beneficios a
largo plazo sobre la salud humana. Ademas pueden ser utilizados en cosméticos,
mecanica, farmacos y como aditivos alimentarios con el fin de impedir o retardar
las oxidaciones cataliticas, el enranciamiento natural o provocada por agentes
fisicos.

Segln Anna Rosso y Said Toro®, los tipos de agentes antioxidantes son sintéticos
y naturales. Los sintéticos, se caracterizan por tener una estructura fendlica con
sustitucion alquilica y generalmente se usan como aditivos alimenticios. No
obstante, existen estudios que sugieren que estos antioxidantes sintéticos tienen
actividad cancerigena lo que ha restringido su uso en las ultimos afios, en esta
categoria se destacan el butilhidroxinasol (BHA) y el butilhidroxitoluenon (BHT).

“Por otro lado, los antioxidantes naturales son sustancias mas saludables y
seguras que los antioxidantes sintéticos. Entre las principales familias se destacan

los acidos fendlicos, los acidos cinamicos, los flavonoides y los taninos”’.

1.1.1 Caracteristicas fisicas del agraz y el ardndano. Las caracteristicas
fisicas ideales las cuales son tamafio minimo 6 mm, forma redonda de apariencia
brillante, de textura suave pero firme al tacto, color morado oscuro, con un estado
de maduracion fisiolégica de 120 dias, segin Gaviria® puesto que en este tiempo
se reporta un aumento de antocianinas totales.

La composicion nutricional del fruto de agraz, depende del origen y la variedad
analizada, en términos generales de 100 gramos de pulpa comestible pueden
contener lo mostrado en la Tabla 1.

® ROSSO, Ana Maria y TORO, Said. Optimizacion de las condiciones de extraccion solido-liquido de
polifenoles a partir de la almendra de mango hilacha (Mangifera indica. Var. Magdalena River) y ajuste de sus
parametros cinéticos. Trabajo de Grado de Ingenieria Quimica. Bucaramanga: Escuela de Ingenieria quimica.
Facultad fisicoquimica. 2011. 59 p.

"Ibid., p. 20.

8 GAVIRIA, Carlos, et al. Op. cit., p. 6490.
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Tabla 1. Composicion nutricional del agraz

Composicion
nutricional

Cantidad

Agua
Proteina
Fibra
Calorias
Vitamina B1
Vitamina B2
Vitamina B6
Vitamina C

Pat6tonico
Acido
nicotinico
Sodio
Potasio

Calcio

87.4¢
0.3g
179

42 Kcal
0.014 mg
0.0024 mg
0.012 mg
12 mg

12 mg

0.2 mg

2 mg
72 mg
14 mg

Para el caso del arandano son frutos de 5mm de didmetro ecuatorial de color
negro, azul cubierto de una pilosidad violeta, de forma redondeada. Su
composicién nutricional por cada 100 g de futa se muestra en la Tabla 2°.

° TORRES, Marcelo. Propiedades del arandano. Emprendimientos agropecuarios. [en linea] < http://marcelo-

torres-nosa.idoneos.com/> [citado el 27 de mayo de 2016]



Tabla 2. Composicion nutricional del arandano

Composicién

nutricional Cantidad
Agua 84.21¢g
Proteina 0.74 g
Fibra 2449
Calorias 57 kcal
VitaminaB1  0.037 mg
Vitamina B2  0.041 mg
Vitamina B6  0.052 mg
Vitamina C 9.7 mg
VitaminaB7 6 mg
Vitamina E 0.57 mg
Sodio 1 mg
Potasio 77 mg
Calcio 6 mg

1.2 COMPUESTOS POLIFENOLICOS.

El reino vegetal ofrece gran variedad de compuestos de alto y bajo peso molecular con
propiedades antioxidantes. La mayoria de estos compuestos antioxidantes naturales que
se han estudiado para su aplicacion en la industria alimentaria son compuestos
polifendlicos. Los compuestos polifenélicos son metabolitos secundarios que se
caracterizan por estar formados por unidades de fenoles-anillos aromaticos que llevan al
menos un sustituyente hidroxilo™° (llustraciéon 2). Estas biomoléculas se localizan en
todas las partes de las plantas y su concentracién varia a lo largo del ciclo vegetativo,
ademas participan en diversas funciones, tales como la asimilacién de nutrientes, la
sintesis proteica, la actividad enzimética, la fotosintesis, la formacion de componentes

estructurales y la alelopatia™”.

¥ ROSSO. Op. cit., p. 21.

1 CONDE, Enma. Revalorizacion de Residuos
antioxidantes Naturales con Aplicaciones en la Industria Alimentaria,
Ourense, Espafia, 2009, Trabajo de Maestria. Universidad de Vigo. Facultad de Quimica.
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llustracion 2. Compuesto polifenol

OH

R| R|l|
Ru

Fuente. Rosso'?.

Segln Conde™y Paladino®, los compuestos polifendlicos presentan actividad
antioxidante, y la capacidad de donar electrones, lo cual indica su caracter
reductor, debido a la presencia de los grupos hidroxilo en el anillo aromatico y su
capacidad para deslocalizar los electrones del radical fenélico.

1.2.1 Flavonoides. “Son el grupo mas abundante en los vegetales, son
compuestos de bajo peso molecular que generalmente estan enlazados a
moléculas de azlcar, se clasifican en antocianinas y antoxantinas, Las
antocianinas son moléculas de pigmentos rojos, azules y purpuras. Las
antoxantinas, que incluyen flavonoles, flavonas, flavanoles e isoflavonas, son
moléculas incoloras o de colores que oscilan desde el blanco hasta el amarillo”*>.

En la llustracion 3 se muestra el nucleo estructural de los principales grupos de
flavonoides, ademas de mostrar ejemplos de algunos compuestos que son
caracteristicos de cada grupo.

2 ROSSO0. Op. cit., p. 21.

3 CONDE. Op. cit., p. 21.

14 PALADINO, Silvia. Actividad Antioxidante de los Compuestos Fendlicos Contenidos en las Semillas de la
Vid (Vitis vinifera 1.).Mendoza, Argentina, 2008, Trabajo de Maestria. Universidad Nacional de Cuyo.
Facultad de Ciencias Agrarias.

% Ibid., p. 21-22.
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llustracion 3. Ndcleo estructural de los principales grupos de flavonoides. Se
sefialan ejemplos de algunos compuestos que son caracteristicos de cada grupo.

I Flavonoles | | Flavonas . Flavanonas
R, B, k,
It, R, R,
] o B o & R, 0H o R,
(i . .
MW o LU It Hl L]
By = By = O, By = BT Quesceling By =Ry = OH Lumeodna B, = O By =0CH, Hesperatim
B =ULR, =R, =l Kesferl R =H; R =0H Apigenina =15 R, =0l Nasingesing
| Isoflavonas | Antocisnidinas | Flavanoles |
R‘I RI
ol R,
ol o o , R on e R,
[} i HI
n S Bl ol o
K, =01 Genfsizina B, =R, =0 Delfinidin B, =R, =015 B, =H Calequina
R, = I Daideina By =0H; B =11 Cinitlina R =l =R, =0 Clcatoqeinz

Fuente: Quifiones, [et al.]*

1.2.1.1 Antocianinas. Segin Reyes'’, las antocianinas son un grupo de
pigmentos de color rojo, hidrosolubles, distribuidos en el reino vegetal
Quimicamente las antocianinas son glucosidos de las antocianidinas es decir,
estan formadas por una molécula de antocianidina, particularmente la aglicona,
gue se une con un azUcar mediante un enlace B-glucosidico. La estructura
quimica de estas agliconas es el ién flavilio, también llamado 2-fenil-benzopirilio,
gue cuenta con dos grupos aromaticos (llustracion 4).

16 QUINONES, M.; MIGUEL, M. y ALEIXANDRE, A. Los polifenoles, compuestos de origen natural con efectos
saludables sobre el sistema cardiovascular. En: Nutricién hospitalaria: 6rgano oficial de la Sociedad Espafiola
de Nutricién Parenteral y Enteral. Febrero, 2012. Vol. 27, no. 5, p. 79.

" REYES, JesUs. Colorantes organicos de origen natural utilizados como sensibilizadores de celdas solares.
Maestria. Bogota: Universidad Nacional de Colombia. 2014. 27 p.
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llustracion 4. Estructura basica de la antocianina.

Fuente. Martinez*.

1.2.1.2 Antoxantinas. Pigmentos caracteristicos de las plantas, solubles en
agua con un rango de color que va desde el blanco o incoloro, hasta el crema o
amarillo, a menudo en los pétalos de las flores.

>  Flavonoles. Son una clase de flavonoides que se encuentran repartidos en
todos los alimentos de origen vegetal, las pieles y hollejos de las frutas, son
particularmente ricos en estos compuestos, proporcionando un ligero color
amarillo a los tejidos vegetales. “La estructura quimica que suelen poseer es 3-
hidroxiflavona (3-hidroxi-2-fenilcromen-4-ona) (llustraciéon 5). Su diversidad radica
en las diferentes posiciones que acomodan los grupos -OH fendlicos™. Los més
conocidos son quercetina, kaempferol y miricetina y se presentan generalmente en
forma de glicésidos®.
llustracién 5. Quercetina

Fuente. Morales, [et al.]*%.

8 MARTINEZ, Noé. Extraccion de compuestos antioxidantes presentes en la fresa (Fragraria SPP). Técnico
superior universitario en procesos alimentarios. Oaxaca. Universidad Tecnologica de los Valles de Oaxaca.

2013.p. 19
¥ GARCIA, Jimmy. Fenoles naturales. Facultad de ciencias quimicas. Universidad Central del Ecuador. {En
linea} {18 de octubre de 2015} Disponible en (https://g-

organicauce.wikispaces.com/file/view/Fenoles+Jimmy+Gar.pdf)

2 TOBON, Manuel. Estudio de las posibles conformaciones de los flavonoides quercetina y hidroguercetina
por métodos de mecanica cuantica. Trabajo de grado para licenciatura en fisica. Puebla. Universidad
Autonoma de Puebla. 2015. 7 p.

= MORALES, Martin; SANCHEZ, Vicente; SANDOVAL, Santiago; TARRAGO, Fernandez; LOPEZ, José
y PEREZ F. Efecto de la quercetina sobre la nefrotoxicidad producida por cadmio. En: Revista de toxicologia.
{En linea} {30 de marzo de 2016}. Disponible en (https://dialnet.unirioja.es/servlet/articulo?codigo=4036872)
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1.3 COLORIMETRIA.

Es la técnica que cuantifica el color mediante la medicion del mismo a partir de
tres colores primarios de luz que son vistos por el ojo humano, especificamente, el
rojo, el verde y el azul. Esta medicion de color llamada "tri-estimulos” proporciona
datos sobre la cantidad de los tres componentes que estan presentes en la luz
reflejada (sélidos) o transmitida (tipicamente los liquidos) por un producto
alimenticio®.

Esta técnica en la industria de alimentos se utiliza para determinar los factores
tales como grados de maduracion y el deterioro en relacién a los ciclos de
transporte, almacenamiento, conservacion, sabor y ciclo de eliminacion.

1.3.1 Espacio de color Cielab. También conocido como coordenadas CIE I*a*b*
el cual permite detallar estimulos de color en un espacio tridimensional. Se
compone de 3 ejes, el primero de ellos es el eje *L, luminosidad y va de 0 (negro)
a 100 (blanco), representando la escala acromética de grises, los otros dos ejes
son coordenadas cromaticas llamadas a* y b*, que representan variacion entre las
tonalidades de rojo a verde, y de amarillo a azul, respectivamente. Se presentan
algunos casos en los que tanto a* como b* son iguales a cero (0) por lo tanto son
acromaticos?®,

1.4 SECADO DE LA MATERIA PRIMA

Es un método que se ha practicado desde la antigiiedad, permitiendo la extraccion
total del agua contenida en el fruto, impidiendo la actividad microbiana y
reduciendo la actividad enzimética.

