UNIVERSIDAD NACIONAL DE SAN CRISTOBAL

DE HUAMANGA
FACULTAD DE INGENIERIA QUIMICA Y METALURGIA

ESCUELA DE FORMACION PROFESIONAL DE INGENIERIA
AGROINDUSTRIAL

TECNICA DE ANALISIS ESPECTROFOTOMETRICA DE
ANTOCIANINAS EN MATERIAS PRIMAS DE LA REGION DE
AYACUCHO

Tesis de pregrado para optar el Titulo Profesional de

Ingeniero Agroindustrial

Presentado por

Henry MARTINEZ RIVERA

AYACUCHO - PERU
2015



A Dios,
que con su amor infinito
me regala tanto en esta vida.

A mis padres Maximo y Felicitas,
‘por su apoyo y sustento permanente.

A mis hermanos: Lider, Malini y Zenobio
por impulsarme y estar pendiente de mi.

A mi cufiado Juan Carlos,
por su carifio y su sustento sincero.

A mi novia Angélica Lisbet,
por su amor y apoyo continuo.

A la Ingeniera Gloria Taype,
por su apoyo y por ser como una madre para mi.



AGRADECIMIENTOS

Parte del desarrollo experimental del presente trabajo de tesis, requiere mi mas
sincero reconocimiento y agradecimiento al Laboratorio de Transferencia de
Masa y Laboratorio de Investigacion de la Facultad de Ingenieria Quimica y
Metalurgia, expresados en las personas del Mag. Alfredo Arias Jara, Ing.
Gabriel Cerrén Leandro y demas profesores y amigos de la Escuela de
Formacién Profesional de Ingenieria Agroindustrial de la Universidad Nacional

de San Cristobal de Huamanga — Ayacucho.

Igualmente expreso mi sincero reconocimiento y agradecimiento a mi Alma
Mater, forjadora de mi formacion profesional, que es la Universidad Nacional de
San Cristébal de Huémanga, a través de la Facultad de Ingenieria Quimica y
Metalurgia y de la Escuela de Formacidon Profesional de Ingenieria
Agroindustrial, que ha posibilitado la oportunidad de proseguir y culminar con

mis estudios y concluir con la presente investigacion.

Mis sinceros reconocimientos a la mistica profesional y permanente apoyo de
mi asesor Mag. Alfredo Arias Jara, por depositar su confianza en mi, por sus
consejos, su paciencia, por darme animos y serenidad cuando era necesario, y

por su valiosa amistad.

A mi familia por el amor que a diario me brindan, por apoyarme
incondicionalmente por ser fuente de mis alegrias y por impulsarme a seguir
adelante. Y a todos mis amigos que participaron directa o indirectamente en
el desarrollo de este trabajo, por las risas compartidas, por sus sugerencias,
por alentarme en todo momento, por acompafiarme en los momentos de

tension y también de célma, y sobre todo por formar parte de mi vida.

H. Martinez R.



iNDICE

AGRADECIMIENTOS
INDICE

RESUMEN
INTRODUCCION
SIMBOLOGIA

LISTA DE FIGURAS
LISTA DE TABLAS
LISTA DE ANEXOS

CAPITULO |

PLANEAMIENTO DEL PROYECTO

1.1  PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA
1.1.1 Descripcion del contexto
1.1.2 Delimitaciéon del problema
1.1.3 Formulacion del problema

1.2 JUSTIFICACION E IMPORTANCIA

1.3 OBJETIVOS

1.4 ANTECEDENTES

15 HIPOTESIS

1.6 VARIABLES

1.7 ASPECTOS METODOLOGICOS

1.8  MATRIZ DE CONSISTENCIA

CAPITULO I
MARCO TEORICO
2.1 ANTOCIANINAS
21.1 Generalidades
2.1.2 Estructura Quimica
2.1.3 Biosintesis
2.1.4 Distribucion en la naturaleza

2.1.5 Propiedades biologicas

2.1.6 Factores que afectan su estabilidad

O O 0 N B W W =

-
N

13
13
14
16
17
17
18



2.2

2.3

24

2.5
2.6

RADICALES LIBRES

2.2.1 Produccion de radiales libres de oxigeno

2.2.2 Reactividad de los radiales libres y estrés oxidativo
2.2.3 Daiio molecular inducido por radicales libres
ANTIOXIDANTES

2.3.1 Niveles de la accion antioxidante
ESPECTROFOTOMETRIA

2.41 Leyde LAMBERT

2.4.2 Leyde BEER

MATERIAS PRIMA CON CONTENIDO DE ANTOCIANINAS
EXTRACCION DE ANTOCIANINAS

2.6.1 Analisis de antocianinas por espectrofotometria UV-Vis
2.6.2 Cuantificacion del total de antocianinas mediante el

método de pH diferencial

CAPITULO 1lI
METODOLOGIA

3.1

3.2
3.3

METODO

3.1.1 Evolucién en materias prima de la regién de Ayacucho
3.1.2 Determinacion de la humedad

3.1.3 Preparacion del extracto

3.1.4 Los reactivos

3.1.5 Manejo del espectrofotdmetro GENESYS 6

3.1.6 Método de pH diferencial

EVALUACION DE LA ABSORBANCIA

MATERIALES E INSTRUMENTOS

CAPIiTULO IV
DESARROLLO EXPERIMENTAL

4.1

PRUEBAS EXPLORATORIAS
4.1.1 Pruebas basicas de evaluacion espectrofotométrica
4.1.2 Regulacién de concentracién de antocianina

4.1.3 Evaluacioén espectrofotométrica en funcién de pH

26
26
27
28
28
28
29
30
30
36
37
38
39

41
41
43
44
45
45
51
52
53

54
55
56
57



4.1.4 Evaluacién del rango de absorbancia y factor de dilucion
4.1.5 Evaluacion espectrofotométrica de la muestra patrén
42 TECNICA DE EXTRACCION DE ANTOCIANINAS EN
MUESTRAS
4.2.1 Preparacion de la muestra
4.2.2 Temperatura de extraccion del analito
4.2.3 Extraccién con agua
4.2.4 Extraccion con solucion etandlica
4.2.5 Reproducibilidad de los resultados
4.3 ANALISIS ESPECTROFOTOMETRICO POR pH
DIFERENCIAL
44 EVALUACION DE PRODUCTOS AGROINDUSTRIALES DE LA
REGION -
441 Enla céscaré de la uva negra
4.4.2 En la parte externa de la Fresa
4.4.3 En la cascara de la Ciruela
4.4.4 Mora
4.4.5 Papa nativa (médula interna)
4.4.6 Papa nativa (epidermis)
4.4.7 Epidermis del Camote morado

4.4.8 Maiz morado (cuticula del grano)

CAPITULO V

ANALISIS Y DISCUSION DE LOS RESULTADOS

5.1 PRUEBAS EXPLORATORIAS

5.2 TECNICA DE EXTRACCION DE ANTOCIANINAS EN MUESTRAS

5.3ANALISIS ESPECTROFOTOMETRICO POR pH DIFERENCIAL

5.4EVALUACION DE PRODUCTOS AGROINDUSTRIALES DE LA
REGION DE AYACUCHO.

5.5PROPUESTA DEFINITIVA DEL METODO DE pH DIFERENCIAL

5.6 ANALISIS Y CONTRASTACION DE LA HIPOTESIS

vi

59
60
60

61
65
68
69
70
71

74

74
77
79
81
83
85
87
90

93
95
97
98

100
105



CONCLUSIONES
RECOMENDACIONES

BIBLIOGRAFIA
Textos y revistas especializadas

Paginas de internet

ANEXO

vii

112
114

115
115
116
117

118



RESUMEN

Esta investigacién se enmarca en la determinacion de la técnica de analisis
espectrofotométrica del contenido de antocianinas en materias primas de la
region de Ayacucho. Se inicié el estudio con el diagnéstico regional de
materias primas de interés Agroindustrial con contenido potencial de
antocianinas. Luego se estandarizé |a técnica de analisis espectrofotométrica
para diferentes tipos de muestras a fin de realizar la determinacion cuantitativa
del contenido de antocianinas a través del método espectrofotométrico de pH
diferencial y posteriormente aplicar en la valoracion espectrofotométrica de
antocianinas a las materias primas identificadas en el diagnéstico regional. Por

lo tanto, las actividades especificas de este trabajo son:

1. Realizar el diagnéstico regional de materias primas de interes
agroindustrial con contenido potencial de antocianinas.

2. Estandarizar la técnica de analisis espectrofotométrica de pH
diferencial en las diferentes muestras para la determinacién
cuantitativa del contenido de antocianinas.

3. Valoracion espectrofotométrica de antocianinas a las materias primas

identificadas en el diagnostico regional.

La identificacion de antocianina se determind por el método diferencia de pH
conocido como espectrofotometria por pH diferencial, que es un método
espectrofotomeétrico rapido y sencillo basado en la antocianina estructural, en la

transformacién que se produce con un cambio en el pH.

La preparacidn de la muestra para el analisis espectrofotométrico se
fundamenta en la extraccion de antocianina de la muestra, para lo cual se
realizé colocando 5 g de la muestra (%H conocida) con 200 mL de solucion
etandlica al 80 %, acidificado con HCI (pH = 2,0), a temperatura de ebullicién
durante 7 a 8 minutos y luego se filtr6, recolectando con cuidado el extracto.

La torta residual del filtrado fue nuevamente re-extraida con la solucion

viii



etandlica a la misma temperatura y por el mismo tiempo, seguidamente se filtra
y colecta el extracto. Los filtrados o extractos fueron combinados y llevados a
una fiola de 500 mL, enrasandose al volumen de la fiola utilizando la solucion

etandlica.

Para la evaluacion espectrofotométrica se utilizd dos sistemas tampén: acido
clorhidrico/cloruro de potasio de pH 1,0 (0,025 M) y acido clorhidrico/acetato de
sodio de pH 4,5 (0,4 M). Luego, se toma una muestra o alicuota del extracto y
se diluye apropiadamente (para conseguir una absorbancia en el rango de 0,2
a 1,4 medidos a 520 nm); por decir, para 1 mL de una muestra o extracto se
afade 24 mL de la correspondiente solucion tampén (que seria un factor de
dilucién de 25) y se mide la absorbancia en un Espectrofotdometro Genesys 6,

frente a un blanco a 520 y 700 nm.

El factor de dilucién no necesariamente debe ser 25, generalmente depende de
la tonalidad o concentracion del extracto en el volumen inicial normalizado, el
criterio de dilucion debe ser tal que al leer la absorbancia a 520 nm los valores
estén dentro del rango establecido (0,2 a 1,4); se recomienda utilizar como
factor de dilucion referente: 2, 5, 9, 15, 20, 25, 30 y 34. Luego, se determino el
contenido de antocianinas segun el método de pH diferencial, de acuerdo a
Giusti-Wrosltad (2001).

La determinacién del contenido de antocianinas en la coronta de maiz morado,
cuticula del grano del maiz morado, en la cascara de la uva negra, en la parte
externa de la fresa, cascara de ciruela, mora, en la epidermis de las papas
nativas, en la medula interna de las papas nativas y en la epidermis del camote
evaluadas reportan un contenido de 34,67; 31,29; 13,31; 3,90; 8,85; 21,34;
0,347; 0,311 y 0,975 mg/g de antocianina respectivamente (expresados por g

de materia en base seca).



INTRODUCCION

Las antocianinas pertenecen a un gran y muy distribuido grupo de metabolitos
secundarios que se conocen colectivamente como flavonoides. Las
antocianinas naturales mas comunes son las 3-O-glicosidos y las 3,5-di-O-

glicésidos.

Las antocianinas son los responsables del color rojo, purpura y azul;
tonalidades presentes en frutas, verduras y granos. Hay 6 antocianinas
comunes (pelargonidina, cianidina, peonidina, delfinidina, petunidina y
malvidina), cuyas estructuras pueden variar por sustitucién glucosidico en las
posiciones 3 y 5. Las variaciones adicionales se producen por acilaciéon de los

grupos de azlcar con acidos organicos.

El interés por las antocianinas se ha incrementado debido a su potencial uso
como colorantes naturales y por sus potenciales beneficiosas en la salud;
ultimamente, la seguridad de los pigmentos sintéticos ha sido cuestionada,
conduciendo a la reduccion en el nimero de colorantes permitidos. Las
antocianinas son pigmentos solubles en agua, lo que facilita su incorporacién
en los sistemas acuosos alimentarios. Estas cualidades hacen que estos
colorantes naturales sean atractivos como pigmentos naturales inocuos con
considerable potencial en la industria de los productos con un rango de pH
acido. Ademas de su color se ha reportado que las antocianinas tienen
beneficios para la salud como potentes antioxidantes y pueden incrementar la

agudeza visual.

En el Pert existen muchas especies que contiene antocianina, una de sus
regiones que producen este tipo de especies es Ayacucho, en el cual podemos
mencionar al maiz morado, uva, higo, fresa, etc. La presente investigacion es
determinar y precisar de manera explicita la técnica de analisis
espectrofotométrica de antocianinas, la cual puede ser aplicada a diversos
materiales o especies de la regién que reporten un contenido potencial de

antocianinas.



SIMBOLOGIA

Notacibn alfabética:

% H Porcentaje de humedad

% AT,,, Porcentaje de antocianina total en base seca
A Absorbancia

A, Absorbancia monomérica

AT Antocianina total en base seca

Fp Factor de dilucién

m, Peso de la muestra en base seca

my, Peso de [a muestra himeda requerida para el anélisis.
PM Peso molecular

[ longitud de paso de celda en cm

Via Extracto del volumen inicial normalizado

Notacion griega:
E coeficiente de extincidn molar para cianidina-3-
glucdsido(26900)
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CAPITULO |

PLANEAMIENTO DEL PROYECTO

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Descripcién del contexto

Uno de los principales retos en la industria de colorantes naturales es
que muchos fabricantes todavia no se enfrentan al reemplazo de los
artificiales, principalmente por los mitos que existen en cuanto a su

utilizacion y los costos de produccion.

Los consumidores buscan etiquetas limpias, sin aditivos, es decir
productos que se consideren naturales. Esta tendencia ha incentivado a
que los fabricantes de alimentos busquen reemplazar los colorantes
sintéticos por naturales, lo cual representa un reto para los fabricantes
de colores naturales, quienes vienen demostrando que no es imposible
lograr formulaciones estables para distintas aplicaciones. Con esta
tendencia hacia el consumo de productos mas naturales y saludables,
especialmente en alimentos para nifios, el uso de colorantes naturales

podria convertirse en una herramienta de marketing muy poderosa.



La tendencia hacia el consumo de lo natural es cada vez mas fuerte y se
evidencia cuando los consumidores piden mayor informacién sobre los
ingredientes y aditivos que contienen los productos que consumen. Pero,
¢ qué tan consciente es el consumidor sobre el origen de los colorantes
gue se mencionan en las etiquetas? jLa demanda por colorantes

naturales justifica su uso a pesar de implicar un mayor costo?

Los colores y los sabores pueden diferenciar un producto, a la vez que
ayudan a satisfacer la demanda de los consumidores por nuevos

atributos’.

En el afio 2009 el mercado global de colorantes alimenticios obtuvo un
valor aproximado de unos US$ 1,45 billones, segun “The Global Market
for Good Colours,” informe mercantil publicado por Leatherhead Food
Research en agosto de 2010. Actualmente se consumen entre 40,000 y
50,000 toneladas de colorantes alimenticios mundialmente, y, aunque
las condiciones econdémicas actuales han limitado el crecimiento anual
del mercado, el informe predice que a mediados de la década el valor
del mercado mundial aumentara a US$ 1,6 billones, un crecimiento de
10% del valor actual. Se anticipa que el crecimiento futuro del mercado
provendra de los colores naturales y de alimentos que sirven como

colorante.

Los alimentos constituyen el 67% del mercado mundial de colorantes
alimenticios; seguido por gaseosas con 28% y bebidas alcohdlicas con
5%. Europa domina el mercado global con 36% del mercado, seguido
por el mercado estadounidense (28%), Japén (10%) y China (8%); el
| 18% restante proviene de paises desarrollados como Canada y Australia

y de nuevos mercados alimenticios como los de India y Brasil.

En una escala menor, los colorantes son sumamente importantes para

ciertas divisiones alimenticias, incluyendo la confiteria, la reposteria y las

! http://www.alimentacion.enfasis.com/articulos/14761-los-colorantes-naturales-del-momento



bebidas. El informe “The Global Market for Good Colours” afirma que
la tartrazina provee el distintivo amarillo de la gaseosa nacional peruana,
Inca Kola. Los snacks, los cereales de desayuno, pastas y dulces como
mermeladas, también aprovechan las propiedades de los ingredientes

colorantes?.

El nivel de exportaciones de la antocianina, muestra un crecimiento
continuo desde el afio 2008 hasta la actualidad, por lo que se infiere que
goza de gran potencial y es muy requerida en los mercados por sus

beneficios para la salud y de prominente utilidad industrial.

1.1.2 Delimitacion del problema

La investigacion no presenta una delimitacién espacial ni temporal
especifica; debido a que la investigacion y sus resultados no se
circunscriben a una topologia geografica exclusiva, porque su evaluacion
y resultados pueden ser extendidos a cualquier regiéon en las que se
requieran aplicar la técnica de analisis espectrofotométrica de
antocianinas, inclusive no solo a materias prima , sino a muchas otras
lineas y procesos que requieran su analisis en diversas aplicaciones
industriales; asi como tampoco tiene una delimitacién temporal exclusiva
que se limite a algun periodo de evaluacién, porque la investigacion y
sus resultados analiza la cantidad existente de antocianinas en
diferentes tipos de materias prima, con investigacion y experimentacion
sistematizada, que presente innovaciones \‘tecnolégicas que permitan la
transferencia tecnolégica a nuestra realidad industrial, tanto regional

como nhacional.

1.1.3 Formulacion del problema

En vista a que no se cuenta con una publicacion en el cual especifique
una técnica adecuada de manera explicita para la determinacion
cuantitativa de antocianinas presentes en las diversas materias prima de

la region de Ayacucho, la cual pueda permitir y facilitar una evaluacion

2 ww.industriaalimenticia.com/articles/83014-tendencias-globales-en-colorantes



1.2

cuantitativa al estudiante y al ingeniero para realizar sus estudios de
colorantes con presencia de antocianinas a nivel de laboratorio y planta
piloto. Ello actualmente es una limitacion importante en los métodos
tradicionales de solucion a estos problemas. Es por ello el interés de que

se utilice técnicas, que den mayor confiabilidad y flexibilidad.

Por la gran importancia que tiene la determinaciéon de antocianinas para
el proceso de industrializacibn de colorantes naturales, se propone
desarrollar una metodologia con el cual se posibilite la determinacion
cuantitativa de antocianinas para diversas materias prima de la regién de

Ayacucho que evidencien contenido potencial de antocianinas.

Problema general
e ;Es posible desarrollar la técnica de analisis espectrofotométrica de
antocianinas aplicadas a materias prima con contenido potencial de

antocianinas de la regiéon de Ayacucho?

Problemas especificos:

e ;Es viable realizar un diagnéstico regional de materias prima de

interés agroindustrial con contenido potencial de antocianinas?

e ;Es posible estandarizar la técnica de analisis espectrofotométrica
en las diferentes muestras para la determinacién cuantitativa del

contenido de antocianinas?

e ;Es factible aplicar la valoracion espectrofotométrica de
antocianinas a las materias prima identificadas en el diagnostico

regional?

JUSTIFICACION E IMPORTANCIA

La presencia de antocianinas en las diversas variedades pigmentadas
de frutas y vegetales, hace que éstos sean un producto potencial para el

suministro de colorantes y antioxidantes naturales. Por ello el estudio de



1.3

1.4

antocianinas ha despertado un interés sin precedente, en vista de esto
se hace mas sencillo investigar la técnica adecuada, estandarizada y
comprobada en la practica disponiendo la técnica de determinacion
cuantitativa de antocianinas, que brinda al estudiante y al ingeniero una
alternativa de solucion practica en la determinacion del contenido de
antocianinas. La técnica que se presenta permitird comprender y facilitar
el analisis espectrofotométrico de antocianinas en materias prima con
potencial de antocianinas y de interés agroindustrial de la region,
constituyendo una herramienta de trabajo versatil para los estudiantes

de ingenieria y otros interesados.

OBJETIVOS
Objetivo general

e Desarrollar la técnica de analisis espectrofotométrica de
antocianinas aplicadas a materias prima con contenido potencial de

antocianinas de la region de Ayacucho.

Objetivos especificos:

e Realizar un diagnéstico regional de materias prima de interés

Agroindustrial con contenido potencial de antocianinas.

o Estandarizar la técnica de analisis espectrofotométrica en las
diferentes muestras (solido, semisélido y liquidos) para la

determinacién cuantitativa del contenido de antocianinas.

e Aplicar la valoracién espectrofotométrica de antocianinas a las

materias prima identificadas en el diagnostico regional.

ANTECEDENTES

En el ambito local y regional ain no existen trabajos de investigacion o
una publicacibn relacionada a las técnicas de andlisis

espectrofotométrica de antocianinas en materias prima de la region de



Ayacucho. A continuacibn se menciona algunos antecedentes

bibliograficos relacionados al estudio de antocianinas.

a)

b)

Araujo (1995) Estudio de la extraccion del colorante del maiz morado
(Zea mays L.) con el uso de enzima. Para evaluar los principales
factores que influyen en la extraccion del antocianinas de Maiz
Morado (Zea mays L.), determina el contenido de estas en el grano y
coronta y la relacion en peso de cada uno de ellos. En la que
determina que el grano representa el 79,21% y la coronta 20,79% en
peso del maiz morado. Tomando en cuenta a estos rendimientos se
tiene que por cada 100 g de maiz morado entero se obtiene 180,75
mg de antocianina a partir del grano y 699,58 mg a partir de coronta
molida, por estos resultados se decidié extraer la antocianina a partir
de la coronta. Los parametros 6ptimos utilizados fueron: tiempo de
maceracion 12 horas, temperatura ambiente (20 °C), pH 2 del
solvente, relacién coronta solvente 1/10. Luego de la maceracion
realizo una molienda himeda. En segunda etapa estudia el uso de
enzima (complejo enzimatico), siendo el complejo enzimatico
Extrazyme (celulasa, Rglucanasa, hemicelulasa, pectinasa y xylanas)
que permite aumentar en 24,3% dicha extraccion con respecto al
método convencional sin uso de enzima. El indice de degradacion
(ID) de antocianinas nos indica la eficiencia de la aplicacion de los

parametros.

