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RESUMEN

En el presente trabajo de investigacion se evalud los parametros de extraccion de
antocianinas del fruto silvestre Ccomayo (Vaccinium floribundum Kunth), por el
método solido-liquido. El fruto Ccomayo recolectado en la comunidad de
Pataquitum del distrito de Coasa-Carabaya del departamento de Puno. Los
compuestos fendlicos y antocianinas se encuentran naturalmente en varios frutos
y verduras de color. El extracto de Ccomayo, se extrajo en dos proporciones, en
estado sélido - liquido (medio acuoso y medio etanolico), entre de 2 a 5 horas.
Consiguientemente se determinaron las propiedades fisico quimicas mediante el
método AOAC y el contenido de fenoles totales se definid por el método de Folin
Ciocalteu. Posteriormente se evalud la influencia de los parametros, temperatura
(30°C, 40°C y 50°C), pH (1, 3y 5) y tiempo (2, 3.5y 5 horas), en la extraccion de
antocianinas, se observo gue todas las variables planteadas en el estudio tuvieron
influencia en la cantidad de antocianinas totales extraidas, ya que la extraccion
mas alta se alcanzo a una temperatura de 30°C, con un pH de 3 a un tiempo de 5
horas. Por Gltimo, definimos los fenoles totales con un valor de 217.5 EQ Acido
Galicomg/grfruto, y antocianinas en 5.12 de Extracto etandlico EtOH 50%mg/g
respectivamente. El disefio estadistico empleado es el Box-Behnken, que consta
de 15 tratamientos. Estos hallazgos conducirdn potencialmente a una
productividad de la industria procesadora de frutos, ya que podrian ser una

alternativa para sustituir colorantes artificiales.

Palabras clave: Antocianinas, Ccomayo, Fenoles Totales, Box- behnken.
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ABSTRACT

In the present research work, the anthocyanin extraction parameters of the wild
Ccomayo fruit (Vaccinium floribundum Kunth) were evaluated by the solid-
liquid method. The Ccomayo fruit collected in the Pataquitum community of the
Coasa-Carabaya district of the department of Puno. Phenolic and anthocyanin
compounds are found naturally in various colored fruits and vegetables. The
Ccomayo extract was extracted in two proportions, in a solid-liquid state
(aqueous medium and ethanolic medium), between 2 and 5 hours. Consequently,
the physicochemical properties were determined by the AOAC method, and the
total phenol content was defined by the Folin Ciocalteu method. Subsequently,
the influence of the parameters, temperature (30°C, 40°C and 50°C), pH (1, 3
and 5) and time (2, 3.5 and 5 hours), on the extraction of anthocyanins, was
evaluated. observed that all the variables raised in the study had an influence on
the amount of total anthocyanins extracted, since the highest extraction was
reached at a temperature of 30°C, with a pH of 3 at a time of 5 hours. Finally,
we define the total phenols with a value of 217.5 EQ Gallic Acid/grfruit, and
anthocyanins in 5.12 of Ethanolic Extract EtOH 50%mg/g respectively. The
statistical design used is the Box-Behnken, which consists of 15 treatments.
These findings will potentially lead to a productivity of the fruit processing
industry, since they could be an alternative to replace artificial colorants.

Keywords: Anthocyanins, Ccomayo, Total Phenols, Box-Behnken.
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INTRODUCCION

Las antocianinas son pigmentos hidrosolubles, por lo que son facil de incorporar
en sistemas alimentarios acuosos, los diferentes estudios reportan que las
antocianinas son estables en un rango de pH 2 — 4, estas cualidades hacen que
estos pigmentos naturales sean atractivos, no solo por su color, sino
principalmente por su valor antioxidante, demostrando sus beneficios para la salud
como cardiovasculares, el alzhéimer y algunas dolencias cronicas que resultan

perjudiciales para la salud humana (Del Carpio, 2021).

En la actualidad al consumo y la produccién de alimentos con alto valor nutritivo
que genera mayor interés en las personas. Consiguientemente esto genera la
adquisicion de alimentos que contengan cantidades adecuadas de nutrientes
esenciales, de esa manera se va contribuyendo a reducir el riesgo de padecer
ciertas enfermedades ya mencionadas (Del Carpio, 2021).

Entre los pigmentos naturales de interés para la industria alimentaria, estan las
antocianinas y el fruto Ccomayo (Vaccinium floribundum Kunth), el cual se
estudia en el presente trabajo de investigacion, por sus caracteristicas similares
que tiene frente a los ardndanos, las cuales pueden ser utilizadas para la extraccion
de dichos pigmentos y ser empleados como aditivos en la industria alimentaria
(Garzon et al., 2010).

Zapata et al., (2014), en su investigacion explica el proceso de extraccion sélido-
liquido de antocianinas, por el cual optamos el método a emplear, esta extraccion
solido-liquido se realizé en primera instancia con un solvente medio etandlico, y
por otra parte se optd por un contenido total acuoso como solvente de extraccion,
donde las condiciones en las que se realiz6 el proceso fueron afectadas por las

variables de tiempo, temperatura y pH.
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CAPITULO |

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

1.1.  PLANTEAMIENTO E IDENTIFICACION DEL PROBLEMA

En los Gltimos afios el interés por la alimentacion funcional y la seguridad de los
alimentos llevé a muchas empresas a revisar la informacién nutricional de sus
productos Y sustituir los colorantes artificiales por naturales, es asi que Ibafiez et
al. (2004), encuentran en diferentes estudios que los diversos colorantes sintéticos
que se utilizan en los alimentos son causantes de posibles efectos adversos sobre
la salud. En la actualidad los pigmentos naturales han adquirido un grado de
importancia visible dentro de la industria alimentaria, ya que, con el paso del
tiempo, investigaciones en toxicologia de los alimentos han demostrado que estos
pigmentos artificiales son perjudiciales para la salud de los consumidores
mencionado por (Martinez, Martinez, Hurtado, Cuaran, y Ocampo, 2016).

Es bien sabido que la antocianina no se elimina facilmente al ser absorbido en el
tracto digestivo superior, donde la mayor parte alcanza el tracto intestinal y se
sabe que la antocianina reduce el riesgo de enfermedades cronicas relacionadas al
envejecimiento a través de la modulacion del intestino microbiota; las mujeres son
maés vulnerables a desarrollar diversas enfermedades cronicas asociadas a la edad
,ya que tienen una peor calidad de vida, y méas preocupaciones relacionadas con
enfermedades coronarias y sintomas endocrinos, las antocianinas conllevan un
papel importante en la prevencién de enfermedades coronarias, cancer, diabetes,
ademas de sus efectos antiinflamatorios, mejoramiento de la agudeza visual y
comportamiento cognitivo , referido por (Barragan, Aro, Huamani, y Cartagena,
2018).



