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Resumen

Se estudio la influencia de los parametros de extraccion de antocianinas a partir de
cascara de uva (Vitis vinifera) en la cuantificacion de antocianina monomérica, antocianina
polimérica, sélidos solubles y propiedades Opticas; aplicando el disefio experimental
correspondiente al criterio “mayor es mejor” y “menor es mejor” de la metodologia Taguchi
con un arreglo ortogonal L18 (2 x 3™), evaluando A= Tipo de &cido (acido citrico, acido
fosforico); B= Tiempo de ultrasonido (10,20,30 min); C = Tiempo de extraccion (20,40,60
min); D = pH (1,2,3); E = Temperatura de extraccion (°C); F = pH — Tiempo ultrasonido
(interaccién); G = Relacion MP: Solvente(OH) (1:10, 1:20, 1:30 g/ml); H = Temperatura de
extraccion — Tiempo de extraccion (interaccion); definiendo 18 condiciones de tratamientos de
extraccion; siendo analizados mediante espectrofotometria y colorimetria. Evidenciandose que
los factores A, B, C, D, E, F, G y H influyeron significativamente en la cuantificacion de
antocianina monomeérica (CAM) (ciadinida- 3- glucosido) del extracto obtenido a partir de
cascara de uva; asimismo el Tratamiento 2 (A= fosforico, B= 10 min C= 60 min, D= 2, E=
50°C y G=1:10 m/v) reporté mayor CAM con 21.664 + 0.2065 mg de Cianidina 3 glucosido/L
de muestra. Respecto al porcentaje de antocianina polimérica (PAP), el factor D, G y H,
influyeron significativamente en el (PAP); el tratamiento 17 (A= fosférico; B= 30 min, C= 60
min, D=2, E=40 °C, G=1:20 m/v) present6 mayor (PAP) con 84.6 + 0.4599 % de muestra. En
cuanto al contenido de solidos solubles (CSS) los factores A, C, D, F y G influyeron
significativamente; asimismo el Tratamiento 13 (A=citrico; B=10 min; C= 20 min; D=1; E=

40 °C y G= 1:10) fue el que presenté mayor (CSS) con 43.3 £ 0.2867 ° Brix de muestra.

Palabras claves: arreglo ortogonal, antocianina monomeérica, antocianina polimérica, cascara

de uva, influencia, extraccion



Abstrac

The influence of anthocyanin extraction parameters from grape rind (Vitis vinifera)
in the quantification of monomeric anthocyanin, polymeric anthocyanin, soluble solids, optical
properties was studied; applying the experimental design corresponding to the criterion
"greater is better" and “less is better” of the Taguchi methodology with an orthogonal
arrangement L18 (2 x 37-5), evaluating A = type of acid (citric acid, phosphoric acid); B =
ultrasound time (10.20.30 min); C = extraction time (20.40.60 min); D = pH (1,2,3); E =
extraction temperature (° C); F = pH - ultrasound time (interaction); G = MP ratio: Solvent
(OH) (1:10, 1:20, 1:30 g / ml); H = extraction temperature - extraction time (interaction); 18
conditions of extraction treatments being defined; being analyzed using spectrophotometry and
colorimetry. Evidence that factors A, B, C, D, E, F, G and H significantly influenced the
quantification of monomeric anthocyanin (CAM) (cyadinide-3-glucoside) of the extract
obtained from grape skin; also Treatment 2 (A = phosphoric, B=10min C =60 min, D=2, E
=50°Cand G =1: 10 m/ v) reported higher CAM with 21,664 + 0.2065 mg of Cyanidin 3
glucoside / L of sample. Regarding the percentage of polymeric anthocyanin (PAP), factor D,
G and H, significantly influenced the (PAP); treatment 17 (A = phosphoric, B = 30 min, C =
60 min, D=2, E=40°C, G =1: 20 m/ v) showed higher (PAP) with 84.6 £ 0.4599% of
sample. Regarding the content of soluble solids (CSS) the factors A, C, D, F and G influenced
significantly; also Treatment 13 (A = citric, B=10min,C=20min,D=1,E=40°C and G
= 1:10) was the one that presented the highest (CSS) with 43.3 £ 0.2867 ° Brix sample.
Keywords: orthogonal arrangement, monomeric anthocyanin, polymeric anthocyanin, grape

skin, influence, extraction



Capitulo I. El problema

La uva borgofia (vitis vinifera) es la especie més utilizada para la produccion de bebidas
como: jugos, zumos Y bebidas hidratantes. Existen dos tipos, la uva borgofia negra y la uva
borgofia blanca. En esta investigacién se utilizd la uva borgofia negra (Ministerio de

Agricultura del Perd, 2010).

Actualmente la poblacién ha empezado a preocuparse por su salud buscando alimentos
que les provean de més beneficios, al igual que suplementos que les ayuden a cumplir con los
requerimientos nutricionales. La obtencion de un extracto natural juega un papel muy
importante para nuestra salud; este trabajo de investigacion tiene por finalidad alcanzar tal fin,
donde a través del desarrollo de un extracto antocianico a partir de residuos de uva; se utilizd
la tecnologia de ultrasonido, uso de &cidos organicos para modificar el pH y demas variables,

contribuyendo asi al mercado con un producto natural.

Anguera (2007) menciona que los desechos naturales generados por el hombre en
nuestro planeta es un gran problema hoy en dia ya que las industrias dedicadas a la produccion
de jugos organicos realizan una serie de etapas para su produccion, donde en la Gltima etapa,
por filtracion, se prescinde de las semillas y las cascaras. Estos residuos adquiridos (cascaras y
semillas) representan el 50% del fruto entero y son aprovechados para diferentes propdsitos

industriales. (Monrad, Howard, King, Srinivas, y Mauromoustakos, 2010).

Una sugerencia para los desechos del procesamiento de uva (céscara de uva) es
utilizarlos para la obtencion de pigmentos antocianicos, ya que las antocianinas se encuentran
en frutos rojos como las uvas, las fresas y el maiz morado. Sin embargo, pocas son las industrias
que se han interesado en aprovechar los residuos como pigmentos naturales (Harborne y

Williams, 2000).



El investigador Garzon (2008) menciona que el entusiasmo por las antocianinas se ha
intensificado, debido a sus grandes propiedades funcionales y también a que algunos colorantes
sintéticos son nocivos y toxicos. Dichos colorantes sintéticos han perdido protagonismo en la
industria alimentaria porque se requieren resultados de mayor calidad nutritiva, ya que la
mayoria de los consumidores buscan bebidas saludables, por ejemplo, enriquecidas con
vitaminas, no obstante, muchos colorantes sintéticos tienen dificultades en el proceso cuando

se intenta combinar con dichas sustancias (Fuentes, 2005).

Ademas, se conoce que durante la entrada del tracto digestivo al sistema circulatorio de
una persona, “las antocianinas permanecen intactas y aplican los beneficios conocidos que
incorporan la disminucion de la enfermedad coronaria, anticancerigena, antitumorales,
antiinflamatorios y antidiabética; sobre todo ayuda en el mejoramiento de la agudeza visual y

en el comportamiento cognitivo” (Shipp y Abdel-Aal, 2010).

Las antocianinas son fascinantes por dos razones. El primero por su efecto sobre
las cualidades sensoriales de los alimentos, que puede impactar su conducta innovadora en
medio de la preparacion de alimento, y el segundo, a causa de su inclusion en el bienestar de

la persona (De Pascual y Sanchez, 2008).

La metodologia de Taguchi fue utilizada en este trabajo de investigacion para la mejora
de la calidad, ya que, la filosofia de calidad de Taguchi, se basa en la minimizacién de la
variacion de la media alrededor del valor objetivo. Siendo sus componentes claves: la funcion
pérdida de calidad, los arreglos ortogonales y el indice de sefial ruido. En este trabajo de
investigacion presentamos y analizamos estos componentes clave con el criterio mayor es

mejor, ya que la finalidad era obtener maximos resultados. (Taguchi, 1986).



Por consiguiente, este trabajo de investigacion tiene como objetivo general, evaluar las
variables que influyen en la extraccion de antocianinas a partir de cascara de uva (Vitis vinifera)

utilizando el método de Taguchi.



Capitulo I1. Revision de la Literatura

3.1 Generalidades de Uva

La uva es un fruto adquirido de la Vid (Vitis Vinifera) que corresponde a la familia
Vitaceae, se generd en el sector situado entre el Mar Caspio y el Asia Menor, fue traida al Peru
por los esparioles en el siglo XV y fue labrada por muchas civilizaciones siguientes. En nuestro
pais los principales productores son: Ica, La libertad, Lima y Tacna (Ministerio de Agricultura

del Perd, 2010).

3.1.1 Uva Borgoia

Las variedades mas comercializadas que podemos encontrar en el Perl segun
Ministerio de Agricultura y Riego del Pert (2017) son: Alfonso Lavalett, Borgofia negra, Italia
nacional, Palestina, Quebranta, Red Globe, Rosada sin pepa y Sultanina nacional, sin embargo,
para la produccion de bebidas la variedad mas recomendable es la Borgofia negra, por esta

razon se trabajo con cascaras de esta mencionada variedad.

3.1.2 Clasificacion

La clasificacion taxondmica de la uva, segun Garcia (2000)

Divisién Magnoliophyta.

Clase Magnoliopsida.

Orden vitales.,

Familia vitaceae.

Genero vitis.

Especie vitis vinifera L.



3.1.3 Fruto

Es una baya esférica u ovalada, y miden aproximadamente de 12 a 18 mm (Kennedy,
Matthews, y Waterhouse, 2000). Segun May, (2004) el fruto consta de tres partes:

v" Hollejo (epicarpio): “Es la parte externa de la uva y esta encargada de su proteccion.
Ademas, es el responsable del color, pues es donde estan localizadas los polifenoles
(antocianinas y flavonoides)”

v" Pulpa (mesocarpio): “Representa la mayor parte del fruto. Estd contiene agua,
azlcares, acidos (malico y tartarico principalmente), aromas, etc.”

v' Pepitas: Las pepitas son las semillas rodeadas por una fina capa (endocarpio) que las
protege. Son ricas en aceites y taninos. Estan presentes en nimero de 0 a 4 semillas por

baya.

3.1.4 Zumo de uva

“Es una bebida no fermentada que se produce mediante una presion o coccion, pero
tiene la capacidad de ser fermentada convirtiéndose en vino. Se admite un grado alcohdlico

volumétrico en el zumo de uva que no exceda el 1%” (Hidalgo, 2010).

3.1.5 Proceso productivo

En la produccion de zumos, se tienen en cuenta principalmente dos procesos: el
calentamiento de la pulpa y el pasteurizado. Durante el calentamiento se extraen tintes, taninos
y aromas de las semillas de uva, pulpa y pieles (Vinson, Su, Zubik, y Bose, 2001). Sin esta
etapa, el zumo se privaria del color rojo deseado, que se debe a las antocianinas contenidas en

la piel del fruto (Ochmian, 2012).

A continuacidn, en la Figura 1, se muestra el diagrama de flujo del proceso productivo

de zumo de uva, resaltando los residuos que se generan en su desarrollo.



Recepcion de M.P

Seleccion de uva

Despalillado

Lavado y Desinfectado

| T:90°C
Cocinado T:50 min

Filtrado |, Residuos
| (semillas y cascara)

Estandarizado

Tratamiento térmico T:85°C
| T:45 min

Envasado

Encorchado

Enfriado

Almacenado

Figura 1 - Diagrama de flujo del proceso productivo simplificado, resaltando los residuos
que se generan en su desarrollo

Fuente:( Planta Procesadora de uva “Agroindutria Natural Power Peri S.A.C)

3.1.6 Residuos: cascara de Uva

El procedimiento de uva crea un 20% de residuos solidos. En particular, como lo indica
la informacidn de la Organizacion Internacional del Vino (2016), 100 kilos de uva generan unos

25 kilos de desechos, de los cuales el 50% son cascaras, el 25% tallos y el 25% restante semillas.



El orujo de uva Borgofia (Figura 2), como se lo conoce en su mayoria, es el producto de
la compresidn del fruto para la produccion de zumos, compuestas por las semillas de lauva y el

mosto (Silva, 2003).

Figura 2 — Orujo de uva Borgofia

Fuente: (Silva, 2003)

3.1.7 Composicion quimica de residuos de uva

Los orujos obtenidos por el manejo de la uva contienen una prodigalidad subjetiva y
cuantitativa en los componentes fendlicos, que incorporan en su mayor parte acidos fendlicos,
antocianinas (tonos rojos), flavonoles (colores amarillos) y flavonoides 3-oles o catequinas son
incoloras (Ferreyra, Sellés, Peralta, y Valenzuela, 2002).

Entre ellos, merece especificar los compuestos fendlicos disolubles que se agregan el
color y al sabor del extracto (Conde, et al., 2007).

Las cascaras representan entre un 7-12% del peso total y se componen principalmente
de agua (78-80%), &cidos organicos (0,8-1,6%), taninos (0,4-3%), antocianos (0-0,5%),
compuestos nitrogenados (1,5-2%), minerales (1,5-2%), ceras (12%), sustancias aromaticas

(Flanzy, 2000).



3.2 Antocianinas
3.2.1 Definicién

Antocianinas (del griego anthos = flor y kianos = azul) son los pigmentos mas
importantes de las plantas vasculares; son inofensivas y de facil incorporacion en medios
acuosos, que las hace interesantes para su uso como pigmentos naturales solubles en agua.
Estos son los responsables de la naranja brillante, rosa, rojo, violeta y colores azules en las
flores y frutos de algunas plantas (Giusti y Wrolstad, 2001).

Las antocianinas tienen una propiedad principal que es la actividad antioxidante, lo cual
ejerce efectos de prevencion en enfermedades neuronales, enfermedades cardiovasculares,
cancer y diabetes Konczak y Zhang, (2004). Existen evidencias que demuestran el efecto de
las antocianinas en los tratamientos contra el cancer, en la nutricion humana y su actividad
biologica (Umar Lule y Xia, 2005).

3.2.2 Estructura quimicay color

Las antocianidinas (agliconas) son las estructuras basicas de las antocianinas, (Figura
3). Estas consisten en un anillo aromético [A] unido a un anillo heterociclico [C] que contiene
oxigeno, y este Gltimo esta unido por un enlace carbono-carbono a un tercer anillo aromatico
[B] Konczak y Zhang (2004). Cuando las antocianidinas se encuentran en su forma de

glucésido (unido a un resto de azlcar) se conocen como antocianinas.

Figura 3 — Estructura quimica de antocianina

Fuente: (Giusti y Wrolstad, 2001)



Existe distintas variedades de antocianinas diseminadas en la naturaleza. “Las
principales diferencias entre ellos son el nimero de grupos hidroxilados, la naturaleza y el
nimero de azlcares unidos a su estructura, los carboxilatos alifaticos o aromaticos unidos al
azucar en la molécula y la posicion de estos enlaces”. Existen informes de mas de 500
antocianinas diferentes y 23 antocianidinas de las cuales solo seis son las mas comunes en el
ambito vascular, como se observa en la Tabla 1 (Kong, Chia, Goh, Chia, y Brouillard, 2008).
El color de las antocianinas depende de la cantidad de grupos hidroxilo (OH) y metoxilo

(OCHB3) que se encuentran en el anillo B de cada antocianina (Zeiger y Taiz, 2006).

