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RESUMEN

En el presente documento se plantea el desarrollo y evaluacion de la obtencion de
colorante a partir de la cascara de mandarina y el hollejo de uva desde un enfoque
técnico del proceso de extraccion de carotenoides y antocianinas respectivamente; con
el fin de generar valor a cada una de las materias primas con la innovacién de productos

naturales que cumplan con las caracteristicas y especificaciones del mercado.

El desarrollo experimental se llevd a cabo mediante un analisis bromatologico proximal
con el fin de analizar los componentes mas abundantes presentes en las muestras,
asimismo, se realiz6 una revision bibliografica comparando trabajos similares, los cuales
definieron las condiciones del proceso de extraccion Soxhlet como solvente etanol al
96%, relacién volumen-peso de 20:1 y temperatura entre 60°C y 70°C para evitar la
degradacion de los compuestos de interés, obteniéndose un rendimiento de extraccién
en promedio de 71.95% para la cdscara de mandarina con 1139 ug B-caroteno/100 g y
61,57% para la cascara de uva con 23.39 mg cianidina-3-glucésido/100 g de materia
seca.

Finalmente, los extractos se sometieron a pruebas fisicoquimicas para evaluar la calidad
de los colorantes obtenidos, tales como pH, densidad, solubilidad, indice de refraccion y
grados Brix, ademas de pruebas microbiolégicas que muestran inocuidad en los
extractos. Finalmente, los colorantes fueron sometidos a pruebas de estabilidad a
diferentes condiciones de temperatura, luz y pH, en un lapso de 7 dias, donde se
identifico las mejores condiciones de almacenamiento a refrigeracién con 2-3°C y

ausencia de luz natural directa.

PALABRAS CLAVE: Colorante, antocianinas, carotenoides, extraccion Soxhlet,

mandarina, uva.
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INTRODUCCION

Actualmente existe un gran numero de procesos industriales debido a las crecientes
necesidades que tienen los seres humanos diariamente, por lo cual, se requiere el uso
de importantes sustancias quimicas como por ejemplo, colorantes y pigmentos sintéticos
gue se usan en multitud de industrias como la alimentaria, cosmética y textil; se conoce
gue estos colorantes sintéticos traen repercusiones a la salud humana debido a que
estan hechos a base de metales altamente toéxicos, siendo sefialados de promover o
causar toxicidad en el organismo del consumidor, reacciones alérgicas, afecciones al
sistema respiratorio y cardiaco y enfermedades como el cancer; lo cual ha suscitado
mucha controversia y numerosos estudios cientificos relacionados con los efectos que

estas sustancias puedan causar.

Dado que, los colorantes se han convertido en parte esencial dentro de los procesos de
fabricacion, siendo el color un pardmetro base que determina la aceptabilidad o
preferencias del consumidor; se han buscado nuevas alternativas en el mercado,
especialmente en la industria alimentaria con el uso de colorantes procedentes de
fuentes naturales como es el caso de antocianinas y carotenoides, encontrados en gran
cantidad en plantas, vegetales y frutas las cuales, segun investigaciones, son aptas para
la coloracion de diferentes productos industriales y posibles sustitutos de colorantes
sintéticos actuales. Cabe destacar el potencial de muchos residuos agricolas como
fuente de recuperacion de pigmentos naturales y compuestos fendlicos; ademas de
poseer propiedades antioxidantes y antiinflamatorias, benéficas para la salud.

Este proyecto surge a partir de la necesidad de aportar en la investigacion cientifica
implementando la extraccion de colorantes naturales a partir de residuos organicos de la
actividad industrial y procesos agro, como la cascara de mandarina (Citrus reticulata),
gue cuenta con una produccion global del 27% del total de citricos y se encuentra dentro
de las diez frutas mas consumidas [1]; y el hollejo de uva (Vitis vinifera 'Cabernet
Sauvignon'), siendo uno de los cultivos con mayor produccion a nivel mundial y de los

gue generan mayores ingresos, sobre todo cuando se usan con fines de vinificacion [2].
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Adicionalmente, teniendo en cuenta el interés de estudio en las antocianinas y los
carotenoides, pigmentos naturales que ademas poseen propiedades beneficiosas para
el consumidor en la prevencion de enfermedades crénico degenerativas [3], abordando
los residuos agricolas como fuentes naturales de compuestos activos con gran aplicacion

industrial.

Para tal fin, se parte de la investigacion teorica de los colorantes sintéticos y naturales,
asi como de la comprension de los compuestos de interés presentes en variedad de
alimentos naturales y el estableciendo de las variables involucradas en el proceso;
asimismo, se realiza la caracterizacion de las materias primas mediante un analisis
bromatologico proximal para el posterior andlisis de eficiencia de los colorantes
naturales. La extraccion de colorantes se realiza partiendo del hollejo de uva y la cadscara
de mandarina a escala laboratorio por el método Soxhlet utilizando como solvente etanol
al 96%. La presencia de antocianinas y carotenoides se determina mediante una
cuantificacion espectrofotométrica; una vez obtenido los colorantes, se evallan sus
caracteristicas fisicoquimicas y microbiologicas junto con el analisis de estabilidad de los
compuestos de interés a condiciones de pH, temperatura, luz y su tiempo de

almacenamiento.

De este modo, el hollejo de uva y la cascara de mandarina pueden constituirse como un
potencial en diversos procesos industriales aprovechando sus caracteristicas y
propiedades, como fuente de pigmentos naturales que, para tal efecto, constituyen una
alternativa para la sustitucién de colorantes artificiales en diferentes industrias, como la
industria alimentaria, y que, adicionalmente, permita el aprovechamiento de residuos

propios de la actividad agro e industrial.
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OBJETIVOS

Objetivo general

Evaluar la viabilidad técnica de la extraccién de los colorantes naturales a partir del
hollejo de uva (Vitis vinifera '‘Cabernet Sauvignon') y la cascara de mandarina (Citrus

reticulata) para uso en industria alimentaria.

Objetivos especificos

1. Caracterizar el hollejo de uva y la cascara de mandarina mediante un andlisis
bromatolégico proximal.

2. Establecer las condiciones del proceso de extraccion de colorantes naturales
partiendo del hollejo de uva y la cdscara de mandarina a escala laboratorio por el
método Soxhlet.

3. Realizar la caracterizacion de los colorantes obtenidos a partir de pruebas

fisicoguimicas y analisis microbiolégico.
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1. MARCO TEORICO

En este capitulo se lleva a cabo la recopilacion de informacion, con el propésito de
contextualizar algunos conceptos en torno a la evaluacion del proceso de extraccion de
colorante natural. En primer lugar, se especifican algunos conceptos y generalidades de
las materias primas en estudio, teniendo en cuenta principalmente el producto de
desecho, especificamente sus cascaras, seguido de la clasificacion de los colorantes
naturales, los métodos de extraccibn mas relevantes, enfocado en las principales
caracteristicas y variables a tener en cuenta para el método de extraccion Soxhlet
utilizado durante el desarrollo del proyecto y sus respectivas pruebas de caracterizacion

bromatolégica, cuantificacion de antocianinas y carotenoides.

1.1. Uva (vitis vinifera)

La uva es una fruta carnosa, de tipo baya, pluriseminado; es cultivada popularmente en
regiones templadas debido a que, cuenta con temperaturas Optimas de desarrollo, las
cuales se encuentran aproximadamente entre los 18 y 26 °C; asimismo, en relacion a las
caracteristicas del suelo y riego, crece favorablemente en aquellos que poseen
profundidad, grandes cantidades de materia organica y con buenos drenajes de aguas
[4]. En Colombia, se registran cifras de produccion de mas de 30.000 toneladas al afio,
en donde gran parte de la cosecha se obtiene en Valle del Cauca, lugar que cuenta con
un 85% de produccion nacional y 86,9% del area total sembrada en todo el pais; sin
embargo, el cultivo de uva también se destaca en otras zonas como Amazonas,

Antioquia, Boyaca y Huila; siendo su uso principal la produccion de vino [5].
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Figura 1.
Uva Vitis Vinifera.

Nota. La figura muestra el racimo
maduro de la Vid. Tomado de: W. Lendl,
‘Racimo maduro.” 2004, [Online].
Available:
https://commons.wikimedia.org/w/index.
php?curid=200463.

1.1.1. Taxonomia

Tabla 1.

Clasificacion taxonémica de la uva.
Orden Vitales
Familia Vitaceas
Reino Plantae
Nombre comun Vid
Nombre cientifico Vitis Vinifera

Nota. La tabla muestra la informacion taxonémica de
la planta Vitis Vinifera. Tomado de: E. Llamuca,
“Extraccién de colorantes naturales de jamaica
(Hibiscus sabdariffa), mora andina (Rubus glaucus) y
uva (Vitis vinifera) para el uso en la industria de
alimentos,” Esc. Super. Politécnica Chimborazo.
Riobamba, Ecuador., p. 95, 2015.

1.1.2. Descripcion botanica
La planta de la uva se caracteriza por alcanzar alturas hasta de 35 m; esta planta es
lefiosa, trepadora y robusta, con hojas pecioladas grandes y palmeadas de 5-15 cm

aproximadamente [6]. Su flores se caracterizan por tener un olor agradable similar a un
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perfume con un céliz en forma de planillo de color verde y su corola tiene 5 pétalos con
tamafio de 5 mm y su fruto redondo tipo baya con colores caracteristicos, en estado de
maduracion pueden ser verdes, rojos y negros, tamafos de 6-22 mm con 2-4 semillas
[6]. Se cultiva principalmente en climas mediterraneos por el interés de sus frutos y
actualmente puede encontrarse en muy diversas regiones, predominando en aquellas

donde se dan climas templados [7].

1.1.3. Composicion nutricional

La uva contiene mas de un 80% de agua, es rica en hidratos de carbono como la glucosa
y fructosa. Entre sus minerales se encuentra el potasio, fosforo y calcio principalmente;
ademas, posee propiedades beneficiosas al presentar dentro de su composicién vitamina

C, vitamina A y &cido félico, como se evidencia en la tabla 2.

Tabla 2.
Composicion nutricional de la uva Vitis vinifera.

For 100 gde | Por racimo
porcién (160 g)
comestible

Energia (keal) 69 ag
Proteinas(g) 0,6 0ga
Lipidos totales (g) Tr Tr
Hidratos de carbono (g) 16.1 23,2
Fibra (g) 0.9 1.3
Agualg) 824 119
Calcio (mg) 17 24,5
Hierro (mg) 0.4 06
Yodo (ug) 2 29
Magnesio (mg) 10 14,4
Zinc (mg) 0.1 0,1
Sodio(mg) 2 29
Potasio (mg) 250 360
Fasforo (mg) 22 a7
Selenio (pg) 1 1.4
Tiamina (mg) 0,04 0,08
Riboflavina (mg) 0,02 0,03
Equivalentes niacina (mg) 0,3 04
Vitamina B (mg) 0,1 0,14
Folatos (pg) 6 86
Vitamina B12 {pg) 0 0
Vitamina C (mg) 4 58
Vitamina A: Eq. Retinol (pg) 3 4.3
Vitamina D (pg) 1] 0
Vitamina E (mg) Tr Tr

Nota. La tabla muestra el valor energético y de nutrientes
gue posee la uva. Tomado de: FEN, “Grape Vitis vinifera
L,” Fund. Espafiola la Nutr., pp. 301-302, 2006.
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1.1.4. Produccion de uva

El cultivo de la uva, es uno de los de mayor produccion a nivel mundial y de los que
generan mayores ingresos, sobre todo cuando se usan con fines de vinificacion. La
organizacion Internacional del Vino (OIV) estima la produccién mundial en 74 millones
de toneladas en cultivos con cerca de 7.4 millones de hectéareas y un poco mas de 279
millones hL de vino [2]. En Colombia, la produccion de uva para vino no es usual debido
a condiciones climaticas, y los cultivos se concentran en el Valle del Cauca, Antioquia y

Boyaca [8]. En el 2016 habia 2592 hectareas de superficie de vifiedo en Colombia [2].

1.1.5. Residuos de lauva

Actualmente, 9 millones de toneladas de este residuo organico se producen por afio en
el mundo [9], que constituye el 20% (p / p), en promedio, del total de las uvas utilizadas
para la produccion de vino. Hablando de un vifiedo en especifico ubicado en Villa de
Leyva, Umafia Dajud, cuenta con 2700 kg de Vid, generando aproximadamente 810 kg
de residuos al afio [8], este vifiedo ha contribuido a investigaciones de extraccion de
bioactivos del hollejo de uva, sin embargo, por factores externos no pudo ser parte del

presente proyecto.

1.2. Mandarina (citrus reticulata)

La mandarina (Figura 2) es uno de los citricos mas representativos en Colombia, es
ampliamente cultivado por su amplia adaptacion a las condiciones climaticas; no
obstante, sus variedades son muy especificas en cuanto a requerimientos climaticos [10].
En Colombia las variedades de mandarina Oneco en el occidente del pais y la variedad
Arrayana en el oriente y centro, son las mas cultivadas y por su volumen son los frutales
de mayor importancia [11]; éste fruto se desarrolla desde el nivel del mar hasta los 2000
msnm, su cultivo se extiende generalmente a las regiones tropicales y subtropicales, con
una latitud entre los 23.5 y 40° en los hemisferios norte y sur y los ciclos anuales de
crecimiento de las plantas se regulan por las modificaciones climaticas presentadas por
las estaciones [11]. Los mandarinos cultivados en el subtropico generalmente se

desarrollan a temperaturas entre 15y 20 °C, con inviernos leves a severos, mientras que
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en los tropicos se desarrollan a temperaturas entre los 20 y 30 °C y no se presentan

periodos de reposo por bajas temperaturas [10].

Figura 2.
Mandarina Citrus reticulata blanco.
i VT LORE et G

X U\

Nta. Lafigura muestra un mandarino maduro.
Tomado de: Soerfm, “Mandarina.” 2011,

[Online]. Available:
https://commons.wikimedia.org/w/index.php?c
urid=64000.

1.2.1. Taxonomia

Tabla 3.
Clasificacion taxonémica de la mandarina.

Reino Plantas
Subreino Geraniales
Divisidn Embriofita
Familia Rutaceae
Sub familia Aurantioidea
Tribu Citrae
Género Citrus
Especie Reciculata

Nota. La tabla muestra la informacién taxonémica de la planta
Citrus Reticulata. Tomado de: D. Maritza, “Evaluacion de la
capacidad antioxidante de los extractos alcohdlico y acuoso de la
cascara de la mandarina (Citrus reticulata) en relacion a un
medicamento antioxidante comercial,” Univ. Politec. Sales., p.
10,11, 2020 Y R. Coronado, “Elaboracion de Una Bebida con
Extracto de Zanahoria (Daucus Carota) Combinado con Zumo de
Mandarina (Citrus Reticulata) y Naranja Agria (Citrus Aurantium) y
Evaluacion de su Capacidad Antioxidante,” Univ. Nac. José
Faustino Sanchez Carrién, vol. 24, no. 4, pp. 233-244, 2019, doi:
10.1145/1390630.1390641.
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1.2.2. Descripcién botanica

Arbol pequefio a mediano de hasta 4 metros de alto, con ramas flexibles y delgadas que
contienen pequefas espinas axilares, sus hojas son anchas o angostas indistintamente,
son esbeltas de color verde con aroma a citrico; posee flores pequefias; el fruto es
redondo y algo achatado, de piel delgada y color naranja, de sabor dulce, con diametro

variable de 5 a 10 centimetros y segmentos facilmente separables [12].

1.2.3. Composicion nutricional

Como se observa en la tabla 4, el componente mayoritario en las mandarinas es el agua,
cantidad considerable en comparacion con otras frutas de su género; asimismo aporta
menor cantidad de azlcares, se puede observar una pequefia cantidad de fibra
principalmente en la corteza,; al igual, es fuente de vitaminas, en las cuales sobresale la
Vitamina C, y la provitamina A, ademas de cantidades destacables de acido citrico,

potasio y magnesio.

Tabla 4.