El fruto Ccomayo (Vaccinium floribundum Kunth) se encuentra en pequefas

parcelas en la ceja de la selva del departamento de Puno, lamentablemente

desaprovechados por la poblacién que viven en el entorno, por el simple hecho

de no tener conocimiento previo de las propiedades nutricionales y medicinales

que brinda este fruto, ya que al ser pariente silvestre del ardndano presenta

caracteristicas similares por el color de piel de este fruto siendo de color guindo,

pero se desconoce su contenido de antocianinas, por tal motivo es de suma

importancia identificar los pardmetros de extraccion y asi constituirse en una

nueva alternativa para reemplazar los colorantes sintéticos en la industria

alimentaria, aludido por (Cano, 2011).

En base a las consideraciones anteriores se plantea las siguientes interrogantes:
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1.1.2.

Problema General

¢Se podra evaluar los parametros de extraccion de antocianinas del
Ccomayo (Vaccinium floribundum Kunth) por el método solido-liquido?
Problemas Especificos

¢Cuales seran las caracteristicas de las propiedades fisicoquimicas y
funcionales del fruto Ccomayo (Vaccinium floribundum Kunth)?

¢ Cuales son los parametros de extraccion de antocianinas por el método
del fruto Ccomayo (Vaccinium floribundum Kunth) por el método de

extraccion solido-liquido?

1.2. OBJETIVOS DE LA INVESTIGACION
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1.2.2

Objetivo general
Evaluar los parametros de extraccién de antocianinas del Ccomayo

(Vaccinium floribundum Kunth) por el método sélido-liquido.

Objetivos especificos

Caracterizar las propiedades fisicoquimicas y funcionales del fruto
Ccomayo (Vaccinium floribundum Kunth).

Determinar los parametros de extraccion de antocianinas infligidos por
el (Tiempo, temperatura y pH) del Ccomayo (Vaccinium floribundum
Kunth).



1.3.  JUSTIFICACION DE LA INVESTIGACION

En el presente trabajo de investigacion se evaluaron los parametros para la
extraccion de las antocianinas por el método solido-liquido, utilizando como
solvente un contenido acuoso total y medio etandlico, de tal modo poder
aprovecharse mejor este fruto silvestre, conocido ruralmente como Ccomayo

(Vaccinium floribundum Kunth), el fruto lo encontramos en el Distrito de Coasa.

Técnicamente el Ccomayo (Vaccinium floribundum Kunth), servira para que en
la industria alimentaria se tome conciencia de la salud de sus consumidores y
puedan sustituir los colorantes nocivos y/o toxicos que son perjudiciales para la
salud humana, ya que estos contienen un grupo de compuestos responsables de
generar la hipersensibilidad; por otro lado los pigmentos naturales contienen
propiedades antiinflamatorias; ayudan a la disminucion a padecer diabetes e
impedir la formacion de células tumorales, especialmente en el colon mencionado
por (Jurado Davila et al. 2020). Por tal motivo la tendencia de los consumidores
hoy en dia es sustituir los productos coloreados artificialmente por sus versiones
naturales e incluso consideran que el costo es razonable para el bienestar de su
salud (Del Carpio, 2021).

Socialmente con los resultados obtenidos , la poblacién tendra conocimiento de
las propiedades presentes de este fruto, que actlan de manera preventiva frente a
las enfermedades mencionadas anteriormente, donde se pueda posteriormente
comercializar y de esta manera tener un impacto social y econémico en la region

especialmente en los sectores rurales (Meléndez et al. 2021).



CAPITULO I

REVISION DE LITERATURA

2.1. ANTECEDENTES

2.1.1. Antecedentes Internacionales

Meléndez et al. (2021), evaluaron las especies silvestres de Vaccinium
mostrando poca variabilidad genética, a diferencia de las especies cultivadas.
Por lo tanto, para cultivar las especies silvestres en el transcurso del afio y de
este poder obtener una produccién de forma permanente, es necesario la
domesticacion, lo cual trata en realizar un analisis de las interacciones de
microorganismos con la planta. La principal limitante del género Vaccinium son
las enfermedades provocadas por los hongos, como Botrytis sp. y Hemileia
vastatrix, por otro lado, también se encuentran microorganismos endofitos y de
la rizosfera de Vaccinium gue actdan de forma positiva facilitando la absorcion
de nutrientes, ofreciéndole seguridad contra las enfermedades e incluso cuidando
la estructura del suelo. La diversidad genética de Vaccinium floribundum son
realmente importantes que se deben estudiar para que de esa manera haya un
programa de mejoramiento genético y de tal modo poder obtener su

domesticacion.

Ayelen et al. (2018) Evaluaron la digestion in vitro de compuestos bioactivos de
arandanos (Argentina) y dejaron claro que las antocianinas procedentes de los
arandanos producen efectos beneficiosos para la salud de los consumidores.
Existen metodos de analisis in vitro que permiten evaluar la solidez de las
antocianinas en relacion con la interaccion de los diferentes componentes de las

matrices alimentarias, el pH, la temperatura, presencia de inhibidores o
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potenciadores de absorcion y presencia de enzimas el trabajo realizado fue
colocar a punto la metodologia de digestion in vitro y evaluar la
biodisponibilidad in vitro de antocianinas presentes en jugo de arandanos y un
snack formulado con jugo de ardndanos y manzana determinaron que si bien hay
una pérdida de antocianinas durante el proceso digestivo, éstas son capaces de
pasar todas las etapas y llegar al intestino, posibilitando la liberacidn controlada
de estos antioxidantes presentes en el jugo de arandano y en el snack

desarrollado.

Zapata et al. (2014), hicieron la optimizacién de la extraccion de antocianinas
de arandanos (Espafia), se investigo la influencia de variables del proceso de
extraccion sélido-liquido de antocianinas de arandanos. Asi, se logré obtener una
combinacion de variables que maximizé su recuperacion: etanol acidificado con
acido citrico al 1% como solvente de extraccion, proporcion materia
prima/solvente 1:3 kg/kg, temperatura 361 °C y tiempo de extracciéon 2 h.
Desde la caracterizacion del extracto obtenido se obtuvo que la concentracién de
antocianinas totales fue de 879.0£12.9 mg cianidi- na-3-gluc6sido/100 mL, el
contenido de fenoles totales de 1424+67 mg GAE/100 mL y la actividad
antioxidante de 5730+103 y 4872+124 mg EAA/100 mL, medidos por los
métodos ABTS y DPPH.