El secado es importante para aislar la parte del fruto que se pretende estudiar,
poniéndose de manifiesto todas las caracteristicas necesarias para la obtencion
de los resultados deseados.

1.4.1 Secado en el horno. El secado en el horno es un método donde se coloca
la materia prima en una camara donde el flujo de aire, temperatura y humedad son
controladas para proporcionar un secado rapido.

1.4.2 Liofilizacion. Es un proceso con el cual se separa el solvente de una
disolucibn mediante congelacion y posterior sublimacion del hielo a presién
reducida, sin alterar la composicion cualitativa o cuantitativa.

22 KONICA MINOLTA. Control de color en la industria alimenticia. La calidad del color.

http://sensing.konicaminolta.com.mx/learning-center/case-studies/FoodIndustryApps.pdf. [Citado: 25 de Mayo
de 2016]

2 WESTLAND, Stephen. Que es el espacio de color CIE L*a** [en linea].
<http://www.gusgsm.com/espacio_color_cie_lab> [citado el 15 de febrero de 2016]
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1.5 PROCESOS DE SEPARACION

En Ingenieria quimica una parte muy importante son las operaciones unitarias
debido a que esta relacionada con el problema de modificar la composicion de
soluciones y mezclas mediante métodos que no impliquen, necesariamente,
reacciones quimicas. Por lo comln estas operaciones se enfocan a separar las
partes que componen la materia. Estos procedimientos son significativos, puesto
gue todo proceso quimico requiere una purificacion inicial de las materias primas o
de la separacion final de los diferentes productos y subproductos que se puedan
obtener y sean de interés para el proceso; por lo tanto, las operaciones de
transferencia de masa, se usan segun su clasificacion considerando si el contacto
entre las dos fases inmiscibles es directo, son fases separadas por una membrana
0 contacto directo de fases miscibles; en particular, en esta investigacion las
separaciones que intervienen son contactos entre dos fases solido liquido
insolubles.

1.5.1 Extraccién. Segin Ampara Caubet et al.,** la separacién de un compuesto
por extraccidn se basa en la transferencia selectiva del compuesto desde una
mezcla sdlida o liquida con otros compuestos hacia una fase liquida (hormalmente
un disolvente organico). El éxito de la técnica depende béasicamente de la
diferencia de solubilidad en el disolvente de extraccion entre el compuesto
deseado y los otros compuestos presentes en la mezcla inicial. El principal
objetivo de la extraccion es separar selectivamente el producto de una reaccion, o
bien eliminar las impurezas que lo acompafan en la mezcla de reaccion, gracias a
sus diferencias de solubilidad en el disolvente de extraccion elegido.

Existen diferentes métodos de extraccion entre los cuales se llevaran a cabo,
extraccion por solventes organicos (soxhlet) y extraccion asistida con microondas.

1.5.1.1 Extraccién por solventes organicos. Es una operacion de
transferencia de masa en un sistema de dos fases liquidas considerada como uno
de los procesos mas efectivos y econdmicos para purificar, concentrar y separar la
sustancia de interés de otros que no lo son. Conocida también como intercambio
i6nico liquido y se basa en el principio por el cual un soluto o ion metélico puede
distribuirse en cierta proporcion entre dos solventes inmiscibles, uno de los cuales
es usualmente acuoso y el otro un solvente organico como lo es el etanol
acidificado. Esto es posible debido que varios reactivos organicos poseen un alto
grado de afinidad selectiva con determinados iones metéalicos®.

24 Operaciones basicas en el laboratorio de quimica. Universidad de Barcelona. Disponible en

http://www.ub.edu/oblg/oblq%?20castellano/extraccio_fona.html [Citado el 30 de Septiembre de 2015]
*CODELCO EDUCA. Extraccion por solventes (SX). En: Codelco Educa. {En linea} {septiembre de 2015}
Disponible en (https://www.codelcoeduca.cl/procesos_productivos/tecnicos_lixiviacion_extraccion.asp)
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1.5.1.2 Extraccion asistida por microondas. “La extraccion por microondas
ha sido usada por muchos afios para extraer compuestos de diferentes
matrices: muestras bioldgicas, alimentos, agua contaminada y muchos otros tipos
de muestras. La energia de microondas ha sido empleada y desarrollada en los
altimos afios para la extraccion de compuestos organicos a partir de matrices
ambientales, ademas de su uso para la digestibon de muestras para el analisis
de metales”®. Las microondas son radiaciones electromagnéticas portadores de
informacion y vectores de energia, conformadas por un campo eléctrico y un
campo magnético, por lo que estas ondas tienen la capacidad de absorber una
fraccion de energia electromagnética y convertirla en el calor.

Este procedimiento es usado para extraer compuestos insolubles o ligeramente
solubles en agua, de matrices generalmente solidas como lo es la arcilla, lodos,
sedimentos o residuos soélidos. El proceso utiliza energia del microondas
proveniente de magnetrones independientes que rotan logrando una distribucion
homogénea de las microondas en la muestra para generar condiciones de presion
y temperatura elevada en un recipiente cerrado que contiene la sustancia®’.

Esto lo convierte en un método facil y eficiente, ya que la rapidez en el
calentamiento es la principal ventaja de las microondas frente a los métodos
tradicionalmente empleados en la extraccion con solventes, que causan el
calentamiento a partir de la transmision de la energia al material de forma
indirecta. Por lo tanto, el empleo de las microondas permite ahorrar tiempo de
manera significativa; disminuir los volimenes de disolventes necesarios en los
tratamientos, asi mismo, de energia en el proceso; ademas, no contamina el
medio ambiente, lo cual se manifiesta en la reduccién de los costos en general y
permite obtener alta recuperacion de los compuestos de interés?.

1.6 CARACTERIZACION CUALITATIVA Y CUANTITATIVA DE
FLAVONOLES Y ANTOCIANINAS

La evaluacion cuantitativa y cualitativa, permite identificar la presencia de los
antioxidantes de interés y su cantidad. A continuacion se definen los métodos
utilizados segun el compuesto.

%6 RODRIGUEZ, Carlos. Estudio de la técnica de Extraccion Asistida por Microondas (MAE) para su aplicacion
en la determinacién de Hidrocarburos Totales de Petréleo (TPH’s) en suelos. Disertacion previa a la obtencion
del titulo Licenciado en Ciencias Quimicas, mencion Quimica Analitica. Ecuador: Pontificia Universidad
Catolica del Ecuador. 2013. 23-24 p.

z VILLEMUR, Maria; RIMINI, Marta. Determinacion de pesticidas organoclorados en suelos — Extraccion por
microondas. Centro de tecnologia del uso del agua. Programa Quimica Analitica.

28 SALOMON, Suslebys; BERMELLO, Addiss; MARQUEZ, Tania; LOPEZ, Orestes; GONZALEZ, Maria;
LLOPIZ, Julio. Extraccion asistida por microondas de lipidos de las semillas de Cucurbita pepo L. (calabaza).
Revista Cubana de plantas medicinales. La Habana, Cuba. 2013
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Para la caracterizacion cualitativa de antocianinas, debido a que se comportan
como indicadores acido — base, se realizara una prueba de pH, segun lo
propuesto por Martinez®®. A pH é&cido presentan coloraciones rojas, violetas y/o
moradas; mientras que a pH alcalino presentan coloraciones verdes y/o azules.
Con esta prueba se pueden diferenciar entre las antocianinas y las betacianinas.

Mientras que para flavonoles, se realiza el ensayo Shinoda que permite reconocer
la presencia de flavonoides en un extracto vegetal, cuando el alcohol amilico se
colorea de amarillo, naranja, carmelita o rojo, intensos en todos los casos.

La caracterizacion cuantitativa se basa en la espectrofotometria, la técnica mas
usada para el célculo de concentraciones de antocianinas, relacionando la
absorcion de luz con la concentracion de los compuestos de interés. Para su
cuantificacion el proceso se usé pH diferencial pues es un método basado en el
cambio a nivel estructural que sufren las antocianinas con respecto a la variacion
del pH, manifestado por un cambio en la absorbancia, para esto se preparan
soluciones buffer que tienen como objetivo mostrar la forma oxonium que
predomina a pH 1 (coloreadas) y la forma hemiacetal presente a pH 4.5
(incoloras). Donde el extracto es diluido en estas soluciones para su respectiva
lectura de absorbancia.

Para flavonoles, se sigue el procedimiento descrito por Kostennikova Z. a 258 nm
leidos en espectrofotometro UV visible.

El espectro de absorcion de las antocianinas depende del pH. La absorcion
méaxima de 520-540 nm en la regién visible es la longitud de onda mas comun
usada en la medicion espectrofotométrica de antocianinas, segun lo propuesto por
Aguilera® y la absorcién maxima de flavonoles esta presente en dos bandas, la
banda | de 300-390 nm relacionada con la funcionalidad cinamoilo y la banda Il
entre 250-280 nm que corresponde al anillo aromético A es decir funcionalidad
benzoilo, seglin lo propuesto por Martinez>".

No obstante, existen otros métodos de cuantificacion de flavonoides, como la
cromatografia de capa delgada (TLC) el cual consiste en separar moléculas
relativamente pequefias. Al igual que otras cromatografias, consiste de una fase
estacionaria (cominmente se utiliza silica gel*?.) y una fase mévil y el principio es
el mismo: la sustancia de interés se adherira a la fase estacionaria o se movera

2 MARTINEZ, Alejandro. Flavonoides. Medellin: Universidad de Antioquia. 2005. p. 21

% AGUILERA, Miguel; REZA, Maria del Carmen; GERARDO, Rodolfo. Propiedades funcionales de las
antocianinas. Durango: Universidad Juarez del Estado de Durango. 2011. p, 18

¥ MARTINEZ. Op. cit., p. 22.

> BONILLA, Andrés. Caracterizacion de los pigmentos antocianos en los primordios floriales de Miconia
biappendiculata y Clusia mulflora de un bosque andino. Trabajo de grado para obtener el titulo de bidlogo.
Universidad Pontificia Javeriana. Facultad de ciencias. Bogota. 2002. p. 67
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con la fase movil, viajando una distancia que es inversamente proporcional a la
afinidad por la fase estacionaria.
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2. METODOLOGIA

A continuacién se muestran los diferentes procedimientos llevados a cabo para la
obtencion de antocianinas y flavonoles, con su respectiva caracterizacion.

2.1 PREPARACION DE LA MUESTRA INICIAL

Como la temperatura es un factor importante que afecta la calidad del agraz en su
estado de maduracion fresco, se almacen6 a una temperatura de 2 °C, de esta
forma se reduce el deterioro fisioldgico y patologico del fruto.

2.1.1. Homogenizacion de la muestra. A partir de bibliografia se establecieron
las condiciones iniciales de la muestra como son la temperatura, el pH y el estado
de la muestra.

El fruto se recolectd en el estado de maduracion fisiolégica propuesta. La
homogenizacion se realizd posteriormente, descartando los frutos que no
presentaban las caracteristicas de coloracion adecuadas a su estado de
maduracion, este proceso se realizd6 con un colorimetro Konica Minolta CR-400
con una precision e 0.6. Asimismo se tomo el 40% de la muestra a la cual se le
midieron los diametros ecuatoriales con un calibrador digital Truper con una
precision de 0.05 mm; la masa fresca, se peso en una balanza digital Nimbus con
una precision de 0.1 mg y para la medicibn del pH se maceraron
aproximadamente 10 g de fruto fresco, la medicion se realizé con un pH-metro
Schott ProLab 1000 con una precision de 0.05.

2.1.2. Desinfeccion de la muestra. Al tener la muestra homogenizada se realizé
la desinfeccion de la materia prima designada para la extraccién por solventes
(soxhlet) y asistida por microondas, la cual consta de desinfectar el agraz con una
solucion de 20 mL de hipoclorito de sodio al 15% en 100 mL de agua durante 5
minutos, y posteriormente se enjuaga con abundante agua. Después, se procede
a agregar una solucién con 0.5 g de acido citrico en 100 mL de agua para
acidificar el fruto, hasta 2.1

Los anteriores procedimientos se describen en la llustracion 6.

