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RESUMEN

El presente trabajo de investigacion tiene por objetivo la Obtencién de Extracto de
Antocianinas de Arandano, dirigido al aprovechamiento de la baya de Arandano como

fuente potencial de Antocianinas naturales Antioxidantes.

El proceso de Extraccion de Antocianinas de Aradndano se realiza mediante agitacion
mecanica con etanol acidulado con acido citrico como solvente y filtracion al vacio,
con papel Whatman # 42, para despues realizar el concentrado al vacio del Extracto de

Antocianinas en un Evaporador Rotativo.

Los factores que se evaltan para analizar el rendimiento de la extraccién son: pH; 3,5
y 4, estado de la materia prima; fresco y congelado, relacién soluto-solvente; 1:2 y 1:3

g/ml.

El analisis estadistico de los resultados se realiza mediante el programa SPSS 18,0, a
través de un disefio factorial de 23. Como variable respuesta se toma el rendimiento

porcentual de Antocianinas obtenidas en el proceso de extraccion.

El mejor rendimiento se obtiene trabajando con pH 4, con Arandano fresco y una
relacion soluto-solvente 1:3 g/ml, la concentracion del extracto es: 103,2/100 mg de

Antocianina en ml de extracto.

Definido el mejor experimento se realiza el balance de materia y energia. Con los datos
respectivos, se obtiene 19,96 g de extracto a partir de 50,503 g de Arandano.

La caracterizacion de la materia prima Arandano Fresco y el producto Extracto de

Antocianinas de Arandano, se realiza mediante analisis fisicoquimico.

Las concentraciones de Antocianinas Monomeéricas presentes se evallan mediante
Espectrofotometria UV-Vis, método de pH diferencial. Las concentraciones de

Cianidina se evaltan mediante el método HPLC.

Donde los resultados se muestran en la siguiente tabla:



Resultados de analisis en la Materia Prima y Producto

Parametros Arandano Extracto de Antocianinas
Fresco. de Arandano.
Humedad (%) 83,04 75,71

Fibra No detectado No detectado
Ceniza (%) 0,97 0,28
Proteina (%) 0,98 1,14
Grasa (%) 0,10 No detectado
AzUcares (%) 11,84 28,58
Acidez (%) 0,006 0,28
pH 3,33 2,95
Densidad 1,0058 1,032

Antocianinas

Monoméricas 97,73 mg/100 g

103mg/100 ml

Cianidina

1,4 mg/100 g 7,503 mg/100ml

Fuente: Elaboracion propia, 2019.

El color del Ardndano y el Extracto de Antocianinas de Arandano se analiza con un
medidor de colorimetria CR-400, mediante lectura directa de las coordenadas CIE

L*a*b*,
Que ubican a los colores en las siguientes coordenadas con su respectiva tonalidad:
Aréandano: L* =19,205; a* =-0,15; b*=-1,27, tonalidad azul.

Extracto de Antocianinas: L* =21,22; a*=6,21; b*=2,11, tonalidad rojiza.
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I. CAPITULO
INTRODUCCION
1.1. Antecedentes

Las Antocianinas fueron conocidas durante siglos como el color de la savia de las
células, en 1835 Ludwig Marquart propuso el término Antocianina derivado de las
palabras griegas: Antho que significa flor y Kyanos que significa azul oscuro (Xiaonan
Sui, 2017)

En 1927 el farmacéutico aleman Adolf T. Lewandoski utiliza el término Antocianina

para describir el pigmento azul de la col lombarda (Brassica oleracea).

En 1970 se inici6 la produccion a escala industrial de Antocianinas. EL pionero fue
Chr. Hansen, en su centro situado a las afueras de Montpellier, en medio de la zona de
vifiedos del sur de Francia. Las primeras Antocianinas se extrajeron de la piel de la uva,

la grosella negra y de la baya de Sauco (Laurentis, 2014).

En los ultimos afios el interés por los pigmentos antocidnicos, y su investigacion
cientifica, se ha incrementado debido al color que confieren a los productos que los
contienen, sus propiedades farmacologicas y terapéuticas. En el paso del sistema
digestivo al sistema circulatorio, las Antocianinas permanecen intactas y ejercen
efectos terapéuticos que influyen en la prevencion de enfermedades coronarias,
cancerigenas, neuroldgicas, circulatorias, inflamatorias y diabéticas; ademas de
mejorar la agudeza visual y el comportamiento cognitivo. Estos efectos terapéuticos de
las Antocianinas estan relacionados con su actividad antioxidante (Aguilera Ortiz,
2011).

En Bolivia, no existen industrias ni empresas dedicadas a la produccion y

comercializacion de Extracto de Antocianinas.

En el Instituto de Investigaciones Quimicas de la Facultad de Ciencias Puras y

Naturales de la Universidad Mayor de San Andrés de Bolivia, se realizaron



investigaciones para caracterizar las Antocianinas en diferentes frutos y vegetales. Por

ejemplo: Antocianinas en oca, papa y maiz morado.

Entre estos estudios no existen antecedentes de investigaciones relacionadas a

Antocianinas de Arandano.

Las fuentes naturales de Antocianinas se encuentran ampliamente distribuidas en
vegetales, frutas, cereales de color rojo hasta azul morado, como es el caso de los
pigmentos rojos en rabanos, cebollas rojas, cerezas, frambuesas, Arandanos, uvas entre
otros. (Castafieda & Beltran, 2015).

Tabla I- 1: Contenido de Antocianinas en Fuentes Naturales

o Contenido de antocianinas
Fuente de antocianinas

(mg/100 g)
Cebolla roja 23,3-48,5
Fresas 19 -55
Aréndano rojo 67 — 140
Mora 82,5-325,9
Aréandano (Vaccinium myrtillus L.) 300-1017
Arandano (Vaccinium corymbosum L.) 61,8 — 438
Maiz rojo 1642
Baya de sauco 664-1816

Fuente: Pascual Teresa, 2010.

“El Arandano es una fuente potencial de Antocianinas Naturales Antioxidantes”.

Deineka, Sorokopudov, Deineka, Shaposhnik y Koltsov (2005) reportaron 29 mg y



Moldovan, David, Chisbora y Cim- poiu (2012) encontraron 35.6 mg de Antocianinas

por 100 g de Arandanos.

Los resultados varian porque los Arandanos provienen de diferentes regiones de
Europa, por lo tanto su composicion puede variar debido a las diferentes condiciones

como la humedad, tipo de suelo, clima, etc. (Castafieda & Beltran, 2015).

El proceso tecnoldgico mas utilizado para la extraccién de Antocianinas es la

extraccion sélido-liquido. Sin embargo, es de destacar la existencia de otros procesos.

Cientificos japoneses desarrollaron un proceso alternativo que consiste en extraer las
Antocianinas mediante la fermentacion de las matrices que las contienen a nivel

comercial (Fennema, 2000).

En relacidn a la extraccién, Rodriguez y Wolstrad (2001) sefialan que el caracter polar
de lamolécula de Antocianina permite su solubilidad en variados solventes, tales como
alcoholes, acetona y agua. Su estabilidad es afectada facilmente por modificaciones
estructurales con grupos hidroxilo, metoxilo, glucésidos y, especialmente, grupos
acilos y factores como la temperatura, pH, la luz (Francis y Markakis, 1989; Wrolstad,
2000).

1.1.1. Mercado: Aspectos Generales
1.1.1.1. Demanda de Antocianinas

Las Antocianinas pueden ser demandadas como colorante para la pigmentacién de
alimentos o por sus propiedades antioxidantes. Como colorante se puede encontrar una

demanda extensa de los siguientes paises, que se muestran en la figura 1-1.

El mercado de los productos organicos, y en especifico de los colorantes naturales, esta
en crecimiento ofreciendo oportunidades de exportacion y progreso para los paises en
via de desarrollo. Segun un informe difundido por: Leather Food Research, a mediados
de la proxima década, el valor del mercado mundial de este producto, tendra un

aumento del 10%.



Figura 1- 1: Paises que Demandan Antocianinas
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La demanda de colorantes naturales a nivel mundial es alrededor de 40.000 a 50.000
toneladas (Leather Food Research, 2010). Siendo los mayores consumidores Japén y

Estados Unidos.
1.1.1.2. Oferta de Antocianinas

La oferta de Antocianinas como colorante natural se realiza por los paises mostrados

en la figura 1-2, de los que resalta China, Espafia y E.E.U.U como mayores ofertantes.
Figura 1- 2: Paises que Ofertan Antocianinas
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En Europa existe mayor oferta de antocianinas, la empresa que lidera la oferta de
Antocianinas es Chr. Hansen, cuenta con una extensa red de aprovisionamiento de
colorantes naturales en Francia, Italia y Espafia y ofrece productos acabados segun las
normas de alta calidad de la industria alimentaria. (Laurentis, R. 2014).

1.1.1.3. Precios de Antocianinas

Europa es reconocida como el mayor ofertante de Antocianinas. Para realizar un
analisis de precios se toma en cuenta las empresas, mencionadas en la tabla I- 2, las

gue muestran el precio en Euros de la cantidad respectiva de Antocianinas.

Tabla I- 2: Empresas y Precios que Ofertan Colorantes de Antocianinas

Cantidad Precio
Empresa Procedencia

Polvo (Kg) (Euros)
Andicol Espafia 1 2500
Astek S.A. Colombia 1 2600
Colsabor S.A.S. Colombia 0,25 600
Concentrados la delicia S.A.S. Colombia 0,5 1100
Totalquimicos SM Ltda Peru 1 3800
Productos el arriero Cia-Ltda Colombia 0,25 1100

Fuente: Gaviria Mejia, 2012.

Respecto al Mercado Nacional, se expende extracto de Antocianinas de Arandanos, en
las farmacias con un precio de 155 Bs (bolivianos) las 100 capsulas, que contiene cada

una 60 mg de extracto al 15% de pureza respecto a Antocianinas.



Figura 1-3: Antocianinas Expendidas en el Mercado Nacional

Fuente: Elaboracion propia, 2018

La marca GNC “General Nutrition Coporation” procedente de Estados Unidos es quien

suministra Extracto de Antocianinas al Mercado Nacional.

El precio es de 155 Bs por 6 g de Extracto de Antocianinas de Arandano, que equivale
26 Bs cada 1gr de Extracto de Antocianinas de Arandano en estado solido para el
mercado nacional de Bolivia.

Segun la pureza del extracto expendido cada 1 gr de Antocianinas equivale a 173 Bs.



1.2. Objetivos

Los objetivos que se persiguen durante la realizacion de la investigacion son:

1.2.1. Objetivo General

Obtener Extracto de Antocianinas de Arandano (Vaccinium corymbosum L.) cultivado

en el Valle Central de Tarija.

1.2.2. Objetivos Especificos

Caracterizar la materia prima Arandano cultivado en el Valle Central de Tarija para
la Obtencion de Extracto de Antocianinas (pH, solidos solubles, Antocianinas
Monoméricas, Color.)

Seleccionar el método y disefiar el proceso tecnoldgico de Obtencion de Extracto de
Antocianinas de Arandano (Vaccinium corymbosum L.)

Ejecutar la fase experimental del proceso tecnoldgico de Obtencion de Extracto de
Antocianinas de Arandano.

Realizar Balance de Materia y Energia en el proceso tecnoldgico de Obtencion de
Extracto de Antocianinas de Arandano.

Determinar el rendimiento del proceso tecnoldgico experimental utilizado para la
Obtencion de Extracto de Antocianinas de Arandano, cultivado en el Valle Central
de Tarija

Caracterizar el producto obtenido de Extracto de Antocianinas de Arandano,
cultivado en el Valle Central de Tarija (pH, solidos solubles, Antocianinas
Monomeéricas, Color).

Presentar, analizar y valorar los resultados del proceso tecnolégico experimental de
Obtencion de Extracto de Antocianinas de Arandano, cultivado en el Valle Central

de Tarija



1.3. Justificacion

Gracias a la tendencia mundial del consumo hacia lo natural y organico, empresas,
grupos de investigacion y los mismos gobiernos, se han esforzado en el desarrollo de
nuevos aditivos naturales de acuerdo con la diversidad de cada zona, se pueden extraer
de frutos, hojas, tallos y flores. Todo con el fin de innovar en los procedimientos que
reduzcan el impacto ambiental y los dafios en la salud humana que se presentan debido
a la cantidad de productos quimicos contenidos en los productos consumidos

diariamente por el hombre. (Gaviria Mejia & Mejia, 2012)

Aprovechando la gran importancia a nivel mundial de Arandano, la incursion del
cultivo en Tarija, la demanda por su elevado contenido de Antocianinas y sus
propiedades Antioxidantes, se toma en cuenta esta valiosa fruta para la obtencion de
un producto alto en contenido de las mismas, como es el “Extracto de Antocianinas de

Arandano”.

En la actualidad existe la tendencia de utilizar los extractos antocidnicos sin necesidad
de realizar la separacion de los distintos componentes, debido a que todos ellos, no sélo
los colorantes, presentan propiedades antioxidantes (WordPress, 2018), por lo que es
necesario desarrollar una técnica para la Obtencion de Extracto de Antocianinas de

Arandano.

Con el presente trabajo de investigacion: “Obtencion de Extracto de Antocianinas de

Arandano” se pretende:

- Presentar al mercado nacional “Colorante Natural de Arandano” como un producto
novedoso, que puede remplazar a los colorantes artificiales. Un colorante natural
enriquecido de Antioxidantes, Antocianinas y otros compuestos que son beneficiosos

para la salud humana.

-Entregar a la industria farmacéutica de Bolivia, un método para la Obtencion de
Extracto de Antocianinas que actuara como principio activo para el desarrollo de
distintos farmacos, que puedan coadyuvar a contrarrestar la cistitis, la diabetes, la



obesidad, el envejecimiento, el cancer, reducir riesgos cardiovasculares, oculares y

neuronales.

- Fortalecer un area productiva de importancia estratégica para la produccion agricola
boliviana, presentando otras aplicaciones y potenciales mercados para extractos que se
obtienen a partir de materias primas que se cultivan en el pais como es el caso de los

Arandanos.

- Incentivar la realizacion de Estudio de Pre-factibilidad y Factibilidad para instalar una
“Planta de Obtencion de Extracto de Antocianinas de Arandano y productos afines en

la ciudad de Tarija”.

Es posible obtener extracto de Antocianinas de distintas fuentes naturales, sin embargo,
el Extracto de Antocianinas de Arandano a diferencia de otros. Presenta grandes
propiedades para la salud humana, debido a los otros componentes polifenoles que

contiene el extracto, como principio activo para farmacos y cosméticos.

El extracto contiene acidos, como el acido arbutdsido que posee un gran poder para
combatir las infecciones en el organismo humano, en especial las urinarias. También
podemos mencionar el acido elagico (derivado de la familia de los taninos), sirve para
prevenir el dafio causado por los rayos UV, lo que reduce la aparicion de arruga
(Ravazzani, 2014).

Si hacemos referencia al extracto de Antocianinas de Aradndano para utilizarlo como
colorante, podemos destacar el aromay el sabor agradable, ademas de sus propiedades
beneficiosas para la salud, utilizando este colorante para alimentos y bebidas,
remplazando a los colorantes artificiales y sintéticos que son nocivos para la salud.
(Martinez, 2018).

El Arandano conocido como la super fruta, es dificil de cultivar porque necesita de
tierra, amplitud térmica y otras condiciones especificas. El departamento de Tarija es
un lugar 6ptimo para el cultivo de Ardndano, produce entre 200 y 300 toneladas/afio
de Arandano.
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Con el presente proyecto se quiere incentivar a la agroindustria, a crear mayores fuentes
de trabajo en cuanto a cultivos y cosechas, ademas de una mayor produccion dada por

una mayor demanda de materia prima (Marcal, 2018).

Por lo mencionado, el presente proyecto de investigacion, plantea expectativas a una

factibilidad aceptable, para la “Obtencion Extracto de Antocianinas de Ardndano”



CAPITULO II

CONSIDERACIONES DE LA MATERIA
PRIMA'Y EL PRODUCTO EXTRACTO DE
ANTOCIANINAS
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Il. CAPITULO

CONSIDERACIONES DE LA MATERIA PRIMA Y EL PRODUCTO
EXTRACTO DE ANTOCIANINAS

2.1. Materia Prima: Arandano

Desde la antigiiedad, especialmente en las tribus indigenas americanas, se conoce la
existencia de Arandanos como frutos silvestres del bosque, los que eran utilizados para
tratar distintas enfermedades (Agrogojar , 2018).

El Arandano es el fruto de una planta arbustiva perteneciente a la familia botanica de
las Ericéceas, que crece, de manera silvestre en las regiones frias de Norteamérica y
Europa (Mufioz, 1988).

Es un arbusto que, dependiendo de la especie, puede alcanzar alturas dentro de un
intervalo de 0,5 a 7 metros. Los menores a un metro, tienen la habilidad de formar
colonias extensas, debido a que las raices rizotomosas emiten brotes vegetativos. Las
especies que alcanzan alturas mayores a 1,5 m. Por el contrario, no tienen rizomas, pero
la raiz tiene la capacidad de emitir brotes adventicios, por lo que generalmente estan

desprovistas de un tronco Unico y forman coronas de brotes multiples (Mufioz, 1988).

Figura 2- 1: Frutos de Arandano

Fuente: Zapata, 2014
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Para el optimo desarrollo del fruto, el suelo debe contener las condiciones de pH entre
4 -5, requieren de un tiempo frio que oscila entre 800 y 1200 horas. Pudiendo resistir
temperaturas extremas de hasta -30 °C en el invierno. Es auto fértil y presenta un
periodo variable de flor a fruto de 30 a 90 dias (Mufioz, 1988).

La epidermis del fruto esta cubierta por secreciones cerosas, que le dan una terminacién
muy atractiva, lo que tiene gran importancia a la hora de su comercializacion. Tiene un
sabor dulce y a la vez ligeramente &cido (Mufioz, 1988).

Los frutos verdes tienen aproximadamente un 7% de azucares y los maduros un 15%.
Durante la maduracion, se producen cambios en la pared celular que provocan un
ablandamiento de los frutos. Esto mejora su sabor, pero los vuelve mas vulnerables a
los dafios fisicos y microbioldgicos (Mufioz, 1988).

Los Arandanos maduros tienen una vida postcosecha muy corta. Para prolongarla se
requiere controlar la temperatura y la humedad de almacenamiento. Asi, para la
comercializacién en fresco no deben ser expuestos a temperaturas superiores a 10 °C
y, preferiblemente, deben almacenarse entre — 0,5 y 0 °C con una humedad relativa de
90-95%. En estas condiciones tienen una vida util de aproximadamente 1 mes (Mufoz,
1988).

2.1.1. Caracterizacion Fisicoquimica de la Materia Prima: Arandano

El Arandano es una baya esférica con un tamafio aproximado 0.7 cm, llegando a
alcanzar tamarios de 1,5 cm de diametro, presenta un color desde azul claro hasta negro
(Mufoz, 1988).

La baya es un fruto carnoso, que suele tener pericarpio grueso y jugoso, en el que
generalmente se distinguen tres estratos: epicarpio, mesocarpio y endocarpio. El
epicarpio que posee grosor variable y suele contener los pigmentos, el mesocarpio es
relativamente grueso, se ubica por debajo del epicarpio y funcionan como mecanismo
de soporte en el fruto y el endocarpio que es un estrato interno de naturaleza variable.
En términos generales la mayoria de los frutos carnosos se desarrollan a partir de los

tejidos del ovario. En las primeras etapas del desarrollo se produce proliferaciéon de
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células del pericarpio y almacenamiento de &cidos organicos mientras que durante la

maduracion se acumulan azucares (Fava, 2012).

Figura 2- 2: Anatomia de la Baya de Arandano

Endocarpio

Epicarpio

Mesocarpio

Fuente: Elaboracion propia,2018.

En la tabla I1-1 se muestran parametros importantes del Arandano: pH, °Bx, acidez y

cantidad de Antocianinas.

Tabla 11- 1: Parametros Importantes del Arandano

Parametro Unidad
pH 2.85-3.49
Acidez titulable (%) expresado como &cido citrico 0.40-1.31
Solidos solubles (°Bx) 11.20 - 14.30
Total Antocianinas (mg/100g Arandano) 84.00 — 270.00

Fuente: Angladn, 1994, Sapers, 1984.



En la tabla I1-2 se exponen los datos de los componentes principales del Arandano.

Tabla I1- 2: Composicién del Arandano

14

Contenido del
componente en las

Contenido del
componente en las

Componente bayas de Arandano Componente bayas de Aréndano
(mg/100g) (mg/100g)
Proteinas 700 Zinc 0,11
Grasas 370 Cobre 0,06
Carbohidratos 14000 Magnesio 0,27
Fibras 1300 Tiamina 13
Calcio 6 Rivoflamina 0,05
Hierro 0,16 Niacina 0,05
Magnesio 4,7 Acido 0,35
pantoténico

Fosforo 10 Vitamina B 0,09
Potasio 86 Acido félico 6,2
Sodio 6 Vitamina A 0,029

Fuente: Nunes, 2008; Pritts y Hancock, 1992.
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A continuacion se da a conocer las caracteristicas quimicas del Arandano:

Tabla I1- 3: Caracteristicas Quimicas en % del Arandano

Componentes Cantidad % (en peso)
Humedad 84.6
Proteina 0.6
Grasa 0.6
Ceniza 0.3
Azucares 6.0
Fibra dietética total 4.9
Acidos orgénicos 1.4
Otros 1.6

Fuente: Senser y Scherz, 1999.
2.1.2. Propiedades del Arandano

Segun estudios realizados, el Arandano es considerado una fruta con alto valor
nutricional, dado que contiene una variedad de principios activos de los que podemos
mencionar: Taninos, azlcares, vitaminas B1 y C, Antocianinas, acidos organicos, acido
ursolico y oleandlico, arbutésido y alcaloides, como la miritilina, en las hojas.; que
tienen propiedades como; antiséptico urinario, antidiarreico antihemorragico,
astringente,  hipoglucemiante, antiinflamatorio, diurético, antifungicida vy

vasoprotector. (Rosa Elena Duefias. S.A. De C.V.)

