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RESUMEN

El objetivo de esta investigacion fue evaluar el efecto de las condiciones de
almacenamiento sobre la estabilidad del extracto acuoso de antocianina obtenida por
extraccion asistida por microondas a partir de la cascara de Sauco (Sambucus peruviana
H.B.K.). Se realizaron los analisis aproximales (humedad, proteina, grasa cruda y
ceniza). de la harina de la cascara de sauco. Se extrajo el extracto acuoso de antocianina
de la céascara del sauco empleando el disefio ortogonal Taguchi L18(2x3°"), con los
siguientes factores de: dos diferentes tiempos de homogenizacién (10 y 20 min), tres
diferentes diluciones (1:15,1:30 y 1:45), disolventes (0,25 y 50%), tiempo de extracciéon
(30,60 y 90 seg) y potencia de irradiacion. (400,550 y 700 watts). Posteriormente se
estudié la méaxima estabilidad del extracto acuoso de antocianina bajo diferentes
condiciones de almacenamiento en Tiempo (0,7,14 y 21 dias), Temperatura (4 y 20°C) y
pH (2.5; 3.5;4.5) empleando el disefio factorial completo 4x2x4.El ANOVA mostro
significancia (p-valor < 0.05) en el contenido de antocianinas y compuestos fendlicos del
disefio ortogonal Taguchi, también en el disefio factorial completo 4x2x4, en el contenido
de antocianinas, compuestos fendlicos y capacidad antioxidante. En el disefio Taguchi en
los analisis experimentales se obtuvo que el tratamiento 9 un mayor contenido de
antocianina de 270 £ 0.00 mg/100ml, compuestos fendlicos 101.60 + 0.00 mg/100ml y
rendimiento de 55.43 + 0.01 pmol/100ml con factores de (10min,1:15,50%,90 seg y 700
watts) pero en la grafica de sefial de ruido se obtuvo mejores factores a (10min,
1:15,50%, 30 seg y 400 watts), de lo cual se valid6 con los factores de la grafica haciendo
un nuevo extracto acuoso de antocianina, donde se quedd con los mejores factores de la
gréafica de sefial de ruido porque se obtuvieron mejores resultados y finalmente se estudio
la maxima estabilidad del extracto acuoso de antociana que fue extraido con los mejores
factores del disefio taguchi L18, se aplico el disefio factorial completo 4x2x4, donde se
obtuvo que a temperatura 4°C con un pH 2.5 fueron mas estables el contenido de
antocianina, compuestos fendlicos y capacidad antioxidante, mientras que a temperaturas
de 20°C y pH 2.5 se observd una disminucién mayor en el contenido de antocianina,

compuestos fendlicos y capacidad antioxidantes durante el almacenamiento.

Palabra claves: Sauco, Taguchi, Antocianinas, Fendlicos, Antioxidante
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ABSTRACT
The objective of this research was to evaluate the effect of storage conditions on the
stability of the aqueous anthocyanin extract obtained by microwave-assisted extraction
from the Sauco shell (Sambucus peruviana H.B.K.). Approximate analyzes were
performed (moisture, protein, crude fat and ash). of elderflower flour. The aqueous
anthocyanin extract of the elder husk was extracted using the orthogonal design Taguchi
L18 (2x3°7), with the following factors of: two different homogenization times (10 and 20
min), three different dilutions (1:15, 1:30 and 1:45), solvents (0.25 and 50%), extraction
time (30.60 and 90 sec) and irradiation power. (400,550 and 700 watts). Subsequently,
the maximum stability of the aqueous anthocyanin extract was studied under different
storage conditions in Time (0,7,14 and 21 days), Temperature (4 and 20 ° C) and pH (2.5;
3.5; 4.5) using the factorial design Complete 4x2x4. ANOVA showed significance (p-value
<0.05) in the content of anthocyanins and phenolic compounds of the orthogonal design
Taguchi, also in the complete 4x2x4 factorial design, in the content of anthocyanins,
phenolic compounds and antioxidant capacity. In the Taguchi design in the experimental
analyzes it was obtained that treatment 9 had a higher anthocyanin content of 270 + 0.00
mg / 100ml, phenolic compounds 101.60 + 0.00 mg / 100ml and yield of 55.43 + 0.01
pmol / 100ml with factors of (10min, 1: 15.50%, 90 sec and 700 watts) but in the noise
signal graph better factors were obtained (10min, 1: 15.50%, 30 sec and 400 watts), of
which it was validated with the factors of the graph making a new aqueous extract of
anthocyanin, where it remained with the best factors of the noise signal graph because
better results were obtained and finally the maximum stability of the aqueous extract of
anthocyanin that was extracted with the best factors was studied of the taguchi L18
design, the full 4x2x4 factorial design was applied, where it was obtained that at a
temperature of 4 ° C with a pH 2.5 the anthocyanin content, phenolic compounds and
antioxidant capacity were more stable, while at temperatures of 20 ° C and pH 2.5 A
greater decrease in anthocyanin content, phenolic compounds and antioxidant capacity

was observed during storage.

Keyword: Elder, Taguchi, Anthocyanins, Phenolic, Antioxidant
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CAPITULO I. INTRODUCCION

En el Peru se generan 22 mil 277 toneladas diarias de residuos sélidos, el 52,8%
(12 mil 727 toneladas) tienen por destino final un relleno sanitario, el 41,9% (9 mil 339
toneladas) es dirigido a un botadero, el 4,8% (1mil 79 toneladas) es tratado mediante
reciclaje, el 0,4% (98 toneladas) son quemadas o incineradas y el 0,1% (34 toneladas) se
destinan al compostaje o planta de tratamiento (Instituto Nacional de Estadistica e
Informatica, 2018). Hay pocas industrias que se interesa en aprovechar los residuos
organicos como pigmentos naturales por su bajo contenido de sustancias quimicas o por
falta de estudios cientificos (Harborne & Williams, 2000). Los residuos pueden ser
manejados, pero si el hombre no le da un adecuado tratamiento se convierte en una

potencial amenaza tanto para el hombre como para la naturaleza (Reyes, 2007).

Existen publicaciones sobre diversos temas en particular del Sauco, sin embargo,
no se cuenta con un documento que contenga informacién total sobre el fruto en su
transformacion e industrializacion de sus residuos (cascara y semilla). El sauco contiene
un alto contenido de antocianinas, antioxidantes, de los cuales se pueden obtener
extractos muy ricos. Por lo tanto, las antocianinas, que pertenecen al grupo de
flavonoides, son compuestos solubles en agua que proporcionan tonos rojos, morados y
azules. (Castafieda-Ovando, Pacheco-Herndndez, Rodriguez, & Galan-Vidal,
2009).También son buenos antioxidantes capaces de prevenir problemas de toxicidades,
reacciones de intolerancias y alérgicas, esto hacen que las antocianinas como colorante
natural de las bayas del sauco sean sustitutos potenciales de los colorantes artificiales
(Bratu, Doroftei, Negreanu, & Porta, 2012).

El consumo de antioxidante se asocia a la dieta rica en frutas es por eso que pocas
personas conocen sobre los beneficios del sauco que ayuda tener un bajo riesgo de
contraer enfermedades como pérdida de memoria, crénicas (algunos tipos de cancer) y
del corazdn por su contenido alto de actividad antioxidante principalmente se debe a las
condiciones de la naturaleza, protegen al organismo del dafio producido por los rayos UV,
estrés, sustancias quimicas presentes en los alimentos, contaminacién ambiental, debido

a los flavonoides (Flores, 2017).

Las propiedades del antioxidante son moduladas por las diferentes hidroxilaciones y

glucosilaciones, y la cianidina 3-glucésido es la antocianina con mayor poder antioxidante
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(Prior, Cao, Martin, Sofic, Ewen, O"Brien, Lischner, Ehkenfeldt, Kalt, Krewer, Mailly, 1998;
Wang, Race, & Shrikhye, 2003). Atribuyen antocianinas y capacidad antioxidante en las
bayas del sauco aproximadamente 50% (Kalt, Lawy, Ryan, McDonald, Donner, Forney,
2003). Las antocianinas son colorantes naturales permitidos por la Comunidad
Econdémica Europea y por la Administracion de Alimentos, Medicamentos y Cosméticos
de Estados Unidos (FDA). Es beneficioso para la salud, debido a su capacidad
antioxidante, para prevenir y combatir enfermedades como el cancer, problemas al

corazon, entre otros (Fuentes, 2005).

El color, la estabilidad quimica y las propiedades nutricionales de las antocianinas
cambia bruscamente en los alimentos tratados térmicamente o durante el
almacenamiento inadecuado (Xiani, Soléne, & Weibiao, 2016). Las antocianinas son
importantes por dos razones. La primera porque es tecnoldgico, es decir, sobre las
caracteristicas organolépticas que influye sobre el comportamiento tecnolégico durante el
procesamiento agroindustrial y la segunda razén es la implicacién de la antocianina en la

salud humana a través de diferentes vias (Pascual & Sanchez, 2007).

Las antocianinas se usan como colorante natural en la industria alimentaria debido a
sus actividades biolégicas, tales como sus propiedades neuroprotectoras y
anticancerigenas (Philpott, Gould, Lim, & Ferguson, 2004; Talavéra, Felgines,Texier,
Besson, Mazur, Lamaison, & Rémésy, 2006). Otra propiedad importante de las
antocianinas es su actividad antioxidante, ya que los estudios de investigaciones sobre el
consumo de antioxidantes en la actualidad indican que los alimentos, ricos en
antioxidantes son provenientes de frutas y vegetales que son consumidos a través de una
dieta que proporcionan innegables beneficios que desempefia un papel vital en la
prevencién de las enfermedades neuronales y cardiovasculares, el cancer y la diabetes,
entre otros (Fuentes, 2005; Konczak & Zhang, 2004).

Los colorantes artificiales tienen baja estabilidad debido que sufren diversas
transformaciones de pH, temperatura, oxigeno y luz, por esta razén se recomienda
sustituir con colorantes naturales en los alimentos. El color juega un papel importante en
todos los alimentos y las personas a menudo lo toman como un indicador de calidad. Una

clase de colorantes son las antocianinas que generalmente se derivan de fuentes
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naturales, como frutas, verduras, legumbres y cereales (Castafieda-Ovando,y otros,
2009).

Lo ideal del colorante natural seria que el color y el contenido de antocianina se
mantuviera a lo largo del proceso de manipulacion e industrializacion ya que el color
viene a ser un atributo de importancia dentro de la opinién publica de las personas, pero
no es asi debido a que sufre cambios de temperatura provocando pérdidas del azucar
glicosilante en la posicion 3 de la molécula y apertura de anillo, con la reproduccion de
chalconas incoloras, esto hace que el colorante natural pierda su intensidad de color al

inicio de cada proceso. (Baudi, 2006).

19



Objetivo General

Evaluar el efecto de las condiciones de almacenamiento sobre la estabilidad del
extracto acuoso de antocianina obtenida por extraccidon asistida por microondas a

partir de la cascara de Sauco (Sambucus peruviana H.B.K.).

Objetivos Especifico

Extraer el extracto acuoso de antocianina de la cascara del sauco empleando el
disefio ortogonal Taguchi L18(2x3%”), con los siguientes factores de: dos diferentes
tiempos de homogenizacion, tres diferentes diluciones, disolventes, tiempo de

extraccion y potencia de irradiacion.

Estudiar la maxima estabilidad del extracto acuoso de antocianina bajo diferentes
condiciones de almacenamiento en Tiempo, Temperatura y pH; empleando el disefio
factorial completo 4x2x4.
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CAPITULO II. REVISION DE LA LITERATURA
2. Sauco

2.1. Generalidades del Sauco

En la actualidad existe muchas variedades de sauco en el mundo, pero en Sudameérica
y en el Peru las especies méas utilizadas son, Sambucus Peruviana H.B.K., Sambucus
Austrails y Sambucus Nigra. Son originarias del Perl y regiones adyacentes, su
distribucién es desde Argentina hasta Costa Rica. En el Peru crece entre 2,800 a 3,900
msnm, pero el éptimo rango estd entre 3,200 a 3,800 msnm, los departamentos de
Ancash, Lima, Huénuco, Junin, Cusco y Apurimac, se favorecen con este rango

altitudinal éptimo (Blanco & Sierra, 2005).

