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RESUMEN

El Ayrampo (Opuntia Soehrensii B.), es una cactacea que se
encuentra en zonas aridas, y sus frutos son de color guinda oscuro. El
color del fruto se debe a la presencia de betalainas y fenoles totales.

En este estudio se analiz6 la influencia de parametros fisicoquimicos
en la extraccién de pigmentos de ayrampo, sobre el contenido de fenoles
totales que se evalud con el Folin-Ciocalteu, betacianinas totales que se
evalué con el método propuesto por Cai y Corke (2000) y capacidad
antioxidante utilizando la solucion madre de ABTS. Para dicha extraccién
las semillas de ayrampo fueron llevadas a secar por 24 horas a 40°C;
para después envasarlas en bolsas de polietileno con cierre hermético y
cubiertas con papel aluminio. Para analizar la influencia de extraccion se
pesé 2g de semilla de ayrampo adicionando 20ml del solvente (0:100 y
80:20 de etanol 96° y agua) calibrando a un pH de 3 y 5 regulando con
una solucion al 1% de &acido citrico. Después las muestras fueron
homogenizada en un agitador Vortex a 750rpm y llevadas a una
temperatura de 40°C y 80°C por un tiempo de 10min y 30min.

Los resultados indican que a altas concentraciones de etanol (<
50%), promueven la degradacion de éstos compuestos; sin embargo el

efecto del pH es inversamente proporcional en el contenido de fenoles y
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capacidad antioxidante. A temperaturas mayores a 50°C reducen el
contenido de betacianinas, fenoles y capacidad antioxidante debido al

fendbmeno de isomerizacion y descarboxilacion de estos compuestos.
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ABSTRACT

The Ayrampo (Opuntia Soehrensii B.) is a cactus that is found in arid
areas, and its fruits are dark cherry. The color of the fruit is due to the
presence of betalains and total phenols.

In this study the influence of physicochemical parameters was
analyzed in the extraction of ayrampo pigments, on the content of total
phenols that was evaluated with the Folin-Ciocalteu, total betacyanins that
was evaluated with the method proposed by Cai and Corke (2000) was
analyzed antioxidant capacity using the ABTS stock solution. For this
extraction the ayrampo seeds were taken to dry for 24 hours at 40 ° C; to
then pack them in polyethylene bags with airtight seal and covered with
aluminum foil. To analyze the influence of extraction 2g of ayrampo seed
was weighed adding 20ml of the solvent (0: 100 and 80:20 of ethanol 96°
and water) calibrating to a pH of 3 and 5 regulating with a solution of 1% of
citric acid . The samples were then homogenized on a Vortex shaker at
750rpm and brought to a temperature of 40°C and 80°C for a time of 10min
and 30min.

The results indicate that at high concentrations of ethanol (<50%),
they promote the degradation of these compounds; however, the effect of

pH is inversely proportional in the content of phenols and antioxidant
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capacity. At temperatures above 50°C they reduce the content of
betacyanins, phenols and antioxidant capacity due to the phenomenon of

isomerization and decarboxylation of these compounds.
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INTRODUCCION

El Ayrampo del género Opuntia Soehrensii B. se caracteriza por
desarrollarse entre los 2 300 y 4 000 m.s.n.m. en condiciones de
temperatura desde 17 a 21°C, clima caracteristico del sur y centro del
Peru. Sus frutos presentan altas concentraciones de pigmentos naturales
conocidas como betalainas, fenoles y capacidad antioxidante los cuales
son hidrosolubles.

Hoy en dia existen diversos trabajos que caracterizan el contenido
proximal y algunas caracteristicas fisicas de las semillas del ayrampo
(Morales y Aguirre, 2001; Morales, 2006). Por tanto, dada la importancia
de estos frutos del ayrampo, obtener extractos ricos en polifenoles y
betacianinas es una alternativa atractiva para la revalorizacion de este
producto andino.

Diversos estudios han planteado el uso de métodos de extraccion
solido liquido para la obtencion de estos compuestos, usando como
solventes metanol, acetona y hexano (Morales y Aguirre, 2001; Morales,
2006); no obstante el uso de solventes téxicos limita su uso como
ingrediente alimentario. Frente a este escenario, el uso de solventes de
grado alimentario (etanol y agua) es una alternativa ecologica y

econdmicamente atractiva.



También es importante estudiar los parametros de extraccion para
impulsar su desarrollo como fuente de compuestos antioxidantes. Por ello,
el objetivo de éste trabajo fué determinar la influencia de los parametros
fisicoquimicos en la extraccién (nivel de concentracion del solvente, pH,
temperatura y tiempo de exposicion) sobre el contenido de fenoles totales,
betacianinas totales y capacidad antioxidante de las semillas de ayrampo

(Opuntia Soehrensii B.).



CAPITULO |

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

1.1. DESCRIPCION DE LA REALIDAD PROBLEMATICA

Estudios epidemiolégicos demostraron que el consumo regular de
frutas y verduras con altos contenido de compuestos antioxidantes
estan asociados en la prevencion de enfermedades crénicas tales
como cancer, alzheimer, derrames cerebrales, cataratas o el deterioro
funcional asociado a la edad (Tesoriere L, et al., 2004).

El ayrampo es una fruta del Opuntia Ficus la cual han demostrado
tener un alto contenido antioxidante expresado como betalainas (10.3
mg/100 g de pulpa fresca) y polifenoles totales (42.4 mg EAG /100 Q)
(Sarmiento et al., 2003).

El ayrampo se desarrolla entre los 2 300 a 4 000 m.s.n.m., cuyas
condiciones climéticas se encuentran en las zonas altas de la Region
de Moquegua (Chuchusquea alta). Este fruto se ubica en las riberas de
los montes, dénde no es necesario utilizar agua para su produccién
sb6lo se debe de tener un suelo adecuado para éste fruto. En la

actualidad el ayrampo (Opuntia Soehrensii B.) es utilizado como



remedio casero e infusiones en la dieta comun de los pobladores
de estas zonas (MINAGRI, 2010).
Sin embargo no se esta aprovechando al maximo todos sus

beneficios, sus caracteristicas fisicas y quimicas.

1.2. FORMULACION DEL PROBLEMA

Los extractos acuosos de semillas de ayrampo (Opuntia
Soehrensii  B.) constituyen una buena fuente de pigmentos
(betacianinas), polifenoles y antioxidantes naturales. Sin embargo
existe poca informacion sobre técnicas de extraccion como también los
parametros de extraccion que permitan recuperar la mayor proporcion
de betalainas (betacianinas), fenoles y capacidad antioxidante.

Este estudio informativo ayudara a identificar la influencia
existente de los parametros sobre el contenido de los compuestos, con
la finalidad promover procesos a pequefia escala y asi revalorar las
semillas de ayrampo. Por tanto es necesario desarrollar métodos de
extraccion y purificacion. Por ello el presente trabajo de investigacion

se plantea las siguientes interrogantes:

1.2.1. Interrogante general

¢,Cual es la influencia de los parametros fisicoquimicos sobre el
contenido de fenoles totales, betacianinas totales y capacidad
antioxidante en los pigmentos de las semillas de ayrampo (Opuntia

Soehrensii B.)?



1.3. JUSTIFICACION E IMPORTANCIA DE LA INVESTIGACION

Los colorantes sintéticos tienen efectos colaterales dafiinos para
la salud, por lo que se buscan utilizar colorantes naturales para
sustituirlos, sin embargo estos colorantes no son muy utilizados debido
a su alta inestabilidad durante su procesamiento y almacenamiento
(Tesoriere L, et al., 2004).

El ayrampo contiene betalainas de las cuales estan conformadas
por betacianinas y betaxantinas, que son pigmentos hidrosolubles con
buenas caracteristicas tecnoldgicas para ser utilizados en productos
lacteos, bebidas, confiteria y helados ya que imparten coloraciones que
van del rojo al amarillo. Ademas su uso esta aprobado desde 1960 por
la FDA y OMS (Vargas, 2015).

Como se describié anteriormente los extractos acuosos de las
semillas de ayrampo constituyen una buena fuente de pigmentos
(betacianinas) y antioxidantes naturales. En particular, estos extractos
muestran una buena estabilidad a los tratamientos térmicos y
almacenamiento (Caldas-Cueva et al., 2015), por ende son una muy
buena alternativa potenciar el uso de los extractos de semillas como
fuente de antioxidantes y colorantes naturales para el creciente
mercado de los alimentos funcionales e industria alimentaria.

Comprender el efecto de la temperatura y tipo de solvente
permitira optimizar el proceso de extraccion de pigmentos de ayrampo

(Opuntia Soehrensii B.); con la finalidad de disefiar equipos y procesos



a escala industrial; aprovechando el uso de esta importante fuente de
materia prima de la region sur del Perd.

Es por ello que se ha propuesto en el presente trabajo investigar
la influencia de los parametros fisicoquimicos tales como el % del
solvente (etanol 96°: agua), pH, temperatura y tiempo de exposicion
gue permitiran obtener la mayor cantidad de betacianinas, capacidad
antioxidante y fenoles totales de las semillas de Ayrampo (Opuntia

Soehrensii B.).

1.4. FORMULACION DE OBJETIVOS

1.4.1. Objetivo general

Evaluar la influencia de los parametros fisicoquimicos sobre la

extraccion de pigmentos de ayrampo (Opuntia Soehrensii B.)

1.4.2. Objetivos especificos

Determinar la influencia de los pardmetros fisicoquimicos % del
solvente (0:100 y 80:20 de etanol 96° y agua), pH (3 y 5),
temperatura (10°C y 30°C) y tiempo (10 y 30 min); en la
extraccion de pigmentos de ayrampo (Opuntia Soehrensii B.)
sobre el contenido de fenoles totales, betacianinas totales y

capacidad antioxidante.



1.5.

1.5.1.

1.5.2.

FORMULACION DE HIPOTESIS

Hipdtesis general

Los parametros fisicoquimicos influye en la extraccion de los

pigmentos de ayrampo (Opuntia soehrensii B.).

Hipodtesis especifica

Los parametros fisicoquimicos % del solvente (0:100 y 80:20 de
etanol 96° y agua), pH (3 y 5), temperatura (10°C y 30°C) y
tiempo (10 y 30 min) influyen en la extraccién de pigmentos de
ayrampo (Opuntia Soehrensii B.) sobre el contenido de fenoles

totales, betacianinas totales y capacidad antioxidante.



CAPITULO Il

MARCO TEORICO

2.1. ANTECEDENTES

Caldas-Cueva et al. (2015) Estudiaron los extractos de semillas
de ayrampo, como fuente de pigmentos en yogurt natural, el extracto
filtrado fue analizado a nivel del contenido de betacianinas, compuestos
fendlicos totales y la capacidad antioxidante, dicho extracto fue afiadido
al yogurt natural, demostrando que el pH y las condiciones de
almacenamiento no influyen en la retencién del color de los yogures
durante un periodo de 4 semanas, estos resultados demuestran que las
semillas de ayrampo contienen compuestos fendlicos que contribuyen
al color y pueden ser usados en una diversidad de alimentos, dada su
estabilidad en pH acidos y pueden ser un gran potencial como
colorante natural para alimentos funcionales. Lopez (2014) investigo el
extracto hidroalcohdlico de la pulpa del fruto de Opuntia ficus Indica
“tuna morada”, determinando la capacidad antioxidante mediante el
método DPPH encontrando que los valores en tuna son similares a los
de la vitamina C; asimismo la inhibicion de la peroxidacion lipidica por

parte de los pigmentos en el microsoma hepatico fue de 0,117umol/mL,



frente a lo obtenido para la vitamina C que fue de 0,103 pmol/mL.
Posterior a ello evaluo la estabilidad del extracto de la pulpa del fruto
de Opuntia ficus Indica “tuna morada” en crema chantilly encontrando
gue a niveles de pH superiores a 5 la estabilidad del pigmento es
mayor a 20 dias.

Huaringa (2014) evalué el efecto de las temperaturas de
concentracion sobre el contenido de betacianinas y capacidad
antioxidante del concentrado de tuna ecotipo morado, demostrando
gue temperaturas alrededor de los 40°C no influyen significativamente
sobre la estabilidad de las betacianinas en tuna, la capacidad
antioxidante no mostro variabilidad en el estudio.

Montalvo (2016 ) determiné la capacidad antioxidante de Opuntia
soehrensii B. (ayrampo) y de Opuntia ficus (tuna) determinando la
cantidad de vitamina C, polifenoles totales y capacidad antioxidante
(FRAP) utilizando la prueba de Mann-Whitney, concluyendo que el
ayrampo tuvo una concentraciéon de vitamina C (49,9 y 36,1mg de
acido ascorbico/100g ff), de polifenoles totales (107,3 y 68,7 mg de
equivalente 4cido galico/100g ff) y capacidad antioxidante (1,1 y 0,7
mmoles de Fe- 11/100g ff) mayor que la tuna. El ayrampo mostré6 mayor
co-rrelacion entre la capacidad antioxidante y la vitamina C (0,91 y
0,56), mientras que, la tuna tuvo mayor co-rrelacion entre la capacidad

antioxidante y los polifenoles totales (0,98 y 0,82).



Segun el trabajo de investigacion cuyo tema es “Evaluar la
estabilidad de tres colorantes azules naturales utilizando diferentes
temperatura y pH”; se obtuvo que, el color de la gardenia es estable a
temperaturas mayores a 80°C en soluciones acuosas de pH's 3,5y 7
degradandose en presencia de luz, mientras que las ficocianinas son
inestables a temperaturas altas y a la luz en soluciones acuosas
insoluble a pH 3 a la vez se desnaturaliza a 45°C a pH 5y con la luz se
degrada hasta un 80%. Mientras que el colorante indigo es estable en
soluciones oleicas a temperaturas mayores a 90°C; al pasar ésta
temperatura se degrada el 70% del color inicial (Jespersen et al.,
2004).

Estudios recientes han demostrado que la encapsulacién (cubrirlo
de la luz) de colorantes naturales reduce significativamente la
degradacion del colorante aumentando su tiempo de vida media en
condiciones variables de humedad (Beatus et al., 1985; Desobry et al.,
1997; Selim et al., 2000; Wanger y Warthesen, 1995).