Fernandez (1995) Estudio extraccion y pre-purificacion de
antocianinas de maiz morado. En una primera etapa estudia la
influencia de los parametros de maceracion de la coronta la
combinacion de la maceracion y calentamiento en el rendimiento de la
extraccion de las antocianinas. En una segunda etapa estudia la
purificacién del extracto mediante precipitacion con acetato de plomo
basico y resinas de intercambio i6nico. se obtuvieron buenos
resultados mediante la precipitacién de acetato de plomo basico a pH

6,0, recuperandose 90% de antocianinas.



c)

d)

Quispe et al., (2006) Extraccién del colorante a partir de la coronta de
maiz morado por el método de lixiviacién. El maiz morado fueron
caracterizados presentado una humedad de 12%, el rendimiento entre
la mazorca y la coronta fue de 19,52% para una relacién de 5 a 1.
Para la evaluacion de la lixiviacion se caracterizd6 de la siguiente
forma: corontas molidas de grano grueso, mediano y fino, variando la
preparacion de extracto acuoso acidificado con acido citrico, con
acidez i6nica de 3,2, 3,1 y 3,0; para la temperatura de extraccién de
85 °C, 90 °C, y 95 °C se obtuvo como resultado de la lixiviacién
cuando se usa coronta molida fina en agua acidulada con una acidez
ionica de 3,2 a una temperatura de 90 °C en un tiempo de contacto de
70 minutos a volumen constante; con un rendimiento de 9,78% de

antocianinas.

Giusti et al., (2009) cuantificacién de antocianinas mediante el uso de
espectrofotometria con el método de pH diferencial. El extracto
obtenido de los frutos secos congelados de B. boliviana Lechler
(peso de la muestra = 2,996 g y solucién agua/ acetona 30:70 v/v) fue
diluida con dos buffers de pH 1,0 y pH 4,5, luego se procedié con la
lectura utilizando un espectrofotémetro UV-visible Hewllet Packard
8453; las mediciones fueron realizadas a 520 nm (maxima longitud de
onda determinada) y a 700 nm, el contenido de antocianinas
monoméricas fue calculado como cianidina-3- glucésido, usando
como coeficiente de extension molar 26900 L/ (cm.mg) y como peso
molecular 449,6 g/L. Al final como resultado se obtuvo la
concentracion de antocianina en peso de 7 g/100 g de fruto seco

separado de las semillas de Berberis boliviana Lechler.
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HIPOTESIS

Hipotesis general

Hs

» La técnica de analisis espectrofotométrica de antocianinas permite
su aplicacion a las materias prima con contenido potencial de

antocianinas de la region de Ayacucho.

e La técnica de andlisis espectrofotométrica de antocianinas no
permite su aplicacion a las materias prima con contenido potencial

de antocianinas de la regidn de Ayacucho.

Hipétesis especificos:

Hs1
e El diagnéstico regional de recursos de interés agroindustrial permite
identificar a las materias prima con contenido potencial de

antocianinas.

Ho1

s El diagnéstico regional de recursos de interés agroindustrial no
permite identificar a las materias prima con contenido potencial de
antocianinas.

Hs2

« La técnica de andlisis espectrofotométrica estandarizada para las
diferentes muestras posibilita la determinacion cuantitativa del

contenido de antocianinas.

Ho2

e La técnica de analisis espectrofotométrica estandarizada para las
diferentes muestras no posibilita la determinacion cuantitativa del

contenido de antocianinas.

Hs3

o E| andlisis espectrofotométrico de antocianinas se valora en la
evaluacion de las materias prima con contenido potencial de

antocianinas identificadas en el diagnéstico regional.
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Ho3

e El andlisis espectrofotométrico de antocianinas no se valora en la
evaluacion de las materias prima con contenido potencial de

antocianinas identificadas en el diagnéstico regional.

VARIABLES

1) Independiente
X = Materias prima con contenido potencial de antocianinas de la

regién de Ayacucho.

Indicadores:
X1

Materias prima de la regién con contenido potencial de
antocianinas.

X2
X3

Contenido significativo de antocianinas en las materia prima.

Posibilidad de industrializacién.

2) Dependiente

Y = Técnica de analisis espectrofotométrico de antocianinas.

Indicadores:

Y1 = Instrumento de analisis espectrofotométrico UV/ visible.
Y2 = Muestra patrén de antocianina y curva de calibracion.
Y3 = Estandarizacién y aplicacion.

ASPECTOS METODOLOGICOS
Tipo y nivel de investigacion

Investigacion aplicada y de alto grado de correlacién basado en los
fenomenos de transferencia en ingenieria de procesos, con capacidad

predictiva de aplicacion.

Busca desarrollar una técnica de andlisis espectrofotométrica de

antocianinas en materias prima de la regién de Ayacucho.



Método empleado

El trabajo esta basado sustanciaimente en el método experimental, con
la revision y recoleccion de informacion sobre actividades tecnolégicas
vigentes y de vanguardia, en operaciones de determinacién y extraccion
de antocianinas en diferentes tipos de especies con contenido potencial
de antocianinas, trabajos experimentales exploratorios e intensivos,
evaluaciones experimentales exploratorias y sistematizadas, con
evaluacion y anadlisis de resultados, complementado con una
interpretacion, para fines de modelamiento predictivo, técnicos y de

aplicacién industrial.

El trabajo utiliza métodos experimentales vinculados al diagndstico
regional de materias prima de interés Agroindustrial con contenido
potencial de antocianinas, luego la estandarizacion de la técnica de
analisis espectrofotomeétrica en las diferentes muestras (solido,
semisolido y liquidos) para la determinacion cuantitativa del contenido de
antocianinas y finalmente su aplicacion para la valoracién
espectrofotométrica de antocianinas a las materias prima identificadas

en el diagnostico regional.

Universo y muestra

Dado que la investigacion no es la evaluacién de un universo definido,
desde la cual se tenga que determinar la muestra representativa que
infiera estadisticamente al universo, el trabajo experimental exige la
disponibilidad de muestras representativas de especies con contenido
potencial de antocianinas, que permitan desarroliar los diversos analisis
experimentales para observar los efectos respuesta a la a la técnica
planteada, con resultades que manifiesten una repetitividad vy

confiabilidad experimental.
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Técnicas de recoleccion de datos

Exploracion de literatura en general, informacién y publicaciones
relativas al tema.

Experimentacion directa en los distintos niveles de evaluacion.

Andlisis fisico quimico en las diversas etapas del proceso.

Aplicaciones y mediciones piloto.

Técnicas de analisis de informacion

Analisis légico y estadistico de resultados.

Contrastacion con los fundamentos y supuestos cientificos.

Equipos e Instrumentos

Espectrofotémetro.

Equipo de titulacién volumétrica.
Medidores de temperatura.
Balanza analitica.

pH metro.

Centrifuga.

Materiales de vidrio y otros menores.

11
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MATRIZ DE CONSISTENCIA

TITULO DE LA TESIS

TECNICA DE ANALISIS ESPECTROFOTOMETRICA DE ANTOCIANINAS EN MATERIAS PRIMAS DE LA

REGION DE AYACUCHO

AUTOR: Henry Martinez Rivera

PROBLEMAS

OBJETIVOS

HIPOTESIS

VARIABLES E INDICADORES

DISENO METODOLOGICO

1) Problema principal

¢ Es posible desarrollar 1as técnicas
de analisis espectrofotométrica de
antocianinas aplicadas a materias
primas con contenido potencial de
antocianinas de la region de
Ayacucho?

2) Problemas secundarios

a} i;Es  viable realizar  un
diagnéstico regional de
materias primas de interés
Agroindustrial con contenido

potencial de antoctaninas?

,Es posible estandarizar la
técnica de analisis
espectrofotométrica en las
diferentes muestras para |la
determinacion cuantitativa del
contenidoe de antocianinas?

b) iEs factible aplicar la
valoracién espectrofotométrica
de antocianinas a las materias
primas identificadas en el
diagnostico regional?

1) Objetivo general

Desarrollar técnicas de andlisis
espectrofotométrica de antocianinas
aplicadas a materias primas con
contenido potencial de antocianinas
de la regidon de Ayacucho.

2) Objetivos especificos

a) Realizar un diagnéstico regional
de materias primas de interés
Agroindustrial con contenido
potencial de antocianinas.

b) Estandarizar la técnica de
andlisis espectrofotométrica en
las diferentes muestras (solido,
semisolide y liquidos) para la
determinacién cuantitativa del
contenido de antocianinas.

c) Aplicar la valoracion
especirofotométrica de
antocianinas a las materias
primas identificadas en el
diagnostico regional.

1) Hipétesis General

La técnica de analisis
espectrofotométrica de antocianinas
permite su aplicacion a las materias
primas con contenido potencial de
antocianinas de la regién de
Ayacucho.

2) Hipétesis especificas

a) El diagnostico :regional de

recursos de interés
agroindustrial permite
identificar a las materias
primas con contenido

potencial de antocianinas.

b) La técnica de andlisis
espectrofotométrica
estandarizada para las

diferentes muestras posibilita
la determinacion cuantitativa

del contenido de
antocianinas.

c) El analisis
espectrofotométrico de

antocianinas se valora en [a
evaluacion de las materias
primas con contenido
potencial de antocianinas
identificadas en el diagndstico
regional.

1) Variable independiente e
indicadores

Variable independiente
v Materias primas con contenido
potencial de antocianinas de la
region de Ayacucho.

Indicadcres

- »  Materias primas de |a region con

contenido potencial de
antocianinas

« Contenido
antocianinas en
primas

» Posibilidad de industrializacién

significative  de
las materia

2) Variable dependiente

Variahle dependiente

v Técnica de analisis
espectrofotométrico de
antocianinas

Indicadores
* Instrumento de analisis

espectrofotométrico UV/ visible.
« Muestra patrén de antocianina y
curva de calibracion.
+ Estandarizacién y aplicacién.

Tipo de Investigacion
Aplicada
Nivel de Investigacién
Experimental y explicativa
Método
Descriptivo
Deductivo
Analitico -
Comparativo
Disefno
Experimental
objetivos.
Poblacién
Materias primas de la regién de
Ayacucho con contenido potencial
de antocianinas.
Muestra
Muestres basico por analisis a
nivel de laboratorio.
Técnicas
Analisis documental.
Observacion.
Analisis
(espectrofotometria)
Instrumentos
Equipos ¥y
laboratorio.
Reaclivos e insumos quimicos.
Materiales de escritorio.

progresivo por

instrumental

matenales de
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CAPITULO I

MARCO TEORICO

21 ANTOCIANINAS

2.1.1 Generalidades
La palabra antocianina deriva del griego anthos (flor) y kyanos (azul
oscuro). Las antocianinas son las responsables de los colores rojos,
azulados o violetas de la mayoria de los frutos o flores, es el pigmento mas

importante, después de la clorofila, que es visible al ojo humano.

Cianidina 3-glucosido, R=H
Cianidina 3,5-glucésido, R=glucosa

Figura N° 2.1 Estructura mas comin de la antocianidina
glucosilada (Malacrida C et al., 2005).



2.1.2

Las antocianidinas son derivados del catién 2-fenilbenzopirilio, y debido a
la poca solubilidad de estas en el agua, no se encuentran de manera libre
en la naturaleza sino en su forma glucosilada, siendo una de las mas

abundantes la cianidina 3-glucésido

Estructura quimica

Las antocianinas son los compuestos quimicos responsables de conferir
los colores rojo, azul y violeta (Wang y Xu, 2007; Kalt et al., 2003) en
hojas, fiores y frutos. Estos compuestos pertenecen a la familia de los
flavonoides. Son glucédsidos de antocianidinas, es decir, que estan
constituidos por una molécula de antocianidina, que es la aglicona, a la
que se le une un azicar por medio de un enlace B-glucosidico. La
estructura quimica béasica de estas agliconas es el ion flavilio, también
llamado 2-fenil-benzopirilio, que consta de dos grupos aromaticos: un
benzopinlio (A) y un anillo fendlico (B); ambos unidos por una cadena de
tres atomos de carbono (Aguilera Ortiz et al., 2011). Variaciones
estructurales del anillo B producen las seis antocianidinas conocidas
(Figura N° 2.2). El color de las antocianinas depende del numero vy
orientacién de los grupos hidroxiio y metoxilo de la molécula. Incrementos
en la hidroxilacién producen desplazamientos hacia tonalidades azules
mientras que incrementos en las metoxilaciones producen coloraciones
rojas (Garzén G.2008; Francis L .1978; y Remesy et al., 2006).

En la naturaleza, las antocianinas siempre presentan sustituciones
glucosidicas en las posiciones 3 y 5 con mono, di o trisacaridos que

incrementan su solubilidad.
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Aglicona Substitucion Amax (nm)

) R1 - R2 Espectro visible
Pelargonidina H H 494 (naranja)
Cianidina QOH H 506 (naranja-rojo)
Delfinidina OH OH 508 (azul-rojo)
Peonidina OCH3 H 506 {naranja-rojo)
Petunidina QCH3 OH 508 {azul-rojo)
Malvinidina OCH3 OCH3 510 (azuk-rojo) |

Figura N° 2.2 Estructura basica y sustituyentes de las

antocianinas (Garzén, 2008).

Dentro de los sacaridos glucosilantes se encuentran la D-glucosa, D-
galactosa, D-xilosa, L-ramnosa, D-arabinosa, rutinosa, soforosa,

sambubiosa y gentobiosa.

Otra posible variacién en la estructura es la acilaciéon de los residucs de
azucares de la molécula con acidos organicos. Los acidos organicos
pueden ser alifaticos, tales como: malénico, acético, malico, succinico u
oxalico; o aroméaticos: p-coumarico, caféico, ferulico, sinaptico, galico, o p-
hidroxibenzoico. Se ha demostrade que el tipo de sustitucion glicosidica y
de acilacion producen efectos en el tono de las antocianinas; es asi como
sustituciones glicosidicas en la posicidn 5 al igual que acilaciones
aromaticas, producen un desplazamiento hacia las tonalidades purpura
(Fredes C.2009).

15



2.1.3 Biosintesis

Las antocianinas se sintetizan a partir de la condensacion de dos

moléculas precursoras (Figura N° 2.3): Malonil CoA y p-cumaril-CoA, las

que mas tarde formaran anillos A y B respectivamente.

“fEide Gingmico.  SGoA.

\‘e
OH cianichna

Figura N° 2.3 Biosintesis de la cianidina {(Gauche C. et al., 2010.)
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Las antocianinas son sintetizadas por varias rutas. Sobresalen dos, la del

acido shikimico y la del acido malénico. En la ruta del acido shikimico se

convierten carbohidratos simples derivados de la glicblisis, de la ruta de las

pentosas fosfato y Ciclo de Calvin en diversos acidos organicos como el

cindmico, pcoumarico, caféico, fertlico, clorogénico y fenilalanina. Cabe
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2.1.5

resaltar que esta ruta sintética también es compartida por otros
compuestos fenodlicos. La principal reaccidn de biosintesis de los
flavonoides es la condensacion de los acilos provenientes de cumaril-CoA
y tres moléculas de malonil CoA catalizada por la enzima chalcona
isomerasa que lleva a cabo la isomerizaciéon de chalcona a flavona, la
misma que es convertida en flavones o antocianinas. Los pasos finales en
la sintesis de antocianinas son las acilaciones y las glucosilaciones,
primero en el C-3, para estabilizar el catién flavilio (Gauche C. et al.,
2010).

Distribucidén en la naturaleza

Las antocianinas se localizan principalmente en la piel de las frutas como
manzanas, peras, zarzamoras; de flores como la Jamaica y rosas; y
verduras como la col morada y maiz morado. La funcién que cumplen es
la de atraer seres vivos para propésitos de polinizacion y dispersion de
semillas. La diferencia de color entre las frutas, flores y verduras depende
de la naturaleza y concentracibn de antocianinas. Existen factores
adicionales que afectan el color como el pH de la célula, el efecto de
copigmentacién determinado por la presencia de otros flavonoides,

temperatura, luz, entre otros (Jiménez M.et al., 2004)

Propiedades biolégicas

Estudios epidemiologicos efectuados en varios paises evidencian que el
consumo de los frutos y vegetales reducen enfermedades coronarias
ademas de minimizar los riesgos de cancer. Se ha descrito que algunos
compuestos fendlicos de origen vegetal presentan dentro de la célula
actividad antioxidante, reduciendo la concentracidén de radicales libres, y
en algunos casos logran establecer grupos de quelacién con iones
metalicos. Los mecanismos involucrados de los agentes antioxidantes
establecen donacidn de electrones o atomos de hidrogeno a los radicales
libres. Los agentes antioxidantes presentes en los alimentos pueden
reducir trombosis, activar macréfagos e inhibir la tendencia a Ia

peroxidacion. Entre los compuestos que han merecido dichos estudios se
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encuentran las antocianinas debido a la presencia de sustituyentes
oxidrilo, las cuales son moléculas con alto poder antioxidante (Repo R et
al., 2008).

2.1.6 Factores que afectan su estabilidad
Existen diversos factores que influyen en la estabilidad de las
antocianinas. La estructura de éstas puede verse afectada en cualquier
etapa de un proceso tecnolégico, como por ejemplo un proceso de
extraccion de antocianinas de un material vegetal, como asi también
durante un tratamiento térmico o durante el almacenamiento de un
producto que las contiene. A continuacién se exponen los factores mas
relevantes que afectan a la estabilidad de las antocianinas.

2.1.6.1pH

Las antocianinas pueden encontrarse en diferentes formas quimicas
dependiendo del pH, es decir que este factor influye en su estructura y por
lo tanto en su estabilidad (Figura N° 2.4). A pH 1,0 predomina el cati6n
flavilio que es de color rojo y es la forma mas estable de las antocianinas
(Figura N°2.4.A), a valores de pH entre 2,0 y 4,0 ocurre la pérdida de un
protén y adiciéon de agua, encontrandose las antocianinas preferentemente
bajo la formas quinodales (Figura N° 24B. C y D) de color azul. A pH
entre 5,0 y 6,0 se observan las especies pseudobase carbinol, que es
incolora ‘(Figura N°2.4.E), y chalcona, de color amarillo (Figura N°2.4.F),
ambas bastante inestables. A pH superiores a 7,0 se produce la
degradacion rapida de las antocianinas por oxidacién con el aire. Esta
reaccién se ve afectada, ademas del pH, por la presencia de sustituyentes
presentes en el anillo B (Moldovan et al., 2012; Castaneda-Ovando et
al., 2009a; Garzén, 2008). A pH entre 4,0 y 6,0, pH caracteristico de las
frutas y hortalizas fréscas 0 procesadas, se observa una mezcla en
equilibrio de las formas catién flavilio, bases quinodales y carbinol, como

asi también de la forma chalcona (Moldovan et al., 2012).
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Por otra parte, Bordignon et al., (2009) estudiaron la extraccion de
antocianinas de frutillas en el rango de pH de 1,0 a 13,0 y obtuvieron que
la mejor extraccion fue al valor mas bajo de pH. En el estudio de cinética
de degradaciéon de antocianinas presentes en extractos de arandanos
agrios (Viburnum opulus L.) durante el almacenamiento a los pH 3,0y 7,0,
Moldovan et al., (2012), obtuvieron que la menor degradacién se produjo

con el valor mas bajo de pH. -

®) © o)

Figura N° 2.4 Estructura de las antocianinas a diferentes valores
de pH. Dénde R1=H o glicido, R2 y R3= H o
metilo (Castafieda-Ovando et al., 2009a).

También Laleh et al., (2006) investigaron sobre la influencia del pH en
extractos de antocianinas de 4 especies de berberies, observando que

cuanto mas bajo fue el pH menor fue el deterioro de las antocianinas. .

De acuerdo a estas investigaciones se puede sefalar que la acidez tiene
un efecto protector sobre la estructura de las antocianinas, mientras que,
cuanto mas elevado es el pH, aparecen estructuras inestables que se
degradan con rapidez. Es por esto que las aplicaciones de las

antocianinas en los sistemas alimenticios son preferentemente usadas en
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alimentos de acidez intermedia para que predomine el cation flavilio
(Aguilera Ortiz.et al., 2011).

2.1.6.2Temperatura

La temperatura es otro de los factores criticos que influyen en Ila
degradaciéon de antocianinas (Min-Sheng y Po-Jung, 2007). Las
conversiones estructurales de las antocianinas son reacciones
endotérmicas. Resisten bien procesos térmicos a altas temperaturas
durante cortos periodos de tiempo. Por efecto del calor (a temperaturas
por encima de los 60 °C) se degradan segun una cinética de primer orden.
En general las caracteristicas estructurales que conducen a 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). Incrementos de temperatura provocan pérdidas del
azucar glicosilante en la posicion 3 de la molécula y apertura de anillo, con

la consecuente produccién de chalconas incoloras (Garzén, 2008).

En términos generales, a temperaturas mas elevadas provocan un efecto
adverso sobre la estructura de las antocianinas, especialmente durante un
tratamiento térmico o el almacenamiento. Sin embargo, puede ser
favorable para el proceso de extracciéon de las antocianinas de diferentes
tipos de materias primas, debido a la mayor transferencia de antocianinas

desde la matriz que lo contiene hacia el seno de la disolucién extractiva.

2.1.6.3Agua

El agua puede actuar como nucleéfilo y atacar el cation flavilio en el C-2
formando la base carbinol incolora segin el mecanismo que se explicé en
el apartado 2.1.6.1. Sin embargo, esta degradacion puede variar,
dependiendo de la concentracién de azUcares o con el fenémeno

denominado copigmentacion.
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Cuando los azlicares se encuentran a altas concentraciones, la actividad
de agua es baja, por lo que las moléculas de agua tienen menores
posibilidades de atacar el cation flavilio para formar la base carbinol. Sin
embargo, cuando los azucares estan en bajas concentraciones la actividad
de agua no se ve afectada, por lo que sus productos de degradacién
(hidroximetilfurfural y furfural) aceleran la degradacién de las antocianinas
(Kopjar y Pilizota, 2009; Lewis y Walker, 1995).

Dado que la molécula de agua interviene en reacciones que deterioran las
antocianinas, resulta conveniente su eliminacién para disminuir las

probabilidades de ataque nucleofilico al catiéon flavilio.

2.1.6.4Copigmentacion

La copigmentacion es uno de los principales factores de estabilizacion de
la estructura del cation flavilio in vivo (Sari et al., 2012; Kopjar et al., 2011;
Gradinaru et al., 2003). Las formas coloreadas de las antocianinas
pueden estabilizarse por interaccion con componentes, llamados
copigmentos, que existen en las células de las flores, frutas y berries
(Rein. 2005). Los copigmentos pueden ser flavonoides, polifenoles,
alcaloides, aminoacidos, acidos organicos y grupos acilo aromaticos, entre
otros (Sari et al., 2012; Lewis y Walker, 1995).

La copigmentacion se lleva a cabo en un rango de pH acido (Mazza, 1995)
y puede ocurrir a través de una serie de interacciones. Los mecanismos
mas importantes son las: copigmentacioén intermolecular, copigmentacién
intramolecular, autoasociacion y formacién de complejos de metales
(Figura N° 2.5).

En la copigmentacion intermolecular se sugiere que las antocianinas y los
copigmentos, que pueden ser flavonoides incoloros y otros compuestos
fendlicos, interactian a través de enlaces de hidrogeno e interacciones
hidrofébicas débiles, formando complejos. Este tipo de copigmentacion

puede producirse tanto con el catién de flavilio como con las formas de
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base quinonoidal de la antocianina. Dado que estas dos formas de
equilibrio de las antocianinas son casi planas y con electrones
deslocalizados, las interacciones de estas con copigmentos, que tengan
caracteristicas estructurales similares, son mucho mas faciles y probables
(Rein, 2005).