Por la accion del arbutésido, el Arandano resulta muy eficaz como desinfectante

urinario, como tratar la cistitis y otras infecciones de las vias urinarias. Produce acidez
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en la orina, previniendo asi la formacién de piedras de fosfato célcico, de las que
favorece su expulsion. Facilita la pérdida de toxinas, por lo que tiene un efecto
depurativo sobre el organismo. Se ha demostrado asi mismo su capacidad para reducir
los niveles de azlcar en sangre y orina, lo que explica su uso en el tratamiento de la
diabetes. Algunos investigadores consideran que la mirtilina, componente extraido de
las hojas, tienen alguna de las ventajas de la insulina y no inconvenientes por lo que

puede usarse como insulina vegetal. (Rosa Elena Duefias. S.A. De C.V.)

En el siguiente cuadro se pueden observar algunos de los beneficios de los

componentes de este fruto.

Tabla I1- 4: Propiedades Asociadas a los Principios Activos del Arandano

Principio Activo Propiedades Asociadas

o Antioxidante, reductor de riesgos cardiovasculares,
Antocianinas o )
envejecimiento y cancer

Potencia el sistema inmunoldgico y
VitaminasB1y C
reducir cuadros de anemia

Glucésidos Optimiza sobre la salud visual, ayuda a prevenir el

(mirtillinas) avance de cataratas.

Astringentes (coagulan el protoplasma celular),
_ vasoconstrictora, hemostéatica, antibidtica, antiviral y
Taninos . N ) ) )
antifingica, antiinflamatoria intestinal y

antidiarreico, antisépticas y tonificantes.

o ) Impiden la reproduccion de bacterias
Acido ursolico, o o ) ) o
. (Bacteriostaticos) previniendo infecciones urinarias,
oleandlico, ) ) ) ) .
o inflamaciones gastrointestinales, gastroenteritis y
arbutdsido. o
enfermedades en las encias, la cistitis.

Fuente: Elaboracion propia a partir de Jijena, 2017.
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2.1.3. Clasificacion del Arandano

El Arandano pertenece al género Vaccinium de la familia de las Ericaceas. Existen méas
de 30 especies que constituyen el género Vaccinium, entre las mas importantes se

encuentran:

Tabla I1- 5: Especies de Ardndano Pertenecientes al Género Vaccinium

: Nombre ; ;
Nombre comudn . Tipo de cultivo
cientifico
Aréandano alto Vaccinium Cultivado
(Highbush) corymbosum L.
Arandano ojo de Vaccinium aashei Cultivado

conejo ( Rabbiteye) Reade

Arandano bajo Vaccinium Silvestre
(Lowbush) angustifolium

Aréndana Vaccinium Silvestre
(Cranberry) Macrocarpon

Aréndano europeo Vaccinium Silvestre
(Bilberry) myrtillus

Fuente: Mufioz, 1999

Las especies mencionadas en la tabla 11-5, son las de mas importancia comercial del

género Vaccinum.
2.1.3.1. Arandano Alto (Highbush)

Fue la primera especie que se introdujo en el cultivo, originario de la costa este de
América del Norte, puede alcanzar alturas de hasta 2.5 m. Este tipo de Arandano fue

sometido a varios procesos de mejoramiento genético, obteniendo asi 50 variedades
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diferentes, siendo asi el tipo de Arandano de mejor calidad en cuanto a tamafio y sabor
(Mufoz, 1999).

Figura 2- 3: Arbusto de Arandano Highbush

Fuente: Clarin, 2017.
2.1.3.2. Arandano “Ojo de Conejo” (Rabbiteye)

Es el tipo de Ardndano con la domesticacion mas reciente, originaria del Sur de
América, puede alcanzar alturas de hasta 4 m. Se puede destacar que esta clase tiene
una tolerancia a un pH de suelo mas alto, mayor resistencia a la sequia y una mayor
produccion y mejor conserva del fruto luego de la cosecha. (Mufioz, 1999).

Figura 2- 4: Arbusto de Arandano Rabbiteye

W T e - e A
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Fuente: Gonzalez, 2009.
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2.1.3.3. Arandano Bajo (Lowbush)

Es una especie silvestre originaria del norte de Europa y del sur de Canada, su fruto es
recolectado de los lugares en los que crece de manera natural. El fruto es pequefio, pero

es requerido en la industria por conservar su sabor y aroma (Mufioz, 1999).

Figura 2- 5: Arbusto de Arandano Lowbush

Fuente: Gonzalez, 2009.
2.1.3.4. Vaccinium Macrocarpon o Cranberry

También conocido como Aréndano rojo, es un arbusto que su altura ronda entre los 10
y 20 cm, nativo de Estados Unidos donde es utilizado en la elaboracion de jugos, jaleas

y mermeladas (Mufioz, 1999).

Fuente: Acosta, 2015.
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2.1.3.5. Arandano Europeo (Bilberry)

Especie perteneciente del este y norte de Europa asociado principalmente a bosques de
coniferas. Mide aproximadamente hasta 1 m de altura, la baya es de color negro azulado
profundo. (Ebay, 2018)

Figura 2- 7: Arbusto de Arandano Bilberry

Fuente: Ebay, 2018

2.1.4. Producciéon de Arandano

A nivel mundial, Canada y Estados Unidos son los principales productores de
Aréndano ocupando un 95% de la produccion mundial entre ambos paises, datos que
se ven reflejados en la siguiente tabla publicada por la Organizacién de Naciones

Unidas para la Alimentacién y la Agricultura (FAO).



Tabla I1- 6: Produccién Mundial de Ardndano
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Paises Produccion (toneladas)
Estados Unidos 239.071
Canada 109.007
Polonia 12.731
Alemania 10.277
Meéxico 10.160
Francia 9.011
Paises Bajos 5.498
Espafia 5.000
Suecia 2.888
Nueva Zelanda 2.718

Fuente: FAO, 2013

El Arandano es cultivado en Sudamérica con mayor predominacién en Chile,
Argentina y Uruguay, donde esta ganando gran importancia por el extraordinario nivel
de compuestos antioxidantes y su potencial beneficio para la salud que, segun estudios

pueden ser mejores que los norteamericanos (AméricaEconomia.com, 2010)

En Bolivia no era conocida la produccién de Arandanos, dado que es un fruto de zonas
frias; a partir del afio 2010 se inicia con una produccion en la zona de Entre Rios,
municipio de O"Connor, perteneciente al departamento de Tarija, con el tipo de
Arandano “Ojo de conejo” (Rabbiteye). (Jijena, 2017).

El Arandano gana campo en el mercado nacional, especialmente en los departamentos
de La Paz, Cochabamba y Santa Cruz. EI mismo se cultiva en distintas zonas del

departamento de Tarija como muestra la siguiente tabla:
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Tabla I1- 7: Superficie de Arandanos Cultivada en Tarija

; Superficie de
Zona Localidad :
Cultivo(ha)
Canasmoro, Tomatas Grande,
Valle Central de Tolomosa, La Victoria, Coimata, San 36
Tarija Lorenzo, Turumayo, Valle de La '
Concepcion
Provincia O"Connor | Entre Rios 14
Total 17,6

Fuente: Sergio Martinez, 2017
La produccion que se obtiene por hectarea cultivada de Arandano es de 6 a 8 toneladas.

La cosecha del arandano en estas regiones se realiza dos veces al afio, entre los meses

de octubre a diciembre y de abril a mayo (Rocha, 2017).
2.1.4.1. Arandanos en el Valle Central de Tarija

En el Valle Central de Tarija, se cultiva distintas variedades de Arandano alto
(Vaccinium corymbosum L.) también, conocido por su nombre comun como Highbush
(Martinez, 2018).

La altitud en la que se encuentran el Valle Central de Tarija, es 2000 msnm, provoca
una mejor atraccion solar y 6ptima amplitud térmica que se encuentra en el intervalo
de -9 a 35 °C, estas variables consienten deducir que el Arandano del Valle Central de

Tarija es de mayor calidad y posee mayores propiedades que otros (Marcal, 2018)

Entre las variedades mas cultivadas se encuentran:
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e O’Neal: Que requiere de 200 a 300 h de frio/afio y se ha adaptado bien a las
condiciones de los valles; la fruta es grande, azul claro y de excelente calidad. La
planta es vigorosa y de habito de crecimiento erecto, crece hasta 1,8 m. (Mufioz,
1999).

e Misty: Tiene un requerimiento de 150 a 300 h de frio/afio, su fruto es pequefio azul
claro, firme y de excelente sabor. Produce fruta muy temprano y puede tener una
segunda cosecha de menor cantidad durante el otofio. La planta tiene un habito de
crecimiento arbustivo y requiere un manejo de poda para evitar sobreproduccion.
(Muhoz, 1999).

Para efectuar la cosecha del Arandano se requiere una mano de obra considerable, la
misma se realiza manualmente, pues la fruta una vez madura es muy delicada. A la
hora de la cosecha se debe tener especial cuidado al desprender la fruta de la planta
para evitar producirle dafio al epicarpio (piel) del fruto. La fruta madura presenta una
serosidad (pruina) lo cual es una caracteristica de calidad y por ende debe evitarse ser

removida, lo que implica cierto cuidado en la recoleccién (Gordd, 2011).

Figura 2- 8: Cultivo de Arandano en el Valle Central de Tarija-Turumayo

Fuente: Elaboracion propia, 2018.
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El precio de Arandano en el Valle Central de Tarija oscila entre 80 — 90 Bs por cada
1Kg de Arandano, es vendido en envases de polietilentereftalato (clamshells), facil de

encontrar en el mercado local.

Figura 2- 9: Ardndanos Envasados para su Respectiva Venta

Fuente: Elaboracion propia, 2018.

2.2. Extracto de Antocianinas de Arandano

El “Extracto de Antocianinas de Arandano” (Vaccinium corymbosum L.), es una
sustancia concentrada en Antocianinas, con olor y sabor caracteristico, que se obtiene
del Arandano, de acuerdo a su obtencion es llamado por distintos nombres. Extracto
etanolico, si es obtenido por maceracion o lixiviacion en contacto con etanol, seguida
de la eliminacion de dicho solvente por un procedimiento fisico. Estos procesos pueden
ser sometidos a determinadas operaciones para eliminar componentes no deseados y

asi mejorar notablemente la calidad del producto. (Gonzalez Villa, 2004).

El Extracto de Antocianinas de Arandano es colorante potencial para poder remplazar
a los colorantes artificiales y sintéticos, siendo posible su aplicacion en la industria de

alimentos y bebidas.

El extracto posee principios biolégicos que pueden ser utilizados como base de

farmacos y cosmeticos.
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2.2.1. Caracterizacion Fisicoquimica del Producto: Extracto de Antocianinas de

Arandano

Las Antocianinas segin Reglamento Europeo no 1129/2011, son identificadas como
E 163 colorante y aditivo alimentario, de gran poder antioxidante. Sin embargo, no
cuenta con pardmetros que puedan caracterizarlas, por este motivo se toma en cuenta
datos bibliogréaficos de estudio anteriores, para la caracterizacién del producto. (Diario
Oficial de la Union Europea, 2011).

Estudios realizados en la Obtencion de Extracto de Antocianinas de Arandano (Zapata
Luz, 2014) muestran en cada 100 mL de extracto tiene un contenido de 137,2+ 7.5 mg

de Antocianinas, las que son identificadas en la siguiente tabla:

Tabla I1- 8 Contenido Porcentual de las Distintas Antocianinas que posee el

Extracto
Identificacion de Porcentaje de
antocianina Antocianinas (%)
Delfinidina-3-galactosido 2,7
Delfinidina-3-glucésido 6,8
Cianidina-3-galactosido 22
Cianidina-3-glucésido 1,0
Cianidina-3-arabindsido 0,3
Peonidina-3-galactésido 21
Malvinidina-3-glucésido 6,4
Peonidina-3-galactosido 1
Otras 38,8

Fuente: Zapata, 2014
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Tabla I1- 9: Resultado de Analisis en el Extracto de Antocianinas de Arandano

e Concentracion
Analisis
(mg/100g)
Fenoles Totales 1424 + 67
Actividad antioxidante 4872 + 124

Fuente: Zapata, 2014

En la tabla 11-9 se muestran los resultados de analisis realizados en el Extracto de
Arandanos, donde la mediacion de la actividad antioxidante se realiza a través del
método DPPH.

Tabla I1- 10: Composicion mineral en el Extracto de Antocianinas de Arandano

Mineral Concentracion
(mg/100 mL)

Calcio 3,86+0,11

Hierro 0,29+0

Magnesio 0,69+0,01

Potasio 47,25+2,33

Sodio 2,22+0,11

Zinc 0,15+0,01

Fuente: Zapata, 2014

En la tabla 11-10 se muestran los principales minerales y sus respectivas

concentraciones en el Extracto de Antocianinas de Arandano.
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I11. CAPITULO
MARCO TEORICO
3.1. Definicién de Antocianinas

Las Antocianinas son flavonoides que forman parte de los compuestos fenoélicos, sales
de benzopirilio (o flavilio) oxhidriladas. Son glucésidos que, por hidrolisis, producen
azucares y aglucones coloreados que se denominan antocianidinas (Fieser F. y Mary,
1966).

3.1.1. Estructura Quimica de las Antocianinas:

Como miembro de la familia de los flavonoides posee un esqueleto basico Cs-Cs- Ce.
En la naturaleza, es casi imposible encontrar antocianidinas debido a su baja
estabilidad, sin embargo, predominan las Antocianinas formando heterésidos, cuyo
aglicon, derivado del ion flavilio o fenil-2-benzopirilio, estd hidroxilado en las

posiciones 3, 5y 7 y metoxilado en diferentes posiciones. (Prior RL and Wu X, 2006).

El aglicon esta unido a una o varias moléculas de azlcar, las cuales pueden estar
aciladas con diferentes acidos organicos. Los hidroxilos y azlcares presentes en la
molécula le confieren la propiedad de ser solubles en agua, alcoholes y acetona. Los
azucares mas habituales unidos a las antocianidinas son la glucosa, galactosa, ramnosa,
arabinosa, xilosa y fructosa. Ademas, son frecuentes los disacaridos como rutinosa,
soforosa y sambubiosa o los trisacaridos como 2-xilosilrutinosa y glucurosilrutinosa
(Brouillard, 1982). Los &cidos que pueden unirse a la molécula son los
hidroxicinamicos, hidroxibenzoicos, acético y algunos acilados alifaticos
dicarboxilicos, como el mélico, malonico, oxalico y succinico. La antocianina es un
hibrido de resonancia, donde la carga positiva esta deslocalizada por todo el heterociclo
aromatico, dando lugar a un cation oxonio heteroaromatico, en el que la mayor
densidad relativa de carga positiva se localiza en los carbonos C; y C4. Hay unas 17
antocianidinas identificadas en la naturaleza, de las cuales seis, pelargonidina,
cianidina, peonidina, delfinidina, petunidina y malvidina estan ampliamente

distribuidas en los alimentos (Hidalgo Jerez, 2012).
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El color de las Antocianinas depende del nimero y orientacion de los grupos hidroxilo
y metoxilo de la molécula. Incrementos en la hidroxilacion producen desplazamientos
hacia tonalidades azules mientras que incrementos en las metoxilaciones producen

coloraciones rojas (Hidalgo Jerez, 2012).

Figura 3- 1: Estructura Basica de las Antocianinas

OH

Fuente: Garzén, 2008

Variaciones estructurales del anillo B (Figura 3-1.) producen las seis antocianidinas

mostradas en la tabla 111-1:

Tabla I11- 1 Principales Sustituyentes de las Antocianina

: Substitucién Amax (nm) Espectro
Aglicona o
R1 R2 visible
Pelargonidina H H 494 (naranja)
Cianidina OH H 506(naranja-rojo)
Delfinidina OH OH 508(azul-rojo)
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: Substitucién Amax(nm) Espectro
Aglicona . .
R1 R2 visible
Peonidina OCHjs H 506(naranja-rojo)
Petunidina OCHgs OH 508(azul-rojo)
Malvinidina OCHgs OCHgs 510(azul-rojo)

Fuente: Garzéon, 2008.
3.1.2. Biosintesis de las Antocianinas

Se ha establecido experimentalmente que al anillo A de las Antocianinas se sintetiza
por la ruta del &cido malénico con la condensacién de tres moléculas de malonil-CoA,
mientras que el anillo B se sintetiza por la ruta de acido shikimico (Garzon G. A.,
2008). El acido shikimico da paso a la fenilalanina que por accion de una fenilalanina
amonia liasa (PAL), y después de una pérdida de NHs se convierte en acido p-
coumarico. El p-coumaril-CoA luego participa en una reaccion de condensacion con
las tres moléculas de malonil- CoA para formar una chalcona de 15 C, reaccion
propiciada por una chalcona sintetasa (Garzén G. A., 2008). Este compuesto
intermedio de 15 C es transformado en una flavanona en una reaccion catalizada por
una chalcona isomerasa. Finalmente, la flavanona es transformada en la
correspondiente antocianidina por una reaccion de hidroxilacion en el carbono 3
seguida por una deshidratacion (Fig. 3-2). La molécula de antociani- dina se estabiliza
por glicosilacion del heterociclo; reaccion en la que interviene una glicosil transferasa
y posterior posibles reacciones de metilacion de los hidroxilos seguidas de acilaciones.
(Garzon G. A., 2008).



Figura 3- 2: Ruta General de Biosintesis de las Antocianinas
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Fuente: Delgado-Vargas, 2000.
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3.1.3. Sintesis Quimica de Antocianidinas

Robinson desarroll6 la sintesis de varios tipos de antocianidinas y glucésidos naturales.
El método consiste en condensar un o-oxibenzaldehido sustituto con un derivado de la

w-oxiacetofenona, segun lo que se describe en la figura 3-3. (Fieser F. & Mary, 1966).

Figura 3- 3: Sintesis de Robinson de Antocianidinas

OAC

0CcocC | '6 | IZ(,/().»-'\(;

Ho OH

O-CJ1LO(OAC), H(O( HO(OAC),

oll :
e ] ~ CIH.25° HO
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C II() ’ 96,

O(ZOC16H5

1. NaOH
2. CIl

177

Cloruro de cianidina

O~(’L()(ﬁ()l I7(()f'\c)4
()~(,,()(.6I I7(()/\(;)4

1. NaOH
2. CH

Cloruro de cianidina

Fuente: Fieser F. y Mary, 1966
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3.1.4. Principales Factores que Afectan la Estabilidad de las Antocianinas

Existen diversos factores que influyen en la estabilidad de las Antocianinas. La
estructura de éstas puede verse afectada en cualquier etapa de un proceso tecnoldgico,
como por ejemplo un proceso de extraccion de Antocianinas de un material vegetal,
como asi también durante un tratamiento térmico o durante el almacenamiento de un
producto que las contiene (Moldovan et al., 2012; Castafieda-Ovando et al., 2009a;
Garzon, 2008). Los factores mas relevantes que afectan a la estabilidad de las

Antocianinas son:
3.1.4.1. El pH

Las Antocianinas pueden encontrarse en diferentes formas quimicas dependiendo del
pH, es decir que este factor influye en su estructura y por lo tanto en su estabilidad
(Figura 3-4). A pH 1 predomina el cation flavilio que es de color rojo y es la forma méas
estable de las Antocianinas (Figura 3-4 A). A valores de pH entre 2 y 4 ocurre la pérdida
de un proton y adicidn de agua, encontrandose las Antocianinas preferentemente bajo
las formas quinodales (Figura 3-4 B, C y D) de color azul.

A pH entre 5y 6 se observan las especies pseudobase carbinol, que es incolora (Figura
3-4. E), y chalcona, de color amarillo (Figura 3-4.F), ambas bastante inestables. A pH
superiores a 7 se produce la degradacion rapida de las Antocianinas por oxidacion con
el aire. Esta reaccion se ve afectada, ademas del pH, por la presencia de sustituyentes
presentes en el anillo B (Moldovan et al., 2012; Castafieda-Ovando et al., 2009a;
Garzon, 2008).
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Figura 3- 4: Estructura de las Antocianinas a Diferentes Valores de pH

Fuente: Castafieda-Ovando, 2009
En la figura 3-4, R1=H o glacido, R2 y Rs=H o0 metilo.
3.1.4.2. La Temperatura

La temperatura es uno de los factores criticos que influyen en la degradacion de
Antocianinas. Las conversiones estructurales de las Antocianinas son reacciones
endotérmicas. Resisten bien procesos térmicos a altas temperaturas durante cortos
periodos de tiempo.

Por efecto del calor, a temperaturas por encima de los 60°C, se degradan segln una
cinética de primer orden.

En general las caracteristicas estructurales que conducen a una mayor estabilidad al pH
son las mismas que conducen a una mayor estabilidad térmica.

Incrementos de temperatura provocan pérdidas del aztcar glicosilante en la posicién 3
de la molécula y apertura de anillo (Figura 3-5), con la consecuente produccién de

chalconas incoloras (Zapata, 2014).
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Figura 3- 5: Formacién de Chalconas por Pérdida Azucar Glicosilante

OCH,

Chalcona (Incolora)

Fuente: Elaboracion Propia, 2018.