En el Pera son producidos mayormente en los departamentos de Huanuco, Ancash,
Apurimac y Cusco. En Latinoamérica el mayor cultivo del sauco es en el Ecuador porque
tiene uso medicinal, mientras que el Perd es mas importante para las pequefas
industrias campesinas porque su fruto es empleado para elaboracién de zumo,
mermelada, ademas las hojas sirven para tefiir de azul metdlico para los vinos, el tronco
del arbol se utiliza como lefia, aunque no es de buena calidad, su tallo joven es empleado
para hacer quenas y sopladores para atizar el fuego Yy finalmente en algunos lugares de
la sierra a las flores se utiliza para preparar refresco (Comision Nacional Contra la
Biopirateria, 2017).

En el sauco se encuentra cuatro antocianinas primarias que son: cianidina-3-O-
sambubidsido-5-O-glucésido, cianidina-3-O-sambubiésido, cianidina-3-O-glucésido vy
cianidina (Chandra, Rana, & Li, 2001; Mills, 1997), como se muestra en la figura 1.0tros
flavonoides reportados son el hiperosido, isoquercetina y rutosido. Estos flavonoides
polifendlicos son de particular interés debido a sus propiedades beneficiosas para la
salud (anticancerigenas y antioxidantes), como se informa también para otros tipos de

bayas (Hakkinen, Karenlampi, Heinonen, Mykkanen , & Térronen , 1999).

El salco tiene alto contenido de antioxidante, vitamina C o E, son capaces de mejorar
la respuesta del sistema inmunoldgico a través de la produccion elevada de citoquinas y
sobre todo se han utilizado en la medicina popular europea para evitar los estragos de

resfriados, asma, artritis e incluso estrefiimiento para miles de afios (Kilham, 2000).
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Antocianinas de Sauco:
1. Cianidina-3-0-sambubidsido-5-0-glucdsido (R1=H, Rz= sam, Ra= hex)
2. Cianidina-3-O-sambubidsido (R1=H, Rz= sam, Ra= H)
3. Cianidina-3-0O-glucdsido (R1=H, R2= hex, Ra= H)
4. Cianidina (R1= Rz= R3= H)
{(hex= hexosa, sam= sambubidsido)
Figura 1. Identificacion de antocianinas de sauco (Chandra, Rana, & Li, 2001)

2

2.2. Taxonomia del Sauco
Clasificacion taxonémica del sauco (Sambucus Peruvian.H.B.K.) (Justo, 2017).
Reino: Vegetal

Division: Fanerbgamas

Subdivision: Angiospermas
Clase: Rubiales
Familia: Caprifoliaceas
Género: Sambucus
Especie: Sambucus Peruvian H.B.K.

2.3. Nombre Comunes

Los nombres comunes varian de acuerdo a las zonas donde se distribuye esta especie
como son: "Sauco" (Andahuaylas, Lima), "Rayan” (Cuzco), "Uvas de la sierra”, "Uvilla del
diablo", "Pochko uvas" (Ancash), "Layan", "Pintura de novia" (San Jeronimo), "Ccola
ccola", "Kjola" (Aymara), “Sauco” (Bolivia y Colombia), "Sauco blanco", "Tilo" (Ecuador)
(Pretell, Ocaaea, John, & Barahona, 1985).
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2.4. Descripcién Botanica

Se encuentra de 20 a 50 especies principalmente en zonas templadas y en los
trépicos, no crece en forma silvestre, es decir, es cultivado y se propaga por estacas con
facilidad. Es un frutal exento de plagas y enfermedades, es poco exigente en suelos. El
peso promedio de 1000 frutos es de 763.45¢g, correspondiendo 45.73 g (5.99%) a las
pieles u hollejos, 640.23g (83.86%) a la pulpa 'y 77.73 g (10.15%) a las semillas (Linares,
2013).

En el Perd, el periodo de fructificacién del sauco se da en forma escalonada durante
todo el afio, depende de las condiciones climaticas, suministro de agua y el piso
altitudinal en el que se desarrolla; después de realizada la fecundacion. lo normal de la
etapa de floracion es de noviembre a diciembre y se cosecha en el mes enero a marzo y
también florecen en el mes de abril a junio y se cosecha en el mes de agosto a
septiembre. (Caballero & Soria, 2017; Linares, 2013).

Sus flores que son de color blanco, el fruto es una baya negra de 3 a 5 huesecillos, Es
arbusto con muchas ramas que alcanza 5 m de altura, con la copa redondeada y muy
densa. Las hojas son compuestas, formadas por 5 6 7 hojuelas dispuestas por parejas,
con una impar en la terminacion, de forma aovada con el borde regularmente aserrado.

(Linares, 2013). Como se muestra en la figura 2.

® P
. %)

Figura 2. Planta de Sauco (Schellenberg & Wilhelm, 1914)

23



2.5. Variedades

Existen entre 20 y 50 variedades diferentes de sauco. Pero todas estas variedades
estan destinadas al uso ornamental. No se han desarrollado variedades para el cultivo
extensivo. Los arbustos de salco crecen de forma silvestre en gran parte de Europa el
sauco (Sambucus Nigra L.), y los principales saucos son: Sambucus australis ("Sauco
austral"; zona templada del Este de Sudamérica) y el Sambucus canadensis; Sambucus.
Nigra L.("Sauco de Canada"; Este de Norteamérica); con frutos negro azulado (Tapia &
Fries, 2007).

2.6. Fruto o Baya

El fruto del sauco posee una estructura similar a los frutos de uva y se compone con
las siguientes caracteristicas de piel u hollejo, pulpa y semillas descrito por (Cahuana,

1991). También se puede aprecia en la figura 3.

(&) corte Langitudinal)

(b) corte Transwversal

Figura 3. Estructura fisica del fruto del sauco (Cahuana, 199i)
2.6.1. Piel o hollejo
Es una membrana fija que rodea al fruto, en el hollejo se encuentran sustancias
arométicas, y el color del fruto se debe a la presencia de la cianidina, los cuales son
pigmentos naturales que estan presentes en las células de la piel, cuya cantidad e

intensidad de color desempenfan, un papel importante en el fruto. (Cahuana, 1991).
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2.6.2. Pulpa

Constituye la mayor parte del fruto que es de color verde transparente brillante, muy
jugoso y agridulce. En ella se encuentran alojadas las semillas y es la parte del fruto que
contiene la mayor cantidad de agua, acidos, compuestos nitrogenados, azlcares y sales

minerales. (Cahuana, 1991).

2.6.3. Semillas

En los frutos de sauco normalmente desarrollados existen pepitas o semillas cuyo
namero oscila de 4 a 6. Son de color crema, forma alargada y ligeramente arqueadas.
Tiene sabor amargo y astringente. Las semillas se encuentran cominmente cubiertas por

una gruesa capa incolora y transparente de naturaleza coloidal. (Cahuana, 1991).

2.7. Maduracioén

El progreso de la maduracién de las bayas es conocido exteriormente por su
coloracién y por la facilidad en el desprendimiento de los frutos del racimo (Lovera, 2007).
En el inicio de su estado de madurez son de coloracién verdosa, luego cambian de
tonalidad a marrén verdoso y en su madurez presentan una tonalidad de morado intenso,
pulpa color guinda, semillas pequefias e infértiles en su mayoria las bayas alcanza a
desarrollar un contenido maximo de azucar y menor contenido de acidos en los meses de
Febrero a Marzo (Peréz, 2014).

La maduracion del sauco al iniciar se torna rojizos, por la produccion de un pigmento
rojo en la célula de la piel (Pigmento predominante Cianidina). En la etapa de maduraciéon
al iniciar es de 2,3 °Brix, con una acidez de 1,75a1,93% y pH 1,6 a 2,2 y al finalizar logra
tener 7,2 °brix, con una acidez de 0,92 a 1,37 % y pH 3,2 a 3,8 (Justo, 2017).

2.8. Beneficios en la salud

Las hojas, flores y el fruto del sauco se emplean en medicina tradicional para la
curacion de reumatismos, “chupus” tumores) y también en la preparacién de
formulaciones farmacéuticas para el tratamiento de algunas dolencias en las afecciones
de la garganta. Tienen principios activos que favorecen la sudoracion, facilitan la
expulsion de la mucosidad y contribuyen a reducir la inflamacion de las vias respiratorias,
por lo que su empleo es muy util en afecciones respiratorias como los resfriados, la
bronquitis, la gripe, las alergias respiratorias (Tejero, 2012; De Callier, 1981), como un

alimento aperitivo Influye favorable en la digestiéon y asimilacion (Justo,2017).
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Las bayas contienen compuestos flavonoides (incluyendo antocianinas vy
proantocianidinas) en mayores cantidades en frutos antocionaico, y también otros
compuestos secundarios como (glucésidos iridoides, sesquiterpenos, triterpenos y
fitoesteroles) han demostrado la capacidad para contrarrestar o interferir con el progreso

de muchas enfermedades cronicas (Flores, 2017).
2.10. Antocianinas

El color del fruto se debe a la presencia de cianidina, que son pigmentos naturales que
se encuentra en las células de la piel, cuya cantidad e intensidad de color y estan
presentes en las hojas, sobre todo al final del ciclo vegetativo. A nivel subcelular, estas
moléculas hidrosolubles se encuentran normalmente dentro de las vacuolas (Figura 4),
donde se acumulan en unas vesiculas esféricas denominadas “antocianoplastos” o
“inclusiones antocianinas vacuolares” (Markham, Gould, Winefield, Mitchell, Bloor, &
Boase, 2000). Logra tener una mayor longitud en el detrimento del citoplasma en la etapa

de maduracion.

L J)

Pared celular =

Citoplasma
vacuola

Membrana citoplasmatica
Antocianos

AN

Taninos

Azacares

Membrana de la vacuocla —] SO

s =

Figura 4. Localizacion de antocianinas a nivel subproducto (Romero, 2008)

2.11. Estructura general de las antocianinas

Son compuestos de pigmentos solubles en agua ampliamente distribuidos en las
plantas y contribuyen a una amplia gama de colores que incluyen: azul, violeta y rojo que
pertenecen al grupo flavonoide de compuestos fendlicos y se ha informado que los
flavonoides tienen muchos efectos potenciales para la salud. (Jackman & Smith 1996,
Andersen & Jordheim, 2006; Schwartz, Von-Elbe, & Giusti, 2008).como se muestra en la

Figura 5.
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Figura 5.Estructura general de las antocianinas R1 y R2 (H) o Azlcares R (OH, H) (Fenema, 2000).

2.12. Factores fisicoquimicos que determinan la estabilidad de las Antocianinas

Las investigaciones sobre la estabilidad de antocianinas y la variacion de color con pH
concluyen gue los cambios en el color de estos compuestos son mas significativos en la
region alcalina debido a su inestabilidad (Cabrita, Fossen, & Andersen, 2000). Una de sus
mayores ventajas de las antocianinas se puede sustituir con los colorantes sintéticos, en
la industria alimentaria, pero es limitada, por su baja estabilidad durante el procesamiento

y el almacenamiento (Cevallos-Casals & Cisneros-Zevallos, 2004).

2.12.1. Efecto del pH

El pH tiene efecto en la estructura y la estabilidad de las antocianinas. En soluciones
acuosas a valores de pH inferiores a dos, basicamente el 100% del pigmento se
encuentra en su forma mas estable o de i6n oxonio o catién flavilio (AH+) de color rojo
intenso.A valores de pH mas altos ocurre una pérdida del protén y adicién de agua en la
posicion 2, dando lugar a un equilibrio entre la pseudobase carbinol o hemicetal (B) y la

forma chalcona (C), o de cadena abierta.