Composicion nutricional de la mandarina.
Mandarina ( 100gr De Sustancia Comestible)
Agua 87g
Proteinas 0.8g
Lipwdos 0.2g
Carbolidratos 11.6¢
Calorias 46 keal
Vitamina A 420ul
Vitaminabl 0.07Tmg
Vitamina B6& 0.06mg
Acido Nicotinico 0.2mg
Acido Pantoténico 0.2mg
Vitamna C JIMG
Potasio 110mg
Calcwo 40mg
Magnesio 11mg

Nota. La tabla muestra el valor energético y de
nutrientes que posee la mandarina. Tomado de:
R. Coronado, “Elaboraciéon de Una Bebida con
Extracto de Zanahoria (Daucus Carota)
Combinado con Zumo de Mandarina (Citrus
Reticulata) y Naranja Agria (Citrus Aurantium) y
Evaluacion de su Capacidad Antioxidante,” Univ.
Nac. José Faustino Sanchez Carrién, vol. 24, no.
4, pp. 233-244, 2019, doi:
10.1145/1390630.1390641.
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1.2.4. Produccion de mandarina

La mandarina dentro del cultivo de citricos ocupa el segundo lugar de importancia
después de la naranja; la produccién de esta fruta es elevada, especialmente en paises
con altas actividades agricolas. Segun el ministerio de agricultura y desarrollo rural, como
se observa en la figura 3, en Colombia se estimd una produccion de mandarinas de
160107 toneladas para el afio 2017 y hasta 8067 hectareas de cultivo para el afio 2011,
siendo Santander el departamento con mayor area cultivada; de igual forma, se destaca
gue, como se menciondé anteriormente, entre las especies de citricos mas
comercializadas en Colombia estan las variedades de mandarina Oneco y Arrayana; esta
Gltima, en particular es cosechada en la region de los Llanos Orientales, donde existen
alrededor de 1000 hectareas. La importancia de la mandarina Arrayana radica en que
tiene la mayor demanda en el mercado de Bogota tanto para consumo en fresco, como

para la elaboracion industrial de jugos y zumos [11], [13].

Figura 3.
Produccién de citricos en Colombia para el afio 2017.

Produccién Nacional 640.681 Ton

Mandorina

timon

Noronjo

Fuente Evoluociones Agropecuarias. 2017
; ® ®
Nota. La grafica muestra las toneladas producidas de algunos
citricos al afio 2017 a nivel nacional. Tomado de: M. de A. y D.
Rural, “Evaluaciones Agropecuarias Municipales EVA | Datos
Abiertos Colombia.” 2017, [Online]. Available:
https://www.datos.gov.co/Agricultura-y-Desarrollo-
Rural/Evaluaciones-Agropecuarias-Municipales-EVA/2pnw-mmge.
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1.2.5. Residuos de la mandarina

En comparacion con otros citricos, la mandarina se ha distinguido por su facil consumo,
su sabor y especificamente su valor nutricional, ocasionando un aumento en el mercado
a nivel mundial [14]. En Colombia se destacan algunas comercializadoras de citricos,
donde gran parte de la industria procesadora se encuentra ubicada en el Eje Cafetero,
la cual abastece a grandes superficies del pais como almacenes Grupo Exito y Carulla
con frutas en frescos y productos asociados como zumaos, purés, néctares, concentrados,
entre otros, que, generan grandes cantidades de residuos de semillas y cascaras [14].
Asi, por ejemplo, del cultivo mundial de citricos estiman que cada afio se producirian
alrededor de 40 millones de toneladas de residuos, en los que el principal desecho es la

cascara, que representa cerca del 50% del peso fresco de la fruta [15].

1.3. Colorante

Un colorante se define como cualquier sustancia capaz de impartir color, ya sea solo o a
través de algun medio; son compuestos que pueden obtenerse de fuentes naturales o
sintetizarse quimicamente. Los colorantes son usados en diversas industrias tales como
la textil, alimentaria y plastica con el objetivo de aumentar valor del producto en el
mercado, con fines tales como, decoracién de alimentos, tefiido de textiles y produccién

de cosméticos [16].

1.3.1. Colorante sintético

Se denomina tinte artificial o sintético a los colorantes producidos en laboratorios
qguimicos, es decir, que no se encuentran en la naturaleza, y se caracterizan por su
estabilidad y economia. Estos colorantes son usados principalmente en la industria
alimentaria, farmacéutica y cosmética, en estas industrias, los colorantes sintéticos
requieren de certificacion para ser usados [17]. Como se observa en la Tabla 5, son
algunos de los ejemplos de colorantes artificiales usados en la industria de alimentos y
algunos otros retirados de la lista de Estados Unidos por sus posibles causas de riesgos

no identificados para la salud de las personas.
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Tabla 5.
Principales colorantes sintéticos en la industria alimentaria.

SI. No. | Permitted Dyes Delisted Dyes
FD&C Blue No. 1: Bnlliant Blue FCF, E133 (blue) FD&C Red No. 2

2 FD&C Blue No. 2: Indigotine, E132 (indigo) FD&C Red No. 4

3 ‘ FD&C Green No. 3: Fast Green FCF, E143 (wurquoise) FD&C Red No. 32

- | FD&C Red No. 3: Erythrosine, E127 (pink) FD&C Orange No. 1
| FD&C Red No. 40: Allura Red AC, E129 (red) FD&C Orange No. 2

6 FD&C Yellow No. 5: Tartrazine, E102 (yellow) FD&C Yellows No. 1,2, 3 and 4
‘ FD&C Yellow No. 6: Sunset Yellow FCF, E110 (orange) FD&C Violet No. 1

Nota. La tabla muestra algunos de los colorantes artificiales permitidos y prohibidos para

el uso en la industria de alimentos. Tomado de: M. Ramesh and A. Muthuraman, Flavoring

and coloring agents: Health risks and potential problems. Elsevier Inc., 2018.
1.3.2. Colorante natural
Los colorantes naturales son aquellos derivados de fuentes bioldgicas y naturales, tales
como plantas, insectos, frutas, minerales y microorganismos. Los colorantes naturales,
ademas de tener la capacidad de brindar color, llaman la atencion por las propiedades
beneficiosas al consumidor, contribuyendo a la produccion de alimentos funcionales y
productos seguros, debido a su origen natural [18].
Muchos de estos colorantes, por ser naturales, pueden llegar a ser muy sensibles e
inestables a variaciones del pH, oxigeno, luz [18], limitando su uso y generando mayores
investigaciones para mejorar las caracteristicas del producto e incluir en mayor
porcentaje su participacion en el mercado.
Gracias a los efectos benéficos, propiedades sensoriales y de color que se han mejorado
sustancialmente, en los ultimos afios ha crecido la investigacion y el desarrollo enfocado
en la busqueda de nuevas fuentes de colorantes naturales; de la produccién mundial de
colorantes naturales, pueden destacarse algunos ejemplos tales como, colorante natural
rojo anaranjado obtenido de la semilla de achiote (Annato E160), colorante natural verde
extraido de plantas, césped y algas (Chlorella E140), tinte rojo natural obtenido del
insecto Dactylopius coccus (Cochinilla E120), tintes betalainicos como el obtenido de la
remolacha (Betanina E162), circuma, colorante comercializado extraido de los tallos de
la curcuma (Curcuminoides E100), colorantes carotenoides obtenidos de forma natural
de la extraccion en zanahorias, cascaras de frutas, aceites de palma y algas
(Carotenoides E160a), colorantes antocianicos extraidos de fuentes naturales como la

piel de uva, asimismo, de frutos rojos como arandanos, moras, frambuesas, maiz morado
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y rdbanos ( Antocianinas E163) [19], [20]; entre algunos otros colorantes que siguen
siendo objeto de desarrollo.

1.4. Clasificacién de los colorantes naturales

1.4.1. Betalainicos

Las betalainas son pigmentos de color rojo y amarillo, son encontradas facilmente en
plantas Caryophyllales. Las betalainas son consideradas una posible competencia de los
pigmentos de antocianinas, siendo solubles en agua y encontrandose presente en las
vacuolas de las células vegetales, no obstante, son diferentes respecto a su estructura.
Este grupo puede clasificarse como betacianinas y betaxantinas variando el color de rojo

a violeta o de amarillo a naranja respectivamente [17].

1.4.2. Clorofilicos

Los pigmentos clorofilicos (E140) son pigmentos naturales de origen vegetal,
encontrados en los cloroplastos de las plantas, su funcién principal es la fotosintesis y
son los encargados de proporcionar el color caracteristico verde. Estos colorantes son
insolubles en agua dada su naturaleza no polar, mezclados entonces en aceites
vegetales. Dentro de este grupo se puede encontrar la clorofila A y clorofila B presentes

en las hojas de las plantas [17].

1.4.3. Antocianicos

Son pigmentos naturales vacuolares solubles en agua pertenecientes a la clase de
flavonoides. La naturaleza funcional OH los hace solubles en agua. Los colorantes del
grupo de antocianinas (E163) incluyen 3-desoxiantocianidinas, cianidina-3-glucésido,
cianidina-3-rutindsido, malvidina-3-glucésido, metilpiranoantocianidinas, pelargonidina-
3-glucdsido, peonidina-3-glucésido y peonidina-3-glucésido. El grupo de colorantes
antocianicos son los encargados de impartir colores como el rojo, purpura, violeta y azul
y son extraidos generalmente de fuentes vegetales, flores y variedades de frutas como

de sus céscaras [17].
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1.4.4. Carotenoides

Los carotenoides son una clase de pigmentos liposolubles que se pueden extraer de
plantas, algas y bacterias fotosintéticas; son los encargados de otorgar colores entre el
rojo, naranja y amarillo. Asimismo, son colorantes naturalmente atractivos por sus

potenciales antioxidantes y anticancerigenos [17].

Las materias primas seleccionadas para el presente proyecto se tuvieron en
consideracion debido a la cantidad de residuos generados luego de procesos
industriales, asi como de los pigmentos naturales presentes en las mismas, destacando
también que, entre los tipos de colorantes naturales, «los carotenoides, que brindan
diversos tonos de amarillo y naranja, han sido los de mayor representatividad con 31,8%
de participacion (US$ 363 millones) en el mercado internacional de colorantes, junto con
un segundo grupo de mayor representatividad que corresponde a las antocianinas, de
los que se extrae colores azul, morado, rosado y rojo.» [21].

1.5. Antocianinas

Las antocianinas son compuestos responsables del color rojo-azul de muchas frutas y
verduras, como las uvas y sus productos como los vinos. Estos pigmentos son solubles
en aguay su cantidad aumenta a medida que madura la fruta. La malvidina es la principal
antocianidina de las uvas tintas y el vino [22].

Los pigmentos naturales antocianos son una subclase de flavonoides llamados también
flavonoides azules, compuestos de origen vegetal no nitrogenados, que se encuentran

distribuidos en gran parte de la naturaleza [3].

1.5.1. Estructura quimica

La antocianina pertenece a un grupo mas grande de compuestos conocidos como
flavonoides, que es un subgrupo de compuestos conocidos como fendlicos. La estructura
esta principalmente en forma de glucdsidos de su porcion individual de aglicona del grupo
antocianina, con el grupo de azucar unido principalmente a antocianidinas como formas
de mono, di o trisacarido con mayor frecuencia en C3, C5 o C7. La estructura de las

antocianinas puede variar debido a la diferencia en el nUmero y posicién del hidroxilo y
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el grado de grupos metoxilo en la molécula; el tipo, nUmero y posiciones de azucar que
se adjunta; y la naturaleza, nimero y extensién de los &cidos alifaticos o arométicos
unidos al azucar [16]. La enorme variedad de antocianinas (mas de 600) que se
encuentran en la naturaleza las convierte en un grupo muy complejo e interesante. Hasta
ahora, hay alrededor de 19 tipos de antocianidinas, por lo que solo seis de ellas se
encuentran mas comunmente en plantas comestibles, cianidina (Cy), delfinidina (Dp),
petunidina (Pt), peonidina (Pn), pelargonidina (Pg), y malvidina (Mv) como se muestra en
la figura 4. Estos patrones estructurales producen tonos que van del rojo anaranjado

(pelargonidina) al azul violeta (delfinidina) [16].

Figura 4.
Estructura quimica y presencia de antocianinas comunes.

H
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Nota. La figura muestra la estructura general de las antocianinas donde

los radicales pueden ser OH o0 H. Tomado de: A. A. Aziz, A. M. Padzil,

and H. L. Lian, Advanced natural Food Colorant Encapsulation

Methods : Anthocyanin Plant Pigment. Elsevier Inc., 2018.
1.5.2. Factores que afectan la estabilidad de las antocianinas
1.5.2.a. Temperatura. La temperatura es uno de los factores que afectan la estabilidad
de las antocianinas ya que, estas son destruidas por el calor durante el procesamiento y
almacenamiento [23], es decir, un incremento logaritmico en la destruccion de la
antocianina ocurre con un incremento en la temperatura. Al secar las soluciones de
antocianinas a temperatura mayor a 100 °C se degrada el color y a temperatura menor

a 90 °C la degradacion es minima [3].
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1.5.2.b. pH. Es uno de los factores méas importantes de las antocianinas al experimentar
transformaciones estructurales en funcion del pH del medio, son mas estables en medio
acido que en un medio neutro o alcalino. En un pH acido (pH<4), la forma predominante
es la del ion flavilio, el cual aporta un color rojo intenso; mientras que, cuando esta en
medio béasico es susceptible al ataque nucleofilico por el agua, adquiriendo un color
violeta con un pH cercano a neutro, decreciendo la intensidad del color a medida que
aumenta el pH, finalmente, con pH mayor a 5 tienden aparecer nuevamente una
variedad de colores que van entre azules, verdes y amarillos [3], [23].

1.5.2.c. Luz y oxigeno. Las antocianinas son inestables a la luz y son mas sensibles a la
degradacion fotoquimica. La presencia de oxigeno y acido ascorbico contribuye a la
degradacion de las antocianinas; asimismo, la retencion del color es mejorada cuando el
oxigeno es removido por calentamiento, puede ser por vacio o por flujo de nitrégeno [23],
[24].

1.5.2.d. Enzimas. Algunas enzimas como las polifenoloxidasas, peroxidas, esterasas y
glicolasas degradan los compuestos fenodlicos dando pigmentos de colores amarillos y
café tipico de un oscurecimiento; debido al rompimiento del anillo heterociclico cuando

existe el catecol generando o-quinona que oxida el pigmento [3].

1.5.3. Propiedades funcionales de las antocianinas

Actualmente, el interés de los compuestos antocianicos especialmente en industrias de
alimentos y bebidas, ya sea como colorantes naturales, alimentos funcionales o
suplementos alimenticios, se ha incrementado al poseer propiedades farmacolégicas y
terapéuticas. Algunos efectos son anticancerigenos, antidiabéticos, antitumorales vy
antiinflamatorios; también puede mejorar el comportamiento cognitivo [25].

El consumo de antocianinas segun estudios realizados a ratas de laboratorio, aporta al
mejoramiento de la agudeza visual y del comportamiento cognitivo, por medio de
suplementacién nutricional con extractos de arandanos y fresas que contienen gran
cantidad de antocianinas. Estos efectos demuestran las diversas propiedades
funcionales interesantes que poseen; ademas, pueden llegar a representar una

prometedora clase de compuestos utiles en el tratamiento de patologias [26].
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Este grupo de pigmentos utilizados como colorantes especialmente en alimentos brinda
una oportunidad de mejorar la apariencia del producto y asimismo, de cuidar la salud del

consumidor [3].

1.6. Carotenoides

Los carotenoides son pigmentos naturales liposolubles, ampliamente usados como
colorantes, ya que se encuentran disponibles en colores como rojo a naranja e incluso
amarillo. Este grupo de colorantes, posee ademas propiedades nutricionales que
parecen ser precursores de vitaminas fundamentales, entre ellas la vitamina A. Los
carotenoides pueden encontrarse en el exterior de los tejidos de frutas y en sus semillas
[27], también estan ampliamente distribuidos en vegetales, bacterias y algunos pocos en
animales, particularmente invertebrados marinos. Los carotenoides, junto con los

flavonoides y las clorofilas, son los pigmentos vegetales mas distribuidos [28].