En la figura 3-5, Malvidina 3-galactosida pierde su azUcar glicosilante, provocando que

se abra el anillo formando chalconas.
3.1.4.3. Agua

El agua puede actuar como nucledfilo y atacar el cation flavilio en el C-2 formando la
base carbinol incolora. Sin embargo, esta degradacion puede variar, dependiendo de la
concentracion de azlcares o con el fendmeno denominado copigmentacién. Cuando
los azUcares se encuentran a altas concentraciones, la actividad de agua es baja, por lo
que las moléculas de agua tienen menores posibilidades de atacar el cation flavilio para
formar la base carbinol. Sin embargo, cuando los azlcares estan en bajas
concentraciones la actividad de agua no se ve afectada, por lo que sus productos de
degradacion (hidroximetilfurfural y furfural) aceleran la degradacion de las
Antocianinas (Kopjar y Pilizota, 2009; Lewis y Walker, 1995).

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

nucleofilico al cation flavilio (Zapata, 2014).
3.1.4.4. Luz

La luz es un factor que acelera la degradacion de las Antocianinas. Se ha observado

que la sustitucién del hidroxilo en el C-5 hace que la Antocianina sea mas susceptible
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a la fotodegradacion cuando ésta se presenta con flavonas polihidroxiladas, isoflavonas

y auronas sulfonadas (Delgado-Vargas et al., 2000).
3.1.4.5. Oxigeno

Las Antocianinas pueden oxidarse por reaccion directa con oxigeno, o bien a través de
una oxidacion indirecta en la que éstas reaccionan con compuestos que han sido
previamente oxidados, dando lugar a la formacion de productos de color marrén o
incoloro. También, pueden reaccionar con radicales de oxigeno actuando como
antioxidantes (Fennema, 2000). Estos mecanismos de oxidacion se ven favorecidos
cuando se eleva la temperatura. Ademas se ha observado que en presencia de oxigeno,
el &cido ascérbico destruye a las antocianinas, formando peroxido de hidrogeno. Esta
reaccion se acelera en presencia de cobre y es inhibida en presencia de flavonoles como
la quercetina. El perdxido de hidrogeno actia rompiendo el anillo de pirilio de la
antocianina por un ataque nucleofilico en C-2 produciendo ésteres incoloros y
derivados de la cumarina. Estos productos de degradacion son totalmente destruidos y

polimerizados para formar precipitados de color café (Fennema, 2000).
3.1.4.6. Copigmentacion

La copigmentacion es un fenomeno que se da por la interaccion hidrofoba entre los
nacleos aromaticos de las Antocianinas agrupadas (Figura 3-6), en donde una de las
consecuencias de este estado es la intensificacion del color, lo que mejora las
perspectivas de la utilizacién de Antocianinas como colorantes naturales en alimentos.
(Santacruz Cifuentes, 2011)
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Figura 3- 6: Interacciones de Copigmentacion de las Antocianinas

AUTO-ASOCIACION

-
COPIGMENTACION INTRAMOLECULAR TORMACION DI' COMPI T JOS
Aglicona Azdcar Copigmento Acido

Fuente: Giusti, M. M. 2003
3.1.5. Beneficios de las Antocianinas

Los principales beneficios respecto: a la salud humana de las Antocianinas son
atribuidos en su mayoria a sus propiedades antioxidantes y antiinflamatorias y mas
recientemente a su papel regulador en vias de sefializacién celular y de expresién
génica (He J and Giusti MM, 2010). Las Antocianinas presentan distintas propiedades

mencionadas a continuacion:
3.1.5.1. Propiedades Anticancerigenas de las Antocianinas

Estudios in vitro sugieren que la actividad anticancerigena de las Antocianinas se debe
a sus propiedades antiproliferativas, prooxidantes y apoptéticas, asi como a su
capacidad de regular la expresion génica. Se ha demostrado, por ejemplo, inhibicién
de la proliferacion celular con extracto de frambuesas y vino en células hepaticas y en

adenocarcinoma humano. Ademas, el extracto de frambuesa es capaz de inhibir la
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iniciacion de la angiogénesis evitando la proliferacion en el endotelio (Hidalgo Jerez,
2012)

3.1.5.2. Propiedades Antimicrobiana y Antiviral de las Antocianinas

Estudios realizados en patégenos con extractos de Arandanos han mostrado efecto
antimicrobiano en algunas de las bacterias mas ubicuas en alimentos como Escherichia
coli, Listeria monocytogenes, Salmonella typhimurium y Staphylococcus aureus
(Caillet S, Coté J, Sylvain JF and Lacroix M, 2012)

Otros autores han observado que Helicobacter pilory y Bacillus cereus son las bacterias
mas sensibles al efecto de las bayas. Respecto a las propiedades antivirales, la cianidina

glicosilada presenta actividad frente al virus del herpes (Hidalgo Jerez, 2012).
3.1.5.3. Propiedades Neuronales de las Antocianinas

Las Antocianinas pueden atravesar la barrera encefélica y distribuirse en el sistema
nervioso donde merman el dafio oxidativo implicado en enfermedades como el
Parkinson o el Alzheimer. ElI consumo de bayas de Aradndano mejora la funcion
cerebral por su implicacion en la inhibicién neuroinflamatoria y en la modulacion de
sefiales neuronales cuyo resultado es la mejora cognitiva y de memoria (Hidalgo Jerez,
2012)

3.1.5.4. Propiedades Oculares de las Antocianinas

Algunos estudios han encontrado altas concentraciones de Antocianinas (700 pg/g) en
el tejido ocular mostrando actividad antioxidante en la retina. Las investigaciones
llevadas a cabo en animales alimentados con extractos de Arandano o mora han
demostrado la disminucion de cataratas, asi como una mejora en la adaptacion
nocturna, disminucion moderada de miopia, reduccion de fatiga ocular y mejora en la

presion sanguinea de la retina en 0jos con glaucoma (Hidalgo Jerez, 2012).
3.1.5.5. Propiedades en la Diabetes y Obesidad de las Antocianinas

El consumo de extracto de fresa en adultos con sobrepeso se asocia con una reduccion

inflamatoria postprandial del tejido adiposo, con una mayor sensibilidad de la insulina
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(Hidalgo Jerez, 2012). La prevencion de la obesidad y la disminucion de hiperlipidemia
e hiperglucemia se relacionan con el consumo de Antocianinas en ratas. ES bien
conocido que las Antocianinas protegen del estrés oxidativo inducido por glucosa en
las células B del pancreas. Estudios realizados por Jayaprakasam et al. (2005),
observaron que los glucésidos de cianidina, delfinidina y pelargonidina mejoran la
secrecion de insulina en ratones indicando que los hidroxilos en el anillo B (Figura 4-

10) tienen efecto secretagogo (Hidalgo Jerez, 2012)
3.1.6. Propiedades Antioxidantes de las Antocianinas

La actividad antioxidante de las Antocianinas radica en el hecho de que pueden
reaccionar con radicales libres. Estos ultimos, entre los que se encuentran los radicales
OH- (hidroxilo) y O.- (superdxido), son capaces de atacar a proteinas, carbohidratos,
grasas y ADN del cuerpo, ejerciendo un efecto oxidativo que dafia las células (Zapata,
2014).

Asi, cuando un radical reacciona con una molécula, la molécula resultante de esta
reaccién se convierte en un nuevo radical libre, originandose una reaccién en cadena,
que provoca un dafio en los tejidos, que a su vez, derivan en enfermedades
degenerativas disminuyendo la calidad de vida. Esta accion oxidante de los radicales
libres puede ser controlada, o incluso prevenida, por una serie de sustancias
denominadas antioxidantes. Se llama antioxidante a cualquier sustancia que retarda,
previene o elimina el dafio oxidativo hacia una molécula o bien, a la capacidad que
tienen determinados compuestos para neutralizar los radicales libres. Las Antocianinas
se caracterizan por tener una deficiencia de electrones, debido a su particular estructura
quimica, que las hace muy reactivas frente a los radicales libres presentes en el cuerpo,
por consiguiente, pueden ser potentes antioxidantes naturales (Zapata, 2014).

Las propiedades atribuidas a las Antocianinas para mejorar la salud estan asociadas a
esta capacidad de actuar como antioxidantes y secuestrar radicales libres en sistemas
bioldgicos. Pueden donar hidrogenos o electrones a los radicales libres o bien atraparlos
y desplazarlos en su estructura aromatica. Se demostrd que los frutos ricos en

Antocianinas evidencian una alta actividad antioxidante contra el peroxido de
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hidrégeno (H202) y contra radicales peréxido, (ROO"), superdxido (O2), hidroxilo
(OH) y oxigeno singlete (O.). (Zapata, 2014)

3.2. Definicion de Extraccion

La extraccion es una operacion disfuncional que implica la disolucion de un soluto en

un solvente.

Se considera que el método a emplearse en la extraccidn esta determinado por tres

factores:

¢ Cantidad de constituyentes solubles en el material.

¢ Naturaleza del solido que depende del tamarfio de particulas.

e Distribucion de solidos solubles en el material.

En un proceso de extraccion se toma en consideracion tres etapas (Zapata, 1978):
e Cambio de fase del soluto al solvente.

e Difusion del solvente a través del sélido hacia el exterior.

¢ Contacto del solvente con las particulas del soluto, esto es en la masa de la solucién.
La primera etapa ocurre tan rapido por lo que sus efectos son despreciables respecto a
la extraccion total. En las células vegetales, especificamente los pigmentos, el material
soluble se encuentra en el interior de la pared celular en los plastidios, por lo que se
hace necesario romper la pared por efecto de una presion mecanica u osmotica que

permita al contenido fluir al exterior (Zapata, 1978).
3.2.1. Métodos de Extraccion Aplicables a la Investigacion

Los métodos de extraccion aplicables a la investigacion son: Extraccion por
Fermentacion y Extraccion Sélido-Liquido. A continuacidn, se describe cada uno de

ellos:
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3.2.1.1. Extraccion por Fermentacion

La fermentacion en medio sélido (FMS) se describe como un bioproceso de gran
potencial para la produccion de compuestos microbianos tales como combustibles,
quimicos industriales y compuestos fendlicos con amplias aplicaciones en la industria
farmacéutica y alimentaria. Las ventajas que ofrece el empleo de la FMS no s6lo son
técnicas, debido a la alta especificidad de las reacciones que se llevan a cabo en este
tipo de sistema, sino también econdmicas, ya que permite el uso de residuos vegetales
como soporte y fuente de nutrientes para los microorganismos que se emplean en los
bioprocesos en FMS (Martinez G., et al, 2013)

Figura 3- 7: Diagrama del Proceso de Fermentacion

Materia Prima Triturada

l

Sacarosa -  Acondicionamiento del Sustrato
Inoculo — Inoculacion

l

Fermentacion

l

Centrifugacion — e— Residuo

l

Extracto Diluido

Fuente: Elaboracion propia, 2019.

El proceso de Fermentacion es resumido en el diagrama de blogues que muestra la

figura 3-7.
3.2.1.2. Extraccion Sélido - Liquido

La extraccion s6lida — liquido es una operacién basica cuya finalidad es la separacion

de uno o méas componentes contenidos en una fase sélida, mediante la utilizacion de
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una fase liquida o disolvente. EI componente o los componentes que se transfieren de
la fase sélida a la liquida reciben el nombre de soluto, mientras que el sélido insoluble
se denomina inerte. La forma en que el soluto esté contenido en el solido inerte puede
ser diversa. Asi, puede ser un sélido disperso en el material insoluble o estar
recubriendo su superficie. También puede tratarse de un liquido que esté adherido o
retenido en el solido, o bien estar contenido en su estructura molecular. Este tipo de
operaciones se lleva a cabo en una sola o multiples etapas. Una etapa es una unidad de
equipo en la que se ponen en contacto las fases durante un tiempo determinado, de
forma que se realiza la transferencia de materia entre los componentes de las fases y va
aproximandose al equilibrio a medida que transcurre el tiempo. Una vez alcanzado el
equilibrio se procede a la separacion mecanica de las fases. En realidad es dificil que
en una etapa se llegue al equilibrio, por lo que para el célculo de las etapas reales es
preciso definir la eficacia. Para una etapa, es el cociente entre el cambio en la
composicion que se logra realmente y el que deberia haber tenido lugar en una situacién
de equilibrio bajo las condiciones de trabajo. Las formas de operacién utilizadas en los
procesos de extraccion pueden ser en continuo o en discontinuo. En discontinuo puede
utilizarse una etapa simple o bien multiples etapas con disolvente nuevo en cada etapa

0 en contracorriente. (Ibarz & Barbosa Canovas, 2005)

Figura 3- 8: Extraccién Solido-Liquido

P

Fuente: Quimica experimental ITESM, 2013
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La figura 3-7, representa una extraccion ideal sélido-liquido: al mezclar la mezcla de

partida (A+B) y el disolvente (B), el soluto (A) pasa por el disolvente.

Tras la decantacidn se obtienen dos fases: fase extracto (A+B) y el liquido portador
(©).

La extraccion solido — liquido recibe distintos nombres segin la finalidad del proceso,

que se describiran a continuacion.
3.2.1.2.1. Extraccion por Maceracion

Esta extraccion es sencilla. Se somete a la disolucion del soluto en un solvente, dejando
reposar hasta que el solvente penetre en la estructura celular, lo ablande y disuelva las
porciones solubles, controlando convenientemente la temperatura y la duracién del
proceso. Martin et al. (1965), recomienda que la maceracién se realice a una
temperatura de 15 a 20° C. Si el tiempo de maceracion es muy prolongado debe usarse
conservadores para evitar alteraciones microbianas (Yufera, 1979). La ventaja de esta
extraccién es producir un extracto con una concentracion uniforme, sin embargo resulta
laboriosa, y para conseguir mejores rendimientos se requiere de mayor tiempo de

extraccion (Velarde Cardenas , 2018). En esta etapa se evalUa lo siguiente:

Influencia del tiempo de maceracion.

- Influencia de la relacién materia prima/solvente de extraccion.
- Influencia del pH.

- Influencia de la concentracion del acido.

- Influencia de la temperatura de maceracion.
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Figura 3- 9: Extraccion por Maceracion

‘ Acondicionamiento de [a Materia Prima ‘

F h

Solvente ﬁ Maceracion

Purificacion del Extracto

¥

Fuente: Elaboracién propia, 2019.

En la figura 3-9 se observa un diagrama de bloques del método de extraccion por

maceracion, la maceracion y purificacion de un extracto organico.

3.2.1.2.2. Extraccion por Cocciones

Los cocimientos son preparados liquidos que se confeccionan hirviendo con agua las
sustancias vegetales (Martin et al., 1965). La muestra se coloca en un recipiente de
vidrio, se agrega el solvente y se somete a ebullicion por diferentes tiempos. La
temperatura de extraccion debe ser tal que no afecte a la estructura del colorante

(Velarde Cérdenas , 2018). En este método de extraccion se evalla:

- Influencia del nimero de etapas de extraccion.
- Influencia del tiempo de cocimiento

- -Temperatura de calentamiento en la extraccion.
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Figura 3- 10: Diagrama del Proceso de Extraccion por Cocimiento

Acondicionamiento de la Materia Prima

I
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I

Purificacion del Extracto

Fuente : Elaboracién propia, 2019.
3.2.1.2.3. Extraccion por Lixiviacion

La lixiviacion es la extraccién en la que una mezcla o una fase sélida se descomponen
en sus componentes o en la que un componente valioso se quita y recupera de una masa

solida mediante el tratamiento por un liquido.

En general las operaciones que comprenden el tratamiento de solidos por disolventes
incluyen cierto numero de circunstancias distintas. El solido suele consistir de una
mezcla heterogénea de varios constituyentes, uno o mas de los cuales pueden ser
liquidos o soélidos en disolucion, pero puede ser una mezcla homogénea tal como una
solucion solida o una sal doble. Los s6lidos que se lixivian se hallan en una diversidad
de formas fisicas, y a menudo se requiere su desintegracion para formar una gran
superficie de contacto con el disolvente. Posiblemente, la clase mas importante de las
operaciones de lixiviacion es la eliminacion del componente soluble del interior del
solido inerte efectuado por un proceso lento de difusion a través de una membrana
vegetal o animal. Son ejemplos, la recuperacion del disolvente de aceites de semillas,
nueces Yy sustancias vegetales semejantes; los extractos medicinales; la extraccion de
taninos, trementina y colofonia a partir de la madera mediante el proceso por
disolventes; de la clorofila a partir de la alfalfa; y la extraccion del azicar de remolacha

por lixiviacion con agua (Perry, 1979). Las fuerzas fisicas que tienen efecto importante



45

en la lixiviacion son: gravedad, viscosidad, adherencia, friccion, 6smosis, capilaridad

y solucion (Velarde Céardenas , 2018).

Para mejorar la extraccion por lixiviacion se puede usar un equipo de agitacion

mecanica o un calentador.

La extraccion por agitacion mecénica consiste en colocar la muestra con el solvente
elegido en un vaso de precipitado y mediante un agitador mecanico se pone en contacto
el solvente con la materia prima para obtener el producto deseado (Velarde Cardenas
, 2018).

En este método de extraccion se evalla:

- Tiempo de extraccién
- Temperatura de extraccion

- Velocidad durante el trabajo de agitacion.

Figura 3- 11: Diagrama del Proceso de Extraccidn por Lixiviacién

Acondicionamiento de la Materia Prima

l

Solvente mmp Lixiviacién

|
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I

Extracto Concentrado

Fuente: Elaboracion propia, 2019.
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3.2.1.2.4. Extraccion con Equipo Soxhlet

El equipo Soxhlet se aplica a analitos que no se pueden separar por volatilizacién (en
fase gas) pero si son extraibles empleando un disolvente organico adecuado.

Inaplicable a analitos termolabiles, que se descompongan con el calor o reaccionen.

La gran ventaja del Soxhlet es la eficacia en el proceso de remojo de la fase sélida.

(Nufiez, 2008). El esquema del instrumento es sencillo:
-Un matraz de base redonda que contendra el disolvente organico volatil.

-Un contenedor intermedio de vidrio en el cual se coloca la muestra dentro de un
cartucho que estd abierto en su parte superior siendo poroso al disolvente y a la

posterior disolucion del analito.
-Refrigerante.

Figura 3- 12: Extraccion con Equipo Soxhlet
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R
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g
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—
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Fuente: Carlos Nufiez, 2009.
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3.3. Antecedentes Investigativos respecto a Extraccion de Antocianinas

Las Antocianinas se pueden extraer de diferentes tejidos vegetales. EI método usual de
extraccion es la extraccion sélido-liquido. Sin embargo, es de destacar la existencia de
otros métodos. Asi, cientificos japoneses desarrollaron una metodologia alternativa que
consiste en extraer las Antocianinas mediante la fermentacion de las matrices que las

contienen, (Zapata, 2014) métodos que se desarrollaran a continuacion:
3.3.1. Extraccién de Antocianinas por Fermentacion

La extraccion de Antocianinas por fermentacién de un medio sélido, es una técnica
relativamente novedosa que no ha sido todavia muy estudiada, los estudios mas

relevantes fueron:

Kousuke et al. (1990) que estudiaron la obtencion de antocianinas a partir de la

fermentacion de batata morada mezclada con arroz.

Estos autores sefialaron que las Antocianinas extraidas de esta forma fueron més puras
que las obtenidas por métodos extraccion solido-liquido, sin embargo, no aportaron

datos de los componentes de las Antocianinas extraidos y de su estabilidad.

Zapata (2014) realiz6 el estudio de extraccion de Antocianinas de Arandanos por
fermentacion. El cual, consistio en un proceso fermentativo en el que Arandanos

triturados fueron fermentados con cepas de Saccharomyces cerevisiae.

Con el proceso fermentativo se busco6 obtener, por accion de las levaduras y a partir de
los azlcares presentes en el sustrato a fermentar, una solucion alcohdlica, donde se
solubilizaran las antocianinas, ademas de metabolitos secundarios, tales como
alcoholes superiores, éteres etilico, acidos grasos y acetatos, que pudieran combinarse
con las Antocianinas y formar estructuras més estables (proantocianidinas). (Zapata,
2014).

3.3.2. Extraccion de Antocianinas Solido-Liquido

La extraccion sdlido-liquido, es la técnica mas utilizada para la extraccion de

Antocianinas.
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La extraccion en fase sélida se usa para absorber las Antocianinas y otros compuestos
organicos hidréfobos y extraer los azucares y acidos organicos a partir del extracto

(Whitaker, 2001): Algunos estudios realizados mediante esta técnica fueron:

Gorriti Gutierrez et al (2009), quienes estudiaron las mejores condiciones de extraccion
de Antocianinas a partir de corontas de maiz morado. Ensayaron extracciones con
soluciones etanolicas al 20 % y pH 2 acondicionadas segun un disefio factorial con los

factores temperatura y tiempo de extraccion.

Los resultados se obtienen indicaron que las mejores condiciones de extraccion
correspondieron a una temperatura de 75°C y un tiempo de extraccion de entre 120 y
240 minutos, mientras que las condiciones mas desfavorables fueron 25°C y 30

minutos.

Tambien estudiaron la influencia de otras variables de proceso como el solvente, el pH,
la temperatura y el tiempo de extraccion. Concluyeron que la extraccion se vio
favorecida por la utilizacion de un medio etandlico al 20% como agente de extraccion

yunpHentre 2y 4.

Cacace y Mazza (2006) publicaron un trabajo que consistié en la optimizacion de la
extraccion de Antocianinas y compuestos fenolicos de grosellas negras usando etanol
acuoso como solvente de extraccion. Las variables independientes seleccionadas por
estos investigadores fueron: concentracion de etanol, temperatura y relacion soluto-
solvente. Dos de las respuestas evaluadas fueron la concentracion de polifenoles totales
y la concentracion de Antocianinas. La variable del proceso que tuvo mayor efecto en
la extraccion fue la relacion soluto- solvente a una concentracion de etanol de 60%,
con una relacion 19 L:1Kg de frutos y una temperatura de 30°C. La elevacion de la
temperatura de extraccion no afecta la extraccion de fenoles, sin embargo, provoca una
disminucion en el rendimiento de extraccion de Antocianinas debido a la degradacién

de las mismas.