Un estudio realizado por Rebolo-Lopez (2007), donde estudié la
composiciéon polifendlica de vinos tintos gallegos con D.O. Ribeiro,
Valdeorras y Ribeira Sacra. Obtuvo bajas correlaciones entre la
capacidad antioxidante utilizando el método ABTS (2,2’azinobis 3-
etilbenzotiazolin 6-acido sulfénico) y los fenoles totales por medio de la
metodologia de Folin-Ciocalteu, para la D.O. Ribeira Sacra la

correlacion encontrada fue de r=0,498 mientras que para la D.O.
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Ribeiro fue de r=0,748 y para la D.O. Valdeorras fue de r=0,751. Los
resultados obtenidos para los vinos de las denominaciones de origen
Ribeiro y Valdeorras concuerdan con los obtenidos por Arnous et al.,
(2002) que obtuvieron un coeficiente de correlacion de 0,7 entre
polifenoles totales y la actividad antioxidante, mientras que los vinos
pertenecientes a la denominacién de origen Ribeira Sacra presentan
una correlacion entre actividad antioxidante y fenoles totales mucho
menor.

Desphande y Cheryan, (1985) publicé que el tiempo 6ptimo de
extraccion de polifenoles era de 50 - 60 minutos (Krygier et al., 1982)
utilizaron la mezcla de metanol/acetona/agua (7:7:6) a temperatura
ambiente para la extraccion de compuestos polifenolicos libres y
esterificados. También es habitual encontrar en bibliografia la
utilizacién de disolventes acidificados (metanol/HCI) para una mayor
extraccion y estabilidad de compuestos como las antocianidinas
(Cacace y Mazza, 2002; Ju y Howard, 2003) y proantocianidinas

(Deshpande y Cheryan, 1985; Price, et al., 1978).

2.2. BASES TEORICAS

2.2.1. Ayrampo (Generalidades)
El ayrampo (Opuntia Soehrensii B) es una especie silvestre
herbacea, perenne, de tallos o pencas aplanadas y ovoidales; sus

frutos son pequeias bayas carnosas, las cuales contienen semillas que
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presentan un color rojizo o vinoso caracteristico en su etapa de
maduracién, su sabor es ligeramente dulce (Lock, 1997). Esta especie
es originaria de los andes peruanos, en los departamentos de
Ayacucho, Apurimac, Junin Puno y Moquegua; sus frutos son
comestibles y de forma cacera son utilizados para dar color a postres,
refrescos, y para el tefiido artesanal de fibras de lana (Morales, 2007).
Esta variedad tiene caracteristicas fisicas (ej. cactus) y quimicas (ej.
compuestos bioactivos) similares a la tuna (Lock, 1997).

El ayrampo se desarrolla a temperaturas de 12°C a 34°C, con un
rango 6ptimo de 17°C a 23°C, y con una precipitacion promedio entre
400 a 800 milimetros. Esta planta crece en suelos sueltos, arenosos,
calcareos y pedregosos. Sin emabargo los suelos altamente arcillosos
y humedos no son convenientes para su cultivo. Su proliferacién se
efectia por medio de semillas o por propagacion agamica (asexual) o
también denominada "propagacion por pencas”, este ultimo es el mas
comun y consiste en plantar o enterrar pencas (Lock, 1994). El
contenido de semillas en los frutos secos del ayrampo representa el
27.2% de peso total de muestra (semilla mas pulpa). Adicionalmente
éstas semillas se encuentran recubiertas por un tejido parenquimatoso
gue contiene el colorante, que representa el 3.5% de peso total (semilla

mas pulpa) (Sarmiento, 2003).
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2.2.2. Produccion de Ayrampo en Moquegua

El cuadro N°1 muestra la produccion de Ayrampo (Opuntia
soherensii B.) en la parte Alto Andina en la ciudad de Moquegua, dicha
produccion bordea las 2000 TM. y se mantiene estable en los Gltimos 3
anos:

Cuadro N° 1: Produccion de las semillas de Ayrampo.

Produccién de
Afo Ayrampo en la parte
alto andina (TM)
2015 2 380.90
2014 2 203.20
2013 1927.60
2012 2 605.30
2011 2,567.90
2010 2,549.30

*TM: Toneladas métricas

Fuente: Direccion Regional de Agricultura. — Moquegua (2017).

2.2.3. Caracterizacion botanica

Planta andina, medicinal, cuyas semillas, rojas, se emplean para

tefir confituras y telas. Cuya clasificacion taxondémica es la siguiente:

Reino: Plantae
Division: Antofitas
Clase: Dicotiledoneas
Orden: Opuntiales Cactaceales
Familia: Cactéaceas
Género: Opuntia

Especie: Opuntia soherensii (Britton & Rose)

13



2.2.4. Composicion quimica del ayrampo
El fruto del ayrampo posee un valor nutricional superior al de
otras frutas tales como el de la tuna, fresa y uva. Por ejemplo, presenta

1.2 % de grasas en comparacion con la tuna que presenta 0,6%.

Cuadro N° 2: Composicién quimica de las semillas de ayrampo.

DESCRIPCION CANTIDAD
Agua 70,59
Grasas 129
Cenizas 15¢g
Proteinas 8949
Azucares 5649
Fibra 1209
Vit. B1 0,1 mg
Vit. B2 0,32 mg
Vit. C 10,34 mg

Fuente: Morales (2007)

2.2.5. Colorantes

Son un tipo de aditivos alimentarios que brindan color, si se
encuentra en los alimentos se llama colorante natural por otro lados si
se afiade color al alimento y existe influencia manual, se denomina
colorante artificial. Hoy en dia se utlizan mucho los colorantes
sintéticos llamados asi por ser obtenidos por procedimientos quimicos
de sintesis, los mismos que son cuestionados por su posible relacién

con enfermedades carcinogénicas (Moreno, 2004).
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2.2.5.1. Clasificacion de colorantes segun su origen

Pueden clasificarse de acuerdo a su origen en dos grupos:

a) Colorantes inorganicos:

Segun Metarom (1997) menciona que los colorantes estan
constituidos por compuestos inorganicos encontrados en la naturaleza.
Los mismos se pueden modificar por métodos fisicos como la
pulverizacion o la desecacion, (arcillas coloreadas por 6xidos
metalicos), mientras que otros son productos de fabricacion industrial.

Los colorantes se clasifican en:

- Naturales: son 6xidos metalicos de amplio uso en ceramica y
pintura.

- Sintéticos: son sales de metales como hierro, cobre, cromo y
mercurio. Utilizados en la coloracion de tejidos, ceramica,

esmaltes, papeles y otros.

Segun Alcantara (2015), los pigmentos inorganicos pueden ser
llamados también pigmentos minerales, y normalmente son
componentes metalicos que se pueden obtener mediante tres métodos
principales y son los que se obtienen a las mas altas temperaturas,
presentan una mayor estabilidad al calor y mejor resistencia al

ambiente:
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b)

Precipitacion y Secado: Amarillos de cromo, Naranjas de cromo
y de molibdato.

Precipitacion, Secado y Calcinacion: Pigmentos de cadmio,
Azul de ultramar.

Calcinacion de mezcla de oxidos: Titanato de niquel.

Colorantes organicos
Dentro de los colorantes organicos tenemos los siguientes grupos:
Sintéticos: Son obtenidos por lo general por la destilacion del
alquitrdn de hulla se conocen cerca de 2000, se clasifican de
acuerdo al grupo funcional que contiene su molécula. Los mas
ampliamente usados son los azo-colorantes. Los colorantes
sintéticos son muy utilizados por las excelentes propiedades como
son:

Proporcionar un color persistente.

Ofrecer colores variados y uniformes.

Tener colores de la intensidad que se desee.

Ser de alta pureza y bajo costo.

Se pueden obtener en grandes cantidades.

De origen animal: En América el mas importante es la parpura

proveniente de caracoles marinos. El rojo grana (acido carminico)

proveniente de la cochinilla (Coccus cacti L).
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- De origen vegetal: los colorantes estan presentes en casi todas
las plantas del mundo. De estos, unos son producidos
directamente por la actividad fisiologica de las plantas, mientras
gue otros son producto de transformaciones sintéticas de

sustancias de procedencia vegetal.

Estos colorantes eran los que hasta principios de siglo utilizaban
las industrias textiles y que fueron sustituidos paulatinamente por los
colorantes sintéticos. Ya que desde hace unos afos se han prohibido
algunos colorantes de origen sintético a nivel mundial debido a que han
resultado toxicas para el ser humano, el empleo de pigmentos
naturales es de gran interés, especialmente aquellas sustancias
provenientes de fuentes consideradas como no convencionales tales
como microorganismos, algas, flores o madera de los cuales se pueden

obtener una gama amplia de pigmentos.

2.2.6. Pigmento

Un pigmento es un material que cambia el color de la luz que
refleja como resultado de la absorcion selectiva del color. Este proceso
fisico es diferente a la fluorescencia, la fosforescencia y otras formas
de luminiscencia, en las cuales el propio material emite luz. Muchos
materiales selectivamente absorben ciertas ondas de luz, dependiendo
de su longitud de onda. Los materiales que los seres humanos han

elegido y producido para ser utilizados como pigmentos por lo general
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tienen propiedades especiales que los vuelven ideales para colorear
otros materiales. Un pigmento debe tener una alta fuerza tefidora
relativa a los materiales que colorea. Ademas debe ser estable en
forma sélida a temperatura ambiente.

Los pigmentos son utilizados para tefir pintura, tinta, plastico,
textiles, cosméticos, alimentos y otros productos. La mayoria de los
pigmentos utilizados en la manufactura y en las artes visuales son
colorantes secos, usualmente en forma de polvo fino. Este polvo es
afadido a un vehiculo o matriz, un material relativamente neutro o
incoloro que actua como adhesivo. Para aplicaciones industriales, asi
como artisticas, la permanencia y la estabilidad son propiedades
deseadas. Los pigmentos que no son permanentes son llamados
fugitivos. Los pigmentos fugitivos se desvanecen con el tiempo, o con
la exposicién a la luz, mientras que otros terminan por ennegrecer.

Generalmente se hace distincion entre un pigmento, el cual es
insoluble en el vehiculo (formando una suspension), y un tinte, el cual o
es un liquido o es soluble en el vehiculo (resultando en una solucion).
Un colorante puede ser un pigmento o un tinte dependiendo del
vehiculo en el que se usa. En algunos casos, un pigmento puede ser
fabricado a partir de un tinte precipitando (un tinte soluble con una sal

metalica).
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2.2.7. Estabilidad

2.2.7.1. Estabilidad del pigmento

Uno de los principales inconvenientes en el uso de los
colorantes naturales en alimentos es su baja estabilidad a factores
normales de proceso como son luz, oxigeno, pH, temperatura, aniones,
metales, disolventes, ademas de que el uso de pigmentos naturales,
muestra algunos inconvenientes técnicos ya que son menos intensos
que sus similes sintéticos, ofrecen menor estabilidad y mayor dificultad
en la reproducibilidad de color; lo que aumenta los costos unitarios. En
ocasiones se Iimparten olores y sabores, nada adecuados. La
composicién de los extractos esta influida por la época de cosecha y el
almacenamiento. Por lo que se requiere encontrar colorantes naturales

gue sean estables a estos factores.

La explotaciobn comercial de colorantes a través de fuentes
naturales, esta determinada por los bajos rendimientos de extraccion,
ademas de que su aplicacion extensiva debe asegurarse antes con
largos estudios toxicologicos (Francis, 1987).

Uno de los mayores esfuerzos en la obtencion de colorantes
naturales debe encaminarse a maximizar los rendimientos de las
fuentes convencionales. Los métodos de extraccion involucran el uso
de solventes no polares, la estabilizacibn con acido citrico, acido

ascorbico y antioxidantes ayudarian a reducir las pérdidas.
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En cuanto a estudios reportados de estabilidad se referirad
principalmente a las antocianinas y las betalainas (Wissgott y Bortlik,
1996) ya que su estructura y comportamiento son semejantes al
pigmento Neocandenatona con estos pigmentos. La betanina puede
transformarse y perder su coloraciéon bajo la influencia de factores
como el pH, las temperaturas altas, el oxigeno, la luz y la actividad
acuosa (Saguy et al.,1978; Von Elbe et al., 1974; Altamirano, 1993;
Jiménez- Aparicio et al., 1997; Huang y Von Elbe, 1987).

Su estabilidad al calor estd en funcién de la acidez y del
oxigeno disuelto en el medio; los valores de pH de 4 a 6 son favorables
y es resistente a los tratamientos térmicos en ausencia de este gas. La
degradacion térmica de la betanina en presencia de oxigeno sigue una
cinética de primer orden, pero en ausencia del oxigeno la cinética es
diferente (Attoe y Von Elbe, 1985). Se ha reportado que el tiempo de
vida media a pH de 5 a 75°C en regulador de fosfatos es de 48 min., el
cual disminuye en presencia de iones Fe* y Cu** a 33.4 y 6 min
respectivamente; la presencia de antioxidantes como g-tocoferol y el
acido ascorbico no tienen efecto sobre la estabilidad. Secuestrantes
como el &cido etildiaminotetraacético (EDTA) y el &cido citrico a 10 000
ppm incrementaron el valor de tiempo de vida media en
aproximadamente 1.5 veces el valor del control (Pasch y Von Elbe,

1979).
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Las antocianinas son estables a pH menores de 3.5 y por
arriba de este valor se degradan rapidamente. El color de una
antocianina cambia con el pH del medio (R= azucar). El cation flavilio
() (Belitz, 1999) es estable solo a pH’s muy bajos (Figura N°1). Cuando
el pH se incrementa este es transformado en un cromenol incoloro (I1).

La formacion de una base quinoidal (Ill) y una base ionica (IV)
a pH 6-8 intensifica el color. A pH 7-8 la estructura (IV) es transformada
a través de la apertura del anillo a una chalcona amarilla (V). A pH’s
mayores, el color puede ser estabilizado por la presencia de iones

13

multivalentes como AI** y Fe**. Cambios similares se producen en la

Neocandenatona, aun cuando no se trata de una antocianina.
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Figura N° 1: Cambios estructurales de las antocianinas
producidos por el pH.