% ZAPATA, Luz Marina. Extraccién de antocianinas de arandanos. Tesis doctoral. Valencia: Universidad
Politécnica de Valencia. Departamento de tecnologia de alimentos, 2014. ii p.
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llustracién 6. Diagrama de flujo para la homogenizacion y desinfeccion del agraz
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2.2 TEMPERATURA

Teniendo en cuenta que la temperatura influye en el estado inicial de la muestra,
esta es una de las variables que se va a evaluar tanto para la extraccién por
solventes (soxhlet) como para la asistida por microondas.
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2.2.1 Secado de la muestra en horno. Se tomaron 750 g de muestra
desinfectada y se colocaron en una bandeja con papel absorbente en un horno a
40°C segUn lo propuesto por Paes®* quien plantea un secado de 4 a 5 dias para el
arandano, por lo que se determiné la humedad después de 24 horas de
permanecer en el horno.

Finalmente cada muestra destinada para las dos extracciones, se trituran en una
licuadora para alimentos CBL 999 durante 2 min y se empaca la muestra
resultante en bolsas de cierre hermético para evitar posible oxidacion.

Los anteriores procedimientos se describen en la llustracion 7.

llustracién 7 Diagrama de flujo para el secado de la muestra
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*PAES, Juliana; DOTTA, Raquel y MARTINEZ, Julian. Extraction of phenolic compounds from blueberry
(Vaccinium muyrtillus L.) residues using supercritical CO, and pressurized water. Campinas: Universidad de
Campinas, 2013. p. 2

s
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2.2.2 Liofilizacion de la muestra. En la liofilizacion se pretende disminuir la
temperatura para determinar su efecto en el contenido de flavonoles y
antocianinas en el agraz. A continuacion se detalla el procedimiento llevado a
cabo.

Se toman 600 g de fruta fresca y previamente se congela en un ultra-congelador
Evermed durante 24 horas a -76.5°C, asegurando la congelacion completa de la
materia prima. Posteriormente se lleva a un liofilizador LABCONCO con una
temperatura de -86°C a -55°C, en las bandejas una temperatura constante de
25°C durante 31 horas a una presion de vacio de 0.2 mbar.

Los procesos de oxidacion se controlaron guardando los productos liofilizados en
recipientes herméticos y en lugares de bajas temperaturas para evitar la
desnaturalizacion.

2.3 EXTRACCION

Los métodos de extraccion son una de las variables en la investigacion, donde se
quiere evaluar la influencia del método en el contenido final de los antioxidantes. A
continuacion se presentan los procedimientos realizados para cada uno de estos.

2.3.1 Extraccién por solventes soxhlet. El proceso de extraccion por solventes
soxhlet se bas6 segln lo planteado por Lutz & Paes®. Se pesaron 10 g del
material seco y triturado y se colocaron en papel filtro, dentro del tubo del
extractor. Se armé un montaje Soxhlet como se muestra en la llustracién 8. En el
balén se colocaron 150 mL de etanol. Se empez6 a calentar, cuidando que el flujo
de agua en el condensador sea suficiente y graduando la cantidad de calor para
impedir la ebullicién violenta del etanol. Se continu6 el calentamiento durante el
tiempo necesario para que recirculara lo suficiente reduciendo notablemente la
coloracién del extracto mas solvente. Se rotavaporé a 40°C a vacio, en un
rotavaporador Heidolph. Luego se almacend el extracto obtenido a 4°C hasta los
siguientes estudios.

®LUTZ I A, Physico-chemical methods for food analysis. Analytical standards of institute Adolfo Lutz, 4 ed.
S4o Paulo. Citado por: PAES, Juliana; DOTTA, Raquel y MARTINEZ, Julian. Extraction of phenolic
compounds from blueberry (Vaccinium myrtillus L.) residues using supercritical CO, and pressurized water.
Campinas: Universidad de Campinas, 2013. p. 5
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[lustracion 8. Montaje de un extractor soxhlet

2.3.2 Extraccién asistida por microondas. Tomando una muestra de 10 g de
fruto, previamente deshidratado y triturado, se adicionan a 150 mL de etanol y la
mezcla resultante se somete a radiacion de microondas usando un horno
microondas Samsung convencional acoplado a un hidrodestilador, como se
muestra en la llustracion 9, con una salida de frecuencia de 2450 MHz, a tiempos
de exposiciéon de la radiacién de 2 minutos a potencia de 80 watts. El extracto
obtenido se filtra a vacio, y el sobrenadante se rotavapora a 40°C a vacio, en un
rotavaporador Heidolph. El extracto resultante se guarda a 4 °C hasta los analisis
posteriores.

llustracién 9. Montaje de la extraccion asistida por microondas
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2.4 CARACTERIZACION DE ANTOCIANINAS Y FLAVONOLES

Para corroborar la presencia de antocianinas y flavonoles en el agraz se utilizan
dos métodos de titulacion, teniendo en cuenta, que estos no pertenecen al mismo
grupo dentro de los antioxidantes.

2.4.1 Titulacion. Se procede a realizar la titulacion de los extractos para la
cualificacion mediante los ensayos acido-base para antocianinas y el ensayo
Shinoda para flavonoles.

2.4.1.1 Ensayo acido-base. En un vidrio de reloj se tomaron aproximadamente
5 gotas de extracto y se le agregaron 2-3 gotas de acido acético glacial, después
para hacer la prueba a pH alcalino se agregé a otra muestra de extracto 2-3 gotas
de hidroxido de sodio.

2.4.1.2 Ensayo Shinoda. Se tomdé como referencia el ensayo utilizado por
Martinez®®, que consiste en colocar 5 gotas del extracto en un vidrio de reloj,
después se agregdé 0.1 g de cinc en polvo y 5 gotas de acido clorhidrico
concentrado.

2.4.2 Espectrofotometria UV. Para la cuantificacion de antocianinas. Siendo la
espectrofotometria la técnica usada para cuantificar antocianinas y flavonoles, se
presentan a continuacion las soluciones buffer y procedimientos correspondientes
para dichas lecturas.

2.4.2.1 Soluciones buffer. Para su preparacion se siguio con el procedimiento
propuesto por Chavez, et al.*’

»  Preparacién de la solucion buffer de cloruro de potasio (KCI) 0.025M/HCI
pH=1. Se pesd 0.466 g de cloruro de potasio y se mezclé6 en 15 mL de agua
destilada usando un agitador magnético. Posteriormente se ajusté el pH a 1 con
acido clorhidrico concentrado y finalmente se aforé a 250 mL con etanol.

» Preparacién de la solucién buffer de acetato de sodio (CH3CO:Na)
0.4M/HCI pH=4.5. Se pes6 8.203 g de acetato de sodio y se mezclé en 15 mL de
agua destilada; el pH se ajusté a 4.5 con &cido clorhidrico concentrado y se afor6
a 250 mL con etanol.

*bid., p. 20.

37CHAVEZ, Ronald y ORDONEZ, Elizabeth. Polifenoles Totales, Antocianinas y Capacidad Antioxidante
(DPPH y ABTS) durante el procesamiento del licor y polvo de cacao {en linea} {1 Abril de 2016} No 1 (2013)
Disponible en
(http://lwww.encuentrocientificointernacional.org/revista/eci2013irevista/04ronaldchavez_polifenolesantioxidant
esfinal.pdf)
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2.4.2.2 Lectura de absorbancias. Las lecturas de las absorbancias se
realizaron en un rango de longitud de onda ya establecido que muestra la
presencia de la antocianina mas representativa llamada cianidin-3-glucésido. A
continuacion se describe el proceso realizado para la obtencion de las mismas.

» Procedimiento. Se diluye cada muestra 120 veces con las soluciones buffer
pH=1y pH=4.5 y se lee la espectrofotometria desde 500 hasta 600 nm y 700 nm
de longitud de onda en un espectrofotometro Jenway 6320D con una precision de
+ 2 nm. Tomando los datos de absorbancia leida.

2.4.3 Espectrofotometria UV para la cuantificacion de flavonoles. Segun lo
propuesto por Camacho *® | se pesaron 0.5252 g del extracto etandlico
concentrado, se diluyd en 10 mL de etanol y se llevo a 100 mL. Como solucién
patron se utiliz6 0.0445 g de quercetina en 100 mL de etanol. Se us6 un
espectrofotometro UV-1800 Shimadzu para la lectura a 258 nm, en la cual segun
bibliografia se indica la existencia de quercetina.

2.5 CROMATOGRAFIA DE CAPA FINA (TLC)

Para la fase movil se prepard un diluyente que contenia: acetato de etilo, agua,
acido acético y acido férmico (100:26:11:11).

Debido a una pre-experimentacion realizada la proporcion del acido y el agua se
invirti6 para disminuir la polaridad y ver el desprendimiento adecuado de los
componentes. La nueva fase movil fue agua, acetato de etilo, acido acético y acido
féormico (100:26:11:11)

El eluyente fue agregado a la camara cromatografica, dejandola 30 minutos en
reposo para saturarla. Una vez que la camara estuvo saturada, se procedio a
colocar las placas individualmente dentro de esta teniendo en cuenta que el borde
inferior de la placa estuviera sumergido 5 mm en el eluyente sin que éste tocara
las muestras colocadas en las placas. La cromatografia se desarroll6 dejando
correr el eluyente 7 centimetros sobre las placas.

Una vez corridas, éstas se sacaron de la cAmara y se colocaron en una estufa a
una temperatura de 45 °C por 20 minutos para que estuvieran secas.

Luego, se procedio a realizar el revelado utilizando una lampara con luz
ultravioleta (254 nm-366 nm). Con el fin de visualizar las manchas sobre las
placas, se revelaron con amoniaco dejandolas en una camara por 5 minutos.

38 CAMACHO, O.; MELGAREJO, S. Actividad antioxidante del extracto etandlico e hidroalcohdlico y
determinacién quimica de los componentes mayoritarios del fruto de Eugenia jambolana (Uva venezolana).
Tesis Pregrado Programa de Farmacia, Universidad del Atlantico, Atlantico-Colombia. 2009
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3. DISENO DE EXPERIMENTOS

3.1 HIPOTESIS

Dado que la extraccién asistida por microondas aprovecha las propiedades
fisicoquimicas de los disolventes, este método permitird disminuir el tiempo de
extraccion y aumentar la recuperacion de compuestos fendlicos de agraz de forma
mas eficaz y sostenible en relacibn al método de extraccion por solventes
(soxhlet).

A continuacion se plantean las hipoétesis alternas (H;) para cada una de las
variables respuesta, en este caso la concentracion de antocianinas y de
flavonoles.

3.1.1 Antocianinas.

e EIl método de extraccion (por solventes o asistida por microondas) si afecta la
concentracion de antocianinas.

e El método de secado de la muestra (secado en el horno o liofilizada) si afecta
la concentracion de antocianinas.

e La interaccién entre el método de extraccion y el método de secado de la
muestra si afecta la concentracion de antocianinas.

3.1.2 Flavonoles.

e El método de extraccion (por solventes o asistida por microondas) si afecta la
concentracion de flavonoles.

e EI método de secado de la muestra (secada en el horno o liofilizada) si afecta
la concentracion de flavonoles.

e La interaccion entre el método de extraccion y el método de secado de la
muestra si afecta la concentracion de flavonoles.

3.2  ANALISIS EXPERIMENTALES

Los resultados obtenidos en cada uno de los procesos de extraccion, se
analizaran por medio del software Minitab Version 17.3 (version libre), aplicando el
disefio factorial 2° para observar el efecto entre los métodos de extraccién
(extraccion por solventes soxhlet y asistida por microondas), entre las
temperaturas de secado de la muestra (al horno vy liofilizado), y la correspondiente
interaccidn entre estas variables, desarrollando tres réplicas.
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Se tuvieron en cuenta estas variables debido a que la temperatura influye en el
contenido de los antioxidantes para frutos similares, en esta investigacion se
quiere comprobar si tiene la misma influencia. Con respecto a los métodos de
extraccion se quiere evaluar con cudél de ellos se obtiene el extracto mas rico en
antocianinas y flavonoles, dado que el método por solventes soxhlet se ha venido
utilizando en la extraccién de antioxidantes, debido a que presenta caracteristicas
que permiten purificar, concentrar y separar la sustancia de interés ademas de ser
mas efectivo y econdmico. La extraccibn acompafiada por microondas, es uno de
los procedimientos mas recientes en cuanto extraccion de polifenoles, empezando
a tener auge debido a sus cortos tiempos de extraccion.