Se identifica la existencia de una temperatura critica a partir de la cual la degradacion

es mayor. Esta temperatura aumenta con la concentracion de etanol. Asi, para una
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concentracion de etanol de 20% la temperatura critica es 25°C, mientras que para una
concentracion de etanol de 95%, la temperatura critica fue 35 °C. En general, existe
una fuerte disminucién en la concentracion de las Antocianinas extraidas a

temperaturas superiores a 45 °C. (Cacace & Mazza, 2006)

Fan et al. (2008a) investigaron sobre las condiciones de extraccion de Antocianinas
presentes en batata morada. Trabajaron con etanol como solvente de extraccién
acidificado con &cido clorhidrico, cuyas variables independientes son: temperatura de
extraccion, tiempo y relacion sélido-liquido y como respuesta se evalla el rendimiento
de extraccion de antocianinas. La temperatura de extraccion y la relacion sélido-liquido
aumentaron el rendimiento de extraccion, mientras que el tiempo no tiene efecto
significativo. Estos autores obtuvieron que la mejor combinacion de las variables son

temperatura de 80°C, relacion solido- liquido 1:32 y tiempo de extraccion 60 minutos.

Bordignon et al. (2009), investigaron sobre la extraccion de Antocianinas de frutillas
con una solucion etandlica en el rango de pH de 1.0 a 13.0. A pH 1 obtuvieron la mejor

extraccién de Antocianina.

Zapata et al. (2014), investigaron la influencia de variables del proceso de extraccion
solido-liquido de Antocianinas de Arandanos. Obtuvieron una combinacion de
variables que maximizo la recuperacion, las cuales fueron etanol acidificado con &cido
citrico al 1% como solvente de extraccion, proporcion materia prima/solvente 1:3

kg/kg, temperatura 36+1 °C y tiempo de extraccion 2 h.

3.4. Factores que Influyen en la Extraccion de Antocianinas
El proceso de extraccion es afectado por varios factores como:
3.4.1. Temperatura

El calor facilita el pasaje de agua a través de las membranas semipermeables de las
células vegetales. Esta debera ser lo suficientemente alta para que permita una buena
solubilidad del pigmento, sin llegar al extremo de hidrolizar al pigmento ni de
solubilizar (Camavilca Cordova & Leyva Aliaga, 2015).
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Muchos estudios sobre la estabilidad de la Antocianina han indicado que las
Antocianinas son facilmente degradadas por el calor. La tasa de degradacion depende
de la estructura de la antocianina (Furia, 1978). Kan et al (1976), recomienda usar

temperaturas no mayores a 60°C, para evitar la degradacién de antocianinas.
3.4.2. Tamafio de Particula

La reduccién del tamafio de la particula facilita la extraccién de un constituyente
deseado, contenido en una estructura compuesta (Brennan, 1970). Por lo tanto, para
obtener una buena difusién del soluto en el solvente es necesario determinar el grado
de molienda o fineza del producto. Asi cuanto méas pequefia sean las particulas mucho
mayores es el area interfacial entre el solido y el liquido.

Cuando el material es demasiado fino ofrece dificultades en la extraccion ya que en
algunos casos impide la libre circulacion del liquido, la separacion de las particulas del
liquido y el drenaje del sélido residual resulta més dificil, y en algunos casos la ruptura
de las células deja en libertad materiales indeseables (Camavilca Cordova & Leyva
Aliaga, 2015).

3.4.3. Agitacion del Solvente

Incrementa la difusion y por lo tanto aumenta la transferencia de material, desde la
superficie de las particulas a la solucion. El agitador debe tener una velocidad adecuada
0 moderada considerando lo siguiente (Zapata, 1978):

- Velocidad alta da rapidez a la mezcla.
3.4.4. Equilibrio entre el Solvente y el Soluto

Es necesario encontrar una relacion adecuada entre el solvente y la materia prima a ser
extraida. Una proporcién alta da lugar a extractos demasiado diluidos y si es muy baja
no habra buena difusion. El equilibrio se alcanza cuando el soluto se disuelve
totalmente y la concentracion de la solucion que se forma es uniforme (Aguilar Quispe
& Carcausto, 2017)
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3.4.5. Nimero de Lavados de la Materia Prima

Es necesario determinar el nimero de lavados a que debe ser sometida la materia prima,
para obtener un extracto con un grado de concentracion lo suficientemente alto, y

asimismo tratar de agotar completamente el soluto (Zapata 1978).
3.4.6. Calidad del Solvente

Un buen solvente debe ser selectivo y su viscosidad suficientemente baja para que
pueda circular libremente. La concentracion del soluto aumentara y la relacion de
extraccion disminuird progresivamente, debido a que el gradiente de concentracion se
va reduciendo; y porque la solucidn se hace mas viscosa (Aguilar Quispe & Carcausto,
2017).

Se han mencionado diferentes solventes para la extraccion de antocianinas, entre ellos:
acetona, agua, etilen glicol, glicol de propileno, metil etil cetona, iso propanol, metanol
y etanol. Los dos Gltimos son superiores al resto de solventes mencionados. La acetona
es efectiva, pero aparentemente contribuye a la degradacion de los pigmentos bajo un
contacto prolongado.

El agua es conveniente pero menos efectivo (Chiriboga y Francis 1970).

Como las Antocianinas son estables a pH acidos es necesario incluir acidos organicos
e inorganicos. Se ha demostrado que el HCI estabiliza los pigmentos (Fuleki y Francis
1968a).

En investigaciones recientes sobre extraccion de Antocianinas del maiz morado se
demuestra que el &cido sulfarico aumenta la eficiencia de extraccion y da mayor
estabilidad al pigmento; en cambio el &cido citrico proporciona bajo porcentaje de
extracciéon y aparentemente se produce cierta degradaciéon del pigmento (Kan et al,
1976) Main et al (1978), sefiala que el &cido citrico es menos corrosivo que el HCl y
que los quelatos metalicos de &cido citrico puede no tener efecto protector durante el

secado por atomizacion (Zapata, 2014)
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3.5. Conservacién del Extracto Antocianinas de Ardndano

Existen varias maneras de conservar el producto Extracto de Antocianinas de

Arandano.
A continuacion, se mencionan las alternativas mas importantes:
3.5.1. Microencapsulacion

La encapsulacion es una técnica que se ha aplicado para preservar y proteger
numerosos ingredientes. Puede considerarse una forma especial de empacar, en la que
un material en particular puede ser cubierto de manera individual para protegerlo del
ambiente, de la reaccidn con otros compuestos o para impedir que sufran reacciones de

oxidacion debido a la luz o al oxigeno (QuimiNet, 2006).

La principal ventaja es que el encapsulado se libera gradualmente del compuesto que
lo ha englobado o atrapado, obteniéndose productos alimenticios con mejores
caracteristicas sensoriales y nutricionales. Se utiliza también el término
microencapsulacion en la industria alimentaria o farmacéutica cuando se encapsulan
sustancias de bajo peso molecular o en pequefias cantidades. Los dos términos,

encapsulacion y microencapsulacion, se usan indistintamente (QuimiNet, 2006).
3.5.2. Conservacion de las Antocianinas en Estado Liquido

Zapata, (2014). Hace referencia a la conservacion de Extracto de Antocianinas en tres

temperaturas para la degradacion minima de los compuestos fenolicos:

-Para tiempo prolongado de conserva de 1 afio en adelante, es aconsejable una

temperatura de -18°C.
-Para el uso del extracto en 2 dias posteriores a su obtencion, es aconsejable 4°C.

En todos los casos, el extracto debe encontrarse en botellas de vidrio ambar

herméticamente cerradas, para evitar la degradacion por presencia de luz y oxigeno.
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IV. CAPITULO

PARTE EXPERIMENTAL

4.1. Metodologia del Estudio para la Extraccion de Antocianinas

4.1.1. Descripcion Esquematica de la “Metodologia del Estudio”

La metodologia a emplear esta en el marco de la normatividad, para la finalidad de la

investigacion y se describe en la figura 4-1, desde el momento en el que se realizo la

recoleccion de informacion, hasta la presentacion del documento final.

Figura 4- 1: Metodologia del Estudio

Obtencion de Extracto de Antocianinas de Arandano
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bibliografia

Caracterizacion de la Materia Prima.

v
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Antocianinas de Arandano.

!
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Caracterizacion
del Producto
Obtenido.

Determinacion del
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Tecnoldgico.

Presentacion, Analisis 'y
Valoracién los Resultados

del Proceso Tecnoldgico

L 2

7

A

Presentacién del Documento Final

Fuente: Elaboracién propia, 2018.
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4.2. Seleccion del Método de Extraccion de Antocianinas de Arandano

La seleccion de un método de extraccion es de gran importancia en el analisis de las
antocianinas, y depende en gran medida del objetivo de la extraccion, la naturaleza de
las antocianinas, y de la materia prima. También es conveniente que el procedimiento

de extraccién no sea demasiado complejo, laborioso, peligroso o costoso.

De acuerdo a las referencias bibliograficas que se tienen, se reporta que se puede
realizar la extraccion mediante dos métodos: Extraccion por Fermentacion y

Extraccion Sélido-Liquido.

Sefialado los métodos para la extraccién de Antocianinas, procede a realizar una matriz
de decisidn para la seleccion del método que se aplicara, se asigna una calificacion de

acuerdo a una escala predeterminada de uno a diez.

En la tabla IV-1 se observa las calificaciones ponderadas, siendo el proceso adecuado

aquel que acumule el mayor puntaje.

Tabla IV- 1: Escala de Calificacién por Puntuacién del 1 al 10

ESCALA DE PUNTUACION PUNTUACION
Excelente 9-10
Muy buena 7-8
Buena 5-6
Regular 3-4
Mala 1-2

Fuente: Elaboracion propia, 2018.
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Tabla IV- 2: Matriz de Decisién para la Seleccion del Método de Extraccién de

Antocianinas

Valoracion Extraccion por Extraccion
porcentual Fermentacion Sélido-Liquido
Factores de los
Calif. | Fraccién | Pond. | Calif. | Fraccion | Pond.
factores _ _ _ _
(%) de Calif. | Final de Calif. | Final
Complejidad 30 2 0,2 6 9 0,9 27
del método
Pureza del 25 8 0,8 20 5 0,5 12,5
producto
Rendimiento 25 3 0,3 75 8 0,8 20
de extraccion
Costo del 20 1 0,1 2 7 0,7 14
método
Total 100 35,5 73,5

Fuente: Elaboracion propia, 2018.

De acuerdo a las tablas presentadas anteriormente se observa que la extraccion solido-

liquido tiene una mayor ponderacion final respecto a la extraccion por fermentacion,

tiene una baja complejidad del método, el extracto obtenido no es altamente puro, pero

se obtiene mejor rendimiento y con un menor costo, por lo que se escogi6 el método

solido-liquido.

La extraccion por fermentacion requiere de condiciones y equipos, no disponibles para

su realizacion. Principal razon para tomar en cuenta la extraccion sélido-liquido como

método por excelencia para nuestro medio cientifico.
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4.3. Seleccion del Solvente para la Extraccion de Antocianinas

El método de extraccion solido-liquido, descrito en el acapite 3.2.1.2, tiene diferentes

técnicas, dependiendo del solvente que se utilice.

Un buen solvente debe ser lo méas selectivo posible, con una viscosidad lo
suficientemente baja para facilitar su flujo a través del sélido y de bajo punto de
ebullicion para que el extracto pueda concentrarse por la evaporacion del solvente
(Zapata, 2014).

El fin del trabajo de investigacion es obtener Extracto de Antocianinas para el consumo
humano por lo que se debe considerar un solvente que no sea tdxico. Por este motivo

se realizara una descripcion de los solventes a utilizar.

Tabla IV- 3: Ventajas y Desventajas de los Posibles Solventes para la Extraccion

de Antocianinas

Método Ventajas Desventajas
Acetona  con | -Mayor pureza que otros Efectos tdxicos y cronica para la
Cloroformo métodos. salud humana.

-30% mas efectivo que el

metanol.

-Alta recuperacion de

antocianinas.

0.001 % HCI | Este es el método mas efectivo | -HCI es corrosivo

en metanol. despues  de  acetona y -Metanol tiene efectos toxicos en
cloroformo. la salud humana.
0.001 % HCI | 80% tan efectivo como el | -Degradacion durante la

en etanol. metanol. concentracion del pigmento.




57

acidificado con

Meétodo Ventajas Desventajas
0.001 % HCI |27 % tan efectivo como el | -Bajo rendimiento
en agua. metanol.
Metanol Este es el més eficiente de los | Metanol tiene efectos toxicos en

la salud humana.

acidos organicos.

acido citrico.
Etanol -Minimiza la descomposicion | - Concentracion del extracto
acidificado con | de los pigmentos. retardada con respecto al

acido citrico _Efecto no téxico para el ser metanol con HCI.

humano -Menor rendimiento

Fuente: Elaboracion propia, 2018.

El procedimiento de extraccion debe maximizar la recuperacion de Antocianinas con
una minima cantidad de impurezas y minima alteracion o degradacion del medio
natural (in vivo). Sin embargo, nunca se puede estar seguro de que el pigmento extraido

es exactamente el mismo que ocurre in vivo (Brouillard y Cuelga, 1994).

El conocimiento de los factores que influyen en la estructura y la estabilidad de
Antocianinas son vitales y ha sido mencionado anteriormente en el acapite 3.4.
Tomando en cuenta estos factores, se decide realizar la extraccion de Antocianinas
mediante el método de extraccion solido-liquido, el solvente seleccionado es etanol
acidificado con acido citrico, para cumplir con el fin ultimo del proyecto, se decide

utilizar el solvente menos toxico, para la salud humana.

4.4. Seleccion de Variables del Proceso de Extraccion de Antocianinas de

Arandano

Las variables y sus respectivos valores que se toman en cuenta de manera tentativa son:
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4.4.1. pH

Dependiendo del pH las Antocianinas pueden encontrarse en distintas formas quimica
(Moldovan et al., 2012; Bordignon et al., 2009). En los estudios consultados sobre el
efecto del pH en la estabilidad de las antocianinas, los rangos de experimentacion van
desde 1 a 8. En general se puede sefialar que bajos valores de pH posibilitan la
obtencion un mayor rendimiento en la extraccion, lo que probablemente se debe a que
valores altos de acidez favorecen la formacion del cation flavilio, que es la forma mas

estable de las Antocianinas (Zapata, 2014).

En la presente investigacion se decide trabajar entre los pH 3,5 y 4. Y no valores mas
altos de pH dado que el objetivo de extraer Antocianinas de Arandanos es poder obtener
un extracto con fin de ser utilizado como un principio bioactivo y colorante natural, por
lo que se requiere de un extracto altamente puro. Por otro lado, valores de pH muy altos
podrian producir una degradacion rapida de las Antocianinas, por lo que es probable
que gran parte de estas se pierdan en el proceso extractivo. Por tal motivo los valores

de pH a trabajar son: 3,5y 4.
4.4.2. Estado de la Materia Prima Arandano

El Arandano no consumido en la temporada de cosecha, es almacenado en cdmaras
refrigerantes para su posterior venta, aprovisionando el mercado de Arandano

congelado durante todo el afio (Marcal, 2018).

El contenido de Antocianinas en las frutas depende del estado en las que se encuentren,
el tiempo, la luz, el oxigeno, la temperatura, la amplitud térmica, hacen que varie la
concentracion de Antocianinas en la materia prima. Por ende las condiciones a las
cuales se encuentra la muestra influyen mucho en la concentracién de Antocianinas,
por este motivo se tomd como variable el Ardndano fresco y Arandano congelado
(Marcal, 2018)
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4.4.3. Relacion de Materia Prima / Solvente de Extraccion

La transferencia de Antocianinas hacia el seno del solvente se produce hasta alcanzar
un equilibrio en la concentracion de Antocianinas en todo el conjunto del sistema de
extraccion. Por lo tanto, cuanto mayor sea la proporciéon de materia prima / solvente,
mayor sera el gradiente de concentracion entre las particulas de Arandanos y la
solucion extractiva y asi la velocidad de difusidn de las Antocianinas aumentara.

Sin embargo, conviene hacer también el analisis desde un punto de vista econémico,
ya que trabajar con mayor cantidad de solvente, no solo significa un mayor consumo
de éste (aunque parte podria llegar a recuperarse), sino que también, se requiere mayor
tiempo para su eliminacion a efectos de conseguir un extracto concentrado de

antocianinas.

Por todo lo expuesto, en la presente investigacion se formula un disefio en el que la

proporcién materia prima / solvente estuvo comprendida entre 1:2 y 1:3 g/ml.
4.5. Disefio Experimental para la Obtencién de Extracto de Antocianinas

El disefio experimental es una técnica estadistica, que tiene como objetivo definir una
serie de pruebas en las cuales existen cambios deliberados en las variables de entrada
de un proceso sistema, de tal manera que sea posible observar e identificar las causas
de los cambios que se producen en la respuesta de salida, de tal modo que el

investigador obtenga estimaciones con la mayor precision.
4.5.1. Planteamiento de la Hipotesis
Para llevar a cabo el disefio experimental se tomaron en cuenta las siguientes hipétesis:

e Existe diferencia en el rendimiento en cuanto a la relacion soluto/solvente en la
extraccion de antocianinas.

e Existe diferencia en el rendimiento en cuanto al tiempo de extracciéon de
antocianinas.

e Existe diferencia en cuanto a la estabilidad y el rendimiento de Antocianinas
en el extracto.

e Existe variacion en la interaccion entre ambos factores.
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e El nivel de significacion es del 95%
4.5.2. Modelo del Disefio Factorial

El disefio factorial pertenece al modelo 2X. Donde 2 hace representacion a los niveles
y k a los factores, las variables cuantitativas; pH. Arandano fresco-congelado, relacion

soluto/solvente. La variable de respuesta sera rendimiento total de antocianinas.

El modelo de experimento sera: 23

El nimero de experiencias es: 2= 8

Se consideran dos réplicas con el fin de obtener resultados significativos y validados.
El nimero de experimentos totales: 23x 2 = 16 experimentos

A continuacion, se muestra la tabla de niveles y los factores seleccionados.

Tabla IV- 4: Niveles de Variacion de los Factores

Factores (K) Nivele min Nivel max
pH 3,5 4

Estado de la materia

orima: Arandano Congelado Fresco

Resolucion

soluto/solvente(g/ml) 1:2 1:3

Fuente: Elaboracion propia, 2019.
Para facilitar el tratamiento de datos, se codifica las variables en la siguiente tabla:

Tabla IV- 5: Codificacion de Variables

Factores (K) Nivele min Nivel max
pH -1 1
Estado de la materia 1 1
prima
Resolucion
-1 1
soluto/solvente(g/ml)

Fuente: Elaboracion propia, 2019.
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La tabla 1V-6 representa la matriz del disefio a utilizar, los ocho experimentos més su

réplica.
Tabla IV- 6: Matriz de Disefio
NGmero de ES;?:t%gz S Resolucion Rendimier_lto _total
experimentos pH prima: soluto/solvente de Antocianinas

Arandano Giil) &)
1 -1 -1 -1 Y1
2 -1 1 -1 Y2
3 1 -1 -1 Ys
4 1 -1 1 Yq
5 -1 1 1 Ys
6 -1 1 -1 Yo
7 -1 -1 1 Y7
8 1 1 1 Ys
9 -1 -1 -1 Yo
10 -1 1 -1 Y10
11 1 -1 -1 Yu
12 1 -1 1 Y12
13 -1 1 1 Y13
14 -1 1 -1 Y14
15 -1 -1 1 Y15
16 1 1 1 Y16

Fuente: Elaboracion propia, 2019.
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4.6. Disefio del Proceso Tecnoldgico Experimental Seleccionado de Extraccion de

Antocianinas.
Identificado el proceso de extraccion solido- liquido y como solvente etanol acidificado

con &cido citrico, a continuacién se describe un esquema del proceso.

Figura 4- 2: Esquema del Proceso de Obtencion de Extracto de

Antocianinas de Arandano

del Determinaciéon de
Recepcion de la materia prima = o )
. Antocianinas  Monomericas,

Arandano L
T Cianidina, Color, pH.

Seleccion y lavado del Arandano

con agua destilada.

)

Pesado de la muestra (50 g de Arandano)

v

Triturado con el solvente acidulado (t=5 min)
]

Extraccion por agitacién (t=90min; rpm=400; T=36+4°C).
¥

Filtracion al vacio (Papel Whatman # 42)
L

Concentracién (T= 45°C; t~40min, hasta reducir 6 veces su volumen inicial.)

v

Conservado en botellas de vidrio | =) | Antocianinas Monomericas,

ambar a T=0°C. Cianidina, Color, pH.

Fuente: Elaboracién propia, 2019.
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La descripcion del proceso por etapas, es descrita a continuacion:
4.6.1. Recepcion de la Materia Prima: Arandano

La materia prima utilizada en el presente estudio es Arandano (Vaccinium
corymbosum L.) del tipo Highbush (Arandano alto) procedente de la localidad de
Turumayo, perteneciente al Valle Central de Tarija.

Con una ubicacion geografica de:

Latitud: 21.571588
Longitud: 64.783974

Figura 4- 3: Ubicacién Geogréfica de la Procedencia de la Materia Prima

Fuente: Elaboracion propia, 2019.

Para reducir el deterioro de la post cosecha, las bayas frescas son refrigeradas a (4°C)
y las bayas congeladas son mantenidas a una temperatura de (-18°C) en bandejas de

polietilentereftalato hasta el momento de utilizar en las diferentes experiencias.
4.6.2. Seleccion y Lavado del Arandano

La seleccion del Arandano se basa en escoger Arandanos que se encuentren en buen

estado, sin presentar signos de descomposicion, dafio o alteracion.
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El lavado de los Arandanos se efecttia por inmersidn con agua destilada para eliminar

residuos externos post-cosecha, como particulas de tierra y suciedades.