(lll) pH = 6-7 purpura (V) pH=7-8 azul (V) pH = 7-8 amarillo
SiIR=H

OH
HO OH HOOC OH
o | \:I_/GHO +
OH
OH

Temperaturas altas, el incremento en los niveles de azucar, el
acido ascorbico y la luz afectan la velocidad de degradacién. La

cinética de degradacion depende del tipo de antocianina, del sistema
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utilizado y de la temperatura. Asi la estabilidad del color de rabano rojo
en sistemas modelo de jugos depende de la temperatura de
almacenamiento, siguiendo un modelo cuadratico a 25°C y un modelo
lineal a 2°C (Rodriguez-Saona et al., 1999). Un estudio sobre el efecto
de la temperatura (50, 60, 70 y 80°C) y la concentracién de sdlidos
solubles (15, 45 y 71 °Brix) a un pH menor a 3.5 en la degradacion de
las antocianinas en un concentrado y un jugo de cereza &cida, indicé
que el deterioro del pigmento seguia una cinética del primer orden
(Cemeroglu et al., 1994). Los tiempos de vida media de la antocianina
a 70°C fueron 22.5, 10.9 y 5.9 horas para bebidas con 15, 45y 71° Brix
respectivamente.

Walkowiak y Czapski (2006), determinaron que el contenido de
antocianinas de col roja desciende conforme existe un aumento de pH,
temperatura, tiempo de almacenamiento y concentracién de acido
ascorbico. La degradacion del colorante es mayor en condiciones
aerobias que anaerobias y en presencia de acido ascoérbico. Teniendo
asi que bajo condiciones anaerobias en ausencia de acido ascorbico
existe degradacion de las antocianinas aproximadamente del 7%
después de 30 dias de almacenamiento a 20°C pH 3 y del 33% a pH 5.
En presencia de acido ascorbico (100mg/mL) en las mismas
condiciones provoca una pérdida de 55% y 5% de antocianinas
respectivamente. Mientras que bajo condiciones aerobias en ausencia

de acido ascorbico hay una degradacion del 46 % a pH 3y 70 % a pH
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5; y en presencia de acido ascorbico (100mg/mL) en las mismas
condiciones hay una pérdida de 66% y 77% respectivamente
(Walkowiak y Czapski, 2006).

De Rosso y Mercante en el 2006, determinaron que la adicion de
276 mg de acido ascorbico en solucion de antocianinas de acerola
(Crataegus azarolus) causa un aumento en el valor de k de
degradacion de 109 a 116 veces mas comparada con una solucién de
antocianina sin fortificar. Esto ocurre principalmente por la
condensacion directa del &cido ascorbico sobre el carbono cuatro de la
antocianina. La degradacion de la solucién de antocianinas en una
atmosfera inerte fue de 1.3 a 1.4 veces menor que en aire (Rosso y
Mercadante., 2006). También se encontré que hay una relacion lineal
entre la degradacion del color con respecto al tiempo a las diferentes
humedades relativas. Donde se observé que en un medio seco la
constante de degradacion para las antocianinas libres y encapsuladas
fueron muy similares, mientras que en presencia de alta humedad las
antocianinas libres presentaron una degradacion mas rapida que las

antocianinas encapsuladas (Gradinaru et. al, 2003).

2.2.8. Polifenoles totales
Los compuestos polifendlicos son los compuestos bioactivos
antioxidantes mas abundantes en la dieta. Se trata de un amplio grupo

de compuestos, producto del metabolismo secundario de las plantas,
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donde desempefian diversas funciones de proteccién al ataque de
patogenos o herbivoros y son pigmentos que atraen a los
polinizadores. Poseen estructuras con anillos aromaticos y dobles
enlaces conjugados a partir de los cuales ejercen su accion
antioxidante. Pueden también aparecer en formas conjugadas
(glicésidos) con uno o mas restos de azucares unidos a grupos
hidroxilo o directamente al anillo aromatico aunque también pueden

encontrarse asociados a otros compuestos (Manach & Donovan, 2004).

Los fenoles son compuestos organicos aromaticos que
contienen el grupo hidroxilo como su grupo funcional; los fenoles o
compuestos fendlicos son compuestos organicos en cuyas estructuras
moleculares contienen al menos un grupo fenol, un anillo aromatico
unido a lo menos a un grupo hidroxilo. Muchos son clasificados como
metabolitos secundarios de las plantas, aquellos productos
biosintetizados en las plantas que poseen la caracteristica biolégica de
ser productos secundarios de su metabolismo. En general son
sintetizados por una de dos vias biosintéticas: la ruta del &cido
shikimico o la via del a&cido malénico (o por las dos, por ejemplo los

flavonoides) (Huaringa, 2014).
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2.2.9. Betalainas

Quimicamente las betalainas son alcaloides derivados de la
tirosina que pueden ser de dos tipos: En la figura N°02 las
betacianinas son de color rojo-violaceo (b) y las betaxantinas (c)
anaranjadas amarillentas, ambas con el nucleo fundamental del

acido betalamico (a) (Huaringa, 2014).

Figura N°2: Estructura de las betalainas en alimentos.

Hooc™" : COOH

(a) (b) {c)

El acido betalamico (a) es el croméforo comun a todos los
pigmentos betalainicos; las betacianinas tienen un residuo ciclo-
DOPA mientras que las betaxantinas tienen aminoacidos o aminas
adicionadas en dicha posicidn. Las betacianinas son glicosidos
mayormente de la betanidina. Por ejemplo, el pigmento de la
remolacha es el betanidin- 5-O -B —glucésido (betanina) (Castellar,
2008). Los frutos que contienen betalainas también poseen fenoles de
diferentes tipos, excepto antocianinas, pues estas dos clases de

pigmentos son mutuamente excluyentes. En algunas especies el
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contenido de fenoles es mayor que el de betalainas, y en otras es lo
contrario. En varias especies del género Opuntia los valores de fenoles

totales fueron mayores que los de betalainas (Morales, 2007).

Figura N°3: Estructura de las betacianinas y betaxantinas.

HOOC
H  COOH

Betaxantinas

Betacianinas

2.2.10. Estabilidad de las Betalainas

Un requisito evidente de un colorante es su estabilidad a largo
plazo, a diferentes condiciones de temperatura, pH, Aw y otros
factores. Se analiza a continuacion la respuesta de las betalainas
a distintas condiciones: pH, temperatura, oxidacion, entre otros

(Tesoriere, 2005).

- pH: Uno de los problemas mayores que tienen los colorantes
naturales que se encontraron hasta el momento es su baja

estabilidad. Por ejemplo, en el caso de las antocianinas se ha
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demostrado que son muy labiles en medio acido,
hidrolizandose rapidamente. En el caso de las betalainas, no se
hidrolizan en medio acido, pero si sufren cambios de color tanto
a un pH por debajo de 3.5 por lo cual se pueden utilizar para
alimentos acidos. Sin embargo su maxima estabilidad esta entre
pH5y6

Luz: Las betalainas se degradan en presencia de Iluz
siempre y cuando también estén expuestas a oxigeno. En
condiciones anaerdbicas su oxidacion es insignificante.

Oxigeno: Son relativamente oxidables, dando compuestos de
color marrén. Esto se puede evitar o disminuir en presencia de
antioxidantes tales como vitamina C.

Metales: En general las betalainas puras se hidrolizan mas
facilmente en presencia de cationes metdalicos. Estas
reacciones disminuyen considerablemente cuando @ se
encuentran en el jugo, debido seguramente a la capacidad
complejante de otros componentes tales como los polifenoles
gue se encuentran naturalmente dentro del alimento.
Temperatura: Indudablemente es el factor que mas afecta la
estabilidad de las betalainas, acelerando las reacciones de
hidrdlisis que dan como productos el acido betalamico incoloro y

otros productos de color marroén.
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- Antioxidantes: La presencia de antioxidantes estabiliza a las

betalainas, particularmente el acido ascorbico.

2.2.11. Betacianina
Conjugados de 4&cido betalamico y ciclodopa, ambos
derivados de la Tirosina. Parecen similares a los Indoles pero son
biosintetizados en una via diferente y contienen N*. Sus miembros son
colorantes de color rojo o violeta que se encuentran en el orden de
plantas Caryophyllales y en algunos basidiomicetos (Morales, 2007).
Las betacianinas dan colores rojizos a las flores de
Bougainvillea, Portulacaceae y Cactaceas. Sirven para atraer a los
insectos polinizadores y también como protectores frente a la radiacion

(Henriette, 2008).

2.2.12. Capacidad antioxidante

La capacidad antioxidante es una molécula capaz de retardar o
prevenir la oxidacion de otras moléculas. La oxidacién es una reaccion
guimica de transferencia de electrones de una sustancia a un agente
oxidante. Las reacciones de oxidacion pueden producir radicales libres
gue comienzan reacciones en cadena gque dafian las células (Vargas,
2015).

Se han empleado distintos métodos para evaluar la capacidad

antioxidante. Sin embargo no existe un método Unico y los resultados

29



dependen del procedimiento utilizado para evaluarla (Leighton vy
Urquiaga, 1998).

Existe una gran cantidad de mecanismos de cOmo los
antioxidantes alimentarios pueden ejercer su accion, entre aquellos
compuestos que reaccionan directamente con los radicales libres,
como polifenoles, deteniendo el proceso en cadena de oxidacion
lipidica. Esta reaccion se puede llevar a cabo por dos posibles vias:
reacciones de transferencia de un atomo de H (Hidrogen Atom
Transfer, HAT) o de transferencia de un electrén (Single Electron
Transfer, SET) (Prior & Schaich, 2005). Estos aspectos que se deben
tener en cuenta al seleccionar varios métodos de medida de capacidad

antioxidante.

2.2.13. Tipos de extraccion
A continuacion describimos brevemente los métodos mas

comunes para extraer pigmentos de ayrampo:

a. Extraccién directa

La extraccién directa es aquella en que la materia prima se pone
en contacto directo con el solvente. Los solventes utilizados pueden ser
agua o alcohol y con cada uno de estos solventes se pueden tener

diferentes formas de extraccion:
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- La primera forma de extraccion consiste en una simple
maceracion, es decir, dejar la materia prima en remojo en el
solvente por varias horas. De esta forma se puede ex-traer el
colorante sin degradacion, pero el rendimiento es bajo.

- Otra forma de extraccion es calentando el solvente, esta
extraccion debe hacerse a menos de 100 °C para evitar una
fuerte degradacion del colorante. Cada una de las formas de
extraccion descritas anteriormente presenta una variante
adicional ya que generalmente se les afiade 4cido para realizar
la extraccién a un pH entre 3 y 5 donde la degradacion de las

antocianinas es menor.

En extracciones a nivel de laboratorio se prefiere el uso de
alcohol como solvente, pero a nivel industrial el agua es el solvente

mas indicado debido a su menor costo.

2.2.13.1. Extraccion Soxhlet

Para este tipo de extraccion se emplea un equipo llamado
Soxklet, en el cual la materia prima no esta en contacto directo con el
solvente, sino que son los vapores de este los que entran en contacto
con la materia prima permitiendo la extraccion. Este método de
extraccién permite una mayor concentracion de la solucion pero el
solvente que tendria que usarse seria el alcohol debido a su menor

punto de ebullicion y a que si usara agua estaria hirviendo a 100°C por
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un periodo largo lo que traeria como consecuencia la degradacion de

las antocianinas debido a su poca estabilidad a la temperatura.

2.2.14. Alimentos funcionales

Son aquellos alimentos que son elaborados no solo por
sus caracteristicas nutricionales sino también para cumplir una funcion
especifica como puede ser el mejorar la saludy reducir el riesgo de

contraer enfermedades (Martinez, 2005).

2.2.15. Disefio factorial completo 2

Cuando el objetivo es medir como influyen k factores en un
proceso y descubrir si interaccionan entre ellos, el disefio factorial
completo 2¥ es la estrategia experimental éptima. Este disefio permite
explorar una zona escogida del dominio experimental y encontrar una

direccion prometedora para la optimizacion posterior (Garcia, 2000).

2.2.15.1. Construccién de un disefio factorial completo 2k

Por su sencillez, una matriz de experimentos factorial completa 2*
no requiere un software especializado para construirla ni para analizar
sus resultados. En estos disefios, cada factor se estudia a sélo dos
niveles y sus experimentos contemplan todas las combinaciones de

cada nivel de un factor con todos los niveles de los otros factores.

La Tabla N°1 muestra las matrices 22, 2° y 2* para el estudio de

2, 3y 4 factores respectivamente. La matriz comprende 2% filas (2 X 2..
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X* = 2* experimentos) y k columnas, que corresponden a los k factores
en estudio. Si se construye en el orden estandar, cada columna
empieza por el signo —, y se alternan los signos — y + con frecuencia 2°
para Xy, 2' para X,, 22 para X3, y asi sucesivamente hasta Xy, donde

los signos se alternan con una frecuencia 2“* (Garcia, 2000).

Tabla N° 1: Matriz de experimentos para los disefos factoriales

completo 22, 2%y 2.

X9 X9 X9 Xo X3 X4 X9 X3 X4
1 — 1 - - = 1 - - - -
2 + — 2+ - _ R
3 - + 3 - + _ 3 - + _  _
4 + + 4 + + - 4 + + - -

5 _ — + 5 _ _ + _
6 + — + 6 + — + —
7 — + + 7 — + + —
8 + + + 8 + + + —
9 — — — +
10 + — - +
11 — + — +
12 + + — +
13 - — + +
14 + — + +
15 — + + +
16 + + + +

Donde X3, X3, X3y X4 pueden ser cualquier factor; en este caso se
esta tomando X;=pH, X,=% de Etanol, X;=Temperatura y finalmente

X4=Tiempo; se puede visualizar los datos reales en el cuadro N°8.
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2.3. DEFINICION DE TERMINOS

2.3.1. Extraccion

La extraccion es la técnica empleada para separar un producto
organico de una mezcla de reaccion o para aislarlo de sus fuentes
naturales. Puede definirse como la separacion de un componente de

una mezcla por medio de un disolvente (Kitts, 1994).

En la practica es muy utilizada para separar compuestos
organicos de las soluciones 0 suspensiones acuosas en las que se
encuentran. El procedimiento consiste en agitarlas con un disolvente
organico inmiscible con el agua y dejar separar ambas capas. Los
distintos solutos presentes se distribuyen entre las fases acuosas y

organicas, de acuerdo con sus solubilidades relativas (Kitts, 1994).

De este modo, las sales inorganicas, practicamente insolubles
en los disolventes organicos mas comunes, permaneceran en la fase
acuosa, mientras que los compuestos organicos que no forman
puentes de hidrégeno, insolubles en agua, se encontraran en la

organica (Kitts, 1994).