Las variables del proceso que se mantienen constantes, son la concentracion del
solvente y la potencia del microondas. Para finalmente cuantificar el contenido de
antocianinas y flavonoles, siendo estas las variables respuesta.

3.2.1 Anélisis experimental para antocianinas. A continuacion, en la Tabla 3 se
presentan los resultados obtenidos, tras la aplicacion del disefio de experimentos,
por los métodos de extraccion y el secado de la materia prima. Teniendo en
cuenta que el resultado se expresa en miligramo de cianidin-3-glucésido por 100
gramos de fruta.

Tabla 3. Concentracién de antocianinas

SECADO EN EL LIOFILIZADO
HORNO (mg/100q) (mg/100g)

3751.2 3805.3

SOXHLET 3843.4 3701.1
3879.5 3969.7

2841.5 3837.4

MICROONDAS 2550.9 3723.2
3106.0 3757.2

En la Tabla 4 se muestra el andlisis de varianza reportado por Minitab, teniendo en
cuenta las siguientes hipétesis:

e H, - uy = ug No hay efecto del método de extraccion en la concentracion de
antocianinas.
H, - u, # ug Si hay efecto del método de extraccion en la concentracion de
antocianinas.
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e H,—-uy=ug No hay efecto del método de secado de la muestra en la
concentracion de antocianinas.
H, - uy # ug Si hay efecto del método de secado de la muestra en la
concentracion de antocianinas.

e H, - uu = ug No hay efecto entre la interaccion del método de extraccion y el
método de secado de la muestra en la concentracion de antocianinas.
H, - uy # ug Si hay efecto entre la interaccion del método de extraccion y el
método de secado de la muestra en la concentracién de antocianinas.

Tabla 4 Andlisis de varianza

SC

Fuente GL Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p
Modelo 3 2138708 712903 27.97 0.000
Lineal 2 1472980 736490 28.90 0.000

M. extraccioén 1 813826 813826 31.93 0.000
M. Secado 1 659153 659153 25.86 0.001

Interaccion M.
extraccion y M. secado

Error 8 203901 25488
Total 11 2342609

665728 665728 26.12 0.001

Teniendo en cuenta que se tiene un nivel de significancia (a) de 0.05, el valor de p
se compara con este, y cuando p es menor que a se rechaza la hipétesis nula
(Ho), esto significa que si hay efecto en el método de extraccién y en el método de
secado, incluso en la interaccién entre ellos. El error, que representa la variacion
de los resultados de cada uno de los métodos, muestra que hay una ligera
desviacion entre ellos.

En la Grafica 1 se muestra el efecto normal absoluto debido a que compara la
magnitud y la significancia estadistica de los efectos principales y de interaccién
del disefio factorial de dos niveles. La linea ajustada indica donde se esperaria
gue se situaran los puntos si los efectos fueran cero.
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Gréfica 1. Efectos normales (absolutos) estandarizados
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Fuente. Minitab 17.3 (version libre)

Como se puede observar, la que mayor efecto genera en la concentracion de
antocianinas es el método de extraccion (A), seguido de la interaccién del método
de extraccion y el método de secado de la muestra (liofilizado y secado en el
horno), (AB).

En la Gréfica 2 se relacionan los niveles variados con respecto al método de
extraccion y el de preparacion de la muestra. Donde cada punto es el promedio
del contenido de antocianinas segun corresponda; como el objetivo del proyecto
es evaluar el método de extraccion que proporcione el mayor contenido de
antocianinas, en esta grafica no solo se indica que el método de extraccién por
solventes soxhlet es mejor, sino que también muestra que liofilizar la materia
prima es la mejor opcién para aplicar este método y extraer los compuestos de
interés.
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Gréfica 2. Efectos principales para la concentracion de antocianinas
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Fuente. Minitab 17.3 (version libre)

A continuacién se muestra en la Grafica 3 la relacidbn de las concentraciones
obtenidas experimentalmente con respecto a las reportadas por Paes, et al.,*
para los arandanos, indicando que el agraz tiene mayor cantidad de antocianinas.

Gréfica 3. Relacion de la concentracién de antocianinas para la extraccion por
solventes soxhlet.
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9 PAES, Juliana, et al. Op. cit., p. 7.
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3.2.2 Andlisis experimental para flavonoles. A continuacion, en la Tabla 5, se
presentan los resultados obtenidos, tras la aplicacién del disefio de experimentos
para los métodos de extraccion y de secado de la materia prima. Teniendo en
cuenta que el resultado se expresa en miligramo de quercetina por 100 gramos de
fruta.

Tabla 5. Concentracién de flavonoles

SECADO EN

EL HORNO LIOFILIZADO
(Mg/100 g) (mg/100 g)

348.3 650.5
SOXHLET 333.1 527.9
338.2 555.3
621.3 978.2
MICROONDAS 531.5 1170.7
548.6 1175.8

En la Tabla 6 se muestra el andlisis de la varianza, teniendo en cuenta las
siguientes hipotesis:

H, - uy = ug No hay efecto del método de extraccién en la concentracion de
flavonoles.

H, - uy # ug Si hay efecto del método de extraccion en la concentracion de
flavonoles.

Hy, - uy = ug No hay efecto del método de secado de la muestra en la
concentracion de flavonoles.

H, - uy # ug Si hay efecto del método de secado de la muestra en la
concentracion de flavonoles.

H, - u, = ug No hay efecto entre la interaccion del método de extraccion y el
método de secado de la muestra en la concentracion de flavonoles.
H, = uy # ug Si hay efecto entre la interaccion del método de extraccion y el
método de secado de la muestra en la concentracion de flavonoles.
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Tabla 6 Analisis de varianza

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p
Modelo 3 954643 318214 66.43 0.000
Lineal 2 885755 442877 92.45 0.000

M. extraccion 1 430468 430468 89.86 0.000
M. Secado 1 455287 455287 95.04 0.000

Interaccién M.

S, 1 68887 68887 14.38 0.005
extraccion y M. secado
Error 8 38324 4791
Total 11 992966

Teniendo en cuenta que se tiene un nivel de significancia (o) de 0.05 el valor de p
se compara con este, y cuando p es menor que alfa se rechaza la hipotesis nula,
esto significa que si hay efecto en el método de extracciéon y en el método de
secado, incluso en la interacciéon entre ellos. El error, que representa la variacion
de los resultados de cada uno de los métodos, muestra que hay una pequefia
variacion entre ellos.

En la Grafica 4 se muestra el efecto principal entre las variables anteriormente
propuestas y el resultado obtenido.

Gréafica4. Efectos estandarizados

Gréfica de efectos normales (absolutos) estandarizados
(la respuesta es Contenido de Flavonoles; o = 0,05)
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W Significativo

Factor Nombre
A M. Extraccién
B M. Secado

98

95

Porcentaje

85 !
80 7 mB

50 mA
20 / mAB

0 2 4 6 8 1
Efecto estandarizado absoluto

Fuente. Minitab 17.3 (version libre)
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El efecto del el tipo de secado (B), es el mas significativo seguido del método de
extraccion (A), y finalmente el efecto de la interaccién entre las variables (AB).

En la Gréfica 5 se relacionan los niveles variados con respecto al método de
extraccion y el de preparacion de la muestra. Donde cada punto es el promedio
del contenido de flavonoles segun corresponda; como el objetivo del proyecto es
evaluar el método de extraccion que proporcione el mayor contenido de este tipo
de antioxidantes, en esta grafica no solo se muestra que el método de extraccién
asistida por microondas es mejor, sino que también se observa que liofilizar la
materia prima es la mejor opcion para aplicar este método y extraer los
compuestos de interés.

Gréfica 5. Efectos principales para el contenido de flavonoles

Grafica de efectos principales para Contenido de Flavonoles
Medias ajustadas

M. Extraccion M. Secado
900

800
700
600

500

Media de Contenido de Flavonoles

400
Soxhlet Microondas Liofilizado Secado al horno

Fuente. Minitab 17.3 (version libre)
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4. RESULTADOS
41 HOMOGENIZACION DE LA MUESTRA
Para homogenizar la muestra, se seleccionaron los frutos que estuvieran en el
rango de 7-15 mm de diametro ecuatorial; ademas que su masa fresca estuviera
entre 0.40 y 0.64 g. En la Tabla 7 se muestra una parte de los resultados
obtenidos.

Tabla 7. Diametros y peso del fruto fresco

Eruto Diametros Peso g
mm

1 8.882 0.4328
2 10.120 0.5610
3 13.350 0.6400
4 15.400 0.7129
5 12.270 0.6600
6 10.150 0.5881
7 9.230 0.5201
8 9.550 0.5015
9 9.840 0.6445
10 9.470 0.5158
11 6.580 0.3500
12 9.740 0.6256
13 9.450 0.4399
14 9.240 0.4995
15 9.950 0.4215
16 8.350 0.4136
17 7.230 0.3239
18 15.500 0.7200
19 10.590 0.5937
20 6.950 0.2433
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A continuacion en las Graficas 6 y 7, se presenta el diametro y el peso de cada
fruto, con los limites méximos y minimos que debe presentar el producto

previamente seleccionado, descartando aquellos que no cumpliesen con las
especificaciones dadas.

Gréafica 6. Comparacion de los diametros tomados de la fruta
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Gréfica 7. Comparacion del peso tomado de la fruta
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se midié el pH de una muestra macerada del fruto, obteniendo
un pH de 3.7, por lo cual se acidifica con &cido citrico para
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disminuir su pH a 2.1. En la llustracion 10 se muestra el resultado de la
homogenizacion del agraz.

llustracién 10. Muestra homogenizada

4.1.1 Prueba de colorimetria. Segun Buitrago et al.,*’ la coloracién que debe
presentar el fruto en el dltimo estado de maduracién es el color morado oscuro, el

cual se confirma mediante una prueba de colorimetria, con las coordenadas
CieLab* (L*a*b*), la cual se muestra en la Tabla 8.

Tabla 8. Coordenadas CieLab**

L* ax b*

20.83 4.02 1.14

Los resultados obtenidos tras realizar la prueba en la muestra de agraz se
presentan en la Tabla 9.

Tabla 9. Resultados de la prueba colorimetria CieLab*

L* a* b*

19.15 2.29 -1.02

40 BUITRAGO, Claudia; RINCON, Martha; BALAGUERA, Helber y LIGARRETO, Gustavo. Tipificacion de
Diferentes Estados de Madurez del Fruto de Agraz (Vaccinium meridionale Swartz). En: Revista Facultad

Nacional de Agronomia {en linea} {15 de febrero de 2016} No. 1 (2013) Disponible en
shttp://www.revistas.unal.edu.co/index.php/refame/article/view/47840)
! Ibid., p. 7524.
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4.1.2 Humedad de la muestra. Para saber el tiempo de secado de la muestra
se debe tener una humedad por debajo del 15%, cuidando que la temperatura no
exceda el punto de ebullicién, debido a que esto generaria una descomposicion de
los antioxidantes.

4.1.2.1 Muestra secada en el horno. Para el secado de la materia prima se
debe considerar la humedad de la muestra antes y después del secado. Para este
proceso se toma el peso durante cada hora hasta completar el tiempo establecido
de 24 horas, con una temperatura de 40 °C*. En la Tabla 10 se muestran los
datos obtenidos.