Tabla 1 - Antocianidinas mas comunes en el &mbito alimentario

Anthocyanin R R; R
Pelargonidin H H H
Cryanidin H OH H
Delphinidin H CH OH
Peonidin H OCH; H
Petunidin H O CH: OH
Malvidin H OCH; OCH;
Pelargonidin 3-glucoside Gle H H
Cyanidin 3-glucoside Glc OH H
Delphinidin 3-glucoside Gle OH OH
Peonidin 3-glucoside Gle OCH; H
Petunidin 3-glucoside Gle OCH, O
Malvidin 3-glucoside Gile OCH;, OCH;

Fuente: (Giusti y Wrolstad, 2001)

3.2.3 Factores que influyen en la estabilidad y color

“La estabilidad es afectada por diferentes factores como el pH, la temperatura, la
estructura quimica, la concentracion, la luz, el oxigeno, los solventes, la presencia de enzimas,
flavonoides, proteinas e iones metalicos” Giusti y Wrolstad (2001). La estabilizacion quimica

de las antocianinas es el enfoque principal de estudios recientes debido a sus aplicaciones



abundantes y potenciales, sus efectos beneficiosos y su uso como alternativa a los colorantes
artificiales (Rein, 2005).
3.2.3.1 Transformacién estructural y pH

Fennema (2000), afirma que una expansion en la hidroxilacién disminuye la
estabilidad y el tono azul aumenta, mientras que el incremento en la metilacion aumenta la
estabilidad y aumenta el sombreado rojo. De forma similar, una expansion en la glicosilacion
expande la estabilidad. “También los sustituyentes en la aglicona afectan notablemente la
estabilidad de las antocianinas, las antocianinas se encuentran en varias formas quimicas que
se basan en el pH de la solucion” tal como aparece en la Figura 4.

“Entre valores de pH de 4 y 7, coexisten cuatro formas estructurales de antocianinas;
cation flavilio, base quinoidal anhidra, base de carbinol incoloray la chalcona de color amarillo
palido”. El equilibrio entre las bases quinoidales y el carbinol se produce a través del cation de
flavilio tal como se observa en la Figura 4, cuando el pH aumenta, también aumenta la cantidad
de base anhidra y en condiciones mas &cidas, la especie predominante es el ion flavilio rojo
(Cooper, 2001). En conclusion, “las antocianinas tienen mayor intensidad de color a valores de
pH acidos (pH 1) y su forma incolora se produce a pH neutros o alcalinos” (Cuevas, Antezana,

y Winterhalter, 2008).
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Base quinoidal: azul cation flavilio (oxonio): naranja a rojo
pH=7 pH=1

Ry
HO OH OH
s
P
Rz

ogly O O-gly
chalcona: incolora pseudobase carbinol (forma hemicetal): incolora
pH=4.5 pH=4.5

Figura 4 - Estructura quimicas de antocianinas basadas en el pH de la solucién
Fuente: (Giusti y Wrolstad, 2001)
3.2.3.2 Temperatura

Este es otro factor critico que influye negativamente en las antocianinas puesto que
los incrementos de temperatura causan pérdida de azucar glicosilante, dando lugar a la creacion
de chalconas incoloras (Su y Chien, 2007).

La tasa de degradacion de la antocianina aumenta a altas temperaturas. Existe una
conexion logaritmica entre la retencion del sombreado y la temperatura del proceso y
almacenamiento, por lo que es adecuado aplicar tratamientos térmicos a altas temperaturas y
tiempos cortos, y almacenamiento a bajas temperaturas. Fennema (2000). ElI mecanismo
preciso de la destruccion de antocianinas no se ha esclarecido totalmente, No obstante, se ha
sugerido 3 rutas:

a) “Se observa que el cation flavilio ; primero se transforma en la base quinoidal y luego
en estructuras intermediarias y finalmente en el derivado cumarico y un compuesto

correspondiente al anillo B”.
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b) En este caso el cation flavilio; “primero se transforma en la base carbinol incolora,
luego en chalcona: incolora y finalmente en productos poliméricos pardos de
degradacion”.

c) Estaruta es similar a la b, “excepto en que los productos de degradacion de la chalcona

se intercambian primero”, tal como se muestra en la Figura 5.

+* - .
Ry Ry
aH o ,
Estructuras ° ’
() H . — H - —— Ui
P " ’ intermedias o * out
OG1 0G| ot Ry
oGl 1
Ry * Ry Ry
OH . OH O )

H Productos

'y Ry — 25t —_— Rs' ——=  poliméricos

adt oGt : pardos de

oGt o )& ot degradacion
OH

*
Ry 4
OH . OH T, 'CHCHO
(O] Rs' a— Ry’ — — +
oal ot Ry
oGl OH

Figura 5 - Mecanismos de degradacion de la antocianina
Fuente: (Fennema, 2000)
3.2.3.3 Oxigeno

Las antocianinas pueden oxidarse mediante la respuesta coordinada con el oxigeno, o
mediante la oxidacién indirecta que se da con compuestos oxidados. Asimismo, pueden
responder con radicales de oxigeno que funcionan como refuerzos celulares. “Estos

componentes de oxidacion se ven favorecidos cuando la temperatura aumenta” (Rein, 2005).



3.2.34 Luz

Se reconoce que la luz en su méxima intensidad apresura la degeneracién de la
antocianina. Las flavonas polihidroxiladas, isoflavonas y auronas sulfonadas ejercen un
impacto defensivo a la “fotodegradacion”. Este impacto defensivo es dado a partir del
desarrollo de conexiones de “anillos intermoleculares” entre “el sulfonato” con carga negativa

y el cation flavilio con carga positiva, como se muestra en la Figura 6 (Fennema, 2000).

Figura 6 - Complejo molecular entre antocianinas y un polihidroxiflavona sulfonato

Fuente: (Fennema, 2000)
3.2.3.5 Agua

Dado que la particula de agua intercede en las reacciones que descomponen las
antocianinas, es util eliminarlas teniendo en cuenta el objetivo final para disminuir la
probabilidad de “ataque nucleofilico al cation flavilio” (Timberlake, 1980).
3.2.3.6 Azucares

Se dice que las antocianinas se estabilizan a altas concentraciones de azlcares, sin
embargo, cuando los azlcares estan disponibles a bajas concentraciones y no tienen ningun

impacto en la actividad de agua (Aw), estas se degeneran rapidamente (Fennema, 2000).
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3.2.3.7 Copigmentacion

Las antocianinas se consolidan consigo mismas (autoafiliacion) y con mezclas naturales
por métodos para enlaces de hidrogeno (copigmentacién), por ejemplo, proteinas, taninos,
flavonoides y polisacaridos. La gran mayoria de estas mezclas, independientes de cualquier
otra persona, no tienen tinte, sino que incrementan el tinte de las antocianinas mediante la
entrega de un movimiento batocromico y una expansion en la asimilacion de la luz en la
longitud de onda de ingestion mas extrema, tales polimeros son menos delicados al pH y si la
Afiliacion pasa por la posicion 4, son impermeables a la tincion con SO2 (Fennema, 2000).
3.2.4 Las antocianinas como colorantes naturales

Se ha incrementado la preocupacion sobre la nocividad de los colorantes sintéticos
utilizados en los alimentos, agentes embellecedores y farmacos, esto se debe a que se ha
descubierto que estos producen cambios de hiperactividad en jovenes de la edad escolar, que
puede presentarse como una enfermedad neuronal intensa (Breakey, et al., 2002). Esta base es
una confirmacién adecuada para disminuir el consumo y el interés por los colorantes sintéticos
para incrementar el uso de colorantes naturales como las antocianinas (Ersus y Yurdagel,
2007).

“Curiosamente, en la Asociacion Europea, Chile, Colombia, Iran, Israel, Corea del Sur,
Malta, Peru, Arabia Saudita y los Emiratos Beduinos Ensamblados, todos los colores obtenidos

de las antocianinas se perciben como normales” (Ersus y Yurdagel, 2007).

3.3 Extraccion de Antocianinas
3.3.1 Definicién

“Las antocianinas se pueden extraer de diversos tejidos vegetales, la técnica de
extraccion estandar es la extraccion sélido - liquido. No obstante, es significativo la presencia
de diferentes técnicas” (Fan, Han, Gu, y Gu, 2008).

A nivel empresarial, las antocianinas se adquieren en su mayor parte a partir de los

subproductos de la uva. En la exposicion, existe una propension a utilizar extractos de
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antocianinas sin separar los segmentos distintivos, ya que cada uno de ellos, no solo los colores,
tienen propiedades de refuerzo celular (Fennema, 2000).

A pesar de las consideraciones con respecto a la estabilidad, se debe considerar que la
utilizacién mecéanica de un elemento adicionalmente se basa en su capacidad de extraccion. La
extraccion de colorantes de tejidos vegetales generalmente se realiza con solventes naturales

(Ibarz y Barbosa, 2005).

3.3.2 Factores que influyen en la extraccion
3.3.2.1 Tamafo de particula

Al reducir el tamafio de particula de un solido se incrementa la velocidad de
extraccion debido a que tiene un contacto mas considerable con el fluido. Por el contrario, un
solido con mayor tamafio de particula dificulta la extraccién porque no existe una libre
circulacion del fluido; por lo tanto, es primordial encontrar un adecuado tamafio de particula
que nos brinde una mejor extraccion (Ullauri, 2010)
3.3.2.2 Temperatura

Se dice que la extraccion es mejor a medida que se incrementa la temperatura; sin
embargo, si se encuentran en las proximidades de 70 a 100 °C, el rendimiento de la extraccion
no aumenta por completo, debido a que las antocianinas son sensibles al calor (Centeno, 2003).
3.3.2.3 Tiempo

Es un factor que influye en la extraccién con menor frecuencia, hoy en dia se trabaja
con tiempos extensos porque debe existir un tiempo adecuado para que el soluto se disperse
completamente hacia la superficie y asi tener un contacto mejor con el solvente (Centeno,

2003).
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3.3.2.4 Solvente

Este debe ser escogido especificamente y debera ser de baja consistencia. El etanol
se utiliza mayormente en las extracciones y en cualquier caso el agua se considera como
solvente universal para su limite de extraccion en una etapa de fluidos fuertes (Ullauri 2010).
3.3.2.4.1 Agua destilada
El agua tiene una habilidad increible para descomponer sustancias inicas y sustancias polares.
La asociacion del a4tomo de agua con particulas polares o con sustancias idnicas es
increiblemente alentada por la extremidad simple de esta particula. Los atomos polares se
intercalan de manera efectiva entre las particulas de agua, a medida que sus dipolos se conectan
con ella, como la manera en que un atomo de agua similar interactta entre si. A veces, los
solutos polares funcionan como dadores y en otros como receptores. Las sustancias ionicas se
rompen en el agua debido a que sus particulas atraen electrostaticamente a las particulas que
los forman. La colaboracion con las particulas positivas se establece con el eje negativo del
atomo de agua, mientras que la asociacion con las particulas negativas ocurre con el ion
positivo de la particula de agua. Esta hidratacion de las particulas de cargas inversas permite
su desprendimiento, manifestandose la solubilizacion de las sustancias ionicas en el agua

(Pefa, Arroyo, Gomez, y Ricardo, 2004).

3.3.2.4.2 Etanol

El etanol, cuya ecuacion de sustancia es CHs-CH>-OH, no es tan solo un solvente
natural utilizado por el hombre para fines de ingenieria, también, por sus usos doméstico
(Agroindustrial, 2004).
3.3.2.4.3 Metanol

El metanol es un compuesto de mezcla de la recoleccion de alcoholes, también
Ilamado alcohol de metilo, y es igualmente el alcohol menos complejo en el grupo. Su ecuacion

es CH3OH, que tiene una estructura compuesta fundamentalmente igual a la del agua, variando
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solo en los puntos de asociacién. En el momento en que el metanol estd a temperatura ambiente,
en condiciones normales, aparece en un estado fluido, siendo muy letal y combustible. Es un
agravante que puede utilizarse como combustible, siendo muy miscible tanto en agua como en

otros solventes naturales (Mendez, 2010).

3.3.3 Métodos de extraccion
3.3.3.1 Maceracion

Se trata de presentar al sélido la actividad del solvente hasta el momento en que se
impregne en la estructura y disuelva las partes solubles a temperatura ambiente durante el
tiempo adecuado, considerando que los solidos deben estar sumergidos. Si el tiempo de
maceracion se retrasa, los conservantes deberian utilizarse para evitar modificaciones

microbianas (Yurefa, 1979).

3.3.3.2 Agitacion
Esta tecnica consiste en afiadir el solvente a la muestra en un vaso precipitado y
mediante un agitador se mezcla el solvente con la materia prima obteniendo el extracto (Y Ufera,

1979).

3.3.3.3 Cocciones

Son fluidos que se obtienen sometiendo a ebullicion sustancias vegetales con agua o
con cualquier solvente. La muestra se coloca en un vaso precipitado, agregando el solvente e
hirviendo a tiempos diferentes. La temperatura de extraccion debe ser la adecuada para que no

influya negativamente en la estructura del extracto (Yufera, 1979).

3.3.3.4 Lixiviacion

Esta metodologia de extraccion consiste en evacuar y recuperar un compuesto soluble
de un solido, tratdndola con una disolucion (liquida). El sélido puede ser una mezcla
heterogénea de diferentes compuestos ya sea sélidos o fluidos, o una mezcla homogénea. Los

solidos para lixiviar tienen estructuras fisicas distintivas, por lo que su descomposicién es
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importante para enmarcar una superficie de contacto mas prominente con lo soluble. Las
fuerzas fisicas que afectan la lixiviacion de manera importantes son: gravedad, viscosidad,
friccion, adherencia, 6smosis, capilaridad y solucion (Araujo, 1995).
3.3.3.5 Aasistida por ultrasonido

Entre las tecnologias de extraccion actuales, el ultrasonido ha sido ampliamente
reconocido como una tecnologia eficaz y respetuosa con el medio ambiente, segura y barata,
que es capaz de mejorar los diversos procesos de alimentos. Cuando se usa para aumentar el
proceso de extraccion sélido-liquido, puede incrementar el rendimiento de extraccion y reducir
el tiempo de extraccion. “La base de la extraccion asistida por ultrasonido es la cavitacion
ultrasonica, asi como los efectos fisicos y quimicos acompafiados. Especificamente, la
propagacion de ondas ultrasonicas en medio liquido puede generar burbujas de cavitacion
debido a la variacion de presion. El colapso de estas burbujas puede producir localmente una
presion y temperatura extremadamente altas, facilitando asi la destruccion de la superficie del

material” (Tao, Zhang, y Sun, 2014).

El uso de ultrasonidos de alta frecuencia puede aumentar la formacion de radicales OH;
sin embargo, la naturaleza hidréfila de las antocianinas los hace disponible para reaccionar
con los radicales libres (Chowdhury y Viraraghavan, 2009). Los beneficios del ultrasonido

segun (Toma, Valle, Rossi, y Brunenghi, 2001), son:

v" Romper las capas limite

v Reducir tiempo, temperatura y concentracion

v' Ahorrar energia

v Dosificacion sin procesamiento en linea

v"Utilizar menos solventes acidos

v Proceso de concentraciones de altos solidos o de alta viscosidad
v Uso de acidos organicos
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3.3.4 Determinacion de contenido de antocianinas

La seguridad de los monémeros de antocianina agregados por la técnica de pH
diferencial representada por Giusti y Wrolstad (2001) nos dice que el concentrado se debilitara
con dos pHs (pH 1.0 y pH 4.5). Para tener la capacidad de cuantificar la absorbancia. La
sustancia de los colores en el concentrado se comunicara en mg/100g.
3.3.5 Espectrofotometria

La espectrofotometria es un método que mide la colaboracion de 4&tomos con radiacion
electromagnética. “El espectrofotdmetro nos permitird medir la absorbancia a la longitud de
onda de maxima de absorcion para antocianinas. Ademas, nos permitira saber la cantidad de

antocianinas presentes en las muestras a analizar” (Arenas y Lopez, 2004).

3.4 Taguchi
3.4.1 Definicién

Rai, Jain, Abraham, y Pharm (2013) afirman que el método de Taguchi fue desarrollado
por primera vez por Genichi Taguchi, A diferencia de otros disefios factoriales, el método de
Taguchi requiere minimos datos necesarios para determinar qué parametros influyen mas en la
respuesta y la optimizacion con un minimo de experimentacion, ahorrando tiempo y recursos

(Nakatsu, Lupo, Chinn, y Kang, 2000).