Tanto el hemicetal como la chalcona, son formas incoloras y bastante inestables. A
valores de pH superiores a 7 se presentan las formas quinoidales (A, A-) de color purpura
gue se degradan rapidamente por oxidacion con el aire (Hutchings, 1999), como se

muestra en la, figura 6.
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Figura 6. Estructura de las antocianinas a diferentes pH (Coultate,1984)

2.12.2. Efecto de temperatura
Al incremento de temperatura resultan en pérdida del azucar glicosilante en la posicién
3 de la molécula y apertura de anillo con la consecuente produccién de cetonas

aromaéticas incoloras (Timberlake, 1980).

2.12.3. Efecto de la co-pigmentacioén

Es un fendbmeno en el cual los pigmentos y otros compuestos organicos incoloros, o
iones metdlicos, forman asociaciones moleculares o complejas, generando un cambio o
un incremento en la intensidad del color (Boulton, 2001). En la ciencia de los alimentos,
este fendbmeno se considera una interaccion muy importante porque el color es uno de los
principales factores de calidad cruciales en la aceptacion de un producto (Eiro &
Heinonen, 2002).

2.12.4. Efecto del oxigeno

La pérdida de antocianinas ante la presencia de oxigeno depende del pH y se
relaciona a la concentracion presente de la pseudo-base. La presencia de oxigeno

acelera la destruccion de pelargonina-3-glucésido en ambas soluciones de buffer de pH
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1-4.5 y tiene una retencion de color mejorada cuando el oxigeno es removido por

calentamiento, que tambien puede ser por vacio (Kallio, Pangborn, & Jennings, 1986).
2.13. Compuesto Fendélicos

El término compuesto fendlico, engloba a todas aquellas sustancias que poseen varias
funciones fenolicas (nombre popular del hidroxibenceno), unidas a estructuras aroméaticas

o alifaticas (Gimeno, 2004).

Los compuestos fendlicos comprenden aproximadamente ocho mil compuestos que
aparecen en la naturaleza, todos ellos poseen una estructura comun: un anillo fenol, un
anillo aroméatico que lleva al menos un sustituyente hidroxilo, son uno de los principales
metabolismos secundarios de las plantas y también estan asociados al color, las
caracteristicas sensoriales (sabor, astringencia, dureza), las caracteristicas nutritivas y
las propiedades antioxidantes de los alimentos de origen vegetal. Sus caracteristicas
antioxidantes se deben a la reactividad del grupo fenol (Kahkénen, Hopia, & Aleinonen,

2001; Paladino, 2008). Como se aprecia en la figura 7.
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Figura 7. Ejemplos de estructuras de Compuestos Fendlicos (Gimeno, 2004)

2.14. Antioxidantes

Se consume habitualmente alimentos ricos en antioxidantes en frutas y vegetales, que
previene efectos perjudiciales sobre las funciones fisiologicas normales de los seres

humanos. (Patthamakanokporn, Puwastien, & Nitithamyong, 2008). El antioxidante
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neutraliza la oxidacion de los radicales libres mediante la liberacion de electrones, que
son aprovechados por los radicales libres, cumpliendo una funcién preventiva en el
crecimiento del envejecimiento y de ciertas enfermedades neurodegenerativas. El
antioxidante, al interactuar con el radical libre le cede un electrén, debilitando su accion y
en algunos casos, como la vitamina E, puede regenerarse a su forma primitiva por la

accion de otros antioxidantes (Lourdes, Garcia, Rojo, & Sanchez, 2002).

Los radicales libres tienen un electron desapareado en su orbital mas externo, por lo
que son muy reactivos, llegando a tener una buena estabilidad al captar un electrén en
moléculas estables. El radical libre consigue robar el electrén que necesita, la molécula
estable que lo cede se convierte en un nuevo radical libre porque tiene un electron
desapareado, empezando asi una verdadera reaccibn de cadena que puede

eventualmente destruir las células (Avello & Suwalsky, 2006).
2.15. Uso del Sauco

Se cultiva de manera ornamental y medicinal en climas templados y frios. Se
elaborardn mermeladas, jarabes y vinos con los frutos frescos y maduros. (Alzate,
Idarraga, Diaz, & Rodriguez, 2013). Es de mayor importancia el sauco para tener en las
chacras porque es una especie melifera. Se consumen en estado maduro, si esta pinto o
demasiado verde originan toxicidad. Produce indigestién la semilla estando maduro, por
esta razén no se debe exagerar el consumo directo del fruto fresco (Grajales, Botero, &
Ramirez, 2015).

2.16. Vida Util (Shelf life)

La vida util o Shelf life, se define en los alimentos como el tiempo finito después de su
produccion en condiciones controladas de almacenamiento, en las que tendr4 una
pérdida de sus propiedades sensoriales y fisicoquimicas, y sufrird un cambio en su perfil

microbiol6gico. (Carrillo, 2013).
2.17. Colorantes Naturales

Los diversos colores de las plantas se deben normalmente a cuatro clases de
compuestos pigmentados: carotenoide, betalaina, antocianina y clorofila. Ademéas de
estas cuatro clases principales de pigmentos, hay algunos pigmentos menos comunes.

Por lo general, los pigmentos de las cuatro clases (carotenoides, betalainas,
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antocianinas, clorofilas), estan presentes, pero en diversas cantidades en diferentes
partes de la planta. Los diferentes compuestos de pigmentos tienen colores variables,
pero en las plantas estos compuestos son importantes para sus otras propiedades y
funciones. Posiblemente para la planta, el color es solo importante para la coloracion de
flores, frutas para atraer insectos y otros animales para la polinizacion y la dispersion de

semillas (Kaimainen, 2014).

2.17.1. Carotenoides

Son compuestos terpenoides solubles en aceite de color rojo, naranja o amarillo
ubicados en los cloroplastos y cromoplastos de las plantas y tienen muchas funciones en
las plantas, incluida la recoleccion de luz y la foto proteccion. Los carotenoides se
encuentran en todos los tejidos vegetales fotosintéticos y son probablemente los
pigmentos mas difundidos en la naturaleza, los seis carotenoides tradicionales son: a-
caroteno, B-caroteno, licopeno, luteina, zeaxantina ,violaxantina y fucoxantina, que se

muestra en la Figura 8 (Schwartz, Von-Elbe, & Giusti,2008).
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Figura 8. Estructura quimica de carotenoides tradicionales (Lépez, 2003)
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2.17.2. Betalainas

Las betalainas son alcaloides derivados de la tirosina que se encuentran de manera
restringida en el mundo vegetal. Se han identificado dos tipos diferentes de betalainas:
las betaxantinas, de color amarillo/naranja, que son los productos de condensacién del
acido betaldmico y compuestos amino clasificados; y las betacianinas, de color rojo, que
se forman por la glicosilacion y acilacion de ciclo-Dopa (ciclo-dehidroxifenilalanina), como
se muestra en la Figura 9 (Ayala & Beltran, 2007). Las betalainas y antocianinas nunca
se han encontrado en la misma planta y parece que las rutas biosintéticas de estos dos
grupos de pigmentos son mutuamente excluyentes (Strack, Vogt, & Schliemann, 2003;
Schwartz, Von-Elbe, & Giusti, 2008).
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Figura 9. Estructura quimica de indicaxantina (a), vulgaxantinal (b) derivadas de betaxantina.;
betanidina (c) y betanina (d), derivadas de betacianina (Gonzéalez & Guerrero, 2008).

2.17.3. Antocianinas

Las antocianinas son glucdésidos, corresponde de la familia de los flavonoides, que se
compone por dos anillos aromaticos A y B asociadas por una cadena de 3 C. Variaciones
estructurales del anillo B que resulta ser seis antocianinas conocidas. (Figura 10). El tipo
de sustitucién glucosidica y de acilacién producen efectos en el tono de las antocianinas;

por ejemplo: producen un desplazamiento hacia la tonalidad purpura y también el color va
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depender del numero y orientacion de los grupos hidroxilo y metoxilo de la molécula
(Stintzing, Stintzing, Carle, & Frei, 2002).

j Sustituyentes ArmiEs= nmm)
Aglicona R Rz Espectro wvisible
Pelargonidina H H 424 (naranja)
Cianidina o H S06 (naranja-rojo)
Drelfinidina o o S08 (azul-rojo)
Peonidina QCHS H S506 (naranja-rojol
Petunidina OCHZ O S08 (azul-rojo)
rMalbwinidina OCHZ DCH2 S10 {azul-rojo)

Figura 10. Estructura quimica de las antocianinas (Durst & Wrolstad, 2001)

2.17.4. Clorofilas

Existen dos tipos de clorofila en los pigmentos se menciona que la clorofila A son
esencial en la fotosintesis, porque debe a su habilidad de absorber longitudes de onda de
luz que estan en el espectro de la luz, para transformar la energia del sol en energia
quimica (en forma de glucosa) y finalmente en nutriente. (Kaimainen, 2014). La clorofila B
son los principales pigmentos verdes fotdgenos en organismos fotosintéticos, incluidas
las plantas verdes, las algas y las bacterias,esto incrementa la habilidad de la clorofila A
para absorber la luz del sol. (Schwartz, Von-Elbe, & Giusti, 2008). (Figura 11).

CHj3 H3 Hs
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Figura 11. Estructura de 10-Hidroxiclorofila a (a) y 10-Metoxilactona de la clorofila (b) (Fenema,
2000)

2.18. Espectrofometria

Es el estudio de la interaccion de las ondas electromagnéticas y la materia. La
dispersién de los rayos del sol por las gotas de lluvia para producir un arco iris y la
apariencia de un espectro colorido cuando un rayo de luz estrecho pasa a través de un
prisma de vidrio triangular son los ejemplos simples donde la luz blanca se separa en el
espectro visible de los colores primarios. Esta luz visible es simplemente una parte de
todo el espectro de la radiacion electromagnética, que se extiende desde las ondas de
radio hasta los rayos césmicos. Todas estas formas aparentemente diferentes de
radiaciones electromagnéticas viajan a la misma velocidad, pero caracteristicamente

difieren entre si en términos de frecuencias y longitud de onda (Kurmar, 2006).

La espectrofotometria ultravioleta (UV) y visible (VIS) se ha convertido en el método de
eleccion en la mayoria de los laboratorios dedicados a la identificacion y cuantificacion de
compuestos organicos e inorganicos en una amplia gama de productos y procesos. En
espectrofotometria de absorbancia se utilizan las regiones del ultravioleta (UV cercano,
de 200-400 nm) y el visible (400-780 nm). Por tanto, para realizar mediciones de
absorciéon es necesario utilizar la longitud de onda en la que absorbe luz la solucién
coloreada (Evans, 2004; Abril, Barcena, Fernandez, Galvan, Jorrin, & Peinado, 2010).

Tabla 1. Paleta de color de luz absorbido y color de luz reflejado.

Longitud de Colordeluz  Color de luz reflejado
Onda A (nm)

absorbido

390 — 435 Amatrillo- Verdoso

435 — 490 Amarillo

490 — 580 Rojo

580 — 595 Amarillo Azul

595 - 650 Naranja Azul- Verdoso
650 — 780 Verde-Azulado

Fuente: (Kurmar, 2006)

2.18. Método de Extraccidn

2.18.1. Extraccion Asistida por Microondas (EAM)

La extraccion asistida por microondas se ha incrementado significativamente como

resultado de sus ventajas inherentes (reduccion en el tiempo de extraccion, volumen de
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solvente mayor y tener mejor eficiencia de extraccion) sobre técnicas de extraccion
convencionales como extraccion solvente solido-liquido (Ballard, Mallikarjunan, Zhou, &
O’Keefe, 2010). La EAM es un proceso de uso de energia de microondas para calentar
solventes de manera efectiva, de forma que los analiticos puedan dividirse facilmente de
la matriz de muestra en el solvente; puede reducir significativamente el tiempo de
extraccion y el consumo de solventes (Pérez-Serradilla & Lugue de Castro, 2011). Es
considerado como una alternativa potencial para la extraccion de extractos acuoso,
sélido-liquido de fitoquimicos, determinaciébn de compuestos fendlicos y capacidad
antioxidantes (Li, H; Deng, Z; Wu, T; Liu, R; Loewen, S & Tsao, R, 2012).