2.1.2. Antecedentes Nacionales

Del Carpio, (2021), en su investigacion determind el mejor solvente de
extraccion de antocianinas de los frutos de B. humbertiana y B. boliviana y
evaluar el pH, color y actividad antioxidante de los yogures a los cuales se agreg6
el extracto liofilizado de una y otra especie. La extraccion de las antocianinas se
llevé a cabo con solventes de grado alimentario como etanol y agua acidificados
con acido citrico. Los extractos etandlicos 96 acidificados con acido citrico (pH
3,5) y liofilizados de ambas especies de berberis fueron incorporados a muestras
de yogurt comercial a las concentraciones de 80 y 100 mg/50 g de yogurt,
estableciéndose que mantienen el pH &cido, logran una coloracion muy idéntica
a los yogures comerciales con una diferencia global de color (AE) menor a 10 y

tienen mayor actividad antioxidante.
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Aurora, (2015) en su investigacion “Cinética de la degradacion térmica de
antocianinas en zumos pasteurizados de granada (Punica granatum) y ardndano
(Vaccinium myrtillus)” concluyeron que la degradacion de las antocianinas en
los zumos estudiados entre las temperaturas de 30°C,40°C, 50°C, y 60 °C, origin6
una cinética de degradacion térmica de primer orden con una correlacion y para
el zumo pasteurizado de arandano (R 2= 0,990; 0,982; 0,988; 0,984) y zumo
pasteurizado de granada (R 2=0,993; 0,991; 0,988 y 0,976) . Se concluyé que a
la temperatura de almacenamiento minima de esta investigacion (30 °C) las
constantes de velocidad de degradacion de las antocianinas en ambos zumos fue
inferior, a partir de estas constantes se ha obtenido tiempos de vida media que
fueron t1 2 = 321 y 406 horas para el zumo de arandano y zumo de granada,
respectivamente; de este modo se observo que las antocianinas presentes en el
zumo de granada son altamente estables respecto a las antocianinas presentes en
el zumo de arandano, esto también se confirmd al conseguir un valor menor de

la energia de activacion en el zumo de granada.

Alcantara y Ruiz, (2015), en su investigacion “Cinética de la degradacion de
compuestos fendlicos y antocianinas en una bebida funcional a base de ardndano
azul (Vaccinium corymbosum 1.)”, concluyeron la cinética de degradacion de una
bebida funcional a base de ardndanos edulcorado con stevia a temperaturas 30,
40 y 50 °C usando modelos de orden cero y primer orden; asi mismo, se evalud
el modelo de Arrhenius para evaluar la dependencia de la velocidad de
degradacion con respecto a la temperatura. La concentracion de compuestos
fenoles fue 1299 mg de &cido gélico/L, y antocianinas 61 mg Cianidina-3-
glucésido/L. La degradacion de ambos compuestos estudiados, llevd una
cinética de primer orden con una energia de activacién de 13,4571 kcal/mol para
fenoles y 12,7957 kcal/mol para antocianinas. Se estimé la degradacion de dicho
compuesto en la bebida sin stevia y con stevia a 50 °C, consiguiendo como

resultado, que con stevia, los compuestos bioactivos incrementan y se conservan.

Aroni, (2013), en su Investigacion “Evaluacion De La Estabilidad De
Antocianinas Presentes en los frutos de Hesperomeles escalloniifolia Schitdl

(CAPACHU), Berberis cummutata Eichler (HUANCACHU), Berberis
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humbertiana J.F. Macbr (CHEQCHE) Y Vaccinium floribundum Kunth
(ALAYBILI) frente al pH Y Temperatura.” indica que en el fruto de
Hesperomeles escalloniifolia Schitdl (Capachu), la delfinidina 15,6670 %,
cianidina 7,1910 %, petunidina 11,9153 %, peonidina 3,6915 % y malvidina
7,8487 %, y determina que el contenido de antocianinas en 3 muestras de los
frutos estudiados varia de acuerdo a la especie vegetal en fruto seco sin semillas
de Hesperomeles escalloniifolia Schltdl (Capachu) sostiene un contenido total
de antocianinas de 2026,201 mg/100 g y es una de las especies promisorias de
los frutos similares estudiados en esta investigacion. Las antocianinas presentes
en los frutos de Hesperomeles esalloniifolia Schitdl (Capachu) presenta mejor
estabilidad a una temperatura de 20 °C y 30 °C a pH de 3, en 30 dias se diferencio
en 4,53% la absorbancia. Por eso, recomienda estudios sobre estabilidad de los

colorantes antocianicos.

Zambrano et al. (2011), en su investigacion nombrado “Estabilidad de
antocianinas en jugo y concentrado de agraz (Vaccinium meridionale Sw.)”
analizé la cinética de la estabilidad térmica y de almacenamiento de las
antocianinas en jugo y concentrado de agraz (Vaccinium cc Repositorio
Institucional — UNAMBA - PERU - 9 de 79 - meridionale Sw.) prosiguiendo
una cinética de primer orden. La degradacion de las antocianinas con la
temperatura fue modelada correctamente con la ecuacion de Arrhenius. El efecto
del pH en la estabilidad térmica de las antocianinas en los concentrados de agraz
se estudid a seis diversos valores (3,0 — 8,0) en buffer citrato-fosfato. La
degradacion de las antocianinas fue elevada para el jugo que para el concentrado.
Una disminucion significante en la estabilidad de las antocianinas del

concentrado se observo a pH cercano a 5,0.
2.2.  MARCO TEORICO

2.2.1. Generalidades del Ccomayo
El Ccomayo (Vaccinium floribundum Kunth) crece en las alturas de los andes
del altiplano de forma silvestre, son dulces en su estado de madurez, llevan una

piel de color guindo oscuro y su diametro esta alrededor de 4-8 mm.



2.2.2. Clasificacion Taxon6mica

El Ccomayo (Vaccinium floribundum Kunth) estd ubicada dentro de la seccion
Vaccinium y se muestra en la siguiente posicion:
Reino: Plantae
Divisién: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Orden: Ericales
Familia: Ericaceae
Sub familia: Vacciniodeae
Género: Vaccinium
Especie especifico: Floribundum

Nombre comun: Ccomayo

El Ccomayo, pertenece al orden Ericales, familia Ericaceae, género Vaccinium,
especie floribundum y su nombre cientifico es (Vaccinium floribundum Kunth)
el género Vaccinium L. tiene de 300 a 400 especies propias del hemisferio norte
y de las montafias de las regiones tropicales de los Andes, sur de Africa y
Madagascar; en el Per(, se encuentran nueve, de las cuales cinco son endémicas
(Mostacero, Mejia, Gastafiadui, y De La Cruz, 2017).