El método de Taguchi es un enfoque estadistico Unico que optimiza los procesos buscando
las condiciones del proceso operativo adecuado. Por lo tanto, produce la minima variacion por
reducir el nimero de experimentos (Rai, Jain y Abraham, 2013).

3.4.2 Control de calidad antes de la salida del producto al mercado
La variabilidad de la funcién de un producto es causada por diversos factores llamados
genéricamente factores de error o ruido. Segun el Dr. Taguchi, existen tres tipos principales de

ruido (Taguchi, 1986):
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1.

Ruido externo: Son las variables del medio ambiente, o las condiciones de uso que
afectan a la funcion de un producto. Como ejemplo de este tipo de ruido tenemos la
temperatura, la humedad, vibraciones del sitio donde el producto estda montado, el
polvo, los diferentes usuarios del producto, etc.

Ruido de deterioro o ruido interno: Son los cambios que se producen por efecto del
paso del tiempo durante el almacenaje y/o el uso, que ocasionan que una 0 mas
caracteristicas de calidad se alejen de sus metas funcionales.

Ruido de unidad a unidad: Diferencias entre unidades que son producidas con las

mismas especificaciones.

El control de estos tipos de ruido se realiza en dos etapas con los métodos que se observan en

la Figura 7.

3.4.3

Etapa: Método:

Diseiio del producto y Control de calidad fuera de linea

del proceso de producecion

Produccion y distribucion I::> Control de calidad en linea

Figura 7 - Etapas para el control del ruido y los métodos aplicables segun Taguchi

Fuente : (Taguchi, 1986).

Control de calidad fuera de la linea

Tiene dos partes: disefio del producto, y disefio del proceso de manufactura (Taguchi, 1986).

3.4.4

Disefio del producto

Disefio del sistema/concepto: Seleccionar el mejor disefio de sistema/concepto y
conjunto de tecnologias, entre todas las posibles alternativas que permitan el logro del
objetivo de la funcion.

Disefio de parametros: Determinar los valores dptimos de los parametros que afectan
al desempefio (robustez y logro de metas) para el conjunto de conceptos/tecnologias.
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3.4.6

El disefio de pardmetros es el proceso de identificar y determinar los valores de los
parametros de disefio que minimizan la sensibilidad del disefio a las fuentes de
variacion.

Disefio de tolerancias: Encontrar el balance 6ptimo de compromiso (trade-off) entre
el costo de la pérdida de calidad debido a la variacién, y el costo del conjunto de
componentes y materiales tecnolégicos que se requeriran. Este disefio se relaciona con
la determinacion de las especificaciones de tolerancia. Las especificaciones de
tolerancia determinan los limites de tolerancia que se emplearan en los esquemas de
disefio, y que seran utilizados en el control de calidad durante la manufactura (control
de calidad en linea).

Disefio del proceso de manufactura

Disefio del sistema/concepto: Seleccionar el mejor proceso de produccion entre todas
las posibles alternativas.

Disefio de parametros: Determinar los valores 6ptimos de los parametros que afectan el
desempefio (robustez y logro de metas) del proceso de produccion seleccionado.
Disefio de tolerancias: Determinar las especificaciones de tolerancia para los
parametros que afectan la calidad y el costo de los procesos de produccion.

Control de calidad en linea

Después de que el proceso de produccidn y las condiciones de operacién se hayan determinado,

subsistiran las siguientes fuentes de variabilidad en el producto:

Variabilidad en materiales y componentes.
Deriva del proceso, desgaste de las herramientas, fallas de las maquinas.
Variabilidad en la ejecucion.

Error humano.
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Estas fuentes de variacion tienen que ver con el control de calidad durante la produccion
normal, o control de calidad en linea. Tenemos tres formas de control de calidad en linea

(Taguchi, 1986):

1. Diagnostico del proceso y ajustes: También llamado control de proceso. El proceso
es diagnosticado en forma periddica. Si todo estéa en orden, la produccién continua. Si
no esta en orden, la produccion se interrumpe mientras se busca la causa; y cuando se
encuentra la causa, la produccidn reinicia. Alternativamente, se pueden hacer ajustes
preventivos cuando se diagnostica que habra alguna falla inminente.

2. Predicciony correccion: También llamado control. Una caracteristica cuantitativa, se
mide en forma periodica, y los valores medidos se usan para estimar el valor de la
media de la caracteristica del producto, asumiendo que la produccion continda sin
ajustes. Si la diferencia del valor estimado respecto a la meta es significativa, se
ajustara el nivel del factor de correccion del proceso que corresponda para reducir la
diferencia.

3. Medicién y accion: También Ilamado inspeccion. Cada unidad manufacturada es
medida, y si no estd dentro de las especificaciones, se retrabaja o se segrega. Este
método de control de calidad tiene que ver solo con el producto, mientras que los

métodos (1) y (2) tienen que ver con el proceso
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Capitulo 111. Materiales y Métodos
4.1 Lugar de Ejecucion

El trabajo de investigacion se realizé en dos lugares diferentes:

v' En las instalaciones de la Universidad Peruana Unién, Lima (Km 19.5 Carretera
Central, Nafia — Lima), en el laboratorio de CITAL (Centro de Investigacion en
Tecnologia de Alimentos) y CICAL (Centro de Investigacion en Ciencias de
Alimentos) de la Facultad de Ingenieria y Arquitectura.

v' La Molina Calidad Total Laboratorios de la Universidad Nacional Agraria La

Molina, Lima-Pera.

4.2 Materia Prima
Se utilizé la Céscara de uva borgofia (Vitis vinifera), cultivada en Cascas Trujillo,
procedente de la planta procesadora de zumos de uva, Agroindustria Natural Power Pert S.A.C.

ubicada en C. R Virgen del Carmen 2da etapa Lima- San Juan De Lurigancho.

4.3 Materiales y equipos

4.3.1 Materiales de vidrio

Matraz de Erlenmeyer de 250, 500 y 1000 ml

Vaso de precipitado de 50, 200, 400, 500 y 1000 ml
Pipetasde 1y 5 ml

Probeta de 100 ml

Bureta de 50 ml

Baguetas

Campanas Desecadoras de Vidrio

Tubos de ensayo

N N N U S N NN

Botellas &mbar de 500 ml
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4.3.2 Materiales de metal
v" Cucharas metalicas
v Pinzas
v’ Soporte universal
v" Pinza para bureta
v Soporte

v' Latas de secador

4.3.3 Materiales diversos
v’ Plastico negro
v Papel film
v' Papel filtro Wattman N°01
v’ Pizeta
v' Tijera
v Marcador
v Papel aluminio
v Baldes de plastico de 20 litros
v" Jarras medidoras
v' Tazones de acero inoxidable
v Gorras, mascarillas y guantes descartables
4.3.4 Equipos
v Agitador Magnético (Marca: Thermolyne; Mo.: SP18420-26;Se.: 757040811615)
v Agitador Orbital (Marca: EImi, Mo.: SHAKER S-3)
v’ Pastilla magnética (Marca:Isolab)

v/ Balanza Analitica (Marca: OHAUS; Se.: 8329360138)
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4.3.5

v

Balanza gramera. Marca: Scout-Pro, Modelo: Scout Pro SP6000, Capacidad:
6000g.

Estufa esterilizadora (Marca: Memmert, Modelo: UN200, Serie C2100706)
Espectrofotdémetro (Marca: ThermoSpectronic, Mo.: Genesys10UV; Serie:
2G6F302001)

Micropipeta (Marca: Med, rango: 100 — 1000 uL)

Micropipeta (Marca: Microlit, modelo: N.VVC5-5000, rango: 1-5 ml)

Cubeta de Cuarzo (Marca: Varian)

Potenciometro digital (Marca: Hanna Mo.: H1 96801.)

Refractometro de mano (Marca: Atago 0-80 °Brix)

Bomba al Vacio (Marca: Tecnal, Mo.: TE- 058)

Refrigerador — congelador (Marca: Coldex, Mo.: CN36, Serie: 0200124477)
Termdmetro (Marca: Fisher Scientific, Rango de temperatura: -30 a 220°C.)
Ultrasonido (Marca: Brason modelo: 2800)

Colorimetro (Marca: 3nh)

Refractometro digital Hanna Mo H1 96801.

Pulpeadora ( Marca: Innova)

Reactivos

v

v

Etanol (96°GL) C2HeO (Marca: Merck)

Acido Citrico CsHsO7 (E-330) (Marca: Merck)

Acido fosférico (Marca: Merck)

Acido clorhidrico (HCI) 1 %. (Marca: Scharlau).
Agua destilada

Buffer Cloruro de potasio, (KCI) pH 1 (Marca: Merck)

Buffer Acetato de sodio (CH3COONa) pH 4,5 (Marca: Merck)
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v' Bisulfito de Potasio (Marca: Merck)
4.4  Metodologia experimental

Se elaboraron los extractos segun el método descrito por Qu, Pan, y Ma (2010). La
Figura 8, detalla el procedimiento de la extraccion de antocianinas a partir de cascaras de uva;

siendo las operaciones unitarias las siguientes:

4.4.1 Recepcion de Materia Prima
Se recibi6 19 kg de materia prima (residuos de uva borgofa), las cuales fueron
almacenadas en un envase de plastico cuya capacidad era de 20 Kg, para luego ser transportadas

a CITAL (Centro de Investigacion de Tecnologia de Alimentos).

4.4.2 Separado

Para el inicio de este proceso, la materia prima envasada fue puesta en un equipo
despulpador de frutas, agregandose a la materia prima (residuos de uva borgofa) 4 L de agua,
para su uso, teniéndose un peso inicial de 23 Kg de residuos de uva. Al término de este proceso

se obtuvo como resultado 13 Kg de céscaras y 10 Kg de semillas.

4.4.3 Congelacion
Al obtener estos 13 Kg de cascaras, fueron puestas en un envase de plastico para ser

llevadas a congelacion a una temperatura de -20 °C.

4.4.4 Acondicionamiento
El acondicionamiento de las cascaras de uva congeladas se realiz6 en una cdmara de
ambientacion a 25°C hasta que la muestra se ablandé lo suficiente para permitir separar y

extender el material, este proceso durd aproximadamente 5 h.

445 Secado
Las cascaras de uva se extendieron en bandejas cubiertas con papel aluminio en una

capa de no mas de 1,5 cm, procurando que quedara completamente separado para asegurar el
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secado homogéneo. Las bandejas con las cascaras de uva extendidas se sometieron a secarse
en una estufa con ventilacion forzada y flujo de aire paralelo, a una temperatura de 45°C.
Durante el proceso de secado se movié la muestra para contribuir al secado homogéneo de la

misma. Este proceso se realiz6 en 20 h.

4.4.6 Molienday tamizado

Las cascaras de uva secas se sometieron a una molienda, obteniendo una harina de
cascara de uva; seguidamente se tamizaron, dando como resultado 3 kg de materia seca. La
harina de céscara de uva se sometié a un analisis de distribucion de tamafio de particula, con el
fin de seleccionar el tamafio mas adecuado para su posterior extraccion y asi tener un buen
extracto antocianico. Finalmente, las muestras se sellaron y se almacenaron en la oscuridad

hasta su uso.

4.4.7 Extraccion

Esta operacion permitié separar las antocianinas de la cascara de uva. La extraccion de
antocianinas se realizo por el método de agitacion mecanica o difusion; con un solvente (etanol
de 96°) a diferentes tiempos ultrasonido (10, 20, 30 min.), a 40, 50, 60°C, con tres tiempos de
extraccion (20, 40, 60 minutos), diferentes pH (1, 2,3), con una relacién materia prima solvente

de (1:10, 1:15, 1:20) y diferentes tipos de acidos (citrico, fosforico).

4.4.8 Filtrado
Esta operacion tuvo como fin separar la torta del extracto antocianico, para esta
operacion se utilizd papel Whatman N° 1 y una bomba de vacio, con el objetivo de facilitar el

paso del extracto a través del papel filtro.

4.49 Envasado y refrigerado
Los extractos antocianicos fueron almacenados en botellas de vidrio ambar de 500 ml, y

refrigerados a una temperatura de 17 °C para su posterior analisis.
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Recepcion de Materia

Prima
Separado
T: -20 °C
Congelacion {
T: 25 °C
Acondicionamiento t: 3 horas
T: 45 °C
Secado t: 20 horas

__ Tamizde ¢ : 1,80;0,60;0,55;0,50; 0,10

Molienda y Tamizado

A: Tipo de Acido: citrico y fosforico %

T,;: Tiempo de Ultrasonido: 10,20 y 30 min.

T,: Tiempo de extraccion: 20,40 y 60 min.
Extraccion 7 pH: 1,2y3.

Te: Temperatura de extraccion: 40,50 y 60°C.

MP: Materia prima: Alcohol 1:10, 1:15 y 1:20 g/ml.

Filtrado

— Papel Whatman N° 1

Envasado y Refrigerado { T:-17°C

Figura 8 - Diagrama de flujo para la extraccion de antocianinas a partir de cascaras de uva
(vitis vinifera).
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4.5 Metodologia de analisis de harina de cascara de uva
45.1 Analisis proximal

Los residuos de uva fueron obtenidos del proceso de elaboracion de zumo, que se realizara
después de concluida la primera pasteurizacion, posteriormente, la muestra fue deshidratada y
molida para obtener un residuo seco con propiedades inalterables. Después de la molida, las
muestras fueron colocadas en bolsas plastica oscuras y almacenadas en refrigerador doméstico

hasta su uso.

4.5.1.1 Grasa Cruda

Se evaluo por el metodo Soxhlet (AOAC, Cap. 3, Pag. 24, 20th edition 2016)

4.5.1.2 Proteina
Se analizo por el metodo semi-micro Kjeldahl (AOAC 920.152 Cap. 37, Pag. 10, 20th

edition 2016)

4.5.1.3 Cenizas
Se realiz6 por el método gravimétrico (AOAC 940.26 (A) Cap. 37, Pag. 7, 20th edition

2016)

4.5.1.4 Energia total

Se cuantifico por el calculo MS-INN (Collazos., White., Vifas y Alvestur, 1993)

4.5.1.5 Carbohidratos

Se calculo por diferencia MS-INN (Collazos., White., Vifias y Alvestur, 1993)

4.5.1.6 Humedad
Se determind por el método gravimétrico (AOAC 930.04 cap. 3, Pag. 1, 20th Edition

2016)
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4.5.1.7 Distribucion de tamafio de particula

“La distribucion del tamafio de particula”, se determiné usando un sistema de tamices
con aberturas de 1.80 mm, 0.60 mm, 0.55 mm, 0.50 mm, 0.10 mm, durante 15 minutos y a
vibracion nivel 5 (Farias y Coaquira, 2015). Las masas de muestra retenidas sobre los tamices
fueron pesadas en una balanza analitica, finalmente las masas de materia prima con tamafio de

particula entre 0,60 mm y 0.10 mm fueron utilizadas para las extracciones.

4.6 Metodologia de analisis de la extraccion de antocianinas
4.6.1 Cuantificacion de antocianinas

Para determinar la concentracion total de antocianinas se utilizé el método diferencial
de pH propuesto por Giusti y Wrolstad (2001). El contenido de antocianinas se determind por

el cambio de absorbancia a dos pHs diferentes.

La metodologia para determinar la concentracion de antocianinas por pH diferencial se

muestra a continuacion:

v/ Preparacion de Buffers

v/ Buffer cloruro de potasio 0.025 M pH 1.0; se mezcl6 1,86 g de KCl 'y 980 ml
de agua destilada en un vaso de precipitados. Se midio el pH y se ajust6 a 1.0
con HCI concentrado.

v/ Buffer Acetato de Sodio 0.4M pH 4.5, se mezcl6 54.43 g de CH3CO2Naz H,O
y 960 ml de agua destilada en un vaso de precipitados. Se midi6 el pH y se
ajusté a 4.5 con HCI concentrado.

v/ Preparacion de solucion lectura: La muestra acondicionada se diluyo6 en los buffers
pH 1.0 (cloruro de potasio) y buffer pH 4.5 (acetato de sodio). La dilucion debe ser tal
que la muestra a pH 1,0 tenga una absorbancia menor a 1.0 y preferentemente en el
rango de 0.4 a 0.6. El factor de dilucion fue el mismo para ambas muestras (pH 1.0 y

pH 4.5).
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v Determinacion de longitud de onda de maxima absorbancia de la antocianina.

v Lectura en el Espectrofotdmetro: se afiadio una porcién de la solucion de lectura en
el tubo de cuarzo, y en otro el blanco (agua destilada). En un espectrofotometro — UV

fueron utilizadas las mediciones espectrales a 510 y 700 nm.