Tabla 10. Peso de la muestra durante el secado en el horno

Tiempo Muestra Muestra

(h) 1(9) 2(9)
0 10 10

1 9.5 8.3

2 8.4 7.2

3 7.9 6.1

4 6.6 5.5

5 5 4.3

6 3.2 3.7
23 2.443  24.429
24 19.407  16.103

Para determinar la humedad final se aplica una relacion de unidades entre la
humedad, el tiempo y el peso iniciales, con respecto a la humedad
correspondiente al tiempo y peso finales. Obteniendo una humedad final del
14.56%, teniendo en cuenta que la humedad inicial en base humeda del agraz es
del 84.2%*. Con la tabla anteriormente mostrada, se realiz6 una curva del peso
total para cada muestra y de esta manera observar el comportamiento en el
proceso de secado, esto se muestra en la Gréfica 8.

*> CASTAGNINI, Juan Manuel. Estudio del proceso de obtencion de zumo de arandanos y su utilizacion como
ingrediente para la obtencion de un alimento funcional por impregnacién a vacio. Tesis doctoral en ingenieria
de alimentos. Valencia. Universidad Politécnica de Valencia. 2014. p. vii.

“SAVILA, Hernan; et al. Op. cit., 4181.
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Grafica 8. Grafica de la relacién de la humedad
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La llustracion 11 muestra una comparacién de las caracteristicas fisicas del
cambio de diametro, la masa y el brillo del fruto antes y después del proceso de
secado de la muestra. Teniendo en cuenta que inicialmente se tenian 750 g de
fruto y posterior al secado y triturado se obtiene una masa seca de 130.064 g.

llustracion 11 Muestra de agraz antes y después del secado en el horno
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4.1.2.2 Muestra liofilizada. Para la muestra liofilizada, en la llustracion 12 se
observa que no hubo cambio en las caracteristicas organolépticas del fruto tras
realizado el procedimiento, como es el olor y el aspecto fisico, ya que se
mantuvieron intactos el color y brillo. Se tiene una masa inicial de 600 g, después
de liofilizar el peso resultantes es de 95.6216 g. En comparacion con la muestra
previamente secada se observa que el porcentaje de humedad es de 13.39%. El
tiempo de este proceso es de 24% a 48% horas en La determinacién de la
humedad se realiz6 de la misma forma que el secado en el horno, aunque no fue
posible registrar el peso de la muestra a cada hora, sin embargo se elimina el
agua presente en la fruta y su peso disminuye, de esta forma se determind su
humedad.

llustracion 12. Muestra de agraz antes y después de la liofilizacién

\"-’h'

4.2 EXTRACCION POR SOLVENTES SOXHLET

A continuacién se muestran las cuantificaciones de antocianinas y flavonoles en
cada una de las extracciones realizadas.

4.2.1 Cuantificacion de antocianinas. El contenido de antocianinas esta
expresado en miligramos de cianidin-3-glucésido por 100 g de fruto:

Ecuacién 1. Antocianinas Monoméricas

mg )_A*PM*FD*lOO

Antocianinas Monoméricas ( =
100 g

ex1

“ HERAS lIrina, ALVIS Armando y ARRAZOLA Guillermo. Optimizacién del Proceso de Extracciéon de
Antocianinas y Evaluacion de la Capacidad Antioxidante de Berenjena (Solana melonera L.). Universidad de
Cérdoba. 2013.

4 PAES, Juliana, et al. Op. cit., p. 2.
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Donde
A = Absorbancia

PM = Peso molecular sustancia de referencia
FD = Factor de diluciéon

& = Coeficiente de extinciéon molar

Ecuacién 2. Absorbancia

A= (Almax - A7OO)pH=1 — (Aimax — A700)pH=4—.5

Donde
Ajmax = Absorbancia maxima
A0 = Absorbancia a 700 nm

Ecuaciéon 3. Antocianinas Totales

mg >_A’*PM*FD*1000

Antociani ttl( =
ntocianinas tota 100 g

ex1
Ecuacién 4. Absorbancia (A")
A" = (Armax — A7OO)pH=1

Para la lectura de las antocianinas se diluy6 el extracto tanto de la muestra secada
previamente en el horno, como para la muestra liofilizada en los buffer.

En la Tabla 11, se muestran los resultados obtenidos tras realizar la lectura de la

absorbancia, tanto para pH 1.0 como para pH 4.5, para la muestra previamente
secada en el horno de las tres repeticiones realizadas.
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Tabla 11. Lectura de las absorbancias a un pH 1y pH 4.5, de las muestras
previamente secadas en el horno.

Absorbancia Rep. 1. Absorbancia Rep. 2 Absorbancia Rep. 3
A (v pH:1.0 pH: 4.5 pH:1.0 pH: 4.5 pH:1.0 pH: 4.5

500 1.369 0.509 1.369 0.72 1.335 0.776
510 1.579 0.615 1.596 0.788 1.573 0.862
520 1.752 0.704 1.780 0.846 1.765 0.932
530 1.876 0.772 1.910 0.889 1.907 0.985
540 1.900 0.858 1.936 0.895 1.947 0.997
550 1.761 0.719 1.783 0.838 1.797 0.939
560 1.447 0.551 1.447 0.736 1.457 0.81
570 1.004 0.293 0.994 0.601 0.985 0.649
580 0.613 0.084 0.601 0.476 0.577 0.501
590 0.306 0.91 0.342 0.374 0.313 0.388
600 0.229 0.776 0.209 0.299 0.182 0.305
700 0.028 0.030 0.018 0.039 0.011 0.024

Segun lo anterior, la lectura maxima se ve a los 540 nm y en la Gréfica 9, se
muestra la absorbancia méaxima de cada una de las repeticiones.

Grafica 9. Relacion de la maxima absorbancia con la longitud de onda
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A continuacién se presenta una muestra de los célculos para determinar el
contenido de antocianinas monomeéricas y totales de extracto obtenido

A = (1.900 — 0.028),—; — (0.858 — 0.030),—4.5

A =1.044

mg ) _ 2%449.2 g/mol x 120 * 1000

Antocianinas Monoméricas (100 g = 26900 * 1

mg cianidin — 3 — glucésido
100 g fruta fresca

Antocianinas Monoméricas = 2092.0

Para conocer el contenido de antocianinas totales se aplica la ecuacion 3 y 4,
como se muestra en la Tabla 12, teniendo en cuenta que el resultado de
antocianinas monomeéricas y totales esta expresado como miligramo de cianidin-3-
glucdsido por 100 g de fruta.

A" = (1900 — 0.028),—,

A =1.872

mg ) _ 1.872 % 449.2 + 120 + 1000

B 26900 * 1

Antociani ttl(
ntocianinas tota 100 g

mg cianidin — 3 — glucésido
100 g fruta fresca

Antocianinas total = 3751.2

Tabla 12. Contenido de antocianinas totales y monoméricas de las muestras
secadas en el horno

Contenido de antocianinas Contenido antocianinas

Repeticion monoméricas (mg/100g) totales (mg/100g)
Repeticion 1 2092.0 3751.2
Repeticion 2 2128.1 3843.4
Repeticion 3 1929.7 3879.5

Se aplica el mismo procedimiento para la muestra previamente liofilizada, en la
Tabla 13 se exponen las absorbancias leidas.
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Tabla 13. Lectura de las absorbancias a un pH 1y pH 4.5, de las muestras
previamente liofilizadas

Absorbancia Rep. 1 Absorbancia Rep.2 Absorbancia Rep. 3
A (vp) pH:1.0 pH: 45 pH:1.0 pH:45 pH:1.0 pH:45

500 1.201 0.611 1.113 0.944 1.228 1.042
510 1.465 0.704 1.349 1.072 1.506 1.203
520 1.689 0.779 1.549 1.178 1.737 1.334
530 1.857 0.844 1.702 1.257 1.915 1.446
540 1.912 0.955 1.855 1.272 1.986 1.475
550 1.774 0.815 1.620 1.183 1.858 1.387
560 1.424 0.713 1.307 1.012 1.508 1.189

570 0.935 0.574 0.865 0.791 1.003 0.930
580 0.511 0.439 0.491 0.602 0.554 0.686
590 0.293 0.329 0.249 0.451 0.266 0.506
600 0.114 0.252 0.130 0.342 0.128 0.381
700 0.013 0.009 0.008 0.038 0.005 0.033

Segun lo anterior, la lectura méaxima se ve a los 540 nm, en la Gréfica 10 se
muestra la relacién de cada una de las repeticiones con respecto a la absorbancia
maxima.
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Gréfica 10. Relacion de la absorbancia maxima con la longitud de onda
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Se aplica la ecuacién 3 y 4 nombradas anteriormente para conocer el contenido de
antocianinas totales, los resultados se muestran en la Tabla 14. Teniendo en
cuenta que el valor obtenido de antocianinas monoméricas y totales esta
expresado como miligramo de cianidin-3-glucésido por 100 gramos de fruta.

Tabla 14. Contenido de antocianinas totales y monoméricas de las muestras
liofilizadas

Contenido de antocianinas Contenido antocianinas

Repeticion monoméricas (mg/100g) totales (mg/100g)
Repeticion 1 1909.7 3805.3
Repeticion 2 1228.3 3701.1
Repeticion 3 1080.1 3969.7

Los resultados obtenidos a partir de la extraccién soxhlet se muestran en la Tabla
15.

Tabla 15. Contenido de antocianinas

Contenido de

Muestra antocianinas (mg/1009)
Secada en el horno 3879.5+54
Liofilizada 3969.7 +110.5
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4.2.2 Cuantificacion de flavonoles. Para la cuantificacion de los flavonoles,
segun lo propuesto por Venegas*®, se aplica la siguiente ecuacién y el resultado
se expresa como contenido de quercetina.

Ecuacioén 5. Flavonoles totales

Ddénde:
A,,= Absorbancia de la muestra

P.= Peso de la sustancia de referencia
FD= Factor de dilucién

A,= Absorbancia de referencia
Las absorbancias obtenidas se muestran en la Tabla 16.

Tabla 16. Absorbancia a 258 nm de las muestras

Muestra Repeticiones Absorbancia

1 0.892

Secada en el 5 0.853
horno

3 0.866

1 1.666

Liofilizada 2 1.352

3 1.422

Aplicando la ecuaciéon 5, se obtienen los resultados mostrados en la Tabla 17,
teniendo en cuenta que el contenido de flavonoles esta expresado en miligramo de
quercetina:

Fr = 0.892 * 302.236 g * 5
N 3.87

** VENEGAS, Edmundo. Cuantificacion de flavonoides totales y taninos presentes en el extracto acuoso de
hojas de Thea sinensis L. y su capacidad antioxidante. En: Revista UCV — Scientia [en linea]. Vol. 4 No. 2
(2012)
file:///D:/Trabajo%20de%20Grado/Articulos/Cuantificacion%20De%20Flavonoides%20Totales%20258nm.pdf
[citado el 16 de marzo de 2016]
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quercetina

FI = 3483 d
™9 %700 g de fruta

Tabla 17. Contenido de flavonoles

Contenido de flavonoles

Muestra Repeticiones (mg quercetina/100 g
fruta)
1 348.3
Secada en el 5 333.1
horno
3 338.2
1 650.5
Liofilizada 2 527.9
3 555.3

4.2.3 Balance de masa global. A continuacion en la llustracion 13 se muestra el
diagrama global del proceso de extraccion, los calculos del balance de masa, son
para el sistema global, es decir no se tienen en cuenta las recirculaciones durante
el proceso.

llustracién 13. Diagrama de flujo global

L S — Proceso de E, FE?.;EDSSUD
EtOH extraccion Eiracto

Ecuacion 6. Balance de masa global

ENTRADA = SALIDA

Magraz * %H + MEgton = MR(agraz+EtOH) + Mextrato + MEton recup
Peton = 0,8106 g/ml

10 g * 0.146 + 150 mL * 0.8106 % = 3.5326 + 10.2848 + 130 mL * 0.8106 %

123.05g = 119.20 g

Para las demas réplicas se siguié el mismo procedimiento, los resultados son
presentados a continuacion en la Tabla 18.
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Tabla 18. Resultados del balance de masa global

REPLICAS BALANCE (g)

1 119.20
TS 2
3 120.45
1 121.53
LIOFILIZADO 2 122.85
3 122.32

4.3 EXTRACCION ASISTIDA POR MICROONDAS

A continuacioén, se muestran los resultados obtenidos en la extraccion asistida por
microondas, seguida de las cuantificaciones de antocianinas y flavonoles en cada
una de las extracciones realizadas segun la preparacion de la materia prima.