2.3.2. Solvente

Un solvente es la sustancia que forma parte en mayor cantidad
de una solucion. La solucién es compuesta por la combinacion y
tratamiento de un soluto (en menor cantidad, por lo general solido o

liquido pero con mayor concentracion) y un solvente (liquido con
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propiedades propicias para que ese soluto se disuelva correctamente)

(Vollhard, 1994).

El soluto universal es el agua, por su neutralidad en el proceso y
su facil adaptacion a la transformacion de nuevas moléculas de otros

elementos (Vollhard, 1994).

2.3.3. Parametros

Un parametro es un numero o dato obtenido por un estudio
realizado anteriormente, cuyos fines sirven para limitar los trabajos de
investigaciéon, pueden ser pardmetros estadisticos, parametros

fisicoquimicos o de programacién (Uma, 2010).

2.3.4. Tratamientos

Se conoce como tratamiento al conjunto de condiciones de
calentamiento, enfriamiento, acidificacion, humedad, tiempo, presion,
entre otras. Cuyos parametros son limitados y controlados con la
finalidad de visualizar e identificar la influencia de estas condiciones

(Tesoriere, 2005).

2.3.5. pH

Es una unidad de medida de alcalinidad o acidez de una
solucién, mide la cantidad de iones de hidrégeno que contiene una
solucién cuyas siglas significa Potencial de Hidrogeniones (Sarmiento,

2003).
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2.3.6. Desviacién estandar

La desviacion estandar es la medida de dispersion mas coman,
que indica qué tan dispersos estan los datos con respecto a la media.
Mientras mayor sea la desviacién estandar, mayor sera la dispersién de

los datos (Jorge, 2016).

2.3.7. Radicales libres

Se denomina radicales libres a los electrones sin pareja o enlace
débil. Estos radicales libres son muy inestables, por lo que reaccionan
con facilidad para encontrar el electrébn necesario para lograr su

estabilidad (Zumbado, 2005).

2.3.8. Espectrofotometro

El espectrofotdmetro es un instrumento con el que se apoya la
espectrofotometria para medir la cantidad de intensidad de luz
absorbida después de pasar a través de una solucion muestra (Zeng et

al., 2017).

La estructura basica de los espectrofotdbmetros consiste en una
fuente de luz, un colimador, un monocromador, un selector de longitud
de onda, una cubeta para la solucién muestra, un detector fotoeléctrico

y una pantalla digital o un medidor (Zeng et al., 2017).
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CAPITULO Il
MARCO METODOLOGICO

3.1. TIPO Y DISENO

En el presente trabajo de investigacion se utilizé el disefio factorial
completo 2%, con un 95% de confiabilidad, con la finalidad de evaluar el
efecto de los diversos tratamientos sobre las variables respuestas, los
datos fueron analizados mediante el software estadistico Statgraphics

Plus Professional XVI.

3.2. NIVEL DE INVESTIGACION

Investigacion aplicada, en el area de tecnologia de alimentos.

3.3. LUGAR DE EJECUCION

Se utilizé el laboratorio de procesos agroindustriales de la
Escuela Profesional de Ingenieria Agroindustrial de la Universidad
Nacional de Moquegua para la extraccion de los pigmentos de
ayrampo como también los analisis de influencia de los pardmetros

fisicoquimicos.
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El andlisis fisicoquimico de las semillas de ayrampo se
desarrollé en el area de laboratorio de ensayo y control de calidad
de la facultad de ciencias farmacéuticas, bioquimicas vy
biotecnolégicas de la Universidad Catdlica de Santa Maria -

Arequipa.
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3.4. OPERACIONALIZACION DE VARIABLES

La operacionalizacion de variables permite identificar los factores de estudio y variables respuesta; la Tabla N°2

detalla estos aspectos.

Tabla N° 2: Operacionalizacion de variables

Variables Definicién conceptual Deflnlc_:lon Dimensién Indicadores
operacional
_ |- CoonF:entraC|on de etanol 0:100 y 80:20
. . o Evaluar la influencia | 96°:agua.
. Los parametros fisicoquimicos, son .
Parametros e o de estos parametros | . ph 3y5
- - condiciones que se aplicaran al
fisicoquimicos. : en el extracto de
extracto de pigmento de ayrampo. - Temperatura 40y 80°C
ayrampo.
- Tiempo 10 y 30 min.

Fuente: Elaboracion propia (2017).
3.4.1. Variable independiente

Tabla N° 3: Valores maximos y minimos de los indicadores independientes.

Indicadores Minimo | Maximo
- Concentracion de etanol 96° (v/iv %) 0 80
- pH 3 5
- Temperatura 40°C 80°C
- Tiempo 10min 30min

Fuente: Elaboracion propia (2017).
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3.4.2. Variable dependiente

Tabla N° 4: Unidades de los indicadores dependientes

Indicadores Unidades
- Fenoles totales mg GAE
- Betacianinas totales mg/g
- Capacidad antioxidante pumol Trolox

Fuente: Elaboracion propia (2017).

e Los resultados son expresados en g de ayrampo seco.

3.5. POBLACION Y MUESTRA

3.5.1. La poblacion y muestra
La materia prima se obtuvo del sector de Chuchusquea alta,
ubicado a los 3 055 m.s.n.m, distrito de Torata, provincia Mariscal

Nieto, region Moquegua.

3.6. TECNICAS E INSTRUMENTOS PARA LA RECOLECCION DE
DATOS

3.6.1. Materiales y métodos
3.6.1.1. Materia prima

Para el estudio se emple6 semillas de ayrampo (Opuntia
soehrensii B.) provenientes del mercado ubicada en Torata Alta, distrito

Torata.
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3.6.1.2. Materiales y equipos

a)

b)

Materiales

03 Matraces Erlenmeyer (50, 100 y 250 mL)
02 Micropipetas (50 y 100 uL)

02 Pipetas de vidrio (1 y 10 mL)

03 Probetas de vidrio (50, 100, 250 mL)

30 Tubos de ensayo

03 Vasos de precipitados de vidrio (50, 100, 250 mL)

Equipos

Balanza analitica (RADWAG AS220C2)

Equipo de titulacion potenciométrica pH (Modelo STAR A211)
Espectrofotdmetro UV-visible doble haz 4419 (Modelo HID0O05)
Estufa L-C oven (Marca Lab Line)

Refrigeradora (Marca Bosch)

Agitador magnético con temperatura (Modelo IKA C-MAG HS-7)

Insumos y Reactivos

Acido ascdrbico

Trolox: 6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-carboxylic acid
ABTS: 2,2"-azinobis (3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid
Folin-Ciocalteu (2N)

Acido clorogénico

Mcllvane buffer (0.15M, pH 5.6)
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- Acido etilendiaminotetraacético (EDTA) Sigma
- Acido tiobarbitarico (TBA)Sigma

- Dimetilsulfoxido (DMSO) Sigma

- Persulfato de Potasio.

- Etanol 96° y Metanol 30°

- KCI0,15M

3.7. METODOS Y TECNICAS PARA LA PRESENTACION Y

ANALISIS DE DATOS

3.7.1. Metodologia experimental

En la Figura N°4 se puede visualizar la metodologia aplicada en
el presente trabajo de investigacion con respecto a los parametros

fisicoquimicos.
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Figura N° 4: Metodologia del trabajo de investigacién

EXTRACTO
ACONDICIONAMIENTO Solvente Temperatura Tiempo o
) pH i ! Analisis
Etanol:Agua C min
40 __—» 10
3 .</ ;‘\1» 30 Contenido de
_—— 10 fenoles totales
_— S e e | 4 mg GAE/g de
/ : - ___» 10 ayrampo Seco.
T 80 OC:_“* 20 Betacianinas
Semillas de ayrampo 10 totales mg/g de
’\ 4D e=——_ 30 ayrampo seco.
. e > 10
T 80 g=—""
Andlisis fisi imi 2 g ?g
= alisis fisicoquimico \ 10 :,:;v o Capacidad
*Protel 5 0< Ly antioxidante pmol
tcro einas T~ 80 e=—" 6 Trolox/g de
Paza > ayrampo Seco.
*Humedad
*Hidratos de carbono
*Energia Total

Fuente: Elaboracion propia (2017).
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A continuacion detallamos cada una de las operaciones

mencionadas en la Figura N°4.

3.7.1.1. Acondicionamiento

Las muestras recolectadas fueron sumergidas en una solucién
de hipoclorito a 5ppm, y después se procedié a retirar las cascaras
para obtener el fruto del ayrampo (semillas) segun el método Sanchez
et al (2013). Estas muestras fueron llevadas a secado a 40°C por 24
horas, las muestras fueron envasadas en bolsas de polietileno vy

protegidas de la luz a temperatura ambiente.

3.7.1.2. Extraccion de los pigmentos

Se evalud el efecto del nivel de concentracién del solvente
segun el método descrito por Castellar (2003); con algunas
modificaciones, se usaron diferentes concentraciones de etanol (O-
80%, v/v), diferentes niveles de pH (3 — 5), Temperatura (40 — 80 °C) y

tiempo (10 — 30 min).

- 2g de muestra de ayrampo, fueron llevados a 20mL de la
solucion (etanol 96°: agua), el pH de la solucién fue ajustado de
3 0 5 con una solucion al 1% de &cido citrico; con la finalidad

de evitar la descomposicion del pigmento y se evaluo el efecto
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de este factor en la extraccion del pigmento. La mezcla fue
homogenizada en un agitador Vortex a 750 rpm a una

temperatura y tiempo dado.

Dichos analisis se llevaron a cabo segun las condiciones que

correspondieron a cada muestra (Ver Tabla N° 5).
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Tabla N° 5: Condiciones de las muestras a analizar para la
extraccion de los pigmentos.

N° pH % etanol | Temperatura Tiempo
1 3 0 40 10
2 5 0 40 10
3 3 80 40 10
4 5 80 40 10
5 3 0 80 10
6 5 0 80 10
7 3 80 80 10
8 5 80 80 10
9 3 0 40 30

10 5 0 40 30

11 3 80 40 30

12 5 80 40 30

13 3 0 80 30

14 5 0 80 30

15 3 80 80 30

16 5 80 80 30

17 4 40 60 20

18 4 40 60 20

19 4 40 60 20

20 4 40 60 20

Fuente: Elaboracion propia (2017).

A continuacién en el Gréfico N°1, se puede visualizar el proceso
de acondicionamiento y extraccién que se sometieron las semillas

de ayrampo.
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Gréafico N° 1: Proceso de acondicionamiento y extraccién de los pigmentos de ayrampo.

Se peso 29
de ayrampo.
e e

Se homogeniza en

20mL de la , un agitador
solucion (leerentes | pH magnético con
etanol  96° Eﬂ: con una solucion —/——1
{agua) al 1% de acido — t:;"ggi?m”ra vortex
citrico). ’
Etanol 96°:Agua pH . )
0:100 3 ‘/f
80:20 5 é\——"‘*b: ‘
I—=T—
.I, - Contenido de fenoles totales
T (GAE/g de ayrampo seco).
40°C - Betacianinas totales (mg/g
Temperatura 80°C de ayrampo seco).
- Capacidad antioxidante
— (Trolox/g de ayrampo seco).
Tiempo 10min
P 30min

Fuente: Elaboracién propia (2017).
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3.7.1.3. Estudio de estabilidad del pigmento
El efecto de la estabilidad del pigmento fue evaluado mediante
espectro de absorbancia, mediante un espectrofotometro UV-visible,

los andlisis realizados fueron los siguientes:

a) Fenoles totales
El contenido total de compuestos fendlicos fue determinado con

Folin-Ciocalteu, segun el método descrito por Rossi (1965), usando la

curva estandar de acido galico. La absorbancia fue medida a 725 nmy

los resultados fueron expresados como mg de acido géalico equivalente

(GAE)/g.

- Se prepar6é una solucion de carbonato de sodio con una
concentracion de 75 g/L.

- Continuamente se prepard una solucion de Folin - Ciocalteu 1 N.

- Finalmente se tom6 500 uL de extracto diluido en un tubo
protegido de la luz y adicionando primero 250 pyL de Folin -
Ciocalteu, y segundo 1250 pL de solucion carbonato de sodio.
Paralelamente se prepar6é un blanco con 500 yL de metanol 30°
en lugar de la muestra, con el cual se calibro el espectrofotometro.

- Se agitd y dejé reaccionar por 30 minutos protegido de la
oscuridad, luego se midié su absorbancia en espectrofotometro a

725 nm. Las lecturas no deben ser menores a 0.1 ni mayores a
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0.7. Si el resultado es mayor que 0.7, se realiza una dilucion
(muestra: agua destilada) 1:5.

- Para esté analisis se realiz6 una disolucion.

- El contenido de compuesto fendlicos se calculé usando una curva
estandar de acido galico (Anexo N°2).

A continuacion en el Grafico N°2, se puede visualizar el proceso

realizado para el andlisis de Fenoles Totales.
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Grafico N° 2: Proceso del Analisis de Fenoles Totales.
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Fuente: Elaboracion propia (2017).

50



b) Betacianinas totales

Las betacianinas fueron calculadas segun el método reportado
por Cai y Corke (2000), donde el extracto fué diluido a un volumen
conocido con Mcllvane buffer (0.15M, pH 5.6) y la absorbancia medida
debe estar entre los rangos de 0.2 y 0.8 a 537 nm. Si el resultado es

mayo que 0.8, se realiza una dilucién para ajustar la absorbancia.

- Para esté analisis se realizara dos disoluciones.

- Se afiadio 1mL de muestra con 1mL de extracto Mcllvane buffer,
en un tubo de ensayo y se prosigue con la lectura.

- Se utilizé 1mL de etanol 96° con 1mL de extracto Mcllvane buffer,

como blanco del analisis.

El % de betacianinas fué calculado por la siguiente ecuacion

%BC = (AXV)/(EY X L x M)

Donde A es la absorbancia a 537nm, V es el volumen de prueba
de la solucion (mL), L es el ancho de la cubeta de vidrio (1cm), W es el
peso de la muestra (g) y E es el coeficiente de absorcion molar para

betanina (1120).
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A continuacion en el Gréafico N°3, se puede visualizar el proceso de analisis de las Betacianinas Totales.

Grafico N° 3: Proceso del Andlisis de Betacianinas Totales.

Extracto diluido
Extracto Mcllvane buffer

Absorbancia en el
espectrofotébmetro a
537nm.