ﬂ) _ (AxPM+FD=%1000)
L ex1l

Total de antocianinas ( (Ecl)

Donde:
v A= (A520-A700) pH1.0-( A520-A700) pH4.5
v PM ('Peso molecular) = 449.2 g/mol para cianidina-3-glucésido
v/ FD= factor de dilucién; I= longitud de paso de celda en cm.
v € = 26900 coeficiente de extinciébn molar para cianidina- 3- glucésido,
1000= factor de conversion de g a mg.

4.6.2 Indice de degradacion de antocianas
Para determinar el indice de degradacion de antocianinas se utilizé el método propuesto

por (Giusti y Wrolstad, 2001).

v/ Preparacion de la solucién de Bisulfito
v/ Sedisolvié 1 g de metabisulfito de potasio (K2S5205) en 5 ml de agua destilada.

v/ Preparacion de solucion lectura: Se determind el factor de dilucién apropiado para la
muestra diluyéndolo con tampon de cloruro de potasio 0.025 M, pH 1.0 hasta que la
absorbancia de la muestra estuviera dentro del rango lineal del espectrofotdmetro

v/ Se llevé a cero el espectrofotdmetro con agua destilada en todas las longitudes de onda
que se utilizaron (420 nm, 510 nm, 700 nm).

v/ Se diluyo la muestra con agua destilada usando el factor de dilucion que se habia

determinado. Seguidamente se transfirié 2,8 ml de la muestra diluida a cada una de las
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4.6.3

dos cubetas. Agregando 0,2 ml de solucion de bisulfito a una y 0,2 ml de agua destilada
a la otra. Finalmente se equilibré por 15 min.

Se midi6 la absorbancia de ambas muestras a 420 nm, 510 nm y 700 nm, contra una
celda en blanco llena de agua destilada.

Se cuantificd la densidad de color de la muestra de control (tratada con agua) de la

siguiente manera:

Densidad de color = [(A420nm — A700nm) + (As10nm — A700nm) * FD]
(Ec2)
Se calculo el color polimérico de la muestra blanqueada con bisulfito de la siguiente
manera:

Color polimérico = [(A420nm — A700nm) + (As10nm — A700nm) * FD]

(Ec3)
Se determind el porcentaje de color polimérico con la férmula:
. .. color polimérico]
= *
Porcentaje de color polimérico [ Tomeidad do oolor 100 (Ec4)

Determinacién de Sélidos Solubles

Se midieron los solidos solubles totales (°Brix) con un refractometro digital Hanna Mo

H1 96801.

4.6.4

Determinacién de color

Se determind el color de la extraccion de antocianinas a partir de céscara de uva

utilizando un colorimetro 3nh; (reflectancia d/8; con un agujero de medicién de la cabeza 8

mm con una medicion de tiempo 2,5s); previamente calibrado con el patrén blanco y negro, se

colocaron las muestras en una cubeta de cuarzo para su posterior medicion. Los valores de

color fueron expresados en L* (Luminosidad) ,a*[(+)rojo/(-)verde)] ,b*[(+)amarillo/(-)azul)],
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C* (pureza) y h*(Tonalidad), utilizando el programa Color Quality Controller System

(Maskan, 2001).

4.7 Esquema experimental de la investigacion

Para el desarrollo de este trabajo de investigacion, se llevaron a cabo cuatro etapas:

v Secado de materia prima
v Analisis proximales de la harina de cascara de uva.
v' Extraccion de antocianinas

v" Analisis del extracto antocianico

La Figura 9 muestra el esquema experimental del trabajo de investigacion.
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Se aplicara la Metodologia Taguchi con un arreglo ortogonal
L18 (2x3").

8
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v" A: Tipo de Acido: citrico y fosférico % Cuantificacion de
Determinacion de: v Tu: Tiempo de Ultrasonido: 10,20 y 30 min. Se las antocia_ninas
61 v Dlstrlbuc[én v Te: Tiempo de extraccion: 20,40 y 60 min. almacenaron monoméricas.
o de Tamafio de v pH:12y3 en botellas (mg Cianidina-3-
E particula v T°'.T, .t de extraccién: 40.50 v 60 °C ambar, glucosido/L.);
o v Humedad % - | emperatura de extraccion. 49,50y ' correctamente antocianina
O v Lipidos % v MP: Materia prima: Alcohol 1:10, 1:15 y 1:20 g/ml. tapadas. polimérica (%);

Solidos solubles
(Brix°) y
Propiedades oOpticas

Figura 9 - Esquema experimental del trabajo de investigacion
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4.8 Disefio Estadistico

Se realiz6 la determinacion de los factores que influyen significativamente (p<0,05)
para la extraccion de antocianinas a partir de cascara de uva para lo cual se aplico la
Metodologia Taguchi con un arreglo ortogonal L18 (2 x 37°). Como se aprecia en la tabla 2,

se tienen 6 factores de procesamiento con dos interacciones.

Tabla 2 - Niveles codificados de los factores o variables independientes para la obtencion del
extracto antocianico.

Niveles Factores o variables independientes
Codificados A* B C D E F G H
1 Citrico 10 20 1 40 - 1:10 -
2 Fosforico 20 40 2 50 - 1:15 -
3 - 30 60 3 60 - 1:20 -

* El &cido citrico (pK1 = 3.09; pK2 = 4.74; pK3 = 5.41), El &cido fosfdrico (pK1 = 2,15; pK2 = 7,1,
pK3 ~ 12,4), para expresar la fortaleza de un acido podemos observar sus valores de pKa, (poder
disociador), cuando un acido tiene menor pKa , tiene méas probabilidad de disociarse ya que su Ka
(constante de disociacién) aumenta. En conclusion, cuando un acido tiene menor pKa, su fortaleza
aumenta (Street, 2010).

Donde:
v/ A: Tipo de &cido

v/ B: Tiempo ultrasonido (min.)

v/ C: Tiempo de extraccion (min.)

v D:pH (%)

v/ E: Temperatura de extraccion (°C)

v/ F: pH — Tiempo ultrasonido (interaccion)
v/ G: MP: Solvente (alcohol al 96%)

v

H: Temperatura de extraccion — Tiempo de extraccidn (interaccién)
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La determinacion del tiempo de ultrasonido, relacion materia prima: solvente, pH de
extraccion, tipo de acido, tiempo y temperatura de extraccion adecuada, se hicieron en base a
la cantidad de antocianina monomérica expresada en mg cianidina-3-glucosido/100g, al
porcentaje de color polimérico (antocianina polimérica), Brix (solidos solubles), y a las

propiedades Opticas (L*.a*.b* , crhoma C* y angulo hue h*.)

Desarrollando un Screening mediante el Método Taguchi, se efectué 18 tratamientos
con un nivel de significancia de 95% (p<0,05) tal como se aprecia en la tabla 3. Se realiz6 2
repeticiones mas el genuino, se considerd también la razon sefial/ ruido y la condicion mayor

es mejor y menor es mejor. El software utilizado fue Statistics 7.0.

4.8.1 Anélisis Estadistico

Se utilizé el analisis de variancia (ANOVA), y el grafico de Razdn sefial Ruido con las
condiciones mayor es mejor y menor es mejor, para evaluar la importancia de los efectos de
los factores independientes sobre la variable respuesta, utilizando un nivel de error del 5 % (a

=0,05). Se trabajo en base a los promedios y desviaciones estandar.
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Tabla 3- Distribucion de los factores y sus niveles en el disefio ortogonal Taguchi

Lis (2 x 3™) para la obtencion del extracto antocianico.

Tratamientos Factores de control
A B C D E F G
1 2 (Fosférico) 3(30) 2(40) 1(1) 3(60) -  2(1:15)
2 2 (Fosférico) 1(10) 3(60) 2(2) 2(50) -  1(1:10)
3 1(Citrico) 1(10) 3(60) 3(3) 3(60) -  3(1:20)
4 2 (Fosférico) 3(30) 1(20) 3(3) 2(50) -  1(1:10)
5 1(Citrico) 3(30) 1(20) 2(2) 1(40) -  2(1:15)
6 2 (Fosférico) 2(20) 1(20) 2(2) 3(60) -  3(1:20)
7 1(Citrico) 3(30) 2(40) 3(3) 2(50) -  3(1:20)
8 2 (Fosférico) 2(20) 3(60) 1(1) 2(50) -  2(1:15)
9 1(Citrico) 3(30) 3(60) 1(1) 3(60) -  1(1:10)
10 1(Citrico) 2(20) 3(60) 3(3) 1(40) -  2(1:15)
11 1(Citrico) 1(10) 2(40) 2(2) 2(50) -  2(1:15)
12 2 (Fosférico) 1(10) 2(40) 1(1) 1(40) -  3(1:20)
13 1(Citrico) 1(10) 1(20) 1(1) 1(40) -  1(1:10)
14 1(Citrico) 2(20) 2(40) 2(2) 3(60) -  1(1:10)
15 1(Citrico) 2(20) 1(20) 1(1) 2(50) -  3(1:20)
16 2 (Fosférico) 1(10) 1(20) 3(3) 3(60) -  2(1:15)
17 2 (Fosféorico) 3(30) 3(60) 2(2) 1(40) -  3(1:20)
18 2 (Fosférico) 2(20) 2(40) 3(3) 1(40) -  1(1:10)
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Capitulo 1V. Resultados y Discusion

5.1 Anadlisis proximal de la harina de cascara de uva borgofa
Como se observa en la tabla 4 la harina de cascara de uva tiene un alto contenido de
energia total 353.1 + 0.00% y de carbohidratos 80.2 + 0.00%, si se compara con Londofio,
Mieres, Andrade, y Garcia (2011) quien determind que la energia total y carbohidratos de la
cascara de uva fue de (280.6 + 0.05% y 33.2 + 0.05%; respectivamente), esto se deberia
relativamente a la variedad de uva utilizada ya que en su investigacion el utilizo la variedad

criolla.

Seguidamente la humedad se encontré en un valor de 10.9 + 0.01% resultado que
concuerda con Canett et al. (2004) que determinaron una humedad de 10 + 0.03%, esto se debe
a que las muestras de cascara de uva se sometieron a un secado previo; sin embargo Londofio
et al. (2011) presentd una humedad elevada de 51,8 + 0.03%, esta controversia se debe al
tiempo y a las condiciones de almacenamiento y también a las operaciones previamente

realizadas en este caso el secado.

Tabla 4 - Analisis proximales de la harina de cascara de uva borgofia expresada en base seca

Harina de cascara de uva Resultado Unidades
Grasa Cruda 1.5+0.01 %
Proteina 4.7+0.03 %
Cenizas 2.7+0.02 %
Energia Total 353.1 £ 0.00 %
Carbohidratos 80.2 £ 0.00 %
Humedad 10.9+£0.01 %

*Los valores representan el promedio de tres repeticiones

La cantidad de proteina que se encontro fue (4.7 = 0.03 %) valor que esta en el rango

establecido por Londofio et al. (2011) de 4 a 8 %. Lo que nos afirma que la cascara de uva tiene
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un buen valor nutricional. En cuanto a la cantidad de ceniza y grasa cruda los resultados fueron
(2.7£0.02% y 1.5 + 0.01 %; respectivamente) valores que indican el bajo contenido de lipidos
y cenizas, debido a que los aceites se encuentran mayormente en la semilla 'y no en la céascara,

por otro lado, se descartaria la posible presencia de adulterantes inorganicos.

Sin lugar a duda la harina de cascara de uva cumple con los valores nutricionales
generales gracias a su alto contenido energético; demostrando asi que este subproducto puede

ser reutilizado para el consumo humano.

5.1.1 Distribucion de tamafio de particula de la harina de cascara de uva

Para las pruebas de distribucion de tamafio de particula de harina de cascara de uva se
comenzd con 100 g iniciales (ver figura 10). El primer y el segundo tamafio de particula (<1,80
mm y 1,80 mm; respectivamente) fueron la fraccion residual, debido a su mayor tamafio y su
bajo rendimiento en el tamizado (solo un 2,2 +0.24 % y 1,7 + 0.25 %; respectivamente) por lo

cual no fueron considerados para las extracciones.

Tabla 5 - Distribucién de tamafio de particula de la harina de cascara de uva

Diametro del poro  Materia prima

del tamiz (mm) retenida (%o)
<1.80 22+0.24
1.80 1.7+0.25
0.60 33.1+041
0.55 16.6 £ 0.36
0.50 25.9+042
0.10 21.6 +0.52

*Los valores se representan el promedio de tres repeticiones

El tercer tamafio de particula (0,60 mm), consigui6 el mejor rendimiento con un 33.1 +

0.41%, como se observa en la tabla 5. A pesar de que este no es un valor tan alto es importante
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considerar que la molienda fue hecha de forma artesanal, probablemente de forma industrial se

obtendrian mejores valores.

En cuanto al cuarto, quinto y sexto tamafio de particula (0,55 mm; 0,50 mmy 0,10 mm,
respectivamente), se tuvo un rendimiento de (16.6 = 0.36; 25.9 £ 0.42 y 21.6 + 0.52 %
respectivamente). En este caso, el tamafio de particula mas adecuado es el de 0.60 mm,

considerando Unicamente el rendimiento en el tamizado.

Para la extraccion se seleccion6 el mejor tamafio de particula considerando dos criterios;
el rendimiento en el tamizado e investigaciones en la literatura. Por lo cual el tamafio de
particula indicado esta en el rango de 0.60 mm a 0.10 mm, debido a que Qu et al. (2010)
informaron que tamafios de particulas pequefios incrementan el rendimiento de polifenoles en

la extraccion.

®

Figura 10 - Distribucion de tamafio de particula de la harina de cascara de uva < 1.80 (a)

1.80 (b) ; 0.60 (c); 0.55 (d); 0.50 (e) y 0.10 ()
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5.2 Analisis de la extraccion de antocianinas
5.2.1 Cuantificacion de antocianinas (mg cianidina 3 glucosido/100g)

Los resultados en cuanto a la cuantificacion de antocianina monomérica se muestran a
continuacion ( Figura 11). El tratamiento con mayor rendimiento fue el T2 con 21.7 £ 0.21 mg
de cianidina 3 glucosido/100g, cifra que se encuentra dentro del rango propuesto por Giusti y
Wrolstad (2003), ellos mencionan que el contenido de antocianinas en las uvas son de 6 a 600
mg/100g. Por otro lado se encontr6 que la concentracion de antocianina en uvas para Mendez
y Ruiton (2011), fue de 21.8 mg de cianidina 3-gluc6sido/100g, resultado que concuerda con

la investigacion presente.
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Figura 11 - Gréfico de la Cuantificacion de Antocianinas Monoméricas respecto a los 18
tratamientos
Los T4; T14 y T18 obtuvieron resultados similares (18.2 £ 0.27; 18.44 +0.36 y 18.4 +
0.58 mg de cianidina 3 glucosido/100g respectivamente) , a diferencia de los T12; T13 y el

T15 que fueron los de menor rendimiento con (3.2 £ 0.11 ; 1.3 + 0.06 y 2.4 + 0.04 mg de
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cianidina 3 glucosido/100g respectivamente), los datos experimentales de la extraccion se

pueden observar en el Anexo 2 - Tabla 13.