Figura 4- 4: Seleccion y Lavado del Arandano

Fuente: Elaboracion propia, 2019.
4.6.3. Pesado de la Materia Prima: Arandano

Se pesa con balanza analitica (especificacién técnica, ver Anexo 111) 50 g de la materia
prima: Arandano a utilizar durante el proceso con la finalidad de calcular el
rendimiento y las pérdidas en el proceso de extraccion.

Figura 4- 5: Pesado de la Materia Prima

Fuente: Elaboracion propia, 2019.
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4.6.4. Triturado de la Materia Prima: Arandano

El triturado se realiza en una mezcladora de acero inoxidable o de uso general
(especificacion técnica, ver Anexo Ill), donde se mezcla la materia prima con el

solvente ya acidulado, por un tiempo de 5 minutos.

Figura 4- 6: Triturado de la Materia Prima

Fuente: Elaboracion propia, 2019.

Acidulacién del solvente: con el objetivo de realizar la variacion del pH, segin el

disefio factorial se acidula el solvente en dos niveles, pH 4 y pH 3,5 con &cido citrico.
4.6.5. Extraccion Mediante Agitacion

La agitacion de la solucion soluto-solvente, es realizada en 90 min a una velocidad de
400 rpm, protegiendo de la luz, para lograr la lixiviacion del soluto y evitar la posible
degradacién de las Antocianinas.
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Figura 4- 7: Extraccion Mediante Agitacion Magnética

Fuente: Elaboracion propia, 2019.
La temperatura a la cual se trabajo es 364 °C.

4.6.6. Filtrado del Extracto de Antocianinas

Mediante filtracion se separa el sélido del liquido, por succion de vacio usando un

equipo de filtracion al vacio y papel Whatman nimero 42, para mejorar la filtracion.

Figura 4- 8: Filtracion al Vacio

Fuente: Elaboracion propia, 2019.
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4.6.7. Concentracion del Extracto de Antocianinas

La concentracion de los extractos se realiza en un Rota Vapor (especificacion técnica,
ver Anexo 1), aproximadamente por 40 min, a una temperatura de 45°C del bafio
Maria.

Es aconsejable que el solvente recibido sea 6 veces el volumen del extracto para poder
parar la concentracion.

El tiempo de evaporacion prolongado debe evitarse para minimizar la degradacion del
pigmento. Una marcada reduccién en la tasa de evaporacion, asi como un aumento
aparente de la viscosidad en el indicativo que el liquido residual es principalmente
agua.

Figura 4- 9: Concentracion del Extracto

Fuente: Elaboracion propia, 2019.

4.6.8. Almacenamiento del Extracto Concentrado de Antocianinas de Arandano

El extracto concentrado extraido de la evaporacion, es recolectado en botellas de vidrio
color ambar, almacenado a 4 ° C y analizado en 2 dias seguidos a la obtencion del
mismao.

Para periodos mas largos de analisis (hasta 1 afio o incluso mas), almacenar a -18°C.
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Figura 4- 10: Muestras de Extracto Concentrado

Fuente: Elaboracion propia, 2019.
4.6.9. Analisis Cuantitativo de Antocianinas

Para realizar el analisis cuantitativo de Antocianinas en el producto obtenido, se usa un
Espectrofotometro UV- Visible. Se llevan todos los extractos a las mismas condiciones,

evaporando hasta que se tenga 100 ml del extracto, para proceder con el analisis.

Se toma 1 ml de la muestra y se diluye en con alcohol al 96 % hasta aforar un matraz
de 50 ml. De esta solucion llamada solucion madre, se toma 1 ml de la mencionada
solucién y se prepara soluciones tampon a pH 1 y pH 4,5, para después leer las

absorbancias, segun el Anexo II.

Figura 4- 11: Andlisis Cuantitativo de Antocianinas

Fuente: Elaboracién propia, 2019.



69

4.6.10. Analisis de Color en el Extracto de Antocianinas de Arandano

Para realizar el analisis de color en el Extracto de Antocianinas de Arandano, se usa un
medidor de Colorimetria CR-400(especificacion técnica, ver Anexo Il1). Se toma una

alicuota de cada extracto y se procede a la lectura directa de las coordenadas CIE
L*b*a*.

Figura 4- 12: Andlisis de Color del Extracto

Fuente: Elaboracion propia, 2019.
4.6.11. Balance de Materia y Energia

Para el balance de Materia y Energia se realiza la extraccion de Antocianinas a partir
de 50,631 g de Arandano con una humedad del 83,04 %. EIl proceso de extraccion se
realiza con las variables que proporcionan una mayor cantidad de Antocianinas totales;
pH 4, Arandano fresco y una relacién soluto/solvente de 1:3, a una temperatura de 36+4

°C, con un tiempo de extraccién de 90 min.

Cada uno de los valores de entalpias, capacidades calorificas, temperaturas se obtienen
de tablas termodinamicas, de acuerdo a la presion que ejercia la bomba en el sistema,

fueron obtenidas de las tablas de termodindmica. (Smith Van Ness, Perry, 1995)
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Balance de Materia

Densidad de Arandano 1,0058 g/ml
Etanol al 96 °GL 450 ml
Densidad del etanol al 96 °GL 0,793g/ml
Densidad del &cido citrico 1,66g/ml
Densidad del agua 1g/ml
Tiempo de extraccion 90min
Volumen del &cido citrico 0,32 ml
Masa de Arandano inicial 50,503gr
Densidad del etanol al 87 °GL 0,8199g/ml
Densidad del extracto concentrado 1,032g/ml
Balance de Energia
Temperatura de ebullicion del etanol 41°C
Temperatura del bafio del Rota-Vapor 45°C
Temperatu_rg final del agua de 20°C
condensacion
Masa de agua de bafio del Rota- Vapor 3,8Kg
Masa de extracto concentrado 0,01997 Kg
Masa del etanol recuperado 294,306 g

Cpon= Calor especifico del etanol

2,513 Kj/Kg°C

Cp agua= Calor especifico del agua

4,186 Kj/Kg°K

Aon=Calor latente del alcohol

845K;j/Kg

Fuente: Elaboracién propia, 2019.
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Tabla IV- 8: Nomenclatura Utilizada en el Balance de Materia

Nomenclatura utilizada en el Balance

de Materia

Especificacion

Ay
Corriente masica global

A = Corriente masica

#= NUmero de corriente, toma valores de
1,2,34....13

A#E

Corriente méasica de cada componente

A = Corriente mésica

# = Numero de corriente, toma valores de
1,2,3,4....13

E = Abreviatura del componente de la
corriente, sus significados son:

Ac=Acido, Ant=Antocianinas,
H20=Agua, OH=Etanol, S=Solidos.

XuE
Fraccion mésica de cada componente

X = Fraccién masica

# = Numero de corriente, toma valores de
1,2,3,4....13

E = Abreviatura del componente de la
corriente, sus significados son:

Ac=Acido, Ant=Antocianinas,
H20=Agua, OH=Etanol, S=Sélidos.

Fuente: Elaboracién propia, 2019.

La tabla I\VV-8 describe cada término de la nomenclatura utilizada en el balance de

materia.
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La figura 4-13 muestra el diagrama de bloques, con la entrada y salida de cada corriente

Figura 4- 13: Diagrama de Bloques del Proceso

Aq
A
Az |—»| Lavado > As
Ay
\ 4
Ag Triturado > Ag

.|

Ag Extraccion + Filtracion > Ay
A1o
-, ___>
A;; < Concentracion A1z

A13

Fuente: Elaboracion propia, 2019.

La siguiente tabla muestra las especificaciones de las corrientes de diagrama de

bloques del proceso.

Tabla IVV- 9: Corrientes del Proceso

Corriente | Especificacion Corriente | Especificacion
A; Arandano A, Mezcla de Arandano triturado
A, Agua destilada Ag Etanol acidulado
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Corriente | Especificacion Corriente | Especificacion
As Agua + Impurezas Aqg Pérdidas + torta
I Impurezas Aqp Extracto bruto
A, Arandano lavado Aqq Etanol recuperado
Ag Etanol acidulado A, Pérdidas por concentrado
Ag Pérdidas por triturado Aqs Extracto de Antocianinas

Fuente: Elaboracion propia, 2019.

4.6.11.1. Balance de Materia

El balance de materia proporciona datos sobre flujos intermedios y pérdidas en el

proceso, ya sea por extraccion, filtrado y/o tamizado.

4.6.11.1.1. Balance de Materia en la Etapa de Lavado

A,(Arandano ) = 50,631 g

A, (Agua destilada) = 200g

A3 (Agua + Impurezas )

A, (Ardandano lavado) = 50,503 g




Balance Global
A1 + Az = A3 + A4 EC 41

A3:A1+A2_ A4_

A; = 250,631g — 50,503g = 200,128 g

Determinacién de Impurezas
IL = A3 - Az EC 42
I, =200,128 — 200 =0,128¢

4.6.11.1.2. Balance de Materia en la Etapa de Triturado

XaAc
X4m20
A
4 X4Ant
Xss
As > Triturado —>
Xson
XsH20 X5 ac
Ksac A X720
7
X70H
X7Ant
X7s

A, (Arandano lavado) = 50,503 g

As (Etanol acidulado) = 120,527 g
Ag(Pérdidas por triturado) = 3,092 g
A, (Mezcla de Arandano triturado)

A7 == A5 + A4 - A6 EC 43
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A, = 50,503g + 120,527g — 3,092g = 167,938 g
Balance para A, : Arandano lavado = 50,503 g
Ay = XyachAs + Xynz0As+XgantAs + XysAy,  EC. 44
Xy = XyactXan20 + Xaant + Xus = 1 Ec. 4.5

Segun datos obtenidos en los analisis realizados en el CEANID (Anexo 1)

006% _ .o 4
A= 100%
_83,04% _

Segun resultados obtenidos en analisis de Antocianinas en el Arandano (Anexo I1)

A _ 98mg de Antocianinas
ANt ™ 100g de Arandano

* 50,503 g de Arandano = 49,493 mg = 0,049 g

. _ 0049
ANt 50,503g

Mediante célculo y despejando la Ec. 4.5:

=9,702x10~*

X4s = 1 — Xgac—Xsant — X4H20
X4 =1—6x10"%-9,702x10™* — 0,830 = 0,168
Balance para As : Etanol acidulado
As = Ason + Asuzo + Asac EC. 4.6
Xs = Xsou+Xshoo + Xsac =1 Ec. 4.7
Se utiliza 150 ml de etanol al 96°Gl acidulado con 0,32 ml de &cido citrico
Las densidades del alcohol y el acido son:
pon = 0,793g/ml
pac = 1,66g/ml

PHzo = 1g/ml



0,793g
ml

Asoy = 150 ml * 0,96 * = 114,192g

Para preparar la solucién &cida se utiliza 12 gramos de acido citrico en 100 ml de

agua, y se toma de esta solucion 0,32 ml para acidificar hasta pH 4, los 150 ml de

alcohol.
Acae = 0,32 ml de solucion + ——89¢3990_ 4 53840 de 4cid
= * =
sac = 0,32 ml de solucion * == - = 0, g de 4cido
Mediante célculo despejando la Ec. 4.6:
g 0,0384 g
Astizo = (150 ml + 0,04 + 1=2) +( 0,32 ml - ———= | = 6,297g
ml 1,66 5;
m

As = 6,297g + 0,0384g + 114,192 g = 120,527 g

. _114192g o
SOH ™ 120,527g
Xope = 03848 _ 5 1g6x10~
€7 120,527 g
62978 _ 0,052

XsH20 = 120527 g
Segun calculo de Ec. 4.7:
Xs = 0,947 + 3,186x10™* + 0,0522 = 1
Balance para Ay: Arandano total triturado
A, +A; = A, + A Ec. 4.8
Segun calculo de Ec. 4.8 Ar =50,503g + 120,527g = 171,030g
Ar = XtacAt + XtH20AT + XTOHATHXTARtAT + XT5AT  EC. 4.9
Balance para el acido citrico en Ay
Arac = Ay *Xgpe + As * Xsac Ec. 4.10

Arac = (50,503g * 6x107*) + (120,527 * 3,186x10~*) = 0,0687g
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0,0687 g de acido

X = = 4,017x107%
TAC ™ 171,030 g de extracto X

Balance para el agua en At
Atn20 = As * X420 + As * Xshz20 Ec.4.11
Atz0 = (50,503g * 0,830) + (120,527g * 0,0522) = 48,209g

% _ 48,209 g de H20 — 0282
TH20 ™ 171,030 g de extracto

Balance para el etanol en At

AT * XTOH = AS * XSOH Ec.4.12

As*Xson _ 120,527g%0,947
At 171,03 g

XTOH = S 0,667

Balance para Antocianinas en At

AT * XTAl’lt = A4_ * X4Ant EC 4 13

Ay*Xgant _ 50,5038%9,702x10~*

— — -4
Xrant = = iosg = 2865x10

Balance para sélidos en At
Xts =1 — Xtac — XtH20 — XTOH — XTAz—XTAnt  EC.4.14
Xrg=1-— 4,017x107% — 0,282 — 0,667 — 2,865x10~%* = 0,050

Para determinar la composicion de Ag y A, , se utiliza las fracciones de Ay
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4.6.11.1.3. Balance de Materia de la Etapa de Extraccién-Filtracion

Xypo= 4,017x1074

X7HZO: 0,282
A7 X7OH =0,667
Xopne= 2,865x10~
Xog = 0,050
Xoac
Ag || Extraccion-Filtracion —> 4, X920
Xo90H
\ Xoant
[ | X9S
X80H = 0,947
X8H20 = 0,052 Xl()Ac
Xgac= 3,186x107 Ay X 101126
X100H
X10Ant
Xio0s

A, (Mezcla de Arandano triturado) = 167,938 g
Ag(Etanol acidulado) = 241,054g
Ay (Pérdidas + torta) =
Ao (Extracto bruto)= 314,455g
A, +Ag=Ag+ A Ec.4.15
Despejando la Ec. 4.15 Ag = A; + Ag—Pyg
Ay = 167,938g + 241,054g — 314,455g = 94.537 g

Balance para A,: Mezcla Arandano triturado = 167,938g
Ajpc = A; xXpa. = 167,938 g+ 4,017x107* = 0,067 ¢
Ast20 = Ay * XtH20 = 167,938 g % 0,282 =47,358 ¢
Asoq = Ay *x Xtop = 167,938 g % 0,667 =112,015 g

Azant = A7 * Xrant = 167,938 g 2,865x10~* =0,048 g
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A, = A, * Xps = 167,938 g + 0,050 = 8,3969 g
Balance para A;,: Extracto bruto = 314,455¢

Balance para el etanol en A,

Para determinar la cantidad de etanol en la corriente A;,, se emplea el alcoholimetro

dando un valor de 85 °GL, la densidad de la corriente A, son:
pa1o = 0,825g/ml
pou = 0,793g/ml

Realizando la correccion de 85°GL a fraccién maésica:

g
X100 = 0,85 * miOH _ 0,817
mlsol (g25 g
’ ml Sol
Aioon = Ao * X100H Ec. 4.16

Asoon = 314,455g * 0,8170=256,910g
Balance para el &cido en A4

Ao * Xjoac = A1z * Xi3ac = A1oac Ec.4.17

« _ Auac _ 0,055%
10A¢™ "Ao  314,455g

= 1,778x107*

Ajoac = 314,455g = 1,778x10~* = 0,0569
Balance para solidos en A,

Ago * X105 = A1z * Xy35 = Aqps Ec.4.18

o Bus_ 47768
1057 Ao 314,455g

= 0,015

Ajos = 314,455g * 0,015 = 4,717g

Balance para Antocianinas en A,

Ao * X10ant = A1z * X13ant = A10Ant Ec.4.19
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Ajzant _ 0,019969g

Xyoant = = = 6,350x10
toant = T4 T = 314 455¢ X

Aqoant = 314,455¢g = 6,350x107° = 0,020g
Mediante célculo se obtiene la fraccion del agua en A4,
X1on20 = 1 — X10ac — X105 — X100H—X10Ant Ec.4.20

Xionz0 = 1 — 1,778x107* — 0,015 — 0,817 — 6,350x1075 = 0,168

A1o * X10H20 = A10H20 Ec.4.21

Aion20 = 314,455g * 0,168=52,753 g
Balance para Aq: Pérdidas + torta = 94,537 g
Balance para el etanol en A,

Agon = A7on + Agon — A1ooH Ec.4.22
Agon = 112,015 g + 228,278~ 256,910= 83,383¢g

A9OH . 83,383g

Xoon = = = 0,882
90H ™ A, T 94537g
Balance para el agua en A,.
Aotizo = A7nz207t Agnzo — A1oH20 Ec. 4.23

Aoyao = 47,358 g + 12,535g — 52,514 = 7,379 g

Aonzo  7,3798

X = = = 0,078
H20 = AT T '94,537g
Balance para el &cido en Aq
Agac = Azac + Agac — Atoac Ec.4.24

Aope = 0,067 g+ 0,077 g— 0,056 g = 0, 088 g

Agpc 0,088 g
Xope = —AC = = 9,308x10*
o = AT T 94537 ¢ X

Balance para Antocianinas en A,



Agant = A7ant — A10Ant Ec. 4.25
Aopn: = 0,048 g - 0,01996g = 0,02804g

Agant _ 0,02804g

= = = 2,966x10~*
Koant =) == 94 537g X

Balance para sdlidos en Aq
Xos = 1 = Xoac — Xon20 — Xoon—Xoant Ec. 4.26
Xos =1 —9,308x107* — 0,078 — 0,882 — 2,966x10™*
Xos = 0,039

Ags = Ag * ng = 3,687g

4.6.11.1.4. Balance de Materia de la Etapa de Concentraciéon

XIOAC: 1,778X10_4
Xiom20= 0,167

A}O XIOOH =0,817 e
l XlOAnt: 6,350X10

XIOS = 0,015

Ay [ Concentracién —>| A, X12H20

Balance Global
A, (Extracto de Antocianinas) = 314,455¢g

A;;1 (Etanol recuperado) = 235,97 g
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A3 (Extracto de Antocianinas) = 19,969 g
A;,(Pérdidas en la concentracion)
Ay +A, A=A, Ec.4.27
Despejando laEc.4.27 Ajp— A1 — A3 =Aq,
314,455g — 235,97 g—19,969g = A4,
A, =58,516¢g
Balance para A;,: Etanol recuperado = 235,97 ¢

Para determinar la cantidad de alcohol en la corriente A;4, se emplea el alcoholimetro

dando un valor de 87 °GL, las densidades de la corriente A, en estas condiciones son:
pa11 = 0,8199g/ml
pon = 0,793g/ml
Realizando la correccion de 87°GL a fraccion masica:
_8

""" ml sol _8
0,8199 il Sol

=0,8414

Balance para el etanol en A
Ao = Aqq *0,8414
Aji0m = 235,97g * 0,8414 = 198,545¢
X1104 = 0,841
Balance para el aguaen A,
X11m20 = 1 — X410 = 1 —0,8414 = 0,1586
A11a20 = A11 * X11H20 Ec.4.28

Ay1p20 = 235,97g * 0,1586 = 37,425g
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Balance para A;3: Extracto de Antocianinas = 19,969 g

Segun datos obtenidos en los andlisis realizados en el CEANID (Anexo 1)

_0,28%
Xi3ac = 100% = 0,0028
Aizac = A1z * Xq3ac Ec. 4.29

Aisac = 19,969g * 0,0028 = 0,056g
Balance para el etanol en A;;

Para determinar la cantidad de etanol en la corriente A3, se emplea el alcoholimetro
dando un valor de 35 °GL, la densidad de la corrienteA;; en estas condiciones es segun
anélisis:

Pa13 = 11032g/m1

pou = 0,793g/ml

Realizando la correccion de 35°GL a fraccién maésica:

g
mlOH 0793 10w

X130n = 0,35 = 0,269
ml sol _8
1,032 ml Sol
A130H = A13 * X130H Ec.4.30

Asz0n = 19,969g * 0,269=5,372 g
La humedad se determina, por analisis en el CEANID (Anexo |)

75,71%
X13(H20+0H) = T00% 0,757

A13H20+0n) = A1z * X13(H20+0H) Ec.4.31
A13(H20+0H) = 19,969g * 0,7571 = 15,118g
A13n20 = A1z — A1szom Ec. 4.32

Ayspz0 = 15,118g — 5,372g = 9,746g
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9,746¢g

X13H20 = m = 0,488

Segun resultados obtenidos en analisis de Antocianinas en el extracto (acapite 5.3)

103,2mg de Antocianinas

A _ 100ml de extracto
13Ant — 1’0 3 Zg
ml

= 0,019969g

* 19,969 g de extracto conc = 19,969 mg

0,019969¢g 3

Mediante célculo se obtiene la cantidad de sélido en A,
X135 = 1 — Xy3ac — X13120 — X130H—X13Ant Ec.4.33
X135 =1—0,0028 — 0,488 — 0,269 — 1x1073 = 0,239

Aq3s = Aqz *Xq35=19,969 g* 0,239 =4,776 ¢
Balance para A,: Pérdidas en la concentracion = 58,516 g
Balance para el etanol en A4,

A1z = A1o0H — A110H — A130H Ec.4.34

Aq,0n = 256,910g — 198,545g — 5,372g = 52,993g

X _ AlZOH _ 52,993g
120H™ " . " 58516g

= 0,906

Balance para el aguaen A;,
Xi2m20 =1 — X450 =1 —0,9056 = 0,0944
Aizn20 = A1z * X220 Ec.4.35

Ayopzo = 58,516 g+ 0,0944 = 5,524 g



Figura 4- 14: Balance de Materia para la Extraccion de Antocianinas de Arandano

4, =50,631g

Ay = 200g —, Lavado |—» A4,=200,128g

A;=120527g —

XSUI—I = 0,9'4?
Xsmn = U,U‘SE
X.o=3.186x107

Ag=241,054g —
XEUI—I = 0,94?
Xgmu = {],[}52
NMga=3.186x107

Triturado

Extraccion + Filtracion

l A,=9453T¢g

Xoa.= 9,308x10~*
Xgmc;: CLCI ?E
Xoom = 0,882
Xope= 2,966x10~
M= 0,030

Fuente: Elaboracion propia, 2019.