En la actualidad el Ccomayo (Vaccinium floribundum Kunth) aun no es
domesticado por los pobladores de la zona, la floracion de esta planta se da desde
noviembre es cuando empieza la temporada de lluvia y el fruto se encuentra en
estado de maduracién desde febrero hasta el mes de abril, Meléndez et al. (2021),
también indica que esta especie crece y se desarrollan entre los 1500 y 4700
m.s.n.m., en temperaturas que oscila entre 3 y 17 °C, suelos acidos con un pH

entre4y5.



Figura 1: Fruto Ccomayo.

2.2.3. Variedades de Vaccinium

e Arandanos (Vaccinium corymbbosum L.)

El Vaccinium corymbosum L. (Arandano) perteneciente una especie nativa del
hemisferio norte, a la familia de las ericaceas. El arandano alto se caracteriza por
desarrollarse una planta lefiosa, perenne, alcanza una altura de 3 a 5 metros en
estado adulto, con una vida comercial del orden de los 20 afios, encontrandose
en algunos huertos variedades con méas de 30 afios aun en produccion (Alcantara
y Ruiz, 2015).

Posee hojas alternas, de margen entero, de unos 5 cm de longitud, caducas, de
forma lanceolada y color verde palido. Su sistema radical es fibroso y superficial,
tiene raices finas y fibrosas que se caracterizan por la ausencia de pelos
absorbentes. Las flores son pedunculadas, axilares o terminales, de color blanco,
sépalos persistentes, formada por 4-5 pétalos fusionados, 8 a 10 estambres que
estan insertados en la base de la corola (Alcantara y Ruiz, 2015).

El Fruto: Es una baya casi esférica, que puede variar en tamafio de 0.7-1.8 cm
de diametro, contiene 5 léculos que son delineados por una pared de células
simples, lo que constituye el endocarpio. Los frutos a medida que maduran,

pasan por distintos grados de color hasta llegar al tono azul caracteristico al final
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de la maduracion, como se muestra en la figura N°4; las semillas en su interior
pueden variar entre 20 a 100 cuyo numero esté relacionado con el tamarfio del
fruto (Meléndez et al. 2021).

Figura 2: Vaccinium Corymbosum L. (Arandano)

FUENTE: Meléndez et al. (2021)

Los arandanos cultivados se diferencian basicamente en su comportamiento con
respecto al frio, la necesidad de horas frio para levantar su latencia invernal, su
resistencia a las bajas temperaturas tanto a las heladas invernales como a las
primaverales (en zonas tardias o calidas). Las variedades comerciales son el

resultado de programas de mejoras (Selung et al. 2014).

2.2.4. Clasificacion del Arandano
Clasificacion Descripcion:
Reino: Plantae

Division: Pterophytas

Clase: Dicotiledonea
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Sub clase: Dilleniidae
Orden: Ericales
Familia: Ericaceae
Subfamilia: Vaccinioidea
Tribu: Vaccinieae
Genero: Vaccinium

Especie: Vaccinium corymbosum L.

Existen 30 especies del género Vaccinium, pero solo un pequefio grupo tienen
importancia comercial. Existen 3 especies que tiene importancia econémica: el
Vaccinium angustifolium (Arandano bajo) o “lowbush”, el Vaccinium
corymbosum L. (Arandano alto) o “highbush” y el Vaccinium ashei Reade

(Arandano ojo de conejo) o“rabbiteye”(Meléndez et al. 2021).

Tabla 1. Variedades comerciales de arandanos

Categorias
Especies Nombre Comun Requerimiento Frio
V. Corymbosum L. Arandanos Altos 800-1000 H.F.
del Norte
(Highbush)
V. Corymbosum L. y Arandanos Altos 200-400 H.F. (a veces 600
V. darrowi del Sur HF)
V. angustifolum y V. Arandanos Bajos Requerimiento menos en
myrtilloides H.F.
V. vigratum y Vashei Arandanos Ojode  400-800 H.F.
Reade Conejo (Rabbiteye)
V. Corymbosum L. y Aréndanos Requerimientos menores
Medios-Altos de frio

V. Angustifolium

FUENTE: Selung et al (2014).

e Vaccinium angustifolium; V. myrtilloides (Lowbush), se encuentra

principalmente en forma silvestre, ha sido un gran aporte en la obtencion
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de clones mejorados de ardndano alto, este ardndano requiere de mayores

horas de frio acumuladas que los otros ardndanos.

e Vaccinium corymbosum (Highbush): Es nativo del noroeste de Norte
Ameérica, representa el 75% del total de arandano que se cultiva a nivel

mundial.

e Vaccinium ashei (Rabbiteye): Es nativo del sureste de Estados Unidos,
este tipo de arandano requiere de polinizacion cruzada por ser
parcialmente auto-estéril, posee mayor cantidad de frutos y estos tienen

mayor duracion post cosecha.

2.2.5. Valor Nutricional

Se presenta el valor nutricional del Vaccinium corymbosum L. (Arandano). Es
bajo en calorias, grasas y sodio, mientras que posee un alto contenido en fibra 'y
es rico en minerales como el potasio magnesio y manganeso, segun Loor (2016),
el arandano, es muy eficiente para la salud diaria de las personas por que contiene
nutrientes que en la dieta sirven para fortalecer la capacidad de la memoria,
mejora en el rendimiento a nivel cerebral y ayuda en la comunicacién entre

células.

Los arandanos contienen varios compuestos fenélicos, como flavonoides, acidos
fenodlicos, taninos y estilbenos. El alto antioxidante se le puede atribuir el
potencial del extracto de arandano rico en compuestos fendlicos y constituyentes
minerales esenciales. Los polifenoles son micronutrientes abundantes en nuestra
dieta, y han sido grupo polifendlico natural en arandanos, tiene varios beneficios
para la salud efectos Se ha aceptado ampliamente que los polifenoles de la dieta,
especialmente la antocianina, puede modular la microbiota intestinal (Barragan
et al. 2018).
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Tabla 2:Valor nutricional del ardndano

Componente Contenido Componente Contenido
Agua 82-85¢ Zinc 0.11 mg
Calorias 55 Kcal Cobre 0.06 mg
Proteina 079 Manganeso 0.27 mg
Grasas 0.37g Acido 13 mg

Ascorbico
Carbohidratos 149 Tiamina 0.05 mg
Fibra 139 Rivoflavina 0.05 mg
Sodio 6 mg Niacina 0.35mg
Calcio 6 mg Acido 0.09 mg
pantotenico
Potasio 86 mg Acido 6.2 mg
félico
Hierro 0.16 mg Vitamina 0.03mg
B6
Fosforo 10 mg Vitamina 97 1U
Magnesio 4.7 mg

FUENTE: Cuarite (2015)

Los arandanos contienen varios compuestos fenélicos, como flavonoides, acidos
fenodlicos, taninos y estilbenos. El alto antioxidante se le puede atribuir el
potencial del extracto de arandano rico en compuestos fendlicos y constituyentes
minerales esenciales. Los polifenoles son micronutrientes abundantes en nuestra
dieta, y han sido grupo polifendlico natural en arandanos, tiene varios beneficios
para la salud efectos Se ha aceptado ampliamente que los polifenoles de la dieta,
especialmente la antocianina, puede modular la microbiota intestinal (Barragan
et al. 2018).