2.19. Contenido de Antocianinas por el Método de pH Diferencial

Es un método seguro y rapido donde se mide el contenido total de antocianinas.
Las antocianinas desarrollan transformaciones estructurales reversibles con el cambio
del pH manifestado por el espectro a diferentes absorbancias. La forma del oxonio
coloreado predomina a pH 1 y la forma hemicetal incolora a pH 4,5. El método del pH
diferencial se basa en esta reaccion y se utiliza un espectrofotdmetro UV- visible; las
mediciones se realizan a las longitudes de onda de 520 nm (maxima longitud de onda
determinada) y a 700 nm. (Hendry, 1996). Se empleara la siguiente ecuacionl:

ey

(mg) __ Ax PM xDfx 1000

it exL

Donde

A= Diferencia de absorbancia entre la solucion de pH 1y 4,5.

PM= Peso Molecular

Df = Factor de dilucion

€= Absorbancia Molar

L= Longitud

La concentracién final de antocianos (mg/l) se calcula en base al volumen de extracto y peso de

muestra. Se expresa en cianidina 3-glucosido g (PM= 449,9 g/mol y € = 26900)
2.20. Determinacion de Compuesto fendlicos

Segun Sanchez & Paniagua (2008), se ha desarrollado un gran nimero de técnicas
analiticas para la identificacion y cuantificacion de compuestos fendlicos, pero el método

mas empleado es el método de Folin-Ciocalteau, para la determinacion de fenoles

35



totales, se emplea como curva estandar el acido gélico. En este método se utiliza como
reactivo el Folin-Ciocolteu contiene una mezcla de &cidos fosfowolframico vy
fosfomolibdico, en medio basico, lo que genera una mezcla de 6xidos de tungsteno y
molibdeno, originando 6xidos azules de tungsteno (WgO,3) y molibdeno (MogO.s); v la
absorbancia del color azul desarrollado se mide a 765 nm.

2.21. Determinacion de capacidad antioxidante por el método 2,2-difenil-1-
picrilhidrazil (DPPH)

El DPPH es un radical libre que puede obtenerse directamente sin una preparacion
previa, estable en medio organico. La reduccion del DPPHe se monitorea por la
disminucién en la absorbancia a una longitud de onda caracteristica. Existen varios
métodos para su monitorizacién, pero el mas comun es mediante espectrofotometria UV,
por su facilidad y precision. Este radical presenta un maximo de absorcion a 517 nm,
volviéndose amarillo cuando se forma DPPH, de forma que el efecto antioxidante puede
ser facilmente evaluado siguiendo la pérdida de absorcion UV a 517 nm. esta absorcion

desaparece. Los resultados se expresan como Capacidad Antioxidante Equivalente de

Q (Antuoxndant)
Q N ~- QN_N
2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl 2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl
free radical (DPPH-=) (DPPH)

Figura 12. Captacion del radical libre del DPPH- y formacién de DPPH (Barea, 2015)
Trolox (Brand-Williams, Cuvelier, & Berset, 1995) como se observa en la figura 8.

2.22. Disefio taguchi

El disefio de Taguchi proporciona un método poderoso y eficiente para disefiar
procesos que operan de manera consistente y éptima en una variedad de condiciones. El
método de disefio experimental de Taguchi es una de las técnicas ampliamente
aceptadas para el control de calidad fuera de linea de productos y procesos. El enfoque

de Taguchi para el disefio de experimentos es facil de adoptar y aplicar para usuarios con
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un conocimiento limitado de estadisticas; por lo tanto, ha ganado una amplia popularidad
en la comunidad cientifica y de ingenieria (Montgomery, 1997).

2.22.1. Factor Ruido

Segun Gutierrez & De la Vara (2008) los factores de ruido que actian sobre el

producto o sobre el proceso se clasifican como:

Ruido externo: se refiere al ambiente en el cual el proceso (o producto) se desempefa
y a la carga de trabajo a que es sometido. Por ejemplo, es ruido externo la humedad
ambiental, el polvo o los errores en la operacion del equipo.

Ruido interno o deterioro: se refiere a la variacion generada por el proceso de unidad a
unidad producida, y que se debe a su propia naturaleza o tecnologias y la diversidad de

Sus componentes.

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

mismas especificaciones.

2.22.2. Funcién de pérdida de calidad

La pérdida de la que estamos hablando es la pérdida debida a la variacion funcional
(vf) / variacion del proceso (vp). Taguchi cuantifico esta pérdida a través de una funcion
de pérdida de calidad. La caracteristica de calidad es el objeto de interés de un producto
0 proceso. En general, la caracteristica de calidad tendra un objetivo. Hay tres tipos de
objetivos. (Krishnaiah & Shahabudeen, 2012).

e Entre mas pequefio mejor: son variables o caracteristica de calidad medible no
negativa que tiene un objetivo ideal como cero.

e Entre mas grande mejor: también es una caracteristica de calidad medible no
negativa que tiene un objetivo ideal como infinito.

e Valor nominal es el mejor: cuando tenemos una caracteristica de calidad con
tolerancia bilateral, el valor nominal es el objetivo. Es decir, si todas las partes se

hacen a este valor, la variacion sera cero y es la mejor.

2.23. Antecedentes bibliograficos

Articulo: Extraccién asistida por microondas de antocianinas de cascara de uva,

Autores: Liazid, A., Guerrero R., Cantos, E., Palma, M., Barroso, C. Aiio:2011.
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La extraccion asistida por microondas se aplic6 como una etapa previa a la determinacion
cromatogréfica de antocianinas en los extractos. La estabilidad de las antocianinas en las
condiciones de extraccion se verifico utilizando un extracto estandarizado de pieles de
uva. Se evaluaron temperaturas desde 50°C hasta 150 °C. Se desarroll6 un disefio
experimental factorial fraccionado para analizar la influencia en el proceso de extraccion
de seis variables de extraccion diferentes: solvente (mezclas de metanol y agua),
agitacion, temperatura de extraccion, tiempo de extraccion, potencia de microondas y
volumen de extraccion. El disolvente de extraccion fue la variable mas importante para la
recuperacion de la mayoria de las antocianinas de las uvas. Finalmente, también se
estudio la influencia del tiempo de extraccion. Con este nuevo método, las antocianinas
se pueden extraer de las uvas en 5 minutos, utilizando 100 ° C como temperatura de

extraccion y 40% de metanol en agua como disolvente de extraccion.

Articulo: Extraccion de Antioxidantes de las Bayas del Sauco (Sambucus nigra L. subsp.
peruviana) con Ultrasonido, Microondas, Enzimas y Maceracion para la obtencion de

Zumos Funcionales. Autor: Edilberto Flores Afio:2017

El objetivo de esta investigacion fue evaluar el uso de enzimas, ultrasonido,
microondas y maceracion para mejorar la extraccion de antioxidantes de las bayas de
sauco. El estudio se justifica por el gran interés por parte de los consumidores y sector
empresarial en bebidas que contienen antioxidantes; El contenido de antocianinas se
determiné por el método diferencial de pH, fenoles totales por el método de Folin, la
capacidad antioxidante por la reduccién del ion cuprico y captura del radical cation del
acido 2,2'-azino- bis— (3—etillbenzotiazolin—6—sulfonico). La maceracién a 70 °C por 20
minutos origino mejores caracteristicas antioxidantes, seguida del uso de microondas,
enzimas y ultrasonido. La combinacion de enzimas-microondas mejora el proceso de
extraccion, dependiendo del tipo de enzima. El empleo de enzimas permiti6 mayores
rendimientos de extraccion en volumen de zumo. Con el zumo obtenido por maceracion

se elabor6 una bebida de sauco con buenas caracteristicas antioxidantes y sensoriales.

Articulo: Total phenolic, anthocyanin contents and antioxidant capacity of selected
elderberry (Sambucus canadensis L.) accessions Autores: Mustafa Ozgen, J., Scheerens,
N. R., & Raymond, M. Afi0:2010.
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Catorce accesiones de salco americano purpura-negro (Sambucus canadensis L.)
obtenidas de varios sitios en el medio oeste de los EE. UU. Y luego cultivadas en un solo
sitio de produccion de Ohio en los EE. UU. Se analizaron para determinar su contenido
total de antocianinas fendlicas (TP) y monoméricas totales (TMA) y su capacidad
antioxidante mediante el poder antioxidante reductor férrico (FRAP) y los ensayos de
eliminacion de radicales DPPH. El contenido total de fendlicos y antocianinas se midié
utilizando el reactivo Folin-Ciocalteu y los métodos de diferencia de pH, respectivamente.
En general, el contenido de fitonutrientes y la capacidad antioxidante de nuestras
accesiones de sauco fueron similares a los reportados tipicamente para las frambuesas
negras, moras y otras frutas pequefias de carne oscura. La variabilidad entre las
accesiones fue mayor para el contenido de TMA (CV 37.5%); los individuos oscilaron casi
tres veces de 1308 a 4004 ug de cy3-GE / g en base a un peso fresco. La variaciéon entre
las accesiones también fue evidente para los valores de TP, FRAP y DPPH (CV 14.4,
21.7 y 26.8%, respectivamente). Los valores de TP y TMA estaban muy altamente
correlacionados (r = 0,93), aunque los individuos diferian en la proporcion estimada de
fenoles totales atribuibles a las antocianinas. Tanto TP como TMA también estan
altamente correlacionados con los valores de capacidad antioxidante (r = 0.70-0.85).
Dentro de este estudio limitado de 14 accesiones, la variabilidad del contenido de
fitonutrientes y la capacidad antioxidante sugiri6 el empleo de germoplasma silvestre
dentro de un programa de mejoramiento de salco para incorporar una variedad de
rasgos superiores de horticultura, poscosecha o procesamiento en cultivares nuevos o

existentes con perfiles de fitonutrientes superiores.
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CAPITULO lll. Materiales y Métodos
3.1. Lugar de Ejecucion
El presente trabajo de investigacion se realizé en el Laboratorio de Ciencias Quimicas,
Centro de Investigacion en Techologia de Alimentos (CITAL), y en el Centro de
investigacion en Ciencia de alimentos (CICAL), perteneciente a la Universidad Peruana

Unién, km 19.5 Carretera Central, Nafia-Lurigancho.

3.2. Materia Prima

Se utilizd baya de salco (Sambucus peruviana H.B.K), proveniente de Apurimac,
adquiridas del mercado de frutas de Lima.

3.3. Materiales y equipos
3.3.1. Reactivos
e FEtanol 25% y 50%
e Agua destilada
e Buffer Cloruro de Potasio 0.025 M pH 1
e Buffer Acetato de Sodio 0.4 M pH 4.5

3.3.2. Materiales
e Gradillas
e Vaso precipitado (volumen:500ml)
e Probeta (volumen:1000ml)
e Erlenmeyer (volumen:500ml)
e Embudos
e Tubos de ensayo (volumen:10ml)
e Micropipeta (volumenes:1000y 100 pl)
e Cubeta de cuarzo
e Tamiz de acero inoxidable (mesh 0.60mm)
e Placa Petri
e Papel filtro N°40
e Fiolas (volumenes: 25y 50 ml)
e Bagueta

e Film oscuro N° 15
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3.3.3. Equipos
e Molino Manual; Marca: Corona
e Agitador mecénico; Modelo:Typ RM18 Serie:131-4
e UV Espectrofotometro; Marca: MOD-UV 721
e Microondas; Marca: Moulinex, Modelo: Optimo
e pHmetro; Marca: EuroLab. Modelo:ATC
e Secador de Bandejas de tunel; Modelo: HSBO1, Serie:201803

3.4. Metodologia Experimental

3.4.1. Caracterizacién de la materia prima

Se adquiri6 las bayas de sauco del mercado de frutas de Lima, proveniente del Apurimac,
posteriormente se almaceno a 4°C
Para su caracterizacion de la cascara de sauco se realizaran los siguientes analisis:

- Contenido Humedad, Proteina, Grasa cruda y Ceniza.