Estudios médicos han demostrado que pacientes con arteroesclerdsis presentan
contenidos bajos de antioxidantes al compararlos con individuos sanos Durak, Kagmaz, Cimen,
Buytikkocak, y Oztirk (2001). También se conoce que el consumo de suplementos

antioxidantes revierte los efectos degenerativos del envejecimiento (Joseph y et al., 2003)

Los investigadores Ching, Ingram, Hahnel, Beilby, y Rossi (2002) nos afirman que, al
incrementar los niveles de antioxidantes en la sangre, los riesgos de presentar cancer de mama
se ven disminuidos. Asimismo Olsson, Gustavsson, Andersson, Nilsson, y Duan (2004)
evaluaron el efecto de antocianinas, como la cianidina-3-glucosido, en la proliferacion de

células de cancer de colon y de mama, encontrando actividad anticancerigena.

En la tabla 6 podemos observar el ANOVA de la cuantificacion de antocianinas
Monoméricas, la cual nos indica estadisticamente que existe una diferencia significativa en

todos los factores estudiados con un p-valor < 0,05 segun el disefio experimental realizado.

Tabla 6 - ANOVA de la Cuantificacién de Antocianinas Monomeéricas (mg Cianidina 3
glucosido/100g)

Factores SS df MS F p- valor
Tipo de Acido 206.1891 1 206.1891  175.4661  0.00000
Tiempo de ultrasonido 1446231 2 72.3115 61.5368  0.00000
Tiempo de extraccion 222.5602 2 111.2801 94.6989  0.00000
pH 781.7728 2 390.8864  332.6427  0.00000
Temperatura de extraccion 257.1277 2 128.5638  109.4073  0.00000
pH —tiempo ultrasonido (interaccion)  75.9193 2 37.9597 32.3035  0.00000
MP: solvente 357.1822 2 178.5911  151.9803  0.00000
Temp — tiempo de extraccion 28.7460 2 14.3730 12.2314  0.000079
(interaccidn)
Residual 44,6536 2 1.1751

*Media = 19.1507 ; Desviacion estandar (SD) = 6.32273
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El objetivo principal del andlisis de varianza (ANOVA) fue extraer de los resultados
cuanta variacion produce cada factor con respecto a la variacion total observada en el resultado
Mousavi, Yaghmaei, Jafari, Vossoughi, y Ghobadi (2007), Un modelo con el valor E (ERM%)

por debajo del 10% se considera aceptable. (Deng y Zhao, 2008).

Los valores de sefial ruido estan representados graficamente en la Figura 12 donde se
muestra que los factores evaluados y sus respectivas interacciones influyen significativamente
en la cantidad de antocianinas monoméricas (cianidina-3-glucosido), segun el arreglo

ortogonal aplicado.

También podemos observar el grado de significancia, cuanto mas alejados se
encuentren los limites de cada factor respecto a las lineas punteadas (lineas de significancia),

mayor es su grado de significancia (influencia).

El pH es el factor que produce mayor variabilidad por lo que se ajusta en su nivel medio
(2) positivamente a pH 2, estos resultados estdn de acuerdo con Gonzalez, (2013) que
manifiesta que las antocianinas en medios acidos son mas estables ya que la estructura
predominante es el cation flavilio dando coloraciones rojizas, por el contrario, en un medio
base o alcalino las antocianinas son inestables debido a su estructura incolora “carbinol y
chalcona” . Otros autores como Aguilera, Reza, Chew y Meza (2011) estan de acuerdo con lo
ya mencionado. En conclusion, la mayor expresion de color en las antocianinas es a valores de

pH acidos y en su estructura cation flavilio.

En segundo lugar, se encuentra el factor relacion MP: Solvente en su nivel minimo (1)
que es 1:10; Esto significa que cuanto mayor sea la relacion MP: Solvente, menor es el

contenido de antocianinas monoméricas, independientemente a la concentracion de etanol.
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Figura 12 — Gréfico sefial/ruido, para cada factor y sus interacciones consideradas en la

cuantificacion de Antocianinas Monoméricas (mg Cianidina 3 glucosido/100mg)

Properties (2003), estudié los efectos del factor mencionado (relacion MP:solvente)

encontrando como resultado que una mayor cantidad de solvente, produce extractos mas

diluidos, lo que puede explicar los indices bajos de antocianinas hallados en el extracto.

Seguidamente la temperatura de extraccion en su nivel maximo (3) que es 60 °C y el

tiempo de extraccién en su nivel maximo (3) que es 60 minutos también influyeron

significativamente, donde se obtuvo 21 mg de cianidina 3 glucdsido/100g; valor superior al

obtenido por Gutierrez et al. (2009), cuyo resultado fue de 17, 550 mg de cianidina 3

glucésido/100g, debido a que dichos autores trabajaron con la misma temperatura de 60 °C

pero a un tiempo menor 30 minutos.
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El factor tipo de acido causo efectos significativos en la cuantificacion de antocianina
monomérica , en su nivel maximo (2), acido fosforico (EI y Una, 2014) nos dice que “la
extraccion de antocianinas™ se haga con solventes neutros (en este caso etanol) y acidos débiles

(en este caso &cido fosforico).

Otro factor significante fue el tiempo de ultrasonido en su nivel maximo (3) que es 30
minutos, Los investigadores Golmohamadi, Mdéller, Powers, y Nindo (2013) reportaron que,
para 20 kHz, la extraccion veces por encima de 10 min caus6 una reduccion del contenido de
antocianina total en el puré de frambuesa. Sin embargo, Vieira, Cavalcanti, Meireles, y
Hubinger (2013) encontraron un aumento constante de las antocianinas monomeéricas totales a
lo largo de un periodo de 180 min, cuando la extraccion de antocianinas a 40 kHz. Esta
demuestra la necesidad de contextualizacion de la matriz y el desarrollo de protocolos
especificos para cada matriz; las frecuencias de ultrasonido son capaces de facilitar la
hidratacién de materiales vegetales que conduce a la ampliacion de los poros de la pared celular
y, ocasionalmente, causar la ruptura de la pared celular. Esto promovera la transferencia de
masa, por lo tanto, teniendo en cuenta el aumento del rendimiento de la extraccion

(Golmohamadi et al., 2013; Huie, 2002).

Las interacciones también producen variabilidad: pH - tiempo ultrasonido
(interaccién) en su nivel medio (2). Como la energia vibratoria se disipa en forma de calor
durante la extraccién de antocianinas esto es notorio por su sensibilidad al calor, es légico
pensar que la tiempo de extraccion es una variable particularmente importante (Alessandro,
Dimitrov, Vauchel, y Nikov, 2013). Esto se debe a que el uso del ultrasonido rompe las paredes
celulares y el colorante se difunde mediante la matriz, lo que permite la absorcién del disolvente
a nivel celular incrementando el rendimiento de extraccion (Toma, Vinatoru, Paniwnyk, y
Mason, 2001). Por lo general, durante este proceso la temperatura aumenta debido a la
cavitacion, colapso asimétrico de burbujas cerca de las superficies de las paredes celulares, y
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la produccion de micro chorros. Estos episodios producen energia que estd parcialmente
absorbida por el medio y se disipa en forma de calor, lo que resulta en aumento de la
temperatura (Soria y Villamiel, 2010).

Chen et al., (2007) afirma que el contenido de antocianinas extraible y /o medible se
puede aumentar a través de sonicacion como se observd en los 20 min cuando los efectos de
cavitacion causadas. esto quiere decir que a mayores tiempos de ultrasonido la temperatura
aumenta y por lo tanto puede causar una degradacion de la antocianina. Esto significa que, si
las antocianinas se introducen en el sistema a un valor de pH de 2 (donde estan en su forma de
cation flavilio) que interactdan con la carga negativa sobrenadante y los otros compuestos se
pueden eliminar con disolventes con diferentes polaridades (dada que sus valores de pH no se

elevan significativamente) (He y Giusti, 2011).

En el caso de la temperatura de extraccion — tiempo de extraccion (interaccion) en sus
niveles medio (2); fue significativa, lo que reafirma Gutierrez et al. (2009) en su investigacion
donde las condiciones adecuadas de extraccion fueron a una temperatura de 75 °C y aun tiempo

de 60 minutos.

Por otro lado la extraccion de antocianinas por cascaras de la piel de uva, Liazid,
Guerrero, Cantos, Palma, y Barroso (2011) reportaron que, hasta el 100 ° C, hubo un

incremento significativo en el contenido de antocianinas.

5.2.2 Antocianina Polimérica (%)

En la Figura 13 se muestran los resultados en cuanto al porcentaje de antocianina
polimérica, donde el tratamiento con mayor rendimiento fue el T17 con 84.6 £ 0.46 %, si se
compara con Herrera (2017) quien determind que el porcentaje de antocianina polimérica de
la cascara de uva fue de (70 % + 0.009 %), este valor menor se deberia relativamente a la

variedad de uva utilizada. “La intensidad del color también dependeria de la concentracion de
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las antocianinas, favoreciendo reacciones de copigmentacion” (Santacruz, Osorio, Gonzélez, y

Heredia, 2012).

Seguido de los T8 yel T15 con valores de 82.2 £ 0.39 y 82.1 + 1.14 % respectivamente;
mientras que el T13; T3; T1; T12; T6 y T5 obtuvieron resultados similares (75.6 + 1.88; 73.7
+0.99 ;73.3+ 1.30;72.7+£0.98; 72.4 £ 1.09y 71.1 + 0.50 % ; respectivamente) , a diferencia

de los T16; T10 y T4 que fueron los de menor rendimiento con (53.8 + 0.55; 42.9 £ 0.97 y
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42.3 + 2.28 %; respectivamente), los datos experimentales de la extraccion se pueden observar
en el Anexo 2- Tabla 13.
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Figura 13 — Gréfico del porcentaje de Antocianinas Poliméricas respecto a los 18

tratamientos

En la tabla 7 podemos observar el ANOVA del porcentaje de antocianinas poliméricas,
la cual nos indica estadisticamente que en los factores de pH ; relacion MP: Solvente y en la

interaccion temperatura de extraccion — tiempo de extraccién existen una diferencia
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significativa (p < 0.05) , segun el disefio experimental realizado, a diferencia de los factores
tipo de &cido; tiempo de ultrasonido; tiempo de extraccion; temperatura de extraccion y la
interaccion pH — tiempo de ultrasonido que no influyen de manera significativa (p > 0.05) en

el porcentaje de antocianinas poliméricas presentes en el extracto antocianico a partir de

cascara de uva.

Tabla 7 - ANOVA del Porcentaje de Antocianinas Poliméricas (%)

Factores SS df MS F p- valor
Tipo de Acido 0.01091 1 0.01091  0.02047 0.886989
Tiempo de ultrasonido 0.81952 2 0.40976  0.76890 0.470598
Tiempo de extraccion 0.87821 2 0.43910 0.82397 0.446373
pH 77.72114 2 38.86057 72.92108 0.000000
Temperatura de extraccion 1.88213 2 0.94107  1.76589 0.184781
pH — tiempo ultrasonido (interaccion) 6.37847 2 3.18924  5.98454 0.005503
MP: solvente 25.04405 2 12.52203 23.49733 0.000000
Temp — tiempo de extraccion 22.41725 2 11.20863 21.03276 0.000001
(interaccion)
Residual 20.25068 38 0.53291

*Media = -36.3774 ; Desviacién estandar (S) = 1.71234

Ademas, la Figura 14 nos permite visualizar que los factores pH; relacion MP: Solvente
y la interaccién temperatura de extraccion — tiempo de extraccion influyen significativamente
(p< 0.05) en el porcentaje de antocianinas poliméricas de los extractos, ya que a mas alejados
se ubiquen los limites de cada factor respecto a las lineas punteada (lineas de significancia),
mayor es su grado de significancia. También se observa que los factores tipo de &cido tiempo
de ultrasonido tiempo de extraccidon, temperatura de extraccion y la interaccion pH —
ultrasonido no influyen significativamente (p>0.05) en el porcentaje de antocianinas
poliméricas de los extractos antocianicos , ya que sus extremos no sobrepasan las lineas rojas

(lineas de significancia); entonces la extraccion puede realizarse con cualquier tipo de acido,
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tiempo de ultrasonido, tiempo de extraccion, temperatura de extraccion; sin embargo para

tomar una decision habria que tener en cuenta factores tecnoldgicos y econémicos.

Por lo que los factores quedan ordenados de la siguiente manera: pH con el nivel
maximo (3) que es pH 3 esto se debe a que la estabilidad de las antocianinas es variable en
funcion a su estructura. Se dice que a diferentes pH las antocianinas desarrollan
transformaciones estructurales reversibles detectadas por el espectro a diferentes absorbancias
(Leyva, 2009).

Average Eta by Factor Levels

Mean=-36.377 Sigma=1.71234 MS Error=.532913 df=38
(Dashed line indicates £2*Standard Error)
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Figura 14 - Gréfico sefial/ruido, para cada factor y sus interacciones consideradas, en el
porcentaje de Antocianinas Poliméricas (%)

La relacion MP:Solvente con el nivel minimo (1) que es 1:10, lo cual lo esté de acuerdo
con Properties (2003) quien afirma que la disolucién de antocianinas hacia el solvente se dara

hasta alcanzar “ Un equilibrio en la concentracion de antocianinas” durante la extraccion; esto
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nos dice que cuan menor sea la relacion MP: Solvente mejor sera el grado de concentracion

entre la muestra (cascara de uva) y el solvente y asi “la velocidad de difusion aumentara”.

Finalmente, la interaccion temperatura de extraccion — tiempo de extraccién con un
nivel medio (2) influye en cuanto al porcentaje de antocianinas. “Esto se debe a que los
tratamientos térmicos influyen en gran manera a la degradacion de las antocianinas” (Barreiro

y Sandoval, 2006).

Segun Badui (2006) los alimentos sometidos a altas temperaturas sufren cambios de
tonalidad que son de un “ligero amarillo” hasta un “Intenso café”, esto se debe a la

caramelizacidn que se realiza en su interior.

Los cambios de estructuras en las antocianinas son conocidas como reacciones
endotérmicas. Es decir, resisten altas temperaturas en cortos tiempos. “Las caracteristicas
estructurales que dan una mayor estabilidad al pH son las mismas que conducen a una mayor
estabilidad térmica. Por lo tanto, las antocianinas altamente hidroxiladas son menos estables

térmicamente que las metiladas, glicosidadas o acetiladas” (Fennema, 2000).

5.2.3 Sélidos Solubles (Grados Brix®)

El contenido de solidos solubles se aprecia en la Figura 15, donde los tratamientos con
mayor rendimiento fueron el T13; T9; T15 con 43.3 £ 0.29; 42.62 + 0.17 y 41.1 + 0.97 °Brix;
respectivamente. Seguido de los T14;T5;T11;T1;T8 y T12 con valores de 31.7 £ 0.12; 30.2 +
0.12; 30.0 £ 0.00; 29.9 £ 0.09; 29.9 + 0.09 y 29.1 £ 0.19 °Brix; respectivamente, mientras que
el T2; T6; T17; T4 y T18 obtuvieron resultados similares (26.6 £ 0.17; 24.4 £ 0.05; 24.4 +
0.05; 24.3 £ 0.12 y 24.2 £ 0.09 °Brix ; respectivamente) , a diferencia de los T10; T16; T3y
T7 que fueron los de menor rendimiento con (23.0 £ 0.08; 22.9 £ 0.09; 22.4 £ 0.14 y 22.1 +
0.48 ; respectivamente), los datos experimentales de la extraccidén se pueden observar en el

Anexo 2 - Tabla 13.
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Figura 15— Gréfico de Sélidos Solubles con respecto a los 18 tratamientos

Se dice que las antocianinas se estabilizan a altas concentraciones de azlcares, sin
embargo, cuando los azlcares estan disponibles a bajas concentraciones y no tienen ningun
impacto en la actividad de agua (Aw), las antocianinas se degeneran rapidamente (Fennema,

2000)

A un mayor contenido de Sdélidos Solubles, el color polimérico disminuye, evitando la
degradacion de las antocianinas monoméricas e intermediarios inestables de acidos fendlicos
y compuestos aldehidos, esto nos afirma que a mas contenido de azlcares, podemos tener una
mayor estabilidad en nuestros extractos obtenidos (Fleschhut, Kratzer, Rechkemmer, vy

Kulling, 2006).