0 e — 0
C::D"O
e
CD‘D
Auto-asociacion Copigmentacion intermolecutat

-0

0—‘-‘-’:)——.‘\{1

pigmentacion intramolecular Formacién de complejos
(I s —
Aglicona Az(icar Copigmento Acido

Figura N° 2.5 Interacciones de antocianinas (Rein, 2005).

La disposicioén solapada de las dos moléculas (antocianina y copigmento)
(Figura N° 2.6), previene el ataque nucleofilico de moléculas de agua en la
posicion 2 del catién flavilio, evitando la formacién de la pseudobase no
coloreada (Rein, 2005).

HO
I ) ,‘Oii;ﬂ
OH
Ry OH
H SH

D-glucose
Cr-rufinose

Figura N° 2.6 Formacion de complejo a través de interaccion

intermolecular.
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En la copigmentacion intramolecular el copigmento es parte de la molécula
de antocianina y consiste en un grupo acilo que estd unido
covalentemente a un resto de glucésido de la antocianina. En esta ultima,
los residuos aromaticos de grupos acilo interactuan con el catién flavilio
cargado positivamente, a través de interacciones hidrofébicas, formando
una conformacion apilada tipo sandwich. En esta conformacién tipo
sandwich, los residuos de glucésidos son considerados como
espaciadores, que permiten el plegado del grupo acilo en la aglicona (Sari
et al., 2012; Rein, 2005).

Esta disposicion hace que el ataque nucleofilico, de moléculas de agua por
ejemplo, en el C-2 y en el C4 de la antocianina, esté obstaculizado (Rein,
2005).

El nimero de grupos acilo, su estructura y la posiciéon de unioén a residuos
de glucésidos, asi como la estructura y el nimero de sacaridos afecta a la
copigmentacién intramolecular. Las antocianinas poliaciladas son mas
estables que las monoaciladas. En estas Ultimas las moléculas de agua
pueden atacar a los sitios no protegidos de la aglicona, por lo que la

estabilizacion es parcial (Rein, 2005).

La autoasociacion y formaciéon de complejos de metal son también medios
a través del cual se produce la copigmentacion (Sari et al., 2012; Rein,
2005; Lewis y Walker, 1995). Garzén (2008) sefiala que cuando la
concentracion de antocianinas alcanza valores altos, se presentan
fenédmenos de autoasociacién entre dos cationes flavilio, dos formas
hemicetal, dos bases quinoidales, e inclusive, entre una base quinoidal y

un cation flavilio, protegiendo la molécula de antocianina.

Cuando las antocianinas se encuentran en solucién acuosa, el efecto de la
copigmentacion es dependiente del tipo y la concentracion de la misma,
del copigmento, la temperatura, el pH y la composicién del medio (Rain,
2005, Baulis et al., 1994).
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El fendmeno de copigmenacion se observa como un cambio batocrémico
o como un efecto hipercromico. El cambio batocrémico (AAmax), consiste
en un cambio de la longitud de onda de maxima absorcién (Amax) en el
rango visible hacia una mayor longitud de onda. Este efecto también se
denomina “efecto de azulado”, ya que el color de la antocianina cambia de
rojo a tonalidades azules. En el efecto hipercrommico (AA) la intensidad del
color de la antocianina (A) es reforzada por la copigmentacion. La Figura
N° 2.7 muestra el cambio en la longitud de onda maxima de absorcién
(desplazamiento batocrémico) y en la intensidad de color (efecto
hipercrobmico) para cianidina 3- gluc6sido copigmenteda con acido

rosmarinico (Rein, 2005).

527nm, abs
abs - -
1.042
] |
1.0
0.0 =l 1

450nm &600nm

Figura N° 2.7 Copigmentaciéon como efecto hipercromico vy
desplazamiento  batocromico. A) Cianidina-3-
glucésido, B) Cianidina-3-glucésido + 4&cido

rosmarinico (Rain, 2005).

De lo expuesto se puede sefialar que resulta interesante buscar
alternativas de copigmentacion para evitar el ataque nucleofilico de agua al
cation flavilio, impidiendo asi la decoloraciéon del pigmento antocianico.
Entre las alternativas podria considerarse mantener una alta concentracién
de antocianinas para aumentar las posibilidades de autoasociacion, o bien

incorporar algin compuesto que actiie como copigmento.
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2.1.6.5. Oxigeno

Las antocianinas pueden oxidarse por reaccion directa con oxigeno, o bien
a través de una oxidacion 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 oxidacién se ven favorecidos cuando se eleva la

temperatura (Rein, 2005).

Ademas se ha observado que en presencia de oxigeno, el acido ascérbico
destruye a las antocianinas, formando peréxido de hidrégeno. Esta
reaccion se acelera en presencia de cobre y es inhibida en presencia de
flavonoles como la quercetina. El peréxido de hidrégeno actia rompiendo
el anillo de pirilio de la antocianina por un ataque nucleofilico en C-2
produciendo ésteres incoloros y derivados de la cumarina. Estos productos
de degradaciéon son totalmente destruidos y polimerizados para formar

precipitados de color café (Fennema, 2000).

Garzén (2008) publicé que las condiciones que favorecen la oxidacién
aerdbica del acido ascorbico en jugo de fresa y en sistemas modelo que
contenian pelargonidina-3-glucésido, proveniente de la fresa, causaban
grandes pérdidas de antocianinas, pero cuando el oxigeno era excluido del
sistema no se observaba deterioro del color. También sefalé un efecto
sinergistico entre el acido ascérbico y el oxigeno sobre la degradacién de

la pelargonidina-3-glucésido en solucién.

Las investigaciones de Garzén y Wrolstad (2002), confirmaron la
existencia de una mayor pérdida de antocianinas de fresa cuando esta
presente el acido ascérbico, tanto en sistemas natufales como en sistemas
modelo. El efecto del acido ascérbico sobre la estabilidad de las
antocianinas ha sido explicado como una posible reaccion de

condensacion entre el acido y los pigmentos (Garzén, 2008).
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Por lo tanto, para reducir las posibilidades de deterioro de las antocianinas

es importante eliminar el oxigeno del medio.

2.1.6.6Luz

2.2

2.2.1

La luz es un factor que acelera la degradacion de las antocianinas. Se ha
observado que la sustitucion del hidroxilo en el C-5 hace que la
antocianina sea mas susceptible a la fotodegradacién cuando ésta se
presenta con flavonas polihidroxiladas, isoflavonas y auronas sulfonadas
(Delgado-Vargas et al., 2000).

Ferreira Ozela et al., (2007), al estudiar el efecto de la luz sobre la
estabilidad de las antocianinas en extracto de frutos de espinaca blanca,
concluyeron que la luz ejerce un efecto adverso sobre su estabilidad.
Laleh et al., (2006) llegaron a la misma conclusidon en su investigacion
referida a la estabilidad de antocianinas presentes en extractos de frutos
de 4 especies de berberies, como asi también Devi et al., (2012) al
estudiar la estabilidad de antocianinas extraidas de salvado de sorgo rojo.
Por lo tanto, resulta importante proteger, no solo del oxigeno, sino también

de la luz a los productos ricos en antocianinas.

RADICALES LIBRES

Un radical libre es una molécula o fragmento molecular que contiene uno o
mas electrones desapareados en su orbital externo. También pueden ser
radicales libres los iones metdlicos y el atomo de hidrogeno. Su vida es
muy breve (del orden del milisegundo o menos), aunque los ndcleos
asimétricos contribuyen a la formacion de radicales de larga vida

(Organizacién Panamericana de la Salud ,1997).

Produccion de radicales libres de oxigeno

Se forman de manera ilimitada durante el metabolismo celular normal, por
lo que entre las fuentes enddgenas de radicales libres del oxigeno se
pueden mencionar las cadenas de transporte de electrones mitocondrial y

microsomal, reacciones catalizadas por oxidasas y oxigenasas, reacciones
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2.2.2

de auto oxidaciéon de metales, actividad de células fagociticas
(granulocitos, macréfagos, células endoteliales) y transporte de oxigeno

por la hemoglobina (Ferramola A. et al., 2006).

Reactividad de los radicales libres y estrés oxidativo

La reactividad de los radicales libres es muy diferente, algunos son
relativamente estables, pero la mayoria de los que tienen interés biol6gico
son extremadamente reactivos e inestables y, como resultado tienen una
vida media muy corta. El radical hidroxilo es el mas reactivo de los
radicales oxigenados y por su corta vida media (pocos microsegundos) su

radio de accién efectivo en la célula es de aproximadamente 30 A°.

Los radicales libres pueden actuar como oxidantes o reductores. Cuando
reaccionan con un compuesto se pueden formar otros radicales libres, es
decir, se producen reacciones en cadena, por ejemplo, la peroxidacion
lipidica. Aunque el radical libre inicial origina solamente efectos locales, los
radicales secundarios derivados y los productos de degradacion formados
pueden tener efectos biolégicos distantes del sitio donde se generd el
primer radical. Cuando dos radicales actuan entre si, se puede formar una

molécula estable, con lo cual se terminan las reacciones en cadena.

El radical superdxido (O2*) no es particularmente reactivo pero es
potencialmente téxico. Puede influir directamente en la homeostasis local,
por ejemplo, oxidando catecolaminas, y lo que es mas importante, puede
transformarse en el radical hidroxilo (OH*) que es muy peligroso. El H202
no es especiaimente tdxico para las células, pero puede atravesar
membranas y esto es importante, porque el medio extracelular posee muy
pocos mecanismo de defensa antioxidante. En presencia de trazas de
iones metalicos de transicién se forman radicales hidroxilo a partir del
peréxido de hidrégeno (Reaccién de Fenton) y también por interaccion
entre el radical superéxido y H202 (reaccién Haber-Weiss) (Ferrer Y et al.,
2009).
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2.2.3 Daiio molecular inducido por radicales libres

2.3

2.3.1

Los radicales libres ejercen efectos utiles y nocivos. Entre los utiles se
puede mencionar el papel de defensa que cumplen los producidos por los
fagocitos en la destrucciéon de organismos invasores; ademas, algunas
reacciones enzimaticas transcurren posiblemente por mecanismos
radicales (caso de la ciclo oxigenasa y tromboxano sintetasa). En cambio,
los efectos nocivos son numerosos, por dafnar lipidos, proteinas,

carbohidratos, entre otros (Zorrilla A.2002).

ANTIOXIDANTES

Los antioxidantes son sustancias que neutralizan los radicales libres o sus
acciones. La naturaleza ha dotado a cada célula con adecuados
mecanismos de proteccién contra cualquier efecto perjudicial de los
radicales libres: superdxido dismutasa (SOD), glutation peroxidasa,
tiorredoxina, enlaces tiol y disulfuro son sistemas amortiguadores de cada
célula. La alfa tocoferol (vitamina E) es un nutriente esencial el cual
funciona como antioxidante rompedor de cadenas, el cual previene la
propagacién de las reacciones de radicales libres en todas las membranas
celulares. El acido ascérbico (vitamina C) es también parte del mecanismo
normal de proteccion. Otros antioxidantes no enzimaticos incluyen a los
carotenoides, flavonoides, y polifenoles relacionados, acido lipoico, el

glutatiéon entre otros (Venero J, 2002).

Niveles de la accion antioxidante

Los antioxidantes capaces de neutralizar a los radicales libres o sus
acciones, actian a diferentes fases. Actlan a niveles de prevencion,
interceptacion y reparacion. La acciéon preventiva, busca evitar la
formacién de los radicales libres de oxigeno (ROS). Estos incluyen a la
SOD, que cataliza la dismutacion O2* a H202 y la catalasa que lo
transforma en agua. La intercepcibn de los radicales libres es
principalmente por secuestro del radical, los radicales peroxilo son los
principales afectados en esta etapa. Los efectores incluyen a varios

antioxidante como las vitaminas A y E, glutatién, otros compuestos con
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grupo tiol, carotenoides, flavonoides, entre otros. En el nivel de reparacion
y reconstitucion estdn comprometidos sistemas enzimaticos

principalmente (Gutiérrez A et al., 2007).

ESPECTROFOTOMETRIA

La espectrofotometria es uno de los métodos de analisis mas usados, y se
basa en la relacién que existe entre la absorcion de luz por parte de un
compuesto y su concentracion. Cuando se hace incidir luz monocromatica
(de una sola longitud de onda) sobre un medio homogéneo, una parte de
la luz incidente es absorbida por el medio y otra transmitida, como
consecuencia de la intensidad del rayo de luz sea atenuada desde Po a P,
siendo Po la intensidad de la luz incidente y P la intensidad del rayo de luz
transmitido. Dependiendo del compuesto y el tipo de absorcién a medir, la
muestra puéde estar en fase liquida, sélida o gaseosa. En las regiones
visibles y ultravioleta del espectro electromagnético, la muestra es

generalmente disuelta para formar una solucion.

Cada sustancia tiene su propio espectro de absorcion, el cual es una curva
que muestra la cantidad de energia radiante absorbida: Absorbancia, por
la sustancia en cada longitud de onda del espectro electromagnético, es
decir, a una determinada longitud de onda de la energia radiante, cada
sustancia absorbe una cantidad de radiacion que es distinta a la que

absorbe otro compuesto (Figura N°2.8).

Absorbancia (A)

|

Longitud de Onda (nm)

Figura N° 2.8 Espectro de absorcion de dos compuestos

diferentes.
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2.4.2

Ley de Lambert

Esta ley establece que 6uando pasa luz monocromatica por un medio
homogéneo, la disminuciéon de la intensidad del haz de luz incidente es
proporcional al espesor del medio, lo que equivale a decir que la
intensidad de la luz transmitida disminuye exponencialmente al aumentar
aritméticamente el espesor del medio absorbente (Figura N°2.9).

PO s P

E—

Figura N°2.9 Leyde Lambert

b

La siguiente relacion matematica da cuenta de esta ley:

— = kb 2.1

P0O: Intensidad de la luz incidente

P: Intensidad de la luz transmitida
Espesor del medio absorbente
Constante, cuyo valor depende de la naturaleza del soluto, de la
longitud de onda de la luz incidente, del espesor del medio

absorbente y de la naturaleza del medio.

Ley de Beer

La intensidad de wun haz de Iluz monocromatica disminuye
exponencialmente al aumentar aritméticamente la concentracion de la
sustancia absorbente, cuando este haz pasa a través de un medio
homogéneo (Figura N° 2.10).
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PO ' P

Figura N° 2.10 Ley de Beer

o

La relacibn matematica que da cuenta de esta ley se muestra a
continuacion:
P
2 _ a—kC 2.2
P0 ©
Dénde:
PO: Intensidad de la luz incidente
P: Intensidad de la luz transmitida
Concentracién de la solucién
Constante, cuyo valor depende de la naturaleza del soluto, de la
longitud de onda de la luz incidente, de la concentracién de la

solucion, y frecuentemente, de la naturaleza del medio.

Ambas leyes se combinan en una sola, generando la Ley de Lambert-

Beer
Log PO , ]
Oi - abC 0 A= abC 23
A= Logl;—°= -Log T 2.4
Donde:
a: Absortividad
b: Longitud o espesor del medio (longitud de la cubeta)
C: Concentracion de la solucién
Ly T: Transmitancia
PO
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Los términos de absorbancia y transmitancia son definidos a continuacion

Transmitancia (T):

Es la razén entre la luz monocromatica transmitida (P) por una muestra y
la energia o luz incidente (Po) sobre ella. Tanto la energia radiante
incidente como la transmitida deben ser medidas a la misma longitud de

onda.

T= 2 = 10- abC : o1 = L00P 2.5
“P0o_ 2 ° °= Tpo '

Se acostumbra a considerar la transmitida como la razén de la luz
transmitida por la muestra y la luz transmitida por un estandar arbitrario.
Este estandar puede ser el liquido (solvente) en que esta disuelta la
muestra: aire, blanco analitico (solucibn que contiene todos los
componentes de la solucién problema menos la sustancia problema) u otra

sustancia elegida arbitrariamente.

Debido a que la transmitancia de este estandar no es necesariamente
100%, es necesario especificar el estandar con la cual la muestra es

comparada.

Absorbancia (A):

Se define como la cantidad de energia radiante absorbida por una
sustancia pura o en soluciéon. Matematicamente, corresponde al logaritmo
negativo de la transmitancia: T, transmitancia expresada como fraccién

decimal %T, transmitancia expresada como porcentaje.

A= -LogT= 2- Log%T 2.6
Pero:
P
T= —=1 —abC 27
PO 0
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Luego:

p
A = Log (ﬁ) = - Log 1072b¢ 2.8

A= abC 2.9

Esta ecuacion indica que la absorbancia es una funcién lineal de la
concentracion, donde a es una constante de proporcionalidad llamada
absortividad. La magnitud de a depende de las unidades de b y c. Si la
concentracion C estd expresada en moles por litro y la longitud de la
cubeta b en centimetros, la constante a recibe el nombre de absortividad
molar (§). Luego:

A=¢bC 2.10

Mediciones de transmitancia y absorbancia

Las mediciones de absorbancia o transmitancia se hacen por comparacioén
entre la muestra problema y un estandar arbitrario o referencia. Como la
referencia debe poseer un porcentaje de transmitancia de 100%, esta es

llamada referencia de 100%, o una absorbancia de cero.

Seleccidn de longitud de onda de trabajo

La longitud de onda del trabajo corresponde, generaimente, a la longitud
de onda en la cual la absorbancia del analito (sustancia a analizar) es
maxima (Amax). Para seleccionar el Amax, s& hace un espectro de absorcion
o curva espectral, y que consiste en una grafica de la absorbancia de una
solucion de la sustancia absorbente de concentracién adecuada, medida a

distintas longitudes de onda y en elia se determina el Amax (Figura N° 2.11)
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A (nm)V

Figura N° 2.11 Curva espectral (en este ejemplo Amax= A1)

Las mediciones de absorbancia se hacen en la zona de longitudes de
onda donde se espera que absorba la sustancia problema. Si se trata de
sustancias coloreadas, las mediciones se realizan en la zona visible del
espectro electromagnético (380 a 800 nm). En el caso de sustancias no
coloreadas, las mediciones se realizan en la region ultravioleta del

espectro electromagnético (200 a 380 nm)

Curva de calibracion

Uno de los métodos mas utilizados para determinar la concentracién de
una muestra problema, es el método de la curva de calibracién. Esta curva
de calibracién es una grafica que relaciona la concentraciéon de al menos
cinco soluciones de estandar de concentraciones conocidas, con la
absorbancia de cada uno de ellos determinados a la longitud de onda
méxima (Amax) (Figura N° 2.12).

v

C

FiguraN° 212 Curva de calibracién para un analito.
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Una vez obtenida la grafica se determina la funcibn matematica que
presenta dicha recta a través del tratamiento estadistico de regresion de
los minimos cuadrados, la cual relaciona la absorbancia y la concentracion
de un analito. La siguiente ecuacion matematica corresponde a dicha

funcién:

A=mC+n 2.11

A: Absorbancia.
Intercepto de la recta
m: Pendiente de la recta y que corresponde al producto entre la

absortividad a de la muestra y el espesor b de la cubeta.

Luego se mide la absorbancia de la solucién problema y se interpola su
valor en la grafica o se reemplaza en la ecuacion (2.11), para obtener el

valor de concentracion del analito.

A muestra

i

\

Cm noctva C

Figura N° 2.13 Interpolacién grafica.

La concentracion de la solucién problema debe estar comprendida en el
rango de concentracion que comprende la curva de calibracién. Si la
concentracion de la solucion problema es menor que la concentracién del
estandar mas diluido, debe usarse el método de adicién estandar, que
consiste en adicionar un volumen determinado de un estandar

concentrado a la soluciéon problema, antes de realizar la lectura y que
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2.5

permite que esta lectura este dentro de las obtenidas para la curva de
calibracion. En el caso contrario, si la concentracion del analito es mayor
que la concentracion del estandar mas concentrado la solucién problema

debera ser diluida.

Al hacer la curva de calibracién, se debe emplear la longitud de onda de
maxima absorbancia (Amax), para obtener una recta con la maxima
pendiente y asi tener mayor sensibilidad y precision al hacer las

mediciones.

La medicién de la absorbancia de la solucién problema debe hacerse a la

misma longitud de onda que fue hecha la curva de calibracion.

MATERIAS PRIMA CON CONTENIDO DE ANTOCIANINAS

El estudio de las antocianinas en diferentes materias prima, ha tomado
fuerza en las dltimas décadas, no solo por su capacidad colorante, sino
también por su capacidad antioxidante. Estas materias prima se identifican
por presentar ciertas caracteristicas en sus diferentes partes morfolégicas
como: hoja, tallo, fruto, raiz, etc. Se especifica con mayor detalle en la
Tabla N° 2.1y Tabla N° 2.2.

Tabla N° 2.1 Color y distribuciéon de las principales antocianidinas

en algunas materias prima (Wang H et al., 1997).

Frutos y vegetales Color Compuesto

Uva concordia, mirtillo, bilberry, grosella i o
Rojo azulado Delfinidina

negra.
Fresa, mora, ruibarbo, grosella negra,
cereza, col roja, bilberry, arandino, satco, ) ) oo

_ o Rojo naranja Cianidina
uva concordia, maiz, ciruela, frambuesa,
cebolla roja.
Fresa, maiz. Naranja Pelargonidina
Uva, mirtillo, bilberry. Rojo azulado Malvidina
Cereza, arandano Rojo Peonidina
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Tabla N°2.2  Contenido de antocianinas totales en materias prima

comunes.
?rdtb‘ B | C9ﬁteniq9 d?»f‘“togiahiﬂas totalesl:"
SRS N (mgM00g)
Manzana ‘ — e
Bilberry 300-320
Mora 83-326
Grosella negra 130400
Mirtillo SE 405
Colroja 55
Cereza 1450
- Arandano ' 50.300
"Satco - S
Uvas | 4 6-600
Kivi 105
Cabollas rojas , 757
Ciruelas ‘ 55
Rabanos rojos 1160
' Frambuesa negra 300-400
7 Frambuesa roja | 20-60
Fresas ; e

Fuente: Burin Betal., 2010

EXTRACCION DE ANTOCIANINAS

La extraccion de pigmentos naturales, debe llevarse a cabo teniendo en
cuenta los factores que pueden afectar la integridad de los mismos; por
lo cual este es un paso muy importante debido a que los resultados

obtenidos dependen en gran parte del proceso de extraccion realizado.

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, -
aceético y férmico, ya que el acido mantiene el pH acido lo que previene

el desplazamiento de los equilibrios quimicos de hidratacién y formacién
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de chalconas. Adicionalmente el uso de acidos débiles previene la
degradacién de las antocianinas no aciladas las cuales presentan mayor
labilidad. Sin embargo, durante el proceso de evaporacion del solvente
acidificado puede ocurrir degradaciéon de las antocianinas aciladas, por
la hidrélisis parcial o total de los acidos enlazados a los azucares,
especialmente en antocianinas aciladas con acidos dicarboxilicos como
el 4cido maldnico. Por lo anterior se recomienda para la extraccion de
estos pigmentos el uso de acidos débiles como el trifluoroacético,
tartarico o citrico (Revilla E et. al., 1998).