3.4.2. Obtencion de cascaras de sauco

Se seguird el procedimiento mostrado en la figura 13
3.4.2.1. Recepcién de Materia Prima

Se recibié 23 kg de materia prima (bayas de sauco), envasado en polietileno, para
luego ser transportadas a CITAL (Centro de Investigacién de Tecnologia de Alimentos).

3.4.2.2. Seleccién

Se separo6 las bayas con las ramas y se obtuvo 20 kg de baya de sauco.
3.4.2.3. Lavado

Se lavé con agua hasta que se desprenda de particulas sucias de la superficie de la baya
3.4.2.4. Desinfeccién

Se procedid a la desinfeccién con hipoclorito de sodio a 100ppm y de ahi se enjuago
con agua.

3.4.2.5. Separacion

De ahi se obtuvo 20 kg de baya de sauco de los cuales se meti6 a la maquina
despulpeadora agregandole 6 Litros de agua para su uso. Se obtuvo con resultado 14kg
de cascara con semilla de ahi separ6 manualmente y se obtuvo en este proceso 9kg de

cascara y 5 kg de semilla.
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3.4.2.6. Secado

Los 9 kg de cascara se extendieron en bandejas cubiertas con papel aluminio con una
altura de 1cm, se sometieron a secarse en el secador de tunel de ventilacion forzada con
aire paralelo a 45°C por 5 horas, se obtuvo 3 kg de cdscara seca.
3.4.2.7. Molienda

La cascara seca se introdujo en el molino de martillo manual y como resultado se
obtuvo 3 kg de harina.
3.4.2.8. Tamizado

La harina se sometio a un analisis de distribucién de tamafio de particula, en un tamiz

Bayas de sauco —»  Materia Prima

v

Seleccion
v
Lavado

<:ZAgua

v
{Hipoclorito de sodio

Desinfeccion

a 100ppm
v
Bayas de sauco entera—p/ Separacién —» Cascaras del sauco
v
Céascaras Himedas —¥| Secado {45°C x 5h
y Molienda mecanica
Céscaras seca —»|  Molienda (Molino de Martillo)
Tamizado {Tamizado @ 0.60mm

con mesh de g 0.60mm, para su posterior extraccion.

Figura 13. Obtencién de céscara del sauco

3.5.3. Lixiviacion del extracto acuoso de antocianina

La extraccion de la harina de la cascara de sauco se determiné con la metodologia de
extraccion asistida por microondas descrito por (Li, H; Deng, Z; Wu, T; Liu, R; Loewen, S

& Tsao, R, 2012). Como se muestra en la figura 14.
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3.5.3.1. Dilucién

En un vaso de precipitacién se prepararon 500 ml de solucién de harina de cascara de
sauco utilizando distintas proporciones de relacion materia prima: solvente (1:15, 1:30,
1:45). Para ello se utilizé soluciones de 0, 25 y 50% de etanol.

Estas soluciones fueron homogenizadas en un agitador mecanico a una velocidad de
2500 rpm a 10 y 20 min

3.5.3.2. Extraccioén

Para ser posteriormente introducidas en un horno microondas para la obtencién de
extracto antocianico durante 30, 60 y 90 seg con potencias de irradiacion de 400, 550 y
700 watts.

3.5.3.3. Filtrado
Se filtrd utilizando papel Whatman N°40 que se coloc6 sobre un embudo en un

erlenmeyer

3.5.3.4. Envasado

- Harina de cascara de

- sauco

) v MP: Solvente; (1:15,1:30, 1:45)
- Dilucion Tn (10 y 20 min)

) * Etanol (0%,25% y 50%)

B - Te: (30,60 y 90seq)

B Extraccion JLPi:(4OO,550 y 700 watts)

] v

Los extractos antocianicos fueron almacenado en botella de propileno de 500ml, envuelto

con film oscuro para su respectivo analisis.
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Filtrado {PW N°40

- E d Botella de polietileno de 500 ml envuelta
nvasado = con film oscuro

Figura 14. Lixiviacion del extracto acuoso de antocianina de cascara de Sauco

3.5.4. Validacion del extracto acuoso de antocianina 6ptimo

A partir de los parametros 6ptimos obtenidos por Taguchi L18(2x3°”) se procedi6 a la
obtencion de un extracto acuoso de antocianinas a los cuales se les realiz6 los analisis
de compuestos bioactivos: Contenido de antocianinas, compuestos fendlicos y

rendimiento de antocianinas. Tabla 2.

Tabla 2. Validacion de factores 6ptimos

Factores Cantidad
Tiempo de homogenizacién (min) 10
Materia Prima: Solvente (g/ml) 1:15
Etanol (%) 50
Tiempo de extraccion (seg) 30
Potencia de irradiacion (Watts) 400

Contenido de antocianinas (mg/100ml)  273.93 £ 0.20
Compuestos fendlicos (mg/100ml) 102.69 £ 0.13

Rendimiento (umol/100ml) 55.43 +0.01

3.5.5. Evaluacion de la estabilidad del extracto acuoso de antocianina

A partir del extracto acuoso de antocianina 6ptimo se realiz6 la prueba de estabilidad

utilizando el método de Mojica, Berhow & Gonzalez (2017). En la figura 16.

Se tomd 500 ml de extracto acuoso y se reguld el pH utilizando acido sulfarico 2N y

bicarbonato de sodio al 10% hasta obtener valores de 2.5; 3.5; 4.5y 5.5.
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Estas soluciones estandarizadas fueron vertidas 10ml en tubos de boro silicato con
tapa rosca, envueltos con film oscuro y colocados en gradillas, los cuales seran
almacenados bajo sombra a temperaturas de 4°C y 20°C, durante un periodo de 21 dias,
se empezard como Dia 0, que serd el primer dia, de ahi se evaluar4 cada 7 dias el

contenido de antocianinas, compuestos fendlicos y capacidad antioxidantes.

Figura 15. Estabilidad del extracto acuoso de antocianina de cascara de sauco

3.6. Método de Analisis
3.6.1. Andlisis fisicoquimicos

3.6.1.1. Contenido de Humedad

Se determinard la humedad por el método Gravimétrico mediante el método de la
AOAC, Official Methods of Analysis, 1997. El Contenido de Humedad se calculara

mediante la ecuacion 1.

. o) —
Contenido de Humedad (%) B— 4

x 100 €Y)

Donde:
A: Capsula vacia (g)

B: Capsula tapada + muestra (antes del secado), (g)

Extracto Acuoso
de antocianina

Aiustar pH . pH25;3.5;45;55
Tubos de boro silicato de 10ml
Envasado .
* envuelto con film oscuro

4°C y 20°C por 21 dias bajo

Almacenamiento sombra
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C: Capsula con tapa més la muestra desecada, (g)

3.6.1.2. Contenido de Proteina

Se determinar4 mediante el método Kjeldhal de la AOAC, Official Methods of Analysis,
1997. Se calculard mediante la ecuacion 2 y 3.

(AxB)
C

Nitrégeno en la muestra (%) = 100x x 0.014 2

Donde:

A = Acido clorhidrico usado en la titulacién (ml).
B = Normalidad del acido estandar.

C = Peso de la muestra (g).

% Proteina Cruda = Nitrogeno en la muestra x 6.25 3)

100g Proteina
= 6.25

Factor de conversion = — =
16g Nitrogeno

3.6.1.3. Contenido de Grasa

Se determin6 mediante el método de soxhlet de la AOAC, Official Methods of Analysis,
1997. El contenido de % de grasa se calculara mediante la ecuacion 4.

(B—-4)
Grasa Cruda(%) = (T) x 100 4)
Calculos
A = Peso del matraz limpio y seco (g)
B = Peso del matraz con grasa (g)

C = Peso de la muestra (g)
3.6.1.4. Contenido de Ceniza
Se determiné mediante el método gravimétrico de la AOAC, Official Methods of

Analysis, 1997a. El contenido de % de cenizas se calculara mediante la ecuacion 5.

Cenizas Totales (%) = g x 100 (5)

Donde:

A: Crisol vacio, (g)
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B: Crisol+ muestra, (g)
C: Crisol+ Ceniza, (g)

3.6.2 Andlisis de Compuesto Bioactivos
3.6.2.1. Contenido de antocianinas por el método pH Diferencial

Para determinar la concentracion de antocianinas por pH diferencial se emple6 la

metodologia descrito por (Ménica & Wrolstad, 2001):

Se prepara dos Buffers que son; Cloruro de Potasio a 0.025 M con pH 1,0 y Acetato de
Sodio a 0.4 M con pH 4.5, para proceder a la lectura, de la muestra almacenada se diluira
los buffers de Cloruro de Potasio y Acetato de Sodio. La dilucién debe ser tal que la
muestra a pH 1.0 tenga una absorbancia menor a 1y preferentemente en el rango de 0.4
a 0.6. El factor de dilucion serd el mismo para ambas muestras (pH 1,0 y pH 4,5), se
introduce una porcién de la solucién en la celda de cuarzo, y en la celda cuarzo se
afiadira agua destilada para utilizar como muestra blanca. Se procedera la lectura de los
tubos en el espectrofotémetro- UV, con las siguientes mediciones espectrales de 520 y

700 nm. Se aplicara con la ecuacion 6.

mgy AxPMxDf x1000
(7) B exl (6)
Donde:

A= (Asyo — A700) PH1 o — (Aszo — Az00) PHas
PM= 449,9 g/mol
Df = Factor de dilucion.

€= 26900 coeficiente de extincidbn molar para cianidina-3- glucésido, 1000= factor de

conversion de g a mg
L= Longitud de paso de celda en cm.

La concentracion final de antocianina (mg/l) se calcula en base al volumen de extracto y

peso de muestra. Se expresa en cianidina 3-glucésido g (PM 1000 y € = 26900).
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3.6.2.2. Determinacién de rendimiento de extraccion

Se determinara el rendimiento de extraccion de antocianinas totales, aplicando con la
ecuacion 7. descrita por:

Vextracto X CAntocianinas (7)

Rendimiento =
M,

Donde:

Vextracto  : Volumen del extracto ()
Cantocianinas. €oncentracion de antocianinas totales (mg cianidina-3 glucésido/100g EDA)

M.= Masa del Sauco (9)

3.6.2.3. Determinacion de compuestos fenélicos (CF)

Para la determinacion de compuestos fendlicos se empleé la metodologia de
(Marquez, Otero, & Osorio, 2004):

Primero se tom6 50uL de extracto, se afiadieron 800uL con H,0, 400uL de reactivo de
Folin-Ciocalteau (1:5 H,O destilada) y 2000uL de carbonato de sodio al 10% de ahi se
homogenizo por completo. El contenido reposé una hora y se procedié a la lectura de
absorbancia a 760 nm en el espectrofotometro. Finalmente, la concentracion de
compuestos fendlicos, fue determinada utilizando una curva estandar de acido galico
(0.04 — 0.3 mg/ml). los resultados se expresan en mg/100 ml acido Galico. Se aplicara la

ecuacion 8.

EAG ) _ (AbSMuestra_ Valor intercepto) x ValoryyestraxF.D % 100 (8)

TPC (mg 100ml

Valorpendiente

3.6.2.4. Determinacion de capacidad antioxidante por el método DPPH

La capacidad antioxidante se determiné por el método 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH),
siguiendo la metodologia de (Brand-Williams, Cuvelier, & Berset, 1995), con algunas

modificaciones:

La solucién de stock fue preparada con12 mg de DPPH en 100 ml de etanol puro de
ahi la solucion se almacend en congelacion a -18°C.hasta su uso. La solucion de trabajo
se calibr6 a una absorbancia de 1 =+ 0.02 a una longitud de onda de 515 nm. Para la

cuantificacion de la capacidad antioxidante en un tubo de ensayo se adicion6 150 uL de
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extracto, luego con 2850 L de la solucion de DPPH. La solucién repos6 30 min de ahi se
procedié a la lectura de la muestra a 515 nm en el espectrofotometro (MOD-UV 721).
Utilizando como blanco etanol puro. Los resultados se expresan como TEAC (umol
trolox/L). Para cuantificar la inhibicién se elabor6 una curva de patrén de cual se pesoé 6,3
mg de trolox y enrasando a 25 ml con metanol al 80% en una fiola aforada, en

concentraciones de 100 a 1000 (umol/L).se aplicaran las ecuaciones 9y 10.