A continuacion, podemos observar el ANOVA del contenido de Sélidos solubles en la
tabla 8, la cual nos indica estadisticamente que en los factores; tipo de &cido, tiempo de
extraccion; pH; relacion MP: Solvente y en la interaccion pH — tiempo de ultrasonido hay una

diferencia significativa (p<0.05), segun el disefio experimental realizado. A diferencia de los
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factores tiempo de ultrasonido; temperatura de extraccion y la interaccion temperatura de

extraccion — tiempo de extraccion que no son significativos (p>0.05) respecto al contenido de

solidos solubles presentes en el extracto antocianico a partir de cascara de uva.

Tabla 8 - ANOVA del contenido de solidos solubles (Brix®)

Factores SS df MS F p- valor
Tipo de Acido 28.3427 1 28.3427 2961.594 0.000000
Tiempo de ultrasonido 0.0393 2 0.01965 2.053  0.142379
Tiempo de extraccion 6.7706 2 3.38532  353.740 0.000000
pH 123.7084 2 61.8532 6463.295 0.000000
Temperatura de extraccion 0.0441 2 0.02207 2.306  0.113398
pH — tiempo ultrasonido (interaccion) 6.1693 2 3.08463  322.320 0.000000
MP: solvente 18.9782 2 9.48911 991.539 0.000000
Temp — tiempo de extraccion 0.0563 2 0.02816 2.943  0.064828
(interaccion)
Residual 0.3637 38  0.00957

*Media = 29.0513 ; Desviacion estandar (S) = 1.86564

Al visualizar la Figura 16 nos damos cuenta que los factores tipo de acido; tiempo de

extraccion; pH; relacion MP: Solvente y la interaccion pH — tiempo de ultrasonido influyen

significativamente (p< 0.05) en el contenido de sdlidos Solubles respecto al extracto

antocianico de céscara de uva, ya que a mas distanciados estén los limites de cada factor

respecto a las lineas punteada (lineas de significancia), mayor es su grado de significancia.

Por lo que los factores quedan ordenados de la siguiente manera: pH con el nivel

minimo (1) que es pH 1, tipo de &cido en el nivel minimo (1) que fue &cido citrico, relacion

MP:Solvente con el nivel minimo (1) que es 1:10, tiempo de extraccion con el nivel minimo

(1) que fue 20 minutos; y la interaccién pH — tiempo de ultrasonido con un nivel medio (2)

siendo el primero el de mayor significancia ya que presenta mayor variabilidad con respecto a

la media.
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Average Eta by Factor Levels
Mean=29.0513 Sigma=1.86564 MS Error=.009570 df=38
(Dashed line indicates +2*Standard Error)
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Figura 16 - Gréfico sefial/ruido, para cada factor y sus interacciones consideradas, en el

contenido de Solidos Solubles (Brix °)

Tipicamente, las antocianinas son mas estables en condiciones acidas que en
condiciones neutras o bases que conducen a su degradacion (Soria y Villamiel, 2010). Esto
explica por queé la mayoria de los protocolos de extraccion requieren la presencia de un entorno
acidificada, aunque fuertes medios acidos pueden promover la hidrolisis de los enlaces
glicésido. Por lo tanto, el control del pH se mantiene como una variable de extraccion
pertinente con un impacto considerable sobre la calidad de las antocianinas extraidas. Ya que
las antocianinas son de origen natural, solubles en agua, pigmentos flavonoides,
estructuralmente compuestas por la union a- o - de una antocianidina a un resto de azdcar
(Castafieda, Pacheco, Paez, Rodriguez, y Galan, 2009). Podemos observar que en un pH bajo

como en nuestro trabajo hay mayor disociacion de azucares, y a pHs mayores menor
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disociacion de azucares por lo tanto menos contenido de antocianas. Luiz et al. (2009)
estudiaron la extraccion de antocianinas en el rango de pH de 1.0 a 13.0 y obtuvieron que la

mejor extraccion fue al valor mas bajo de pH.

El tipo de acido también es importante ya que al ser el acido citrico tiene mayor
disociacién y solubilidad que el &cido fosfdrico ya que sus valores de pK son mas bajos por lo

tanto la fortaleza del &cido citrico aumenta (Street, 2010).

Al respecto del tiempo de extraccion se observa que es mejor tiempos cortos para un
mayor contenido de solidos solubles, ya que si se empleara un mayor tiempo el contenido de

solidos solubles disminuiria por el efecto de la solubilidad (Properties, 2003).

Al igual en la relacion MP: solvente es mejor emplear menores relaciones MP: solvente
ya que cuanto mayor sea la relacion MP: Solvente, menor es el contenido de solidos solubles
y por lo tanto menor contenido de antocianinas monoméricas. Como resultado, a una mayor
relacion MP: Solvente se produjeron extractos mas diluidos, lo que puede explicar los indices

mas bajos de solidos solubles (Properties, 2003).

5.2.4 Determinacion de Color
5.2.4.1 Envalores L*, a*y b*

En la tabla 9 se presentan los valores medios y desviacion estandar de la evaluacion de
color de los extractos antocianicos de la harina de cascara de uva utilizando las coordenadas
rectangulares L* a* b*, en cuanto a la luminosidad L* encontramos un rango de 1.2 £ 0.00 a
7.4 + 0.03 valores que indican que la luminosidad del extracto fue oscuro; resultado que
coincide con Leyva (2009) cuyo valor L* se encontr6 en el rango de 0.18 £0.04a2.11+0.11
en licores de mora, esto se debe a que “a medida que se incrementa la temperatura y el tiempo
de extraccién la luminosidad tiende a ser oscura debido a la reaccién Maillard, por lo cual es
importante encontrar un equilibrio en la cual se reduzca el gasto de energia y el tiempo de

extraccion” (Centeno, 2003).
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Los valores del parametro a* (rojo/verde) estuvieron en un rango de 2.8 + 0.05 a 17.8
+ 0.00, valores que indican que el color rojo es el que predominé , resultado que confirma
Herrera (2017) quien encontr6 que para extractos de uvina el color que predomino mas fue el

rojo, presentando valores de a* de 15,6 + 0.255.

Finalmente, los valores del pardmetro b* (amarillo/Azul), mostraron un rango de 6.1 +
0.00 a 7.0 £0.00, valores superiores al de Herrera (2017) cuyo valor de b* fue 3,8 + 0.23. Esto
indica que el color que predoming es el amarillo por lo que se asume que la mezcla de estos da
el color del extracto obtenido a partir de la harina de cascara de uva. Los datos experimentales

de la determinacion de color se pueden observar en el Anexo 2 - Tabla 14 .

Segun Garzén (2008) “el color de las antocianinas depende del niimero y orientacion
de los grupos hidroxilo y metoxilo de la molécula. Incrementos en la hidroxilacion producen
desplazamientos hacia tonalidades azules mientras que incrementos en las metoxilaciones

producen coloraciones rojas”.

El ANOVA de la determinacién de color en valores L*, a* y b*, presentado en la tabla
10, en cuanto a la luminosidad L* nos indica estadisticamente que en el factor; tipo de &cido;
y la interaccion temperatura de extraccion — tiempo de extraccion, existen una diferencia
significativa (p< 0.05), respecto a los valores de a* nos muestra que el factor tipo de acido ; las
interacciones temperatura de extraccion — tiempo de extraccién y pH — tiempo de ultrasonido
fueron significativos (p< 0,05) y en los valores de b* se observd que el Unico factor que fue

significativo fue el tipo de acido (p< 0.05).
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Tabla 9 - Resultados del color en valores L*, a* y b* con respecto a los 18 tratamientos

Tratamientos L* a* b*
1 2.1+0.23 13.8+£1.38 6.1+ 0.17
2 1.9+0.78 11.4+1.23 6.5+0.07
3 6.6 £ 0.27 4.5+0.08 6.7 £0.05
4 54+0.25 6.2+ 0.58 6.5+ 0.05
5 49+0.24 6.4 £ 0.47 6.7 £0.01
6 2.8+ 0.01 9.8+0.22 6.5+0.02
7 24+0.11 8.6 £0.15 6.7 £0.02
8 5.0+£0.09 7.3+0.14 6.2 +£0.00
9 6.9 +£0.04 5.0+£0.03 6.4 +£0.01
10 7.4 +0.03 2.8 £0.05 6.7 +£0.01
11 6.2 +0.03 4.9 +£0.05 6.5+ 0.00
12 5.9+0.01 7.8+0.01 6.4 +£0.00
13 5.2+0.01 5.2+0.02 6.5+ 0.00
14 5.3+0.01 4.2 +£0.02 6.7 £0.00
15 2.9+£0.00 9.1+0.01 6.7 £0.00
16 3.1+0.00 16.8 £ 0.01 6.3 £0.00
17 1.2+0.00 10.9 £ 0.00 7.0+ 0.00
18 4.6 £0.00 17.8 £0.00 6.1 +£0.00

*Los valores se representan el promedio de tres repeticiones
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Tabla 10 - ANOVA de la determinacion de color en valores L*, a* y b*

Factores SS df MS F p- valor
Tipo de Acido 412,298 1 412.2982 8.352075 0.006334
Tiempo de ultrasonido 159.709 2 79.8544 1.61764 0.211728
Tiempo de extraccion 12.154 2 6.0771 0.123105 0.884522
pH 40.714 2 20.3569 0.412377 0.665002
|~ Temperatura de extraccion 20469 2 10.2347 0.207329 0.813666
pH —tiempo ultrasonido (interaccion) 253.718 2 126.859 2.56983 0.089791
MP: solvente 112942 2 56.4709 1.143952 0.329283
gf}?;fa;;'grr:‘)po de extraccion 336272 2 168.1359 3.40599 0.043591
Residual 1875.861 38 49.3648
Tipo de Acido 497.9134 1 497.9134 71.04594 0.00000
Tiempo de ultrasonido 9.2447 2 46223  0.65955 0.522903
Tiempo de extraccion 42.71 2 21.355  3.04709 0.059244
pH 25.3879 2 12,6939 1.81126 0.177275
- Temperatura de extraccion 0.617 2 03085 0.04402 0.956985
pH —tiempo ultrasonido (interaccion) 179.1461 2 89.5731 12.78094 0.000057
MP: solvente 27.4543 2 13.7272 195869 0.155024
Temp — tiempo de extraccion 188.5658 2 94.2829 13.45298 0.000038
(interaccidn)
Residual 266.3165 38 7.0083
p* Tipo de Acido 2.70586 1 2.705855 6.054029 0.018533
Tiempo de ultrasonido 0.02536 2 0.012678 0.028367 0.972053
Tiempo de extraccion 0.32139 2 0.160697 0.359541 0.700346
pH 0.2984 2 0.149201 0.333819 0.718262
Temperatura de extraccion 0.10076 2 0.050379 0.112716 0.893702
pH —tiempo ultrasonido (interaccion)  0.46967 2 0.234833 0.525412 0.595545
MP: solvente 0.43352 2 0.216761 0.484977 0.61947
Temp —tiempo de extraccion 0.08827 2 0.044136 0.098748 0.906203

(interaccién)

Residual

16.98414 38 0.446951

*Media = 11.0724 ; Desviacion estandar (S) = 7.79954 ; Media = 17.9008 ; Desviacion estandar (S) = 3483180;

Media = 16.2005 ; Desviacion estandar (S) = 0.635838
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Al visualizar la Figura 17 (a) nos damos cuenta que el factor tipo de &cido y la
interaccion Temperatura de extraccion — tiempo de extraccion ; influyen significativamente en
los valores de L* de los extractos antocianicos de la harina de céscara de uva, ya que a mas
alejados se ubiquen los limites de cada factor respecto a las lineas punteada (lineas de
significancia), mayor es su grado de significancia, ademas nos muestra que ningun factor mas
influye significativamente en valores de L*, inclusive no aparecian las lineas de significancia.
Por lo que los factores quedan ordenados de la siguiente manera: tipo de acido en el nivel
minimo (1) que fue &cido citrico, temperatura de extraccion — tiempo de extraccion en el nivel

medio (2) positivamente y maximo (3) negativamente.

En la Figura 17 (b) se observa que el factor tipo de acido y las interacciones pH —
tiempo de ultrasonido y temperatura de extraccion — tiempo de extraccion influyen
significativamente en los valores de a*, por lo que los factores quedan ordenados de la siguiente
manera: tipo de acido en el nivel maximo (2) que fue &cido fosférico; pH — tiempo de
ultrasonido con un nivel medio (2); temperatura de extraccion — tiempo de extraccion en un
nivel medio (2) negativamente, siendo el primero el de mayor significancia ya que presenta
mayor variabilidad con respecto a la media. Entonces se puede afirmar que el tipo de acido esta

afectan mas los pigmentos rojos.

La Figura 17 (c) nos muestra que el unico factor que influye significativamente en los
valores de b* es el tipo de acido en el nivel maximo (2) que fue &cido fosférico; inclusive se

puede observar que no aparecen las lineas de significancia.

“En soluciones acuosas a valores de pH inferiores a dos, basicamente 100% del
pigmento se encuentra en su forma mas estable o de i6n oxonio o cation flavilio de color rojo
intenso. A valores de pH mas altos ocurre una pérdida del proton y adicidon de agua en la

posicion 2, dando lugar a un equilibrio entre la pseudobase carbinol o hemicetal y la forma
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chalcona, o de cadena abierta. Tanto el hemicetal como la chalcona, son formas incoloras y
bastante inestables. A valores de pH superiores a siete se presentan las formas quinoidales (A,

A-) de color purpura que se degradan rapidamente por oxidacion con el aire” (Garzén, 2008).
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Figura 17 — Gréfico sefial/ruido, para cada factor y sus interacciones consideradas, la determinacion de color Luminosidad (L*) (a); coordenadas
a* (b) y coordenadas b*(c)
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5.2.4.2 Envalores c*, h*

Los valores medios y desviacion estdndar de la evaluacion de color de los extractos
obtenidos a partir de la harina de cascara de uva utilizando las coordenadas cilindricas C* y h*
se presentan en la tabla 11, en cuanto a los valores de C* (pureza) encontramos un rango de
7.3 £0.20 2 19.9 £ 4.71, valores similares a Leyva (2009) cuyo valor C* se encontré en el

rango de 0.46 £ 0.07 a 4.49 £ 0.07 en licores de mora.

Los valores de h* (tonalidad) estuvieron en un rango de 19.32 + 1.39 a 66.45 + 2.03,
como el incremento del angulo va de 0 a 70, los tonos se encuentran entre los plrpuras y rojizos,
esta tonalidad se debe posiblemente a la contribucion de las antocianinas y los pigmentos
polimerizados, como reporta Rommel, Wrolstad y Heatherbell (1992) en la investigacion

realizada a vinos y jugos de zarzamora.

En la Figura 18 se puede observar también la pureza y la tonalidad de los extractos
obtenidos a partir de la harina de cascara de uva. Los datos experimentales de la determinacion

de color se pueden observar en el Anexo 2 - Tabla 15.