2.6.1 Analisis de antocianinas por espectrofotometria UV-Vis.

Debido a su estructura, las antocianinas presentan maximos de
absorcion tanto en la regién visible como en la ultravioleta lo que resulta
muy importante para la caracterizacién estructural de dichos
compuestos. Sus espectros de absorcién se caracterizan por tener dos
bandas separadas una en la regién visible entre 465 y 550 nm y otra
mas pequefia en el UV alrededor de 275 nm (Harborne, J.B.et al.,
1995). Es asi como se pueden identificar las antocianinas por su

absorcién en la region visible (Andersen, @. Et al., 2004).

La glicosidacion conlleva a un desplazamiento hipsocrémico de los
maximos de absorcion en el visible. Asi por ejemplo, entre (Amax. 520 nm)
de la pelargonidina y de la pelargonidina-3-glucésido (505 nm), ocurre un
desplazamiento de AA de 15/nm; entre cianidina (Amax. 535 nm) y
cianidina-3-glucésido (Amax. 523 nm) un AA de 12/nm, entre delfinidina
(Amax. 544 nm) y delfinidina-3-glucésido (Amsx. 534 nm) un AA de 10/nm
(Harborne, J.B et al., 1995).

Los derivados acilados no muestran diferencia con respecto a los
correspondientes no acilados en la zona del visible, sin embargo, en la
region del ultravioleta suelen presentar un maximo adicional en el
intervalo de )\ 310 - 335 nm, correspondiente a la absorcién del grupo

acilo (Figura N° 2.14); la esterificaciéon con acido p-cumarico aumenta la

38



absorcion en torno a 308 - 313 nm y con acido caféico en A 326 - 329

nm. Este hombro no se presenta cuando el acido sustituyente es el
acido acético (Wrolstad R et al., 1974).

g acilada

3

2
e T
———

absorvancig  (maU

N 3,5 giucosilada

o o S S L
300 350 400 450 500 850
fongitud de onda {nm)

Figura N° 2.14 Espectros UV-Vis de las antocianinas aciladas y 3,5-
glucosiladas (linea continua); no aciladas y 3-

glucosiladas (linea discontinua) (Harborne, J.B., 1998)

2.6.2 Cuantificacion del total de antocianinas mediante el método del pH
diferencial

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 1,0 y la
forma hemicetal incolora a pH 4,5. El método del pH diferencial se basa

en esta reaccion, permitiendo de una manera segura y rapida medir el total
de antocianinas monoméricas.

Se utiliza un espectrofotometro UV- visible; las mediciones se realizan a

las longitudes de onda de 520 nm (maxima longitud de onda determinada)
y a 700 nm.
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El contenido de antocianinas monoméricas es calculado como cianidina-
3-glucosido, usando como coeficiente de extinciébn molar 26900 y como
peso molecular 449,2. Los calculos se realizan usando las siguientes

expresiones (Giusti y Wroslitad, 2001):

Céalculo de absorbancia final

A = Absorbancia = (Aszo ~ A700)pr1,0 — (Aszo — A700)pHas 2.12

Las mediciones de la absorbancia requiere el uso de soluciones tampdn
normalizados para las lecturas a pH = 1,0 y a pH = 4,5. Previamente a
la determinaciéon de la absorbancia de la muestra o alicuota en el
extracto para el andlisis, es importante indicar la influencia de la
concentracion del analito en el extracto para decidir el grado de dilucién
de la muestra, con la finalidad de enmarcar la absorbancia en el rango

recomendable entre 0,2 a 1,4 para la lectura final.

Las revisiones bibliograficas no presentan de forma clara y explicita las
preparaciones cuantitativas de las soluciones tampén y los criterios de
manejo y dilucibn para efectos de determinacién cuantitativa del

contenido de antocianinas.

Concentracién de pigmentos monoméricas en el extracto

Expresado como cianidina -3-glucésido:

mg ) _ (A) (PM) (FD) (100)

100g/ e(l) 2.13

Antocianinas monoméricas (
Donde:
PM: Peso Molecular, Cianidina 3-glucésido = 449,2
FD : Factor de dilucién
¢ : Coeficiente de extincion molar = 26900

1 : Longitud de la celda = 1
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CAPITULO Il

7

METODOLOGIA

En vista de que la investigacion es de caracter aplicativa, con alto grado de
correlacion y con capacidad predictiva en la determinaciéon de antocianinas , la
metodologia utilizada para su desarrollo estd basado en la evaluacion
experimental, con ensayos de diverso nivel, con la observacién exhaustiva, la
cuantificacion y el analisis de la informacién recabada en el monitoreo
controlado de la variable estudiada, conducentes a la determinacién

espectrofotométrica del contenido de antocianinas en diversas muestras.

La evaluacién experimental se realizé con diferentes muestras de materias
prima, que cumplen las caracteristicas de poseer antocianinas como: maiz

morado, uva, fresa, mora, etc.

3.1 METODOS

3.1.1 Evaluacién en materias prima de la region de Ayacucho
Para la investigacion se procede a consultar diferentes revisiones
bibliograficas de fuentes confiables, para identificar qué productos son
los mas principales con interés Agroindustrial en la regién de Ayacucho,

los cuales estadisticamente estan ranquiados a nivel nacional y mundial.
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Tabla N° 3.1 Ayacucho: produccion agricola, segin principales
cultivos, 2008 — 2013 (Toneladas).

- Principales

perEss 2008 | 2009 2010 | 2011 2012 .| 2013

Cultivos., g e | s :
Achiote - 190 196 217 230 233 229
Al 38 38 60 42 38 63
Ajo _ : 1684 1375 1354 1302 1677 1623
Alfalfa’ - 269682 | 311853 310564 | 321 547 | 298 946 | 266 889
-Arroz Cascara 912 679 980 769 10156 593 -

Arveja Grano Seco | 3561] 3661 B3610] 2089] 3475] 4393
Arveja Grano 3227 3151| 3021| 2744 4217

Verde . : 4 834
Betarraga - 156 271 347 283 364 488
Cacao = 6313 6 278 6 263 6 180 6 186 6 185
Café o 4 423 4 405 4441| 4373 4 402 4 434
Camote 392 316 439 486 253 327
Cebada Grang 13 580 14 472 13 467 7 394 12844 | 15 856
‘Cebolla 2927 2 864 A253| 24886 3523 4 008
Chirimoya © 406 434 461 475 513 417
Coco ‘ 141 138 136 137 144 143
Col 699 674 915 B52 899 1285
Granadilla 18 20 51 55 56 56

Haba Granc Seco 5 447 5236 5 D11 3746 5 855 6 746
Haba Grano Verde 3 369 3 306 3442 3388 4 291 5090

Lima. . 179 160 214 212 209 198
‘Limén 659 645 682 661 731 705
Maiz Amarillo Duro 1812 1699 2 080 2084| 2309 2 450
Maiz Amiléceo 16623 16596| 162601 10412| 17099 17 443
Maiz Choclo 7 128 8 314 8836 6947 0 963 11 892
Mandarina 256 | 251 374 380 380 371
‘Mango - 299 328 341 336 392 435
Manzana- : 459 426 494 483 498 494
Maracuya 36 48 48| 49| 48 48
Mashua : 3991 3932 3897 2811 4 187 3909
Melocotdn 981 958 1166 1272 1847 1924
‘Membrillo 58 50 39 a5 62 61
- Naranja 3 802 3813 3791 3759 3 807 3770
QOca 5737 5 454 5 269 3983 5786 (5678

Dliuco 10788 101567 9 844 6869| 11855 12 081
Orégano 48 41 386 a7, 30 30
Pallar Grano Seco 53 49 53 26 25 31
Palta 2272 2656(. 4540 4 638 5 261 5281
Papa 247904 | 235152 | 191 923 | 137 887 | 3290853 283 721
Papaya . ' 2520 2 186 2183 2 201 2169 2 164
'Peping : . 44 13 19 18 24
Pera ‘ . 43 - 47 56 56 g8 84
Pifia ‘ ) 3283 3316 3205 3151 3101 2704
Platano ; 6 377 6 568 6 548 6 362 6 601 6 524
Quinua : 1721 1771 2 368 1444 4 188 4 925
Tarhui o Chocho 24 139 114 328 669 677
Tomate - 2259 1891 2 348 1353 1526 1349
Trigo. ] 10173 10774 9 326 5964 | 10840 11 249
Tuna ‘ 15317| 15546| 16250 15795| 15350 15 008
Uva 75 70 70 68 78 80
Yuca . ] ' 9640 11244 7 986 6 930 5653 6 006
Zanahcria 2 259 2294 2 099 1875 2021 2230

Fuente: Ministerio de Agricultura y Riego.
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3.1.2

De la misma forma se idéntica los productos que tienen menor
importancia comercial o los que recientemente son considerados
importantes por diferentes propiedades de caracter nutricional y de la
salud, tal como se observa en el Tabla N° 3.1. Posteriormente se
procede a seleccionar aquelios productos que tienen contenido potencial
de antocianinas, los cuales seran sometidos para la evaluacién, que se

presenta en el Tabla N° 3.2.

Tabla N°3.2 Algunos cultivos agricolas seleccionados por

poseer contenidos potenciales de antocianina.

MATERIAPRIMA . -

Maiz morado

Col roja
Mora(*)

Sauco(*)

Uvas

Ciruelas(*)

Papa nativa (*) :

Fresas(*)

Camote morado

(*) Son productos que no aparecen estadisticamente o a nivel ranquin de los cultivos agricolas

principales, sin embargo son aquellos que se producen en la regiéon pero en menor cantidad,

generalmente para autoconsumo o para mercado local y también por tema de reforestacion.

Fuente: Ministerio de Agricultura y Riego

Determinacion de la humedad

Es importante determinar la humedad de la muestra a analizar, a fin de
expresar los resultados finales en funcién a la materia prima 0 muestra
en base seca, para facilitar los fines de comparacién y discusién. La
humedad es determinada en el equipo de determinador de humedad
digital, para lo cual, se coloca una cierta cantidad de muestra
condicionada o parte de la muestra del cual sera extraido el extracto de
antocianina, generalmente igual o menores a unos 5 g, debe asegurarse
de que el equipo esté programado en funcién de 0-100%, la

determinacién de la humedad es necesario, ya que la cantidad de
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antocianina sera determinado en funcién a su base seca de la muestra

analizada.

3.1.3 Preparacion del extracto.

Es sumamente importante determinar técnica apropiada para la
extraccion de las antocianinas a partir de la muestra a analizar, teniendo
en cuenta los diversos factores que influyen sobre ella y ademas,
garantizar un alto rendimiento en la extraccion del colorante, tal que
permita la apropiada determinacién cuantitativa del contenido de
antocianinas a través del método de espectrofotometria de pH

diferencial.

Los extractos se preparan a partir de las diversas materias prima con
contenido potencial de antocianinas identificadas considerando los

siguientes procesos:

Los diferentes tipos de materias prima de interés

. . / Agroindustrial de la regién de Ayacucho
Materia Prima

Se selecciona a las materias prima que presentan

l ciertas caracteristicas de poseer antocianina.
Seleccion Las materias prima que han sido seleccionados,
se clasifican teniendo en cuenta los siguientes
l aspectos: que no presenten dafios fisicos,

madurez adecuada. etc.

Clasificacion A las materias prima clasificadas se someten al
procesc de lavado y desinfectado en una solucién
l de cloro con agua, con la finalidad de reducir la

carga microbiana

Lavado y desinfectado

Después de lavado y desinfectade las materias
l primas son acondicionados dependiendo que

parte de la materia prima presenta ciertas
/ caracterfsticas de poseer alto contenido de
Acondicionado antocianinas, es decir, cascara, pulpa, hoja, rafz,
etc. para posteriormente proceder con la

l extraccién

Extraccién ~_ | Luego se procede con la extraccién de Ila
antocianina, este proceso seréd optimizado con
mavor detalle durante el desarrollo experimental

Figura N° 3.1 Diagrama de flujo, para la preparacion del extracto.
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3.1.5

Los reactivos o soluciones Tampén

Se requiere disponer de un pH metro, calibrado con soluciones de

regulacién a pH 4,0 y 7,0 (soluciones tampén estandar).

Para la evaluacion espectrofotométrica del contenido de antocianinas en
el extracto se requiere la preparacion de los reactivos o soluciones
tampén o buffer para las lecturas a pH = 1,0y a pH = 4,5. Las cuales se

preparan de la siguiente manera:

A. Buffer pH 1,0 (cloruro de potasio 0,025 M).

Pesar 1,86 g de KCI en un vaso y anadir agua destilada a 980 mL.
Medir el pH y ajustar a 1,0 (+ 0,05) con HCI (6,3 mL), pasar a un

matraz de 1 L y se diluye hasta el volumen con agua destilada.

B. Buffer pH 4,5 (acetato de sodio 0,4 M).

Pesar 54,43 g de CHzCOONa.3H20 en un vaso precipitado y afadir
960 mL de agua destilada. Medir el pH y ajustar a 4,5 (+- 0,05) con
HCI (20 mL) pasar a un matraz de 1 L y diluir al volumen final con

agua destilada.

Manejo del espectrofotometro Genesys 6.

La performance del espectrofotometro a 520 nm debe ser verificada con
patrones de referencia para la exactitud de la longitud de onda,

fotométricos, exactitud, linealidad fotométrica, y la luz difusa.

Para el manejo del espectrofotometro GENESYS 6, instalado en el
Laboratorio de Investigacion de la Facultad de Ingenieria Quimica y

Metalurgia, se debe tener en consideracion los siguientes pasos:
Paso 1. Conectaralared 220 V.

Paso 2. Encender el interruptor termomagnético del estabilizador.

Paso3. Encender el espectrofotometro Genesys 6.
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Paso 4.
pack 2.

Después de haber seguido todos los pasos indicados, se procede con el

manejo del software Visionlite.

En la pantalla ubicar y entrar al menu VISIONLITE como se muestra en

las siguientes imagenes:

Imagen N° 1

i
]

se muestra en la imagen N° 2

Imagen N° 3

Encender CPU Halion-windows XP version 2002, service

Ingresar al Visionlite y luego aparecera un cuadro como

, |1 el siguiente cuadro como se muestra en la

Seleccionar Scan y aceptar, luego aparecera

Cub. |
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Debe ingresar en la opcion de Barrido los valores del inicio y fin de
longitud de onda, el intervalo del barrido, luego en la opcién de
espectrofotometro debe programar modo de medida, velocidad y las
demas opciones si es necesario, finalmente oprimir la opcién Lin. Base

y aparecera el siguiente cuadro como se muestra en la imagen N° 4

. Medis Moesttas 1

Métado

IlesLmsg

E' rBauidg =~ g
Inicio  [400 | Fin
. Intervalo |5 Rl ’ nm

- VISION(ite Scap,

———

l i . . . Registrando linea base
[} Modo Medida =l ‘

E Velocidad [Mediun v_]

i

. Parémetios avanzados |

wﬁréfigo = i
| B&mT 025 | G Dnico
sy S |

Rastieo de:Picos~

" Picos i3]
Valles I

- Umbral wo lA ] | EEEEST|_ Famsto | Adescess | [ Brse | =T 1 T nd

Esperar hasta que aparezca el siguiente cuadro, tal como se muestra en

la imagen N° 5

Imagen N° §

TR S TRt o =
l?‘ Medir Musstras, | Lin. Base: [_lm%é%i( 4. . .

[7000nm__0.000A %

! Método ) !
s [astmee ~ =l
! pana ekl - )

i . —
¢f micio [400 , Fin [700 inm

' Intervalo 5 SGIE nm

L ~E fotd . - SR !

i} Modo Medida A =0 .
11 Velocidad [Mediumi=]! !
E . Parametios avanzados | :
i ’ !
B .
T

| oSN B3 cotmieo ;
; :ile':-:‘no m—— . Superpuesto | .
:. r~-Rashiao de Picog ————r=r—— "

Picos v,
" Valles r

°  Umbzal lﬂ-l}l_‘ A m] " Foimata . Aulosscalar l  Etiqueta ! ol | . -_‘l
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Oprimir la opcién Medir Muestras y aparecera el siguiente cuadro como

se muestra en la imagen N° 6

Imagen N° 6

Jioomelem] | 700.0nm 0.085A 7

T e :
L Medi Muesuae

r Bouido - =

4

1 Método

S N
i

A S A A L S
TN T (nfo, devinuesira; ftestimscl)

: Intervalo |5 23
| Espectiofotdmeno Operario  [adoi/USER-127EEFSF7C -

', Modo Medida ’ ] o
; [t Medir referencia : Rellenar |

"t Velocidad

h e . Localizacién Nomhre de muestra Desctipcidn ‘ H
{ ' ParSmoud — 1 ] : |
i ]
2 H
. i
| [Batieo- - E i B £50,
H méximo r——- E e T T T T = e :
. eie-Y 02_5 . . A e .- K
B Ini N I .
% :‘ie’f:;““ ]ﬂ_ ‘_‘ Medis B Cerrar.
! rPastieos: def’icc;x, f
i{ Picos il i
¢
H Valles . N
| - :
L Umbret [fo1 A ]

En la seccién nombre de la muestra debe ingresar obligatoriamente
los nombres de cada una de las muestra en forma ordenada empezando
de la 1 de acuerdo al orden de las celdas que se han colocado en el

espectrofotometro.

El relleno de la seccién o columna de descripcion para cada muestra
es opcional y al final el cuadro quedara de la siguiente forma como se

muestra en la Imagen N° 7

Imagen N° 7

A e =7 I ] 7060.0 nm G.086 A =

; [testmse i =]
; 1~ Bastido—- = =
| nicio  [4D0 |
. Intervalo [§ ]
o
* Expeslofoldmetio, Operatio  |tador/USER-127EEFS5F/C |

1 Modo Modida

.  Welocidad

T~ Medir teferencia : "fetllenar " |
H R Locatizacién Nombia de muestia Desciipcitn .
H Paidmotr: 5 1 A9 pH1
F [T pH4.5
: 5
= Gy g i = = o T
" m&ximo —_— :
: oio-Y [o-z5 :

‘

i T Rastigu de Ricoy T ——r

" Picos =
. WValles ‘ .
Umbrat 601 A
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Después oprimir la opcién Medir y aparecera el siguiente cuadro como

se muestra en la Imagen N° 8

Imagen N° 8

T - Cub. '
l; Paror i IL,;n,'BEcEn}’Im[:‘ihjil nm A 1
Método
i a0 | Fin
il intervale [ T<]i nm
I
ik e R Boniendo
i Modo Medida A = :
1 | ] :
il 3 A9.dep pH1
s m;_im i o TRl ranate | | Auigsscalar | [T TEaem, oasd T 0 L U Tzt
i} oeiey 63, < Gnico ‘v i
minime G & | : .
cieY - 10 3
{ rRaslieo de Pz : ey
{] Picos Lo g
H vattes i} i
i|. umbrat 66T A i
i R i

Esperar hasta que aparezca el siguiente cuadro, como se muestra en la

Imagen N° 9

Imagen N° 9

R T Cub,
Parai ' |ain Base e » 700.0 nm 0.000 A 2

{ Métado !

f: Jtest.msc M
Lmse ] i

. - Barnido -

i B CSERITTNEE 10fo.deinmuestia [lestimsc)

3 . Intervalo e e n s

e . [T

| CEspecyolomens [IT O O > o1 /U SER -1 27 EERSFZCK]

]|, Modo Medida ; b i g . O

Pl I~V Medir reforencia s Hellensr ~

{1 Velocidad - 700

IR - . . _Localizacién " Nombre de muestra Desciipcién H N

it __PatSmetig i :

Ll —_ P

[ i 4 A

i ‘Gl.;[)qo~ N T 2= sy

i maximo r“— e T S o e B .

l . eieY 02§ .. .

i | - minimo A I :

3 oie- ) ]l] . Medir Cemrar =

U Postron dv Piaos ~ R — s

, Rastreo de Picos B9 . dep pHA.5 Fb

| Picos M . T -

i valles ot : Picos Umbral: 0.01 A EiN

T = : 1 525 mm: 0.422 a o

il vmbral D01 A . =

Oprimir la opcion cerrar y aparecera el siguiente resultado, como se

muestra en la siguiente imagen N° 10
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Imagen N° 10

Cub. .
[

P .

B e —

,| mnicio {400 t+ Fin [700 (nm |-

' Intervalo 5A iv;m

: Modo Medida A §v~.

f

:
' Velocidad l_—.. ey
v =y vl

‘ Parsmetios avanzados

L N .

i | [=— 230w i B.dsp pHAS

b S o 0 A S T - i .
i .'Glé.ﬁ o0 i Bohar Formato . Autoescalar | [ Etqueta  2n) x|
| it EED come [ e LB :

- eigY . IE- i

V.—ﬁa:l‘;e-o de Plco’s—:————~:—-——-

! . . . [B9.dsp PpH4.5
. Picos e} :
| Valles r ; Picos Unbral: 0.01 A

1 5253 mm: 0.422 A

i1 Umbratl oo |a

Para ver la grafica completa oprimir la opcién Autoescalar y aparecera

la grafica completa tal como se muestra en la imagen N° 11.

Imagen N° 11

A R
' Medir Mueatras

! d .
| Método - .
{ [test.msc ’LI
\ [ Barido -
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! - -
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Para ver los valores de la absorbancia y la longitud de onda, se debe
sefialar con el puntero sobre la grafica y apareceran los valores

requeridos, como indica la Imagen N° 12
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Imagen N° 12
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3.1.6 Método de pH diferencial

Las antocianinas desarrollan transformaciones estructurales reversibles
con el cambio de pH manifestado por el espectro a diferentes
absorbancias. Conociendo que, la forma de oxonio coloreada predomina
a pH 1,0 y la forma hermicetal incolora a pH 4,5, se establece el método
de pH diferencial, que se basa en esta reaccion para medir el total de
antocianinas (Giusti, M.M y Wrolstad, R.E).

Se utiliza un espectrofotémetro UV-Visible Genesys 6, las mediciones se
realizan a las longitudes de onda de 520 nm y 700 nm. EIl contenido de
antocianinas es calculado como cianidina-3-glucésido, usando como
coeficiente de extincién molar 26900 L/ (mol.cm) y como peso molecular
449,2 g/mol.

3.1.6.1 Cuantificaciéon de antocianinas por pH diferencial

Se prepara diluciones del extracto etandlico con solucién buffer pH 1,0
de cloruro de potasio y con solucion buffer pH 4,5 de acetato de sodio;
luego se mide la absorbancia de cada muestra a la longitud de onda de
520 nm y a 700 nm. De la ecuacion de Lambert-Beer se obtiene la
concentracion molar del analito en la muestra diluida sometido a la

lectura en el espectrofotémetro, C=Al/cL, C es la concentracién molar, A
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3.2

es la absorbancia, € corresponde a la absorbancia molar o coeficiente de

extincién molar, L es la longitud de recorrido en cm.