AbsBlanco—AbSMuestra
AbsBlanco

% Inhibicion = ( ) x 100 9

TEAC (

umol trolox) _ (% inhibicién—Intercepto
100ml a

)x100 (10)

Pendiente

3.7. Disefio Estadistico

Para este trabajo de investigacion se emplearan dos disefios experimentales, que
consistente de la siguiente manera, el primero es el disefio ortogonal taguchi L18 (2x3°)
gque es para la extraccion del extracto acuoso de antocianina y el segundo es el disefio
factorial 4x2x4 se empled para determinar la estabilidad del extracto acuoso de

antocianina que se realizardn con el programa Stastica.7.1®.

3.7.1. Extraccion del extracto acuoso de antocianina por EAM

Se estudi6 como factores: A (Tiempo de extraccion), B (Etanol), C (Tiempo de
Irradiacion), D (Materia Prima:Solvente), E (Potencia de irradiacion), F(Etanol (%) —
Potencia de Irradiacion (watts)), G(Materia Prima: Solvente - Potencia de
Irradiacion(watts)) y H(Tiempo de Irradiacion(seg)- Potencia de Irradiacion(watts), para lo
cual se aplico el método Taguchi con un arreglo ortogonal L;5(2x3>"). Como se aprecia en

la Tabla 3, se tienen 5 factores de procesamiento y 3 factores de Interacciones.

Tabla 3. Factores o variables independientes con niveles codificados para la obtencion del
extracto.

Niveles Codificados

Factores Variables Independientes 1 2 3
A Homogenizacién (min) 10 20 -
B Etanol (%) 0 25 50
C Tiempo de extraccion (seg) 30 60 90
D Materia Prima: Solvente (g/ml) (1:25) (2:30) (1:45)
E Potencia Irradiacion (Watts) 400 550 700
F Etanol (%) — Potencia de Irradiacion(watts), (Interaccién) - - -
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Materia Prima: Solvente (g/ml) — Potencia de Irradiacion

G (watts), (Interaccién)

Tiempo de Extraccién(seg)- Potencia de Irradiacion (watts),

H (Interaccion)

Las variables dependientes analizadas fueron antocianinas totales monomérica,
compuesto fendlicos y rendimiento con el método Taguchi se efectué 18 tratamientos con
un nivel de significancia de 95%(p-valor 0.05) tal como se aprecia en la Tabla 4. Se

realizé por triplicado, se consider6 también la razén sefial/ ruido y la condicibn mayor es

mejor.

Tabla 4. Arreglo ortogonal Taguchi L18(2x3%").
Tratamientos FACTORES
A B C D E
1 1(10)  1(0) 1(30) 1(1:15) 1(400)
2 1(10)  1(0) 2(60) 2(1:30) 2(550)
3 1(10)  1(0)  3(90) 3(1:45) 3(700)
4 1(10) 2(25) 1(30) 1(1:15) 2(550)
5 1(10) 2(25) 2(60) 2(1:30) 3(700)
6 1(10) 2(25) 3(90) 3(1:45) 1(400)
7 1(10) 3(50) 1(30) 2(1:30) 1(400)
8 1(10) 3(50) 2(60) 3(1:45) 2(550)
9 1(10) 3(50) 3(90) 1(1:15) 3(700)
10 2200 1(0) 1(30) 3(1:45) 3(700)
11 2(20) 1(0) 2(60) 1(1:15) 1(400)
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12 2(20) 1(0) 3(90) 2(1:30) 2(350) ] ]

13 2(20) 2(25) 1(30) 2(1:30) 3(700) ) )
14 2(20) 2(25) 2(60) 3(1:45) 1(400) i i
15 2(20) 2(25) 3(90) 1(1:15) 2(350) ) ]
16 2(20) 3(50) 1(30) 3(1:45) 2(550) ) )
17 2(20) 3(50) 2(60) 1(1:15) 3(700) ) )
18 2(20) 3(50) 3(90) 2(1:30) 1(400) ) )

3.7.2. Evaluacion de la estabilidad del extracto acuoso de antocianina

En el segundo disefio estadistico, se empled el disefio factorial completo de 4x2x4
(AxBxC), Los factores son: A* (Dia), B* (Temperaturas) y C* (tipos de pH) con 4,2y 4
niveles, respectivamente obteniendo un total de 32 experimentos. Los niveles codificados

se presentan en la tabla 5.

Tabla 5. Factores o variables independientes con niveles codificados para la evaluacion de la
estabilidad del extracto acuoso de antocianina

Niveles Codificados

Factores Variables Independientes 1 2 3 4
A* Tiempo (Dia.) 0 7 14 21
B* Temperatura (°C) 4 20 —_ _—
C* pH 25 3.5 4.5 5.5

Las variables de respuesta fueron antocianinas, fenoles y antioxidantes. Se ejecuto el
analisis de varianza (p-valor 0.05), prueba de comparaciones multiples de diferencias

minimas significativas. Tabla 6.

Tabla 6. Disefio Factorial completo 4x2x4.

Tratamientos Tiempo Temperatura pH
1 0 4 25
2 0 4 35
3 0 4 4.5
4 0 4 5.5
S 0 20 2.5
6 0 20 35
7 0 20 45
8 0 20 55
9 7 4 25
10 7 4 35
11 7 4 45
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12 7 4 5.5
13 7 20 2.5
14 7 20 35
15 7 20 4.5
16 7 20 5.5
17 14 4 2.5
18 14 4 35
19 14 4 4.5
20 14 4 5.5
21 14 20 2.5
22 14 20 35
23 14 20 4.5
24 14 20 5.5
25 21 4 2.5
26 21 4 35
27 21 4 4.5
28 21 4 5.5
29 21 20 2.5
30 21 20 35
31 21 20 4.5
32 21 20 5.5

3.8. Analisis Estadistico

Para la extraccién de antocianinas por microondas asistida, se ejecutd el analisis de
varianza (ANOVA), y un grafico de sefal ruido con la condicibn mayor es mejor, para
evaluar la importancia de los efectos de los factores independientes sobre la variable

respuesta, utilizando un nivel de significancia del 5 % (0.05).

Para la evaluacion de la estabilidad de Antocianina, se ejecut6 el andlisis de varianza,
prueba de comparaciones multiples. En todos los andlisis se utilizé un nivel de
significancia del 5% (0.05).
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CAPITULO IV. RESULTADOS Y DISCUSION
4.1. Analisis proximal de la cdscara
La composicion proximal de la harina de cdscara de sauco en base seca se muestra en la

tabla 7.

Tabla 7. Resultados de Andlisis Proximal en base seca(bs)

Procedencia Humedad(%) | Grasa Cruda(%) | Proteina (%) Ceniza (%)
Apurimac - 2.51+0.00 0.29+0.10 3.20 + 0.06
Tarma' - 3.53 0.61 10.22
Lima® - 457 0.26 9.65

Nota: ‘"Meza, 2011 y “Beltran, 2010
Fuente elaboracion propia

El andlisis proximal expresado en base seca de la cascara del sauco es mostrado en
la Tabla 7. Los resultados fueron comparados con los analisis proximales de diferentes
procedencias (Apurimac, Tarma y Lima) de la cascara de sauco, segun (Meza, 2011) se
observé un mayor contenido de grasa cruda, proteina y ceniza, comparando con el
estudio realizado por (Beltran, 2010) y en el presente estudio. Las variaciones de la
composicion quimica son atribuidas por diferentes factores tales como la heterogeneidad
de la fruta (manejo agrondémico y condiciones ecoldgicas), procedencia, mes de

realizacion de la cosecha, estado de madurez y almacenado; esto influye en la sintesis
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de estos compuestos (Lovera, 2007; Rodrigo, Alvarez, De la rosa, Mercado, & Herrera,
2006). Esto explica las diferencias existentes entre los resultados obtenidos y aquellos

reportados por los autores anteriormente mencionados.
4.2. Extracto acuoso de antocianina por EAM

Los resultados obtenidos con el método Taguchi con arreglo ortogonal Ljg, se
muestran en la tabla 8. El analisis de varianza (ANOVA) para la extraccion asistida por
microondas, las variables estudiadas fueron (Tiempo de extraccion, Etanol, Tiempo de
Irradiacion, Materia prima: Solvente, Potencia de Irradiacion) generaron cambios
significativos en el contenido de antocianinas, compuestos fendlicos y contenido de
rendimiento con un (p-valor <0.05), en las variables (Etanol, MP:Solvente). Se muestra en
la tabla8y 9.

Por otro lado, se determiné en el analisis de sefial ruido del contenido de antocianinas,

compuestos fendlicos y rendimiento, esto se puede observar en la figura 15 y16.
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Tabla 8. Resultados de la extraccion de antocianinas por extraccion asistida por microondas

' ' Relac!()n Potencia Etanol (%) —  Materia Prima: Tiempo'c,Je
Tlempq de', Etanol T|empo'c,1e Mgterl.a de Pote_nm_a, de Solven'ge (g/ml) — Extracqlon(seg)- Antocianinas Comggesto Rendimiento
Homogemzacmn (%) Extraccién Prima: Irradiacion Irradiacion Pote_ncya, de Pote_nu_a, de (mg/100m) Fendlicos (umol/200ml)
(min) (Seq) Solvente (Watts) (watts), 3 Irrad|a0|or!(watts) Irrad|a0|o_r,1 (watts), (mg/100ml)
(g/ml) (Interaccién) , (Interaccion) (Interaccién)
10 0 30 1:15 400 - - - 235.26 £ 0.20 86.89 £ 0.00 47.04 £ 0.01
10 0 60 1:30 550 - - - 141.49 £ 0.00 75.77 + 0.26 28.30 £ 0.00
10 0 90 1:45 700 - - - 111.05 +0.00 66.16 + 0.00 22.21+0.00
10 25 30 1:15 550 - - - 261.13+£0.20 96.66 + 0.00 52.22 £ 0.03
10 25 60 1:30 700 - - - 199.25 +0.20 86.89 + 0.00 39.80+0.03
10 25 90 1:45 400 - - - 158.22 £ 0.00 77.77 £ 0.17 31.64 £ 0.00
10 50 30 1:30 400 - - - 219.77 £ 0.00 98.41 + 0.09 43.95 + 0.00
10 50 60 1:45 550 - - - 178.40 £ 0.40 86.89 + 0.00 35.71 £ 0.00
10 50 90 1:15 700 - - - 270.27 +£0.00 101.16 £+ 0.00  54.05 + 0.00
20 0 30 1:45 700 - - - 100.01 £ 0.00 56.99 + 0.00 20.10 £ 0.00
20 0 60 1:15 400 - - - 218.43 £ 0.00 76.07 + 0.00 43.83 £ 6.81
20 0 90 1:30 550 - - - 134.24 £ 0.00 61.05 + 0.00 26.83 £ 0.00
20 25 30 1:30 700 - - . 192.34 £ 0.00 81.98+0.17 38.47 +0.00
20 25 60 1:45 400 - - - 132.80 + 0.00 73.11 £ 0.09 26.56 + 0.00
20 25 90 1:15 550 - - . 224.45 +0.00 90.05 + 0.00 44.89 + 0.00
20 50 30 1:45 550 - - - 153.53 + 0.00 82.73+0.35 30.70 £ 0.00
20 50 60 1:15 700 - - . 245.19 +0.00 98.66 + 0.43 49.04 + 0.00
20 50 90 1:30 400 - - - 211.96 +0.19 90.85+ 0.17 42.41 +0.00
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4.2.1. Contenido de Antocianinas

En la tabla 9, podemos observar el ANOVA del contenido de antocianinas, la cual nos
indica estadisticamente que existe una diferencia significativa en todos los factores

estudiados con un p-valor < 0.05.