A,=167938 g

None = 6x1074

A=50503 g Xgpo=10830
Kanme = 9.702x10~4
s =0.168

A =3002g

Hoa =4.017x10~*
X'.rm0= D.EEE
ij_]: =D.66?
Y= 2,865x10~4
X'-'S = D.DSD

Ap=314455g
XIUAE= 1.? ?8.'-[10"4

X,520=0.168
XIUUH == []_.E 1?

X 0an=6.350x10"5

X;ps=0.015

Xy10m =0,841
Ap=23597g x _ -0150

I

Concentracion

|

AIZ = 53,5].ﬁg
XHDH = ﬂ,gﬂﬁ

leo = D={]g4

A]_; = lg,mg

— X]_E,_JLE = 0.0028
X].E-H'.'.O= C',“'EE
XIEDH = {], 269
Xaan: = 1x1072
X135= 0,2 39
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4.6.11.2. Balance de Energia

En este acapite se realiza el balance de energia en la etapa de extraccidn en el agitador

magnético, en el sistema rota-evaporacion y evaporacion condensacion.
4.6.11.2.1. Balance de Energia en el Agitador Magnético

La velocidad méaxima de trabajo para el agitador magnético es 1500 rpm a 80W. Para
obtener los watts a los que trabaja el agitador se hace una relacion entre las velocidades

y energia utilizada, tomando en cuenta la velocidad de trabajo de 400 rpm.
Potencia = 80W
Velocidad =1500 rot/min

80 W x 400 rpm/min
01 = pm/

=21 W = 2133K
1500 rpm/min 333 0,02133Kw

4.6.11.2.2. Balance de Energia en el Rota-Evaporador

La bomba de vacio reduce la presion del sistema en 78 kPa, por lo que la presion del

sistema es:
Psist = Patm — Pred Ec. 4.36
Psist = 101,3 Kpa — 78 Kpa
Psist = 23,3 Kpa
A esta presion la temperatura de ebullicion del etanol es:
Tpon = 41°C
Qentregado = Qabsorbido
Qentregado = Mpaso—agua * AT * CPagua Ec. 4.37

Qentregado = 3,8 Kg * (45 °C — 18°C) * 4,186 Kj/Kg°C

Qabsorbido = Qentregado = 429,4836 Kj

Qabsorbido = (AT * CpOH * rnOH) + (AT * Megt * Cpext) Ec. 4.38
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Calculando el Cp del extracto:

Qabsorbido— (AT* Cpou*moy)
C = Ec. 4.39
Pext AT* Mext

429,4836K] — ((41 °C—18°C) * 2,513 II((—;;C * O,294Kg>

C =
Pextracto (45°C —18°C) * 0,01997 Kg

J
C = 765,—°C
PMEzZcLA Kg

KW 0,1193 Kw

Qz = 429,4836K] * 5 =

La potencia que se necesita para el bafio segln especificaciones técnicas del equipo es

de 1320 W (Anexo I11) y por lo que el tiempo minimo requerido es:

Qentregado = Potencia * tiempo (s) Ec. 4.40
T _ 429,4836 Kj
PO = 320 Kj/s

Tiempo = 325,37 s
4.6.11.2.3. Balance de Energia en el Condensador

Temperatura de salida del serpentin: 20°C, el agua necesaria para condensar el etanol

€es:

Qabsorbido - Qentregado
(Ao * moy) + (mpy * Cpoy * AT) = Mjgua de cond * AT = Cpagua Ec.4.42

_ (mop*Aon)+(mon*Cpoy*AT)
Myguadecond = AT+Cpagua Ec. 4.43




0,294Kg * 845 X0\ 4 (0,294Kg * 2,513(41 — 20)°C)
kg

magua de cond = (20 — 18)°C * 4,186 K]/Kg°C

Mygyua de cond = 31,88Kg

31,88 K 4186 Kj 20 — 18)°C
= * * —
Q4 ) g Kgoc ( )

Q3 = Q4 = 266,900Kj *

3600K] = 0,074 Kw
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V. CAPITULO
RESULTADOS Y DISCUSIONES
5.1. Analisis de la Materia: Arandano

Las caracteristicas de la materia prima utilizada en el presente proyecto de
investigacion, se detalla a continuacion en la tabla V-1.

Tabla V-1: Caracteristicas de la Materia Prima: Arandano

Arandano (Vaccinium corymbosum L)

Parametros Valor
Humedad (%) 83,04
Proteina (%) 0,98
Grasa (%) 0,10
Cenizas (%) 0,97
Hidratos de carbono (%) 14,91
Fibra (%) n.d.
AzUcares totales (%) 11,84
Acidez (%) 0,06
Soélidos Solubles (%) 16,9
pH (20°C) 3,33
Densidad relativa 1,0058

Fuente: Centro de Analisis, Investigacion y Desarrollo “CEANID”, 2019.

En la tabla V-1, n.d. significa no detectado
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5.1.1. Antocianinas en Arandano

Para realizar el analisis de Antocianinas en la materia prima: Arandano, se usa un
Espectrofotometro UV- Visible. Se realiza una extraccién en 3 etapas utilizando como
solvente el metanol al 1% acidulado con HCI (Anexo I1), se realizaron dos extracciones
y el andlisis se realizd por triplicado mediante el método de pH diferencial, descrito en

el acapite 5.3.1.

Tabla V-2: Andlisis de Antocianinas en la Materia Prima: Arandano

Longitud de onda (nm) Resultados
pH 1 pH 4,5 AM Promedio
CV
(mg/100 g (mg/100g
# 510 700 510 700 Arandano) Arandano)
1A | 0,547 | 0,015 | 0,161 | 0,017 101,076 98,557 3,153
1B | 0,545 | 0,015 | 0,163 | 0,015 99,513
1C 0,55 | 0,024 | 0,191 | 0,03 95,084
2A | 0,546 | 0,019 | 0,168 | 0,019 98,471 96,908 2,794
2B | 0,536 | 0,012 | 0,168 | 0,022 98,471
2C | 0,532 | 0,024 | 0,159 | 0,011 93,782
Concentracion de Antocianinas en ,
) 97,73(mg/100 g Aréndano)
Arandano

Fuente: Elaboracion Propia, 2019.
En la tabla VV-2: AM = Antocianinas Monomeéricas; CV = Coeficiente de Varianza
5.1.2. Analisis de Color en el Arandano

El analisis de color se realiza mediante lectura de las coordenadas CIE L*a* b*, se usa
un medidor de Colorimetria CR-400(especificacion técnica, ver Anexo Ill). Se toma

una muestra de la baya de Arandano completa y se procede a la lectura directa.
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Tabla V-3: Andlisis de Color en la Materia Prima: Arandano

L* a* b*
A 21,090 0,28 -1,96
Az 17,41 -0,28 -0,89
As 20,36 -0,30 -1,71
Ay 17,96 -0,30 -0,52
Promedio 19,205 -0,15 -1,27

Fuente: Elaboracion propia, 2019.
En la tabla V-3, se observa cuatro lecturas de coordenadas CIE L* a* b*, realizadas a
distintas bayas de Arandano, para definir el color caracteristico, se toma en cuenta el

promedio de las lecturas.

Figura 5 -1: Color Caracteristico de la Materia Prima: Arandano

HEX
#2d2e30

En la figura 5-1 se evalua el color de la baya de Arandano con el valor promedio de
Coordenadas CIE L*a*b*(L*:19,205; a*: -0,15; b*;-1,27), convertidas a coordenadas
Hexadecimal, sistema que identifica al color con el cddigo #2d2e30.
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Segun el sistema RGB el color de la baya de Arandano esta compuesto por los

porcentajes siguientes:

Rojo: 32,37 %

Verde: 33,09%

Azul: 34,53%

5.1.3. Analisis de Antocianinas por HPLC para la Materia Prima: Arandano

El analisis de Antocianinas con referencia a Cianidina por HPLC (especificacion
técnica, ver Anexo 1ll), se realiza mediante la inyeccion al equipo HPLC de 20 pl del
extracto metandlico (preparacion del extracto metandlico, ver Anexo I1) de la materia
prima Arandano, con un flujo de 0,8 ml/min. La temperatura de la columna se mantiene
constante a 25° C. Para la fase mavil se utiliza un sistema de flujo binario que consiste

en.

* Solvente A: 1% de acido acético/agua
* Solvente B: Metanol
El tiempo de elusion es de 25 min, con un gradiente mostrado en la tabla V-9, la

Cianidina es medida por un detector de arreglo de diodos (DAD) a 530nm.

Los resultados mostrados son:

Figura 5-2: Cromatograma de la Materia Prima: Arandano

Fuente: Elaboracion propia, 2019.
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En la figura 5-2: mAU=Absorbancia; min=Tiempo

En la figura 5-2 se muestra el Cromatograma de la materia prima Arandano, donde el

pico mas alto hace referencia a la Cianidina con un tiempo de retencion de 13,482 min.

La concentracion y otros datos obtenidos del Cromatograma son mostrados en la

siguiente tabla VV-4:

Tabla V-4: Resultado de Analisis por HPLC

Tiempo Area Altura Ancho (it
(min) | um) | @m) | m) | e
(mg/1009)

13,482 81,7 7,1 0,1751 0,140

Fuente: Elaboracion propia, 2019.

La concentracion de Cianidina en las bayas de Arandano es 0,140 mg por cada 100 g

de Arandano.
5.2. Andlisis del Producto: Extracto de Antocianinas de Arandano

Las caracteristicas del producto Extracto de Antocianinas de Arandano, se detalla a

continuacién en la tabla V-5:

Tabla V-5: Caracteristicas del Extracto de Antocianinas de Arandano

Extracto de Antocianinas de Arandano

Parametros Valor
Humedad (%) 75,71
Proteina (%) 1,14
Materia grasa n.d
Cenizas (%) 0,28
AzUcares totales (%) 20,58
Acidez (%) 0,28
Solidos Solubles(°Bx) 27,7
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Extracto de Antocianinas de Arandano

Parametros Valor

pH(20°C) 2,95

Fuente: Centro de Analisis, Investigacion y Desarrollo “CEANID”, 2019.
5.3. Analisis de la Concentracion de Antocianinas en los Extractos

El andlisis de concentracién de Antocianinas se realiza mediante el método de pH

diferencial.
5.3.1. Método de pH Diferencial

Las Antocianinas se someten a transformaciones estructurales reversibles con un
cambio en el pH manifestado sorprendentemente por diferentes espectros de
absorbancia. A pH 1,0 las Antocianinas existen en la forma altamente coloreada y a pH
4,5 estan predominantemente en forma incolora. La diferencia en la absorbancia a la
longitud de onda de méaxima absorcion sera proporcional al contenido de Antocianinas.
(Whitaker, 2001)

El método de pH diferencial se basa en esta reaccién, y permite la medicion rapida y
precisa del contenido de Antocianinas totales, incluso en la presencia de otros

compuestos de interferencia. (Whitaker, 2001)
5.3.1.1. Procedimiento

A una alicuota: 0,01 ml de extracto sélido-liquido, se agrega 5 mL de solucion tampén
de cloruro de potasio pH 1 y se mide la absorbancia a 510 nm (longitud de onda de

méaxima absorcion de Antocianinas) con un Espectrofotometro UV- Visible.

Posteriormente y con el propoésito de efectuar la correccion de la medida debida a la
presencia de compuestos degradados o sustancias interferentes, se mide la absorbancia
a 700 nm. Las mediciones se realizan contra un blanco de agua ultra pura. La misma
dilucion y procedimiento se realiza pero utilizando solucion tampon de acetato de sodio
pH 4.5 con el fin de eliminar la absorbancia debida a la intensidad de color de

pigmentos poliméricos amarronados y Antocianinas degradadas. (Anexo I1).
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La concentracion de las Antocianinas se expresa como mg cianidina-3-glucésido/1 L

de extracto, calculada de acuerdo a las siguientes expresiones (Wrolstad et al., 2005):

AA = (As10-A700 )pH=1 — (As10-A700 )pH=4,5

AT (%) _ AAxPMxFDx1000

L exl

Dénde:

AT: Antocianinas totales.

AA: Cambio en la Absorbancia.

PM: Masa molecular para cianidina-3-glucésido, 449.2 g/mol.

FD: Factor de dilucion.

&: Coeficiente de extincion molar para cianidina-3-glucoésido, 26900.
I: Longitud de paso de celda, 1cm.

1000: Factor de conversidn de gramos a miligramos.

Para un mejor tratamiento de datos se expresa la concentracion como mg cianidina-3-
glucdsido/100 ml de extracto, llevando todos los extractos a un volumen de 100 ml,
concentrando en el Rota Vapor para eliminar el solvente y aforando en un matraz con
alcohol recuperado, si es necesario, que permite que el analisis se realice en las mismas

condiciones para todas las muestras. La férmula queda reducida en:

mg ) _ AAxPMxFDx100

AT (100rnl

exl

El detalle de la formula es el mismo que el anterior a excepcion:

100: Factor de conversion degamgy de L a ml.



Tabla V-6: Resultados de Analisis de Antocianinas en los Extractos
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Longitud de onda Resultados
mujstra pH 1 pH 4,5 AM Promedio oy
510 700 510 700 | (mg/100ml) | (mg/100ml)

1A 0,149 0,004 | 0,017 | 0,002 65,126 64,625 1,10
1B 0,145 0,002 | 0,016 | 0,001 64,124
2A 0,177 0,010 | 0,038 | 0,011 70,136 69,134 2,05
2B 0,185 0,019 | 0,039 | 0,009 | 68,132
3A 0,128 0,001 | 0,012 | 0,001 | 58,113 58,363 | 0,61
3B 0,130 0,002 | 0,011 | 0,000 | 58,613
4A 0,128 0,004 | 0,017 | 0,001 | 54,105 53,604 | 1,32
4B 0,124 0,002 | 0,018 | 0,002 | 53,103
5A 0,268 0,045 | 0,070 | 0,030 91,678 89,423 3,57
SB 0,263 0,049 | 0,071 | 0,031 87,169
6A 0,180 0,026 | 0,047 | 0,021 64,124 65,878 3,76
6B 0,175 0,021 | 0,045 | 0,026 67,631
7A 0,172 0,009 | 0,018 | 0,003 | 74,144 75,396 | 2,35
7A 0,176 0,011 | 0,015 | 0,003 | 76,648
8A 0,253 0,013 | 0,044 | 0,009 | 102,699 103,200 | 0,69
8B 0,251 0,011 | 0,039 | 0,006 | 103,701
9A 0,143 0,002 | 0,015 | 0,000 63,122 63,874 1,66
9B 0,148 0,003 | 0,016 | 0,000 64,625
10A 0,179 0,018 | 0,038 | 0,011 67,130 69,134 4,10
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Longitud de onda Resultados
mufstra pH 1 pH 4,5 AM Promedio oy
510 700 510 700 | (mg/100ml) | (mg/100ml)

10B 0,180 0,011 | 0,039 | 0,012 71,138
11A 0,138 0,004 | 0,026 | 0,008 58,113 58,864 | 1,81
11B 0,147 0,014 | 0,019 | 0,005 59,615
12A 0,134 0,012 | 0,017 | 0,001 53,103 54,355 3,26
12B 0,136 0,011 | 0,016 | 0,002 55,608
13A 0,253 0,029 | 0,072 | 0,029 90,676 90,926 0,39
13B 0,253 0,028 | 0,074 | 0,031 91,177
14A 0,188 0,016 | 0,040 | 0,002 67,130 65,126 4,35
14B 0,189 0,027 | 0,039 | 0,003 63,122
15A 0,178 0,018 | 0,012 | 0,003 75,646 75,897 | 0,47
15A 0,182 0,014 | 0,019 | 0,003 76,147
16A 0,249 0,012 | 0,039 | 0,008 | 103,200 100,720 | 3,48
16B 0,251 0,011 | 0,045 | 0,001 98,240

Fuente: Elaboracion Propia, 2019.

En la tabla VV-6: AM=Antocianinas Monoméricas; CVV=Coeficiente de Varianza

Los analisis se realizan por duplicado, en cada muestra.

5.4. Rendimiento de Antocianinas

El rendimiento de extraccion de Antocianinas se calcula mediante la ecuacion:

%R= Porcentaje de Rendimiento de extraccién de Antocianinas.

CA Extracto

%R =

*100%

CA Materia Prima



CA Extracto = Cantidad de Antocianinas en el Extracto de Antocianinas en g.

CA Materia Prima = Cantidad de Antocianinas en la Materia Prima: Arandano en g.

Tabla V-7: Rendimiento de Antocianinas en los Extractos

# Relacion | Rendimiento
muestra PH Estado (g/ml) (%)
1 3,5 | Congelado 1:2 23,495
2 3,5 Fresco 1:2 25,212
3 4 | Congelado 1:2 26,241
4 4 Congelado 1:3 22,728
5 3,5 Fresco 1:3 36,174
6 4 Fresco 1:2 26,627
7 3,5 | Congelado 1:3 27,320
8 4 Fresco 1:3 41,753
9 3,5 | Congelado 1:2 28,363
10 3,5 Fresco 1:2 26,664
11 4 | Congelado 1:2 24,049
12 4 Congelado 1:3 23,067
13 3,5 Fresco 1:3 33,118
14 4 Fresco 1:2 24,935
15 3,5 | Congelado 1:3 30,699
16 4 Fresco 1:3 38,772

Fuente: Elaboracion Propia, 2019.
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En la tabla V-7, las franjas resaltadas muestran las condiciones en las cuales se logrd

un minimo y maximo rendimiento de Antocianinas respecto a la materia prima.
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El maximo rendimiento es obtenido con Arandano fresco, a pH 4 y una relacion soluto-
solvente 1:3 (g/ml).
El minimo rendimiento es obtenido con Arandano congelado, pH 4 y una relacién

soluto-solvente 1:3 (g/ml).
5.5. Analisis de Color de los Extractos de Antocianinas de Arandano

El andlisis de color se realiza mediante lectura directa de las coordenadas CIE L*a* b*,

con un equipo CR-400 de medicidn de color de:
Coordenadas CIE L*a*b*

Las coordenadas CIE L*a*b* son un método para expresar el color de un objeto usando
una anotacion. La Commission Internationale de IEclairage (CIE), una organizacion
sin fines de lucro, es considerada como la autoridad en la ciencia de la luz y el color,
ha definido espacios de color, incluyendo CIE XYZ, CIE L*C*h, y CIE L*a*b*, para
comunicar y expresar el color objetivamente (Minolta, 2019).

Las coordenadas CIE L*a*b*, cuantifican el color mediante la medicion del mismo a
partir de tres colores primarios de luz que son vistos por el ojo humano,
especificamente, el rojo, el verde y el azul. Esta medicion de color Ilamada "tri-
estimulos” proporciona datos sobre la cantidad de los tres componentes que estan
presentes en la luz reflejada (solidos) o transmitida (tipicamente los liquidos) por un

producto especifico

Este método determina un espacio de color tridimensional donde el eje de a* y b*

forman un plano ortogonal al eje L*.
Donde:

L* = Luminosidad del color.

a* = Variacion de color de verde a rojo.

b* = Variacion de color de amarillo a azul.
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Figura 5 -3: Diagrama de Cromaticidad del Espacio de Color

Blanco

Verde |
-a*

Negro

Fuente: Minolta, 2019.

En la figura 5-3, se muestra el diagrama de Cromaticidad con los tonos

correspondientes a cada coordenada.

La tabla V-8 se muestra los valores de las coordenadas CIE L*a*b*, para todos los
extractos. La muestra nimero 8, cuyo rendimiento de Antocianinas es mayor a los

demas extractos, muestra mayores valores en coordenadas CIE L*a*b*.



Tabla V-8: Resultados de Analisis de Color en los Extractos

# muestra

10

11

12

13

14

15

16

Fuente: Elaboracion Propia, 2019.

L*
15,82
16,74
14,80
12,32
19,15
16,32
17,07
21,22
15,80
16,22
14,94
12,95
19,33
16,28
18,10

20,74

*
6,99
6,02
2,44
1,16
9,98
4,16
4,39

6,21

5,82
2,45
1,30
10,33
3,81
4,22

6,36

b*
3,22
2,73
1,46
0,91
2,70
1,93
2,11
2,11
3,21
2,73
1,57
0,99
2,64
1,91
2,15

2,36
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Figura 5 -4: Color Caracteristico del Mejor Extracto

._ - B —

HEX
#3c2f2f

Fuente: Elaboracion propia, 2019.

En la figura 5-4 se evalla el color del Extracto de Antocianinas que presenta mayor
rendimiento y valores mas altos de Coordenadas CIE L*a*b*. El mismo es identificado

por tres sistemas: Color Hexadecimal, RBG y Coordenadas CIE L*a*b*.
En el sistema Hexadecimal es identificado con el codigo #3c2f2f.

En las coordenadas CIE L*a*b*, tiene los siguientes valores:

L*=21,22; a*=6,21; Db*=2,11

Segun el sistema RGB el color del Extracto de Antocianinas de Arandano esta

compuesto por los porcentajes siguientes:
Rojo: 38,96 %

Verde: 30,52%

Azul: 30,52%

5.6. Analisis de Antocianinas por HPLC para el Producto: Extracto de

Antocianinas.

El analisis de Antocianinas respecto a Cianidina por HPLC (especificacion técnica, ver
Anexo IlI), se realiza mediante el andlisis de cromatografia del Extracto de

Antocianinas de Arandano.