La concentraciéon en mg/L contenida en el extracto original (muestra no
diluida) puede ser determinada multiplicando el resultado de la
concentracion molar en la muestra diluida por el peso molecular (PM) del
pigmento seguida por el factor de dilucién (FD). Para el calculo del
contenido de antocianinas se utiliza el peso molecular y la absorbancia
molar del pigmento antocianina presente en mayor proporcién, en este
caso es la cianidina (PM = 4492 y €= 26900). Por lo anterior la

concentracion de antocianinas monoméricas se obtiene con la siguiente

ecuacion:

m A) (PM) (FD) (1000
A, = Antocianinas monomeéricas (Tg) = (A) ( )s((l) ) ( ) 3.1
A — AbSOI‘banCia = (ASZO - A700)pH1,0 —_ (ASZO —_ A700)pH4,5 3'2

Donde:
As,¢ = Absorbancia promedio de la antocianina

A;op = Lectura de correccion debida a sustancias interferentes

PM = Cianidina 3 — glucésido = 449,2 £
mol

FD = Factor dilucién
€ = 26900 L/(mol.cm)
l=1cm

1000 = Factor de conversién de g a mg

EVALUACION DE LA ABSORBANCIA

Segun lo recomendado por la AOAC (Método Oficial 2005.02), la
medicién final de la absorbancia como resultado de la lectura en la
muestra apropiadamente diluida de la alicuota tomada del volumen
inicial normalizado de extracto obtenido a partir de la muestra analizada,
utiizando cada uno de las soluciones Buffers, debe estar

necesariamente dentro del rango de absorbancia de 0,2 a 1,4 medidos
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3.3

a la longitud de onda de 520 nm, para garantizar un buen resultado en el

calculo del contenido de antocianinas.

MATERIALES E INSTRUMENTOS

Como materia prima para el estudio se utilizaron:

Coronta de maiz morado
Uva

Fresa

Otros

Entre los principales equipos utilizados durante la investigacién se

tienen:

Espectrofotémetro digital, SPECTRONIC GENESYS™ 6
Balanza analitica

Tituladores volumétricos

pH metro

Termoémetros digitales

Agitadores - mezcladores

Centrifuga

Otros

Igualmente, se dispuso de un conjunto de materiales de vidrio tales

como: probetas, pipetas, vasos, matraces aforados, etc., de acuerdo a

los requerimientos especificos de cada prueba experimental.
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CAPITULO IV

DESARROLLO EXPERIMENTAL

Se describen las principales acciones operativas secuenciales desarrolladas
durante la experimentacion sistematizada, describiendo las condiciones bajo
las cuales se ha procedido el estudio, reporte y generacion de los resultados
experimentales, con ensayos paralelos en funcién a la reproducibilidad y
confiabilidad de los datos, con la finalidad de minimizar las interferencias y
errores operativos, cuyos resuitados se analizaran y discutiran en el siguiente

capitulo.

41 PRUEBAS EXPLORATORIAS

Las pruebas exploratorias se realizaron en colaboracion con los
responsables de los Laboratorios de Transferencia de Masa y de

Investigacion de la Facultad de Ingenieria Quimica y Metalurgia.

La muestra pulverulenta de concentrado de antocianina obtenida a partir
del extracto acuoso del colorante a partir del maiz morada fue obtenida
en el Laboratorio de Transferencia de Masa mediante el secado por
atomizacidn del extracto concentrado, con el cual se trabajo todas las

pruebas exploratorias.



4.1.1 Pruebas basicas de evaluaciéon espectrofotométrica

Se pes6 0,5 gramos de la muestra concentrada de polvo de antocianina
y se prepard la disolucion en una fiola de 250 mL utilizando agua
destilada, luego se procedio con el filtrado y de esta solucién se separ6 4
alicuotas de igual volumen para luego diluir con agua destilada cada una
de ellas en diferentes proporciones (Tabla N° 4.1) y finalmente se
realizé6 la lectura de la absorbancia entre 250 a 750 nm en el
espectrofotometro Genesys 6, obteniéndose resultados tal como se
muestra en la Figura N° 4.1

Tabla N° 4.1 Proporcién de diluciéon extracto: agua destilada, para
un extracto de 0,50 g/250 mL.

| ,"Pro‘porci‘é'n
-de dilucién

| 1:0 J

1:1

1:3

1:9

. Nombre’

a
b
c
d

Figura N° 4.1 Curvas de absorbancia del extracto de antocianina

(0,50 g/250 mL) en agua destilada sin modificacién de

pH.
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4.1.2

Como se muestra en la Figura N° 4.1, para la prueba de absorbancia
del extracto en sé6lo agua destilada sin modificacién de pH, la curva es
un poco distorsionada y difusa en algunas regiones, presenta mas de un
pico maximo y por el grado de concentracion inicial presenta valores de
absorbancia fuera del rango establecido (0,2 a 1,4), estos resultados
indica que existe la necesidad de administrar la estrategia de diluir el

extracto.

Regulacion de concentracion de la antocianina

De acuerdo a los resultados preliminares obtenidos en la Figura N° 4.1,
existe la necesidad de diluir el extracto. Se procedi6 a pesar 0,25 g de la
muestra de concentrado de antocianina y fue disuelto y enrasado en una
fiola de 250 mL con agua destilada, luego se procedié con el filtrado y
de esta dilucién se separ6 4 alicuotas iguales para diluir con agua
destilada a cada una de ellas, volviéndose a determinar la absorbancia
en el rango de absorbancia de 250 nm a 750 nm, el resultado se aprecia
enla Figura N° 4.2.

Tabla N°4.2 Proporcion de dilucion extracto: agua destilada,
para un extracto de 0,25 g/250 mL. .

5 Nombre . | Proporcion
M1 10
M2 1:1
M3 1:3
Ma 1.9
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41.3

Figura N° 4.2 Curvas de absorbancia para extracto (0,25 g/ 250 mL)

de concentrado de antocianina sin modificacion de
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En la Figura N°4.2, como resultado de la regulacién de la concentracion
de la ahtocianina, se observa que la curva M1 (con b‘ajo factor de
dilucidn), es la que presenta mayor distorsién en su curva y con mas de
un pico maximo al igual que su valor de absorbancia aun es muy alto, a
diferencia de M3 y M4 que presentan menos distorsiones en sus curvas,
presentando una funcién regular y continua, ademas sus valores de
absorbancia estan dentro del rango establecido (0,2 a 1,4). En las tres
curvas mas diluidas, la regiébn mas distorsionada se encuentra a una

absorbancia menor a los 350 nm aproximadamente.

Evaluacion espectrofotométrica en funcion del pH

En base a la informacién de la evaluacion espectrofotométrica del
contenido de antocianinas en diferentes medios acidos, se procedi6é con
la evaluacién de la absorbancia del extracto en agua destilada, luego en
soluciones Buffers o tampén de pH = 1,0 y de pH = 4,5. Para lo cual, se
preparé la disolucion de 2,5 g de concentrado de antocianina
pulverulento y enras6 en una fiola de 250 mL con agua destilada, esta
fue filtrada y a partir de esta solucién se tomé 3 alicuotas de la misma
cantidad, la primera alicuota fue diluida con agua destilada y las 2
siguientes alicuotas de extracto fueron diluidas con el buffer de pH = 1,0

y con el de pH = 4,5 por separados, la disoluciones de todas se realizé
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en la proporcién 1:19 y finalmente fue llevado a la lectura en el
espectrofotometro Genesys 6 en un barrido de 250 a 750 nm con un

intervalo de 5. El resultado se aprecia en la Figura N° 4.3.

Tabla N°4.3 Alicuotas de exiracto en agua destilada y en

medios acidos con solucion buffer.

Codigo de Medios dke ensayo Prop.orc!c:m de
muestra dilucién
A.D Alicuota 1 con Agua destilada
A Alicuota 2 con Buffer de pH 1,0 1:19
B Alicuota 3 con Buffer de pH 4,5

Figura N° 4.3 Curvas de absorbancia del extracto en agua destilada

y en medios acidos con modificacion de pH.
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En la Figura N°4.3 se observa claramente la influencia del pH en la
curva de la absorbancia, adquiriendo mayor absorbancia y por lo tanto
mayor amplitud para las mediciones en una solucién muy acida como es
con el buffer de pH = 1,0; ademas, sobre los 370 nm se percibe una
separacién entre la solucién buffer de pH = 1,0 y la de pH = 4,5. La
solucion buffer de pH = 4,5 y la del agua destilada presentan curvas casi

superpuestas.
Debido al nivel de concentracion inicial relativamente alto o al bajo factor

de dilucién aplicado al extracto utilizado como alicuota, se percibe que

los valores de absorbancia son relativamente altos y estan fuera del
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4.1.4

rango establecido (0,2 a 1,4); ademas se observa que la curva de
absorbancia no presenta una distorsién o irregularidad severa, con una

funcién continua y regular especialmente sobre los 300 nm.

Evaluacion del rango de absorbancia y factor de dilucién

En base a los resultados previos existe la necesidad de evaluar
apropiadamente la dilucién en funciéon a la concentracién inicial de la
muestra de extracto; ademas, de acuerdo a la informacién bibliografica y
la respuesta de la absorbancia en el medio acido se considera disminuir
la zona de medicién al rango de 400 a 750 nm. Se procedi6 repetir el
mismo ensayo del punto 4.1.3, pero incrementando el factor de dilucion
en la proporcién de 1:24, es decir con un factor de dilucién igual a 25,

obteniéndose el siguiente resultado.

Figura N° 4.4 Curvas de absorcién en agua destilada y medios

acidos para una dilucion 1:24
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En la Figura N° 4.4, se observa una mejor resolucién de la absorbancia
y con valores enmarcados bastante bien en el rango recomendado, de la
misma forma la curva presenta una funcién regular y con un solo pico
maximo bien definido a los 520 nm. Igualmente se reconfirma’ la
influencia y variacion del pico con el pH del medio, siendo mayor a un
pH menor (1,0), igualmente es ligeramente menor en el agua destilada

con respecto al del buffer de pH = 4,5.
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4.1.5 Evaluacion espectrofotométrica de la muestra patrén

4.2

Metme &
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En vista a que los resultados obtenidos en el punto 4.1.4 se encuentran
dentro de los parametros establecidos, se procedidé a repetir el mismo
ensayo del punto 4.7.4, pero con la muestra patréon que fue
proporcionada por la Empresa Globe Natural, para confirmar la
similitud o diferencias que existen con el concentrado de antocianina
obtenido mediante el secador por atomizacién obtenido en el Laboratorio
de Transferencia de Masa (UNSCH).

Figura N° 4.5 Curva de absorcién del concentrado proporcionado
por Globe Natural
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Se observa en la Figura N° 4.5 que la diferencia entre los valores de
absorbancia son menores a 1, tanto con el Buffer de pH 1,0 como con el
Buffer de pH 4,5, es decir, existe una similitud entre las dos muestras
analizadas, con esta comparacion se confirma de que el procedimiento

que se ha estado siguiendo es aceptable.

TECNICA DE EXTRACCION DE ANTOCIANINAS EN MUESTRAS

En la bibliografia se reportan diversas técnicas de extraccion de
antocianinas y los principales factores que influyen en dicha extraccion,
pero cabe mencionar que estas se refieren a la extracciéon o lixiviaciéon
intensiva de materias prima con contenido de antocianinas, como son el

maiz morado. Sin embargo, es necesario diferenciar entre la extraccién
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intensiva y la extraccién analitica de una pequefia muestra para fines de

cuantificacion de contenido de antocianinas.

Se conoce que la lixiviacion esta influenciada primordialmente por la
granulometria de la materia prima (definida por la molienda), el tipo de
solvente utilizado (mayormente agua), el pH del medio (tendiente a los
medios acidos), la temperatura (cercanos al punto de ebullicién) y la
relacion sdlido/solvente, siendo en muchos casos industriales los
lixiviados en multiples etapas o en sistemas de contacto continuo

diferencial sélido-liquido.

Luego, la extraccién de las muestras para analisis espectrofotométrico
de contenido de antocianinas, requieren desarrollar una tecnologia
apropiada que garanticen una extraccion total del colorante, sin afectar
ni degradar los componentes, considerando los aspectos difusionales
para la transferencia de masa de los colorantes desde la matriz s6lida de
la muestra hacia el solvente utilizado para dicho fin. Para cuyo efecto,
se han realizado diversas pruebas que maximicen la extraccion de las
antocianinas en las muestras (de unos 5 a 20 g), teniendo en cuenta la

humedad inicial de la muestra y la respuesta de absorbancia final.

Preparacion de la muestra

Se debe tener en cuenta que para el tratamiento de las muestras se

deben tener en cuenta diversos factores, entre ellos:

e Su estado fisico (mayoritariamente sélido y semisélido, y en algunos
casos liquidos).

e El tipo de matriz portante de la antocianina (en el caso de muchos
sdlidos es un componente organico).

e Eltipo de analito (en nuestro caso la antocianina) y su concentracion.

Otro aspecto importante a tener en cuenta es que en todos los pasos se

deben evitar errores sistematicos (de laboratorio) que originarian una
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variacion en el resultado de la composicién quimica de la muestra, tales

como:

e La contaminaciéon de la muestra (es decir, que se incorpore a la
muestra alguna sustancia que no contenia).
e La pérdida de analito (por ejemplo, si hay que hacer algun trasvase,

gue no queden restos de analito en el camino, etc.).

Los principales pasos a seguir para la preparacion de una muestra

solida, son los siguientes:

a. Desinfectado (Higiene)
El desinfectado se procedera dependiendo en qué condiciones se
encuentra la materia a analizar, es decir, como materia prima o como
como una muestra lista para ser analizado ya sea seca, semi-seca o
liquido (extracto), si es como materia prima es necesario proceder con
el desinfectado para disminuir la carga microbiana, preferentemente
utilizando una solucién diluida de cloro en agua, y si la materia prima
es como una muestra lista para analizar ya no es necesario el proceso

de desinfectado.

b. Acondicionamiento de la muestra
Las materias prima seran acondicionadas dependiendo del tipo de
especie o de su condicion morfolégica en la cual presenta mayor
potencialidad de antocianinas, por decir, en caso de maiz morada
tanto la coronta y el grano seran acondicionados ya que todo su
aspecto  morfolégico presenta caracteristicas de  poseer
potencialidades en antocianina. La coronta puede ser pulverizada o
simplemente ser triturados utilizando morteros, molino de discos o de
bolas, generalmente dependera de la dureza de la muestra a
acondicionar, en caso de los granos se presentan dos casos: separar
la cuticula del grano la cantidad necesaria y el otro es determinar la
relacion existente entre el grano y su cuticula, luego determinar Ia
cantidad necesaria del grano que se requiere para el analisis sin la

necesidad de separar su cuticula.
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En los casos de camote, uva, ciruela y otros similares a estas
materias prima, la potencialidad de antocianina se presenta sélo en su
cascara o epidermis por lo que sera necesario separar estas para
proceder con el andlisis y expresar en funcién a la fraccién analizada.
No necesariamente todas las partes morfolégicas de las materias
primas presentan las caracteristicas de poseer cantidades potenciales

de antocianinas.

c. Homogenizacién
Una vez acondicionado la muestra es necesario homogenizar, ya sea
todas las muestras obtenidas de diferentes partes morfolégicas de la
materia prima como el tamafo homogéneo de la muestra obtenida y
luego determinar la muestra representativa que sera sometido para el

analisis de antocianinas.

d. Determinacién del porcentaje de humedad
El contenido de antocianinas seran determinadas en funcién a su
base seca de la muestra, por este motivo es necesario determinar el

porcentaje de humedad.

Se entiende que conforme la muestra es mas seca el contenido de
antocianinas es mayor, pero se si determina la humedad no es
necesario realizar el proceso de secado de la materia a analizar,
considerando ademas qUe, las técnicas de secado podrian afectar
negativamente el contenido de antocianina en la muestra a analizar;
luego, el contenido de antocianinas seran determinadas finalmente en
funcibn a su base seca; simplemente, en el caso de tener una
muestra himeda, serd mayor la cantidad de muestra a utilizar para el
analisis porque la muestra contiene mayor cantidad de agua y no

materia seca.

e. Conservacion
Si la muestra no es analizada de forma inmediata, para evitar que se

produzca su degradacién, se recomienda separar en partes iguales
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(5 a 20 g) y sellar cada una de ellas en plastico polietileno luego
rotularlo en el cual debe mencionar nombre de la muestra, peso,

humedad y otros datos que pueden ser importantes.

La muestra se debe conservar en condiciones mas favorables (si no
es asi, debido a factores fisicos como la temperatura, la exposicion a
la luz o la naturaleza del contenedor se podrian producir cambios en
la muestra que alterarian los resultados), el almacenamiento se debe
realizar preferentemente en un lugar oscuro. No se recomienda

almacenar las muestras por tiempos prolongados.

. Secado.

En el caso de que la muestra sea humeda y no es posible analizarlo
de inmediato, es recomendable secario por liofilizacion para evitar
pérdidas u ofras anomalias degradativas del contenido de
antocianinas y luego conservar como indica el paso e, hasta el

momento de su analisis.

. Pesado
El pesado se recomienda utilizando una balanza analitica, ya que el

analisis requiere de mayor precision, para obtener buenos resultados.

. Obtencion del extracto.

Con la muestra acondicionada, con el peso y humedad definido, se
procede a obtener el extracto en un volumen normalizado y a partir
del cual se procedera con la dilucion apropiada para el analisis
espectrofotométrico del extracto utilizando cada uno los buffers

seleccionados y finalmente obtener la lectura en el espectrofotometro.

Se debe tener en consideraciéon que a menor tamafo de particula se

tiene una buena extraccion del colorante por parte del solvente, debido a

que se disminuye la trayectoria y la resistencia difusiva del analito en la

matriz sélida; sin embargo, se presenta otro problema, que es la

eficiencia de filtracién, debido a que la presencia de pequefas particulas
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solidas muy finas (debido a una filtraciéon deficiente) estarian presentes
en el extracto, luego éstos afectaran significativamente el registro de la

absorbancia.

En el caso de muestras liquidas proporcionadas para su analisis, no es
necesario realizar todos los pasos indicados y descritos para la
preparacién de muestras sélidas, simplemente se procede a realizar un
buen filtrado y analizar de forma inmediata el analito a través de la
técnica espectrofotométrica, y los resultados obtenidos se deberan
expresar necesariamente en mg/L de muestra liquida recepcionada para
el andlisis, o considerando que el extracto (si fuera acuoso) sea de una
similitud cercana al agua con densidad 1,0 g/L, entonces sera expresada
en mg/kg de “liquido”; es decir, mg de antocianina por kg o L de extracto

0 muestra liquida analizada.

Temperatura de extraccion del analito

Los resultados promedios obtenidos con solucién etandlica 80 y 90% de
pH 2,0, tienen desviaciébn minima, es por esta razén que se propone
considerar para la evaluaciéon de la temperatura de extraccién y el
numero de etapas de extraccion reiterativas mas apropiadas para el
analisis del analito; para lo cual se utiliza la solucién etanélica de 80% y
a un pH de 2,0. Se evalia la extraccién reiterativa o de corriente
cruzada, para optimizar la re-extraccién, obteniendo como resultado que
a partir de la segunda hacia la quinta etapa de extraccién, los filtrados
presentan minimos aporties al incremento de la concentracién final; en
base a éstos resultados se propone sélo realizar dos etapas de
extraccion de la muestra sdélida, acumulandose los filtrados vy
normalizando el volumen final para los propdsitos de la evaluacion

espectrofotométrica.

Para la optimizacion de la temperatura apropiada para la extraccion
maxima del analito, en este caso la antocianina, para fines de

cuantificacién, se planteé tres alternativas de temperatura de extraccion
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en las muestras soélidas y semisélidas, las cuales fueron realizadas por

triplicado, a continuacién se presenta los resultados.

A. Extraccion a temperatura ambiente

Para la extraccion de la antocianina se ha utilizado 5 g de la muestra
himeda inicial de la coronta de maiz morada molida, con una
humedad del 8,40%, la cual nos garantiza que tenemos 4,58 g de la
muestra en base seca, al cual se le afiadi® 100 mL de etanol al 80%
acidificado con HCI (pH 2,0), bajo agitacién magnética a sombra
durante 2 horas a temperatura ambiente y luego se filtr6. La torta
residual del filtrado fue nuevamente re-extraida con la solucién
etandlica hasta obtener una solucién clara, este se logré en tres
procesos. Los extractos obtenidos en cada re-extraccién fueron
combinados y llevado a un volumen de 334 mL aumentando solucién

etandlica.

1 mL del extracto o alicuota fue diluido con cada uno de los Buffers de
pH 1,0 y pH 4,2 (para conseguir una absorbancia en el rango de 0,2 a
1,4 medidos a 520 nm) para leer la absorbancia frente a un blanco a
520 y 700nm en el espectrofotdmetro Genesys 6, obteniendo los

siguientes resultados.

Figura N°4.6 Curvas de absorcion en medios acidos para una
diluciéon 1:34, extracto obtenido a una T= 20 °C y

t= 2 horas
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A (520 nmy pH=1,0) =1.021; A (520 nmy pH=4,5) = 0,271
A (700 nmy pH=1,0) =0,039; A (700 nmy pH=4,5) = 0,022

B. Extraccion a 60 °C
Para esta etapa se realiz6 el mismo procedimiento de la primera
evaluacién descrita a temperatura ambiente, a diferencia que la
temperatura de extracciéon fue a 60 °C. Obteniendo los siguientes

resultados.

Figura N° 4.7 Curvas de absorcion en medios acidos para una

dilucién 1:34, muestra obtenido a una T= 60 °C y

t= 2 horas
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A (520 nmy pH=1,0) = 1.013; A (520 nm y pH=4,5) = 0,286
A (700 nmy pH=1,0) = 0,042; A (700 nm y pH=45) = 0,029

A. Extraccion a ebullicion
En la tercera técnica se realizé los mismos procedimientos realizados
en las pruebas anteriores, a diferencia que la temperatura de
extraccion fue alrededor de 72 °C (temperatura de ebullicién suave
de la solucién etandlica) y el tempo de 7 a 8 minutos, en dos etapas,
es decir dos filtrados o una re-extraccién. Obteniendo los siguientes

resultados como promedio.
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Figura N° 4.8 Curvas de absorcion en medios acidos para una
dilucién 1:34, muestra obtenido a ebullicion y t=7

a 8 min, en dos etapas.
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4.2.3

A (520 nmy pH=1,0) = 1.230; A (520 nm y pH=4,5) = 0,276
A (700 nmy pH=1,0) = 0,028: A (700 nm y pH=4,5) = 0,018

Como se observa en la Figura N° 4.8 los valores de absorbancia
reportados para la tercera evaluacion, realizada para una extraccion
alrededor del punto de ebullicién, presenta valores mayores que a los de
la primera y la segunda prueba; por lo tanto, la extracciéon a ebullicion
presenta mayor grado de extraccion de la antocianina, luego es
aceptable. Ademas en la pasantia realizada a la Empresa Globe
Natural, se respalda esta tercera evaluacién, ya que dicha empresa
utiliza una técnica parecida a ésta y nos recomienda seguir y mejorar

esta técnica.

Los mejores resultados obtenidos en promedio fueron a la temperatura
de ebullicién de la solucion etanélica al 80 % utilizada en la extraccion
por unos 7 a 8 minutos que corresponden alrededor de los 72 °C,
regulado previamente a un pH de 2,0 y con una filtracién fina que evite

el paso de las particulas finas.