1.6.1. Estructura quimica

Los carotenoides son bien reconocidos por sus colores amarillo, naranja y rojo; estos
colores son causados por su estructura quimica con una larga cadena de carbonos
poligénico. El caracteristico esqueleto del isoprenoide C40 y sus multiples derivaciones
dan como resultado numerosas estructuras diferentes y una amplia gama de
propiedades fisicas, quimicas y bioldgicas, incluyendo los colores mencionados

anteriormente [29].

Figura 5.
Estructura basica de carotenoides.

=

Nota. La figura muestra la molécula de licopeno, que representa la estructura
basica de los carotenoides arreglados en una estructura lineal de carbonos.
Tomado de: Nagarajan, R. N. Ramanan, M. E. Raghunandan, C. M. Galanakis,
and N. P. Krishnamurthy, Carotenoids. Elsevier Inc., 2017.

También se les conoce como moléculas poliinsaturadas, debido a la cantidad de dobles

enlaces conjugados en su estructura (enlaces simples y dobles alternos). A medida que
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aumenta el numero de dobles enlaces en la cadena, la molécula se convierte en un
sistema rico en electrones reactivos; asi, los carotenoides de cadena larga son mucho
mas propensos a la oxidacién e isomerizacion. La disposicion de enlaces simples y
dobles en la estructura determina la absorcién de una longitud de onda particular en el
espectro visible, mientras que la longitud de onda reflejada determina el color del
pigmento en si. Los carotenoides exhiben tres espectros de absorcidbn maxima distintos
entre el espectro visible que varian de 430 y 480 nm; como minimo se requieren siete
dobles enlaces conjugados para lograr la caracteristica amarilla de los carotenoides [30].
Segun la estructura quimica, los carotenoides que existen como hidrocarburos puros se
denominan carotenos (alfa, beta-carotenos y licopeno) y aquellos que contienen oxigeno
como grupo funcional en su estructura se conocen como xantofilas (beta criptoxantina,

luteina y zeaxantina) [30].

1.6.2. Factores que afectan la estabilidad de los carotenoides

1.6.2.a. Temperatura. Los carotenoides son pigmentos estables en su ambiente natural,
pero cuando los alimentos se calientan, o son extraidos en disolucién en disolventes
organicos, se vuelven mas labiles. La influencia de la temperatura en la estabilidad es
clara, ya que ésta actia como un acelerador de la reaccion de degradacion [31].
1.6.2.b. pH. Los carotenoides extraidos, no son relativamente resistentes a valores de
pH extremos, los acidos y éalcalis pueden provocar isomerizaciones cis/trans de ciertos
dobles enlaces. Asi, algunas xantofilas como fucoxantina y astaxantina son labiles al
medio alcalino, por ello, a la hora de analizar fuentes naturales de estos carotenoides,
es recomendable no saponificar el extracto de pigmentos. De igual forma, los epoxi
carotenoides son inestables en medio &cido [31].

1.6.2.c. Oxigeno. El oxigeno causa descomposicion en las moléculas conjugadas por
enlaces dobles, favoreciendo la oxigenacion de estos enlaces a funciones epoxido,
hidroxidos y peréxidos; por esta razén, es preferible realizar la extraccion y cuantificacion
de estos compuestos en ausencia de oxigeno [28].

1.6.2.d. Luz. La accion intensa de la luz sobre los carotenos induce a su ruptura, la luz
favorece reacciones fotoquimicas que cambian la estructura del carotenoide. Esta

reaccion es indispensable para tener en cuenta, ya que los carotenoides pueden perder
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su funcion biolégica de provitamina A, como su color caracteristico; no obstante, se ha
encontrado que la insaturacion de los acidos grasos presentes, protegen a los pigmentos

ante estas condiciones [31].

1.6.3. Propiedades funcionales de los carotenoides

A través de los procesos metabolicos habituales, el grupo de carotenos se convierten en
Vitamina A por medio de la accion de una enzima de division conocida como mono o
dioxigenasa; estos se metabolizan ain méas en derivados como el &cido retiniano y
retinoico, que promueven el crecimiento corporal, la funcién visual y también el desarrollo
embrionario de las madres embarazadas [30]. La gran diversidad de carotenoides juega
un papel versétil en las funciones biolégicas, que contribuyen a efectos terapéuticos de
una serie de enfermedades cronicas. La ingesta de ciertos carotenoides puede reducir
el desarrollo de células tumorales. Asimismo, el licopeno y los carotenoides de
provitamina A se acumulan en gran medida en el tejido adiposo graso que rodea el
corazon, previniendo la oxidacion de la lipoproteina de baja densidad (LDL) en el tejido
adiposo y reduciendo la infeccion miocardica [30]. No obstante, no se debe exceder en
el consumo de estos compuestos. Los carotenoides pueden ser usados como pigmentos
en diversas industrias, ademas de esto, pueden servir como antioxidantes naturales para
extender la vida til de los productos alimenticios, asi como componentes bioactivos en

alimentos funcionales [32].

1.7. Métodos de andlisis proximal bromatoldgico de los alimentos

El método Weende se ha caracterizado por ser un método estandar para el analisis
bromatoldgico de los alimentos, con el fin de analizar los componentes mas abundantes
gue se encuentran dentro de los mismos, tales como agua, grasa total o bruta, proteina
total o bruta, cenizas, fibra bruta y carbohidratos. El término bruta, o cruda, hace
referencia a sustancias proximas, y no compuestos individuales. Desde 1886 hasta el
dia de hoy, este método es ampliamente utilizado [33].

Se denomina analisis proximal al conjunto de meétodos de determinacion que describen

la composicién nutritiva de una sustancia alimenticia. Cada prueba tiene como objetivo
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describir los nutrientes que posee un alimento con la determinacion de un grupo de
sustancias con caracteristicas especificas [34].

Debido a las variaciones de composiciones que puede contener una misma muestra,
especificamente de alimentos, los resultados analiticos proximales pueden cambiar
significativamente; por ejemplo, en frutas y vegetales, el contenido de azucares, &cidos
y agua, pueden variar dependiendo de la cantidad de luz durante el crecimiento, asi como

del clima, suelo y el estado de maduracion del mismo [35].

1.8. Procesos de extraccion de pigmentos naturales

La extraccion se basa en la separacion de porciones biolégicamente activas, utilizando
un solvente y un proceso de extraccion adecuado; generalmente es usado al separar
compuestos organicos de soluciones, con el fin de retirarlos de sus fuentes de origen; en
general, puede definirse como una operacion de separacion de un componente de una
mezcla por medio de un disolvente [36].

Mediante una revision bibliografica, se determinan los diferentes métodos de extraccion
tanto convencionales como no convencionales que se han venido estudiando a lo largo
de los afos. Los métodos de extraccion no convencionales como la extraccion asistida
por ultrasonido y microondas han sido muy utilizados Gltimamente como alternativas
verdes, ademas de ellos, el método de extraccion Soxhlet continta siendo el método méas
usado para extraccion de diferentes compuestos, siendo un método de referencia para
el estudio comparativo de diferentes procesos. A continuacién, se presentan en la tabla
6, algunas de las principales ventajas y desventajas de los métodos mencionados.
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Tabla 6.
Comparacion bibliografica
extraccion.

de algunos meétodos de

METODO _ VENTAJAS  DESVENTAJAS REFERENCIA
e Método sencilio |« Puede provocar
* Requiere degradacion
tiempos de térmica e | (Cheng et al,
extraccion isomerizacion  de | 2020)
cortos. carotenoides y
olros compuestos.
Extraccion
asistida por e En recipientes
microondas cerrados, puede
* Requiere haber rniesgo de (Mandal et al,
menores explosion por altas | 2015)
cantidades de presiones
disolvente. generadas.
« Esrecomendable el
uso de solventes
e Tiempos de < ElI envejecimiento
extraccidn cortos de la superficie de
e Altos la sonda de
rendimientos. ultrasonido puede | (Cheng et al,
variar la eficiencia | 2020)
de extraccon
e Equipos e Mayores costos
econémicos energéticos
Extraccion e Funcionamiento e ElI disolvente no
asistida por sencillo. puede renovarse
ultrasonido e Puede ser durante el proceso
utilizado con discontinuo, por lo | (Mandal et al.,
cualquier que la eficiencia| 2015)
disolvente depende del
e La cavitaciéon coeficiente de
aumenta 1a particion
polandad del
sistema,
mejorando la
eficiencia
. * Tempos
rendimientos. prolongados de
e Equipos simples extraccion. (Cheng et al,
Y economicos. « Volimenes 2020)
e Allos grandes de
de disoivente.
de solvente.
Extraccion
convencional | « No es necesaria |« No es posible
Soxhiet una filtracion
postenior. agitacion durante el
« Desplazamiento proceso. (Mandal et al.,
del equilibrio de 2015)
ia de
masa al poner
repetidas veces
el solvente fresco
en contacto con
la matnz sélida

Nota. La tabla muestra una breve comparaciéon de ventajas y
desventajas entre tres métodos de extraccion.

1.8.1. Extraccién convencional Soxhlet

El método de extraccion Soxhlet hace parte del grupo de técnicas de extraccion
convencionales basandose en la separacion de los compuestos de interés de la matriz

de origen mediante un solvente, generalmente organico, que disuelve los compuestos
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solubles, es por ello que el solvente seleccionado para el proceso debe ser afin con el
compuesto objetivo, ademas de otros factores a tener en cuenta.

El montaje puede observarse en la figura 6, el cual consta principalmente de un balon de
vidrio que contiene el solvente; una camara de extraccion acoplada sobre el matraz junto
a un condensador de vidrio de flujo continuo; generalmente el sistema de refrigeracion
para el proceso de condensacion se realiza con agua fria.

El principio fundamental se basa en el flujo constante del disolvente puro dentro del
montaje a causa de su ebullicion y su posterior condensacion; el solvente condensado
gotea sobre la muestra, que se encuentra contenida dentro de un cartucho de celulosa
o papel filtro dentro de la cAmara, asi, cuando suficiente solvente se ha condensado, este
junto con el extracto pasan a través de un sifon en forma de U y son depositados
nuevamente en el balon de ebullicion para iniciar el proceso; el cual se repite las veces
necesarias [34].

Esta técnica se ha utilizado durante mucho tiempo, por ser una técnica estandar; en si,
es el estandar principal para evaluar el rendimiento de otros métodos de extraccion
sélido-liquido, incluido el ultrasonido y la extraccién por microondas [37], dado que
sobrepasa en eficiencia a otros métodos convencionales y algunos no convencionales;
cabe aclarar que, la eficiencia y el rendimiento dependen también de diversas variables
del proceso tales como la temperatura, el solvente seleccionado respecto a los
compuestos de interés a extraer, el porcentaje de pureza del solvente, la relacion
volumen — peso del solvente y la muestra y/o el tamafio de particula de la misma.

En cuanto a la extraccion de carotenoides, Soxhlet es una de las técnicas convencionales
utilizadas; utiliza solventes en sus temperaturas de ebullicion y baja presidn para extraer
selectivamente los compuestos objetivo [32]. Para muestras, como subproductos
procesados de uva, las técnicas mas adecuadas son la maceracion y la extraccion
Soxhlet [38].
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Figura 6.
Diagrama esquematico que muestra la técnica de extraccion

Soxhlet.
waler water waler
— -
out out ou
waler water water
———
n n n

= =
= =
Condensing Ultienately Here the The cycle repeats
solvent the solvent siphon goes once again. In
x CONtinucs 1o reaches the o action this chamber the
passcs through drip on 1o top of the and cmptics dissolved sobates
the plamt siphon tube the solvent got accummlatos
samplc the middle of back inso the as the solvent
dassolving the chamber conddnsing gots ovaporated
the Phyto flask
compoands

Nota. La figura describe el proceso de extraccion por el método soxhlet.
Tomado de: S. C. Mandal, V. Mandal, and A. K. Das, Classification of
Extraction Methods. 2015.

1.8.1.a. Variables en la extraccidbn Soxhlet. Las variables dentro del proceso de
extraccion pueden ser criticas, dado que inciden en el rendimiento y eficacia del proceso.
La eleccion del solvente es un factor clave en la extraccion del compuesto bioactivo
usando el método soxhlet, se debe tener en cuenta factores como su temperatura de
ebullicién, que el disolvente no reaccione quimicamente con el extracto, seguro, no ser
corrosivo, de bajo costo, presion de vapor baja y de facil separacion respecto al extracto

[37]. Uno de los disolventes mayormente usados es el metanol, sin embargo, ha sido
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restringido para fines alimenticios [16]. Generalmente, los disolventes mas utilizados para
extraer materiales aceitosos o grasos de matrices vegetales son los disolventes menos
polares, aun asi, se ha visto que el metanol, el etanol y el agua exhiben propiedades de
solubilidad similares ya que contienen un grupo hidroxilo que es de naturaleza hidrofila
[37]; el etanol y la acetona son los dos disolventes preferidos para la aplicacion
alimentaria sobre otros disolventes comunes utilizados para extraer carotenoides como
el hexano, el éter dietilico y el diclorometano [32], asimismo, para las antocianinas, al ser
solubles en compuestos polares. La principal ventaja del etanol, un solvente comuan para
la extraccion de polifenoles, en comparacion con otros solventes organicos, es de hecho
gue es seguro para el consumo humano y, en consecuencia, permite su uso en las
industrias alimentaria, cosmeética y farmacéutica [38]; de igual forma, la concentracion
del solvente puede considerarse como parametro o variable del proceso, dado que de
ésta depende en gran parte, el desprendimiento del colorante de la materia prima [39].
Asimismo, una variable importante para llevar a cabo la extraccion de colorantes es la
relacion de solvente-solido, dado que se debe garantizar un volumen suficiente de
solvente para que se cubra toda la matriz o cascara de fruta durante el proceso de
extraccion [37]. Ahora bien, la temperatura es un factor importante, en general, ésta se
debe encontrar entre 50 y 100 °C, ya que, a pesar que a mayores temperaturas ocurre
una mayor velocidad de extraccion, al sobrepasar los 100 °C ocurre la disolucién de la
celulosa presente en la cascara de algunas frutas, asi como la posible degradacion del
colorante [39]; se ha encontrado que la temperatura para los colorantes naturales no
debe ser superior a 70-75 °C [39]. En ultima instancia, se puede considerar el tiempo de
extraccion, desde el instante en que el solvente entra en contacto con la materia prima

hasta que no se presenten cambios notables durante los altimos 30 minutos [39].
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2. CARACTERIZACION DE LA MUESTRA

Para el desarrollo del primer objetivo, “Caracterizar el hollejo de uva y la cascara de
mandarina mediante un analisis bromatolégico proximal.”, se recolecto la materia prima
a la cual se le realiz6 un analisis de tipo preliminar, no a detalle, para la posterior
seleccion y andlisis junto con los procedimientos de muestreo, acondicionamiento y
tratamiento de las muestras. Cabe resaltar que, las pruebas de analisis proximal se
realizaron por duplicado para cada materia prima, presentando el promedio de los

resultados obtenidos.

2.1. Acondicionamiento de la materia prima

Previo al proceso experimental de las materias primas se debe llevar a cabo un muestreo
inicial, verificando las condiciones de estas por ser alimentos perecederos; por lo tanto,
se deben identificar algunos parametros a tener en cuenta para que el proceso no se vea
afectado. Se deben almacenar en bolsas herméticas a una temperatura de 2 °C a 4 °C
para evitar la degradacion de los compuestos, teniendo en cuenta que, la temperatura
es un factor que afecta la estabilidad de los compuestos de interés. Las muestras fueron
almacenadas durante un lapso de 7 dias.