4.3.1 Cuantificacion de antocianinas. Para la cuantificacién de antocianinas
se uso el método de pH diferencial, aplicando las ecuaciones 1 a 4.

En la Tabla 19, se muestran los resultados obtenidos tras realizar la lectura de la

absorbancia, tanto para pH 1.0 como para pH 4.5. Para la muestra previamente
secada en el horno de las tres repeticiones realizadas:
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Tabla 19. Lecturas de las absorbancias a un pH 1y pH 4.5 previamente secada
en el horno.

Absorbancia Rep. 1 Absorbancia Rep. 2 Absorbancia Rep. 3
A (v pH:1.0 pH: 4.5 pH:1.0 pH: 4.5 pH:1.0 pH: 4.5

490 0.225 0.325 0.747 0.225 1.019 0.417
500 1.048 0.337 0.885 0.237 1.208 0.443

510 1.178 0.443 1.041 0.253 1.305 0.474
520 1.253 0.486 1.173 0.268 1.469 0.504
530 1.343 0.536 1.268 0.278 1.509 0.522
540 1.428 0.618 1.283 0.286 1.567 0.624
550 1.352 0.514 1.161 0.273 1.454 0.496

560 1.205 0.447 0.938 0.247 1.249 0.445
570 0.861 0.359 0.641 0.209 0.863 0.376
580 0.590 0.247 0.394 0.174 0.544 0.306
590 0.387 0.162 0.227 0.142 0.322 0.246
600 0.162 0.102 0.135 0.112 0.199 0.201
700 0.010 0.024 0.010 0.008 0.017 0.02

Segun lo anterior, la lectura méxima se ve a los 540 nm, en la Gréfica 11 se
muestra la relacion de la absorbancia maxima de cada una de las repeticiones con
respecto a las longitudes de onda.
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Gréfica 11. Relacion de la absorbancia maxima con la longitud de onda
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Para conocer el contenido de las antocianinas totales se aplica la ecuacion 3y 4.
Los resultados obtenidos se muestran en la Tabla 20, teniendo en cuenta que el
resultado del contenido de las antocianinas monomeéricas y las totales se expresa
en miligramo de cianidin-3-glucésido por 100 gramos de fruta.

Tabla 20. Contenido de antocianinas totales y monoméricas de las muestras
secadas en el horno

C Contenido de antocianinas Contenido antocianinas
Repeticion

monoméricas (mg/100g) totales (mg/100q)
Repeticion 1 1651.2 2841.5
Repeticion 2 1993.9 2550.9
Repeticion 3 1895.7 3106.0

Se aplica el mismo procedimiento para la muestra previamente liofilizada, en la
Tabla 21, se exponen las absorbancias leidas.
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Tabla 21. Lectura de las absorbancias pH 1y pH 4.5, de las muestras
previamente liofilizadas

Absorbancia Rep. 1 Absorbancia Rep. 2 Absorbancia Rep. 3
A (v pH:1.0 pH: 4.5 pH:1.0 pH: 4.5 pH:1.0 pH: 4.5

500 1.175 1.103 1.160 0.953 1.147 0.849
510 1.449 1.201 1.421 1.132 1.411 0.994
520 1.678 1.291 1.640 1.170 1.694 1.123
530 1.851 1.359 1.809 1.249 1.812 1.229
540 1.916 1.372 1.860 1.314 1.879 1.325
550 1.786 1.309 1.723 1.329 1.754 1.183
560 1.44 1.183 1.373 1.130 1.412 1.010

570 0.945 0.522 0.895 0.855 0.923 0.785
580 0.516 0.383 0.488 0.622 0.503 0.576
590 0.241 0.273 0.231 0.439 0.233 0.408
600 0.107 0.203 0.107 0.323 0.103 0.303
700 0.001 0.009 0.002 0.010 0.004 0.018

Segun lo anterior, la lectura maxima se ve a los 540 nm. En la Grafica 12 da una
de las réplicas.

Grafica 12. Relacién de la absorbancia maxima con la longitud de onda
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Para conocer el contenido de antocianinas totales se aplica la ecuacion 3 y 4,
mostrando los resultados en la Tabla 22, teniendo en cuenta que el resultado del
contenido de antocianinas monomeéricas y totales se expresa en miligramo de
cianidin-3-glucosido por 100 gramos de fruta.

Tabla 22 Contenido de antocianinas monomeéricas y totales de las muestras
liofilizadas

L., Contenido de antocianinas Contenido antocianinas
Repeticion

monomeéricas (mg/100g) totales (mg/100Q)
Repeticion 1 1106.1 38374
Repeticion 2 1110.1 3723.2
Repeticion 3 1138.2 3757.3

Los resultados obtenidos a partir de la extraccion asistida por microondas se
muestran en la Tabla 23.

Tabla 23. Contenido de antocianinas

Contenido de

Muestra antocianinas (mg/1009)
Secada en el horno 3106.0 + 285
Liofilizada 3837.4+47.9

4.3.2 Cuantificacion de flavonoles. En la Tabla 24, se muestra las absorbancias
obtenidas.

Tabla 24. Absorbancia a 258 nm de las muestras

Muestra Repeticiones Absorbancia

1 1.591

Secada en 5 1.361
el horno

3 1.405

1 2.505

Liofilizada 2 2.998

3 3.011
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Aplicando la ecuacidén 5, se obtienen los resultados mostrados en la Tabla 25,
teniendo en cuenta que el contenido de flavonoles esta expresado en miligramo de
quercetina:

Fr = 1.591 % 302.236 g * 5
N 3.87

quercetina
100 g de fruta

FI =621.3mgde

Tabla 25. Contenido de flavonoles

Contenido de flavonoles

Muestra  Repeticiones (mg quercetina/100 g fruta)

1 621.3

Secada en 5 5315
el horno

3 548.6

1 978.2

Liofilizada 2 1170.7

3 1175.8

A continuacion en la Tabla 26, se muestra la mejor concentracion de antocianinas
y flavonoles segun el proceso de secado previo y el método de extraccion
utilizado.

Tabla 26. Resumen de resultados obtenidos del contenido de antocianinas y
flavonoles

Método de

- Cantidad Unidades
extraccion y secado

o Soxhlet/ liofilizado  3969.7 + 110.5 mg de cianidin-3-
Antocianinas Lo lucdsido/100
Microondas/liofilizado 3837.4 +47.9 9lucosido 9

Soxhlet/ liofilizado 650.5 +52.5
Flavonoles mg de quercetina
Microondas/liofilizado  1175.8 + 92
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4.3.3 Balance de masa global. En la llustracion 14 se muestra el diagrama
global del proceso de extraccion, para los célculos del balance de masa se aplica
la ecuacion 6, para el sistema global, teniendo en cuenta que no se toman las
recirculaciones llevadas a cabo en el proceso.

llustracién 14. Diagrama de flujo del balance de masa global

F, AQraz ey Procesode ‘. FEist;l:lluu
EtOH extraccion Ertracto

ENTRADA = SALIDA

Magraz * %H + MEgton = MR(agraz+EtOH) + Mextrato T MEtoH recup
Peton = 0,8106 g/ml

10 g * 0.135 + 150 mL * 0.8106 % — 9.4866 + 18.6874 + 114 mL * 0.8106 -

mL
12294 g = 120.58 g

Para las demas réplicas se siguié el mismo procedimiento, los resultados son
presentados a continuacion en la Tabla 27.

Tabla 27. Resultados del balance de masa global

REPLICAS BALANCE (g)

1 120.58
SEELCHACE))I(R’)NEON 2 121.16
3 122.89
1 121.50
LIOFILIZADO 2 120.87
3 121.89

4.4  TITULACION DE LA MUESTRA
Aplicando los respectivos ensayos de Acido-base y Shinoda, las coloraciones

presentadas en los extractos obtenidos en los procesos de separacion por
solventes soxhlet y asistida por microondas, tanto secados en el horno, como
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previamente liofilizados, dieron positivas en la presencia de antocianinas,
coloracion cereza en pH acido y color verde o azul para pH alcalino, y para
flavonoles, color cereza, como se muestra en la Tabla 28.

Tabla 28. Titulacion de antocianinas y flavonoles

Ensayo Imagen

Extracto

Ensayo acido

Antocianinas

Ensayo base

Ensayo

Flavonoles Shinoda
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45 CROMATOGRAFIA DE CAPA DELGADA

Los resultados de la corrida de las placas sembradas, se muestra a continuacion
en la llustracién 15 de izquierda a derecha se tiene el extracto de microondas
liofilizado, seguido del extracto obtenido por solventes soxhlet con la muestra
previamente liofilizada y un patron de quercetina.

llustracién 15. Espectro de cromatografia de capa delgada UV/Visible

Se realiz6 la identificacion y la caracterizacion de las placas, teniendo en cuenta
gue el valor Rf, es diferente para cada sustancia, expresado como:

Ecuacion 7. Rs

D,

R, = 2
f
Df

Se determiné el Rf en los extractos de microondas liofilizado y soxhlet liofilizado,
dando como resultado lo mostrado en la Tabla 29.
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Tabla 29. R; obtenidos por cromatografia de capa delgada

DF 6.9 cm 1 2 3 4
DM DM DM DM
em R oem Roem) Roem R
' Repetcion 45 047 34 049 53 077 561 081
Microondas 1
iofilizado  Repelicion 3 55 0.18 3.4 049 52 075 56 0.81
REPeticion 11 0.16 3.35 0.49 526 0.76 5.63 0.82
Soxhlet 1
liofilizado Repez“c'on 115 017 3.4 049 53 0.77 5.62 0.81
RepeiCion 125 018 NA NA NA NA NA NA
Quercetina Repeticid
PO 13 019 NA NA NA NA NA NA

Debido a que no se tiene un patrén de cianidina, el R; obtenido se relaciona con el
reportado por Bonilla*’, Rf = 0.54 que corresponde al pigmento antociano cianidina
(Harborne 1967). En este caso el mas cercano es de 0.49, hay que tener en
cuenta que el valor del Rf varia debido a que la fase movil cambia.

4.6 CALCULO DE RENDIMIENTOS

A continuacidon se muestran los calculos de rendimiento de las antocianinas
obtenidas.

4.6.1 Rendimiento antocianinas

Ecuacidon 8. Rendimiento antocianinas

ElAntocininas
Rendimiento antocinas = — 5 " 100

0
Dénde:
E1antocininas= FIUjO de salida del proceso de extraccion de antocianinas

Fy= Flujo de entrada en el proceso de extraccion

* BONILLA. Op. cit., p. 67.
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A continuacion en la Tabla 30, se determinan los rendimientos de los extractos por
cada uno de los métodos (extraccidbn por solventes soxhlet y asistida por
microondas) y por cada uno de los métodos de secado (secado en el horno y
liofilizado) por cada una de las réplicas.

Repeticion 1:
3751.2mg — 3.7512 g

o . 3.7512 g
Rendimiento antocinas = W * 100 = 37.512%

Tabla 30. Rendimiento del contenido de antocianinas

Método de Método de R . ., Rendimiento
) epeticion
extraccion secado (%)
1 37.512
Secado en 5 38434
el horno
Por solventes 3 39.795
soxhlet 1 38.053
Liofilizado 2 37.011
3 39.697
1 28.415
Secado en 5 o5 551
el horno
Asistida por 3 31.060
microondas 1 38.837
Liofilizado 2 37.232
3 37.573
4.6.2 Rendimiento flavonoles
Ecuacion 9. Rendimiento Flavonoles
E
Rendimiento flavonoles = —LFiavonoles » 100

0
Dénde:

Eiriavonotes= FlUjo de salida del proceso de extraccion de flavonoles
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F,= Flujo de entrada en el proceso de extraccion

A continuacion en la Tabla 31, se determinan los rendimientos de los extractos
por cada uno de los métodos (extraccion por solventes soxhlet y asistida por
microondas) y por cada uno de los métodos de secado (secado en el horno y
liofilizado) por cada una de las réplicas.