2.3. ANTOCIANINA

La palabra antocianina se deriva de las palabras griegas 'anthos' y 'kyanos' que
significan flor y azul respectivamente (Ahmad, 2022). Las antocianinas son
glucdsidos de antocianinas estos glucosidos presentes casi siempre la glucosa

presente en la molécula en la posicién 3-hidroxilo del anillo C, y cuando la
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antocianina tiene mas de un glucésido la segunda posicion del enlace es la
posicion 5. Las antocianinas se E ampliamente en alimentos de origen vegetal v,
como las antocianinas, son responsables de la coloracion de los frutos y flores
junto con los taninos, y antocianos son responsables del color rojo de los vinos
afiejos que son utilizadas en la industria de alimentos como colorantes naturales,
y se enumeran en el Codex Alimentarius bajo el codigo E169, las capacidades
antioxidantes de las antocianinas se asocian como compuestos beneficiosos para

la salud.

Por ejemplo, su consumo se ha asociado con la prevencion de enfermedades
relacionadas con el estrés oxidativo, como la enfermedad cardiaca coronaria y el
cancer (Luis, 2014).

2.3.1. Estructura Quimica

Las antocianinas son glucésidos de antocianinas constituido por dos anillos
aromaticos, A y B, unidos por una cadena de tres &tomos de carbono.
Variaciones estructurales del anillo B producen las seis antocianinas conocidas
(Cano, 2011).

OH

OH

Figura 3: Estructura quimica de la antocianina

FUENTE: Martinez et al. (2016).
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Cuando se hidroliza una antocianina la fraccién no azlcar de esta (la aglicona)
se conoce como antocianidina, la cual contiene dobles enlaces conjugados
responsables de la absorcion de la luz alrededor de 500 nm causando que los

pigmentos aparezcan rojos al ojo humano (Cano,2011).

En la Tabla 3 se muestra las estructuras basicas y sustituyentes de las

antocianinas (Zapata et al. 2014).

2.3.2. Actividad bioldgica de las antocianinas

Las antocianinas son de interés por dos razones, la primera por su impacto sobre
las caracteristicas sensoriales de los alimentos, estas razones pueden influenciar
en su comportamiento tecnolégico durante el procesamiento de alimentos, y la
segunda, por su participacion en la salud humana a través de sus diferentes
vinculos. Los pigmentos antocianicos se ha intensificado en la actualidad debido
a sus propiedades terapéuticas durante el paso del tracto digestivo las
antocianinas permanecen intactas y causa una reaccion de efectos terapéuticos
conocidos que permiten la reduccion de enfermedades cancerigenos, tumorales,
inflamatorios y diabéticos estos efectos terapéuticos de las antocianinas estan
relacionados con su actividad antioxidante existen estudios con fracciones de
antocianinas han demostrado que estas son efectivas para atrapar especies
reactivas del oxigeno, ademés de inhibir la oxidacion de lipoproteinas y la

agregacion de plaquetas

Tabla 3: Estructura bésica de la antocianina.

Sustituyentes Max(nm)
Aglicona R1 R2 Espectro visible
Pelargonidina H H 494 (naranja)
Cianidina OH H 506 (naranja-rojo)
Delfinidina OH OH 508 (azul-rojo)
Peonidina OCH3 H 506 (naranja-rojo)
Petunidina OCH3 OH 508 (azul-rojo)
Malvinidina OCH3 OCH3 510 (azul-rojo)

FUENTE: Zapata et al. (2014)
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2.3.3. Pigmentos Naturales en los Alimentos

En la mayoria de los pigmentos naturales, se encuentran las antocianinas, estas
se localizan en el protoplasma de las células, se pueden observar con el
microscopio, ya que forman pequefias placas en algunos casos, cuando son
solubles en agua, se ubican disueltos en las vacuolas de las células algunos de
ellos son hidrosolubles y su separacion y aislamiento se facilita
considerablemente, otros sélo se solubilizan en disolventes organicos como
hexano y éter (Badui Dergal, 2006).

2.3.4. Clasificacion de pigmentos
La Figura 4 muestra la clasificacion de pigmentos que se pueden emplear en la
industria alimentaria.

COMPUESTOS FENOLICOS

NO FLAVONOIDES FLAVONOIDES
SERIE BENZOICA FLAVONOLES
SERIE CINAMICA MONOMEROS

ESTILBENOS OLIGOMEROS
TANINOS HIDROLIZANTES TANINOS CONDENSADOS

ANTOCIANINAS

FLAVONAS

ISOFLAVONAS

FLAVONONAS

Figura 4. Clasificacion de compuestos fendlicos

FUENTE: Limaymanta y Ramos (2016)

16



2.3.5. Factores que Determinan la Estabilidad de la Antocianina

Las antocianinas ofrecen ventajas como sustitutos de los colorantes artificiales,
su incorporacion en la industria alimentaria, farmacéutica y de cosméticos se
limita debido a su baja estabilidad durante el procesamiento y el almacenamiento
(Zapata et al.2014).