El ANOVA de la determinacion de color en valores C*, h* se muestra en la tabla 12,
en cuanto a la Pureza C* nos indica estadisticamente que en el factor; tipo de acido; las
interacciones temperatura de extraccion — tiempo de extraccion y pH — tiempo de ultrasonido
fueron significativos (p< 0,05) y en los valores de h* (tonalidad) se puede observar que los
factores que fueron significativos (p< 0.05) son: tipo de acido; tiempo de extraccion ; las

interacciones temperatura de extraccién —tiempo de extraccion y pH — tiempo de ultrasonido.
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Tabla 11 - Resultados del color en valores c*y h* con respecto a los 18 tratamientos

Tratamientos c* h*
1 15.1+1.22 23.75+£2.42
2 11.9 £ 2.67 28.78 £ 1.59
3 8.4+0.99 54.09 +7.23
4 9.1+0.12 46.09 £ 1.19
5 9.3+0.34 47.45 + 1.63
6 11.5+1.00 32.75+£1.10
7 10.4 £1.20 42.84 £5.12
8 12.6 £3.24 40.65 £ 3.62
9 9.1+1.57 4593+ 7.72
10 7.3+0.20 66.45 + 2.03
11 8.2+041 54.57 +£1.50
12 11.0+1.27 39.91+0.43
13 9.4+135 45.11 +7.26
14 7.9+0.24 57.87+2.52
15 13.4+2.72 31.95 +6.62
16 175+2.27 19.32 £+ 1.39
17 18.1 £6.97 24.81 +10.47
18 19.9+4.71 19.83 +£7.39

*Los valores se representan el promedio de tres repeticiones
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(b)

Figura 18 — Extractos antocianicos obtenidos a partir de harina de cascara de uva
concentrados (a) ; Extractos antocidnicos obtenidos a partir de harina de cascara de uva
diluida con agua en una relacion 1:10 (b)
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Tabla 12 - ANOVA del color en valores c* y h*

Factores SS df  MS F p- valor
Tipo de Acido 154.4872 1 154.4872 54.53286 0.000000
Tiempo de ultrasonido 3.6375 2 1.8188 0.64201 0.531847
Tiempo de extraccion 53851 2 2.6925 0.95045 0.395564
pH 47399 2 2.37 0.83658 0.441013
. Temperatura de extraccion 3.8528 2 1.9264 0.68 0.512676
¢ E':te‘rgsgl’g’r‘]’) ultrasonido 78.0763 2 39.0381 13.78018 0.000032
MP: solvente 6.2723 2 3.1361 1.10704 0.340962
gf}?;fa;;'grrgpo de extraccion 66.6031 2 33.3016 11.75521 0.000106
Residual 107.6509 38 2.8329
Tipo de Acido 19.15841 1 19.15841 81.57327 0.000000
Tiempo de ultrasonido 0.31635 2 0.15818 0.67349 0.515909
Tiempo de extraccion 1.83802 2 0.91901 3.91299 0.028495
pH 157613 2 0.78807 3.35545 0.045502
. Temperatura de extraccion 0.00561 2 0.00281 0.01195 0.988128
" pH —tiempo ultrasonido 53688 2 2.6844 11.42972 0.00013
(interaccién)
MP: solvente 1.06068 2 0.53034 2.25811 0.1184
gﬁ;’;fa;;'ggpo de extraccion 6.10177 2 3.05088 12.99015 0.00005
Residual 8.92473 38

*Media = 20.8420 ; Desviacion estandar (S) = 2.85070 y Media = 42.8081 ; Desviacidn estandar (S) = 0.914769

La Figura 19 muestra los valores sefial/ruido y cémo los factores evaluados y sus
interacciones, influyen en la determinacién de color en valores C* y h* de los extractos

antocianicos de la harina de cascara de uva, segun el arreglo ortogonal aplicado.

64



ETA =-10*10og10(1/N*Sum(l/y?2))

Average Eta by Factor Levels Average Eta by Factor Levels

Mean=208420 Sigme=283070 MS Eror=2832%2 438 Mean=£28081 Sigma=914769 MS Error=234861 =33
(Dashed ine indicates £2*Standard Eror) (Dashed lin indicates +2*Standard Error
23.0 T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T 43.6 T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
it Ao
25 2 bsfog
Fo'sfor ol o o o Z‘ 43 4 [ FOSfO g
o
20 § 7%/ " [ ERSN U GNP IO I PO
25 120 0 L ,
2 4 (1\ ] % 580t 2|2 120 (‘
(/ 3 & \/ \/) (l 115 o 428 10 /o O~
205 ul 2 \ \@\93 50 J 115
50 o 2 .
10 60 2 110 T 426 110
200 *3 .
050 [ oo | TG O I I I R I I '
q .
190 cido ] E 40 t OAcido
185 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 42|O L
. . Tipo  Tiempo Tiempo de pH Temperatura pH-t MP:Solvente Temp -t
Tipo  Tiempo  Tiempo de Temperatura PH-t MP:Solvent Temp -t de de extraccion de extraccion ultrasonido  (g/ml)  extracién
de de  extraccion PH  ge extraccion Ultrasonido e (g/ml)  extracion acido ultrasoni  (min) (€
acido ultrasgmd (min) (€ do (miny
0 (min)
(@ (b)

Figura 19 — Gréfico sefial/ruido, para cada factor y sus interacciones consideradas, la determinacion de color Pureza (c*) (a) y Tono (h*) (b)
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Al visualizar la figura 19 (a) nos damos cuenta que el factor tipo de &cido y las interacciones
pH — tiempo de ultrasonido y temperatura de extraccion — tiempo de extraccion; influyen
significativamente en los valores de C*, ya que a mas alejados se ubiquen los limites de cada
factor respecto a las lineas punteada (lineas de significancia), mayor es su grado de
significancia, ademas nos muestra que ningun factor mas influye significativamente en valores
de C*, Por lo que los factores quedan ordenados de la siguiente manera: tipo de &cido en el
nivel méaximo (2) que fue &cido fosforico, pH — tiempo de ultrasonido con el nivel medio (2)
temperatura de extraccion — tiempo de extraccion en el nivel medio (2) negativamente; lo cual
afirma Garzon (2008) “Incrementos de temperatura provocan pérdidas del azacar glicosilante
en la posicion 3 de la molécula y apertura de anillo, con la consecuente produccion de chalconas

incoloras”

Por otro lado en la figura 19 (b) se observa que los factores tipo de acido; tiempo de
extraccion ; las interacciones temperatura de extraccion — tiempo de extraccion y pH — tiempo
de ultrasonido el factor tipo de &cido vy las interacciones pH — tiempo de ultrasonido y
temperatura de extraccion — tiempo de extraccion influyen significativamente en los valores de
h*, por lo que los factores quedan ordenados de la siguiente manera: tipo de acido en el nivel
méaximo (2) que fue &acido fosforico; pH — tiempo de ultrasonido con un nivel medio (2)
positivamente; temperatura de extraccion — tiempo de extraccion en un nivel medio (2)
negativamente y tiempo de extraccion en su nivel minimo (1) que fue 20 minutos siendo el

primero el de mayor significancia ya que presenta mayor variabilidad con respecto a la media.

Por lo cual se puede afirmar que el tipo de &cido esta afectando mas a la Tonalidad de
los extractos obtenidos a partir de la harina de céascara de uva. “El acido citrico (pK1 = 3.09;
pK2 = 4.74; pK3 = 5.41), El 4cido fosforico (pK1 = 2,15; pK2 = 7,1; pK3 ~ 12,4)”, para
expresar la fortaleza de un acido podemos observar sus valores de pKa, (poder disociador),
cuando un &cido tiene menor pKa , tiene mas probabilidad de disociarse ya que su Ka (constante
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de disociacion) aumenta. En conclusion, cuando un &cido tiene menor pKa, su fortaleza

aumenta (Street, 2010).

“La presencia de cianidina-3-glucésido que posee un sustituyente hidroxilo y un
hidrogeno, es la mas comun e imparte color magenta, como compuesto mayoritario en el

extracto puede estabilizar el color dando la tonalidad al extracto” (Santacruz et al., 2012).

67



Capitulo V. Conclusiones y Recomendaciones

6.1 Conclusiones

De los expuesto se concluye que aplicando el disefio experimental de Taguchi con
arreglo ortogonal L18 (2 x 3"®), los factores que influyen significativamente sobre el contenido
de antocianina monomérica (CAM) ( cianidina 3- glucosido) son: tipo de acido, tiempo de
ultrasonido, tiempo de extraccion, pH, temperatura de extraccion, MP: Solvente y las
interacciones de: pH- tiempo de ultrasonido y Temperatura de extraccion — tiempo de
extraccion. Siendo el tratamiento 2 (A= fosforico, B= 10 min C= 60 min, D= 2, E= 50°C y
G=1:10 m/v) el que reporto mayor CAM con 21.664 = 0.2065 mg de Cianidina 3

glucosido/100g de muestra.

También se puede concluir en que el pH, relacion MP: Solvente y la interaccion
temperatura de extraccion - tiempo de extraccion afecta de forma significativa al porcentaje de
antocianina polimérica (PAP) de la muestra, siendo el tratamiento 17 (A= fosforico; B= 30
min, C= 60 min, D= 2, E=40 °C, G=1:20 m/v) el que presenté mayor (PAP) con 84.6 £

0.4599%.

Asimismo, el tipo de &cido, tiempo de extraccion, pH, relacion MP: Solvente y la
interaccién pH — tiempo de ultrasonido tiene una influencia significativa en el contenido de
solidos solubles (CSS) del extracto antocianico a partir de la harina de cascara de uva, siendo
el Tratamiento 13 (A=citrico; B=10 min; C= 20 min ; D=1 ; E= 40 °C y G= 1:10) el que

presento mayor (CSS) con 43.3 + 0.2867 ° Brix.

Con respecto a las propiedades dpticas, el tipo de &cido y las iteraciones pH- tiempo de
ultrasonido y temperatura de extraccion — tiempo de extraccién influyeron significativamente
en el extracto antocianico a partir de la harina de cascara de uva, el cual tiene una iluminacion

(L*) oscura, y una tonalidad (h*) entre purpuras y rojizos.

68



6.2 Recomendaciones

v’ Estudiar la estabilidad del extracto antocianico a partir de la harina de cascara de uva
v’ Se recomienda un estudio econdmico del proceso de obtencion del extracto antocianico

a partir de la harina de céscara de uva a fin de estimar su viabilidad econdmica
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Anexo 2 - Datos experimentales de la extraccion de antocianinas a partir de cascara de uva (Vitis vinifera) utilizando el método de Taguchi

Tabla 13 - Datos experimentales con respecto a las Antocianinas Monoméricas (mg Cianidina 3 glucosido/100g), Antocianinas Poliméricas (%)
y Solidos solubles (Brix°®)

. Factores de control Antocianina Antocianina Solidos
Tratamientos L .
Monomérica Polimérica solubles
A B C D E F G H
1 2 (Fosférico) 3(30) 2(40) 1(1) 3(60) - 2(1:15) - 9.418 71.441 29.8
2 2 (Fosférico) 1(10) 3(60) 2(2) 2(50) - 1(1:10) - 21.842 60.9598854 26.8
3 1 (Citrico) 1(10) 3(60) 3(3) 3(60) - 3(1:20) - 8.049 74.8062016 22.2
4 2 (Fosférico) 3(30) 1(200 3(3) 2(50) - 1(1:10) - 17.834 43.9914163 24.3
5 1 (Citrico) 3(30) 1(200 2(2) 1(40) - 2(1:15) - 10.62 70.6161137 30
6 2 (Fosférico) 2(20) 1(20) 2(2) 3(60) - 3(1:20) - 9.151 73.7226277 24.4
7 1 (Citrico) 3(30) 2(40) 3(3) 2(50) - 3(1:20) - 7.114 58.716392 22.8
8 2 (Fosférico) 2(20) 3(60) 1(1) 2(50) - 2(1:15) - 11.222 82.2796935 30
9 1 (Citrico) 3(30) 3(60) 1(1) 3(60) - 1(1:10) - 13.125 68.8149688 42.7
10 1 (Citrico) 2(20) 3(60) 3(3) 1(40) - 2(1:15) - 8.466 42.0833333 23.1
11 1 (Citrico) 1(10) 2(40) 2(2) 2(0) - 2(1:15) - 12.491 67.1627907 30.3
12 2 (Fosférico) 1(10) 2(40) 1(1) 1(40) - 3(1:20) - 3.039 73.8095238 29
13 1 (Citrico) 1(10) 1(20) 1(1) 1@0) - 1(1:100 - 1.252 77.9347826 43
14 1 (Citrico) 2(20) 2(40) 2(2) 3(60) - 1(1:10) - 17.935 65.5335222 31.7
15 1 (Citrico) 2(20) 1(200 1(1) 2(0) - 3(1:20) - 2.405 83.5421888 42.5
16 2 (Fosférico) 1(10) 1(20)0 3(3) 3(60) - 2(1:15) - 13.526 54.1666667 23
17 2 (Fosforico) 3(30) 3(60) 2(2) 1(40) - 3(1:20) - 10.019 84.3636364 24.4
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18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45

2 (Fosfdrico)
2 (Fosforico)
2 (Fosforico)
1 (Citrico)
2 (Fosforico)
1 (Citrico)
2 (Fosforico)
1 (Citrico)
2 (Fosforico)
1 (Citrico)
1 (Citrico)
1 (Citrico)
2 (Fosfarico)
1 (Citrico)
1 (Citrico)
1 (Citrico)
2 (Fosforico)
2 (Fosforico)
2 (Fosforico)
2 (Fosfdrico)
2 (Fosfdrico)
1 (Citrico)
2 (Fosfdrico)
1 (Citrico)
2 (Fosfdrico)
1 (Citrico)
2 (Fosfdrico)
1 (Citrico)

2 (20)
3 (30)
1(10)
1 (10)
3 (30)
3 (30)
2 (20)
3 (30)
2 (20)
3 (30)
2 (20)
1 (10)
1 (10)
1 (10)
2 (20)
2 (20)
1 (10)
3 (30)
2 (20)
3 (30)
1 (10)
1(10)
3 (30)
3 (30)
2 (20)
3 (30)
2 (20)
3 (30)

2 (40)
2 (40)
3 (60)
3 (60)
1 (20)
1 (20)
1 (20)
2 (40)
3 (60)
3 (60)
3 (60)
2 (40)
2 (40)
1 (20)
2 (40)
1 (20)
1 (20)
3 (60)
2 (40)
2 (40)
3 (60)
3 (60)
1 (20)
1 (20)
1 (20)
2 (40)
3 (60)
3 (60)

3(3)
1(1)
2(2)
3(3)
3(3)
2(2)
2(2)
3(3)
1(1)
1(1)
3(3)
2(2)
1(1)
1(1)
2(2)
1(1)
3(3)
2(2)
3(3)
1(1)
2(2)
3(3)
3(3)
2(2)
2(2)
3(3)
1(1)
1(1)

1 (40)
3 (60)
2 (50)
3 (60)
2 (50)
1 (40)
3 (60)
2 (50)
2 (50)
3 (60)
1 (40)
2 (50)
1 (40)
1 (40)
3 (60)
2 (50)
3 (60)
1 (40)
1 (40)
3 (60)
2 (50)
3 (60)
2 (50)
1 (40)
3 (60)
2 (50)
2 (50)
3 (60)
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1 (1:10)
2 (1:15)
1 (1:10)
3 (1:20)
1 (1:10)
2 (1:15)
3 (1:20)
3 (1:20)
2 (1:15)
1 (1:10)
2 (1:15)
2 (1:15)
3 (1:20)
1(1:10)
1(1:10)
3 (1:20)
2 (1:15)
3 (1:20)
1(1:10)
2 (1:15)
1(1:10)
3 (1:20)
1(1:10)
2 (1:15)
3 (1:20)
3 (1:20)
2 (1:15)
1(1:10)

19.104
9.418
21.775
8.182
18.369
10.353
10.22
7.348
11.288
13.626
8.366
12.29
3.039
1.353
18.636
2471
13.576
10.687
18.302
9.685
21.375
8.216
18.436
10.687
10.153
7.882
10.153
13.426

63.2305195
74.221
59.030837
72.3915051
39.0934844
70.8333333
72.3625557
59.6551724
82.6835902
66.0194175
44.2184154
69.6404794
72.9953917
73.3217088
65.8333333
80.7852966
54.27303
84.1666667
62.3940678
74.177
61.088
73.799
43.884
71.771
71.053
56.306
81.74
67.565

24.1
30
26.4
22.5
24.2
30.2
24.4
21.9
29.8
42.4
22.9
30.3
29.4
43.3
31.8
40.3
22.8
24.5
24.3
30
26.5
22.5
24.5
30.3
24.5
21.7
29.8
42.8