2.1.1. Proceso de seleccion

Las materias primas se recolectaron del mercado mayorista Corabastos, siendo un
muestreo aleatorio, de forma manual, quitando ramas u hojas y verificando el estado de
maduracion y condiciones fisicas, escogiendo aquellas que no presenten deterioro,
picaduras y golpes. Como se mencioné anteriormente, para el presente trabajo se realizé
la recoleccion de las materias primas en el mercado mayorista, no obstante, los residuos
podrian obtenerse por parte de empresas procesadoras de estas frutas, ya sean
productoras de zumos o industrias vinicolas para la cascara de mandarina y uva
respectivamente.

Para el caso de la mandarina, el tamafio final y las caracteristicas del fruto estan

determinados por factores exdgenos y enddgenos; el proceso de maduracion se da entre
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seis a doce meses, en esta etapa, el color de la epidermis cambia y se torna a amarillo-
naranja, la acidez disminuye y aumentan los azucares [11].

Por otro lado, la etapa de maduracion fisiologica de la uva se ve reflejada en la etapa
denominada envero, esta tiene una duracién de 20 a 50 dias dependiendo del punto de
cosecha y los niveles de acidez y azucar deseados [40], durante el proceso de
maduracion se incrementan la formacion de las antocianinas, donde los granos de la uva
cambian su color verde a un rojo-negro para el caso de las uvas tintas [40]. En la figura

7 y 8 se muestra la mandarina y uva recolectada respectivamente.

Figura 7.
Muestreo de la mandarina como materia prima.

Nota. La figura a las mandarinas variedad Arrayana
seleccionadas para el proyecto.

Figura 8.
Muestreo de la uva como materia prima.

B e T

Nota. La figura muestra las uvas
seleccionadas para el proyecto.

Isabelinas
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2.1.2. Preparacion de la muestra inicial

Una vez identificadas y seleccionadas las materias primas en las mejores condiciones,
son lavadas con agua de grifo y con agua destilada, para eliminar insectos, polvo y otras
sustancias que pueda contener. Los hollejos de uva y las cascaras de mandarina se
disminuyen de tamafno, teniendo en cuenta la ley de Fick, que menciona que a mayor
grado de division de la muestra, mayor es la superficie de contacto y asimismo, mayor

sera la difusion a través de la membrana porosa [41].

2.2. Analisis proximal

Es importante, desde el estudio de la ciencia alimentaria, tener un conocimiento basico
del estado fisico y de los componentes quimicos que constituyen las materias primas a
analizar, ya que pueden influir en sus caracteristicas, estabilidad y calidad, tomando en
consideracion que dichas materias primas son cambiantes de forma rapida y permanente
y que sus condiciones pueden variar dependiendo de factores externos. Entre los andlisis
proximales a realizar, se tienen en consideracion aquellos que describen la composicion
nutritiva de la sustancia; ademas se siguieron los métodos generales de analisis para

evitar mayores errores de experimentacion.

2.2.1. Contenido de humedad

Los métodos de secado son los mas comunes para determinar el contenido de humedad
de los alimentos, estos métodos calculan el porcentaje de agua por la pérdida de peso
durante el calentamiento. La medicién del contenido de humedad de las materias primas
se establece en base al método de estufa al aire de acuerdo con la norma AOAC 934.01
(2005), siguiendo la metodologia descrita por Ramirez [33], tal como se observa en la
figura 9.
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Figura 9.
Determinacién del contenido de humedad

por secado.

Nota. La figura muestra el residuo obtenido de la
cascara de mandarina y uva luego del proceso de
secado para la determinacion de humedad.

Para determinar el contenido de humedad de la muestra, se hace uso de la ecuacion 1,

relacionando los pesos de la muestra fresca y la muestra libre de humedad.

Ecuacién 1. %Humedad = %* 100

1

Donde:
W1 = Peso de la muestra humeda (g)

W2 = Peso de la muestra seca (Q)

Tabla 7.
Contenido de humedad de las muestras.
Muestra  Peso residuo Peso residuo %
fresco (g) seco (g9) Humedad
Mandarina 5.0683 1.1247 77.81
Uva 4.9486 0.9054 81.70

Nota. La tabla describe los pesos de las muestras antes y después
del proceso de secado para la determinacion del porcentaje de
humedad.

La determinacion del porcentaje de humedad define el contenido de agua presente en
las cascaras de mandarina y uva analizadas, el cual permite conocer la proporcion de
los nutrientes que se encuentran presentes en cada materia prima [42] ; asimismo, es un
indicador de la estabilidad de los alimentos. Este valor es indispensable en el analisis
previo a un proceso de transformacion de las materias primas, especialmente si su fin es

la industria de alimentos, dado que, un contenido de humedad elevado se relaciona con
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una facil y rapida degradacion del alimento debido al crecimiento de hongos [33], por lo
tanto, se relaciona directamente con la calidad del mismo y facilita la determinacién de
las condiciones de almacenamiento.

El porcentaje de humedad de las materias primas se registra en la tabla 7, donde se
obtuvo un resultado para la cascara de mandarina de 77.81%; siendo un resultado
superior en comparacion a lo reportado por Gutiérrez & Pascual [43] y Gutiérrez [44],
guienes obtuvieron un porcentaje de humedad de 12.57%, asimismo, Diaz [12] reporta
un valor de 10.92% +- 0.64; sin embargo, se obtiene un valor inferior al reportado por
Ramos et al. [45], quienes obtuvieron un contenido de humedad del 86.8%. El resultado
del contenido de humedad para la cédscara de mandarina supera los valores
mencionados anteriormente por otros autores, por ende, este valor se corroboro
realizando por triplicado el ensayo.

Por otro lado, se registra un resultado para la cascara de uva de 81.70%, cuyo valor se
aproxima a los rangos reportados por Llamuca [3], quien obtuvo un resultado
experimental de 78.89% y Mojica & Pérez [8] quienes tras 10 réplicas reportan un
contenido de humedad de 80.14% para los orujos de uva; sin embargo, Soto et al. [46]
obtienen un porcentaje de humedad que no excede el 40% para el orujo de uva variedad
Malvasia; donde se puede observar que el contenido de humedad del hollejo, o cascara
de uva, asi como de la cascara de mandarina pueden verse afectados dependiendo de
la variedad estudiada, el estado de madurez en el que es recolectado, condiciones

climéticas y de almacenamiento.

2.2.2. Contenido de cenizas totales
El contenido de cenizas totales de las muestras, se realiz6 por medio de la técnica de
andlisis gravimétrico por incineracion, de acuerdo al método AOAC 923.03 (2019),

siguiendo la metodologia descrita por Peralta, Maldonado y Centeno [47].
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Figura 10.
Determinacion del contenido de cenizas
Dor incineracion.

Nota. La figura muestra el residuo obtenido de la
cascara de mandarina y uva luego de tres horas
del proceso de incineracion para la
determinacion de cenizas totales.

El porcentaje de cenizas se determind con base en la ecuacion 2, relacionando el peso
de la materia prima fresca y el peso de sus cenizas luego de la calcinacion a 550 °C.

., ] C,—C,
Ecuacion 2. %Cenizas = ZC 2% 100

1
Donde:
Co = Peso del crisol vacio previamente tarado (g)
C1 = Peso de la muestra (Q)

C2 = Peso del crisol y las cenizas (g)

Tabla 8.
Contenido de cenizas de las muestras.
Muestra  Peso residuo Peso cenizas %
fresco (g) (@) Cenizas
Mandarina 4.9952 0.1000 2.00
Uva 5.0116 0.0112 0.22

Nota. La tabla describe los pesos de las muestras y de las cenizas
después del proceso de incineracién para la determinacion del
porcentaje de cenizas.

En general, las cenizas se componen de carbonatos originados de la materia organica y
no propiamente de la muestra [35]. Determinar el contenido de cenizas representa un
analisis préximo respecto a la cantidad de minerales que contienen las materias primas

analizadas, y ayuda para una posterior evaluacion nutricional del alimento si se requiere
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[47]. La mayoria de las cenizas estan en las cscaras y se puede esperar que su
contenido sea variable, sin embargo, cuando hay un alto contenido de cenizas se sugiere
la presencia de un adulterante inorganico [46].

El contenido de cenizas totales de las materias primas se registra en la tabla 8, donde
se observa un resultado para la mandarina de 2.00%, el cual, se encuentra cercano a los
valores reportados por Diaz [12] con un valor de 3.27% +- 0.33, Gutiérrez & Pascual [43]
y Gutiérrez [44], con un valor de 2.73%; asimismo, se obtuvo para la cascara de uva
0.22% de cenizas totales que, al compararlas con los resultados obtenidos por Mojica &
Pérez [8] con un valor reportado de 1.26% +- 0.07 y Llamuca [3] quien obtuvo 0.27% de
cenizas para el hollejo, se pueden observar valores similares. El contenido de cenizas es
un indicativo de los residuos inorganicos que permanecen luego de la calcinacion de la
materia organica, dicho contenido puede variar por el origen del alimento y su valor puede
verse afectado debido a pérdidas por volatilizacion [48], efectivamente, los porcentajes
menores a 5% descarta la posibilidad de que se encuentre presente algun adulterante

inorganico en las materias primas.

2.2.3. Contenido de proteinas totales

El contenido total de proteinas en los alimentos constituye una mezcla compleja de
proteinas, en una combinacion con carbohidratos o lipidos, que pueden ser fisicos o
qguimicos. Para la cuantificacion de proteinas de las materias primas, se siguié el método
AOAC 2001.11 (2019) con la técnica de referencia Kjeldahl de acuerdo al procedimiento
descrito por Serna y Lopez [35], la cual fue realizada por los laboratorios especializados

en analisis de aguas y alimentos de Biopolab.

Tabla 9.
Contenido de proteina de las muestras.
Muestra Proteina cruda
(g /100 g)
Mandarina 0.8800
Uva 0.8400

Nota. La tabla describe los resultados de los
andlisis realizados por el laboratorio BIOPOLAB
para la determinacion del contenido de proteina
cruda de las muestras.
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El contenido total de proteinas en los alimentos se compone por una mezcla de
carbohidratos o lipidos. El procedimiento que se siguid, el método Kjeldahl, determina la
materia nitrogenada total, conformada tanto por las no proteinas como por las proteinas
verdaderas [47], aun asi, como el nitrdgeno se encuentra en un porcentaje relativamente
constante en los alimentos, este valor sugiere la medida del contenido proteico de las
sustancias analizadas [42].

De acuerdo a lo expresado en la tabla 9, se obtiene un valor de 0.88 g / 100 g de
proteinas para la cascara de mandarina, cuyo valor es menor al reportado por Gutiérrez
& Pascual [43] con 3.47% por 100 gramos de producto, al igual que con el valor reportado
por Gutiérrez [44] con 8.14 g / 100 g de material seco y por Diaz [12] con 8.12 g.

Por otra parte, se obtuvo un valor de 0.84 g / 100g de proteinas para la cascara de uva,
siendo un valor cercano a lo expuesto por Llamuca [3] con un valor de 0.23% y con los
resultados obtenidos por Mojica & Pérez [8], quienes reportan un promedio de 1.11% de
proteinas para el hollejo de uva; sin embargo, el contenido de proteinas obtenido es
menor al registrado por Soto et al.[46] con 10.75% para la variedad Malvasia y Mieres et
al. [49] con 10.44% para el hollejo de uva de variedad criolla negra.

En la comparacion bibliogréfica, la mandarina tuvo menor cantidad respecto a los valores
de referencia, lo cual puede atribuirse a la diferencia de variedad, época de cultivo, o
hasta la calidad de los reactivos usados en el proceso [12]; por el contrario, los gramos
de la uva se asemejan a los valores de referencia, su poca cantidad puede atribuirse a
gue su composicion es rica en azucares y polifenoles mas no en proteinas que deben

incluir en la dieta del ser humano [3].

2.2.4. Contenido de grasa bruta

El método de extraccion Soxhlet con disolventes organicos es usado como método de
cuantificacion de lipidos/grasas. Para el procedimiento se siguio la técnica de extraccion
con éter de petréleo de acuerdo al método AOAC 920.39 (2005), con el procedimiento

descrito por Ramirez [33], el cual se puede observar en la figura 11.
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Figura 11.
Montaje para la determinacion
de grasa bruta.

Nota. La figura muestra el montaje
Soxhlet realizado para la extraccién
y determinacion de grasa bruta.

El contenido de grasa bruta se calcul6 por medio de la ecuacién 3, luego del proceso de

extraccion y recuperacion del solvente.

Ecuacion 3. %Grasa = % * 100
1

Donde:
W1 = Peso de la muestra (g)
W2 = Peso del balon vacio previamente tarado (g)

W3 = Peso del balon y la grasa luego de la extraccion y el secado (g)
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Tabla 10.
Contenido de grasa bruta en las muestras.
Muestra  Peso residuo Peso grasa % Extracto

seco (9) seca (9) etéreo
Mandarina 5.0573 0.2002 3.96
Uva 5.0094 0.1439 2.87

Nota. La tabla describe los pesos de las muestras y de la grasa
después del proceso de extraccion para la determinacion del
porcentaje de extracto etéreo.

«El andlisis se denomina grasa bruta, cruda o extracto etéreo y se refiere al conjunto de
ésteres de acidos grasos como el glicerol, fosfolipidos, lecitinas, esteroles, ceras, acidos

grasos libres y carotenoides» [33].

El contenido de grasa bruta para las materias primas se observa en la tabla 10, donde
se registra un resultado de 3.96% para la cascara de mandarina, siendo un valor superior
al reportado por Gutiérrez & Pascual [43] y Gutiérrez [44], quienes reportan un valor de
2.14%+-0.03; igualmente, se obtuvo un valor de 2.87% para la cascara de uva, este valor
puede encontrarse dentro de los valores reportados por Soto et al. [46] con 7.16% para
la variedad Malvasia y Mieres et al. [49] con 4.43%; asi, para las diferentes variedades
de uva el contenido puede variar debido a la diferencia de tamafio de las vacuolas que
contienen la grasa [46], asimismo, la cascara presenta bajos contenidos de grasa, debido
a que, generalmente es en la semilla donde se encuentra la mayor cantidad [49]. En
general, el contenido de grasa obtenido puede afectarse dependiendo de la naturaleza

de las materias primas, como de su variedad y factores agronémicos de cultivo.

2.2.5. Contenido de fibra cruda

El método empleado para la determinacion del contenido de fibra cruda consistié en
efectuar dos digestiones primeramente con H2SO4 seguido de NaOH, siguiendo la
metodologia propuesta por Peralta, Maldonado y Centeno [47].En la figura 12 y 13 se

ilustra parte del proceso realizado.
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Figura 12.
Montaje para la determinacion
de fibra cruda.

Nota. La figura muestra el montaje
realizado para el proceso de reflujo
de las muestras con H2SO4 y NaOH.

Figura 13.
Filtracion para la

determinacion de fibra cruda.
\ T RER N

Nota. La figura muestra el montaje
realizado para el proceso de
filtracién al vacio.

Wi-W,

Ecuacion 4. %Fibra cruda = * 100

Donde:

Wo = Peso de la muestra (g)

51



W1 = Peso de las fibras més las cenizas, luego de la estufa. (g)
W2 = Peso de las cenizas, luego de la mufla y el desecador (g)

Tabla 11.
Contenido de fibra cruda en las muestras.
Muestra  Peso residuo  Peso fibray Peso
fresco (g9) cenizas (Q) cenizas (Q)
Mandarina 0.8493 0.1023 0.0120
Uva 0.9500 0.1976 0.0088
(continuacion)
Muestra % % %
Fibra cruda Fibra BS?! Fibra BH?
Mandarina 10.63 10.21 2.27
Uva 19.87 19.30 3.53

Nota. La tabla describe los pesos de las muestras y de las cenizas
después de los procesos de digestion para la determinacién del
porcentaje de fibra cruda y fibra en base secal y base himeda2.