Factores quimicos que determinan el color y la estabilidad de las antocianinas:

e Enzimas

Se han identificado dos grupos de enzimas implicadas en la decoloracién de las
antocianinas: glicosidasa y polifenoloxidasa, en conjunto se les conoce como
antocianasas. Las glicosidasas hidrolizan los enlaces glucosidicos, dando el
azucar o azlcares y la aglicona. La pérdida de intensidad de color se debe al
descenso de la solubilidad de las antocianidinas y su transformacién en
productos incoloros. Las polifenoloxidasas acttan en presencia de o-difenol a o-
benzoquinona, que a su vez reacciona con las antocianinas por un mecanismo no
enziméatico para formar antocianinas oxidadas y productos de degradacion
(Castro, 2018).

e Temperatura

Los tratamientos térmicos afectan significativamente en la destruccion de las
antocianinas; es asi como se ha visto que en las fresas se presenta una relacion
logaritmica entre la pérdida de color respecto a la temperatura debido a su alta
hidrosolubilidad, estos pigmentos se pueden perder facilmente por lixiviacién en
el agua que se utiliza en los diferentes tratamientos; a medida que incrementa la
temperatura se acelera la decoloracion de la fruta, ya que se favorece tanto la
extraccion que incluso se puede llegar a obtener productos practicamente
incoloros, las caracteristicas dentro de la estructura que conducen a un aumento
de la estabilidad frente a cambios de pH también llevan a la estabilidad térmica

(Limaymanta y Ramos, 2016).

17



o o
|
e T
oGL
OH
Base guéncidal
(Azul)

Figura 5: Forma de equilibrio de las antocianinas en solucion acuosa

FUENTE: Castro (2018)
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Figura 6: Degradacion de antocianina monoglucésido a pH 3,7 acelerada por
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FUENTE: Castro (2018)
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. La luz

La luz es un factor que acelera la degradacion de las antocianinas. En estudios
se ha demostrado que la sustitucion del hidroxilo en el C-5 hace que la
antocianina sea mas susceptible a la fotodegradacion cuando ésta se presenta con
flavonas polihidroxiladas, isoflavonas y auronas sulfonadas (Zapata et al.
(2014).

° Azucares

Los azUcares a altas concentraciones, como ocurre en las conservas de frutas,
estabilizan las antocianinas. Este efecto se cree que es debido a la disminucién
de la actividad de agua cuando los azUcares estan presentes en condiciones lo
suficientemente bajas como para tener poco efecto sobre la actividad del agua
(Aw), ellos o sus productos de degradacion pueden acelerar la degradacion de

las antocianinas (Badui Dergal, 2006).

La velocidad de degradacidn de la antocianina sigue la velocidad de degradacion
del azucar a furfural. el furfural, que se deriva de las aldopentosas, y el HMF,
que es un derivado de las cetohexosas, resultan de la reaccion de Maillard o de
la oxidacidn del acido ascérbico. Estos compuestos se condensan facilmente con

las antocianinas, formando compuestos pardos (Castro, 2018).

e EI pH

Debido a una deficiencia del nucleo del flavilio, estos pigmentos funcionan
como verdaderos indicadores de pH; el color depende de las condiciones de
acidez o alcalinidad del sistema en que se encuentran: a pH acido adquiere una
estructura estable del cation flavilio de color rojo, representado por la formula
(AH+); cuando se incrementa el pH, la distribucion electronica se modifica hasta
llegar a la forma quinoidea azul (A) o base anhidra; tanto la sal del flavilio como
la base anhidra pueden convertirse a la base del carbinol incolora (B) , las
antocianinas tienen cambios importantes de color con las variaciones de pH,
cuando el pH es acido su color es rojo intenso mientras que a pH neutro se

encuentra de manera incolora y a pH alcalino su coloracion es amarilla y pasa
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posteriormente a ser azul que predomina en el intervalo de pH de 4 a 5 (Parisa,
Reza, Elham, y Rashid, 2007).

A continuacién, en la Figura 7, se muestra el comportamiento de la
antocianina a diferentes pH's.

R1

Cation flavilio (forma oxonium) Base quinoidal (azul)
(rojo) pH=1 pH=7

HO HO\[’/\’

i |
~ \r//\f/\oH

OH OH

Pseudobase carbinol (incoloro) Chalcona (incoloro)
pH=4.5 pH=45

Figura 7: Efecto del pH en la estructura de las antocianinas

FUENTE: Castro (2018)
e EIl Oxigeno

La estabilidad de las antocianinas depende de la presencia del oxigeno ya que
este agranda el impacto de degradacion, la mezcla del oxigeno con la
temperatura del medio ambiente incrementa la inestabilidad (Limaymanta y
Ramos, 2016).

e Efecto de enzimas

Cuando la integridad del tejido se dafia, las enzimas como polifenoloxidasas,
peroxidasas, glicolasas y estearasas degradan a los compuestos fendlicos, para

transformar a los substratos incoloros en pigmentos amarillos a través de
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oscurecimiento enzimatico. Aunque las antocianinas no reaccionan facilmente
con las polifenoloxidadas de las plantas, si reaccionan con las o-quinonas
producidas por la oxidacion enzimatica de fenoles a través de la formacion de
quinonas. Las peroxidasas afectan a las antocianinas por ruptura que causa al
anillo heterociclico al degradarse rdpidamente cuando existe catecol, ya que al
transformarse en o-quinona, oxida estos colorantes. Las glucosidasas rompen la
unién del aglucon, lo que genera compuestos incoloros. Otra causa de las
pérdidas de estas sustancias son las reacciones efectuadas por enzimas
enddgenas o fangicas con actividad b-glucosidasa, o antocianidasas, que
hidrolizan el enlace glucosidico en posicién 3, y producen el correspondiente
aglucédn, el cual es mas inestable que la antocianina de donde proviene, por lo
que su degradacion es mas rapida. Por tener estructuras fendlicas, son atacadas

también por fenolasas (Badui Dergal, 2006).
e Cuantificacion de antocianinas

Los perfiles de antocianinas son distintivos para diferentes frutas, con alguna
variacion varietal segun el producto. EI HPLC de fase inversa junto con la
deteccién de matriz de fotodiodos es la herramienta mas utilizada para la
identificacion y cuantificacion de antocianinas. Las antocianinas individuales se
pueden separar por su polaridad en diferentes momentos y se pueden cuantificar
con un patron externo (cianidin3-glucésido o cualquier patron de antocianina
purificado). Sin embargo, el HPLC puede resultar en una subestimacién de la
cantidad de antocianina presente en muestras que contienen diferentes
glucésidos de antocianidinas cuando se usa un estdndar para cuantificacion
usualmente, se selecciona cianidin-3-glucosido como estandar externo (Lee et
al., 2017).