Tabla 9. ANOVA de contenido de antocianinas por extraccién asistida por microondas

Factores SS GL MS Valor F p-valor
Tiempo de Extraccién(min) 9.6714 1 9.6714 1127.93 0.000
Etanol (%) 84.534 2 42.267 4929.41 0.000
Tiempo de Irradiacion(seg) 14324 2 0.7162 83.53 0.000
Materia Prima:Solvente (g/ml) 223436 2 111.7168 13029.02 0.000
Potencia de Irradiaciéon (watts) 7.4338 2 3.7169 433.49 0.000
Materia Prima : Solvente - Potencia 31541 5 15771 183.92 0.000
de Irradiacion (Interaccion)
o . S

Etanol (/o) Potencia de Irradiacién 53342 2 2 6671 311.05 0.000
(Interaccion)

Tiempo de Irradiacion- Potencia de 30319 2 1516 176.8 0.000

Irradiacién (Interaccion)

Residual 0.3258 38 0.0086

Media = 45.1512; Desviacion estandar = 2.52666

En la Figura 16 se observa que los factores de tiempo de extraccién (min), etanol (%),
tiempo de irradiacion (seg), relacion materia prima: solvente (g/ml), potencia de
irradiacion (watts) y las interacciones relacibn materia prima:solvente - potencia de
irradiacion, Etanol-Potencia de Irradiacion, tiempo de irradiacion-potencia de irradiacion,
influyen significativamente poque se obtuvo rango de p-valor <0.05, en el contenido de
antocianinas respecto al extracto acuoso de antocianina de la cascara de sauco 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

Los factores quedan ordenados de la siguiente manera con un tiempo de
homogenizacion de 10minutos, 50% de etanol, con 30 segundos de extraccion, con una
dilucion de Materia prima (1):solvente (15) y finalmente con una potencia de irradiacion

de 400 watts. Influyen significativamente en el contenido de antocianinas.
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Figura 16. Gréfico sefial/ruido, para cada factor y sus interacciones consideradas en el contenido
de antocianinas

Los resultados obtenidos reportan que los factores de etanol al 50% y una relacién de
materia prima: solvente 1:15, se obtuvo un mejor contenido de antocianinas, compuestos
fendlicos y capacidad antioxidantes. Este resultado concuerda con lo reportado por
(Sousa, 2016), esto se debe que la relacion soluto/disolvente es uno de los factores mas
criticos durante la transferencia de masa, a un mayor % de concentracién de solvente
ayuda a acelerar el proceso de difusion (Mufiiz, Martinez, Won, & Belmares, 2013).

Las ondas electromagnéticas del microondas interaccionan con el extracto del sauco,
produciendo vibracién o rotacién de las moléculas lo cual genera calor. Mientras menor
es el tiempo de extraccion, menor es la alteracion de sus estructuras moleculares a
menos que la potencia de irradiacion sea demasiada alta. (Sinha, Das Saha, & Datta,

2012).
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Mientras tanto (Flores, 2017) concuerda con la extraccion por la metodologia EAM, se
determiné que a ciclo de 30 seg de irradiacion se obtiene un contenido de antocianas 506
a 664 mg/100g. obteniendo un valor mayor de antocianinas a lo estudiado.

La baja potencia de irradiacion estaria favoreciendo la extraccion obteniendo una
buena solubilidad de las antocianas (Cacace & Mazza, 2003), con respecto a escala altas
de irradiacion, (Mendes,Carvalho,Magalhaes,Moreira, Guido, Gomes, & Delerue-Matos,
2016), pero en tiempos cortos de se obtiene un buen rendimiento de extraccién debido a

gue la penetracion es facil en el disolvente.

4.2.2. Contenido de Compuestos Fendlicos

En la tabla 10, podemos observar el ANOVA del contenido de compuestos fendlicos, la
cual nos indica estadisticamente que existe una diferencia significativa en los factores
Tiempo de extraccion, Etanol, Tiempo de Irradiacion, Materia Prima: Solvente, Potencia
de irradiacion con un (p-valor < 0.05), segun el disefio experimental realizado, a
diferencia de los factores interacciones; materia prima: Solvente-Potencia de irradiacion,
Etanol-Potencia de irradiacion, pero en las interacciones no influyen de manera
significativa (p>0.05) en el contenido de compuesto fendlicos en el extracto antocianico a

partir de cascara de Sauco.

Tabla 10. ANOVA del contenido de Compuestos Fendlicos por EAM

Factores SS GL MS Valor F  p-valor
Tiempo de Extraccion(min) 8.93326 1 893326 125.4885 0.000000
Etanol (%) 57.25615 2  28.62807 402.1481 0.000000
Tiempo de Irradiacion(seg) 0.98534 2 0.49267 6.9207 0.002735
Materia Prima:Solvente (g/ml) 32.62810 2  16.31405 229.1689 0.000000
Potencia de Irradiacidn (watts) 0.99698 2 0.49849 7.0025 0.002577
Materia I'Dl”lma : Solvente - Potencia de Irradiacion 036563 2 0.18282 2.5681 0.089929
(Interaccion)

N

Etanol (%)- Potencia de Irradiacion (Interaccion)  0.23329 0.11665 1.6386  0.207688

Tiempo de Irradiacién- Potencia de Irradiacidn

. 0.25829 2 0.12915 1.8142 0.176808
(Interaccion)

Residual 2.70514 38 0.07119

Media = 38.2401; Desviacion estandar =1.403325

En la figura 17, se observa que los factores de homogenizacién(min), etanol (%),

tiempo de extraccion(seg), relacion de materia prima: solvente(g/ml), potencia de
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irradiacion(watts) y las interacciones relacion de materia prima: solvente- potencia de
irradiacion, Etanol-Potencia de irradiacion, Tiempo de extraccion-Potencia de irradiacion.
Influyen significativamente (p-valor <0.05) en el contenido de antocianinas respecto al
extracto antocianico de la cascara de sauco 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

Los factores quedan ordenados de la siguiente manera con un tiempo de extraccion de
20min, 50% de etanol, con 30 segundos de irradiacion, con una dilucién de Materia
prima(1):Solvente (15) y finalmente con una potencia de irradiacion de 400 watts. Influyen
significativamente en el contenido de antocianinas.

Segun Flores (2017) estudio la baya de sauco de la variedad de la especie (sumbucus
nigra L subsp. peruviana) por el método de extraccién asistida por microondas en ciclo de
extraccion de 30 segundos y una temperatura de 20°C, encontré concentraciones de
compuesto fendlico de 55.71 mg/100ml, por otro lado (Mustafa Ozgen, Scheerens, &
Raymond, 2010) estudiaron el contenido fendlico total, antocianina y capacidad
antioxidante de la variedad de sauco (Sambucus canadensis L.) contiene 50.06 mg/100g,
los valores reportado se encuentra con lo estudiado con la variedad del sauco estudiado.
Por ello, la variacion de los compuestos fendlicos se debe a su estado de maduracion y
variedad de la fruta. Ademas, se obtiene una mayor cantidad de compuesto fenélicos en
los frutos maduros, disminuyendo en el estado intermedio (pintén) y por ultimo el verde
(Hernandez , Pabon, & Rodriguez , 2015).
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Figura 17. Grafico sefial/ruido, para cada factor y sus interacciones consideradas en la determinacion de
compuestos fendlicos.

4.2.3. Rendimiento de antocianinas

La hidrdlisis como consecuencia a la cantidad de azucares recuperados en residuo
depende del tiempo de reaccién, temperatura y concentracion, siendo este Ultimo
pardmetro el que afecta, en mayor medida, al rendimiento en azlcares, mientras que, en
la formacién de productos de degradacion, la temperatura causa el mayor efecto
permitiendo romper los enlaces tipo éster liberando los acidos fendlicos con menores
pérdidas respecto a una hidrélisis acida (Roberto, Mussatto, & Rodrigues, 2003) esto se
debe que el sauco, es una fuente de pigmentos naturales por su contenido de
antocianinas, también tiene alto compuesto fendlicos y antioxidantes se consume en la

poblacion en sus diferentes presentaciones y derivados.

Para obtener un buen rendimiento en antocianinas (Rodriguez-Saona, Giusti, &

Wrolstad, 1998), sefialan que el caracter polar de la molécula de antocianina permite su
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solubilidad en variados solventes, tales como alcoholes, acetona y agua. Esto se debe
que el método de extraccion con etanol se obtuvo un buen rendimiento de antocianinas y
compuesto fendlicos, corroborando lo sefialado por otro lado autores como (Revilla,
Ryan, & Ortega, 1998) indica que las antocianinas son compuestos solubles en solventes
polares y comunmente se extraen de sus fuentes naturales usando metanol o etanol con
pocas cantidades de algunos acidos como acido clorhidrico, acético y formico, ya que el
acido mantiene el pH acido lo que previene el desplazamiento de los equilibrios quimicos

de hidratacion y formacién de chalconas.

4.3. Validacion del extracto acuoso de antocianina optimo

Con el disefio taguchi ortogonal L18(2x3"), estadisticamente se obtuvo parametros
mejores que a 10 min de homogenizacién,1:15 Relacion materia prima:Solvente, 50% de
etanol, 30 seg de tiempo de extracién, 400 watts de irradiacion, de lo cual se valido
haciendo experimentalmente un nuevo extracto acuoso de antocianina para verificar con
lo estadisticamente y se obtuvo un contenido de antocianinas de 273.93 + 0.20
mg/100ml , compuestos fendlicos de 102.69 + 0.13 mg/100ml y con un rendimiento de
55.43 + 0.01 umol/100ml, con la validacion de los pardmetros optimo se realiz6 el nuevo
extracto para la determinacién de la estabilidad de antocianinas donde se aplicé el disefio

factorial completo 4x2x4

Los resultados del extracto acuoso de antocianina empleando el método de
extraccion por microondas asistida se obtuvo valores similares con los autores (Liazid,
Guerrero, Cantos, Palma, & Barroso, 2011) sostienen que a potencia de irradiacion
menor y aun mayor porcentaje de solvente, se obtiene un mejores rendimiento de

antocianina y compuestos fendlicos.

Por otro lado, el tiempo de extraccion es un importante factor en la extraccion de
pigmentos antocianicos, sin embargo, durante un tiempo excesivo, podria no ser
significativo para la extraccion de pigmentos antocianicos, ya que la ley de difusion de
Fick, predice que después de cierto tiempo, habra un equilibrio final entre el soluto de la

matriz solida y el solvente de extraccion (Silva, Rogez, & Larondelle, 2007).
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4.4. Estabilidad del Extracto Acuoso de Antocianina

Los resultados obtenidos con el disefio factorial completo 4x2x4, como se muestra en

la tabla 11.

Tabla 11. Resultados de la evaluacion de la estabilidad en almacenamiento.