La fibra cruda se refiere a la parte organica del alimento, compuesta principalmente por
celulosa, lignina, hemicelulosa y pentosanas, que se encuentran en los tejidos vegetales
[33]. Para la mandarina, se obtuvo un porcentaje de fibra cruda de 10.63%, siendo un
valor similar al reportado por Gutiérrez [44], el cual obtiene un valor de 16.63% +- 0.08
de fibra cruda en base seca, al igual que los datos reportados por Gutiérrez et al. [50]
cuyo valor de fibra cruda es de 15.6%; siendo a su vez un contenido menor al valor
sefialado por Gutiérrez & Pascual [43] de fibra dietaria total con un 43.84%, dado que

este incluye todos los componentes sean fibrosos o no.

Para la cascara de uva, se registré un valor de 19.87%, el cual, es un valor cercano al
registrado por Soto et al. [46] con 18.36%+-0.71; asimismo, se reporta un valor similar,
aunque inferior al obtenido por Mieres et al. [49] con 25.12%+-0.01. El alto contenido de
fibra sugiere que la cascarilla del orujo de uva puede ser utilizada como fuente de fibra

para el consumo humano [49].

2.2.6. Determinacién de carbohidratos
La determinacion de carbohidratos consiste en el método diferencial que aplica la
ecuacion 5, con base en los resultados obtenidos de las pruebas de caracterizacion

proximal, siguiendo el método AOAC 986.25.
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Ecuacion 5. %Carbohidratos = 100 — %H — %Proteina — %Ceniza — %Extracto etéreo

Tabla 12.
Contenido de carbohidratos de las
muestras.
Muestra % Carbohidratos
Mandarina 15.35

Uva 14.36

Nota. La tabla describe los resultados de los
analisis realizados para la determinacion del
contenido de carbohidratos totales.

El contenido total de carbohidratos hace referencia a un gran nimero de compuestos
gue van desde los azucares simples mono y disacaridos como la glucosa y la sacarosa,
hasta los mas complejos como el almidon y la celulosa [47]. Asimismo, su estructura
quimica determina caracteristicas que pueden influir en el sabor, viscosidad, estructura

y color de los alimentos [48].

En la tabla 12 se reportan los resultados obtenidos referente al contenido de
carbohidratos de las muestras, registrando un 15.35% para la mandarina, cuyo valor es
inferior al reportado por Gutiérrez [44] con un valor de 78.30%, sin embargo, es superior
a lo reportado por Ramos et al. [45] con un valor de 8.34%. Asimismo, para la cascara
de uva se registré un valor de 14.36%, que al ser comparado con lo reportado por Soto
et al. [46] con un valor de 34.33% es inferior. Los carbohidratos son calculados por
diferencia, razén por la cual los datos pueden ser completamente variables a los
reportados por la bibliografia por las diferencias existentes entre valores como los

porcentajes de humedad [49].

53



3. EXTRACCION

Para el segundo objetivo, “Establecer las condiciones del proceso de extraccion de
colorantes naturales a partir del hollejo de uva (Vitis vinifera '‘Cabernet Sauvignon’) y la
cascara de mandarina (Citrus reticulata) a escala laboratorio.”, se realizé la extraccion
de carotenoides y antocianinas de la cascara de mandarina y el hollejo de uva
respectivamente, mediante la técnica Soxhlet, seleccionando previamente los rangos de

las condiciones recomendadas del proceso mediante una busqueda bibliografica.

3.1. Secado de la materia prima

Esta alternativa resulta ser muy util, ya que, al ser secada, disminuye el contenido de
humedad de la muestra, reduciendo la probabilidad de aparicion de actividad microbiana
en ella; ademas, «al reducir la actividad del agua se concentran los antioxidantes y se
protegen los carotenoides, a actividades de agua intermedias se ejerce un efecto
protector» [51].

Para el proceso de secado se tomaron 20 g de ambas materias primas y se situaron en
una bandeja con papel absorbente; este proceso se lleva a cabo en una mufla con una
temperatura de 40 °C durante 24 horas, esto con el fin de evitar la degradaciéon de
antocianinas y carotenoides al ser compuestos termosensibles, de acuerdo con lo
descrito por Otélora [34]. De hecho, un estudio realizado por Zapata [52], demuestra la
sensibilidad de las antocianinas, a altas temperaturas al someter los extractos a un
tiempo de calentamiento de 24 H; como se observa en la tabla 13 donde el porcentaje

de degradacion es mayor a medida que se incrementa la temperatura.
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Tabla 13.
Porcentaje de degradacibn de antocianinas
durante el proceso de secado.

Temperatura Degradacion (%)
() ESL EF
55 28 67
B5 54 78
75 79 a2
B85 ar a5

Nota. La tabla describe el porcentaje de degradacién de
antocianinas al ser sometidos a un proceso de secado
durante 24 horas para el extracto de antocianinas obtenidos
por extraccion solido - liquido (ESL) y por fermentacion (EF)
a partir de ardndanos. Tomado de: L. M. Zapata, “Obtencion
de extracto de Antocianinas a partir de arandanos para ser
utilizado como antioxidante y colorante en la industria
alimentaria,” Univ. Politécnica Val., pp. 1-248, 2014, [Online].
Available:

https://riunet.upv.es/bitstream/handle/10251/39105/Versién 3
Tesis Luz Marina Zapata.pdf %281%29.PDF?sequence=21.

Figura 14.
Muestra de mandarina seca.

. -

Nota. En la figura se observa la muestra de
mandarina después del secado en mufla.

Figura 15.
Muestra de uva seca.

Nota. En la figura se observa la muestra de
uva después del secado en mufla.
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Pasadas las 24 horas, se determiné el porcentaje de humedad presente en las materias
primas de acuerdo a la ecuacion 1, como se observa en la tabla 14, donde para la
cascara de mandarina se obtuvieron valores cercanos respecto al porcentaje de
humedad obtenido para el analisis bromatologico; sin embargo, para la cascara de uva
se obtuvo menor cantidad de agua comparada con la tabla 7, dado que, se retir6 la mayor
cantidad de pulpa posible que pudiera adn tener la cascara previo al secado en horno.
Posterior a ello, se trituraron las muestras secas en un procesador de alimentos con el
fin de disminuir lo maximo posible el tamafio de particula previo al proceso de extraccion,
no obstante, se optd por dejar enteras las cascaras de uva, con el fin de evitar pérdidas;

finalmente, las muestras fueron empacadas en bolsas herméticas hasta su posterior uso.

Tabla 14.
Porcentaje de humedad de las muestras previo a la extraccion.
Muestra Peso residuo Peso residuo %
fresco (Q9) seco (g9) Humedad
Mandarinat 40.3245 9.6770 76.00
Mandarina? 70.1142 19.1848 72.64
Uval 40.6087 15.3051 62.31
Uva? 91.6306 37.9568 58.58

Nota. La tabla describe los pesos de las muestras antes y después del
proceso de secado para la determinacién del porcentaje de humedad previo
a la trituracion y proceso de extraccion.

!Determinacion de humedad para la primera extraccion.

2Determinacién de humedad para el duplicado de la extraccién.

3.2. Extraccion Soxhlet

De acuerdo a una recopilacién bibliografica realizada, es posible establecer los rangos
de condiciones que se pueden adoptar en el desarrollo experimental del proyecto durante
la extraccion de colorantes. En la tabla 15 se describen algunos de los estudios
realizados por otros autores, similares al proyecto, sintetizando los parametros utilizados

y Sus respectivos resultados.
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Tabla 15.

Revision bibliogréafica de los pardmetros de extraccion Soxhlet.

Resultados

Cita

Matriz Producto de Condiciones
interés
60 °C —
Temperatura 70 °C . ;
' Tiempo 400 min -6/ Mg >
Hollejo de Antocianinas P 0 cianidin [3]
uva Solvente Etanol 90% y glucésido / L
AC" 0.03%
Relacion S/IMP™ 50 g/ 400 mL
o Solvente Etanol 3879.5 mg 3-
saraz - Vjocennesy gommien | 153
Relacion SIMP 10 g/ 150 mL
100 g
Temperatura <70°C 1413.84 mg 3-
Residuo : : S
. Tiempo 240 min cianidin
de mora Antocianinas 5 lucésido / [34]
de castilla Solvente Etanol 96% glucosido
Relacion S/IMP* 20 g/ 300 mL 100 g
llei Temperatura 78 °C 97.6 mg 3-
Ho ueng de Polifenoles Tiempo 240 min cianidin
Solvente Etanol glucésido / g -
_ Temperatura 100 °C 20.6 mg 3-
Hollejo de : . . Y
uva Polifenoles Tiempo 240 min cianidin
Solvente Agua glucosido / g
Temperatura 60-70°C
Tiempo 210 min 205.168 mg 3-
Sacha- Antocianinas Solvente Alcohol 100% cianidin
papa Tamafio Malla 25 glucosido /
particula alla 100 ¢
Relaciéon SIMP 10 g/ 200 mL
Temperatura 60-70°C
Tiempo 210 min 123.182 mg 3-
Sacha- Antocianinas Solvente Alcohol 50% cianidin [41]
papa Tamarfo Malla 25 glucosido /
particula ala 100 g
Relacion SIMP 10 g /200 mL
Temperatura 60 -70°C
Tiempo 210 min 197.237 mg 3-
Sacha- Antocianinas Solvente Alcohol 100% uaplqlln
papa Tamafo Malla 50 glucosido /
particula ala 100 g
Relacion SIMP 10 g /200 mL

57



Tabla 15. Continuacioén

Cascara Solvente Etanol 90%
de . Carotenoides » 53 mg [12]
mandari- Relacién S/IMP 50 g /400 mL ~ bcaroteno /L
na
Temperatura 68 °C
; ; 21.78 mg
- Tiempo 360 min
Zang Betacaroteno L bcaroteno / [34]
horia Solvente Hexano 100 g
Relacién SIMP 20 g/ 140 mL
Temperatura 25°C 6.1
Tomate Carotenoides Tiempo 90 min -+ Mg
bcaroteno / kg
Solvente Etanol
Temperatura 70 °C [54]
Tomate Carotenoides Tiempo 90 min 17.57 mg
bcaroteno / kg
Solvente Etanol
Temperatura 74 °C
; ; 1037.99 ug
Tiempo 120 min
Maracuyéa Betacaroteno & bcaroteno / [55]
Solvente Etanol 85% 100 g
Relacién SIMP 50:1

Nota. La tabla muestra una comparacion bibliografica de los pardmetros de extraccién utilizados por
distintos autores.

*S/IMP: Relacion solvente-materia prima.

*AC: Acido citrico.

Diversos estudios demuestran el efecto que pueden tener los pardmetros durante el
proceso de extraccion por el método Soxhlet, tales como la temperatura, el tiempo de
extraccion y el solvente utilizado. EI aumento de la temperatura favorece la extraccion,
Strati y Oreopoulou [54] realizaron la extraccion de carotenoides a partir de residuos del
tomate, encontrando que, un aumento de la temperatura hasta 70 °C no causa
alteraciones en la extraccibn de carotenoides, obteniendo mayor cantidad de
carotenoides por kilogramo en comparacién con una temperatura de 25 °C, asimismo,
son usados grandes cantidades de solvente junto con tiempos de extraccion mayores a

tres horas. La mayoria de los investigadores utilizan valores relacion 20:1 (v / w) para

obtener altos rendimientos de extraccion [56].
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El montaje del proceso de extraccion se observa en la figura 16 y 17, el cual se realiz
con 10 g de cada materia prima previamente secadas Yy trituradas, posteriormente se
colocaron cada una de las muestras en papel filtro cubriendo completamente la muestra
dentro de la camara extractora, igualmente en un balén de ebullicion de 500 mL se
adicionaron 200 mL de etanol al 96% para la primera extraccion, el proceso de extraccion
se realiz6 durante 4 horas aproximadamente; asimismo se llevo a cabo una segunda
extraccion con 20 g de cada muestra y 400 mL de etanol al 96%; cabe destacar que,
para la eleccion del etanol como solvente se tuvo en cuenta su naturaleza polar, su facil
acceso, costo y principalmente su seguridad para el consumo humano, permitiendo su
uso en la industria de alimentos. Se establecié un rango de temperatura entre 60 y 70
°C, teniendo en cuenta que, la temperatura se limita con el fin de evitar reacciones de
oxidacion de los compuestos de interés presentes en las muestras, ademas de tener en
cuenta la temperatura de ebullicion del solvente seleccionado; verificando el tiempo de

extraccion hasta que no se observaran cambios notables.

Tabla 16.
Seleccion de las condiciones del proceso de extraccion.
CONDICION
VARIABLE SELECCIONADA
Temperatura (°C) 60 - 70
Solvente Etanol
Pureza del solvente (%) 96
Relacion solvente — muestra (V /W) 20:1

Nota. La tabla muestra las condiciones seleccionadas para el proceso de extraccién
mediante la técnica Soxhlet.
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Figura 16.
Montaje Soxhlet para la

\ v” / \ /
Nota. La figura muestra el montaje
realizado para el proceso de
extraccion de colorante luego del
primer reflujo.

Figura 17.
Montaje Soxhlet para la
ext;a_ccién B.

— /
Nota. La figura muestra el montaje
realizado para el proceso de
extraccion de colorante luego del
tercer reflujo.
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3.3. Purificacion del extracto

La técnica mas utilizada para la purificacién del extracto, se realiza por medio de un
rotavaporador a condiciones determinadas, sin embargo, por falta de disponibilidad de
equipos se realizé la separacion del solvente por destilacion simple controlando la
temperatura para evitar la degradacion del colorante y los compuestos de interés, asi
como se observa en la figura 18.

Finalmente, el extracto purificado se dej6é enfriar y se almacend en frascos ambar

esterilizados a una temperatura de 4 °C.

Figura 18.
Montaje para la purificacion del extracto.

~ 2\
Nota. La figura muestra el montaje realizado para el proceso
de separacion del solvente mediante destilacion simple.

3.4. Rendimiento de la extraccion

El rendimiento de la extraccion se define como la relacién entre la cantidad de extracto
obtenido luego del proceso extractivo y la cantidad de materia usada para el proceso
[34]; para determinar el rendimiento, se tienen en cuenta los calculos reportados por

Lucero y Mufioz [57], de acuerdo a las siguientes ecuaciones.

Ecuacion 6. Wy = pgx *V
Ecuacion 7. % Rendimiento = %

1
Donde:

Wo = Peso del extracto seco (g)
W1 = Peso de la muestra seca (Q)

V = Volumen del extracto después del proceso de separacion (mL).
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Tabla 17.

Rendimiento de la primera extraccion.

PRIMERA EXTRACCION Céascara de Cascara de

mandarina uva

Peso muestra seca (g) 9.6770 9.9290

Peso muestra seca Iuegq'de la 14,5765 10.3896

extraccion (g)

Masa del extracto seco (g) 6.8888 6.3379

Volumen del extracto separado (mL) 8.2000 6.4000
Volumen de etanol recuperado (mL) 132 146

Solvente recuperado (%) 66 73

Rendimiento (%) 71.1875 63.8324

Nota. La tabla muestra el rendimiento de las extracciones de cada una de las
materias primas de acuerdo al peso inicial de muestra secay el extracto separado

obtenido.
Tabla 18.
Rendimiento de la segunda extraccion.
SEGUNDA EXTRACCION Cascara de Cascarade
mandarina uva
Peso muestra seca (g) 19.4800 20.0997
Peso muestra seca Iuegc_),de la 31 5865 26.3603
extraccion (g)
Masa del extracto seco (g) 14.3870 11.9196
Volumen del extracto separado (mL) 16.7000 14.0000

Volumen de etanol recuperado (mL) 279 285
Solvente recuperado (%) 69.7500 71.25

Rendimiento (%) 73.8555 59.3024

Nota. La tabla muestra el rendimiento del duplicado de las extracciones de cada
una de las materias primas de acuerdo al peso inicial de muestra secay el extracto
separado obtenido.