Extraccion con agua
Para la extraccion de antocianina se ha utilizado 5 gramos de muestra
humeda (mHr) de la coronta de maiz morada molida, que registra un 8,84

% en peso de humedad inicial (%H), la cual nos garantiza una
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disponibilidad de 4,558 g de materia seca o muestra en base seca, a la
cual se le afiade para la extraccion 200 mL de agua destilada,
extrayendo a la temperatura de ebullicion durante 7 a 8 minutos y luego
se filtr6. La torta residual del filtrado fue nuevamente re-extraida con
agua destilada a la misma temperatura y tiempo, nuevamente se filtro.
Los filtrados fueron combinados y llevados a una fiola de 500 mL

enrasando con agua destilada.

Para la evaluacién espectrofotométrica se utilizé dos sistemas tampén o
soluciones buffer: (A) acido clorhidrico/cloruro de potasio de pH 1,0
(0,025 M) y (B) acido clorhidrico/acetato de sodio de pH 4,5 (0,4 M). 1
mL de la muestra o alicuota del extracto, fue diluido con 24 mL de
correspondiente solucién tampén (para conseguir una absorbancia en el
rango de 0,2 a 1,4 medidos a 520 nm) y se midié la absorbancia en el
Espectrofotdmetro Genesys 6 frente a un blanco a 520 y 700 nm,

obteniéndose los siguientes resultados.

Figura N° 4.9 Absorbancia para muestra extraida solamente con agua

destilada.
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A (520 nmy pH=1,0) = 0,874; A (520 nmy pH=4,5) = 0,225
A (700 nmy pH=1,0)=0,019; A (700 nmy pH=4,5) = 0,017

4.2.4 Extraccion con solucion etanédlica
En base a los resultados obtenidos en el punto 4.2.2, se propone utilizar

como solvente para la extraccién la solucién etandlica al 80% pH 2,0y
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utilizar la muestra como minimo 5 g, realizar 2 filtrados, es decir una re-
extraccion, luego llevar el extracto obtenido a un volumen conocido (500
mL). Para la primera parte de extracciéon de antocianinas solamente se
utilizar6 200 mL de solucién etandlica y otros 200 mL para la re-
extraccion, los 100 mL restantes fue utilizado para los enjuagues,
facilitar el filtrado, esto con la finalidad de evitar pérdidas durante el
filtrado del extracto y enrasar al volumen final de 500 mL para obtener el

extracto normalizado para la evaluacion espectrofotomeétrica.

Figura N° 4.10 Absorbancia en el andlisis de muestras solidas extraidas
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4.2.5

con solucién etandlica al 80 %.

A (520 nmy pH=1,0) =1,060; A (520 nmy pH=4,5) = 0,305
A (700 nmy pH=1,0) = 0,025; A (700 nmy pH=4,5) = 0,027

Como se observa en las Figuras 4.9 y 4.10, la absorbancia es mucho
mayor cuando la muestra es extraida con solucién etandlica que con el
agua, debido a que la solucién etandlica presenta mayor capacidad
extractiva de los pigmentos de antocianina a diferencia del agua pura;
por lo tanto, es recomendable para una mejor extraccién y cuantificacion

el uso de la solucidn etandlica al 80 % en volumen.

Reproducibilidad de los resultados
Luego de haber establecido la técnica espectrofotométrica para evaluar
el contenido de antocianinas, se determiné la repetitividad o

reproducibilidad de los resultados utilizando el espectrofotdmetro digital
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4.3

Genesys 6 para dicha técnica, con la finalidad de conocer el error
estandar o cuota de error que presenta la misma. Para lo cual se ha
realizado tres ensayos de extraccidén y normalizacién utilizando la misma
muestra (cuticula del grano del maiz morado) en las mismas
condiciones, con los mismos parametros y obteniéndose lecturas
triplicadas de cada alicuota con el espectrofotmetro para determinar

contenidos totales de antocianinas, se muestran en el Tabla N°4.4.

Tabla N° 4.4 Valores promedios obtenidos del mismo tipo de

muestra con las mismas condiciones y parametros.

Numero de" X
muestra Contenido de antocianinas totales
- - (mg/g)
1 30,06
2 ‘ 31,29
3 31,29
. 1%
Media = X = = 30,88
Moda = 31,29
n X: - X 2
Varianza = S? = 23 - X)7 0,5043
n-1
ney. _ X )2
Desviacion estandar = S = -Zil—(nl—_i—)é= 0,710
Error estandar o cuota de error = S; = — = 0,410
vn

Del resultado se tiene que el error o cuota de error que presenta la

técnica al ser aplicado en la determinacion de antocianinas es de 0,4.

ANALISIS ESPECTROFOTOMETRICO POR pH DIFERENCIAL

La extraccibn de antocianina se realizd siguiendo la técnica
estandarizada de extraccion etandlica de la muestra; para lo cual se ha
utilizado 5 g de muestra humeda (mur) de la coronta de maiz morado

molido, que registra un 8,84 % en peso de humedad inicial (%H), la cual
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nos garantiza una disponibilidad de 4,558 g de materia seca o muestra
en base seca, a la cual se le afiade para la extraccion 200 mL de etanol
al 80% en volumen, acidificado con HCI (pH = 2), extrayendo a la
temperatura de ebullicién durante 7 a 8 minutos y luego se filtr6. La torta
residual del filtrado fue nuevamente re-extraida con la solucién etandlica
a la misma temperatura y tiempo, nuevamente se filir6. Los filtrados
fueron combinados y llevados a una fiola de 500 mL enrasando con la

solucion etandlica.

Para la evaluacion espectrofotométrica se utilizd los dos sistemas
tampon o soluciones buffer: (A) acido clorhidrico/cloruro de potasio de
pH 1,0 (0,025 M) y (B) acido clorhidrico/acetato de sodio de pH 4,5 (0,4
M). Luego, a 1 mL de una muestra o alicuota de extracto, se anadié 24
mL de la correspondiente solucién tampén (para conseguir una
absorbancia en el rango de 0,2 a 1,4 medidos a 520 nm) y se midi6 la
absorbancia en el Espectrofotdmetro Genesys 6 frente a un blanco a 520

y 700 nm, obteniéndose los siguientes resultados:

Figura N° 4.11 Absorbancia en el andlisis de muestras de coronta de maiz

morada.
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A (520 nmy pH=1,0) =1,060; A (520 nmy pH=4,5) = 0,305
A (700 nmy pH=1,0) = 0,025; A (700 nmy pH=4,5) = 0,027

Con los resultados anteriores se procede a determinar la absorbancia

final en pH diferencial de la muestra para luego determinar el contenido
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de antocianinas monoméricas totales expresado en mg/L de extracto,

utilizando las ecuaciones 2.72y 2.13 6 3.1y 3.2

A = Absorbancia = (Aszg — A700)pa1,0 = (As20 — A700)pHas

A = (1,060 — 0,025) — (0,305 — 0,027) = 0,757

o = Antoiainas monoméricas (75) (A) (PM) (FD) (1000)
L e(D)
Donde:
FD = 25
PM = 449,2 g/mol
€ = 26900 L/(mol.cm)
l=1cm
. e

%AT, = 3.47%

Lo cual se interpreta como un contenido de 316,03 mg de antocianina
por cada litro de extracto inicial normalizado; vale decir, del extracto
etandlico resultante en la extraccion de la muestra de coronta de maiz

morado.

Por otra parte, con la finalidad de contrastar el resultado de la presente
investigacion, la misma muestra utilizada en los experimentos descritos
y en la misma cantidad (5 g), también fue analizada en el laboratorio de
la Empresa Globe Natural, siguiendo su propia tecnologia de
preparacién de muestra y analisis espectrofotométrico, con sus propios
parametros de calculo que utiliza dicha empresa, en la cual se obtuvo el

siguiente resultado:

oan - LB
oAnt. = 5x1x982
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4.4

4.4.1

EVALUACION DE PRODUCTOS AGROINDUSTRIALES DE LA
REGION

Se seleccion6 aquellos productos de interés Agroindustrial de la region
de Ayacucho que poseen ciertas caracteristicas potenciales de
contenido de antocianinas. Algunos son productos trascendentales
ranquiados a nivel mundial y otros son aquellos que estan en el proceso
de desarrollo o a los que se le ha dado menor importancia a pesar de las

propiedades benéficas que poseen, tanto nutricionales como de salud.

Todos los productos se han muestreado apropiadamente, determinando
la cantidad de muestra himeda a utilizarse para el ensayo de analisis
espectrofotométrico, teniendo como referencia la humedad inicial de la
misma, con el propésito de disponer una muestra equivalente a 5 g en
base seca y aplicar la técnica de extraccion etandlica y determinacion

espectrofotométrica de antocianinas por el método de pH diferencial.

Cascara de Uva negra

Este producto fue recolectado en la localidad de Wayacondo

La uva presenta mayor potencialidad de
antocianinas en su cascara (epidermis), la
pulpa es de color verde claro que tiene una
tendencia a ser transparente, razén por el
cual fue analizado solo la parte epidérmica
para determinar el contenido total de

antocianina que contiene este producto.

Acondicionamiento de la muestra

Después de haber recepcionado el producto fue lavado y desinfectado
en una soluciéon de agua con cloro, esto con la finalidad de disminuir la
carga microbiana y luego fue escurrido, en seguida se separd la parte de
cascara, luego una parte de esta fue llevada para determinar el
porcentaje de humedad (%H), ya que el contenido de antocianina final
debera ser determinado en funcibn a la base seca del material

analizado.
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Determinacion de la humedad y cantidad de la muestra requerida

Se cargan 2,282 g de la muestra en el contenedor metalico del
determinador digital de humedad para determinar el %H, obteniéndose
un contenido del 77,39 % de humedad. Con este resultado se determina
la cantidad de muestra hiumeda (mur) de cascaras de uva que se
necesitaria en el analisis para disponer en ella por lo menos de 5 g de

materia seca o muestra en base seca (Mmx).

mX
Mar = "% H.
(1~ 750
0 22,11
Myr = 77,39, “4118
(1- 557

Esto implica que, se requiere disponer de unos 22,11 g de cascaras de
uva, como muestra hiumeda, tal como se dispone originalmente, en la
cual se dispondria de 5 g de muestra en base seca; por lo tanto, para
iniciar inmediatamente la extraccion etandlica de la muestra para la
determinacién espectrofotométrica, no se requiere someter la muestra
nativa a la operacién de secado, salvaguardando en lo posible el
contenido original de antocianinas en la muestra recibida en el
laboratorio; porque, la forma de secado y almacenamientos de la materia

prima previa al analisis afectarian el contenido de antocianinas.

Extraccidén de antocianinas en la muestra

La extraccién se realizé en 22,11 g de la muestra humeda con 200 mL
desolucion etandlica al 80 % vol, acidificado con HCI (pH=2,0), a
temperatura de ebullicion durante 7 a 8 minutos, luego se filtrd. La torta
residual del filtrado fue nuevamente re-extraida con la soluciéon etandlica
a la misma temperatura y tiempo, nuevamente se filtr6. Los filtrados
fueron combinados y llevados a una fiola de 500 mL y enrasado usando

la solucién etanélica, quedando lista el extracto normalizado.
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Determinacién de la Absorbancia

Haciendo uso de las soluciones buffers de pH =1,0 y de pH =4,5, a 1
mL de la muestra de extracto normalizado se afadié 9 mL de la solucién
tampén y se midié la absorbancia en el espectrofotébmetro Genesys 6

frente a un blanco a 520 y 700 nm, obteniéndose el siguiente resultado:

Figura N° 4.12 Curva de absorbancia en la evaluacién de la

concentracion de antocianina en la cascara de la uva.
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A (700 nmy pH=1,0) = 0,015; A (700 nmy pH=4,5) = 0,021

Determinacién de contenido de antocianinas totales.

Siguiendo los célculos aplicados en la determinacién del contenido de
antocianinas realizado para la coronta de maiz morado, para este caso
de la evaluacién de las cascaras de uva se tiene los siguientes

resultados:

A= (0,979 - 0,015) - (0,188 - 0,021) = 0,797

_(0,797)(449,2)(10)(1000)
m - (26900)(1)

= 133,09 mg/L
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4.4.2 Parte externa de la Fresa

Este producto fue obtenido en la localidad de Chiara
Este producto presenta mayor potencialidad
de antocianina en su parte externa, la pulpa
es de color rosado claro que tiene una

tendencia a ser transparente, por ende solo

la parte externa se analizé para determinar el

contenido total de Antocianina.

Acondicionamiento de la muestra.

Después que la materia prima ha sido recepcionado fue lavado y
desinfectado en una solucién de agua con cloro, para disminuir la carga
microbiana y luego fue escurrido, en seguida se separd la parte externa
y una parte de este fue llevada para determinar el %H, ya que el
contenido de antocianina sera determinado en funcién a su base seca

del muestra o material en analisis.

Determinacién de la Humedad y cantidad de la muestra requerida.
3,391 g de la muestra fue cargada al contendor metalico del analizador
digital de humedad para determinar el %H, en el cual se registré 90,62%
de humedad. Con este resultado se determiné la cantidad necesaria de
muestra himeda (mur) para asegurarse en ella por lo menos 5 g de
muestra en base seca (mx).

my 5,0

%H. 90,62
(1-100 (—-50"

My, = =533¢g

Este resultado implica, que se requiere 53,3 g de muestra humeda de la
parte externa de la fresa, para asegurarse como minimo 5 g de la
muestra en base seca, al conocer el %H implica, que no es necesario
realizar el secado de la muestra, sino puede ser analizado con
originalidad y sin riesgo de degradar el contenido de antocianinas al
someter a la accion térmica de un secador, y finalmente obtener buenos

resultados.
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Extracci6n de antocianinas en la muestra

La extraccion se realizé con 53,3 g de la muestra himeda y 200 mL
de solucion etandlica al 80 % vol, acidificado con HCl (pH 2,0), a
temperatura de ebullicién durante 7 a 8 minutos, luego se filtro. La torta
residual de! filtrado fue nuevamente re-extraida con la misma solucién
etanolica a la misma temperatura y tiempo, obteniendo el segundo
filtrado. Los exiractos fueron combinados y llevados a una fiola de 500
mL usando la misma solucién etandlica, al final se obtuvo volumen

normalizado del extracto, el cual fue analizado.

Determinacién de la Absorbancia

Haciendo el uso de los soluciones buffer de pH=1,0y depH=4,5a 1
mL de la muestra o alicuota se anadid 4 mL de solucién buffer y se
midié la absorbancia en el Espectrofotometro Genesys 6, frentie a un

blanco de 520 y 700 nm, obteniendo los siguientes resultados.

Figura N° 4.13 Curva de evaluacién de la concentracion de antocianina en

la parte externa de la fresa
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Determinacion de contenido de antocianinas totales.
Utilizando los mismos calculos para las demas muestras se ha

determinado, en este caso el contenido de antocianinas en la parte

externa de la fresa, obteniendo los siguientes resultados.
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A =(0,639 —0,017) — (0,173 — 0,018) = 0,467

_ (0,467)(449,2)(5)(1000)
m (26900)(1)

= 38,99 mg/L

4.4.3 Cascara de la Ciruela

Esta materia prima fue obtenida en la localidad de Ocros.

La ciruela presenta caracteristicas de poseer
mayor potencialidad de antocianina en su

parte de cascara, la pulpa es de color crema

que tiene una tendencia a ser transparente,

razén por el cual solo la parte epidérmica fue analizada.

Acondicionamiento de Ia muestra

Después de la recepcion de la materia prima fue lavado y desinfectado
en una solucién de agua con cloro, con el cual se disminuye la carga
microbiana y luego se procedié con el escurrido, en seguida se separ6 la
parte epidérmica (cascara) y una parte de este fue analizado su %H,
con el cual se determind la cantidad necesaria de muestra himeda,

para tener como minimo 5 g de muestra en base seca.

Determinacién de la humedad y cantidad de la muestra requerida.

3,284 g de la muestra fue pesada en el contenedor metalico del
analizador digital de humedad para determinar el %H, en el cual se
obtuvo como resultado 81,66 % de humedad. Con esta resultado se
determiné la cantidad de la muestra himeda que se necesita para

disponer en ella 5 g de muestra en base seca.

my 50

%H. 81,66
(1-7590 (A ——1o07

my, = = 27,28 g
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Se requiere para el andlisis necesariamente 27,28 g de muestra

hiimeda, para asegurarse 5 g muestra en base seca.

Extraccién de antocianinas en la muestra

La extraccion se realiz6 con 27,28 g de la muestra himeda y 200 mL
de soluciéon etandlica al 80 % vol, acidificado con HCI (pH 2,0), a
temperatura de ebullicién durante 7-8 minutos, luego se filtré. La torta
residual del filtrado fue nuevamente sometida a la re-extraccion
utilizando la misma solucion etanélica a la misma temperatura y tiempo,
nuevamente se realizd el segundo filtrado. Los extractos obtenidos de
las dos filtraciones fueron combinados y llevados a una fiola de 500 mL

usando misma solucién etandlica.

Determinacion de la Absorbancia

Haciendo el uso de los dos soluciones buffer tanto de pH=1,0 como de
pH = 4,5, se afiadié a 1 mL del extracto de volumen normalizado 9 mL
del correspondiente buffer y se medi6 la absorbancia en el
Espectrofotometro Genesys 6 frente a un blanco de 520 y 700 nm, del

cual se obtuvo los siguientes resultados.

Figura N° 4.14 Curva de evaluacion de la concentracion de antocianina en

la cascara de ciruela.
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Determinacion de contenido de antocianinas totales
Para la determinacion del contenido total de antocianinas, se utilizd las
mismas ecuaciones utilizadas para los demas productos, en este caso

se determind el contenido total de antocianinas en la epidermis de la

ciruela.
A = (0,743 — 0,022) — (0,216 — 0,025) = 0,53
o (0,53)(21246953)0()1((;))(1000) _ 885 mg/L
Mora

La mora fue recolectado en la ciudad universitaria (médulos)- UNSCH.

Este producto presenta caracteristicas de
poseer mayor potencialidad de antocianina
tanto en la cascara como en la pulpa. Por lo

que para el analisis se consider6 el extracto

de todo el producto.

Acondicionamiento de la muestra

Después que la mora ha sido recolectado, seleccionado de acuerdo a su
madurez, fue lavado y desinfectado en una solucién de agua con cloro,
para disminuir la carga microbiana y escurrido, en seguida se trituré toda
la mora y una parte de este fue llevada para determinar el %H, para
asegurarse la cantidad necesaria de muestra hiumida que se requiere y

tener como minimo 5 g de muestra como base seca.

Determinacion de la humedad y cantidad de la muestra requerida.

2,884 g de la muestra humeda fue cargada al contenedor metalico de
analizador digital de humedad para determinar el %H, en el cual se
registré 84,07 % de humedad. Con este resultado se determiné la

cantidad necesaria de muestra himeda requerida, asegurandose como

- minimo 5 g de muestra en base seca.
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my 5,0

Mpr = %H. 84,07
(1- 1090 (- go)

= 31,39g

Este implica, que la cantidad necesaria de muestra himeda requerida

es de 31,39 g que garantice 5 g en base seca.

Extraccién de antocianinas en la muestra

La extraccion se realizé con 31,39 g de la muestra himeda y 200 mL
de solucién etandlica al 80 % vol, acidificado con HCI (pH 2,0), a
temperatura de ebullicién durante un tiempo en primera etapa de 7 a 8
minutos, luego se filtrd. La torta residual del filtrado fue nuevamente re-
extraida con la misma solucion etandlica a la misma temperatura y
tiempo, nuevamente se filtré. Los extractos obtenidos fueron combinados
y llevados a un volumen inicial normalizado de 500 mL usando la misma

solucién etandlica.

Determinacion de la Absorbancia

Haciendo el uso de soluciones buffer de pH=1,0yde pH=4,5,a1 mL
del extracto de volumen inicial normalizado se afiadi® 14 mL de la
correspondiente buffer y se midié la absorbancia en el Espectrofotometro
Genesys 6 frente a un blanco a 520 y 700 nm. En el cual se obtuvo los

siguientes resultados

Figura N° 4.15 Curva de evaluacion de la concentracién de antocianina en

la mora
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4.4.5

A (520 nmy pH=1,0) = 1,090; A (520 nmy pH=4,5) = 0,244
A (700 nmy pH=1,0)=0,012; A (700 nmy pH=4,5) = 0,018

Determinacién de contenido de antocianinas totales.
Para determinar el contenido total se antocianinas se utilizé6 los mismo

calculos que para los demas materia primas.

A= (1,090 -0,012) — (0,244 — 0,018) = 0,852

_(0,852)(449,2) (15)(1000)

m = (26900)(1) =213 .41+~

mg
L

Papa (médula interna)

Este producto fue obtenido en la localidad de Sachabamba

La papa presenta caracteristicas de
poseer antocianinas generalmente en la
parte epidérmica y en la medula interna.

Por lo que se consideré6 conveniente

analizar por separado las partes

morfoldgicas que presentan mayor contenido de antocianinas.

Acondicionamiento de la muestra

Después que la materia prima ha sido recepcionado fue sometido a un
lavado y desinfectado en una solucién de agua con cloro para disminuir
la carga microbiana.se realizo una revisién visual a la morfologia de
dicha materia prima, con la finalidad de identificar las partes que
presentan caracteristicas de poseer antocianinas, en el cual se estable
que las partes morfologicas de interés para el analisis es la parte

epidérmica y la médula interna.

La papa fue cortada y separada la parte de la yema que tiene una
coloracion morada, en una parte de este muestra se determiné el %H,
con este resultado se obtuvo la cantidad necesaria de muestra hiimeda

requerida para el analisis y asegurarse 5 g de muestra en base seca.
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Determinacioén de la Humedad y cantidad de la muestra requerida.

En el contenedor metalico del analizador digital de humedad fue
cargada 2,348 g de la muestra himeda para determinar el %H, en el
cual se registré 65,21 % de humedad. A partir de este resultado se ha
determinado la cantidad de muestra himida requerida con un contenido

de 5 g en base seca.

my 5,0

%H. 65,21
(1- 1990 (- 1007

My, = = 14,37¢g

Este resultado indica, que la cantidad necesaria de muestra himeda
requerida es de 14,37 g en el cual esta contenido 5 g de muestra en

base seca.

Extraccién de antocianinas en la muestra

La extraccion se realizo utilizando 14,37 g de la muestra hiumeda con
200 mL de solucién etandlica al 80 % vol, acidificado con HCI (pH 2,0),
a temperatura de ebullicién durante un tiempo de 7 a 8 minutos, luego
se obtuvo el primer filtrado. La torta residual del filtrado fue nuevamente
re-extraida con la solucién etanélica a la misma temperatura y tiempo,
obteniendo el segundo filtrado. Los extractos obtenidos fueron
combinados y llevados a un volumen inicial normalizado de 500 mL

usando la misma solucién etandlica.

Determinacion de la Absorbancia

Con el uso de soluciones buffer de pH =1,0 y de pH=4,5, a 1 mL de la
muestra se anadi6 1 mL de la correspondiente buffer y se medié la
absorbancia en el Espectrofotémetro Genesys 6 frente a un blanco a

520 y 700 nm. Obteniéndose los siguientes resultados.
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Figura N° 4.16 Curva de evaluacion de la concentraciéon de antocianina en

la papa (medula interna)
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Determinacion de contenido de antocianinas totales.