104

5.6.1. Método de HPLC

HPLC (High Performance Liquid Chromatography) es una técnica de cromatografia en
columna que bombea una muestra 0 mezcla de analitos con un solvente (fase movil)
con alta presion a traves de la columna que contiene la fase estacionaria. Este método
tiene la capacidad de separar e identificar los compuestos presentes en una mezcla o

muestra (Panarrieta, 2019)
5.6.1.1. Procedimiento

Se inyecta al equipo 20 pl de la muestra y se programa el flujo de 0,8 ml/min. La
temperatura de la columna se mantiene constante a 25° C. Para la fase movil se utiliza

un sistema de flujo binario que consiste en:

* Solvente A: 1% de &cido acético/agua

* Solvente B: Metanol

El tiempo de elusidn es de 25 minutos bajo el gradiente mostrado en la tabla V-9.

Tabla V-9: Método de analisis, HPLC

Tiempo % de
(min) Metanol
0 20
5 30
10 40
15 50
17 65
19 80
25 20

Fuente: Penarrieta, 2019.

Cianidina es medida por un detector de arreglo de diodos (DAD) a 530nm.
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Figura 5-5: Resultado de Analisis de Antocianinas. Muestra # 8

S
o0

cuBBBENEE 2

Fuente: Elaboracion propia, 2019.

En la figura mAU=Absorbancia; min=Tiempo

En la figura 5-5, se observa un Cromatograma del Extracto de Antocianinas de
Arandano perteneciente a la muestra nimero 8, que presenta el mejor rendimiento
respecto a Antocianinas Monoméricas. En el Cromatograma se puede observar los
picos de distintos analitos, identificado el pico mas alto en un tiempo de retencién de
13,484 min, pico en el que es identificada la cianidina.

Figura 5-6: Espectro UV-Visible de Cianidina en los Extractos

DAD1,12.484 (727 mAU,-)ofD-2HRS-CN.D

m AU

600

500

400

300

200

100

o

R e o e e e T A e e o S A S
300 400 500 600 nm

Fuente: Elaboracion propia, 2019.
En la figura 5-6: mAU=Absorbancia ; nm=nanometros (longitud de onda)
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En la figura 5-6 se observa el espectro UV-Visible caracteristico de Cianidina,

absorbancia vs longitud de onda.

La concentracion y otros datos obtenidos de tres muestras analizadas se observan en la

siguiente tabla:

Tabla V-10: Resultado de Analisis por HPLC, para los Extractos de
Antocianinas

# Tiempo Area Altura Ancho Conc.
muestra (min) (um) (um) (um) Cianidina
(mg/100ml)
4 13,535 32,4 2,9 0,1719 0,054
5 13,274 155,3 12,8 0,1798 0,259

Fuente: Elaboracion Propia, 2019.

En la tabla V-10 se muestran los resultados de tres extractos, se analizaron los extractos
con mayor y menor rendimiento, la concentracion del extracto con mayor rendimiento
es 7,503 mg de Cianidina por cada 100 ml de Extracto de Antocianinas, la que es

identificada a un tiempo de retencion de 13,484 min.
5.7. Resultados del Balance del Materiay Energia
5.7.1. Resultados del Balance de Materia

Tabla V-11: Resultados de Corrientes en el Balance de Materia

Balance de Materia

Corriente Definicion Gramos (g)
As Aréandano 50,631
Ao Agua destilada 200

Az Agua + Impurezas 200,128
A4 Arandano lavado 50,503




Balance de Materia
Corriente Definicion Gramos (g)

As Etanol acidulado 120,503
As Pérdidas por triturado 3,092

A7 Mezcla de Arandano Triturado 167,938
As Etanol Acidulado 241,054
Ao Pérdidas + torta 94,537
Auo Extracto bruto 314,455
An Etanol recuperado 235,97
A1z Pérdidas por concentrado 58,516
Aus Extracto de Antocianinas 19,969

Fuente: Elaboracion propia, 2019.

Tabla V-12: Resultado de Fracciones en cada Corriente del Balance de Materia

Balance de Materia

Corriente | Fracciones | Definicién Fraccion
Xaac Fraccion mésica de &cido citrico | 6x10™
Xan20 Fraccion mésica de agua 0,830
Ae Xaant Fraccion mésica de Antocianinas | 9,702x10™
Xus Fraccion mésica de sdlidos 0,168
Xson Fraccion maésica etanol 0,947
As Xs120 Fraccion masica de agua 0,052
Xsac Fraccion mésica de 4cido citrico | 3,186x10™
X7Ac Fraccion mésica de 4cido citrico | 4,017x10™
X71,0 Fraccion mésica de agua 0,282
A7 X701 Fraccion mésica de alcohol 0,667
X7 Ant Fraccion mésica de Antocianinas | 2,865x10™
X7 Fraccion mésica de sélidos 0,050




Balance de Materia
Corriente | Fracciones | Definicion Fraccion
Xgou Fraccion maésica etanol 0,947
Asg Xsm20 Fraccion mésica de agua 0,052
XgAc Fraccién mésica de 4cido citrico | 3,186x10™
Xoac Fraccion masica de &cido citrico | 9,308x1074
Xomo Fraccion masica de agua 0,078
Ao XooH Fraccion mésica de etanol 0,882
Xos Fraccion mésica de solidos 2,966x1071
Xoant Fraccion mésica de Antocianinas | 0,062
Xi0Ac Fraccién mésica de 4cido citrico | 1,778x10™
X10H20 Fraccion mésica de agua 0,168
A1 Xi00H Fraccion mésica de etanol 0,817
X108 Fraccion mésica de solidos 0,015
X10Ant Fraccién mésica de Antocianinas | 6,350x10
Xi1120 Fraccion mésica de agua 0,159
Au XiioH Fraccion mésica de etanol 0,841
X120 Fraccion masica de alcohol 0,906
A X121,0 Fraccion masica de agua 0,094
X13Ac Fraccion maésica de &cido citrico | 0,0028
X130H Fraccion maésica de alcohol 0,269
A1z X13m0 Fraccion mésica de agua 0,488
X13Ant Fraccion mésica de Antocianinas 1x1073
X138 Fraccion mésica de sdlidos 0,239

Fuente: Elaboracion propia, 2019.
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5.7.2. Resultados del Balance de Energia

Tabla V-13: Resultados del Balance de Energia

Balance de Energia

Equipo Termino Kilowatt (Kw)
Agitador magnético | Q1 0,021

Q02 evaporador 0,119
Rota - evaporador

Q3 de condensacion 0,074

Fuente: Elaboracién propia, 2019.

5.8. Rendimiento del Proceso Tecnologico

masa del extracto  19,969g
masa de Arandano ~ 50,503g

nrend = * 100 = 39,540%

Donde:
n rend = Rendimiento del Proceso Tecnolégico

Para el rendimiento del proceso tecnologico, se toma en cuenta la cantidad de Extracto
concentrado final respecto a la masa inicial de Arandano fresco, debido a que el
objetivo del proyecto, es obtener un Extracto enriquecido en Antocianinas de

Arandano.
5.9. Rendimiento de Antocianinas

El rendimiento de Antocianinas se calcula mediante la ecuacion:

_ CAExtracto 4 0
rlAnt " CA Materia Prima 100%

Donde:
nAnt = Rendimiento de Antocianinas.
CA Extracto = Cantidad de Antocianinas en el Extracto de Antocianinas en mg.

CA Materia Prima = Cantidad de Antocianinas en la Materia Prima: Arandano en mg.

__ 20,7 mgy 0
nAnt =z - 100%
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nAnt = 41,753%

Para el rendimiento de Antocianinas, se toma en cuenta la cantidad de Antocianinas en
el Extracto final respecto a la cantidad de Antocianinas contenidas inicialmente en el
Aréandano fresco.

5.10. Andlisis Estadistico del Disefio Experimental

Para el tratamiento estadistico de los datos del disefio factorial, se utilizé el programa
SPSS STATISTICS 18.0 (Stadistical Packageforthe Social Sciencies).

5.10.1. Analisis de Varianza Univariante

Se realiza un Analisis de Varianza Univariante, para poder determinar la influencia de
los factores pH, estado de la materia prima: Arandano y relacion materia prima-
solvente, verificando si todos los factores y sus combinaciones son significativos

respecto a la variable respuesta rendimiento de Antocianinas segun la tabla V-7.
Los factores inter-sujetos se muestran en la figura 5-7 con la codificacion de cada nivel.

Figura 5-7: Factores Inter-Sujetos

Factores inter-sujetos

N

pH -1,000
1,000

Estado -1,000
1,000

Relacion ~ -1,000
1,000

cC© 0 0 0 0 o0

Fuente: Elaboracion propia SPSS, 20109.

La figura 5-7 muestra las pruebas inter-sujetos realizadas para determinar las variables

significativas.



Figura 5-8: Pruebas Inter-Sujeto

Pruebas de efectos inter-sujetos

Variable dependiente: Rendimiento
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Tipo Il de
suma de Cuadratico
Origen cuadrados gl promedio F Sig.
Modelo corregido 396,400? 6 66,067 11,633 ,001
Interceptacion 13028,168 1 13028,168 | 2293,960 ,000
Estado 124,546 1 124,546 21,930 ,001
Relacion 128,777 1 128,777 22,675 ,001
pH * Estado 30,410 1 30,410 5,354 ,046
Estado * Relacion 110,565 1 110,565 19,468 ,002
I B
Error 51,114 9 5,679
Total 13475,682 16
Total corregido 447,514 15

a. R al cuadrado = ,886 (R al cuadrado ajustada = ,810)

Fuente: Elaboracién propia, 2019.

La franja de color, muestran los resultados de la variable pH y pH*relacién, indicando

que no son significativas, por lo que seran despreciables posteriormente.

5.10.2. Determinacion del Modelo Matematico

Para determinar el modelo matematico se realiza una regresion con todas las variables

significativas; estado de la materia prima: Arandano fresco-congelado, relacion

soluto/solvente, pH*Estado y Estado*Relacion y como variable dependiente el

rendimiento de Antocianinas que se muestran en la tabla V-14.



Tabla V-14: Variables para la Regresion
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# iy Estado* | Rendimiento
muestra pH |Estado | Relacion | pH*Estado Relacion %)
1 -1 -1 -1 1 1 23,495
2 -1 1 -1 -1 -1 25,212
3 1 -1 -1 -1 1 26,241
4 1 -1 1 -1 -1 22,728
5 -1 1 1 -1 1 36,174
6 1 1 -1 1 -1 26,627
7 -1 -1 1 1 -1 27,32
8 1 1 1 1 1 41,753
9 -1 -1 -1 1 1 28,363
10 -1 1 -1 -1 -1 26,664
11 1 -1 -1 -1 1 24,049
12 1 -1 1 -1 -1 23,067
13 -1 1 1 -1 1 33,118
14 1 1 -1 1 -1 24,935
15 -1 -1 1 1 -1 30,699
16 1 1 1 1 1 38,772

Fuente: Elaboracion propia, 2019.

En la figura 5-9 y 5-10, se muestra un resumen del modelo matematico y del anélisis

Anova para el rendimiento de Extracto de Antocianinas de Arandano, donde el

exponente hace referencia a las variables: predictoras (Constante), Estado*Relacion,

pH*Estado.
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Figura 5-9: Resumen del Modelo Matematico
Resumen del modelo®

Error estandar
R cuadrado de la
Modelo R R cuadrado ajustado estimacion
1 ,939? ,881 ,838 2,199517

a. Predictores: (Constante), Estado Relacién, pH Estado.
b. Variable dependiente: Rendimiento

Fuente: Elaboracion propia, SPSS 18.0

El anélisis de varianza (Anova) en la figura 5-10 muestra un nivel de significacion que

tiende a cero, demostrando que el modelo matematico escogido es el correcto.

Figura 5-10: Resultados del Analisis Anova

ANOVA?
Suma de Media
Modelo cuadrados Gl cuadrética F Sig.
1 Regresion 394,298 4 98,574| 20,376 ,000°
Residuo 53,217 11 4,838
Total 447,514 15

a. Variable dependiente: Rendimiento
b. Predictores: (Constante), Estado Relacion, pH Estado.

Fuente: Elaboracién propia, SPSS 18.0, 2019.

En la figura 5-11 se muestran los coeficientes para el modelo matematico de

rendimiento de Antocianinas de Arandano.
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Figura 5-11: Coeficientes del Modelo Matematico
Coeficientes?

L. Coeficientes .
Coeficientes no . 95,0% intervalo de
. estandarizad .
estandarizados ) confianza para B
Modelo 0S t Sig.
Error Limite | Limite
B i Beta . . .
estandar inferior | superior
28,53 51,89
(Constante) c ,550 4 ,000 | 27,325 | 29,746
Estado 2,790 ,550 528 5,074 | ,000 | 1,580 4,000
Relacién 2,837 ,550 ,536 5,159 | ,000| 1,627 4,047
pHEstado 1,379 ,550 ,261 2,507 | ,029 | ,168 2,589
Estado Relacion | 2,629 ,550 497 4,781,001 1,418 3,839

a. Variable dependiente: Rendimiento

Fuente: Elaboracion propia, SPSS 18.0, 2019.

Segun los coeficientes indicados en la figura 5-11, el modelo matematico para la

Obtencidon de Extracto de Antocianinas de Arandano responde a la ecuacion:

Y =28,535 + 2,790X1 + 2,837X2 +1,379X3+X1 + 2,629X1+X2

Donde:

X1 = Estado.

X2 = Relacion soluto/solvente (g/ml).
X3 = pH.

X3*X1 = Interaccion pH y Estado.
X1*Xz = Interaccion Estado y Relacion.
Y = Rendimiento % de antocianinas.

Cada una de las variables introducidas y el rendimiento estan relacionada con la

ecuacion.
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En la figura 5-12 se puede observar el modelo escogido y la posicion de los puntos
respecto al modelo, algunos puntos no se ajustan al modelo, sin embargo, segun el
analisis Anova no muestra gran significancia el desajuste, motivo por el cual el modelo

escogido es correcto.

Figura 5-12: Modelo Lineal.

Grafico P-P normal de regresion Residuo estandarizado

Variable dependiente: Rendimiento

10
(]
(o]
° 0,5
b (5]
e
a
o fa]
o o]
o 05 o
-
=
=3
E o 9
=3
S
m 04 o
E
2
£
2 o
o
0,2 (o]
0
Q
o0 T T T T
00 02 04 0,5 0,6 10

Problema acumulado observado

Fuente: Elaboracion propia, SPSS 18.0, 2019.

Segun el modelo lineal; se obtiene un nuevo rendimiento, recibe el nombre de
rendimiento calculado, el que a continuacion se grafica junto al rendimiento observado
que fue obtenido de cada experimento, para poder verificar el ajuste de la ecuacion al

modelo matematico.



Tabla V-15: Resultado de Rendimientos de Extracto de Antocianinas.

# | Rendimiento | Rendimiento Error
muestra| Observado | Calculado
1 23,495 28,470 4,975
2 25,212 24,149 -1,063
3 26,241 23,212 -3,029
4 22,728 25,414 2,686
5 36,174 35,066 -1,108
6 26,627 27,516 0,889
7 27,320 27,338 0,017
8 41,753 40,400 -1,353
9 28,363 26,258 -2,105
10 26,664 23,489 -3,175
11 24,049 24,208 0,159
12 23,067 25,260 2,193
13 33,118 36,455 3,337
14 24,935 28,285 3,350
15 30,699 25,802 -4,897
16 38,772 37,896 -0,876

Fuente: Elaboracion propia, 2019.
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Figura 5-13: Rendimientos Observado, Calculado y Error.

40

30
o) —e— Rendimiento
% 20 Observado
% —e— Rendimiento
S Calculado
x 10

Error
0
0 5 10 15 20
-10

Numero de muestra

Fuente: Elaboracion propia, 2019.
5.11. Analisis de Costos

5.11.1. Costo del Estudio

Para determinar el presupuesto de investigacion se realiza la evaluacion de costos
directos, que se realizan durante la elaboracion de todo el proyecto. Las siguientes

tablas muestran los detalles de los costos indirectos.

Tabla V-16: Detalle de costos de Materia Prima, Solventes y Reactivos.

Valor

_ ; ; Valor

Item Descripcion Unidad | Cantidad | ynitario

total (Bs)
(Bs)
Ma.t eria Aréandano Kg 6 75,00 450,00
prima

Solvente Etanol L 15 8,00 120,00
Metanol L 0,2 200,00 40,00
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Valor
o _ ; Valor
Item Descripcion Unidad | Cantidad | ynitario
total (Bs)
(Bs)
Acido citrico Kg 0,5 25,00 12,50
Acido
clorhidrico(0,1N) mi 200 0,300 60,00
Solucion buffer
| L 1 200,00 200,00
Reactivos KClpH1
Solucién Buffer
NaCzH30, L 0,5 200,00 100,00
pH 4,5
Hidroxido de
Sodio g 32 0,500 16,00
Agua destilada L 4 5,00 20,00
Subtotal (a) 1.018,500
Fuente: Elaboracion propia, 2019.
Tabla V-17: Detalle de Costos de Materiales.
Costo Costo
Item Descripcion Unidad | Cantidad | Unitario
total (Bs)
(Bs)
Papel filtro Whatman 42 pieza 60 2,00 120,00
1000 mi pza 2 20,00 40,00
Botellas de 150 ml oza 8 10,00 80,00
vidrio ambar
30 ml pza 16 5,00 80,00
Vaselina Solida g 20 0,200 4,00
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Costo Costo
Item Descripcion Unidad | Cantidad | Unitario
total (Bs)
(Bs)
Bolsitas de
polietileno 70x8 mm pza 50 0,160 8,00
Subtotal(b) 332,00
Fuente: Elaboracion propia, 2019.
Tabla V-18: Detalle de Costos de Analisis.
Descripcion Parametros Cantidad Costo Unitario | Costo Total
(Bs) (Bs)
Arandano Acidez 1 30,00 30,00
AzUcares 1 100,00 100,00
Totales
Sélidos solubles 1 20,00 20,00
pH 1 20,00 20,00
Proximales 1 370,00 370,00
Extracto de | Acidez 1 30,00 30,00
Antocianinas
Azlcares 1 100,00 100,00
Totales
Humedad 1 40,00 40,00
Sélidos solubles | 1 10,00 10,00
Subtotal(c) 260,00

Fuente: Elaboracién propia, 2019.




Tabla V-19: Detalle de Costos Material de Apoyo.
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Descripcion Unidad Cantidad Costo Unitario | Costo total
(Bs) (Bs)
Internet meses 6 160,00 960,00
Mano de Obra meses 6 1.000,00 6.000,00
Pasajes meses 6 250,00 1500,00
Papel resma 2 30,00 60,00
Tinta ml 200 1,00 200,00
Anillado - 4 5,00 20,00
Empastado - 3 50,00 150,00
Subtotal(d) 8.890,00

Fuente: Elaboracion propia, 2019.

Tabla V-20: Detalle de Costos Totales.

Descripcion Costo total (Bs)
2) Detalle de costos de materia prima, 925,00
solventes y reactivos.
b) Detalle de costos de materiales. 485,00
C) Detalle de costos de analisis. 260,00
d) Detalle de costos material de apoyo. 8.890,00
Imprevistos= 0,1 del total de costos en el
e) detalle. 1.056,00
Total 11.616,00

Fuente: Elaboracion propia, 2019.

El costo total de la investigacion serd 11.616,00 Bs.
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5.11.2. Costo de Produccion

A partir de los balances de materia y energia puede estimarse el costo de produccion

para Obtencion de Extracto de Antocianinas del Arandano.

Los costos son; energia eléctrica 0,6 Bs/ KWh, agua 0,7 Bs/m®, el etanol 17 Bs/ litro
y agua destilada 5Bs/litro.

De los 50,503 g de Arandano fresco se extraen aproximadamente 20 ml de Extracto de

Antocianinas.

Las siguientes tablas estiman el costo de produccién sin considerar el salario del
operador.

Tabla V-21: Costo de Funcionamiento de los Equipos.

Costo
Potencia | Tiempo | Energia | nitario Costo Total
(kw) (hr) (kwh) B
(Bs) (Bs)
Agitacion 0,02133 | 4,500 0,960 0,128 0,576
Filtracion Y1 os7 | 5177 | 2951 | O3 1,770
Evaporacion(Bomba)
Rota-vapor 0,1933 0,677 0,1309 0,115 0,078
Total 2,424

Fuente: Elaboracion propia, 2019.
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Tabla V-22: Costo de Material.

Lavado 0,2 Litro 5,00 1,00

Bafio Rota-vapor 3,8 Litro 0,07 0,266

Agua como 31,880 Litro 0,07 2,232
refrigerante

Etanol 0,2 Litro 17,00 3,40
Acido citrico 3,2x10~* Litros 30,00 3,2x107*
Kilogramos 70,00 3,50
Arandano 0,05

Botella de vidrio Unidades 2,0 2,000
ambar para 1
presentacion
Gasto Energético 2,424
Total 20,222

Fuente: Elaboracion propia, 2019.

El costo total de produccion aproximado es de 20,5 Bs para la produccion de 19 ml de
Extracto de Antocianinas de Arandano “Que contiene 0,01996 g de Antocianinas”,
partiendo de 50,503 g de Arandano fresco, con 200 ml de etanol al 96°GL.

Si se considera el factor de seguridad 1,5, el costo de produccién es:

30,75 Bs por cada 19 ml de Extracto de Antocianinas.



CAPITULO VI
CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES
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VI. CAPITULO

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES
6.1. Conclusiones

De acuerdo a los objetivos planteados en el presente proyecto, se tienen las siguientes

conclusiones:

» Los parametros fisicoguimicos mas importantes analizados por el laboratorio del
CEANID del Arandano (Vaccinium corymbosum L.) utilizado para el proceso de
extraccion es de variedad Highbush-Misty, producido en la comunidad de
Turumayo- Tarija, son: Ceniza 0.97, Fibra n.d, Grasa 0.10%, Humedad 83.04%,
Proteina 0.1%, Azlcares Totales 11.84 %, Acidez 0.06 %, pH 3,33 y densidad
relativa 1,0058.