Fuente: Elaboracion propia (2017).
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c) Capacidad antioxidante

La capacidad antioxidante se determind mediante el método de
ABTS adaptado por Arnao et al. (2001) con algunas modificaciones.
Este método tiene el mismo principio que el DPPH, con la unica
diferencia que en éste caso, se mide la captacion del radical a través
de la disminucion de la absorbancia, se mide a 734 nm vy, de igual
forma, correlacionada en una curva estandar de Trolox. Los resultados
fueron expresados como uM TE/g de muestra en base seca. El
procedimiento es el siguiente:

A continuacion se describe la preparacion de la solucién madre de
ABTS:

- Reactivo A: Se pes6 78.4 mg de ABTS y se llevo a 10 mL con
agua destilada.

- Reactivo B: Se pes6 13.2 mg de persulfato de potasio y se llevo a
10 mL con agua destilada. Ambas soluciones se protegio de la
luz.

Se mezclaron volimenes iguales de los reactivos Ay B, y se dejo

reposar en oscuridad por 12 horas.

La solucion de ABTS obtenida, se dividi en una proporcion
aproximada de 1:60 (sol. Madre : metanol 30°) utilizando metanol,

hasta que estuvo a una absorbancia de 1.1 £ 0.02 a 734 nm.
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Esta solucion diluida soélo fué utilizada durante las 4 horas

siguientes de su preparacion.

- Se tom6 150 pL del extracto diluido y se le adicion6 2850 uL de
solucion de trabajo de ABTS. Al mismo tiempo se preparé un
blanco con 150 yL de metanol 30° en lugar de la muestra. La
reaccion se llevo a cabo a temperatura ambiente y en oscuridad.
Luego, se leyo en el espectrofotometro a 734 nm después de 165
minutos. Dichas lecturas no deben ser menores de 0.2 ni mayores
a la absorbancia del blanco, en caso contrario se deben realizar la
dilucion correspondiente del extracto.

- La capacidad antioxidante se calculé usando una curva estandar
de Trolox, y los resultados fueron expresados como umol de

Trolox equivalente/g de muestra en base seca.

La ecuacion empleada, fue obtenida a partir de la curva estandar
de Trolox a 734 nm con r’= 0.9942, y que se muestra a continuacion,

cuya grafica se encuentra en Anexos N°3.

Y=1.1504x-0.0141
Dénde:
Y= Absorbancia

X= umol de trolox equivalente/ mL
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A continuacién en el Gréafico N°4, se puede visualizar el proceso de analisis de Capacidad antioxidante.

Gréafico N° 4: Proceso del Anadlisis de Capacidad antioxidante.

| | Absorbancia en el

espectrofotdmetro.
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Fuente: Elaboracion propia (2017).
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3.7.2. Analisis datos

La identificacion de variables independientes y dependientes
permitié establecer pardmetros o niveles superiores o inferiores que se

codificaron con +1 y -1 respectivamente, tal como se detalla en la Tabla

N°6.
Tabla N° 6: Factores experimentales
_ Niveles _
Variables Variable respuesta
-1 +1
pH 3 5 -Fenoles totales (mg
% del Solvente 0 go | GAB)
-Betacianinas  totales
Temperatura (°C) 40 80 (mglg).
_ _ - Capacidad
Tiempo (min) 10 30 antioxidante
(umol/Trolox)

Los resultados son expresados en g de ayrampo seco.

Fuente: Elaboracion propia (2017).

Identificado los niveles +1 y -1, procedemos a generar las
interacciones entre los niveles de los tratamientos que nos permiten
obtener las corridas experimentales, las cuales se presentan en la

TablaN° 7y 8.

El disefio experimental utilizado en el presente trabajo de
investigacion fue el disefio factorial 2, con un 95% de confiabilidad,

con la finalidad de evaluar el efecto de los diversos tratamientos sobre
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las variables respuestas, utilizando un software estadistico Statgraphics
Plus Professional XVI.

Tabla N° 7: Disefio estadistico 2", con niveles codificados.

N° pH % etanol | Temperatura Tiempo
1 - - - -
2 + - - -
3 - + - -
4 + + - -
5 - - + -
6 + - + -
7 - + + -
8 + + + -
9 - - - +

10 + - - +

11 - + - +

12 + + - +

13 - - + +

14 + - + +

15 - + + +

16 + + + +

17 0 0 0 0

18 0 0 0 0

19 0 0 0 0

20 0 0 0 0

Fuente: Pagura (2015).

La Tabla N°7 muestra los niveles — y +, que representan los
parametros superiores e inferiores de cada indicador; cuyos datos

cuantitativos se encuentran en la tabla N°8.
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Tabla N° 8: Disefio estadistico 2%, con parametros reales.

N° pH % etanol | Temperatura Tiempo
1 3 0 40 10
2 5 0 40 10
3 3 80 40 10
4 5 80 40 10
5 3 0 80 10
6 5 0 80 10
7 3 80 80 10
8 5 80 80 10
9 3 0 40 30

10 5 0 40 30

11 3 80 40 30

12 5 80 40 30

13 3 0 80 30

14 5 0 80 30

15 3 80 80 30

16 5 80 80 30

17 4 40 60 20

18 4 40 60 20

19 4 40 60 20

20 4 40 60 20

Fuente: Elaboracion propia (2017).

En la Tabla N°8 podemos visualizar los niveles maximos y

minimos de cada variable.

58



CAPITULO IV
PRESENTACION DE RESULTADOS

4.1. RESULTADOS Y DISCUSIONES

4.1.1. Resultado del analisis proximal de ayrampo

Las semillas de Opuntia Soehrensii B. fueron sometidas a un

analisis proximal cuyos resultados se muestran a continuacion:

Tabla N° 9: Resultados de los andlisis fisico-quimicos del

ayrampo.
ANALISIS %

Grasa 1.50

Proteinas 5,65

Ceniza 2,86

Humedad 4,20
Hidratos de Carbono 85,79.
Energia total (kcal) 379,26

Fuente: Universidad Nacional Santa Maria — Arequipa (2017).

Los andlisis fisicoquimicos fueron determinados por los métodos

gue se muestran en el Anexo N°4. EIl contenido de humedad en las
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semillas de ayrampo (4,20%) es mayor a los sefialados por Prieto et
al., (2006) y Moreno et al., (2008); con respecto al contenido de
proteinas el valor obtenido fue de 5,65%, superior al indicado por Prieto
et al., (2006) de 0,97%, Habibi et al., (2008), de 1,5% y Garcia et al.,
(2009) para las semillas de Opuntia elatior cuyo valor es de 2,89%.
Mientras que se asemejan al obtenido por Moreno et al., (2008) en las
semillas de Opuntia elatior con 5,24%.

Por su parte el porcentaje de cenizas coincide como los valores
obtenidos por Prieto et al., (2006), cuyo resultado fue de 2,86%, e
inferior a lo indicado de 2,5% por Habibi (2008). En cuanto a las
diferencias con otras variedades el valor fue menor de 2,53%
mencionado por Garcia et al., (2009) para las semillas de la Opuntia
boldinghii y a lo informado de 2,16% en las Opuntia elatior (Moreno et

al., 2008).

4.1.2. Impacto de las condiciones sobre el contenido de Fenoles

totales.

El ayrampo, es un fruto que pertenece al género Opuntia,
conocido como "peras espinosas"”, es una fruta nativa de la region
andina en Peru que ha sido utilizada por las comunidades andinas
durante siglos como Colorante rojo-violeta para alimentos y textiles
(Lira, 1985). Estudios previos han demostrado la presencia de

compuestos con alta capacidad antioxidante en el fruto del ayrampo
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tales como polifenoles y betacianinas (Campos et al., 2005). La Tabla
N°10, muestra los resultados del contenido de fenoles en extractos de
ayrampo sometidos a diversas condiciones de extraccion.

Tabla N° 10: Resultados del efecto de las condiciones de

operacion sobre el contenido de fenoles

Y Etanol | Temperatura | Tiempo Fenoles totales
P o) (C) (min) | (mg GAE/g)
3 0 40 10 48.66
5 0 40 10 30.62
3 80 40 10 49.49
5 80 40 10 38.41
3 0 80 10 45.79
5 0 80 10 27.79
3 80 80 10 41.03
5 80 80 10 33.83
3 0 40 30 61.46
5 0 40 30 32.85
3 80 40 30 54.4
5 80 40 30 37.48
3 0 80 30 51.06
5 0 80 30 33.94
3 80 80 30 52.89
5 80 80 30 35.78
4 40 60 20 47.37
4 40 60 20 45.09
4 40 60 20 45,93
4 40 60 20 46.61

Fuente: Elaboracion propia (2017).

Los resultados son el promedio de 3 repeticiones y estan
expresados como gramos de ayrampo seco; GAE: equivalente de acido

galico.

61



El contenido mas alto de fenoles fue de 61.46 mg GAE/g de
ayrampo seco (Tabla N°10), este valor es superior a los valores
encontrados por otros estudios que utilizaron agua como solvente Unico
de extraccion con valores promedio de 10.3 a 20.14 mg GAE/g (Jorge

& Troncoso, 2016) (Caldas-Cueva et al., 2016).

Figura N° 5: Contenido de fenoles en funcion de tiempo y % etanol

44

Polifenoles
(mg GAE/g) 4

40
38

40
36 30 Etanol

20

Tiempo 15 0

(min)
Fuente: Elaboracion propia (2017).

Por ello, el objetivo del presente trabajo de investigacion fue
evaluar la influencia de los parametros fisicoquimicos en la extraccion

de pigmentos de ayrampo, sometidos a proceso de extraccion
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convencional con soluciones etanolicas controlando factores de pH,
tiempo y temperatura, nuestros resultados indican que las altas
concentraciones de etanol (>60%) reducen significativamente el

contenido de fenoles de 61.46 a 27.79 mg GAE/ g (Figura N°5).

Al respecto, los disolventes polares se utilizan para recuperar y/o
extraer polifenoles de matrices de plantas vegetales, los mas
adecuados son los disolventes de mezclas acuosas que contienen
etanol, metanol, acetona y acetato de etilo. Donde el etanol es
conocido como un buen disolvente para la extraccién de polifenoles y
es seguro para el consumo humano, mientras que el metanol ha
demostrado ser mas eficiente en la extraccion de polifenoles de bajo
peso molecular, por otro lado, la acetona acuosa es buena para
extraccion de flavanoles de mayor peso molecular (Do et al., 2014). No
obstante se demostr6 que la acetona (~60%) es el solvente mas
efectivo para la extraccion de estos compuestos no polares gracias a
su constante dieléctrica la cual es 20 veces menor a la del agua y 10
veces menor a la del etanol (Uma, Ho, & Wan Aida, 2010). Sin
embargo, la acetona es un producto toxico no recomendable para el
uso en alimentos. En ese sentido, el uso de etanol como disolvente es
una  alternativa  econdémicamente  atractiva, sin  embargo
concentraciones superiores al 60% promueven que no exista grupos

polares que son aportados en su mayoria por el agua que favorece la
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extraccion de fenoles de bajo peso molecular (Do et al., 2014), Esto
puede ser causado por la combinacion de etanol y agua que facilita la
extraccion de todos los compuestos que eran solubles tanto en agua
como en disolventes organicos. La concentracion de fenoles totales en
el ayrampo fue superior a otras frutas como la papaya(53,8 mg de
equivalente acido galico en 100 g de fruta fresca), la pifia, la guayaba y
guanabana presentan 8,9; 56,9 y 39,6 mg equivalentes de acido galico

en 100g de fruta fresca, respectivamente(Alba et al., 2014).

Figura N° 6: Contenido de fenoles en funcion de temperatura (°C) y

% etanol
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La Figura N°5 y 6, muestran que concentraciones por encima del
50% de etanol promueven una disminucion significativa en el contenido
de fenoles como también las altas temperaturas (> 40°C); ya que los
compuestos fenodlicos son compuestos inestables y su degradacion se
dio a temperaturas elevadas, esto repercute sobre las propiedades

antioxidantes de este compuesto debido a la oxidacién del polifenol.

Al respecto diversos estudios sefialan que temperaturas por
encima de 50°C producen una degradacion térmica en los polifenoles,
adicionalmente es posiblemente en un primer inicio la degradacion se
deba a la activacion de la polifenol oxidasa que cataliza este proceso
en un rango de temperaturas de 50 — 60°C (Akowuah & Zhari, 2010)

(Larrauri, et al., 1997) (Akowuah et al., 2009).
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Figura N° 7: Contenido de fenoles con respecto al tiempo (min) y

pH.
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Fuente: Elaboracion propia (2017).

El efecto del pH sobre el contenido de fenoles es inversamente
proporcional al contenido de polifenoles (Figura N°7). Al respecto
diversos estudios encontraron que los pH < 4.5, favorecen la extraccion
y estabilidad de los fenoles (Nicoli, Anese, & Parpinel, 1999) (Reshmi,
Aravindhan, & Devi, 2012) (Caldas-Cueva et al., 2016). Estos estudios
demostraron una fuerte relacidbn entre la estructura quimica del
polifenol y el pH, este efecto probablemente se deba a que los grupos

oxidrilos ubicados en el anillo bencénico del polifenol, y la alta
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concentracion de grupos OH en la solucion etanolica (pH < 4.5), esto
hace que no se presente el fendmeno de desionizacion que
desestabiliza y oxida al polifenol. Por tanto, los pHs acidos favorecen la

estabilidad del compuesto (Friedman & Jurgens, 2000).

Figura N° 8: Contenido de fenoles en funcion de la temperatura

(°C) y tiempo (min).
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Fuente: Elaboracion propia (2017).

Segun las Figuras N°7 y N°8, muestran que el ayrampo es una
muy buena fuente de fenoles totales, los que estan directamente
relacionados con las propiedades organolépticas del alimento, como
sabor, aroma, astringencia y color (Yahia & Mondragén, 2011). Los
compuestos polifendlicos constituyen un grupo importante de

antioxidantes naturales capaces de neutralizar radicales libres,
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recomendandose su consumo para la prevencion de enfermedades

cronicas (Tesoriere et al., 2004).

La estimacion de los efectos se realiz6 por el método de YATES

(Anexo N° 4) y la significancia se pudo obtener a partir de la varianza

de las réplicas, el nivel de confiabilidad es de un 95 %, cuyo andlisis

referimos a continuacion:

El efecto del factor temperatura (T°), es estadisticamente
significativo con un 95% de confiabilidad (Sestimado= 1.237 >
Svates= 0.97), cuando el factor T° pasa de un nivel - a +, en
promedio en toda la region experimental.