A = (0,286 —0,036) — (0,191 — 0,034) = 0,093

_(0,093)(449,2)(2)(1000) _
m (26900)(1) B

3,11 mg/L

4.4.6 Papa (epidermis)

Obtenido en la localidad de Sachabamba
Como ya se mencion6é anteriormente en el
punto 4.4.5 una breve descripcion sobre el
contenido de antocianina en la papa, en esta
parte solo se realizé un analisis netamente en

la parte epidérmica.

Acondicionamiento de la muestra

La parte epidérmica, comunmente conocido como la cascara fue
separado y en una parte de esta muestra se determiné el %H, dato
necesario para determinar la cantidad de muestra humeda requerida y

para asegurarse como minimo 5 g de muestra en base seca.
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Determinacion de la Humedad y cantidad de la muestra requerida.

2,348 g de la muestra himeda fue cargada al contenedor metalico del
analizador digital de humedad para determinar el %H, en el cual se
determin6é 65,01 % de humedad. A partir de este resultado se obtuvo la
cantidad de muestra humeda requerida y con un contenido de 5 g de

muestra como base seca.

my 5,0

%H. 65,01
(1-150)0 (- 15057

myy = = 14,28¢g

Para el analisis se requiere 14,28 g de muestra humeda el cual contiene

5 g como muestra en base seca.

Extraccién de antocianinas en la muestra

Para la extraccion se utilizé6 14,28 g de la muestra huimeda y 200 mL
de solucion etandlica al 80 % vol, acidificado con HCI (pH 2,0), a
temperatura de ebullicién durante 7 a 8 minutos, luego se filtr6. La torta
residual del filtrado fue nuevamente re-extraida con la misma solucién
etandlica a la misma temperatura y tiempo, obteniendo el segundo
filtrado. Los extractos obtenidos de los dos filtrados fueron combinados
y llevados a un volumen inicial normalizado de 500 mL usando solucion

etanélica.

Determinacion de la Absorbancia
Se utilizé dos sistemas buffer de pH =1,0 y de pH=4,5. A1 mL de la
muestra se afadié 1 mL del correspondiente tampén o buffer y se medio
la absorbancia en el Espectrofotémetro Genesys 6 frente a un blanco a

520 y 700 nm. Obteniendo como resultados los siguientes
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Figura N° 4.17 Curva de evaluacién de la concentracion de antocianina en

la papa (epidermis)
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Determinacion de contenido de antocianinas totales.
Para determinar el contenido total de antocianinas en la epidermis de la
papa se utilizé los mismos calculos utilizados para los demas materias

primas.

A = (0,319 — 0,035) — (0,205 — 0,025) = 0,104

_(0,104)(449,2)(2)(1000)
m = (26900)(1) = 347mg/L

4.4.7 CAMOTE (morado)

Este producto fue obtenido en la localidad de Tambo

El camote presenta caracteristicas de poseer
mayor potencialidad de antocianinas en la
parte epidérmica de su morfologia. Por lo que

se consider6 conveniente analizar esta parte

de la materia prima.
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Acondicionamiento de la muestra

Después de haber recepcionado la materia prima fue lavado y
desinfectado en una solucion de agua con cloro, esto con la finalidad de
disminuir la carga microbiana y luego fue escurrido, en seguida fue
separado su cascara (epidermis) y una parte de este fue llevada para
determinar el %H, a partir del cual se determinara la cantidad necesaria
de muestra humeda requerida y con un contenido de 5 g muestra como

base seca.

Determinacion de la Humedad y cantidad de la muestra requerida.

Se carg6 al contenedor metalico del analizador digital de humedad,
2,113 g de la muestra humeda para determinar el %H, en el cual se
registré 75,56 % de humedad. Con este dato se determiné la cantidad
necesaria de muestra hUmeda requerida, asegurandose de que contiene

como minimo 5 g de muestra como base seca.

my 5,0

%H, 75,56
(1-150) (1-7p0)

Myr = = 20,46

La muestra hiumeda requerida para el analisis es 20,46 g, que contiene

como 5 como la muestra en base seca.

Extraccion de antocianinas en la muestra

La extraccién se realizd utilizando 20,47 g de la muestra himeda vy
200 mL de solucién etandélica al 80 % vol, acidificado con HCI (pH 2,0),
a temperatura de ebullicion durante 7 a 8 minutos, luego se obtuvo el
primer filtrado. La torta residual del primer filirado fue nuevamente re-
extraida con la solucion etandlica a la misma temperatura y tiempo,
finalmente se obtuvo el segundo y dultimo filtrado. Los extractos
obtenidos fueron combinados y llevados a un volumen inicial

normalizado a 500 mL usando solucion etandlica.
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Determinacién de la Absorbancia

Haciendo uso de las soluciones buffer de pH=1, 0 y de pH=4,5. A1 mL
de la muestra se afadié 2 mL del correspondiente tampdn o buffer y se
midié la absorbancia en el Espectrofotémetro Genesys 6 frente a un

blanco a 520 y 700 nm.en el cual se obtuvo los siguientes resultados.

Figura N° 4.18 Curva de evaluacion de la concentracién de antocianina en

la epidermis dei camote
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Determinacion de contenido. de antocianinas totales.
Para determinar la cantidad total de antocianinas en el camote se utilizd
los mismos célculos utilizados para los demas muestras. Obteniendo el

siguiente resultado.

A= (0,546 - 0,060) - (0,372 - 0,080) = 0,194
_(0,194)(449,2)(3)(1000)
me (26900)(1) -

9,72 mg/L
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4.4.8 MAIZ MORADO (cuticula del grano)
Este producto fue obtenido en la localidad de Huanta.

El maiz morado es una de las materias
primas por excelencia que se consumen
a nivel mundial por su alto contenido de
antocianinas, ya que este producto

presenta caracteristicas morfologicas ricas

en antocianina case en su totalidad, en
esta parte se analizd especificamente el gano de maiz morado ya que la

coronta ha sido analizde en los primeros puntos del presente capitulo.

Acondicionamiento de la muestra

Despues de la recepcidn de maiz morado se procedid con el
desgranado, lavado y desinfectado en una solucion de agua con cloro,
esto con la finalidad de disminuir la carga microbiana, luego se dej6 al
aire libre por un cierto tiempo para el escurrido, después se realizd la
separacién de la cuticula del grano, en la que determina que la cuticula
representa 10,24 % del grano. Una parte de la cuticula separado del
grano fue llevada para determinar el %H, ya que este dato permitié
determinar la cantidad de muestra himeda requerida y asegurase 5 g

de muestra contenida como base seca.

Determinacién de la Humedad y cantidad de la muestra requerida.

2,376 g de la muestra humeda fue cargada al contenedor metalico del
analizador digital de humedad para determinar el %H, en el cual se
obtuvo como resultado 46,70% de humedad. A partir de este resultados
se determinéd la cantidad necesaria muestra himeda con 5 g de muestra
como base seca.

my, 5,0

%H. 16,70,
-0 A --109)

Myy = 9,38

90



Este implica que la muestra himeda requerida para el analisis es de

9,38 g, que contiene 5 g de muestra como base seca.

Extraccién de antocianinas en la muestra

Para la extraccion se utilizé6 9,38 g de la muestra himeda y 200 mL
de solucion etandlica al 80 % vol, acidificado con HCI (pH 2,0), a
temperatura de ebullicidon durante 7 a 8 minutos, luego se obtuvo el
primer filtrado. La torta residual del filtrado fue nuevamente re-extraida
con la solucién etandlica a la misma temperatura y tiempo, finalmente se
obtuvo el ultimo filtrado. Los extractos obtenidos fueron combinados y
llevados a un volumen inicial normalizado a 500 mL usando solucion

etandlica.

Determinacion de la Absorbancia

Con el uso de las soluciones buffer de pH =1, 0 y pH =4,5. A 1 mL de la
muestra se anadi6 19 mL del correspondiente buffer y se midié la
absorbancia en el Espectrofotémetro Genesys 6 frente a un blanco a

520 y 700 nm. En el cual se obtuvo los siguientes resultados.

Figura N° 4.19 Curva de evaluacién de la concentracion de antocianina en

maiz morado (cutlcula del grano)
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Determinacién de contenido de antocianinas totales.
Para determinar la cantidad total de antocianinas en el camote se utilizd
los mismos calculos utilizados para los demas muestras. Obteniendo el

siguiente resultado.

A= (1,253 -0,014) — (0,312 — 0,010) = 0,937

_(0,937)(449,2)(20)(1000)
m (26900)(1)

= 312,94 mg/L

Tabla N°4.5 Resumen de la evaluacibn de productos

agroindustriales de la regién de Ayacucho.

‘ L : o ST e contenido de
Producto -  oH m "(") ~ Factor de antocianinas.
" Agroindustrial [, " - | ™#\8) | pijucién (FD) |  totales
o b S L ‘ (mg/L)..
Céscara de la ‘U‘v'a
negra : 77,39 22,11 10 133,09
Parte externa de la
Fresa | 90,62 53,3 5 38,99
Cascara de la Ciruela | 81,66 27,28 10 88,5
Mora . | 84,07 31,39 15 213,41
Papa (médula interna) 65,21 14,37 2 3,11
Papa (epidermis) | 6501 14,28 2 3,47
'Epidermis del Camote
morado 75,56 20,46 3 9,72
Maiz Morado (cuticula
del grans) | 46,70 9,38 20 312,94

Todos los resultados obtenidos para diferentes tipos de materias primas
han sido en base del extracto inicial normalizado, en el Capitulo V se
analizara en comparacion con la técnica propuesta, es decir en base a la

muestra en base seca.
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CAPITULO V

ANALISIS Y DISCUSION DE RESULTADOS

Se presenta en forma organizada el anadlisis y discusidbn de los resultados
obtenidos en los diversos experimentos descritos en el capitulo anterior, en
acorde a la informacién bibliografica, diagnéstico regional de materias prima de
interés Agroindustrial con contenido potencial de antocianinas, la estandarizacion
de la técnica para el fendmeno estudiado, la aplicaciébn de la valoracion
espectrofotométrica de antocianinas a las materias prima identificadas en el

diagnostico regional y la propuesta definitiva.

5.1 PRUEBAS EXPLORATORIAS

Las pruebas de absorbancia del extracto (0,5 g de la muestra concentrado
con 250 mL de agua destilada) en solo agua destilada, presentan curvas de
absorbancia poco distorsionadas y difusas en algunas regiones, como se
observa en la Figura N° 4.1 existe mas de un pico maximo y el valor de
absorbancia mas bajo es de 3,09 y el mas alto 4,97; esto nos indica que los
valores de absorbancia registrados se encuentran fuera del rango establecido
(0,2 a 1,4), el cual indica que existe la necesidad de corregir el factor de

dilucién o diluir el extracto para el analisis correcto.



En base a los resultados analizados de la Figura N° 4.1, se procede a
regular la concentraciéon de la antocianina, en la que se disminuye en 50%
(0,25 g) la muestra del concentrado de antocianina, pero en la misma
cantidad de solvente (250 mL) utilizada inicialmente, el resultado se aprecia
en la Figura N° 4.2, en la que observa que la curva M1 (1:0) con bajo factor
de dilucion o mayor concentracién de analito presenta una mayor distorsion
en su curva a diferencia de las diluciones de M3 (1:3) y M4 (1:9) que
presentan menos distorsiones, ademas sus valores de absorbancia estan
dentro del rango establecido. También se observa que la regién mas
distorsionada se encuentra para lecturas de absorbancia menores a la

longitud de onda de los 350 nm aproximadamente.

Hasta este punto, con dudas ya mas aclaradas y con ideas mas definidas
tanto con la operacion estandarizada del espectrofotometro génesis, las
técnicas de manipulacién practica asi como con la informacién de las
revisiones bibliograficas ambiguas o no explicitas en muchos casos, se
procede a evaluar la absorbancia en funcién del pH y para una
determinada concentracion de concentrado de antocianina (2,5 g), pero en
la misma calidad de solvente (250 mL), en la que se utilizé el factor de
dilucion igual a 20; en los resultados obtenidos en la Figura N° 4.3, se
observa claramente la influencia del pH en la curva de absorbancia
adquiriendo mayor absorbancia y por lo tanto mayor amplitud para las
mediciones en una solucion muy acida como es con el buffer de pH=1,0,
también se observa que la solucién buffer de pH=4,5 y la del agua destilada
(neutro) presentan curvas de absorcién casi superpuestas. También en la
figura se observa aun que los valores de absorbancia son relativamente
mayores al rango recomendado, y que la curva de absorbancia necesita un

reajuste de lectura especialmente sobre los 300 nm en la longitud de onda.

En base a los resultados analizados en la Figura N° 4.3, existe la
necesidad de evaluar apropiadamente el factor de dilucion de Ia
concentracién inicial de la muestra del extracto, para cuyo efecto se
procedid a repetir el ensayo realizado pero incrementando el factor de

dilucion a 25 y la disminucién de la zona o rango de medicién de la longitud
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5.2

de onda de las muestras al rango de 400 a 750 nm, esto en concordancia a
la informacién bibliografica. Luego, se obtuvo los resultados tal como se
observa en la Figura N° 4.4, en la que se percibe una mejor resolucién de
tipo continua y uniforme de la funcién de la absorbancia en funcion al
incremento de la longitud de la onda y con valores de absorbancia
enmarcados dentro del rango recomendado, reconfirmandose ademas la
influencia y variacion del pico maximo de absorcion segun el pH del medio,
perfectamente definido a los 520 nm y aproximandose entre si hacia los
700 nm. Con este resultado obtenido se deduce que conforme aumenta la
dilucion entre la muestra y las correspondientes soluciones buffer se tiende
a obtener soluciones para analisis mas transparentes, con absorbancia
apropiada y que tienden a acercarse en el limite a la muestra de referencia;
que la curva como el pico maximo es mas definido, ésto conlleva a que los
resultados obtenidos presenten un menor porcentaje de error. Ademas,
esta observacion es respaldada con los resultados obtenidos en la

evaluacion espectrofotométrica de la muestra patréon en el punto 4.7.5.

TECNICA DE EXTRACCION DE ANTOCIANINAS EN MUESTRAS.

En la bibliografia se reportan diversas técnicas de extraccidn de
antocianinas bajo diversas condiciones, siendo los principales factores que
influyen en la eficiencia de extraccién o lixiviacion el tipo de solvente, la
granulometria del sélido, la temperatura, el grado de agitacion y tiempo de
extraccion, y obviamente el nimero de etapas de extraccién; cabe
mencionar ademas que éstas técnicas se refieren mayoritariamente a la
extraccion intensiva o a nivel industrial, y que en mayoria tratan sélo del

mismo producto, como es el maiz morado.

No se reportan alcances bibliograficos definidos en las que se traten sobre
la extraccién analitica de una pequefia muestra con contenido potencial de
antocianinas para los fines de cuantificacién de contenido de antocianinas;
por lo que, en la presente investigacion se plantea y evaliia de una forma
ordenada y sencilla los procedimientos que se debe seguir desde el

momento de la preparacién de las muestras para analisis de antocianinas,
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ya sean éstas sélidas, semisodlidas o liquidas, hasta la obtencion y reporte
final del contenido total de antocianinas expresadas en funcién a la
muestra, tal como se indica en el punto 4.2.7. Para cuyo efecto, se han
realizado diversas pruebas que maximicen la extraccion de las
antocianinas en las muestras (de unos 5 a 20 g), teniendo en cuenta [a

humedad inicial de la muestra y la respuesta de absorbancia final.

Como se reportan en los resultados del punto 4.2.2 se ha obtenido mejor
respuesta en la extraccion con el uso de una solucion etandlica apropiada
para la extraccion de antocianas en diferentes tipos de muestras sélidas y
semisolidas, siendo a una concentracion etandlica de 80 a 90%, a un pH de
2,0 y a una temperatura de 72°C (cercana a la ebullicion en la presién
local). De la misma forma se ha evaluado la cantidad de re-extraccion que
se debe realizar para obtener un extracto rico en antocianas y con el menor
porcentaje de pérdidas de antocianinas en el proceso de extraccion, siendo
el mas apropiado el manejo en dos etapas de extraccion sucesivas o con
una re-extraccion adicional del sdlido, es decir dos filtrados como maximo
para recolectar luego dichos extractos. Cabe recalcar que después de
haber obtenido un buen extracto, es de suma importancia la operacion de
filtrado, ya que una mala manipulacién o deficiencia en la filtracion puede
ser determinante para cobtener resultados erroneos en el la lectura del
espectrofotometro.

Con los parametros bien definidos y optimizados en el punto 4.2.2. Se
procede con la optimizacién del proceso de extraccion y normalizacion del
extracto para su cuantificacién, para obtener un buen extracto rico en
antocianinas, se debe realizar en dos etapas de extraccion de unos 7 a 8
minutos de extraccion a ebullicion como maximo, utilizando 200 mL de
solucidén etandlica en cada etapa y finaimente llevar a un volumen final
normalizado de 500 mL. Estos parametros fueron comparados con los
parametros que se utiliza en la Empresa Globe Natural, en la que se
realizb una pasantia con fines de evaluar y contrastar estos parametros y

realizar una comparacién exhaustiva, recibiéndose diversos comentarios y
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5.3

aportes por parte de la empresa a la vez que se recibe una conformidad a

la técnica propuesta en la presente investigacion.

Después de haber evaluado las comparaciones con la técnica de analisis
de la empresa mencionada, que es lider en este rubro de colorantes
naturales, y haber recibido respaldo a la técnica propuesta, para establecer
una técnica definitiva se procede con los ensayos, tal que para definir el
tipo de solvente de extraccion, se evalla el uso de agua destilada y por
otro lado la solucién etandlica al 80% regulado a un pH de 2,0
obteniéndose los resultados que se muestran en /la Figura N° 4.6 y en la
Figura N° 4.7, en la que se reporta que los mejores resultados de
extraccidon se consiguen utilizando como solvente la solucion etandlica de
80% a pH=2,0.

ANALISIS ESPECTROFOTOMETRICO POR pH DIFERENCIAL

Con los parametros definidos y con una propuesta definitiva para la técnica
estandarizada de preparacion de muestras y extraccion normalizada del
analito, se procede a realizar un analisis espectrofotométrico de
cuantificacion de antocianinas por el método de pH diferencial en muestras
de la coronta de maiz morado, el resultado se observa en la Figura N° 4.8,
y se obtiene como resultado una concentracion de 316,03 mg/L de
antocianina, es decir que por cada 1 L de extracto normalizado hay 316,03
mg de antocianina, lo que equivale a un contenido porcentual de 3,47 % en
peso expresado con respecto a la muestra sélida en base seca utilizada
para el analisis ,haciendo el uso de la ecuaciéon (N° 5.7) propuesto para la
técnica de cuantificaciéon. El resultado de la misma muestra analizada en la
Empresa Globe Natural reportd un contenido del 3,19% en peso,
debiéndose precisar que ellos no expresan en rigurosidad el calculo con
respecto a la base seca, cuidando utilizar la muestra para el andlisis lo mas
seco posible, ademas, no utilizan la técnica del pH diferencial; sin embargo,
como se observa la variacion de resultados no es grande, siendo

ligeramente mayor con la técnica propuesta en la presente investigacién, lo
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5.4

cual le da una gran confiabilidad a los resultados reportados en la técnica

indicada.

EVALUACION DE PRODUCTOS AGROINDUSTRIALES DE LA REGION

Los resultados obtenidos de la evaluacién del contenido de antocianinas en
diversos productos agroindustriales de la regién, se consolidan en el Tabla
N° 5.1, las cuales estan originalmente determinados en funcion al extracto
normalizado, sin embargo, para fines de comparaciéon y discusion de
resultados es necesario expresar €l resultado de cuantificacion de
antocianinas con respecto a la materia prima muestreada para el analisis,
luego los resultados se deberan expresar en funcién de la muestra en base
seca utilizada para el analisis, que es la propuesta final de la técnica

investigada.

Tabla N° 5.1 Resumen de los resultados obtenidos en la evaluacion
de productos agroindustriales de la region.

. Contenido de Antocianinas
L Tl - Contenido de | ‘en la muestra
- Materia-prima . SR Arjt\f)c_:(i*a;ninas‘ .  ~ (expry(esgdo en bgse seca) -
DR S| mamy | (mgle) | % (pe)
Corontade maizmorado | 316,03 | 3467 | 347
Cascara Uvanegra 133,09 13,31 1,33
Parte externade laFresa | 3899 | 3,90 0,39
Cascara de la Ciruela | 88,5 8,85 0,89
Mora - 213,41 21,34 2,13
Papa (méduja- ‘interna) o 3,11 0,311 0,031
Papa (epidermis) . ’ 3,47 0,347 0,035
‘Epidermis del Camote morado ' 9,75 | 0,975 0,098
: Maiz morado (cutriculavdel grano) 312,94 31,294 3,13

(*) Resultado referida al extracto liquido normalizado

Para el caso del maiz morado, Arilmi Gorriti et al (2009), en su trabajo de
EXTRACCION DE ANTOCIANINAS DE LAS CORONTAS DE Zea mays
L. “MAIZ MORADO”, concluyen que, el analisis individual de los factores y

sus interacciones corroboran que la extraccién de antocianinas de las
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corontas del maiz morado depende de la temperatura y el tiempo de
extraccidn, siendo favorecidas por el medio etandlico al 20% y pH entre
2,0y 4,5, alcanzando valores de 46,534 mg de antocianina/g muestra, algo

mayor de lo que se obtiene en el presente trabajo de investigacion.

Yang et al. (2007) en un trabajo relacionado con la extraccion dptima de
antocianinas de corontas del maiz morado de un cultivar de la China en
mezclas etandlicas y metandlicas al 80, 90 y 100% (v/v) acondicionadas
convenientemente en medio acido con los acidos acético y citrico al 0,25,
0,5y 1% (v/v) encontraron valores cercanos a 6 mg/g muestra (5,90 mg de
antocianina/g muestra) en un disefio factorial 22x33, siendo estos
resultados muy inferiores a los encontrados en la presente investigacion;
ese mismo afio Yang et al. En una investigacion relacionada con la
cinética de degradacion térmica de antocianinas del maiz morado en medio
acuoso reporto el valor de 0,680 mg de antocianina/g muestra, siendo
también inferior a las concentraciones encontrados en medio acuoso en la

presente investigacion.

Escribano-Bailon et al. {(2004), en una revisidn de antocianinas en
cereales reporta contenidos de 1642 mg/100 g en base himeda para el
maiz morado y 1779 mg/100 g en base seca (17,79 mg/g), cercanos a los

encontrados en la investigacion.

Vasco et al. (2009) Reporta el contenido de antocianinas en fresa 6 mg/kg
como cianidina-3-glucosido siendo inferior al resultado obtenido en la
presente investigacion, el mismo afio Garzon et al, (2009) reportan en
mora un contenido de 508 mg /kg, sin mayor precision en muchas
publicaciones el reporte de valores con respecto a una expresion en base
humeda o seca de las muestras indicadas, siendo en el caso de la mora

inferior al resultado obtenido en la investigacion.
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5.5

PROPUESTA DEFINITIVA DEL METODO DE pH DIFERENCIAL

Se presenta la propuesta definitiva de determinacién cuantitativa del
contenido de antocianinas para cualquier tipo de muestra con contenido
potencial de antocianina, utilizando la técnica espectrofotométrica basado
en el método de pH diferencial, recomendando que el resultado debe ser
expresado en funcidén a la base seca de la muestra analizada, sin importar
si la muestra originalmente se encuentre humeda, parcialmente seco e
inclusive en estado liquido, para lo cual es primordial determinar el

confenido de humedad en la muestra.