Repeticion 1:
348.3mg — 0.3483 g

0.3483
* 100 = 3.483%
10 g

Rendimiento flavonoles =

Tabla 31. Rendimiento del contenido de flavonoles

Método de Método de . ., Rendimiento
. Repeticion
extraccion secado (%)
1 3.483
Secado en 2 3.310
el horno
Por solventes 3 3.382
soxhlet
1 6.502
Liofilizado 2 5.279
3 5.553
s g 1 6.213
ecado en
el horno 2 5.315
Asistida por 3 5.486
microondas 1 9.782
Liofilizado 2 11.707
3 11.758
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5. ANALISIS DE RESULTADOS

El agraz tiene caracteristicas fisicas especificas en su estado de maduracion
apropiado para la extraccion de la mayor cantidad de antocianinas y flavonoles,
gue consisten en que el fruto tenga un color morado oscuro, un tamafio de 7-15
mm, una masa fresca de 0.40 a 0.64 g, forma redonda de apariencia brillante, que
no se encuentren con rajaduras ni rupturas de la epidermis. Estas caracteristicas,
permiten tener una materia prima libre de frutos que no fueran apropiados para la
extraccion y presentaran por ejemplo una coloracibn mas rojiza o verde, asi como
gue en su piel se presenten defectos como fisuras o magulladuras que afecten la
calidad del extracto; en la Figura 4 y 5 se muestran los limites maximos y minimos
permitidos para el diametro ecuatorial y para el peso en masa fresca
respectivamente. Cabe aclarar como que la mayoria de los frutos se encontraban
dentro de estos limites establecidos.

Para establecer que su estado de maduracion correspondiera a la coloracion
morado oscuro casi negro se realizé una prueba de colorimetria mostrada en la
Tabla 9 estos datos comparados con lo propuesto por Buitrago et, al. (Tabla 8), ya
gue como se menciona en este articulo el fruto se encontraba en su estado de
maduracion mas avanzado beneficiando de esta manera el rendimiento de la
extraccidon asi como la cantidad de antioxidantes.

Estableciendo que L* es luminosidad y a* y b* son coordenadas cromaéticas,
especificamente en la coordenada a* (+a significa rojo y —a significa verde) y en la
coordenada b* (+b significa amarillo y —b significa azul), el colorimetro identifica de
manera rapida estas propiedades de coloracion, determinando el color del objeto
dentro del espacio de color modelado por CIELAB. En la llustracién 16 se presenta
el diagrama de cromaticidad de espacio de color I*a*b*, en el cual se pueden
ajustar los valores obtenidos en la colorimetria, dando como resultado que con
disminucién de L* la fruta es mas opaca, con valor de a* hay disminucién en la
tonalidad rojiza y con el valor de b* mayor tonalidad azul, por lo que dichos valores
de a* y b* tienden a ubicarse en el centro, que pertenece a tonos grises, estado en
el cual predomina el color morado oscuro con predisposicion al color negro.
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llustracién 16. Cromaticidad de espacio de color CIELAB

:Mt:""’: Diagrama de cromaticdad de
66 espacio de color L*a*b*

-0
Azl

Fuente. Konica Minolta

Hay que tener en cuenta que la coloracion del fruto y el extracto influyen en el
contenido de antocianinas obtenido, puesto que entre mas oscura este la materia
prima, mas antocianinas hay presentes, debido a que estas son las encargadas de
darle el pigmento al fruto.

El pH, es un factor muy importante, “ya que la disminucion del contenido total de
antocianinas se manifiesta con el incremento del pH, debido a la degradacion del
cation flavilio, ya que éste es deficiente en electrones, y por lo tanto, muy reactivo,
dando lugar a formacién de hemiacetal y chalcona, ambas inestables™®. Ademas
de retardar la rapida oxidacion del fruto.

Otra variable importante y a tener en cuenta es el tiempo de secado de la muestra,
como se dijo anteriormente la humedad del agraz es del 84.2%, y que para que se
considere una muestra seca, su humedad debe estar por debajo del 15%, esto
permite una sencilla extraccion de los compuestos de interés, debido a que la
temperatura genera una ruptura en las moléculas de la fruta. Las frutas secas,
generalmente tienen una capacidad antioxidante significativamente mayor, cuando
se compara con frutas frescas. Esto se debe al efecto de concentracidén que ocurre
durante el secado por lo tanto se determiné la humedad, teniendo la temperatura
constante, y con esto el tiempo resultante de secado de la muestra es de 24
horas. Para lo anterior, sabiendo que el peso de la fruta disminuye con respecto al
tiempo al ser sometida a una temperatura de 40 °C que favorece la solubilidad de
los antocianos y el coeficiente de difusién; hay que tener en cuenta que por

8 ZAPATA. Op. cit., p. ii.
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encima de esa temperatura, las antocianinas extraidas se degradan, posiblemente
debido a que el efecto del calor produce la pérdida del azucar glicosilante en la
posicion 3 de la molécula y por consiguiente la apertura del anillo, produciendo
chalconas incoloras.

Las antocianinas son moléculas polares y por consiguiente son mas solubles en
solventes polares que en los no polares; al igual que los flavonoles, que también
se extraen con solventes polares, pues poseen un gran numero de grupos
hidroxilos que forman glicésidos, por tal motivo se usé como unico solvente etanol,
debido a su alta polaridad y que no es toxico a comparacion del metanol.

A valores de pH donde las moléculas de antocianinas no estan ionizadas, pueden
ser solubles en éter y no son estables en soluciones neutras y alcalinas, por lo
tanto los métodos convencionales empleados para la extraccion de antocianinas
implica el uso de solventes &cidos*®, por lo cual se acidificé previamente con acido
citrico.

Para conocer la concentracibn de antocianinas se aplicé el método de pH
diferencial debido a que estas desarrollan transformaciones estructurales
reversibles con el cambio del pH presentado por el espectro a diferentes
absorbancias. La formacion del oxonio o cation flavilio coloreado predomina a pH
1.0 de manera que la acidez genera una capa protectora sobre la molécula y la
formacion hemicetal y chalcona incolora a pH 4.5, ya que ocurre una pérdida del
protén y adicibn de agua en la posicion 2 de la molécula. EI método del pH
diferencial se basa en esta reaccién y permite de manera segura y rapida medir el
total de antocianinas monomeéricas.

Los extractos se almacenaron a 4 °C y en frascos de color &mbar, puesto que las
antocianinas presentan un comportamiento relativamente inestable presentando
frecuentemente degradacion durante el procedimiento y almacenamiento del
extracto, debido a algunos factores como lo son la temperatura y la luz.

Los resultados obtenidos del contenido de antocianinas totales en el método de
extraccidon por solventes soxhlet, para la muestra previamente secada en el horno
(3879.5 + 54 mg de 3-cianidin glucdsido/100 g), con respecto al extracto obtenido
con la materia previamente liofilizada (3969.7 + 110.5 mg de 3-cianidin
glucdsido/100 g). Con relacién al método de extraccion asistida por microondas
con la muestra previamente secada en el horno (3106.0 + 285 mg de 3-cianidin
glucdsido/100 g), a comparacion del extracto obtenido con la muestra liofilizada
(3837.4 + 47.9 mg de 3-cianidin glucésido/100 g), se contempla que en los dos
meétodos de extraccion, el mejor proceso de secado es el liofilizado, presentando

49GARCiA, Claudia; GONZALEZ, Emmanuel; GUERRERO, Patricia; HERNANDEZ, Brandon; HERNANDEZ,
José; TIRADO, Gabriela. Cuantificacion del total de antocianinas mediante el método del pH diferencial.
Universidad Politécnica de Guanajuato. 2015
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la mayor concentracion extraida. Esto se debe a que al tener bajas temperaturas
descompone las moléculas sin desestabilizarlas.

No obstante, se contempla que entre los dos métodos, el mejor es la extraccion
por solventes soxhlet, presentando la mayor concentracion extraida, sin embargo,
la diferencia entre concentraciones en los dos procesos de extraccion llevados a
cabo es de aproximadamente un 10% y para la selecciéon del mejor método hay
que considerar factores como son el tiempo de extraccion, que en este caso es
mucho mayor para soxhlet con un promedio de veinte minutos por recirculacion,
en el cual se hicieron seis recirculaciones, lo que da un promedio de extraccién de
dos horas por réplica; lo que no sucede con la extraccion asistida por microondas
dado que su tiempo de extraccion promedio fue de cuatro minutos por réplica.

El resultado de antocianinas mondmericas totales obtenidos en esta investigacion,
es mas alto con respecto al contenido reportado en el mismo fruto por Garzon, et
al.>® (329 + 28 mg cianidin-3-glucésido/100 g de fruta), teniendo en cuenta que el
método utilizado fue extraccion por solventes, con el fruto pulverizado en nitrégeno
liquido, ademas de usar metanol puro como solvente; demostrando la eficiencia de
los métodos propuestos ya que el resultado obtenidos es 11 veces mayor, esto se
debe a que el solvente usado es toxico y su polaridad es mas baja.

En la Figura 3, se hace una comparacion de los resultados obtenidos por Paes et
al.,>* acerca del contenido de antocianinas extraidas del arandano para la muestra
secada en el horno (868.34 mg/100 g), asimismo para la muestra liofilizada
(1724.16 mg/100g) con respecto a los resultados obtenidos para el agraz y se
observa una cantidad mayor, ademas teniendo en cuenta lo reportado por
Gaviria®® de que el agraz tiene mayor cantidad de antioxidantes que otros frutos de
Su misma especie.

A diferencia del fruto de zarzamora®3en el contenido de antocianinas monoméricas
(183.63 + 0.33 mg cianidin-3-glucésido/100 g de peso fresco), por medio de una
extraccion por ultrasonido y utilizando como solvente metanol acidificado con
acido clorhidrico concentrado, se observa que hay una mayor concentracion en los
métodos que se emplearon para esta investigacion en la extraccion por solventes
soxhlet (1909.7 mg cianidin-3-glucosido/100g) y la asistida por microondas
(1138.2mg cianidin-3-glucosido/100g).

% GARZON, G. A.; NARVAEZ, C. E.; RIEDL, K. M. y SCHWARTZ, S. J. Chemical composition, anthocyanins,
non-anthocyanin phenolics and antioxidant activity of wild bilberry (Vaccinium meriodinale swartz) from
Colombia. Food Chemistry 122. 2010. p. 982

L PAES, Juliana, etal. Op. cit., p. 7.

2 GAVIRIA. Op. cit., p. 93.

%3 LEYVA, Diana. Determinacién de antocianinas fenoles totales y actividad antioxidante en licores y fruto de
mora. Tesis para optar al titulo de ingeniero de alimentos. Oaxaca. Universidad Tecnoldgica de la Mixteca.
2009. p. 35.
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Ademas en la Figura 1, segun lo obtenido en Minitab 17.3 (software libre) en el
disefio de experimentos, el método de extraccion es el que mayor influencia tiene
en el contenido de antocianinas, y en la Figura 2 se observa que el método de
extraccion soxhlet junto con la muestra liofilizada, son la mejor acoplamiento para
la obtencion del alto contenido de estas. Esto debido a que el tiempo de contacto
entre el soluto y el solvente es mayor y ademas de su polaridad por lo que la
miscibilidad de las antocianinas fue mayor.