El efecto del factor pH (H), es estadisticamente significativo
con un 95% de confiabilidad (Sgstimado= 44.982 > Syaes= 0.97)
y favorece la recuperacion de polifenoles cuando el factor H
pasa de un nivel - a +, en promedio en toda la region
experimental.

El efecto del factor solvente (E) y tiempo (8) es
estadisticamente no significativo (Sgstimado soivente= -6.791 <
Svates= 0.97 Y Sestimado tiempo= -2.3344 < Syaes= 0.97) ya que
disminuye la recuperacion de fenoles cuando el factor E y 6
pasan de un nivel + a -, en promedio en toda la region

experimental.
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4.1.3. Impacto de las condiciones de operacion sobre el contenido de
betacianinas.

Una serie de diversos colorantes son usados en el rango de
colores rojo — violeta entre naturales y sintéticos. No obstante en los
ultimos afios el uso de colorantes sintéticos estan siendo cuestionado
por la comunidad cientifica debido a sus posibles efectos toxicolégicos
en el ser humano, frente a esta situacion los pigmentos naturales
surgen como una alternativa para las diferentes las aplicaciones de la
industria alimentaria, Las Betalainas comprenden mas de 55
estructuras quimicas que incluyen las betacianinas (color rojo-violeta) y

betaxantinas (color amarillo — naranja) (Stintzing & Carle, 2007).

Para la tecnologia de alimentos, maximizar el rendimiento del
pigmento durante la extracciobn es un requisito previo antes de su
aplicacion y/o uso tecnologico, Por lo tanto, el objetivo del presente
trabajo fue evaluar el efecto de las condiciones de extraccion sobre el
contenido final de betacianinas en extracto de ayrampo, los resultados

se presentan en la Tabla N°11.

69



Tabla N° 11: Resultados del efecto de las condiciones de

operacion sobre el contenido de Betacianinas.

Y Etanol | Temperatura | Tiempo | Betacianinas
SR 8 (min) | (mg/g)
3 0 40 10 3.13
5 0 40 10 4.93
3 80 40 10 1.64
5 80 40 10 3.84
3 0 80 10 2.12
5 0 80 10 2.37
3 80 80 10 1.51
5 80 80 10 1.71
3 0 40 30 3.67
5 0 40 30 5.81
3 80 40 30 1.48
5 80 40 30 4.36
3 0 80 30 1.78
5 0 80 30 4.37
3 80 80 30 1.4
5 80 80 30 1.46
4 40 60 20 6.13
4 40 60 20 6.62
4 40 60 20 6.81
4 40 60 20 6.94

Fuente: Elaboracion propia (2017).

Los resultados son el promedio de 3 repeticiones y estan

expresados como porcentaje (gramos de ayrampo Seco).

El contenido de betacianinas en los extractos de ayrampo varia de

2.55 a 11 mg/ g (Tabla N°11). Estos resultados son superiores a los
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encontrados por otros autores (Caldas-Cueva et al., 2016; Jorge &
Troncoso, 2016). Cabe resaltar que estos autores extrajeron

betacianinas de ayrampo utilizando como solvente agua y temperatura

ambiente como condiciones de extraccion.

Figura N° 9: Contenido de betacianinas en funcién de la

temperaturay tiempo (min)
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Fuente: Elaboracion propia (2017).

El efecto de la temperatura sobre el contenido de betacianinas se
muestra en la Figura N°9, se puede observar que a temperaturas entre
50 y 60°C favorecen la extraccion de betacianinas. Sin embargo
temperaturas superiores a 60°C reducen significativamente el
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contenido de estos compuestos segun la Figura N°9. Al respecto se
menciona que la degradacion térmica de la betacianina sigue una
reaccion cinética de primer orden la misma que se presenta a
temperaturas > 60°C (Castellar, Obon, & Fernandez-Lopez, 2006). Por
otro lado la degradacion térmica promueve que la betacianina se
convierta en dos productos tales como el acido betalamico y ciclodopa-
5-glucosido los cuales presentan formas inestables que sufren
fendbmenos de isomerizacidbn y descarboxilacion, que trae como
consecuencia una reduccion gradual del color, cuyos extractos finales
pueden llegar a tener un color marrén claro (de Britto & Campana-Filho,
2007; Huang & von Elbe, 1983). Por otro lado, estd demostrado que la
degradacion de la betacianina en condiciones de oscuridad sera menor
en comparacién con la exposicion de betacianina bajo luz porque la luz
afecta el electron de doble enlace en la molécula de betacianina para
estar en etapa excitada, lo que resulta en una mayor destruccién de
betacianina, todo esto es acelerado por efecto de la temperatura
(Reshmi et al., 2012). Es importante resaltar que las betacianinas son
pigmentos fotosensibles y tienden a degradarse debido a la absorcion
de luz en la luz visible y el rango ultravioleta de la molécula de

betalaina.
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Figura N° 10: Contenido de betacianinas en funcion de la

temperatura y etanol (%)
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Fuente: Elaboracion propia (2017).
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Figura N° 11: Contenido de betacianinas en funcion del tiempo

(min) y etanol (%)
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Fuente: Elaboracion propia (2017).

Las figuras N°10 y 11 muestran el efecto de uso de disolventes
(agua/etanol 96°) para la extraccidbn muestra un efecto inversamente
proporcional en el proceso de extraccion de estos compuestos, esto
reduce el contenido del pigmento de 6,9 a 1,4 mg /g en los extractos de
ayrampo dicho efecto es mas notorio en concentracion de etanol
mayores al 30%. Al respecto se demostré que la energia de activacion
del proceso de degradacion de este compuesto es menor en
concentraciones de etanol menores al 30%, este efecto se debe a que

el etanol es un fuerte agente nucleofilo que ataca la estructura quimica
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de la betacianina, promoviendo su degradacion, el sitio activo de
atague del nucleofilo es el grupo N= CH- (Altamirano et al., 1993)
(Narkprasom et al., 2012) . Por tanto, el uso de estos pigmentos en
bebidas alcohdlicas que contienen alcohol etilico (etanol), tales como
cerveza (etanol 3-5% v / v), vino (etanol al 9-20% v / v) y alcoholes
destilados (20-75% v / v de etanol) es una opcion tecnolégicamente

atractiva.

Figura N° 12: Contenido de betacianinas en funcion del tiempo

(min) y pH
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Fuente: Elaboracion propia (2017).

75



El efecto del pH sobre la extraccion de betacianinas se muestra
en la Figura N°12, se puede observar que valores <4 y >5, promueven
una reduccion significativa del contenido de este compuesto. Al
respecto debemos mencionar que los cambios de pH en las soluciones
alteran la carga del medio proporcionando H u OH segun sea el caso,
pero estos cambios de pH no afectan tan drasticamente a las
betalainas como si es el caso de las antocianinas, esto debido a que
las betacianinas no sufren escision hidrolitica (Reshmi et al., 2012).
Asimismo los pHs alcalinos reducen significativamente el color de la
solucion pasando de rojo a amarillo de rojo-violeta, esto promueve que
el espectro de absorbancia disminuya drasticamente, esto se explica
porque las betacianinas al ser inestables se isomerizan en a

betaxantinas (amarillo) en condiciones alcalinas (Reshmi et al., 2012).

La estimacion de los efectos se realizé por el método de YATES
(ver Anexo N°6) y la significancia se pudo obtener a partir de la
varianza de las réplicas; el nivel de confiabilidad es de un 95 %, cuyo

analisis referimos a continuacion:

— El efecto del factor temperatura (T°), es estadisticamente
significativo con un 95% de confiabilidad (Sgstimado= 0.435 >
Svates= 0.435), cuando el factor T° pasa de un nivel - a +, en

promedio en toda la region experimental.
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— El efecto del factor pH (H), es estadisticamente significativo con
un 95% de confiabilidad (Sestimado= 7.327 > Svates= 0.2716) y
favorece la recuperacion de betacianinas cuando el factor H
pasa de un nivel - a +, en promedio en toda la regién
experimental.

— El efecto del factor tiempo (8), es estadisticamente significativo
con un 95% de confiabilidad (Sestimado= 0.639 > Syaes= 0.2716)
y favorece la recuperacion de betacianinas cuando el factor H
pasa de un nivel - a +, en promedio en toda la region
experimental.

— El efecto del factor solvente (E), es estadisticamente no
significativo con un 95% de confiabilidad (Sgstimado= -3.813<
Svates= 0.2716) ya que disminuye la recuperacion de
betacianinas cuando el factor E pasa de un nivel + a -, en

promedio en toda la region experimental.
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4.1.4. Impacto de las condiciones de operacion sobre la capacidad

antioxidante.

Como parte del envejecimiento normal del organismo humano,
habitos de consumo y diversas enfermedades, se producen un nimero
considerable de sustancias quimicamente inestables, Ilamadas
especies reactivas de oxigeno en que su mayoria son conocidos como
radicales libres, en ese sentido los antioxidante son moléculas que
previenen la formacién descontrolada de radicales libres o inhiben sus
reacciones con estructuras celulares (proteinas carbohidratos, lipidos y
ADN (Kalt, 2005). Por esa razon, existe una gran interés en investigar
fuentes alternativas de antioxidantes naturales que ademas puedan ser
usados como pigmentos, dentro de este grupo se encuentra el

ayrampo especie del genero Opuntia.

La capacidad antioxidante en los extractos de ayrampo varia de
8.5 a 20.02 umol Trolox/ g (Tabla N°12). Estos resultados son
superiores a los encontrados por otros autores (Jorge & Troncoso,
2016). Cabe resaltar que estos autores extrajeron antioxidantes de
ayrampo utilizando como solvente agua y temperatura ambiente como

condiciones de extraccion.
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Tabla N° 12: Resultados del efecto de las condiciones de

operacion sobre la capacidad antioxidante.

oH Etanol | Temperatura | Tiempo | Capacidad antioxidante
(%) (°C) (min) (umol Trolox/g)
3 0 40 10 0.96
5 0 40 10 0.82
3 80 40 10 1.13
5 80 40 10 0.88
3 0 80 10 0.86
5 0 80 10 0.84
3 80 80 10 1.46
5 80 80 10 0.86
3 0 40 30 1.2
5 0 40 30 0.87
3 80 40 30 2.02
5 80 40 30 0.99
3 0 80 30 0.83
5 0 80 30 0.84
3 80 80 30 1.35
5 80 80 30 0.85
4 40 60 20 0.93
4 40 60 20 0.91
4 40 60 20 0.92
4 40 60 20 0.9

Fuente: Elaboracion propia (2017).
Los resultados son el promedio de 3 repeticiones y estan

expresados gramos de ayrampo Secos.
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Figura N° 13: Efecto de a temperatura y tiempo sobre la capacidad

antioxidante
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Fuente: Elaboracion propia (2017).

La Figura N°13, muestra la relacion inversamente proporcional
entre la temperatura y la capacidad antioxidante, el efecto de las altas
temperaturas sobre la capacidad antioxidante en betacianinas fue
demostrado por diversos autores, donde mencionan que temperaturas
mayores a 50°C reducen el contenido de betacianinas en los extractos
por fendmenos de isomerizacion y descarboxilacion de estos
compuestos (de Britto & Campana-Filho, 2007; Huang & von Elbe,
1983). Por otro lado los polifenoles que también son un grupo

importante que ofrecen capacidad antioxidante en los extractos de
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ayrampo, estan correlacionados con la temperatura de extraccion. Al
respecto Volf et al., (2014) mencionan que la degradacion se debe a la

oxidacion e hidrolisis de los polimeros de estos compuestos.

Este valor de la capacidad antioxidante guardd relacion directa
con el contenido de sus componentes bioactivos (vitamina C vy
polifenoles totales). Este comportamiento se explica porque la
capacidad antioxidante de un alimento se debe a la actividad
antioxidante de sus diferentes compuestos, tales como los polifenoles,
carotenos, antocianinas, acido acido ascérbico y otros, los que tendrian
un efecto sinérgico ante la capacidad antioxidante del fruto (Repo et al.,

2008).
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Figura N° 14: Efecto del pHy tiempo sobre la capacidad

antioxidante
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Fuente: Elaboracion propia (2017).

La Figura N°14 nos muestra el efecto del pH sobre la capacidad

antioxidante, se puede apreciar que pH’s acidos mejoran la capacidad
antioxidante en los extractos de ayrampo. Diversos autores mencionan
que los pHs &cidos favorecen la estabilidad de las betacianinas
(Reshmi et al., 2012). Por otro lado la estabilidad de los polifenoles
presentes en los extractos de ayrampo depende fuertemente de a
estructura del compuesto fendlico. Al respecto Friedman & Jiurgens
(2000) mencionan que el grupos fenolicos contienen un grupo OH e H

en el anillo bencénico, esto juega un rol muy importante al momento de
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evaluar a estabilidad de los polifenoles en diferentes niveles de pH. Por
ejemplo, El &cido gélico también es inestable a pHs elevados (pH > 5),
debido a la presencia de grupos OH fendlicos conjugados con el anillo
bencénico, estos grupos a pHs elevados se desionizan y/o desprotonan
del anillo bencénico, desestabilizando al polifenol y reduciendo la

capacidad antioxidante (Zeng, Ma, Li, & Luo, 2017).

Figura N° 15: Efecto del contenido de etanol y Temperatura sobre

la capacidad antioxidante
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La Figura N°15, muestra que los contenido de etanol menores al

50% favorecen la capacidad antioxidante Los altos contenidos de

etanol (>50%) promueven la degradacion de las betacianinas. La
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degradacion de betacianinas a concentraciones superiores al 40% de
etanol se debe a la isomerizacion de este pigmento en isobetanina,
este compuesto no presenta actividad antioxidante (Narkprasom et al.,
2012). La estimacion de los efectos se realizo por el método de YATES
(Anexo N°8) y la significancia se pudo obtener a partir de la varianza de
las réplicas, el nivel de confiabilidad es de un 95 % de confiabilidad,

cuyo analisis referimos a continuacion:

— El efecto del factor temperatura (T°), es estadisticamente
significativo con un 95% de confiabilidad (Sgstimado= 0.108 >
Svates= 0.01568), cuando el factor T° pasa de un nivel - a +, en
promedio en toda la region experimental.