El contenido de antocianina se expresa como cianidina-3-glucésido por ser
el componenie mas comun y mayoritario de las antocianinas extraidas a

partir de las muestras.

MUESTRA

1

Acondicionamiento

-

Determinacién de
Humedad y cantidad de
muesira requerida

)

Extraccion de la antocianina

1

Determinacion de la
absorbaneia

]

Determinacion de
antocianina

Figura N° 5.1 Diagrama de flujo, para la cuantificaciéon de antocianina
en diferentes tipos de materias de la regiéon de
Ayacucho.
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Acondicionamiento de la muestra

Para el caso de muestra soélidas que son las materias primas mas
representativas para el analisis, se procede con el lavado y desinfectado en
una solucion de agua con cloro, para poder disminuir la carga microbiana,
en seguida se realiza un breve analisis visual de la morfologia de la materia
prima, para identificar que partes de su morfologia presentan un contenido
potencial de antocianinas, finalmente proceder con el acondicionamiento de

dicha materia prima.

Determinacion de la humedad y cantidad de la muestra requerida

Se debe extraer una parte de la muestra acondicionada y disponer para la
determinacién de la humedad (generalmente menores a 5 g) en el
contenedor metalico del determinador digital de humedad, para determinar
el porcentaje de humedad: %H, con éste resultado se determina la cantidad
muestra himeda (mur) requerida para el analisis espectrofotométrico del
contenido de antocianina, para disponer en dicha muestra hiimeda por lo
menos de 5 g de materia seca o muestra en base seca (mx).
mx

er = W 51
(1 -15p)

Dénde:

m, = Muestra en base seca (5 g)
my, = Muestra himeda requerida para el analisis

%H = Porcentaje de humedad

Extraccion de antocianinas en la muestra

Para la extraccién se utiliza la cantidad de muestra himeda determinada
previamente (mhr), la que se determiné con la ecuacién 5.1, luego se utiliza
200 mL de la solucién etandlica al 80% acidificado con HCI (a pH 2,0),
procediendo con la extraccién soélido liquido a temperatura de ebullicion
durante 7 a 8 minutos, luego se obtiene y reserva el primer filtrado. La torta
residual luego del filtrado es nuevamente re-extraida con la solucién

etandlica a la misma temperatura y tiempo, finalmente se obtiene el ultimo
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filtrado. Los extractos obtenidos fueron combinados y llevados a un

volumen final normalizado de 500 mL usando la misma solucion etandlica.

Determinacion de la Absorbancia

Previamente se procede con la preparaciéon de las soluciones buffer de pH
= 1,0 y de pH = 4,5, que han de constituir los medios de dilucién de la
alicuota del extracto normalizado, y poder efectuar la lectura
espectrofotométrica en los pHs indicados. La preparacion de las

soluciones buffer es:

A. Buffer pH 1,0 (cloruro de potasio 0,025 M).

Pesar 1,86 g de KCl en un vaso y afadir agua destilada para su total
disolucién, luego medir el pH vy ajustar a 1,0 (x 0,05) con HCI cuidando
no sobrepasar el litro, trasvasar a una fiola aforada y completar el

enrase final a 1 L hasta el aforo.

B. Buffer pH 4,5 (acetato de sodio 0,4 M).

Igualmente por otra parte, pesar 54,43 g de CH3COONa.3H20 en un
vaso precipitado y afiadir agua destilada para su total disolucion, luego
medir el pH y ajustar a 4,5 (+ 0,05) con HCI cuidando no sobrepasar el
litro, trasvasar a una fiola aforada y completar el volumen al enrase de

aforode 1 L.

Luego, se toma una muestra o alicuota del extracto normalizado y se diluye
apropiadamente (para conseguir una absorbancia en el rango de 0,2 a 1,4
medidos a 520 nm) utilizando las soluciones buffers indicadas; por decir,
para 1 mL de una muestra o extracto normalizado se afade 24 mL de la
correspondiente solucién tampén, en un caso el de pH 1,0 y otro para el de
pH 4,5 (lo cual nos daria un factor de dilucién de 25 en cada caso) y luego
se mide la absorbancia en un equipo de Espectrofotometro Genesys 6,

frente a un blanco a las longitudes de onda de 520 y 700 nm.
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El factor de dilucién no necesariamente debe ser 25, generalmente
depende de la tonalidad o concentracion inicial del extracto normalizado, el
criterio de dilucién debe ser tal que al leer la absorbancia a 520 nm los
valores estén dentro del rango recomendado (entre 02 a 14); se
recomienda utilizar como factor de dilucién referente: 2, 5, 9, 15, 20, 25, 30
y 34. Luego, se determina el contenido de antocianinas segun el método
de pH diferencial, de acuerdo a Giusti-Wrosltad (2001).

Determinacion de contenido de antocianinas totales.

Con los valores de absorbancia registrados para cada dilucion (pH 1,0 y
4,5) y en cada longitud de onda (520 y 700 nm), se procede a determinar el
contenido total de antocianinas del extracto normalizado, utilizando la

siguiente expresion:

_ (A) (PM) (FD) (1000)

5.2
Am ©0

La ecuacién 5,2 permite cuantificar las anfocianinas presenies en la
muestra, expresadas como antocianinas monoméricas {Am) en mg/L; vale
decir, mg de antocianina por cada 1 L del extracto normalizado analizado;
sin embargo, debe precisarse la forma de calculo de la absorbancia, en
funcion a las lecturas reportadas por el espectrofotémetro, de acuerdo a la
siguiente expresion:
A= (Asz0— Azo0)puo = (Aszo — Azgo)pHas 5.3
Donde:
Agso = Absorbancia de la antocianina a 520 nm

Azgo = Absorbancia a 700 nm, para correccion por sustancias interferentes

PM = Peso molecular de Cianidina 3 - glucésido = 449,2 Ega
FD = Factor de dilucién utilizada para la alicuota

£= Coeficiente de extincién molar = 26900 L/(mol.cm)
1= Longitud de la celda de medicién = 1 cm

1000 = Factor de conversion de g a mg
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Expresion de antocianina en funcién a la base seca de la muestra.

En vista que la expresion de la ecuacion 5.2 expresa la concentracion de la
antocianina en mg/L de extracto liquido normalizado, para fines de
discusidon y analisis de concentracidbn de antocianina en la muesira
analizada, se hace necesario una conversiéon de dicho resultado a una
expresion en funcién de la materia seca de la muestra sometida a analisis,
o simplemente expresar en base seca de la muestra analizada (mg/g); para

cuyo efecto se aplica la siguiente expresion:

AT, (%) = Ap, (Yni;) 54
Donde:
AT, = Concentracién de antocianina total en base seca de muestra (mg/g)
A, = Concentracién de antocianina en el extracto normalizado (mg/L)
Vin = Volumen del extracto inicial normalizado (L)

%H
m, = Peso de muestra en base seca utilizada (g) = my, (1 - -1?]—0)

my, = Peso de la muestra hiimeda utilizada para el analisis (g)

%H = Porcenta de humedad en la muestra analizada (%)

Otra alternativa de expresion del resultado de concentracion de antocianina
total con respecto a la muestra analizada en base seca es en las unidades
de g/g (pesoipeso, p/p), para la cual la ecuacidon 5,4 se formula de la

siguiente manera:

ATy (E) = Ap (__Xm_) 5.5

E 1000 my

Donde el valor de 1000 es el factor de conversion de mg a g de muestra
seca analizada, y su interpretacion sera un contenido de antocianinas en g

por cada g de muestra en base seca.
Finalmente, la expresiébn consolidada, basada en las lecturas de

absorbancia, para determinar direcitamente la concentracion de

antocianinas totales en la muestra en base seca, expresado en g/g, sera:
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5.6

g (A) (PM) (FD) (1000) Vi
AT (é) - () X 1000m,
gy (A) (PM) (FD)(V;y)
Ao (g) = o0 () >

A = Absorbancia = (Aszo — A700)pu1,0 ~ (Aszo0 — A700)pHas

Y la ecuacién para determinar el porcentaje en peso de contenido de

antocianina con respecto a la materia seca analizada sera:

_ (A) (PM) (FD)(Vin)

0, =
HAT =0 (o) x100 5.7

Cabe recordar que, para el caso de muestras soélidas y semisdlidas se
pueden utilizar cualquiera de las ecuaciones propuestas, para lo cual se
debe determinar necesariamente el porcentaje de humedad de la muestra
analizada, para poder determinar en ella la cantidad de muestra en base
seca analizada; mientras que para el caso de muestras liquidas, solamente

quedara expresada con la ecuacion basica 5.2 en mg/L.

ANALISIS Y CONTRASTACION DE LA HIPOTESIS

En el presente trabajo de tesis, como una respuesta al problema general,
se formuld el siguiente objetivo general.
Desarrollar la técnica de anélisis espectrofotométrica de
antocianinas aplicadas a materias prima con contenido potencial

de antocianinas de la region de Ayacucho

La cual nos condujo tautolégicamente a la siguiente hipétesis sustantiva:
La técnica de anélisis espectrofotométrica de antocianinas permite
su aplicacion a las materias prima con contenido potencial de
antocianinas de la regién de Ayacucho

Y a la siguiente hipétesis nula:
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La técnica de andlisis espectrofotométrica de antocianinas no
permite su aplicacion a las materias prima con contenido potencial

de antocianinas de la region de Ayacucho.

De acuerdo a la revisién y analisis de la informacion especializada y los
diversos resultados experimentales obtenidos en esta investigaciéon se
confirma que la técnica de analisis espectrofotométrica de antocianinas a
través del método de pH diferencial permite la determinacién cuantitativa
del contenido de antocianinas expresadas en mg/L de extracto, la cual
finalmente se expresa en mg/g, g/g y % en peso de la muestra analizada
en base seca, a fin de no dejar ambigua el resultado final de acuerdo al
grado de humedad que presentarian las muestras al instante de su analisis
espectrofotométrico; posteriormente, se evidencia la aplicacién de dicha
técnica al analisis de diversas materias primas con contenido potencial de
antocianinas de la region de Ayacucho, debido a que ha sido demostrado y
comprobado una y otra vez mediante diferentes resultados experimentales
y aplicaciones en diferentes materias prima estudiadas en el presente
trabajo de investigacion; por lo tanto, los resultados obtenidos son
confiables y certeras, luego se considera la hipétesis general sustantiva
como una pre-conclusion general, dado que, la técnica de analisis
espectrofotométrica de antocianinas permite su aplicacion a la
determinacion del contenido de antocianinas en materiales con contenido
potencial de antocianinas, como son diversas materias prima de la regién

de Ayacucho.

Luego, el desarrollo sistematico y progresivo de la investigaciéon para el
desarrollo de la técnica de analisis espectrofotométrica de antocianinas
aplicadas a materias prima con contenido potencial de antocianinas de la
region de Ayacucho, conducidas y desarrolladas de acuerdo a la
metodologia de investigacion en sus diversas etapas del desarrollo
experimental, permite alcanzar los objetivos especificos formulados en el
presente trabajo de investigacién y por lo tanto analizar consecuentemente
las mismas vinculadas a sus respectivas hipétesis especificas,

obteniéndose la siguiente contrastacion:
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El primer objetivo especifico del trabajo es:
Realizar un diagnéstico regional de materias prima de interés

Agroindustrial con contenido potencial de antocianinas

Con la siguiente hipétesis sustantiva:
El diagnéstico regional de recursos de interés agroindustrial
permite identificar a las materias prima con contenido potencial de

antocianinas.

Y la siguiente hipotesis nula:
El diagnéstico regional de recursos de interés agroindustrial no
permite identificar a las materias prima con contenido potencial de

antocianinas.

La investigacién de la informacién de produccién y comercializaciéon de
diversos productos mencionadas en las diversas literaturas vinculadas al
diagnostico de los recursos de interés agroindustrial, permiten identificar y
analizar diversas materias prima con contenido potencial de antocianinas
tanto a nivel regional y nacional, encontrdndose un potencial en los
siguientes productos: maiz morado, mora, sauco, uvas, ciruela, papa
nativa, fresa y camote morado, estas materias prima aparte de ser ricos en
antocianinas poseen otros propiedades beneficiosas para la salud,
ademas, cada una de éstas tienen una importancia comercial, siendo el
mas conocido la produccién y comercializaciéon del maiz morado, y en los
altimos tiempos se le ha dado una importancia comercial a las papa nativas

con coloracion morada.

Por lo tanto, en concordancia con el primer objetivo especifico, se
implementa y se aprovecha la técnica de analisis espectrofotométrica de
antocianinas aplicadas a materias prima con contenido potencial de
antocianinas de la regién de Ayacucho, admitiéndose la hipétesis
sustantiva especifica de que, el diagndstico regional de recursos de interés
agroindustrial permite identificar a las materias primas con contenido

potencial de antocianinas.
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El segundo objetivo especifico del trabajo es:

Estandarizar la técnica de anélisis espectrofotométrica en las
diferentes muestras (solido, semisélido y liquidos) para Ia

determinacion cuantitativa del contenido de antocianinas.
Con la siguiente hipotesis sustantiva:

La técnica de analisis espectrofotométrica estandarizada para las
diferentes muestras posibilita la determinacion cuantitativa del

contenido de anfocianinas.
Y la siguiente hipétesis nula:

La técnica de analisis espectrofotométrica estandarizada para las
diferentes muestras no posibilita la determinacién cuantitativa del

contenido de antocianinas

La estandarizacion de la técnica de analisis espectrofotométrica, permite
determinar el contenido total de antocianinas en los diferentes tipos de
muestras, conforme se establece en el segundo objetivo; para lo cual se ha
procedido con la evaluacion y preparacion de la materia prima, debiéndose
determinar primeramente la humedad, para expresar el contenido de
antocianinas en base seca del material analizado, luego se ha evaluado la
extraccién adecuada de antocianinas en la muestra, encontrandose que es
favorable la molienda de la muestra (si es que este es sélido), extraer con
solucién etandlica al 80 % acidificado con HCI (pH=2,0), luego efectuar la
extracciéon a ebullicién en dos etapas, para garantizar la total extracciéon del
colorante de la muestra, colectar los extractos y normalizar el volumen a

500 ml utilizando la misma solucion etandlica.

Luego, haciendo el uso de las soluciones buffer de pH = 1,0 y de pH = 4,5,
del extracto se toma una alicuota y se diluye apropiadamente con solucién

buffer correspondiente para medir la absorbancia y ubicar en el rango
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recomendado (0,2-1,4 a 520 nm) para luego determinar el contenido de
antocianinas por el método de pH diferencial, obteniendo el resultados en
mg/g, p/p 0 % en peso. Es el mismo procedi}miento gque se sigue para
muestras semi-sélida, en cuanto para la muestra liquida solo se realiza el
proceso de filtrado adecuadamente, sin la necesidad de determinar la
humedad y luego se realiza con la lectura, de la misma forma que se indicé
anteriormente para muestras sélidas, obteniendo el resultado en mg/L de
extracto normalizado o haciendo semejante al agua con densidad igual a la

unidad, mg/kg.

Por lo tanto, se admite la correspondiente hipotesis sustantiva de que, La
técnica de analisis espectrofotométrica estandarizada para las diferentes
muestras posibilita la determinacién cuantitativa del contenido de

antocianinas.
Finalmente, el tercer objetivo especifico del trabajo es:

Aplicar la valoracién espectrofotométrica de antocianinas a las

materias prima identificadas en el diagnéstico regional
Con la siguiente hipotesis sustantiva:

El analisis espectrofotométrico de antocianinas se valora en la
evaluacion de las materias prima con contenido potencial de

antocianinas identificadas en el diagndéstico regional.
Y la siguiente hipétesis nula:

El analisis espectrofotométrico de antocianinas no se valora en la
evaluacion de las materias prima con contenido potencial de

antocianinas identificadas en el diagnéstico regional.

Asociada a las determinaciones experimentales en las diferentes tipos

de materias prima con contenido potencial de antocianinas, se considera
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relevante en el presente trabajo de tesis, la presentacion explicita de la
técnica de analisis espectrofotométrica del contenido de antocianinas
por medicion de absorbancia en dos soluciones buffer estandares a
pH=1,0 y pH=4,5 denominado pH diferencial, la cual se ha aplicado a
diversas materias prima; analizandose la cascara de la uva y
reportandose un contenido de 13,31 mg de antocianinas por cada g de
cascara de uva en base seca, igualmente para coronta de maiz morado
obteniéndose 34,67 mg de antocianina por cada g de coronta molida en
base seca, para la cuticula del grano de maiz morado reportdndose un
contenido de 31,29 mg de antocianina por cada g de cuticula del grano
de maiz morada en base seca, para la fresa (parte externa)
registrandose un contenido de 3,90 mg de antocianina por cada g de
fresa en base seca, para la cascara de ciruela reportandose 8,85 mg de
antocianina por cada g de cascara de ciruela en base seca, para mora
21,34 mg de antocianina por cada g de mora en base seca, para la papa
tanto en la médula interna como en la epidermis, reportandose un
contenido de 0,311 y 0,347 mg de antocianina respectivamente, por
cada g de papa en base seca, igualmente para la epidermis de camote
morado registrandose un contenido de 0,975 mg de antocianina en cada

g de cascara de camote en base seca.

Este propdsito se ha alcanzado por medio del tercer objetivo que es,
aplicar la valoracién espectrofotométrica de antocianinas a las materias
primas identificadas en el diagnostico regional. Por lo tanto, se admite
valida la hipotesis especifica sustantiva de que, el analisis
espectrofotométrico de antocianinas se valora en la evaluacion de las
materias primas con contenido potencial de antocianinas identificadas en

el diagnostico regional.
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Tabla N°5.2  Cuadro comparativo de los resultados obtenidos en la
presente investigacion con resultados obtenidos en la

revision bibliografica.

B ‘_'(;'bﬁtenidb de Antocianinas en la muestra -
B oo S (e_xpresado en base seca) -
Materiaprima =~ | - Resultados d?‘la ;Réé'ultados de la
S ‘ revision - - “investigacion -
Bibliografica. "~ . |- : S
S DA ~_(mglg) " (mglg)
Coronta de maiz morado 3,49% 3.47%
Uva negra ' 11,02 13,31
Fresa R | 2,39 3,90
Ciruela | , 6,25 8,85
Mora : . 19,25 21,34
Camote 'r'noradox T 1,10 0,975 .
Maiz morado (grano) - 18.75 31,294
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CONCLUSIONES

La antocianina es un pigmento importante para la industria de
colorantes naturales por poseer diferentes propiedades benéficas tanto
alimenticias como para la salud. En esta investigacién se ha
identificado aquellas materias primas de la region que tienen
contenido potencial de antocianinas como son maiz morado, uva:
negra, fresa, ciruela, mora, papa nativa y camote que son de interés

agroindustrial para el desarrollo industrial de la regién.

La preparacion de muestras sélidas se ha realizado a partir de un
previo andlisis de su morfologia de la materia prima en analisis, para lo
cual ha sido necesaria la determinaciéon del porcentaje de humedad
inicial: %H, para determinar la muestra himeda requerida que
contenga como base seca 5 g, obteniéndose para la cascara de la uva
negra 22, 11 g de muestra humeda, para la fresa(parte externa ) 53,3
g, para la cascara de la ciruela 27,28 g , para mora 31,39 g, para papa
(médula interna) 14,37 g, para la epidermis de papa 14,28 g, para
cascara de camote morado 20,46 g y para la cuticula del grano de
maiz morado 9,38 g de muestra himeda. Cada una de éstas muestras
se han extraido en dos etapas utilizando la solucién etandlica al 80%
de pH = 2,0, llevando todo los extractos colectados a un volumen final
normalizado de 500 mL, para el caso de las muestras semisoélidas se
ha realizado el mismo procedimiento que para la muestra soélida, para
el caso de muestras liquidas solo ha sido necesario realizar un filtrado
adecuado y luego proceder con la lectura en el espectrofotometro
haciendo el uso de las soluciones buffer.

El contenido de antocianinas en diferentes muestras analizadas para
diferentes tipos de materias primas de la region, ha sido determinado
utilizando la técnica de analisis espectrofotométrica de pH diferencial,
cuyo resultado final se expresa en base al componente representativo

de cianidina -3-glucésido, haciendo el uso de las soluciones buffer
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de pH = 1,0 y de pH = 4,5, diluyendo apropiadamente con solucién
buffer correspondiente para medir la absorbancia y ubicar en el rango
recomendado (0,2 a 1,4 leidos a 520 nm) y el resultado obtenido fue
expresado en mg/g de cada muestra determinada en base seca, en la
que se ha registrado los siguientes resultados: para la cascara de la
uva negra 13,31 mg de antocianinas por cada g de cascara de uva
negra en base seca, para coronta de maiz morado 34,67 mg de
antocianina por cada g de coronta molida en base seca, para la
cuticula del grano de maiz morado 31,29 mg de antocianina por
cada g de cuticula del grano de maiz morada en base seca, para la
fresa(parte externa) 3,90 mg de antocianina por cada g de fresa en
base seca, para la cascara de ciruela 8,85 mg de antocianina por
cada g de cascara de ciruela en base seca, para mora 21,34 mg de
antocianina por cada g de mora en base seca, para la papa tanto en
la médula interna como en la epidermis de 0,311 y 0,347 mg de
antocianina respectivamente, por cada g de papa en base seca,
igualmente para la cascara de camote morado de 0,975 mg de

antocianina en cada g de cascara de camote en base seca.

La técnica de analisis espectrofotométrica estandarizada fue aplicada
en la valoracién de contenido de antocianina en diferentes materias
primas diagnosticas en la region de Ayacucho. Obteniendo resultados
convincentes y apropiados en comparacion con las revisiones
bibliograficas, respaldada con las experiencias obtenidas en Ia
empresa GLOBE NATURAL.
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RECOMENDACIONES

Desarrollar los estudios especificos para la identificacién quimica de
cada uno de los tipos de componentes del conjunto de antocianinas
presentes en una materia prima determinada y los mecanismos de
reaccion, a fin de establecer con mayor representatividad la variacion

del contenido de antocianinas en diferentes tipos de materias primas.

Aplicar la técnica de analisis espectrofotométrica de pH diferencial para
la determinacién del contenido de antocianinas en diversas muestras y
productos intermedios de los procesos de extraccion y produccion de
concentrados de antocianinas en la actividad industrial, a fin de poder
evaluar con mayor sostenibilidad y veracidad todos los factores que
influyen en la lixiviacién y produccién industrial de antocianinas a partir
de diversas materias primas y asi poder determinar el rendimiento en

cada operacion del proceso.
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ANEXOS

1. CURVA DE LA REGULACION DE CONCENTRACION DE LA ANTOCIANINA
SIN MODIFICACION DE pH.



ANEXO 01

Curva de la regulacién de concentracion de la antocianina sin modificacion de
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