En cuanto a los flavonoles mediante el método propuesto por Kostennikova, Z.
presenta que el contenido de flavonoles en la extraccién por solventes soxhlet con
la materia prima previamente liofilizada presenta mayor cantidad (650.5 + 52.5 mg
de quercetina/ 100 g de fruta), que la muestra secada en el horno, al igual que la
extraccion asistida por microondas con la materia prima previamente liofilizada
(1175.8 + 92 g de quercetina/ 100 g de fruta), esto se debe a que la temperatura
influye en los compuestos de la muestra y al subir la temperatura puede sufrir
desnaturalizacion de los mismos, lo que no pasa con temperaturas bajas, puesto
gue estas los mantienen intactos.

Por lo tanto la mejor extraccion para favorecer el contenido de flavonoles, es la
asistida por microondas como se muestra en la Tabla 25. Esto se debe a que las
ondas ejercen un efecto mayor en estas moléculas logrando su desprendimiento y
exitosa extraccion, lo que no sucede en la extraccidén por solventes soxhlet.

Para la cromatografia de capa delgada se usé una placa de silice, debido a que
ésta posee la caracteristica de separar compuestos como fenoles, flavonoides y
derivados de amino&cidos, entre otros, de manera exitosa.>* Como se muestra en
la ilustracién 17, la quercetina se desprende y llega a la misma altura en las tres
bandas, se puede corroborar que en la extraccion por microondas se ve mayor
intensidad en esta marca que por solventes soxhlet, lo que indica que la mayor
extraccidon de flavonoles se obtiene por microondas, a comparacion de las
antocianinas que se observa una mayor intensidad en soxhlet.

Segun lo anterior el método en conjunto de extraccion que favorece el contenido
de antocianinas y flavonoles es la asistida por microondas, debido a que esta
permite obtener mayor contenido de flavonoles y su contenido de antocianinas no
difiere de manera significativa con respecto al método de extraccién por solventes
soxhlet.

* BONILLA. Op. cit., p. 67.
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6. CONCLUSIONES

La homogenizacion de la muestra es importante debido a que el fruto debe
cumplir con ciertas caracteristicas fisicas que mejoren la extraccion del
contenido de antocianinas y flavonoles, por lo que debe tener un contenido de
humedad menor al 15%, diametro ecuatorial 7-15 mm, un estado de 120 dias
de maduracion y peso fresco de 0.40 a 0.64 g. Ademés de la liofilizacion previa
a la extraccion de la materia prima ya que esta permite la obtencion de mayor
cantidad de antocianinas y flavonoles.

El tipo de secado es un factor que afecta la cantidad de antocianinas y
flavonoles, teniendo en cuenta que con la materia prima liofilizada se obtienen
mayor cantidad de estos componentes, en comparacion de la secada en el
horno, debido a que este proceso no los desestabiliza, y no afecta el contenido
de los mismos.

El método de extraccion que proporciona el mayor contenido de antocianinas
con un valor de 3969.7 + 110.5 mg de cianidin-3-gluc6sido/100 g de fruta, es
por solventes soxhlet, usando la materia prima previamente liofilizada. Debido
a que el tiempo de extraccion es mas extenso y por consiguiente hay mayor
contacto de la muestra con el solvente.

El método de extraccién que favorece la obtencion de flavonoles, es la asistida
por microondas con un valor de 1175.8 + 92 mg de quercetina, con la materia
prima previamente liofilizada, debido a que los flavonoles son estables al calor
y resisten a la mayoria de los tratamientos térmicos, este método tiene la
ventaja de que el tiempo requerido para realizar el proceso, es mas corto y es
recomendado debido a que su contenido de antocianinas no varia mucho con
respecto al obtenido por soxhlet.

Comparando los métodos de extraccidon, aquel que favorece el contenido de
antocianinas y flavonoles en conjunto, es la asistida por microondas, con la
materia prima liofilizada, debido a que la cantidad de flavonoles es mayor y la
variacion del contenido de antocianinas no se diferencia de gran manera con
respecto al método de extraccién por solventes soxhlet.

El rendimiento de los extractos obtenidos, para el contenido de antocianinas,
en la extraccion por solventes soxhlet con la muestra liofiizada fue de
39.697%; con respecto a la extraccidén asistida por microondas con la materia
prima liofilizada fue de 38.837%. En cuanto al contenido de flavonoles
obtenidos a partir de la extraccidén por solventes soxhlet con la materia prima
liofilizada de 6.502%; para la extraccion asistida por microondas con la materia
prima liofilizada de 11.758%.
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Los métodos utilizados en esta investigacion dieron mejores resultados para
las antocianinas mondmericas totales, en la extraccion por solventes soxhlet
(1909.7 mg cianidin-3-glucosido/100g) y la asistida por microondas (1138.2mg
cianidin-3-glucosido/100g); con respecto al contenido reportado en el mismo
fruto por otras investigaciones (329 + 28 mg cianidin-3-glucésido/100 g) y para
el fruto de zarzamora (183.63 + 0.33 mg cianidin-3-glucésido/100 g).

Los extractos obtenidos tienen una amplia aplicacion en la industria, debido a
su alto contenido de polifendles, especificamente antocianinas y flavonoles,
pues son los mas usados como conservantes y preservantes de alimentos, ya
que retardan la oxidacion de una sustancia aumentando su vida util.

La presencia de antioxidantes naturales en los alimentos es importante, no sélo
porque estos compuestos contribuyen a definir las caracteristicas
organolépticas y a preservar la calidad nutricional de los productos que los
contienen, sino ademas, porque al ser ingeridos, ayudan a preservar de
manera considerable la salud de los individuos que los consumen. En efecto, la
recomendacion de aumentar la ingesta de alimentos ricos en antioxidantes
naturales es, en la actualidad, considerada una de las formas mas efectivas de
reducir el riesgo de desarrollo de enfermedades cronicas.

Si bien todos los polifenéles exhiben propiedades antioxidantes, se ha
establecido que algunos de estos compuestos exhiben, ademas, propiedades
anti-inflamatorias, anti-agregantes plaquetarias, anti-bacterianas, actividad
moduladora de la actividad de numerosas enzimas, incluyendo la de ciertas
enzimas digestivas.
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7. RECOMENDACIONES

Mejorar la precision de los resultados obtenidos, controlando de manera
estricta las variables que los puedan afectar, ademas de la contaminacion de la
muestra y la pureza de los reactivos.

Estudiar la influencia del solvente diluido en agua, para conocer el
comportamiento de las antocianinas y flavonoles, es decir si se puede obtener
mayor contenido de antioxidantes.

Aplicar cromatografia liquida de alta eficiencia HPLC, para cuantificar las
antocianinas y los flavonoles.

Utilizar otros métodos de extraccion como liquidos presurizados, fluidos
supercriticos, ultrasonido, entre otros, para evaluar el rendimiento de la
concentracion de antioxidantes del fruto.

Evaluar las diferentes aplicaciones en la industria de alimentos, cosméticos,

farmacéutica y mecanica, aplicando el proceso a nivel industrial de la obtencién
de estos compuestos.
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ANEXO A

ILUSTRACION DE LOS EQUIPOS EMPLEADOS EN LAS PRUEBAS DE
LABORATORIO

BALANZA
COLORIMETRO
ESPECTROFOTOMETRO UV/VIS
ESPECTROFOTOMETRO UV/VIS 1800
FILTRACION AL VACIO

HORNO DE SECADO

LIOFILIZADOR

PH-METRO

ROTAVAPORADOR
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ESPECTROFOTOMETRO UV-VIS
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FILTRACION AL VACIO

MUFLA
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ROTAVAPORADOR
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ANEXO B
CALCULO DE RENDIMIENTOS

A continuacidn se muestran los célculos de rendimiento de antocianinas y
flavonoles de cada uno de los extractos obtenidos.

RENDIMIENTO ANTOCIANINAS

Extraccion por solventes soxhlet. A continuacion se determinan los
rendimientos por réplica de las muestras secadas previamente en el horno.

Repeticion 1:
3751.2mg — 3.7512 g

3.7512 g

Rendimiento antocinas = W * 100 = 37.512%

Repeticion 2:
3843.4mg — 3.8434 g

3.8434 g

Rendimiento antocinas = W * 100 = 38.434%

Repeticién 3:
3879.5 mg — 3.8795 g

o ) 3.8795 g
Rendimiento antocinas = W * 100 = 38.795%

Para la muestra previamente liofilizada a continuacion se determinan los
rendimientos por réplica.

Repeticion 1:
3805.3 mg — 3.8053 g

3.8053 g

Rendimiento antocinas = W * 100 = 38.053%

Repeticion 2:

3701.1mg — 3.7011g
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) 3.7011 g
Rendimiento antocinas = W * 100 = 37.011%

Repeticion 3:
3969.7 mg - 3.9697 g

) 3.9697 g
Rendimiento antocinas = W * 100 = 39.697%

Extraccién asistida por microondas. A continuacion se determinan los
rendimientos por réplica de las muestras secadas previamente en el horno.

Repeticion 1:
2841.5mg - 2.84145 g

o ) 28415 g
Rendimiento antocinas = W * 100 = 28.415%

Repeticion 2:

2550.9 mg — 2.55509 g

o ] 2.55509 g
Rendimiento antocinas = T * 100 = 25.551%
Repeticién 3:
3106 mg — 3.106 g
3.106 g

Rendimiento antocinas = * 100 = 31.06%

Para la muestra previamente liofilizada a continuacibn se determinan los
rendimientos por réplica.

Repeticion 1:
3837.4mg — 3.8374 g

] 38374 g
Rendimiento antocinas = W * 100 = 38.837%
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Repeticion 2:
3723.2mg - 3.7232 g

o ] 3.7232 g
Rendimiento antocinas = W * 100 = 37.232%

Repeticion 3:
3757.3mg — 3.7573 g

o ] 3.7573 g
Rendimiento antocinas = W * 100 = 37.573%

RENDIMIENTO FLAVONOLES

Extraccién por solventes soxhlet. A continuacion se determinan
rendimientos por réplica de las muestras secadas previamente en el horno.

Repeticion 1:
3483 mg — 0.3483 g

3483

Rendimiento flavonoles = * 100 = 3.483%

Repeticion 2:
333.1mg — 0.3331 g
0.3331

Rendimiento flavonoles = * 100 = 3.31%

Repeticion 3:
338.2mg — 0.3382 g

0.3382

Rendimiento flavonoles = * 100 = 3.382%

Para la muestra previamente liofilizada a continuacion se determinan
rendimientos por réplica.

Repeticion 1:

650.2 mg — 0.6502 g
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.6502
10 g

Rendimiento flavonoles = * 100 = 6.502%

Repeticion 2:
5279mg — 0.5279 g
Rendimiento flavonoles = 0'1502;9 * 100 = 5.279%
Repeticion 3:
5553 mg — 0.3382 g
0.555.3

Rendimiento flavonoles =

* 100 = 5.553%

Extraccion asistida por microondas. A continuacion se determinan los
rendimientos por réplica de las muestras secadas previamente en el horno.

Repeticion 1:
621.3mg — 0.6213 g

0.6213

Rendimiento flavonoles = * 100 = 6.213%

Repeticion 2:
531.5mg — 0.5315 g
0.5315

Rendimiento flavonoles = * 100 = 5.315%

Repeticion 3:
548.6 mg — 0.5486 g

5486

Rendimiento flavonoles = * 100 = 5.486%

Para la muestra previamente liofilizada a continuacion se determinan los
rendimientos por réplica.
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Repeticion 1:
978.2mg — 09782 g

0.9782
* 100 = 9.782%
10 g

Rendimiento flavonoles =

Repeticion 2:
1170.7 mg - 1.1707 g
1.1707

Rendimiento flavonoles = * 100 = 11.707%

Repeticion 3:
1175.8 mg —» 1.1758 g

1.1758
* 100 = 11.758%

Rendimiento flavonoles =
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ANEXO C

FICHAS DE SEGURIDAD DE LA MATERIA PRIMA
ACETATO DE ETILO

ACETATO DE SODIO
ACIDO ACETICO GLACIAL
ACIDO CITRICO

ACIDO CLORHIDRICO
ACIDO FORMICO

CINC

CLORURO DE POTASIO
ETANOL

HIDROXIDO DE SODIO

HIPOCLORITO DE SODIO
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