46
47
48
49
50
51
52
53
54

1 (Citrico)
1 (Citrico)
2 (Fosforico)
1 (Citrico)
1 (Citrico)
1 (Citrico)
2 (Fosforico)
2 (Fosforico)
2 (Fosforico)

2 (20)
1 (10)
1 (10)
1 (10)
2 (20)
2 (20)
1 (10)
3 (30)
2 (20)

3 (60)
2 (40)
2 (40)
1 (20)
2 (40)
1 (20)
1 (20)
3 (60)
2 (40)

3(3)
2(2)
1(1)
1(1)
2(2)
1(1)
3(3)
2(2)
3(3)

1 (40)
2 (50)
1 (40)
1 (40)
3 (60)
2 (50)
3 (60)
1 (40)
1 (40)

2 (1:15)
2 (1:15)
3 (1:20)
1 (1:10)
1 (1:10)
3 (1:20)
2 (1:15)
3 (1:20)
1 (1:10)

9.268
12.357
3.273
1.403
18.736
2.371
13.326
9.819
17.701

42.262
67.66
71.441
75.648
60.396
81.848
53.049
85.226
62.463

23
30.3
29
43.7
315
40.6
23
24.4
24.3

83



Tabla 14 - Datos experimentales con respecto a la determinacion de color Luminosidad (L*), coordenadas a*, coordenadas b*

Factores de control

Tratamientos L* a* b*
A B C D E G

1 2 (Fosforico) 3 (30) 2(40) 1(1) 3(60) 2 (1:15) 1.6915 13.477 6.3095
2 2 (Fosforico) 1(10) 3(60) 2(2) 2(50) 1(1:10) 6.798 5.099 6.494
3 1 (Citrico) 1(10) 3(60) 3(3) 3(60) 3 (1:20) 6.3985 4.1535 6.701
4 2 (Fosforico) 3 (30) 1(20) 3(3) 2(50) 1(1:10) 5.4785 6.1055 6.37

5 1 (Citrico) 3 (30) 1(20) 2(2) 1(40) 2 (1:15) 4.378 7.087 6.649
6 2 (Fosforico) 2 (20) 1(20) 2(2) 3(60) 3 (1:20) 4.6695 7.666 6.584
7 1 (Citrico) 3 (30) 2(40) 3(3) 2(50) 3 (1:20) 1.956 9.277 6.8265
8 2 (Fosforico) 2(200 3(60) 1(1) 2(50) 2 (1:15) 2.9765 16.0885 5.1605
9 1 (Citrico) 3(30) 3(60) 1(1) 3(60) 1(1:10) 7.499 3.849 6.509
10 1 (Citrico) 2(20) 3(60) 3(3) 1(40) 2 (1:15) 7.302 2.559 6.789
11 1 (Citrico) 1(10) 2(40) 2(2) 2(50) 2 (1:15) 5.8055 5.632 6.557
12 2 (Fosforico) 1(10) 2(40) 1(1) 140 3 (1:20) 2.8805 11.0285 6.291
13 1 (Citrico) 1(10) 1(20) 1(1) 1(40) 1(1:10) 7.0555 4.555 6.551
14 1 (Citrico) 2 (20) 2(40) 2(2) 3(60) 1(1:10) 4.9425 4.2725 6.7695
15 1 (Citrico) 2 (20) 1(20) 1(1) 2(50) 3 (1:20) 1.3 9.9075 7.0555
16 2 (Fosforico) 1(10) 1(20) 3(3) 3(60) 2 (1:15) 0.8245 12.709 6.9215
17 2 (Fosforico) 3(30) 3(60) 2(2) 1(40) 3 (1:20) 1.266 10.645 6.9695
18 2 (Fosforico) 2 (20) 2(40) 3(3) 140 1(1:10) 4.506 18.785 6.2315
19 2 (Fosforico) 3 (30) 2(40) 1(1) 3(60) 2 (1:15) 0.145 15.574 5.897
20 2 (Fosforico) 1(10) 3(60) 2(2) 2(50) 1(1:10) 2.932 10.95 6.3495
21 1 (Citrico) 1(10) 3(60) 3(3) 3(60) 3 (1:20) 4.3085 6.8785 6.7365
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22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49

2 (Fosfdrico)
1 (Citrico)
2 (Fosforico)
1 (Citrico)
2 (Fosforico)
1 (Citrico)
1 (Citrico)
1 (Citrico)
2 (Fosforico)
1 (Citrico)
1 (Citrico)
1 (Citrico)
2 (Fosforico)
2 (Fosfarico)
2 (Fosfarico)
2 (Fosforico)
2 (Fosforico)
1 (Citrico)
2 (Fosforico)
1 (Citrico)
2 (Fosfdrico)
1 (Citrico)
2 (Fosfdrico)
1 (Citrico)
1 (Citrico)
1 (Citrico)
2 (Fosfdrico)
1 (Citrico)

3 (30)
3 (30)
2 (20)
3 (30)
2 (20)
3 (30)
2 (20)
1 (10)
1 (10)
1 (10)
2 (20)
2 (20)
1(10)
3 (30)
2 (20)
3 (30)
1(10)
1(10)
3 (30)
3 (30)
2 (20)
3 (30)
2 (20)
3 (30)
2 (20)
1 (10)
1 (10)
1 (10)

1 (20)
1 (20)
1 (20)
2 (40)
3 (60)
3 (60)
3 (60)
2 (40)
2 (40)
1 (20)
2 (40)
1 (20)
1 (20)
3 (60)
2 (40)
2 (40)
3 (60)
3 (60)
1 (20)
1 (20)
1 (20)
2 (40)
3 (60)
3 (60)
3 (60)
2 (40)
2 (40)
1 (20)

3(3)
2(2)
2(2)
3(3)
1(1)
1(1)
3(3)
2(2)
1(1)
1(1)
2(2)
1(1)
3(3)
2(2)
3(3)
1(1)
2(2)
3(3)
3(3)
2(2)
2(2)
3(3)
1(1)
1(1)
3(3)
2(2)
1(1)
1(1)
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2 (50)
1 (40)
3 (60)
2 (50)
2 (50)
3 (60)
1 (40)
2 (50)
1 (40)
1 (40)
3 (60)
2 (50)
3 (60)
1 (40)
1 (40)
3 (60)
2 (50)
3 (60)
2 (50)
1 (40)
3 (60)
2 (50)
2 (50)
3 (60)
1 (40)
2 (50)
1 (40)
1 (40)

1 (1:10)
2 (1:15)
3 (1:20)
3 (1:20)
2 (1:15)
1 (1:10)
2 (1:15)
2 (1:15)
3 (1:20)
1 (1:10)
1 (1:10)
3 (1:20)
2 (1:15)
3 (1:20)
1(1:10)
2 (1:15)
1(1:10)
3 (1:20)
1(1:10)
2 (1:15)
3 (1:20)
3 (1:20)
2 (1:15)
1(1:10)
2 (1:15)
2 (1:15)
3 (1:20)
1(1:10)

5.5745
4.881
2.991

5.1525

4.5565

3.8775
6.827

7.1865
6.105

3.7365
6.411

2.4505

2.8335
8.336

8.5225

2.3905

1.0395
7.161

5.2525

5.4495
2.749

2.9705
5.446
6.211
8.092
6.644
S5.777

5.8565

6.5045
6.357
9.955
5.602
8.958

8.9125
3.319

4.2515
7.616

9.1555

3.6715

15.796

16.757

27.535

25.1955
12.2175
13.0355

3.5585

6.0715
5.765

10.643
7.871

6.7625

5.3245
2.581

4.7205
7.697

5.77

6.3965
6.6495
6.59
6.6525
6.599
6.249
6.7015
6.4425
6.378
6.3915
6.6045
6.573
6.1055
4.861
5.019
6.1345
6.514
6.6225
6.6005
6.812
6.442
6.7695
6.819
6.5185
6.516
6.529
6.552
6.655



50
51
52
53
54

1 (Citrico)
1 (Citrico)
2 (Fosforico)
2 (Fosforico)
2 (Fosforico)

2 (20)
2 (20)
1 (10)
3(30)
2 (20)

2 (40)
1 (20)
1 (20)
3 (60)
2 (40)

2(2)
1(1)
3(3)
2(2)
33

3 (60)
2 (50)
3 (60)
1 (40)
1 (40)

1 (1:10)
3(1:20)
2 (1:15)
3(1:20)
1 (1:10)

5.665
3.8835
4.5315

0.099
-0.692

4.6745
8.6395
18.8935
11.6205
12.3345

6.6185
6.4885
5.9125
7.1775

6.925
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Tabla 15 - Datos experimentales con respecto a la determinacién de color Pureza (c*) y Tono (h*)

Factores de control

Tratamientos c* h*
A B C D E F G H
1 2 (Fosforico) 3(30) 2(40) 1(1) 3(60) - 2(1:15) - 14.8825 23.85
2 2 (Fosforico) 1(10) 3(60) 2(2) 2(50) - 1(1:10) - 8.2605 29.69
3 1 (Citrico) 1(10) 3(60) 3(3) 3(60) - 3(1:20) - 7.886 56.11
4 2 (Fosforico) 3(30) 1(200 3(3) 2(50) - 1(1:10) - 8.9835 46.35
5 1 (Citrico) 3(30) 1(20) 2(2) 1(40) - 2(1:15) - 9.7495 46.31
6 2 (Fosforico) 2(20) 1(200 2(2) 3(60) - 3(1:20) - 10.1195 33.55
7 1 (Citrico) 3(30) 2(40) 3(3) 2(50) - 3(1:20) - 11.811 37.92
8 2 (Fosforico) 2(20) 3(60) 1(1) 2(50) - 2(1:15) - 17.1255 40.34
9 1 (Citrico) 3(30) 3(60) 1(1) 3(60) - 1(1:100 - 7.5815 52.00
10 1 (Citrico) 2(20) 3(60) 3(3) 1(40) - 2(1:15) - 7.4285 67.32
11 1 (Citrico) 1(10) 2(40) 2(2) 2(50) - 2(115) - 8.7235 52.99
12 2 (Fosforico)  1(10) 2(40) 1(1) 1(40) - 3(1:200 - 12,752 39.37
13 1 (Citrico) 1(10) 1(20) 1(1) 1(40) - 1(110) - 7.995 51.34
14 1 (Citrico) 2(20) 2(40) 2(2) 3(60) - 1(1:10)0 - 8.0515 57.92
15 1 (Citrico) 2(20)0 1(20) 1(1) 2(50) - 3(1:20) - 12.1665 36.36
16 2 (Fosforico)  1(10) 1(20)0 3(3) 3(60) - 2(1:15) - 14.485 20.56
17 2 (Fosforico)  3(30) 3(60) 2(2) 1(40) - 3(1:200 - 12.7235 32.71
18 2 (Fosforico)  2(20) 2(40) 3(3) 1(40) - 1(1:100 - 19.8155 18.92
19 2 (Fosforico)  3(30) 2(40) 1(1) 3(60) - 2(1:15) - 16.6535 20.74
20 2 (Fosforico)  1(10) 3(60) 2(2) 2(50) - 1(1:10) - 12.892 30.11
21 1 (Citrico) 1(10) 3(60) 3(3) 3(60) - 3(1:20) - 9.7975 44.40
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22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49

2 (Fosfbrico)
1 (Citrico)
2 (Fosforico)
1 (Citrico)
2 (Fosforico)
1 (Citrico)
1 (Citrico)
1 (Citrico)
2 (Fosfbrico)
1 (Citrico)
1 (Citrico)
1 (Citrico)
2 (Fosfbrico)
2 (Fosfbrico)
2 (Fosfbrico)
2 (Fosfbrico)
2 (Fosfbrico)
1 (Citrico)
2 (Fosfbrico)
1 (Citrico)
2 (Fosfbrico)
1 (Citrico)
2 (Fosfbrico)
1 (Citrico)
1 (Citrico)
1 (Citrico)
2 (Fosfbrico)
1 (Citrico)

3 (30)
3 (30)
2 (20)
3 (30)
2 (20)
3 (30)
2 (20)
1 (10)
1 (10)
1 (10)
2 (20)
2 (20)
1(10)
3 (30)
2 (20)
3 (30)
1(10)
1(10)
3 (30)
3 (30)
2 (20)
3 (30)
2 (20)
3 (30)
2 (20)
1 (10)
1 (10)
1 (10)

1 (20)
1 (20)
1 (20)
2 (40)
3 (60)
3 (60)
3 (60)
2 (40)
2 (40)
1 (20)
2 (40)
1 (20)
1 (20)
3 (60)
2 (40)
2 (40)
3 (60)
3 (60)
1 (20)
1 (20)
1 (20)
2 (40)
3 (60)
3 (60)
3 (60)
2 (40)
2 (40)
1 (20)

3(3)
2(2)
2(2)
3(3)
1(1)
1(1)
3(3)
2(2)
1(1)
1(1)
2(2)
1(1)
3(3)
2(2)
3(3)
1(1)
2(2)
3(3)
3(3)
2(2)
2(2)
3(3)
1(1)
1(1)
3(3)
2(2)
1(1)
1(1)
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2 (50)
1 (40)
3 (60)
2 (50)
2 (50)
3 (60)
1 (40)
2 (50)
1 (40)
1 (40)
3 (60)
2 (50)
3 (60)
1 (40)
1 (40)
3 (60)
2 (50)
3 (60)
2 (50)
1 (40)
3 (60)
2 (50)
2 (50)
3 (60)
1 (40)
2 (50)
1 (40)
1 (40)

1 (1:10)
2 (1:15)
3 (1:20)
3 (1:20)
2 (1:15)
1 (1:10)
2 (1:15)
2 (1:15)
3 (1:20)
1 (1:10)
1 (1:10)
3 (1:20)
2 (1:15)
3 (1:20)
1(1:10)
2 (1:15)
1(1:10)
3 (1:20)
1(1:10)
2 (1:15)
3 (1:20)
3 (1:20)
2 (1:15)
1(1:10)
2 (1:15)
2 (1:15)
3 (1:20)
1(1:10)

9.2815
9.27
11.969
8.8665
11.1445
11.25
7.4785
7.7205
9.983
11.2145
7.5725
17.2085
18.1135
27.9615
25.698
13.675
14.573
7.5625
9.1645
8.924
12.4455
10.4205
9.614
8.4165
7.026
8.0895
10.119
8.9755

44.52
46.29
33.50
49.90
36.38
35.04
63.65
56.58
39.94
34.92
60.93
22.59
20.02
10.01
11.27
26.66
26.55
61.75
47.39
49.76
31.19
40.70
45.24
50.76
68.39
54.13
40.41
49.07



50
51
52
53
54

1 (Citrico)
1 (Citrico)
2 (Fosforico)
2 (Fosforico)
2 (Fosforico)

2 (20)
2 (20)
1 (10)
3(30)
2 (20)

2 (40)
1 (20)
1 (20)
3 (60)
2 (40)

2(2)
1(1)
3(3)
2(2)
33

3 (60)
2 (50)
3 (60)
1 (40)
1 (40)

1 (1:10)
3(1:20)
2 (1:15)
3(1:20)
1 (1:10)

8.1085
10.907
19.953
13.6825
14.155

94.77

36.91
17.38

31.70
29.31
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Anexo 3 - Extraccion de antocianinas a partir de cascaras de uva (vitis vinifera).

Figura 21 — Separado (seleccién de la cascara de uva).
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Figura 22 — Congelado de la cascara de uva obtenida.

Figura 23 — Acondicionamiento de la cascara de uva para su deshidratacion.
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Figura 25 — Molienda de cascara de uva seca.
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Figura 27 — Extraccion de antocianina a partir de harina de cascara de uva.
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Figura 28 — Filtrado del extracto antocianico a partir de harina de cascara de uva

Figura 29 — Envasado y Refrigerado del extracto antocianico obtenido
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Figura 30 — Lectura de absorbancias de las muestras.
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