— El efecto del factor pH (H), es estadisticamente significativo con
un 95% de confiabilidad (Sestimado= 1.119 > Syates= 0.01568) y
favorece la recuperacion de la capacidad antioxidante cuando
el factor H pasa de un nivel - a +, en promedio en toda la regién
experimental.

— El efecto del factor tiempo (0), es estadisticamente significativo
(Sestimado= 0.639 > Syaes= 0.01568) ya que favorece la
recuperacion de la capacidad antioxidante cuando pasa de un
nivel - a +, en promedio en toda la region experimental.

— El efecto del factor solvente (E), es estadisticamente no

SlgnlflcatIVO (SEstimad(): '0127 < SYateS: 001568) ya que
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disminuye la recuperacion de capacidad antioxidante cuando el
factor E pasa de un nivel + a -, en promedio en toda la region

experimental.

4.1.5. Efectos de las condiciones generalizadas.

a. Fenoles Totales
Con respecto al grafico mostrado a continuacion se puede
identificar que la mayor cantidad de fenoles encontrados se encuentra

en la muestra N° 2, y la menor cantidad se encuentra en la muestra

N°11.
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Gréafico N° 5: Efecto de las condiciones con respecto a la cantidad

de Fenoles promedio.
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Fuente: Elaboracion propia (2017).

Las condiciones de las muestras de mayor y menor cantidad de

fenoles se especificada a continuacion:
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Tabla N° 13: Condiciones realizadas a las muestras de mayor y

menor cantidad de fenoles.

Cantidad
de N° oH Etanol| Temp. |Tiempo l;ezg}ssdf;?;fjngg?
fenoles | EXp. (%) (°C) (min) seco)
Mayor 2 3 0 40 30 61.46
Menor 11 | 5 0 80 10 27.79

Fuente: Elaboracion propia (2017).

Gomez Alonso (2006), realizé una investigacién con respecto a la
optimizacion en la obtencion de extractos fendlicos bioactivos a partir
de orujo tinto, con el objeto de maximizar el rendimiento en fenoles
extraidos utilizando dosis de enzima, pH, temperatura de tratamiento y
composicion del agente extractante (etanol con diferentes porcentajes
de agua). Concluyendo que se realiz6 una doble extraccion con mezcla
hidroalcohodlica con 50% de etanol durante 15 min con agitacion
termostatizada a 40° C y una relacion soélido-liquido de 150g por 300 ml
de mezcla extractora en condiciones exentas de acidez. Consiguiendo
asi un rendimiento de extracto total del 5,6% y un rendimiento en
polifenoles del 1,52%. Como menciona Gomez (2006) y Desphande &
Cheryan (1985); el tiempo 6ptimo de la extraccién con respecto a los
fenoles totales, varian desde 15min hasta los 35 min a una temperatura

menor a 40°C. Es por ello que el presente trabajo de investigacion se
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utilizé parametros de temperatura a partir de 40°C, con tiempos desde

10 a 30 min.

Segun Khanna (1968) recomienda extraer fenoles con solventes
organicos, a la vez menciona que el tiempo de extraccion puede variar
desde 1min a 24 horas. El solvente organico mayormente utilizado es
el agua, es por ello que el presente trabajo de investigacion se trabajo
con dos solventes (etanol 96° y agua), cabe mencionar que la mayor
cantidad extraida de fenoles se obtuvo a una temperatura de 40°C y

utilizando como solvente 0:100 de etanol 96°:agua.

b. Betacianinas Totales

En el grafico N°2, se puede observar el nUmero de muestra que

obtuvo menor y mayor cantidad de betacianinas.
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Gréafico N° 6: Efecto de las condiciones con respecto a la cantidad

de betacianinas totales.

Efecto de las condiciones de extraccion.
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Fuente: Elaboracion propia (2017).

En el grafico mostrado pueden observar que la mayor obtencion
de betacianinas se obtuvo en la muestra N° 20, y la de menor cantidad
fue la muestra N 8, cuyas condiciones de extraccidbn se mostraran a

continuacion:

89



Tabla N° 14: Condiciones realizadas a las muestras de mayor y

menor cantidad de betacianinas totales.

. N° Etanol Temp. |Tiempo | Betacianinas
cantidad exp. | PH | 09 | (C) | (min) | (mg/g)
Mayor 20 4 40 60 20 6.94
Menor 8 3 80 80 30 1.4

Fuente: Elaboracion propia (2017).

Segun menciona Huaringa (2014), que a temperaturas alrededor

de 40°C, no influye significativamente sobre la estabilidad de
betacianinas; pero a temperaturas superiores a 60°C existe una
disminucion gradual, es por ello que visualizamos la menor cantidad de
betacianinas en la muestra N 8, cuyas condiciones de extraccion fueron

a una temperatura de 80°C.

Henriette (2008), menciona que a pH de 4 y 7, no presentan
ningn cambio con respecto a su color purpura, sin embargo a pH’s
menores a 3.5 sufren cambios de color, pero no llegan a hidrolizarse
por lo que se puede utilizar en alimentos acidos. Con respecto a la
temperatura menciona que a T>70°C existe un efecto en la estabilidad
de las betacianinas acelerando las reacciones de hidrolisis que dan
como productos el acido betalamico incoloro y otros productos de color
marron. Los resultados obtenidos como mayor cantidad de
betacianinas fueron a un pH 4 y teniendo una relacion de solvente

40:60 (etanol 96°:agua), se trabajo una temperatura 60°C que es
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menor a 70°C, es por ello que no existe la presencia del acido

betalamico.

Attoe y Von Elbe (1985), menciona que la estabilidad de las
betacianinas con respecto al calor, esta en funcibn de la acidez
teniendo valores de pH de 4 a 6, son favorables y resistentes a

tratamientos térmicos.

c. Capacidad antioxidante

En el grafico N°7, podemos observar el comportamiento de los

resultados promedio con respecto a la capacidad antioxidante.
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Gréafico N° 7: Efecto de las condiciones con respecto a la

capacidad antioxidante.
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Fuente: Elaboracion propia (2017).

Con respecto a la grafica N°3, podemos resaltar que la muestra
N°6 obtuvo mayor cantidad de capacidad antioxidante, cuyas

condiciones se encuentran a continuacion.
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Tabla N° 15: Condiciones realizadas a las muestras de mayor y

menor cantidad de capacidad antioxidante.

o . Capacidad
Cantidad | pH Et%nol Te{”p- Tiempo antioxidante
Exp. (%) (°C) (min) (umol Trolox/g)
Mayor 6 3 80 40 30 2.02
Menor 9 5 0 40 10 0.82

Fuente: Elaboracion propia (2017).

Dentro de la capacidad antioxidante se encuentra los polifenoles, y
betacianinas segun Leighton y Urquiaga (1998). Segun la investigacion
realizada por Montalvo (2016), menciona que se obtuvo mayor cantidad
de capacidad antioxidante en semillas de ayrampo (1,1 y 0.7 mmoles
de Fe-11/100g ff) utilizando el método FRAP mediante la prueba Mann-

Whitney.

Con respecto al presente trabajo de investigacién se aplicé el
método de ABTS adaptado por Arnao et al (2001), cuyos resultados
varian desde 0.82 a 2.02 pumol Trolox/g de ayrampo seco; comparando
estos resultados con los datos obtenidos por Montalvo (2016) serian

superiores.
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Gréafico N° 8: Efecto de las condiciones de extraccion con respecto a los fenoles totales, betacianinas y

capacidad antioxidante.
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Fuente: Elaboracion propia (2017).
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CAPITULO V
CONCLUSIONES

De acuerdo a las condiciones experimentales empleadas en este

trabajo, es posible concluir con respecto a:

Contenido de fenoles totales:

- Los parametros de temperatura, el % del solvente, pH y tiempo
influyen en la extraccion de pigmentos de ayrampo sobre el
contenido de fenoles totales teniendo una variabilidad de 27.79 a
61.46mg GAE/g de ayrampo seco.

- Concentraciones superiores al 50% de etanol 96°, promueve una
disminucion significativa sobre el contenido de fenoles.

- A pH’s <4.5 favorecen la extraccion y estabilidad de los fenoles
como también a temperaturas < 50°C.

- La desviacion estandar demuestra que existe influencia significativa

con respecto al pH y temperatura.
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Contenido de betacianinas:

- Los parametros de temperatura, el % del solvente, pH y tiempo
influyen en la extraccion de pigmentos de ayrampo sobre el
contenido de betacianinas totales teniendo una variabilidad de 1.40
a 6.94mg/g de ayrampo seco.

- A T° superiores de 60°C y sin proteccion de la luz, promueven la
degradacion de este compuesto.

- Las betacianinas son mas solubles en agua y a concentraciones no
mayores al 30% de etanol 96°.

- La desviacién estandar del disefio estadistico 2° demuestra que
existe influencia significativa con respecto al pH, tiempo vy

temperatura.
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Contenido de capacidad antioxidante:

- Los parametros de temperatura, el % del solvente, pH y tiempo
influyen en la extraccibn de pigmentos de ayrampo sobre el
contenido de capacidad antioxidante teniendo una variabilidad de
0.82 a 2.02umol Trolox/g de ayrampo seco.

- Atemperaturas >50°C promueve la degradacién de éste compuesto.

- A pH mayores que 5 promueve la degradacién de compuestos
fendlicos por ende disminuye su capacidad antioxidante de los
pigmentos de ayrampo.

- ElI 50% de etanol y 50% de agua (solvente) en la extraccion de
pigmentos, favorece la capacidad antioxidante.

- La desviacién estandar del disefio estadistico 2 demuestra que
existe influencia significativa con respecto al pH, tiempo vy

temperatura.
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CAPITULO VI
RECOMENDACIONES

Es importante realizar estudios complementarios acerca de la situacion
actual de los cultivos de ayrampo y su comercializacion en el pais; ya
gue, los datos que manejan las instituciones peruanas como el Ministerio
de Agricultura, el Ministerio de Comercio Exterior y Turismo y el Instituto
Nacional de Estadistica e Informatica, varian mucho entre si.

Es recomendable el secado del extracto de ayrampo de forma artificial ya
gue de esta manera no se altera la fisiologia de la misma y el ahorro del
factor tiempo es considerable.

Se recomienda trabajar con pigmentos de ayrampo en la elaboracion de
jugos, yogures entre otros productos por su estabilidad, por su solubilidad
en agua, por la manera de incorporase al alimento y por las
caracteristicas organolépticas estables que presenta el producto
terminado.

Se recomienda extraer pigmentos de ayrampo a una temperatura no
mayor a 50°C, en pH acidos y como solvente de extraccion utilicen etanol

no mayor al 30%.
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ANEXOS

Anexo N° 1: Panel fotografico.

Fotografia N° 1: Semillas de ayrampo
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Fotografia N° 2: Estufa utilizada para secar las semillas de ayrampo.

Fotografia N° 3: Materiales utilizados para la extraccién del colorante.
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Fotografia N° 4: Agitadores magnéticos trabajando a 750rpm a
diferentes temperaturas.
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Fotografia N° 6: Envases conteniendo el extracto de semillas de
ayrampo.

Fotografia N° 7: Tubos de ensayos con los extractos de ayrampo,
preparadas pararealizar los analisis.
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Fotografia N° 8: Muestras con extracto de semillas de ayrampo.
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Fotografia N° 9: Tubos con muestras para realizar los analisis.
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Anexo N° 2: Curvay ecuacion del &cido galico para calcular los
compuestos fendlicos.

Curva Acido Galico

0.9
0.8 y =8.4227x + 0.0179
0.7 R*=0.9973

Absorbancia

0 0.02 0.04 0.06 0.08 0.1 0.12

Concentracion (mg/mL)

De acuerdo a la gréfica, se obtiene la siguiente ecuacion:

Absorbancia = 8,4227 * Concentracion + 0,0179
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Concentracion de Trolox (uM)

Anexo N° 3: Curva de Trélox
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y=1.1504x - 0.0141
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Anexo N° 4: Resultados del examen fisicoquimico de las semillas de

ayrampo.
UNIVERSIDAD CATOLICA DE SANTA MARIA ..-""..1"""-.
FACULTAD DE CIEMCIAS FARMACEUTICAS, BIDOLUIMICAS ¥ BIOTECHOLDGICAS ’
LABORATORI DE ENEAYD Y CONTROL DE CALIDAD ?
_ﬂ-.\.” wu—-ﬁmmnm!rmn Hmllllﬂlﬁwﬂu — ....;

i ¥
AHECIERS | =EN])

INFOIRME DE ENSAYD
H* DE INFORME: ANADZLAE.00248T

HNombra del Cliemts : ALEJAHNDRA GABRIELA YLUCRA
Direccian del Cllents I PLATAFDRMA M2 LOTE 1 SAN FRAMNCESCD
RUC : W CORRESFOMNDE

Condicitn del Musslreads : POR EL CLIENTE

Descripeldn : AIRAMPO EN SEMILLA

Tamako de muestra 280D

Facha de Fscapeidn s A0S

Facha de Indcie del Ensaya s IR2M220ME

Fecha de Emisidn de Informe  © DBMZ/2HME
:1de

[ AMALISIS FISICO = QUIICO:

AMALEEIE REEULTADD
HETERMINACION O SRAGA 7]
Adaptado del Mitodo grandmatrics NTP 209,253 2001 1,50
| DETERMINACION OE PROTEIMAS (%)
Méindo Kjeidahi, A.0.A.C. Oicial Mathads of Anslysis 13 fh Edition, 1854, 585
HETERMINACIEN O CENIZA 7]
Métndo gravimétrion sdaptada de NTP 208 365,200 200
| DETERMINACICN OE HUME DAD [35) OMcal Methods of Anaysis, 1550,
UBA. g WD 1011,
DETERMINACICH DE E ™
Missanics Cocidos De Risconestucion Instaménea, Por cdiculs 88,70
ERERGIA TOTAL fioal %)
(Tabla D Comgssaicon De Almentos Indusiralizados Lima 2002 MIKSA] 7,26

OBSERVACIONES:

- Eats docaamento al per emmiido ein el slmbols de aorediac®n, no & encssnirn dento del maro de la
meradingin slorgds por INACAL -0n.

- Lén nasukadis emitidos on el presente indoma &3 ralesionan (ficimants a les mussims ensayadas y
na deben w8 ulizados como wna cerficacitn de confomiadsd o0 nonmEs de products O oMo
caitiicady del sistema de clidad de la entidad que o poduce. Exe dotumemio no debe ser
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Anexo N° 5: Método de YATES (Fenoles Totales).