2.3.6. Antocianinas Como Colorantes Alimenticios

Las antocianinas se encuentran dentro de los colorantes naturales, por ser
responsables de los colores rojos y azules de gran cantidad de frutas y vegetales,
proporcionando un gran atractivo en jugos de frutas, mermeladas y conservas,
por ello se constituye una buena alternativa como colorantes alimenticios. Sin

embargo, estos colorantes son poco utilizados en la industria alimentaria debido
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a que son poco estables y dificiles de purificar. Debido a su sensibilidad a los
cambios de pH, el uso practico de estos pigmentos como colorantes naturales se
limita a alimentos acidos con pH inferior a 3,5 (Francis y Markakis, 2009).

e Las Betalainas

Las betalainas, al igual que las antocianinas, se acumulan en las vacuolas
celulares de las flores, frutas y hojas que las sintetizan, principalmente en la
epidermis de los frutos en la actualidad la betalaina corresponde a un 75-95% de
los pigmentos, y Gltimamente ha sido motivo de investigacion, usandose su color
rojo y violeta caracteristico para la formulacion de productos carnicos como
alternativa de colorante natural ya que cuenta con la autorizacién de FDA
(Martinez et al., 2016).

e Los compuestos bioactivos

Los compuestos bioactivos tienen un efecto protector efecto basado en la
actividad antioxidante, con secuestro de radicales libres, inhibicion del peréxido
de hidrogeno produccién y activacion de defensas endégenas mecanismos.
(Suarez et al., 2022) Ademéas la fibras como la fructo-oligosacaridos,
polisacaridos y oligosacaridos se consideran probidticos relevantes ya que,
acttian como reguladores frente a enfermedades cronicas por su baja toxicidad
contribuyen a la disfuncién gastrointestinal, y también aumentar la absorcion de
nutrientes y la actividad de cultivos beneficiosos intestinales (de Lima Mendes
etal., 2019).

e Antocianos totales, fenoles totales en ardndanos

Los fenoles y antocianinas estan correlacionados con la capacidad antioxidante,
la capacidad antioxidante es mayor cuando la cosecha del fruto se realiza en
estacion temprana, disminuyendo en cosecha tardia y condiciones normales de
luz. Parte de la capacidad antioxidante en la mayoria de frutos, incluyendo
arandanos pueden ser los flavonoides. Este grupo fendlico de bajo peso
molecular se encuentra ampliamente distribuido en gran variedad de frutas y
vegetales, el incremento en el pH modifica la estructura base de las antocianinas

modificando el color del fruto (Barrios, 2007).
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CAPITULO Il

MATERIALES Y METODOS
3.1. AMBITO DE ESTUDIO

3.1.1. Distribuciones Geogréficas
La mayor concentracion de produccion del Ccomayo (Vaccinium floribundum
Kunth) se encuentra en la comunidad de Pataquitum del distrito de Coasa

provincia de Carabaya.

TAMBOPATA

QISP HGANCHE

Figura 9:Mapa de la provincia de Carabaya-Puno

FUENTE: http://sige.inei.gob.pe/test/atlas/ (2023).
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http://sige.inei.gob.pe/test/atlas/

Figura 10: Ubicacién geogréafica del distrito Coasa

FUENTE: Google maps (2023).

3.1.2. Lugar de Ejecucion

e Poblacién y muestra

El fruto Ccomayo (Vaccinium floribundum Kunth), fue recolectado de la
comunidad de Pataquitum del distrito de Coasa provincia de Carabaya,
Departamento de Puno, que se encuentra a 208 (UTM) kilémetros de la ciudad
de Juliaca.

e Desarrollo experimental

La parte experimental de las propiedades fisicoquimicas y funcionales del fruto
Ccomayo (Vaccinium floribundum Kunth), se realizé en el laboratorio de la
Universidad Nacional de San Antonio Abad de Cusco (UNSAAC).

La extraccion de antocianinas del fruto Ccomayo se realizé en el laboratorio de
espectofotometria de la Universidad Nacional de San Antonio Abad de Cusco
(UNSAAQ).

25



3.2. MATERIALES Y METODOS
3.2.1. Materiales

Para el objetivo N°1.

Para la caracterizacion de las propiedades fisicoquimicas y funcionales del fruto
Ccomayo (Vaccinium floribundum Kunth) se utilizo los siguientes materiales de
laboratorio:

e Crisoles

e Goteros

e Vasos de precipitado
e Papel filtro

e Pinzas metalicas

e Papel aluminio

e Papel toalla

e Placas Petri

e Pipetas

e Embudo buchner

3.2.2. Equipos
e Kjeldahl
e Soxhlet
e Balanza analitica
e Mufla
e Campana desecadora con silicagel

e Manta calefactora

3.2.3. Reactivos
e Agua destilada
e Hidréxido de sodio

e Eter etilico
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Para el objetivo N°2.
Para la determinacion de los pardmetros (Tiempo, temperatura y pH) de
extraccion de antocianinas del Ccomayo (Vaccinium floribundum Kunth), se

utilizaron los siguientes materiales de laboratorio.

3.2.4. Materiales
e Papel toalla
e Pipetas de 10ml
e Goteros
e Vasos de precipitado de 250 ml
e Embudo buchner
e Matraz Erlenmeyer (50ml,100ml)
e Beakers (50ml,100ml)
e Pipetas (5ml,10ml)
e Micro pipetas (0.5-100 ul, 10-100ul y 100-1000ul)
e Fiolas (1 0,20, 50, 100 y 250ml)
e Embudos de vidrio
e Tubos de ensayo
e Tubo para centrifuga (viales)
e Baguetas
e Mortero
e Papel filtro
e Papel aluminio
e Gradilla
e Algodon
e Papel toalla
e Placas Petri
e Crisoles
e Embudo de decantacion
e Pinza de diseccion
e Cuchara mezcladora

e Piseta
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e Jeringa 10ml

e Termémetro

3.2.5. Reactivos
e Etanol 96 % (J.T Baker)
e Agua destilada
e Metanol 99% (J.T Baker)
e Cloroformo (J.T Baker)
e Reactivo de Folin Ciocalteu (Sigma Aldrich)
e Carbonato de sodio (E.Merck)
e Acido galico (Sigma Aldrich)
e Acido acético (J.T Baker)
e Acido citrico (E.Merck)
e Hidroxido de potasio (Nequimsa)
e 2,6 Dicloroindofenol (E. Merck)
e Acido ascorbico (Sigma Aldrich)
e Acido clorhidrico (J.T Baker)
e Cloruro de potasio 0.025 M (E. Merck)
e Acetato de sodio 0.4 M (E. Merck)

3.2.6. Metodologia

3.2.7. Metodologia experimental

El método de extraccion de antocianinas por el método sélido-liquido se adaptd
de (Zapata et al. 2014), en la Figura 11 se muestra el proceso de extraccion de
las antocianinas del Ccomayo (Vaccinium floribundum Kunth) con etanol-agua
destilada 50/50 y en la Figura 9 se muestra el proceso de extraccion de las

antocianinas del Ccomayo con extracto acuoso al 100%.
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MATERIA PRIMA
CCOMAYO

!