Enlatabla 17y 18 se presentan los resultados obtenidos para las extracciones realizadas
con etanol al 96% mediante la técnica Soxhlet, obteniendo un rendimiento promedio de
72.52% para la cascara de mandarina y 61.57% para el hollejo de uva; debido a las
similitudes de los parametros de extraccion y sus resultados, es posible comparar ambas

pruebas.
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4. CARACTERIZACION DE LOS COLORANTES OBTENIDOS

Para el tercer objetivo, “realizar la caracterizacion de los colorantes obtenidos a partir de
pruebas fisicoquimicas y analisis microbiologico”, se llevé a cabo la cuantificacion de las
antocianinas y carotenoides de los colorantes obtenidos, ademas de pruebas
fisicoguimicas y microbiologicas con el fin de determinar las condiciones higiénicas en
las que se encuentra el extracto para evitar posteriores enfermedades dado su uso;
finalmente, los colorantes se someten a pruebas de estabilidad en diferentes condiciones
de luz, temperatura y pH. Todas las pruebas descritas, se realizaron por duplicado para

cada extracto obtenido, con el fin de corroborar los resultados.

4.1. Cuantificacion de antocianinas

4.1.1. Ensayo acido-base

En primera instancia se realiza un ensayo acido base, con el fin de verificar la presencia
de antocianinas en el extracto de hollejo de uva obtenido; este método se basa en la
capacidad de las antocianinas de actuar como indicadores de pH, dado que, a
condiciones acidas estas cambian de color desde morado a rojo y hasta azul rojizo, sin
embargo, a medida que aumenta el pH a basico puede variar entre verde y amarillo; para
esta prueba, se siguié la metodologia propuesta por Lucero y Mufioz [57] donde los
colorantes se sometieron a una prueba de pH écido con acido acético glacial al 96% y a
pH alcalino con hidroxido de sodio 2 N, para observar la presencia de antocianinas en el

colorante obtenido como se muestra en la figura 19.
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Figura 19.
Ensayo acido base para la
presencia de antocianinas.

Nota. La figura muestra la presencia
de antocianinas en el extracto de
uva observadas a pH acido y
alcalino.

Se observo la presencia de antocianinas en el extracto obtenido del hollejo de uva por el
ensayo acido-base; debido a que, el cambio de tonalidad caracteristico de las
antocianinas a variaciones de pH es causado por la modificaciébn de su estructura
guimica donde, a condiciones &cidas se produce una reaccién de metoxilacién por la
presencia del grupo metilo, por el contrario, a condiciones basicas se produce la reaccion
de hidroxilacién por la presencia de grupos hidroxilos [57], lo que genera la coloracion

roja y verde, respectivamente, asi como se demuestra en la figura 19.

4.1.2. Espectrofotometria

La determinacién cuantitativa de antocianinas se realizO0 por medio de una
espectrofotometria de luz ultravioleta visible en un espectrofotometro Geénesis 30 de
acuerdo al método de pH diferencial, el cual se basa en la transformacién estructural de
las antocianinas con el cambio de pH [58]. Inicialmente se prepararon las muestras con
soluciones buffer de cloruro de potasio ajustando el pH a 1 y solucion de acetato de sodio
a pH 4.5 segun lo descrito por Lucero y Mufioz [57], el colorante se diluye con las

soluciones buffer hasta tener un factor de dilucion de 40 para luego realizar las lecturas
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de absorbancia en un rango de longitud de onda establecido entre 500-700 nanémetros
como se observa en la figura 20.

Para la cuantificacion de antocianinas empleando el método de pH diferencial, se siguio
la metodologia descrita por [59], calculando el contenido de antocianinas monoméricas
expresadas como cianidina-3-glucdsido de acuerdo a la ecuacion 8; asimismo, este
procedimiento calcula la absorbancia total usando la ecuacion 9, teniendo en cuenta la
absorbancia maxima a 540 nm.

Por ultimo, el contenido de antocianinas totales se determiné mediante la ecuacion 10.

A*PM * FDx 1000
ex*xL

Ecuacion 9. A = (Ass40 — A700)pu1-(Aasa0 — A700)pHas

Ecuacion 8. Antocianinas monoméricas =

(Apsa0—A700)pH1 * PM * FD* 1000

ex*xL

Ecuacion 10. Antocianinas totales =

Donde:

A: Absorbancia.

PM: Peso molecular de la molécula de referencia (449.6 g / L para la cianidina-3-
glucosido)

FD: Factor de dilucion.

e: Absortividad molar de la molécula de referencia (26900 para la cianidina-3-glucésido)

L: Grosor de la cubeta (1 cm)
En el Anexo C, se detallan las tablas con las lecturas de absorbancia a pH 1y pH 4.5

para las extracciones a partir del hollejo de uva y en el Anexo E, se presenta una muestra

para el calculo de la cuantificacion de antocianinas monomeéricas y totales.
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Figura 20.
Relacion de absorbancia y longitud de onda para el extracto de uva.
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Nota. La gréfica muestra la curva de absorbancia realizada por espectrofotometria
como promedio de las extracciones de la cascara de uva a pH1y pH4.5.

Tabla 19.
Promedio de antocianinas obtenidas del
extracto de uva.

EXTRACCION HOLLEJO DE UVA

FD 40
A paral 0.0217

.ﬂintﬂl. mensmericas 21-2041 mg -'.|.1ni|.1inu,l'Ir lm E

.ﬂiﬂtﬂl. Eotales 23-3993 mg n'.|.1ni|.1inuJ'Ir ]-DD E

Nota. La tabla muestra el promedio de
antocianinas monomeéricas y totales obtenidos en
la extraccion de colorante del hollejo de uva.

Segun lo anterior, en la figura 20 se muestran las lecturas de absorbancias promedio para
el extracto de hollejo de uva a pH 1 en el eje principal y pH 4.5 en el eje secundario.
Segun Ortega y Guerra, citado por [3], el espectro de absorcién exhibido por las
antocianinas se encuentra en un rango entre 500-545 nm, debido a que diversas
estructuras de las antocianinas se ven afectadas por los reactivos utilizados, en este caso
el etanol, que especificamente afecta la posicion 7 de la molécula flavona; de acuerdo

con esto, es correcto afirmar que en el extracto se encuentra presente el grupo

66



antocianinas por las longitudes de onda obtenidas, estando dentro del rango establecido
por bibliografia.

En relacion con la tabla 19, se obtiene un promedio de 23.3993 mg de cianidina-3-
glucésido / 100 g de materia seca, este valor depende significativamente de las
condiciones de operacion del proceso, los tratamientos previos a la extraccion, asi como
de las condiciones de almacenamiento y variedad de la uva. Aun asi, dado que la materia
prima es Uunicamente el hollejo, se pueden esperar bajas cantidades de antocianinas si

las vacuolas en donde se encuentran los pigmentos estan encogidas [3].

4.2. Cuantificacién de carotenoides

La determinacion cuantitativa de carotenoides se realiz6 por medio de una
espectrofotometria de luz ultravioleta visible mediante un espectrofotdmetro Génesis 30
en un rango visible entre los 325 y 700 nandmetros. De acuerdo con lo descrito por [60],
el extracto fue disuelto en un volumen de solvente apropiado, para este caso se utilizé
etanol al 96% hasta obtener un factor de dilucion de 62.5; posteriormente se realizan las
lecturas de absorbancia como se observa en la figura 21.

La cuantificacion de carotenoides se determind segun la metodologia descrita por [61],
de acuerdo con la ecuacion 11, expresado en pyg de B-caroteno por 100 g de materia
seca. En el Anexo D, se detallan las lecturas de absorbancia tomadas para las
extracciones y en el Anexo F se describe el proceso de calculo para la cuantificacion de

carotenoides.

AV %10°
e* 100

Ecuacién 11. Carotenoides totales =
Donde:

A: Absorbancia.

V: Volumen total del extracto.

¢: Absortividad molar de la molécula de referencia (2500 para el B-caroteno)
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Figura 21.
Relacion de absorbancia y longitud de onda para el extracto de
mandarina.
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Nota. La grafica muestra la curva de absorbancia realizada por espectrofotometria
como promedio de las extracciones de la cascara de mandarina.

Tabla 20.
Promedio de carotenoides obtenidos de los
extractos de cascara de mandarina.

EXTRACCION DE CASCARA DE MANDARINA

Absorbancia maxima 1.139

C. totales 1139 pg B-caroteno/100g

Nota. La tabla muestra el promedio de carotenoides totales
obtenidos en la extraccion de colorante de la cascara de
mandarina.

Segun lo descrito por [51], el color amarillo-naranja de variedades de frutas, como los
citricos, se debe a los carotenoides, presentes en su gran mayoria en los plastidos del
flavedo, la cual es la parte externa de la cascara; de estos pigmentos cabe destacar la
presencia de xantofilas, que, especificamente para la mandarina sobresale la presencia
de B-criptoxantina en el epicarpio, siendo la responsable de su coloracion. De acuerdo
con la figura 21, se observa un maximo de absorbancia a 331 nm, no obstante, la 3-

criptoxantina y el B-caroteno absorben a una longitud de onda méaxima de 450 nm

teniendo como medio de extraccion petrolato liquido y etanol [60].
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Segun la tabla 20, se obtuvieron 1139 ug de p-caroteno / 100 g, similar a [15], con 1340
Mg / 100 g para la variedad clementina. Este valor puede variar por las condiciones de

extraccion, practicas agricolas, condiciones de produccion y etapa de maduracion [15].

En relacion con lo anteriormente expuesto, no fue posible encontrar un carotenoide
especifico a la longitud de absorbancia méxima para nuestro caso; esta diferencia pudo
ser causada por tener una mezcla de carotenoides en el extracto, que, al no estar
aislados ocasionan un posible encubrimiento de los mismos [60]. De igual forma, se
debe considerar una diferencia entre los valores obtenidos experimentalmente y la
especie de carotenoides reportados a ciertas longitudes de onda méxima, ya que,
dependen en gran medida del solvente utilizado; la posiciobn de maxima absorbancia
puede variar dependiendo del medio en el cual ha sido disuelto, para este caso etanol,
gue al ser un solvente altamente polar es posible que cause un desplazamiento

batocromico o hipsocrémico desde 10 nm hasta 40 nm en casos extremos [60].

4.3. Andlisis fisicoquimico

4.3.1. Densidad

Para cada extracto obtenido después del proceso de extraccion y purificacion por
destilacion simple, la densidad se calcul6 mediante el método del picnémetro,
relacionando la densidad de la sustancia y la densidad del agua. Asi, como se observa
en la figura 22, se determind el peso de cada uno de los extractos purificados como el
peso del agua destilada, para hallar la densidad del extracto por las ecuaciones 12 a 15.

Ecuacion 12. Masa extracto = W; — W,
Ecuacion 13. Masa agua = W, — W,
Masa agua

Ecuacion 14. V(mL) =

Densidad agua

Ecuacion 15, ppy s, = w
Donde:

Wo = Peso del picnémetro vacio (g)

W1 = Peso del picnGmetro con el extracto (g)

W2 = Peso del picnbmetro con agua (g)

69



Figura 22.
Determinacion de la
densidad de los
extractos.

s
Nota. La figura muestra el
procedimiento de la
determinacion de la
densidad de las muestras
mediante el peso con
picnémetros.

Tabla 21.
Determinacion de la densidad de los extractos.

Céascara de Céascara de

mandarina uva
Peso colorante y picnémetro (g) 8.7659 9.0777
Peso picndmetro vacio (g) 6.8555 6.8258
Peso aguay picnémetro (g) 9.1755 9.1755
Masa del extracto (Q) 1.9104 2.2519
Densidad del extracto (g / mL) 0.8401 0.9903

Céascarade  Cascarade

mandarina uva
Peso colorante y picnémetro (g) 8.8132 8.8248
Peso picndmetro vacio (g) 6.8542 6.8887
Peso aguay picnémetro (g) 9.1755 9.1755
Masa del extracto (g) 1.9590 1.9361
Densidad del extracto (g / mL) 0.8615 0.8514

Nota. La tabla muestra la toma de datos de los pesos de los extractos, agua y
picnémetro para la determinacién de la densidad de los colorantes obtenidos para
la primera y segunda extraccion respectivamente.

4.3.2. Solubilidad

La solubilidad es la cantidad maxima de soluto que puede disolverse en una cierta
cantidad de disolvente a temperatura dada [12]. Para el andlisis de solubilidad de cada
uno de los colorantes se emplearon aceite de cocina y agua destilada como solventes,
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representando la naturaleza apolar y polar respectivamente; asi, se disolvieron 1 mL de
cada colorante en 9 mL de solvente, arrojando los resultados que se observan en las

figuras 23y 24.

Figura 23.
Ensayo de solubilidad para el
extracto de uva.

Nota. La figura muestra en el lado izquierdo
la dilucién de colorante en agua destilada y
en el lado derecho la dilucién de colorante en
aceite de cocina.

Figura 24.
Ensayo de solubilidad para el
extracto de mandarina.

Nota. La figura muestra en el lado izquierdo
la dilucién de colorante en agua destilada y
en el lado derecho la dilucion de colorante en
aceite de cocina.
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Como se observa en la figura 23, el extracto de uva mostré un comportamiento polar, al
ser soluble en agua destilada y no en aceite, lo cual corresponde al compuesto presente,
ya que, las antocianinas al poseer un gran numero de grupos hidroxilos son consideradas

moléculas polares.

Asimismo, como se observa en la figura 24, el extracto de la cdscara de mandarina
mostré alta solubilidad en agua destilada y no en aceite; cabe destacar que, aunque los
compuestos carotenoides son considerados de caracter lipofilico, como los alfa y beta
carotenos, las xantofilas son solubles en compuestos polares [51], asi, como se
mencioné anteriormente, el pigmento mayormente presente en el epicarpio de la

mandarina es la B-criptoxantina, compuesto carotenoide soluble en agua.

4.3.3. pH

Este valor indica si una sustancia es acida, basica o neutra; es uno de los parametros de
calidad fundamentales para identificar si un producto esta alterado [12]. Se determind
por medio de un pH-métro digital y los resultados se observan en la tabla 22.

Tabla 22.
Medicion de pH de los extractos.
Muestra  Medicion de pH!  Medicion de pH 2
Mandarina 5.79 5.10
Uva 3.28 3.60

Nota. La tabla muestra las mediciones de pH realizadas para
los colorantes de la primeraly segunda? extraccion.

4.3.4. Indice de refraccion
Esta medida indica el comportamiento de la luz al atravesar la muestra [3]. Este valor se
hallé por medio de un refractometro digital y los resultados se ven en la tabla 23.

Tabla 23.
Medicion del indice de refracciéon de los extractos.
Muestra indice de indice de
refraccion ? refraccion 2
Mandarina 1.3784 1.3794
Uva 1.3460 1.3724

Nota. La tabla muestra las mediciones del indice de refraccién
realizadas para los colorantes de la primeral y segunda?
extraccion.
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4.3.5. Grados Brix
Los grados Brix son un sistema de medicion que permiten determinar la concentracion
sacarosa por 100 mililitros de una solucién [3], este valor se determiné con ayuda de un

refractometro digital y los resultados obtenidos se observan a continuacion.

Tabla 24.
Medicion de los grados Brix de los extractos.
Muestra °Brix ! ° Brix 2
Mandarina 26.8 29.0
Uva 20.5 22.0

Nota. La tabla muestra las mediciones de los grados Brix
realizados para los colorantes de la primeral y segunda?
extraccion.

De acuerdo a la tabla 24, el colorante de mandarina tuvo un valor promedio de 27.9
mientras que, el colorante de uva obtuvo un valor promedio de 21.5 en la medicién de
grados Brix, esto depende significativamente del contenido de azucar de las materias

primas, asi como del proceso de secado, ya que se concentran sus solutos.

4.4. Anélisis microbiolégico

En vista del gran niumero de enfermedades transmitidas por via oral a través de algunos
alimentos, se deben realizar pruebas de demostracién y recuento de grupos de
microorganismos como indicador higiénico de productos destinados al consumo
humano. Por lo tanto, se llevaron a cabo las pruebas de Escherichia Coli, coliformes
totales, mohos y levaduras para determinar la posible presencia de estos
microorganismos patdgenos en los extractos obtenidos.