El color caracteristico de la baya de Arandano tiende a azul, con las siguientes
coordenadas

CIE L*a*b*:

L*=19,205

a*=-0,15

b*=-1,27

El analisis por HPLC muestra un resultado de 0,140 mg/100 g de Cianidina en las
bayas de Arandanos.

» El método de extracciéon seleccionado segin una matriz de decisién es sélido-
liquido, considerando un mejor rendimiento, menor costo y una menor
complejidad del método a diferencia de otros, como el de fermentacion. El solvente
escogido es etanol al 96% acidulado con acido citrico, con el objetivo de que el
producto sea compatible para el uso humano.

» Las Antocianinas al igual que otros colorantes naturales tienden a ser inestables
frente a una variedad de factores, como la temperatura, el pH, la luz, el estado de
la materia prima y otros.

En el presente estudio se tomo en cuenta el analisis de tres factores con dos niveles

como variables independientes, formulando un disefio de 23. Los factores
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estudiados en sus respectivos niveles son: pH (3,5 y 4); estado de la materia prima
(fresco y congelado) y relacion soluto: solvente (1:2 y1:3)g/ml.

Concluida la parte experimental y segun la mejor variable de respuesta se
determina las condiciones mas Optimas para la Obtencién de Extracto de
Antocianinas de Arandano: pH 4, Arandano fresco y relacion soluto: solvente 1:3
g/ml.

Segun el balance de materia y energia, el costo aproximativo de produccion para
19 ml de extracto es de 20.5 Bs, considerando los gastos de energia y materia.

A partir de 50.503 g de Arandano, se obtiene 19,969 g de extracto. El rendimiento
del proceso respecto a la Obtencién de Extracto de Antocianinas es 39.540 %.

En 50.503 g de Arandano se logra identificar 49,5 mg de antocianinas, en 19,969
g de extracto se obtiene 20,7 mg de Antocianinas, dando como rendimiento de
Antocianinas 41,753 %.

Los parametros fisicoquimicos méas importantes del producto obtenido Extracto de
Antocianinas de Arandano analizados por el laboratorio del CEANID son: Ceniza
0.28, Grasa n.d, Humedad 75.71%, Proteina 1.14%, Azlcares Totales 20,58 %,
Acidez 0.28 %, pH 2.95 y densidad relativa 1,032.

El color caracteristico del producto es rojizo, con las siguientes coordenadas

CIE L*a*b*:

L*=21,22

a*=6,21

b*=2,11

El analisis por HPLC muestra un resultado de 7,503 mg/100 ml de Cianidina en el
Extracto de Antocianinas de Arandano.

Segun el andlisis estadistico, no existe significancia en el rango de pH trabajado
(3,5y4), por lo que se concluye que en mencionado rango de trabajo no existe una
variacion significativa respeto al Rendimiento de Antocianas.

Debido a la no significancia en el rango de pH, es conveniente trabajar en pH 4,

para disminuir los costos respecto a acido citrico.
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> Segun el anlisis de color: La variacion del color de los extractos esta relacionada
con la concentracion de Antocianinas, mientras mas altos sean los valores de L*
(Luminosidad) y a*(Tono rojizo) en las coordenadas CIE L*a*b* mayor es la

concentracion de Antocianinas en el Extracto.

6.2. Recomendaciones

» Utilizar este mismo ensayo para evaluar otras variedades de Arandano
presentes en el departamento de Tarija, que pueden ser interesantes para el
mismo objetivo.

» Las Antocianinas como colorante natural, al ser liposoluble tiene ventaja de
formar parte de productos como jugos, dulces, para enriquecer y dar valores
agregados a dichos productos. Asi también estudiar la calidad y uso apropiado
en los alimentos.

» Se recomienda el uso de solventes no tdxicos en la etapa de extraccion, debido
a que si se desea incluir las Antocianinas en matrices alimenticias, es vital que
no sean toxicas, pues cualquier remanente toxico puede afectar la calidad de
vida del ser humano.

» Las antocianinas tienden a tener un tiempo de vida menor si las condiciones del

» producto son en estado liquido, por lo que es recomendable realizar un proceso
de liofilizacion o secado spray para la Obtencion de Extracto de Antocianinas
en estado solido.

» Para futuros estudios; Reutilizar el etanol recuperado en el proceso de
destilacion y con el agua que fue utilizada para su condensacién en el equipo
Rota-Evaporador.

» Se recomienda realizar la investigacion a diferentes rangos de pH, con niveles
mas altos y bajos, de los trabajados, debido que a pH (3,5 y 4) no se encontrd

significancia.
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ANEXO |
ANALISIS FISICOQUIMICO



Resultado de los anélisis Fisicoquimico de la materia prima Arandano.
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io de Salud y Deportes \ _}
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1. INFORMACION DEL SOLICITANTE

Cliente: Enilce Jessica Cruz Humacata < O
|Solicitante: |Eniice Jessica Cruz Humacata \\{\Yy
Direccién:  |Barrio IV Centenario \\Z
Teléfono/Fax]{ 78704970 | correoe | | codigo | av122/19

i 1. INFORMACION DE LA MUESTRA
Descripcion de la muestra: Arandanos
Codigo de muestreo: =s====  |racha de vencimiento: SRRy |Fecha de Elab:  ***
Fecha y hora de muestreo: 2019-05-10
Procedencia (iocalidad/Prov/ Dyta) Turumaya - Cercado - Tarja Bolwia
Lugar de muestreo: Turumayo
Responsable de muestreo: Enilce Cruz
Cadigo de la muestra: 494 FQ 241 Fecha de recepcion de la muestra: 2019-05-23
Cantidad recibida: 200g Fecha de ejecucion de ensayo: De 2018-05-23 3l 2019-06-07

11l RESULTADOS
LIMITES PERMISIBI]
PARAMETRO TECNICA y/o METODO| UNIDAD RESULTADO REFERENCIA DE
DE ENSAYO Min. Max. LOS LIMITES

Acidez (como ac. citrico) NB 229:98 % 0,06 Sin Referencia Sin Referencia
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Densidad relativa NB 230:99 1,0058 Sin Referencia Sin Referencia
Fibra Gravimetrico % nd Sin Referencia Sin Referencia
Grasa NB 313019:06 % 0,10 Sin Referencia Sin Referencia
Hidratos de Carbono Calculo % 14,91 Sin Referencia Sin Referencia
Humedad NBE 313010:05 % 83.04 Sin Referencia Sin Referencia
pH (20°C) SM 4500-K-8 3,33 Sin Referencia Sin Referencia
Proteina total (Nx6,25) NB/ISO 8968-1.08 % 0,98 Sin Referencia Sin Referencia
Solidos solubles NB8 36003:02 "Brix 16,9 Sin Referencia Sin Referencia
Valor energetica Calculo Keal/100 g 64,46 Sin Referencia Sin Referencia
NE Ncrma Boivang ol N ol o o o
X Povceatore Neol Kldealonm iy grOmos

1] Los resultados reportados s remiten a la muestra ensayada en el Laboratonio
2) £l presente informe solo puede ser reproducido en forma parcial y/o total, con la autorizacion del CEANID
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Resultado de los analisis Fisicoquimico del producto Extracto Concentrado de

Antocianinas de Arandano

UNIVERSIDAD AUTONOMA “JUAN MISAEL SARACHO”

CEANID-FOR-8
Version @
Fecha de emision: 2016-10-3

FACULTAD DE "CIENCIAS Y TECNOLOGIA" Y {\—\_\
CENTRO DE ANALISIS, INVESTIGACION Y DESARROLLO “CEANID” ¢ ‘XA
Laboratorio Oficial del Ministerio de Salud y Deportes \ ,__\}
Red de Laboratorios Oficiales de Analisis de Alimentos fﬁfRE‘—OA e
Red Nacional de Laboratorios de Micronutrientes
Laboratorio Oficial del "SENASAG"
INFORME DE ENSAYO
I. INFORMACION DEL SOLICITANTE
Cliente: Enilce J. Cruz Humacata
Solicitante: |Enilce J. Cruz Humacata
Direccion: Barrio Los Chapacos
Teléfono/Fax]60271758 [ correo-e | e [ codigo | MO 014/19
II. INFORMACION DE LA MUESTRA
Descripcion de la muestra: Extracto de arandanos ( antocianinas)
Codigo de muestreo: M-1 lFecha de vencimiento: TREEAAE lLote: KX E NS
Fecha y hora de muestreo: 2019-06-07
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Lugar de muestreo: LOU - UAJMS
Responsable de muestreo: Enilce J.Cruz
Codigo de la muestra: 553 FQ 270 Fecha de recepcion de la muestra: 2019-06-10

Cantidad recibida:

200 ml Fecha de ejecucion de ensayo:

De 2019-06 10 al 2019-06-17

11l. RESULTADOS

n.d: No detectado

. LIMITES PERMISIBLES
PARAMETRO TECNICA y/o METODO| UNIDAD RESULTADO REFERENCIA DE
DE ENSAYO Min. Max. LOS LIMITES
Acidez (ac.citrico) NB 36002:2002 % 0,28 Sin Referencia Sin Referencia
Azlcares totales Reduccion de Cu % 20,58 Sin Referencia Sin Referencia
Ceniza NB 39034:10 % 0,28 Sin Referencia Sin Referencia
Grasa NB 313019:06 % n.d Sin Referencia Sin Referencia
Humedad NB 313010:05 % 75,71 Sin Referencia Sin Referencia
pH(20°C) NB 338006:2009 % 2,95 Sin Referencia Sin Referencia
Proteina (Nx6,25) NB/ISO 8968-1:08 Y% s 6 5 Sin Referencia Sin Referencia
Solidos solubles NB 36003:2002 °Brix 27,7 Sin Referencia Sin Referencia
NB: Norma Bolivana S0 necional de Normehzacion

1) Los resultados reportados se remiten a la muestra ensayada en el Laboraterio
2) El presente informe solo puede ser reproducido en farma parcial y/o total, con la autorizacion del CEANID
3} Los datos de la muestra y el muestreo, fueron suministrados por el cliente

Tarija, 17 de junio del 2019
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Direccién: Campus Universitario Facuitad de Ciencias y Tecnologia Zona “El Tejar” Tel. (591) {4) 6645648



ANEXO 11

PROTOCOLOS UTILIZADOS PARA
ANALISIS DE ANTOCIANINA



Protocolo para la extraccién de Antocianinas usado para el analisis de la materia

prima arandano.

METHANOL EXTRACTION OF ANTHOCYANINS ALTERNATE

This is the classical method of exiracting anthocyanins from plant materials. This PROTOCOL

procedure involves maceration or soaking of the plant material in methanol containing a
small concentration of mineral acid (e.g., HCI). Methanol extraction is a rapid, easy, and
efficient method for anthocyanin extraction. However, a crude aqueous extract with
several conlaminants is oblained, and methanol evaporation can resull in hydrolysis of
labile acyl linkages, which is aggravated by the presence of HCL

Additional Materials (also see Basic Protocol 1)
Acidified methanol: 0.01% (v/v) HCI in methanol

1. Homogenize 50 g powdered plant material (accurately weighed and recorded) in 2
vol (w/v) acidified methanol. Allow it to macerate 1 hr.
One hour shouwld be sufficient time for anthocyanin extraction because of the high surface
area of the powdered material. Materials are often allowed to extract overnight under
refrigerated comditions, particularly when materials have been ground directly in the
blender with acidified methanol and not previously powdered.

2. Filter slurry through a Whatman no. | filter paper by vacuum suction using a Buchner
funnel.

. Reextract plant material with acidified methanol until a faint-colored extract is
obtained. Pool filtrates and discard plant material.

fad

Three subsequent extractions should be sufficient.

4. Transfer filtrates to a boiling flask and evaporate methanol in a rotary evaporator at
40°C under vacuum.

The evaporating flask should be less than one-half full for efficient solvenl removal,
Prolonged evaporation time should e avoided to minimize pigment degradation. A marked
reduction in the rate of evaporation as well as an apparent increase in viscosity in indicative
that the residual liguid is mosily water,
If pigment isolate is to be anafyzed in an aqueons system, the extract showld not be taken
to diryness. For some analytical applications, the sample should be taken to dryness and
then dissolved in methanol or other appropriate solvent. In the latter concentration stages,
azeotropic removal of water can be facilitated by addition of methanol.

5. Make up remaining aqueous extract to a known volume with acidified deionized
distilled water, water, methanol, or other appropriate solvent. If the sample is to be
analyzed within 2 days, store extract at 4°C. For longer periods (up to 1 year or even
longer), store at —18°C. Avoid repeated freezing and thawing.

Extract showld be made up in acidified water or water if continuing with Basic Protocol 2,

Fuente: Whitaker, J. (2001).



Protocolo para el andlisis de concentracion de antocianinas, método de pH

diferencial.

PROTOCOLO 1 BASICO

Fundamento tedrico del método de antocianinas monoméricas totales por el método del pH-
diferencial

Los pigmentos de antocianinas sufren transformaciones estructurales reversibles con un cambio en pH
manifiesto por espectros de absorbancia notablemente diferentes. La forma coloreada del oxonio
predomina a pH 1.0 y la formsa hemicetal incolora a pH 4.5, El método del pH-diferencial se basa en esta
reaccibn, v permite la medida exacta y ripada de las antocianinas totales, incluso en presencia de
pigmentos polimerizados degradados y otros compuestos interferentes.

Materiales
buffer de cloruro de potasio 0.025 M, pH 1.0 (ver receta)

buffer de acetato de sodio 0.4 M, pH 4.5 (ver receta)
1. Encender el espectrofotdmetro. Permitir al instrumento calentarse por lo menos 30 min antes de tomar
las medidas,
2 Determinar el factoe de dilucidn apropiado para la muestra diluyeado con el buffer de cloruro de
potasio, pH 1.0, hasta que la absocbancia de la muestra a la b, essé dentro del rango lineal del
espectrofotdmetro (o sea, para la mayoria de los espectrofotdmetros las absorbancias deben ser menores a
1.2), Dividir el Gltimo volumen de la muestra por el volumen inicial para obtener el factor de dilucion
(DF; por ejemplo ver el paso 7).

NOTA IMPORTANTE: Para no exceder la capacidad del buffer, la muestra no debe exceder 20%

del volumen total,

3. Poner a cero el espectrofotdmetro con el agua destilada para todas las longitudes de onda que se usarin
(% y 700 nm).

Muchos espectrofotdmerros permiten una correccion basica rdpida para poner a cero usando la
linea de ajuste de fondo.
4. Preparar dos diluciones de la muestra, una con el buffer de cloruro de potasio, pH 1.0, v a otra con el
buffer de acetato de sodio, pH 4.5, diluyendo cada una poe el factor de dilucidn previamente determinado
(paso 2). Permita que estas diluciones se equilibren por 15 min.
5. Medir la absorbancia de cada dilucidn a ).‘m y a 700 nm (para corregir por la turbidez), contra una
celda blanco llena con agua destilada.
Todas las medidas deben hacerse entre 15 min y | h después de preparar la muestra, ya que
tiempas mayores de espera tienden a incrementar las lecturas observadas.
Las lectsras de absorbancia se hacen contra blancos de agua, awn cuando las muestras estén en
buffer o soluciones de bisulfito, ya que la absorbancia del buffer o del bisulfito es nula en las
longitudes de onda medidas. Los autores han comparado los valores obtenidos usando el agua

como blanco comparado con buffer o bisulfito como biancos en sistemas diferentes y no han



encomrade winguna diferencia en las valores finales obtenidos para el conrenide de antocigninas
monomericas  ywo  poliméricas; por oo lado, leer las mwestras  dilwidas contra el buffer
correspondiente wo la solucidn de bisulfito consume mds tempa v extiende el procedimiente
innecesariamente.
Las muesfras @ ser medidas deben estar claras v mo contener ninguna turbides o sedimentos; sin
embarge, algunos materiales coloidales pueden suspenderse en lg muestra, causande dispersion de
fuz y una apariencia nublada fnichla). Esta dispersion de luz necesita ser corvegida levendo a una

fongitud de onda donde ninguna absorbancia de la muestra ocurra, es decir, 7O nm.

7. Calcular la absorbancia de la muestra diluida (4) como sigue:

A=A — A ¥ —{A — A ]
Avis-max  TOO0pH 1.0 Avis-meax 700 pH 4.5

6. Calcular la concentracion de pigmento de antocianina monomérica en la
muestra original usando la férmula siguiente:
T.
Pigmento de antocianina monomérica (mg/litro) = (A=MW=DF = 1000){ex1)

donde MW es la masa molecular, DF es el factor de dilucidn (por ¢)., s1 0.2 mL de una
muestra se diluyen a 3 mL, DF = 15), v £ es la absortividad molar.

NOTA IMPORTANTE: El My v & wsade en esta fdemula corvesponde a la anfocianing
predominante en la muesira. Use fa e reportada en la fteratura para el pigmento de
amtocianing en el solvente acuoso deido. 57 el & del pigmento principal no estd disponible, o
i la composicidn de la muesira es desconocida, calcule el comtenido del pigmenio como
cianidin-3-glucdsido, donde MW = 4492 y g = 26900 (ver Informacidn de Apaove,
discusicn de la absortividad molar).

Fuente: Alvarado Juan A. (2012)



Protocolo para la preparacion de Extractos Metanolicos para uso en el HPLC.

- Pesar un ependorf vacio

- Pesar el ependorf méas la muestra (aproximadamente 0.1 gramos)

- Pesar el ependorf méas la muestra, mas metanol al 90% (aproximadamente 1
mL)

- Sonicar 15 minutos a 0°C con hielo

- Centrifugar la muestra a 12000 rpm por 2 minutos

- Decantar a otro ependorf, dejar en el refrigerador a 4°C

- El solido restante dejar secar en la estufa a 65°C

- Pesar la muestra seca.

Fuente: Penarrieta. (2019).



ANEXO I11
ESPECIFICACIONES DE LOS EQUIPO



Balanza analitica

Marca: GIBERTINI

Accesorios: Bandeja y tapa de vidrio
Tension: 230/240 V

Maximo: 510 gramos

Minimo: 1 gramo

Error: 0.01 gramo

Voltaje: 230

Lugar de Ensayo y Propiedad:
UAJMS-LOU (Laboratorio de
Operaciones Unitarias).

Fuente: UAJMS-LOU

pH metro

Marca: Mettler Toledo

Margen de medicién del pH/Exactitud: 0,00
hasta 14,00

Exactitud: -/+ 0,01

Margen de medicion de la temperatura: 0,0
hasta 100°C

Exactitud: -/+ 0,5

Calibracion: Max. 2 puntos, 3 grupos tampoén
predefinidos

Voltaje: 100 — 240 V
Frecuencia: 50 Hz

Fuente: UAJMS-CEANID Dimensiones (An*Alt*L): 200x175x42 mm
Peso: 600 g

Lugar de Ensayo y Propiedad: UAJMS-
CEANID



Agitador Magnético

i 4

Voltaje: 230V

Potencia: 640W

Frecuencia: 50 Hz
Temperatura maxima: 350 °C
Velocidad: 60 -1600 rpm
Dimensiones: 17x16x25 cm
Peso 3,5Kg

UAJMS-LOU  (Laboratorio  de
Operaciones Unitarias).

Fuente: UAJMS-LOU

Rota-evaporador

Marca: Heidolph
Tipo: Heizbad HB digit

Accesorios: 2 balones, bomba, bafio
maria, mangueras y condensador

Frecuencia: 50 - 60 Hz
Tension: 230/240 V
Temperatura: 30-180 °C
Voltaje: 230

Lugar de Ensayo y Propiedad:
UAJMS-LOU (Laboratorio de
Operaciones Unitarias).

Fuente: UAJMS-LOU



Espectrofotometro UV-VIS

Marca: J.P. Selecta, s.a.
Accesorios: Juego de Cubetas
Tension: 230/240 V

Amper: 112 mA

Frecuencia: 50-60 Hz

Lugar de Ensayo y Propiedad:
UAJMS-LOU (Laboratorio de

Operaciones Unitarias).

Fuente: UAJMS-LOU

Cabezal de medicion de colorimetro CR-400

Modelo: Cabezal CR-400.

Sistema de iluminacion y vision: d/0
(iluminacion difusa/angulo de vision 0%
componente especular incluido)

Detector: Fotoceldas de silicio (6)

Rangos de valores de visualizacion: Y: 0,01% a
160,00 % (reflectancia).

Fuente de Illuminacion: Lampara de xendn
pulsada.

Tiempo de medicion: 1s
Intervalo de medicion minimo: 3s

; Lugar de Ensayo y Propiedad:
\ UMSA (Universidad Mayor de San Andres)
Fuente: UMSA Carrera de Licenciatura en Quimica.



Fuente: UMSA

HPLC

Modelo: Agilent

. Cuenta con un degasificador,

bomba cuaternaria, autoinyector,
horno  de columna y detector
multiple de UV/Vis (series 200).

. Columna de fase reversa Kromasil

100-5C18 (250 x 4,6 mm) protegida
por una pre-columna de 10 mm

(Scantec Lab, Sévedalen, Suecia).

Software: Chemstation Revision
B.04 2009.

Lugar de Ensayo y Propiedad:

UMSA (Universidad Mayor de San
Andres)

Carrera de Licenciatura en Quimica.



ANEXO IV
GALERIA DE FOTOS



Seleccion y lavado de la materia prima




Etapa de extraccion y filtracion de extracto de Antocianinas




Extractos obtenidos: primera, segunda y tercera etapa de extraccion

Concentracién del Extracto




Analisis de Concentracion de Antocianinas en el Extracto realizado en el
Espectro UV-Visible
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