Compuesto

Tierppo Temperatura pH Antocianinas Fenblicos DPPH
(Dia) (°C) (mg/100ml) (mg/100ml) (umol/100ml)
0 4 2.5 235.26 £ 0.19 159.22 £ 0.00 102.87 £ 0.07
0 4 3.5 204.38 +0.00 139.48 £0.10 94.96 + 0.00
0 4 4.5 189.66 + 0.00 127.63 £ 0.00 89.59 + 0.00
0 4 5.5 172.60 + 0.00 95.55+0.00 77.91 £0.00
0 20 2.5 207.72 + 0.58 147.09 +0.10 94.30 + 0.07
0 20 3.5 187.76 £ 0.19 123.50 £ 0.00 85.74 £ 0.00
0 20 4.5 168.03 £ 0.19 114.73 £ 0.00 82.00 +0.00
0 20 5.5 157.10 £ 0.19 83.64 £0.17 69.62 + 0.00
7 4 2.5 230.13+0.00 155.09+0.10 88.27 + 0.07
7 4 3.5 191.00 + 0.00 134.14+£0.10 82.08 + 0.07
7 4 4.5 181.30 + 0.00 122.12 £ 0.09 78.03 £ 0.00
7 4 5.5 162.57 + 0.00 90.97 £0.09 64.95 + 0.00
7 20 2.5 193.67 + 0.00 132.43 £ 0.00 80.60 + 0.00
7 20 3.5 171.93 £ 0.00 107.62 £ 0.00 71.96 £ 0.00
7 20 4.5 150.97 + 0.19 97.70 £ 0.00 64.91 + 0.07
7 20 5.5 138.92 £ 0.19 69.42 £ 0.00 56.07 £ 0.00
14 4 2.5 221.44 +0.00 147.48 £ 0.00 82.16 + 0.07
14 4 3.5 186.32 + 0.00 127.80 £ 0.00 76.16 +0.00
14 4 4.5 174.27 £ 0.00 116.61 +0.10 73.94 £ 0.00
14 4 5.5 155.21 + 0.00 83.58 £ 0.10 60.39 + 8.70
14 20 2.5 171.40 £0.19 121.68 £0.17 67.75 £ 0.00
14 20 3.5 144.50 + 0.00 92.73+0.00 57.71 +0.00
14 20 4.5 134.80 + 0.00 79.45+0.00 45.21 +0.00
14 20 5.5 120.75 + 0.00 57.01+0.20 41.28 +0.00
21 4 2.5 217.09+0.00 134.19+0.20 78.73 £0.00
21 4 3.5 182.64+0.00 117.65+0.00 72.11 +0.07
21 4 4.5 170.93+0.00 111.92+0.00 71.26 £ 0.00
21 4 5.5 152.20+0.00 80.22+0.20 54.59 + 0.07
21 20 2.5 148.18 + 0.00 113.13+0.20 57.75 + 0.07
21 20 3.5 118.75 + 0.00 82.81+0.00 45.56 + 0.00
21 20 4.5 105.37 + 0.00 71.57 £0.00 33.06 £ 0.00
21 20 5.5 98.34 + 1.70 51.83+0.20 30.03 + 0.00
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Se realizé el analisis de varianza (ANOVA) de las variables estudiadas de (Tiempo,
Temperatura y pH) generaron cambios significativos en los contenidos de antocianinas,
compuestos fendlicos y antioxidantes con un p-valor (<0.05). Como se observa en él,
Anexo 9. También se generaron las graficas de efecto de las condiciones de
almacenamiento, como se puede observar en la figura 18,19 y 20.

En la tabla 10, se indica que el extracto antocianico estudiado durante las tres
semanas de almacenamiento de 4°C y 20°C se ve muy afectado por el pH, por lo cual se
obtuvo una mejor estabilidad de contenido de antocianinas, compuestos fendlicos y
antioxidante a Temperatura 4°C con un pH 2.5, los resultados estudiado se asemeja con
(Mojica, y otros, 2017), reporto que la estabilidad de contenido de antocianinas,
compuesto fendlicos del frejol negro durante cinco semanas de almacenamiento a 4°C y
22°C, fueron mas estables en condiciones de refrigeracién y pH bajo, estos resultados
también concuerda con los autores (Kirca & Cemeroglu, 2003; Hou, Qin, Zhang, Cui, &
Ren, 2013).

4.4.1. Estabilidad de Contenido de Antocianinas

Se observa en la figura 18, que el contenido de antocianina a pH 2.5 tiene una menor
degradaciéon en las temperaturas (4 y 20°C) durante el periodo de las 3 semanas del
almacenamiento. Este comportamiento también ha sido reportado por otros autores,
como (Wang & Xu, 2007; De Rosso & Mercadante, 2007; Tonon, Brabet, & Hubinger,
2010)

Esto se debe a varios factores que afectan la estabilidad del extracto antocianico, que
son las condiciones de procesamiento, almacenamiento, pH, temperatura, presion, luz,
oxigeno, enzimas, acido ascorbico, diéxido de azufre, sales de sulfito, iones metalicos,
azlcares y algunos co-pigmentos contribuyen a su degradacion (Hernandez-Herrero &
Frutos, 2014; Zoric, Dragovic-Uzelac, Pedisic, Kurtanjek, & Garofuli, 2014).

Cuando las antocianinas se encuentran en solucion acuosa, el efecto de la
copigmentacién es dependiente del tipo de la solucién, la concentracion del solvente, la

temperatura y la composicion del medio (Rain, 2005; Baulis et al., 1994).
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Figura 18. Efecto de las condiciones de almacenamiento sobre el contenido de antocianinas

4.4.2. Estabilidad de Compuestos Fendlicos

Se observa en la figura 19, que el contenido del compuesto fendlico fue mas estable a
pH 2.5 teniendo una menor degradacion durante el almacenamiento a temperaturas (4 °C

y 20°C) durante el periodo de las 3 semanas.

Los compuestos poli fendlicos de la baya del satco, promueven la quinona reductasa
(una enzima protectora) e inhiben la ciclooxigenasa-2 (COX-2) y ornitina descarboxilasa
(enzimas promotoras) asociadas con las fases de iniciacion y promocién de la
carcinogénesis (Thole, Kraft, Sueiro, Kang, Gills & Cuendet, 2006).

Los compuestos fendlicos, incluidas las antocianinas, muestran una fuerte actividad
antioxidante y, en muchos estudios, se ha demostrado que contribuyen significativamente

a la capacidad antioxidante (Velioglu, Mazza, Gao, & Oomah, 1998). Especificamente, las
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frutas con una pulpa altamente pigmentada contienen compuestos fendlicos, asi como las
bayas del salco, que tiene una capacidad de antioxidantes mas alta que las moras y las
frambuesas negras (Moyer, Hummer, Finn, Frei, & Wrolstad, 2002).
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Temperatura: 4°C Temperatura: 20°C

Figura 19. Efecto de las condiciones de almacenamiento sobre el contenido de compuesto
fendlicos

4.4.3. Estabilidad de Capacidad Antioxidante por DPPH

Se observa en la figura 20, que el contenido de antocianina a pH 2.5 tiene una menor

degradacion a 4°C a diferencia de 20°C en un periodo de 3 semanas de almacenamiento.

La determinacién de la actividad antioxidantes se basa en comprobar como un agente
oxidante induce dafio oxidativo a un sustrato oxidable, dafio que es inhibido o reducido en
presencia de un antioxidante. Esta inhibiciéon es proporcional a la actividad antioxidante

del compuesto o la muestra. (Coba, Mayacu, & Vidari, 2010).
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Las antocianinas pueden oxidarse por reaccion directa con oxigeno, o bien a través de
una oxidacién indirecta en la que éstas reaccionan con compuestos que han sido
previamente oxidados, dando lugar a la formacién de productos de color marrén o
incoloro. También, pueden reaccionar con radicales de oxigeno actuando como
antioxidantes. Estos mecanismos de oxidacion se ven favorecidos cuando se eleva la
temperatura (Rein, 2005; Baulis, Spomer, & Berber, 1994).
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Figura 20. Efecto de las condiciones de almacenamiento sobre capacidad antioxidante
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V. CONCLUSIONES
Se obtuvo mejores resultados de extraccion con el tratamiento 9 cuyas variables son:
10 minutos de homogenizacion, 50% de etanol, 1:15 (Materia prima: Solvente), 90
segundos de irradiacion y 700 watts de potencia de irradiacién. Se obtuvo un contenido
de 270.27+0.00 mg/100ml de antocianinas, 101.16+0.00 mg/100ml de compuestos

fendlicos y 50umol/100ml de rendimiento.

Taguchi propone que las condiciones 6ptimas por extraccion de antocianinas por
microondas asistida son: 10 minutos de homogenizacion, 50% de etanol, 1:15 (Materia
prima: Solvente), 30 segundos de irradiacién y 400 watts de potencia de irradiacion. El
extracto a dichas condiciones contiene 273.93+0.20 mg/100ml de antocianinas,
102.69+£0.13 mg/100ml de compuestos fendlicos y 55.43+0.01 pmol/100ml de

rendimiento.

Para la extraccion del extracto acuoso de antocianina se empleé los factores 6ptimos
gue se generd en el grafico de sefial de ruido de taguchi de ahi se aplico el disefio
factorial completo 4x2x4, para evaluar la estabilidad del extracto acuoso de antocianina
los factores estudiados fueron Tiempo (Dia 0, 7,14 y 21), Temperatura (4 y 20°C) y
pH(2.5;3.5;4.5;5.5), de lo cual se obtuvo que la mejor estabilidad del extracto acuoso de
antocianina durante los periodos de tiempo de almacenamiento, se mostré que el
contenido de antocianina, compuesto fendlicos y capacidad antioxidantes fueron mas
estables a temperatura 4°C con un pH 2.5, mientras que a temperaturas de 20°C y pH 2.5
se observé una disminucion mayor en el contenido de antocianina, compuestos fendlicos

y capacidad antioxidantes durante el almacenamiento.
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RECOMENDACIONES
Utilizar el método ultrasonido para la extraccion del extracto antocianico.

Analizar la capacidad antioxidante aplicando los métodos de FRAP, ABTS Y ORAC
aparte del método DPPH.

Utilizar Metanol como solvente para la extraccion de antocianinas por el método de

extraccion asistida por microondas.

Aplicar otro disefio para optimizar aparte de taguchi ortogonal L;g(2x3°7).
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ANEXOS

ANEXO 1. Extraccion de antocianinas por EAM




Figura 23. Céascara de sauco molido




Figura 26. Filtracién del extracto Figura 27. Extracto envasado

ANEXO 2. Andlisis de concentracién de antocianinas

Figura 28. Extracto diluido para la lectura de absorbancia

ANEXO 3. Andlisis de compuesto fendlicos

Figura 29. Extracto diluido para la lectura de absorbancia de compuestos fendlicos

ANEXO 4. Andlisis de antioxidante por el método DPPH




Figura 30. Extracto diluido para la lectura de absorbancia de capacidad antioxidante

ANEXO 5. Caracterizacion de materia prima

Figura 32. Determinacion de humedad

Figura 31. Determinacién de proteina

ANEXO 6. Extraccion de la estabilidad fisicoquimica de antocianina
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Figura 33.Extractos con diferentes pH

ANEXO 7. Curva estandar para la cuantificacion de compuesto fenélico
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y = 0.0067x - 0.0913
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ANEXO 8. Curva estandar de Inhibicion para la cuantificacion de antioxidante
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ANEXO 9. ANOVA, de la estabilidad de antocianinas en el almacenamiento

Contenido de Antocianinas
Variables GL SS MS Valor F  p-valor
Tiempo 3 22659 7553 402268 0.000
Temperatura (°C) 1 34750 34750 1850759 0.000
pH 3 44621 14874 792154  0.000
Tiempo*Temperatura (°C) 3 6391 2130 113452  0.000
Tiempo*pH 9 152 17 898 0.000
Temperatura (°C)*pH 3 637 212 11310 0.000
Tiempo*Temperatura (°C)*pH 9 140 16 827 0.000
Error 64 1 0
Total 95 109350

Contenido de Compuestos Fenolicos

Variables GL SS MS Valor F  p-valor
Tiempo 3 11034 3678 380002 0.000
Temperatura (°C) 1 14799 14799 1528998 0.000
pH 3 48029 16010 1654047 0.000
Tiempo*Temperatura (°C) 3 1294 431 44562 0.000
Tiempo*pH 9 163 18 1865 0.000
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Temperatura (°C)*pH 3 316 105 10882 0.000

Tiempo*Temperatura (°C)*pH 9 184 20 2114 0.000
Error 64 1 0
Total 95 75820
Capacidad Antioxidante

GL SS MS Valor F  p-valor
Tiempo 3 13578.2 4526.1 3116956 0.000
Temperatura (°C) 1 6556.3 6556.3 4515095 0.000
pH 3 7784  2594.7 1786869 0.000
Tiempo*Temperatura (°C) 3 1466.3 488.8 336588 0.000
Tiempo*pH 9 35.5 3.9 2720 0.000
Temperatura (°C)*pH 3 264 88 60613 0.000
Tiempo*Temperatura (°C)*pH 9 178.2 19.8 13637 0.000
Error 64 0.1 0
Total 95 29862.7
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