Como se observa a continuacion en las figuras 25, 26 y 27, no se observé presencia de
microorganismos en los extractos de colorante, siendo < 10 UFC por mL de colorante,
asi, se obtienen resultados positivos para el analisis microbiolégico de los colorantes
naturales, ya que, si bien no existe una normativa nacional o internacional que rija un
numero maximo permitido de microorganismos, para la industria de alimentos deben ser

libres de patdgenos.
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4.4.1. Escherichia coli

Es un bacilo corto Gram negativo y algunas cepas E.coli pueden ser patdgenas y pueden
provocar enfermedades diarreicas e intoxicaciones por el consumo de agua y alimentos
contaminados [62]. Se sigui0 la metodologia propuesta por el método oficial AOAC
991.14 descrito por [63] mediante las placas de recuento rapido; pasado el tiempo de
incubacioén se procede al recuento de colonias para cada uno de los extractos, como se

observa en la figura 25.

Figura 25.
Andlisis microbiolégico de la presencia de
Escherichia coli.

Bk 1 o> R iy 1 okf. mandan

Nota. La figura muestra las placas de recuento rapido luego de
la incubacién para determinar la presencia de Escherichia coli
en los extractos de uva y mandarina respectivamente.

4.4.2. Coliformes totales

Las bacterias coliformes son un grupo relacionado al suelo, agua y el tracto intestinal de
los animales; se han utilizado como indicadores de condiciones insalubres en la
produccién de alimentos y bebidas. La prueba de coliformes busca de manera amplia,
dar una vision de los organismos presentes en los productos terminados, dando
indicacion de condiciones antihigiénicas en el proceso o lugar de trabajo [64]. Para ello
se siguio la propuesta por [64], segun el método AOAC 991.14. Luego que se termina el
tiempo de incubacioén, se procede al recuento de colonias para cada uno de los extractos

como se muestra en la figura 26.
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Figura 26.
Andlisis microbiolégico de la presencia de
coliformes totales.
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Nota. La figura muestra las placas de recuento rapldo Iuego
de la incubacion para determinar la presencia de coliformes
en los extractos de uva y mandarina respectivamente.

4.4.3. Mohos y levaduras

Los hongos y levaduras se encuentran ampliamente distribuidos en el ambiente, ciertas
especies son Utiles para la elaboracién de algunos alimentos, sin embargo, también
pueden ser causantes de la descomposicidon de otros. Los mohos se asocian a ciertos
hongos filamentosos multicelulares, donde todo alimento enmohecido se considera no
apto para el consumo humano. Se sigui6é el proceso descrito por [65], de acuerdo al
método oficial AOAC 997.02, como se observa en la figura 27.

Figura 27.
Andlisis microbiolégico de la presencia de
mohos y levaduras.

Nota. La figura muestra las placas de recuento rapido
luego de la incubacion para determinar la presencia de
mohos y levaduras de los extractos de mandarina y uva
respectivamente.
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4.5. Estabilidad de los colorantes

Los ensayos para probar la estabilidad de los colorantes obtenidos, se realizaron
siguiendo la metodologia propuesta por Lucero y Mufioz [57], donde se modifican valores
de pH, temperatura y condiciones de luz a las que se almacenan los productos durante
un tiempo promedio de 7 dias; posterior a ello se realiza la lectura de absorbancias y la
cuantificacion de antocianinas y carotenoides para observar la posible degradacion de

los compuestos de interés a las condiciones establecidas.

4.5.1. pH

Se evalud la estabilidad de los extractos obtenidos con tres muestras diferentes en
envases ambar cada una con 3 mL aproximadamente, las cuales, se someten a
condiciones de pH basico, neutro y 4cido; para ello, se adicionan pequefias cantidades
de disoluciones de hidroxido sédico y acido clorhidrico hasta alcanzar un pH de 3.0, 6.0
y 9.0 respectivamente. Los resultados obtenidos se observan en las figuras 28, 29 y 30
para antocianinas y 31, 32 y 33 para carotenoides pasados los 7 dias de

almacenamiento.

4.5.1.a. Estabilidad a diferentes condiciones de pH del extracto de hollejo de uva.

Figura 28.
Estabilidad del extracto de hollejo de uva a pH &cido.
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Nota. La grafica muestra la lectura de absorbancias para el extracto de
hollejo de uva a condicion de almacenamiento de pH 3.
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Tabla 25.
Promedio de antocianinas obtenidas
para el extracto de uva a pH acido.

pH ACIDO HOLLEJO DE UVA
FD 20
A varal 0.0080

.ﬂiﬂtﬂl. mnamericas 26?42 mg n'.unil.iinu,l'll ]-DD E

AHTD. botales 43455 mg -'.unidinuJ'Il IDD E

Nota. La tabla muestra el promedio de
antocianinas monomeéricas y totales obtenidos en
la extraccién de colorante del hollejo de uva a
condicién de almacenamiento de pH 3.

Figura 29.
Estabilidad del extracto de hollejo de uva a pH neutro.
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Nota. La grafica muestra la lectura de absorbancias para el extracto de
hollejo de uva a condicién de almacenamiento de pH 6.
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Tabla 26.
Promedio de antocianinas obtenidas
para el extracto de uva a pH neutro.

pH NEUTRO HOLLEIO DE UVA

FD 20
A poral 0.0060

-'ﬂ"n-tD- P nEmEricas 2-005? mg craniding J'Ir lm E

-'ﬂ"n-tD- botales 4-0113 mg cianiding J'Ir lm E

Nota. La tabla muestra el promedio de
antocianinas monomeéricas y totales obtenidos en
la extraccidon de colorante del hollejo de uva a
condicién de almacenamiento de pH 6.

Figura 30.
Estabilidad del extracto de hollejo de uva a pH bésico.
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Nota. La grafica muestra la lectura de absorbancias para el extracto de
hollejo de uva a condicion de almacenamiento de pH 9.

78



Tabla 27.
Promedio de antocianinas obtenidas
para el extracto de uva a pH basico.

pH BASICO HOLLEJIO DE UVA
FD 20
Au patal 0.0020

-'e"ntu' nonomEericas D' 5686 mg = 4|'i|.'i|'::,lfr 1DD g

ANLO. aaie 3.3428 Mg e/ 100 8

Nota. La tabla muestra el promedio de
antocianinas monomeéricas y totales obtenidos en
la extraccidon de colorante del hollejo de uva a
condicion de almacenamiento de pH 9.

El pH tiene un efecto significativo, principalmente en la estructura molecular, estabilidad
de las antocianinas y hasta su color. El pigmento a condiciones de pH &cido se encuentra
en su forma mas estable, adquiriendo una estructura oxonio de cation flavilio, 1o que
permite su tono rojizo, asi, mientras se aumenta el pH, el nucleo flavilio se puede ver
expuesto al atague nucleofilico del agua promoviendo la desprotonacién del cation flavilio
dando lugar a formas como la chalcona o la pseudobase carbinol [66], incoloras e
inestables por su cadena abierta; si se contindia el aumento de pH con valores superiores
a 7.0, la desprotonacion continua produce la forma quinoidal, con coloraciones violetas y
azules, donde es mas notable el efecto batocromico [51]. Es por ello que, segun la tabla
25, la menor degradacion de antocianinas se dio a condiciones de pH &cido, el cual hace
mas estable su estructura. En el Anexo G, se muestra a detalle el cambio de la estructura

de antocianinas a diferentes valores de pH.

De acuerdo con lo anterior, la acilacion del colorante aumenta su estabilidad, y por lo
tanto la posibilidad de que los extractos de antocianinas puedan ser comercializados
como colorantes; sin embargo, este factor es un limitante del uso que se le pueda dar en

la mayoria de alimentos procesados.
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4.5.1.b. Estabilidad a diferentes condiciones de pH del extracto de la cascara de

mandarina.
Figura 31.
Estabilidad del extracto de la cascara de mandarina a pH
acido.
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Nota. La grafica muestra la lectura de absorbancias para el extracto de
cascara de mandarina a condicion de almacenamiento de pH 3.

Tabla 28.
Promedio de carotenoides obtenidos de los extractos

de cascara de mandarina a pH acido.
pH ACIDO CASCARA DE MANDARINA
Absorbancia maxima 2.349

C. totales 187.920 pg B-caroteno/100g

Nota. La tabla muestra el promedio de carotenoides totales
obtenidos en la extraccion de colorante de la céscara de
mandarina a condicion de almacenamiento de pH 3.
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Figura 32.

Estabilidad del extracto de la cascara de mandarina a pH
neutro.
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Nota. La grafica muestra la lectura de absorbancias para el extracto de
cascara de mandarina a condicion de almacenamiento de pH 6.

Tabla 29.
Promedio de carotenoides obtenidos de los
extractos de cascara de mandarina a pH neutro.

pH NEUTRO CASCARA DE MANDARINA

Absorbancia maxima 2.433

C. rorales 194.640 pg B-caroteno/100g
Nota. La tabla muestra el promedio de carotenoides totales
obtenidos en la extraccion de colorante de la cascara de
mandarina a condicion de almacenamiento de pH 6.
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Figura 33.
Estabilidad del extracto de la cdscara de mandarina a pH

basico.
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Nota. La grafica muestra la lectura de absorbancias para el extracto de
cascara de mandarina a condicion de almacenamiento de pH 9.

Tabla 30.
Promedio de carotenoides obtenidos de los
extractos de cascara de mandarina a pH basico.

pH BASICO CASCARA DE MANDARINA

Absorbancia maxima 2.407

C. totales 192.560 pg B-caroteno/100g
Nota. La tabla muestra el promedio de carotenoides totales
obtenidos en la extraccion de colorante de la cascara de
mandarina a condicion de almacenamiento de pH 9.

Los carotenoides, en general, no son resistentes a valores de pH extremos ya que,
condiciones acidas o basicas pueden causar isomerizaciones cis-trans en algunos de los
dobles enlaces, lo que puede también causar el desplazamiento del maximo de
absorbancia [51]. Si bien, se puede observar que la degradacién de carotenoides es
significativa, pero similar para los tres casos, carotenoides como las xantofilas son

especialmente inestables en medio alcalino [31].

4.5.2. Temperatura
Los colorantes obtenidos son sometidos a diferentes condiciones de temperatura para
evaluar su estabilidad. En tres envases ambar se adicionan aproximadamente 3 mL de

82



cada extracto, los cuales se almacenan a temperatura de congelacién a -10 °C,

refrigeracién a 4 °C y condiciones ambientales entre 16 °C — 18 °C.

4.5.2.a. Estabilidad a diferentes temperaturas del extracto de hollejo de uva.

Figura 34.
Estabilidad del extracto de hollejo de uva a refrigeracion.
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Nota. La grafica muestra la lectura de absorbancias para el extracto de
hollejo de uva a condicion de almacenamiento de 3 °C.

Tabla 31.
Promedio de antocianinas obtenidas
para el extracto de uva a refrigeracion.

REFRIGERACION HOLLEIO DE UVA

FD 20
A paral 0.0200

.ﬂintﬂl. mensmericas 1['-0283 mg -'.|.1ni|.1inu,l'Ir lm E

.ﬂiﬂtﬂl. Eotales 19-388{: mg n'.|.1ni|.1inuJ'Ir ]-DD E

Nota. La tabla muestra el promedio de
antocianinas monomeéricas y totales obtenidos en
la extraccién de colorante del hollejo de uva a
condicién de almacenamiento de 3 °C.
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Figura 35.
Estabilidad del extracto de hollejo de uva a congelacion.
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Nota. La grafica muestra la lectura de absorbancias para el extracto de
hollejo de uva a condicién de almacenamiento de -18 °C.

Tabla 32.
Promedio de antocianinas obtenidas
para el extracto de uva a congelacion.

CONGELACION HOLLEJIO DE UVA

FD 20

A tatal

0.0270

Anto, T MmEric s

9.0254 mg cianiding J"r 100 g

Anto. totales

14,3738 mg cianiding J"r 100 g

Nota.

La tabla muestra el

promedio de

antocianinas monomeéricas y totales obtenidos en
la extraccién de colorante del hollejo de uva a
condicién de almacenamiento de -18 °C.
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Figura 36.
Estabilidad del extracto de hollejo de uva a temperatura

ambiente.
Uva temperatura ambiente
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Nota. La grafica muestra la lectura de absorbancias para el extracto de
hollejo de uva a condicion de almacenamiento de 18 °C.

Tabla 33.
Promedio de antocianinas obtenidas
para el extracto de uva a temperatura
ambiente.

AMBIENTE HOLLEIO DE UVA

FD 20

A tatal

0.0160

_,ﬂ., n-t':' M nEmEricas

5.3484 mg cianiding J'Ir 100 g

Anto, totales

8.0226 mg cianiding J"r 100 g

Nota. La tabla muestra el

promedio de

antocianinas monomeéricas y totales obtenidos en
la extraccién de colorante del hollejo de uva a
condicién de almacenamiento de 18 °C.

Las antocianinas son pigmentos termosensibles, especificamente débiles al calor
durante el procesamiento y almacenamiento, de esta manera, el incremento de la
temperatura demuestra menor retencién de los compuestos de interés, debido a que, las
mayores temperaturas ocasionan la pérdida del azucar glicosilante y la apertura del
anillo, formando entonces la estructura chalcona incolora e inestable [66], asi como se
demuestra en la tabla 33, donde se observa una degradacion de hasta 65.71% respecto
al extracto base a condiciones de temperatura ambiente; asimismo, para condicion de

almacenamiento de congelacion se degrada hasta un 34.28% respecto al extracto base,
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finalmente las muestras con mayor retencion de antocianinas se observaron a
condiciones de refrigeracion, mostrando una degradacion de 17.14% respecto al extracto

inicial, siendo la mejor condicidn para su almacenamiento.

4.5.2.b. Estabilidad a diferentes temperaturas del extracto de la cascara de mandarina.

Figura 37..
Estabilidad del extracto de la cascara de mandarina a

refrigeracion.
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Nota. La grafica muestra la lectura de absorbancias para el extracto de
cascara de mandarina a condicion de almacenamiento de 3 °C.

Tabla 34.
Promedio de carotenoides obtenidos de los extractos

de cascara de mandarina a refrigeracion.
REFRIGERACION CASCARA DE MANDARINA
Absorbancia maxima 2.486

C. totales 198.880 pg B-caroteno/100g

Nota. La tabla muestra el promedio de carotenoides totales
obtenidos en la extracciébn de colorante de la cascara de
mandarina a condicién de almacenamiento de 3 °C.
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Figura 38.
Estabilidad del extracto de la cascara de mandarina a

congelacion.
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Nota. La grafica muestra la lectura de absorbancias para el extracto de
cascara de mandarina a condicion de almacenamiento de -18 °C.

Tabla 35.

Promedio de carotenoides obtenidos de los extractos

de cascara de mandarina a congelacion.
CONGELACION CASCARA DE MANDARINA

Absorbancia méaxima 2.437

C. totales 194.960 pg P-caroteno/100g

Nota. La tabla muestra el promedio de carotenoides totales
obtenidos en la extraccion de colorante de la cascara de
mandarina a condicién de almacenamiento de -18 °C.
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Figura 39.
Estabilidad del extracto de la cascara de mandarina a
temperatura ambiente.
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Nota. La grafica muestra la lectura de absorbancias para el extracto de
cascara de mandarina a condicion de almacenamiento de 18 °C.

Tabla 36.
Promedio de carotenoides obtenidos de los extractos
de cascara de mandarina a temperatura ambiente.

AMBIENTE CASCARA DE MANDARINA

Absorbancia maxima 2.395

C. torales 191.600 pg B-caroteno/100g

Nota. La tabla muestra el promedio de carotenoides totales
obtenidos en la extraccion de colorante de la cascara de
mandarina a condicién de almacenamiento de 18 °C.

La gran mayoria de carotenoides se ven afectados en sus configuraciones cis-trans
debido a reacciones de isomerizacion a causa de tratamientos térmicos o condiciones
de almacenamiento con cambios de temperatura. Gran parte de carotenos en la
naturaleza se encuentran en su estado trans, sin embargo, estos dobles enlaces se
transforman parcialmente en su forma cis durante tratamientos térmicos [51].