H | Etanol | Temp. | Tiempo S.
?H) ©) (T)p (e)p R 1 2 3 Efecto | >
- - - - 48.66 79.28 | 167.18 | 315.62 X 19.726
+ - - - 30.62 87.90 | 148.43 | 359.86 H 44,982
- + - - 49.49 73.58 | 186.19 | -54.33 E -6.791
+ + - - 38.41 74.85 | 173.67 -7.45 HE -0.931
- - + - 45.79 94.31 | -29.12 9.89 T 1.237
+ - + - 27.79 91.88 | -25.21 10.25 HT 1.281
- + + - 41.03 85.00 | -45.54 17.76 ET 2.220
+ + + - 33.83 88.67 | -34.23 7.46 HET 0.932
- - - + 61.46 | -18.04 | 8.62 -18.75 0 -2.344
+ - - + 32.85 | -11.08 | 1.27 -12.52 oH -1.565
- + - + 5440 | -18.01 | -2.43 3.91 OE 0.489
+ + - + 37.48 -7.20 3.68 4.32 OEH 0.539
- - + + 51.06 | -28.62 | 6.96 -7.98 T0 -0.998
+ - + + 33.94 | -16.92 | 10.81 6.10 HTO 0.763
- + + + 52.89 | -17.12 | 11.69 3.85 ETO 0.481
+ + + + 35.78 | -17.11 | 0.01 -5.68 HET®6 -0.710
Leyenda

pH (H)
Etanol (E)
Temperatura | (T)
Tiempo (C))
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Anexo N° 6: Puntos centrales (Fenoles).

pH (H) | Etanol (E) | Temp (T) | Tiempo (8) R

0 0 0 0 47.37
0 0 0 0 45.09
0 0 0 0 45.93
0 0 0 0 46.61

Desv. Estandar: 0.97035

S.efecto: 0.48518; dato *2

Donde k: 2 (a=0.95) nivel de significancia
Se cumple:

S estimado > k*S. efecto (Es significativo)
S estimado > 0.970 (Es significativo)
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Anexo N° 7: Método de YATES (Betacianinas).

?HI_; Etgzn)OI Te(r_p)p. Tle(ren)po R 1 2 3 Efecto Estimado
- - - - 10.00 | 13.00 | 26.69 53.89 X 3.368
+ - - - 3.00 13.69 | 27.20 58.62 H 7.327
- + - - 11.00 | 12.21 | 3545 | -30.50 E -3.813
+ + - - 2.70 1499 | 23.16 | -30.94 HE -3.868
- - + - 8.97 15.19 | -15.30 3.48 T 0.435
+ - + - 3.24 20.27 | -15.20 7.26 HT 0.908
- + + - 12.23 | 10.49 | -19.09 -5.04 ET -0.630
+ + + - 2.76 12.67 | -11.86 | -3.20 HET -0.400
- - - + 11.33 | -7.00 0.70 511 C) 0.639
+ - + 3.86 -8.30 2.78 -12.29 6H -1.536
- + + 15.94 | -5.73 5.08 0.09 6E 0.012
+ + - + 4.33 -9.47 2.18 7.23 6EH 0.304
- - + + 7.95 -7.47 -1.30 2.08 T6 0.260
+ - + + 255 | -11.61 | -3.74 -2.90 HTO -0.363
- + + 9.56 -5.40 -4.14 -2.44 ETO -0.305
+ + + + 3.11 -6.46 -1.06 3.08 HET®O 0.385

Leyenda
pH (H)
Etanol (E)
Temperatura | (T)
Tiempo ()
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Anexo N° 8: Puntos centrales (Betacianinas)

pH Etanol Temp. | Tiempo R
(H) (E) (M) (6)
0 0 0 0 9.12
0 0 0 0 9.71
0 0 0 0 9.43
0 0 0 0 9.68

Desv. Estandar: 0.2716

S.efecto: 0.1358;

Donde k: 2 (a=0.95)

Se cumple:

S estimado > k*S. efecto (Es significativo)
S estimado > 0.2716
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Anexo N° 9: Método de YATES (Capacidad antioxidante).

pH (H) Et(aEn)ol Te('jlj)p' Tle(ren)po R 1 2 3 Efecto | Estimado
- - - - 0.96 1.78 3.80 7.82 X 0.489
+ - - - 0.82 2.02 4.02 8.95 H 1.119
- + - - 1.13 1.70 5.08 -1.01 E -0.127
+ + - - 0.88 2.33 3.87 -1.85 HE -0.232
- - + - 0.86 2.07 -0.39 0.86 T 0.108
+ - + - 0.84 3.01 -0.63 1.47 HT 0.183
- + + - 1.46 1.67 -1.36 -0.69 ET -0.087
+ + + - 0.86 2.20 -0.49 -0.14 HET -0.018
- - - + 1.20 -0.14 0.24 511 0 0.639
+ - - + 0.87 -0.25 0.63 -1.21 OH -0.151
- + - + 2.02 -0.02 0.94 -0.24 6E -0.029
+ + - + 0.99 -0.60 0.53 0.09 0EH 0.011
- - + + 0.83 -0.33 -0.12 0.39 TO 0.049
+ - + + 0.84 -1.04 -0.58 -0.41 HTO -0.012
- + + + 1.35 0.01 -0.71 -0.46 ETO -0.018
+ + + + 0.85 -0.50 -0.52 0.20 HET®O 0.023
Leyenda

pH (H)

Etanol (E)

Temperatura | (T)

Tiempo (C))
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Anexo N° 10: Puntos centrales (Capacidad antioxidante).

pH (H) | Etanol (E) | Temp. (T) | Tiempo (0) R

0 0 0 0 0.93
0 0 0 0 0.91
0 0 0 0 0.92
0 0 0 0 0.90

Desv. Estandar: 0.01568

S.efecto: 0.00784,

Donde k: 2 (a= 0.95)

Se cumple:

S estimado > k*S. efecto (Es significativo)
S estimado > 0.01568 (Es significativo)
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Anexo N° 11: Resultados de las repeticiones realizadas para cada

analisis.

Andlisis de fenoles totales con 03 repeticiones

FENOLES
| | Eenol | Temperatura | Tempo | g | gy | R3 | promedio
1 - - - - 48.55]49.55|47.88| 48.66
2 + - - - 30.45|29.88|31.53| 30.62
3 - - - 48.95/49.85|49.68| 49.49
4 + - - 38.45|38.95(37.83| 38.41
5 - - + - 4555|44.98|46.85| 45.79
6 + - + - 27.85|27.35(28.16| 27.79
7 - + - 40.52|41.33|41.23| 41.03
8 + + - 33.28(34.11|34.09| 33.83
9 - - - + 60.89|62.18|61.32| 61.46
10 + - - + 32.45|32.65|33.44| 32.85
11 - - + 54.89|54.24 | 54.07 54.4
12 + - + 37.89(38.01|36.53| 37.48
13 - - + + 50.89|49.88| 52.4 51.06
14 + - + + 33.92(34.02|33.88| 33.94
15 - + + 52.85|53.15|52.67| 52.89
16 + + + 35.48|35.89|35.98| 35.78
17 4 40 60 20 47.62|47.69| 46.8 47.37
18 4 40 60 20 44.17| 45.2 | 45.9 45.09
19| 4 40 60 20 459 145.98| 45.9 | 45.93
201 4 40 60 20 45.99|46.87|46.98| 46.61
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Andlisis de betacianinas con 03 repeticiones

BETACIANINAS

i |pH (H) | Etanol (E) | Temperatura (T) | Tiempo (6) | R1 | R2 | R3 |Promedio
1 - - - - 3.04/3.04|3.31| 3.13
2 + - - - 495/4.95/4.89| 4.93
3 - + - - 165182145, 1.64
4 + - - 3.95/3.82|3.76| 3.84
5 - - + - 2.4212.08(1.88| 212
6 + - + - 2.38|2.37|2.35| 2.37
7 - + - 1.32| 1.7 (148 151
8 + + + - 188143181 1.71
9 - - - + 3.54| 3.8 |356| 3.63
10| + - - + 5.82|5.78|5.83| 5.81
11 - - + 1.48|1.43|1.52| 1.48
12| + - + 466|4.18|/4.24| 4.36
13 - - + + 1.89|1.56| 1.9 1.78
14| + - + + 4.16|4.63|4.31| 4.37
15 - + + + 1.45|1.32(1.42 14
16| + + + + 112192135 1.46
17| 4 40 60 20 6.13/6.12|6.15| 6.13
18| 4 40 60 20 6.62|6.62|6.63| 6.62
19| 4 40 60 20 6.8 |6.81/6.81| 6.81
20 4 40 60 20 6.93|6.94|6.94| 6.94
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Cuadro N° 3: Andlisis de capacidad antioxidante con 03 repeticiones

CAPACIDAD ANTIOXIDANTE

i |pH (H)|Etanol (E) | Temperatura (T) | Tiempo (6) | R1 | R2 | R3 |Promedio
1 - - - - 1.02{0.91/0.95| 0.96
2 + - - - 0.78/0.85/0.83| 0.82
3 - - 1.05|1.25| 1.1 1.13
4 + - - 0.81/0.95/0.88| 0.88
5 - - + - 0.92/0.88|0.78| 0.86
6 + - + - 0.88/0.81|0.82| 0.84
7 - + 1.56|1.38|1.45 1.46
8 + + - 0.78/0.89|0.92| 0.86
9 - - - + 1.151.25|1.19 1.2
10| + - + 0.79/0.88|0.94| 0.87
11 - - + 1.95|2.05[{2.07| 2.02
12| + - + 1.03|/0.98{0.95| 0.99
13 - - + + 0.75/0.89/0.85| 0.83
14| + - + + 0.82]/0.91| 0.8 0.84
15 - + + 1.42{1.29(1.34| 1.35
16| + + + 0.81/0.89/0.84| 0.85
17| 4 40 60 20 0.91/0.95/0.93| 0.93
18| 4 40 60 20 0.95/0.87|/0.92| 0.91
19| 4 40 60 20 0.9 |0.96| 0.9 0.92
20| 4 40 60 20 0.91| 0.8 |0.98| 0.90
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Anexo N° 12: Analisis de Varianza.

Cuadro N° 4: Andlisis de Varianza para Capacidad antioxidante

Fuente Suma de Gl |Cuadrado Medio |Razén-F |Valor-P
Cuadrados

A:pH 0.511225 1 (0.511225 36.08 0.0039
B:Temperatura [0.060025 1 ]0.060025 4.24 0.0187
C:Etanol 0.3364 1 |0.3364 23.74 0.0082
D:Tiempo 0.081225 1 1]0.081225 5.73 0.0482
AB 0.0256 1 ]0.0256 1.81 0.0201
AC 0.225625 1 ]0.225625 15.92 0.0163
AD 0.0441 1 1]0.0441 3.11 0.0125
BC 0.000025 1 ]0.000025 0.00 0.0385
BD 0.1296 1 |0.1296 9.15 0.0390
CD 0.024025 1 ]0.024025 1.70 0.2628
ABC 0.0049 1 ]0.0049 0.35 0.5881
ABD 0.075625 1 ]0.075625 5.34 0.0820
ACD 0.0169 1 1]0.0169 1.19 0.3362
BCD 0.04 1 (0.04 2.82 0.1682
ABCD 0.027225 1 (0.027225 1.92 0.2380
Error total 0.05668 4 10.01417

Total (corr.) 1.65918 19

Cuadro N° 5: Andlisis de Varianza para Betacianinas

Fuente Suma de Gl |Cuadrado Medio |Razé6n-F |Valor-P
Cuadrados
A:pH 235.853 1 |235.853 48.47 0.0022
B:Temperatura |8.68776 1 |8.68776 1.79 0.0224
C:Etanol 7.19581 1 |7.19581 1.48 0.0298
D:Tiempo 1.39831 1 ]1.39831 0.29 0.0203
AB 3.35806 1 |3.35806 0.69 0.0428
AC 6.54081 1 |6.54081 1.34 0.0308
AD 0.0115562 1 ]0.0115562 0.00 0.0355
BC 0.0430562 1 |0.0430562 0.01 0.0296
BD 10.224 1 1|10.224 2.10 0.0208
CD 0.888306 1 |0.888306 0.18 0.0912
ABC 0.0264063 1 ]0.0264063 0.01 0.9448
ABD 3.17731 1 |(3.17731 0.65 0.4644
ACD 0.00140625 1 ]0.00140625 0.00 0.9873
BCD 1.55626 1 |1.55626 0.32 0.6019
ABCD 1.91131 1 |1.91131 0.39 0.5648
Error total 19.4623 4 |4.86558
Total (corr.) 300.335 19
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Cuadro N° 6: Andlisis de Varianza para fenoles totales

Fuente Suma de Gl |Cuadrado Medio |Razén-F Valor-P
Cuadrados
A:pH 1123.59 1 |1123.59 81.91 0.0008
B:Temperatura [61.0742 1 |61.0742 4.45 0.0125
C:Etanol 7.75623 1 |7.75623 0.57 0.0439
D:Tiempo 122.324 1 (122.324 8.92 0.0405
AB 14.478 1 |(14.478 1.06 0.0323
AC 54,2432 1 |54.2432 3.95 0.0176
AD 40.4496 1 |40.4496 2.95 0.0111
BC 0.0961 1 |0.0961 0.01 0.0373
BD 2.41803 1 |2.41803 0.18 0.6962
CD 4.68723 1 |4.68723 0.34 0.0402
ABC 3.8416 1 |3.8416 0.28 0.6247
ABD 3.40402 1 |3.40402 0.25 0.6445
ACD 2.29522 1 |2.29522 0.17 0.7035
BCD 11.2896 1 |11.2896 0.82 0.4156
ABCD 15.0544 1 |15.0544 1.10 0.3539
Error total 54.8674 4 (13.7168
Total (corr.) 1521.87 19
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Anexo N° 13: Diagrama de Pareto para Capacidad antioxidante.
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Anexo N° 14: Diagrama de Pareto para Fenoles totales.
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Anexo N° 15: Diagrama de Pareto para Betacianinas.

A:pH

BD
B:Temperatura
C:Etanol
AC

AB

BC

AD

ABD
D:Tiempo
CcD

ABCD
ABC

BCD

ACD

°"“DDIH

4
Efecto estandarizado

128

il

'+