En procesos de calentamiento, las isomerizaciones dan como resultado una mezcla de
estereoisdmeros [67], igualmente, estas reacciones también ocurren lentamente a
temperatura ambiente, ocasionando una posible pérdida en la intensidad del color y una

menor actividad de vitamina A.
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Esto se puede evidenciar en los resultados anteriores, donde ocurre una degradacion

significativa de los compuestos de interés a estas condiciones.

4.5.3. Luz
Asimismo, 3 mL de cada colorante se adicionan a envases ambar traslucidos, estos se
mantienen a temperatura ambiente almacenados en presencia de luz natural y ausencia

de luz.

4.5.3.a. Estabilidad a condiciones de luz del extracto de hollejo de uva.

Figura 40.
Estabilidad del extracto de hollejo de uva a oscuridad.
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Nota. La grafica muestra la lectura de absorbancias para el extracto de
hollejo de uva a condicién de almacenamiento de 18 °C y oscuridad.

Tabla 37.
Promedio de antocianinas obtenidas
para el extracto de uva a oscuridad.

OSCURIDAD HOLLEIO DE UVA
FD 40
A varal 0.0123

.ﬂiﬂtﬂl. mnamericas 82232 mg n'.unil.iinu,l'll ]-DD E

AHTD. botales 133?1{’ mg -'.unidinuJ'Il IDD E

Nota. La tabla muestra el promedio de
antocianinas monomeéricas y totales obtenidos en
la extraccion de colorante del hollejo de uva a
condicion de almacenamiento de 18 °C vy
ausencia de luz.
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Figura 41.
Estabilidad del extracto de hollejo de uva a luz natural.
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Nota. La grafica muestra la lectura de absorbancias para el extracto de
hollejo de uva a condicién de almacenamiento de 18 °C y luz natural.

De acuerdo a lo anterior, se analiza el efecto en la degradacion del compuesto de interés
para condiciones de ausencia de luz y exposicion a luz directa, donde los mejores
resultados se obtienen a condiciones de total oscuridad de acuerdo a lo expuesto en la
tabla 37, con una concentracién de antocianinas de 13.37 mg / 100 g comparado con
3.00 mg / 100 g de antocianinas en el extracto expuesto a luz solar directa. El
almacenamiento a condicion de luz natural ocasiona mayor degradacion de antocianinas,
debido a que, la luz es capaz de acelerar los cambios fotoquimicos, provocando la

transformacién de la molécula a la forma chalcona [66], lo cual, a su vez puede limitar su

Tabla 38.
Promedio de antocianinas obtenidas
para el extracto de uva a luz natural.

LUZ NATURAL HOLLEJO DE UVA

FD 20
A toral 0.0030

‘ﬂ"nta- monomericas 1-[.028 mg cianiding J'Ir IDD E

Anto. totales 3.0085 ME cisnidina J"r 100 g

Nota. La tabla muestra el promedio de
antocianinas monomeéricas y totales obtenidos en
la extracciéon de colorante del hollejo de uva a
condiciéon de almacenamiento de 18 °C y luz
natural.

uso en los productos alimenticios procesados.
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4.5.3.b. Estabilidad a condiciones de luz del extracto de la cascara de mandarina.

Figura 42.
Estabilidad del extracto de la cascara de mandarina a
oscuridad.
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Nota. La grafica muestra la lectura de absorbancias para el extracto de
cascara de mandarina a condicion de almacenamiento de 18 °C y
oscuridad.

Tabla 39.
Promedio de carotenoides obtenidos de los extractos
de cascara de mandarina a oscuridad.

OSCURIDAD CASCARA DE MANDARINA

Absorbancia maxima 2.524

C. totales 201.920 pg B-caroteno/100g

Nota. La tabla muestra el promedio de carotenoides totales
obtenidos en la extraccion de colorante de la céscara de
mandarina a condicién de almacenamiento de 18 °C y ausencia
de luz.
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Figura 43.
Estabilidad del extracto de la cascara de mandarina a luz
natural.
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Nota. La grafica muestra la lectura de absorbancias para el extracto de
cascara de mandarina a condicion de almacenamiento de 18 °C y luz
natural.

Tabla 40.
Promedio de carotenoides obtenidos de los extractos
de cascara de mandarina a luz natural.

LUZ NATURAL CASCARA DE MANDARINA

Absorbancia maxima 2.245

C. totales 179.600 pg B-caroteno/100g

Nota. La tabla muestra el promedio de carotenoides totales
obtenidos en la extraccién de colorante de la céscara de
mandarina a condicion de almacenamiento de 18 °C y luz
natural.

Como se observa anteriormente, los carotenoides fueron mayormente afectados a
condiciones de almacenamiento en presencia de luz solar directa, obteniendo una
concentracion de carotenoides de 179.6 ug / 100 g como se observa en la tabla 40,
mientras que, a condiciones de total oscuridad se registré una concentracion de 201.92
Hg / 100 g de acuerdo a la tabla 39.

Esto se debe a que la exposicion directa de luz favorece reacciones fotoquimicas, las
cuales ocasionan la ruptura del compuesto de interés y producen un cambio en la

estructura quimica de los carotenoides [28].
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CONCLUSIONES

Se caracterizaron las materias primas seleccionadas aleatoriamente, mediante un
analisis bromatoldgico proximal, determinando los componentes mas abundantes que se
encuentran dentro de los mismos, tales como humedad, cenizas, grasa, fibra y
carbohidratos. Es importante destacar que, los resultados pueden cambiar
significativamente en frutas y vegetales por las condiciones de cosecha vy
almacenamiento, pudiendo afectar en las propiedades del colorante y la cantidad de
compuestos bioactivos presentes; por lo que se hace necesario un proceso de seleccion

previo, garantizando que la materia prima se encuentre en 6ptimas condiciones.

Se establecieron las condiciones del proceso de extraccion de colorantes naturales a
escala laboratorio por el método Soxhlet, mediante la comparacion bibliografica
relacionada a casos de estudios similares, teniendo en cuenta principalmente las
variables criticas que influyen en el rendimiento y eficacia del proceso, tales como la

temperatura, tiempo de extraccion y solvente utilizado.

La eleccién del solvente utilizado para llevar a cabo el proceso de extraccién, fue limitado
por factores como su afinidad con los compuestos de interés, de bajo costo y seguro,
aunque principalmente, en comparacion con otros solventes organicos, se tuvo en cuenta
el etanol por ser seguro para el consumo humano y, en consecuencia, permitir su uso en

la industria alimentaria.

Se realiz6 la cuantificacion de antocianinas y carotenoides de los colorantes, obteniendo
23.3993 mg de cianidina-3-glucésido / 100 g y 1139 ug de B-caroteno / 100 g
respectivamente. Los extractos fueron sometidos a pruebas de estabilidad para analizar
la posible degradacion de los compuestos de interés; los resultados revelaron que las
mejores condiciones de almacenamiento se dan en ausencia de luz y a temperatura de
refrigeracion. Por consiguiente, se debe evitar la exposicion directa de luz y condiciones
extremas de temperatura y pH, que pueden influir en la intensidad del color, estabilidad

de la estructura molecular y disminucion de las propiedades funcionales. No obstante,
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en muchos de los productos procesados no es posible mantener las condiciones
mencionadas, por lo cual se requiere evaluar su aplicacién en un producto de la industria

de alimentos.

Se realiz6 la caracterizacion de los colorantes a partir de pruebas fisicoquimicas y
microbiologicas con el fin de evaluar la calidad de los extractos obtenidos y las
condiciones higiénicas en las que se encuentran. Se demostro que existe inocuidad en
los colorantes de posibles microorganismos patdégenos que pueda garantizar su uso en

un producto alimenticio sin afectar la salud de los consumidores.

Los extractos obtenidos demuestran un potencial para ser usados como pigmentos,
debido a las cantidades de compuestos bioactivos presentes con propiedades
funcionales benéficas para la salud, capaces de contribuir favorablemente en los
productos alimenticios que los contengan. Por tal motivo, la cascara de mandarina y el
hollejo de uva pueden ser aprovechados dentro de procesos de biorrefineria que,
favorezcan la produccion de compuestos naturales, ayude al crecimiento de la
bioeconomia, mitiguen el impacto ambiental y mejore parte del problema del manejo de
residuos en las ciudades y por parte de las empresas.
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GLOSARIO

ABSORBANCIA: Sefial de respuesta arrojada por la lectura espectrofotométrica
referente a la cantidad de intensidad luz absorbida por la sustancia.

ANTOCIANINAS: Pigmentos solubles en agua que se hallan en las células vegetales y
gue otorgan el color rojo, purpura o azul a las hojas, flores y frutos.

CAROTENOIDES: Pigmento natural encargado de otorgar color amatrillo, rojo o naranja
a plantas, frutos, granos y aceites; sirve como antioxidante y un tipo de provitamina.

CHALCONA: Flavonoides que difieren de su estructura base, cetonas aromaticas que
forman un nucleo central dando origen a variedad de compuestos biolégicos, que brindan
colores como el amarillo.

COLORANTE: Sustancia soluble en agua, capaz de tefiir o dar color a un tejido,
alimento, cosmético o farmaco; puede ser de origen natural o sintético.

DESPLAZAMIENTO BATOCROMICO: Fenémeno que se verifica cuando la longitud de
onda de absorcidn de una sustancia se desplaza hacia longitudes de onda mas grandes
o de menor energia por efecto del solvente.

DESPLAZAMIENTO HIPSOCROMICO: Fenomeno producido por el cambio de la
posicion de las bandas espectrales del espectro de absorcién, de transmitancia,
reflectancia o de emisién de una molécula hacia una longitud de onda mas corta.

EPICARPIO: Forma la epidermis protectora del fruto, cominmente se denomina piel o
cascara.

ESPECTROFOTOMETRIA: Técnica de cuantificacion de compuestos quimicos
presentes en soluciones, basada en la relacién de la absorciéon de la luz a diferentes
longitudes de onda por parte del compuesto y su concentracion.

EXTRACCION: Procedimiento convencional utilizado para la separacion de un
compuesto organico de una mezcla solida o liquida, aprovechando la diferencia de
solubilidades mediante la adicion de un disolvente.

HOLLEJO: Piel delgada que recubre el grano y la pulpa, bagazo que queda después
del prensado de las uvas.

ISOMERIZACION: Proceso quimico mediante el cual una molécula se transforma a otra
alterando el arreglo de atomos de forma distinta.
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ORUJO: Subproducto de la fabricacion de vino constituido por una mezcla de pulpa,
cascara, semillas y tallos de la uva.

PIGMENTO: Sustancia insoluble o con alto grado de insolubilidad en el medio que se
utiliza para su aplicacion. Referente a los aditivos de origen natural presentes en tejidos
y células vegetales, animales o de origen mineral.

POLIFENOLES: Compuestos de origen vegetal con propiedades antioxidantes
presentes en variedad de frutas y verduras.

SOLVENTE: Sustancia en la que se disuelve un soluto para generar una solucién

guimica; generalmente, el solvente es el componente que se encuentra en mayor
proporcion.
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ANEXO 1.
RECOMENDACIONES

Validar la aplicacién de otros métodos de extraccidon no convencionales para evaluar y

comparar el rendimiento de los colorantes obtenidos.

Rectificar los resultados obtenidos mejorando su precision y controlando de manera
exacta las variables criticas del proceso con el uso de equipos apropiados, como el

rotaevaporador.

Implementar técnicas de cuantificacion de los compuestos bioactivos mas rigurosas,
como el proceso HPLC, que permitan el aislamiento e identificacion de las antocianinas

y carotenoides presentes en el extracto.

Evaluar la aplicacion y estabilidad de los colorantes naturales obtenidos en un producto

de la industria de alimentos.
Realizar una evaluacién técnico-financiera para el proceso de extraccion seleccionado

para la produccion de colorante natural a escala piloto o industrial, con el fin de verificar

el proceso de produccion y su viabilidad financiera.
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ANEXO 2.

MUESTRA DE CALCULO PARA EL RENDIMIENTO DE LAS EXTRACCIONES

De acuerdo a las siguientes ecuaciones, se calculé la densidad de los extractos segun
los datos experimentales tomados en el laboratorio, para luego hallar el rendimiento de
las extracciones. La siguiente muestra de calculo se realizé para la extraccion de
colorante a partir de la cascara de mandarina.

Ecuacion 8.

Ecuacion 9.

Ecuacion 10.

Ecuacion 11.

Ecuacion 6.

Ecuacion 7.

Masa extracto = 8.7659 g — 6.8555g=1.9104 g

Masa agua = 9.1755g—6.9015g =2.2740 g

V(mL) = 2'217;’*‘% = 2.2740 mL

mL

1.9104 g
g =
Pex G,  22740mL

= 0.8401-%
mL
W, = 0.8401% x+8.2mL = 6.8888 g

% Rendimiento = %ﬁg: %100 = 71.1875%
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ANEXO 3.
LECTURA DE ABSORBANCIAS PARA EL EXTRACTO DE UVA

Las siguientes son las lecturas de absorbancia tomadas a ciertas longitudes de onda
determinadas a pH 1 y pH 4.5 para las extracciones de colorante a partir del hollejo de
uva.

pH1 pH 4.5
Longitud de onda Absorbancia Absorbancia
500 0,129 0,106
310 0,132 0,108
520 0,136 0,107
530 0,139 0,107
540 0,140 0,107
550 0,139 0,108
560 0,133 0,107
570 0,126 0,107
580 0,118 0,107
350 0,110 0,108
600 0,107 0,105
700 0,105 0,104
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ANEXO 4.
LECTURA DE ABSORBANCIAS PARA EL EXTRACTO DE MANDARINA

Las siguientes son las lecturas de absorbancia tomadas a ciertas longitudes de onda
determinadas para las extracciones de colorante a partir de la cascara de mandarina.

Longitud de onda Absorbancia
325 1,055
330 1,134
240 1,060
330 0,807
360 0,552
370 0,379
380 0,278
390 0,236
400 0,230
A20 0,246
440 0,242
460 0,206
A80 0,137
500 0,087
320 0,065
540 0,055
560 0,050
380 0,047
600 0,045
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ANEXO 5.
MUESTRA DE CALCULO PARA LA CUANTIFICACION DE ANTOCIANINAS

De acuerdo a las siguientes ecuaciones, se cuantificd la cantidad de antocianinas
monomericas y totales para las extracciones de colorante a partir del hollejo de uva.

Ecuacion 16. A = (0.140 — 0.105),5;_(0.107 — 0.104) 1.5 = 0.032

0.032% 449.6-% x 40 « 1000
mL

=21.2041 =%
26900 «1cm 100 g

Ecuacion 17. Antocianinas monoméricas =

_ :a
(0.140—0.105) 1 * 449.6-5- * 40 * 1000

= 23.3993 —&

26900 * 1 cm 100 g

Ecuacion 18. Antocianinas totales =
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ANEXO 6.
MUESTRA DE CALCULO PARA LA CUANTIFICACION DE CAROTENOIDES

De acuerdo a la siguiente ecuacion, se cuantifico la cantidad de carotenoides totales para
las extracciones de colorante a partir de la cascara de mandarina.

., . 1.139 * 250 mL * 10°
Ecuacion 19. Carotenoides totales = - i = 1139 L&
2500 * 100 100g
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ANEXO 7.
ESTRUCTURA DE LAS ANTOCIANINAS A DIFERENTES VALORES DE pH.

=
pseudo-base

S
0K OH cartunal
catidn lawilio (7

(AH") " pX ~ 43 joX > 3

-

base guinoidal
(A) caicona IC)

a pH 3 y temperatura ambiente el
malvigin-3-glucésico contiene aprox

AH+ 27 por ciento
8 64 por ciento
A 1 por ciento
C 8 por ciento

pase quinowaal
lonizaca (A)

Nota. G. A. Garzon, “Las antocianinas como colorantes naturales y compuestos bioactivos: revision,’
Acta Biol. Colomb., vol. 13, no. 3, pp. 27-36, 2008.
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