Seleccionado ]

'

[ Lavado ]

A\ 4

[ Triturado ]

[ Pesado ]
v
Solvente = Etanol 96°/ agua destilada 50/50 Solvente = Agua destilada 100
T°=30°C,40°C y 50°C T°=30°C,40°C y 50°C
pH=13y5
 / T=2h,35hy5h
[ Extraccion ] [ Extraccion ]
N Centrif — P
" entrifugacion J*

To=30°C <:| [ Concentracion al vacio ]

Extracto de antocianinas de
Ccomayo por medio acuoso
y etandlico

Figura 11: Flujograma para la extraccion de antocianinas con con etanol
96° C- agua destilada 50/50, agua destilada 100% del Ccomayo

(Vaccinium floribundum Kunth).
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a. Descripcidn de proceso de extraccion de antocianinas utilizando etanol
96°-agua destilada 50/50.

Recoleccion: EI Ccomayo (Vaccinium floribundum Kunth), se recolectod del
ambito de la Region Puno, en el distrito de Coasa, se recolecto por el mes de

abril, ya que es el momento en el que el fruto ya esta en su estado de madurez.

Seleccion: En esta operacion se desarroll6 manualmente a fin de descartar frutos

con signos de deterioro, dafios o con inicios de pudricion.

Lavado: Los frutos fueron lavados, para asi eliminar impurezas de la superficie.
Para el lavado de los frutos se sumergi6 en una solucion de hipoclorito de sodio

por un espacio de 15 minutos.

Triturado: Los frutos se trituraron en un mortero de laboratorio se evito el

contacto con la luz.
Extraccion: En la extraccion se utilizé como solvente una solucién de etanol-
extracto acuoso (50:50 %v/v) y etanol 96°, debido a que es un solvente no tdxico

y para mejorar la extraccién de antocianinas hidrofilias.

Centrifugacion: Se realizd a 4200 rpm por un tiempo de 20 minutos para asi

eliminar el sobrenadante de la muestra y restos de la fruta.

Concentracion: Las muestras obtenidas fueron sometidas a una concentracion

y almacenadas en viales.
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b. Descripcion de proceso de extraccion de antocianinas utilizando como

solvente agua destilanda 100%.

Recepcién: ElI Ccomayo (Vaccinium floribundum Kunth), se recolectd del
ambito de la Region Puno, en el distrito de Coasa, se recolecto por el mes de

abril, ya que es el momento en el que el fruto ya esta en su estado de madurez.

Seleccionado: En esta operacion se realizo manualmente a fin de descartar frutos

con signos de deterioro, dafios o con inicios de pudricion.

Lavado: Los frutos fueron lavados para asi eliminar impurezas de la superficie
como tierra, el proceso sera manual, para el lavado de los frutos se sumergio en

una solucion de hipoclorito de sodio por un espacio de 15 minutos.
Triturado: Los frutos se trituro en un mortero se evito el contacto con la luz.
Extraccion: En la extracciéon utilizd6 como solvente de extraccidon extracto

acuoso al 100%.

Centrifugacion: Se realizd a 4200 rpm por un tiempo de 20 minutos para asi

eliminar el sobrenadante de la muestra y restos de la fruta.

Concentracion: Las muestras obtenidas fueron sometidas a una concentracion

y almacenadas en viales.

31



3.2.8. Metologia Experimental
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Figura 10: Disefio experimental para la caracterizacion y extraccion de antocianinas del Ccomayo (Vaccinium

floribundum Kunth) por dos métodos.
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Para el objetivo N°1.

Se determinaron las propiedades fisicoquimicas y funcionales del fruto

Ccomayo (Vaccinium floribundum Kunth) para ello se trabajo con las variables

de estudio a continuacion:

a) Variables independientes

e Ccomayo

b) Variables dependientes

e Ceniza

e Humedad
e (Crasa

e Proteina
e Fibra

e Proteinas

e Solidos Solubles
e Perfil de antocianinas

e Fenoles totales

c) Métodos de andlisis

Determinacién de ceniza

Las cenizas se determinaron mediante calcinacion directa, de acuerdo a la
metodologia recomendada por la (AOAC, 2006).

Se coloco la capsula de porcelana limpia en la estufa a 105°C, por media
hora y se pesd, siempre empleando pinzas de metal para prevenir la
absorcion de humedad.

En una capsula previamente secada, pesada y tarada (m.), se realizo el
pesado de la muestra homogenizada (m1)

Se precalento previamente la muestra para evitar la inflacion en la estufa,
luego se colocd en la mufla para ser incinerada a 550°C por 8 horas, hasta
obtener cenizas blancas.

Se dejo enfriar en la mufla apagada.

Luego se retiro las muestras de la mufla, se dejo enfriar y finalmente se
peso.
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El % de ceniza se calcul6 aplicando la siguiente formula:

%Cenizas totales
=——x100 (D

Donde:
m2: Masa en gramos de la capsula con las cenizas.
m1: Masa en gramos de la capsula con la muestra.

m,: Masa en gramos de la capsula vacia.

Humedad, método de Kjeldahl (AOAC, 2004)
La humedad se determind por la pérdida de peso de una muestra secada
en estufa de vacio a 60°C hasta alcanzar un peso constante
% humedad

peso final de la muestra

= 100 2
peso inicialde la muestra i @

Grasa, método de Soxhlet (AOAC, 2004)

Se efectud siguiendo el método del Soxhlet, siguiendo el Método AOAC
920.39

Proteina, método (AOAC, 2006)

La proteina se determind mediante el método de Kjeldahl (AOAC, 2006).

Fibra (AOAC, 2005)
La fibra cruda se cuantifico por hidrélisis acida y basica (AOAC, 2005).

% Fibra cruda

_f1-f2
W

%100 3)

Donde:
f1:  Es el peso del vaso con el residuo de fibra extraida del extractor
y sometida a estufa.
f2:  Esel peso del crisol + cenizas, despues de haber sido incinerado.

W: Es la cantidad de muestra utilizada en el analisis correspondiente.
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a. pH

Para la medida del pH se realizd con un pH-metro, previamente calibrado.

b. Solidos solubles
Para la determinacion de la cantidad de solidos solubles se desarroll6 por el
método refracto metrico. Para ello, se emple6 una gota de la mezcla de los frutos

triturados en el lector del aparato los resultados se expresan en °Brix.

C. Perfil de antocianinas

Para obtener el perfil de antocianinas presentes del fruto Ccomayo se purifico el
sobrenadante obtenido mediante la extraccion con metanol acidificado. Para
ello, este Gltimo extracto se ubicé en un cartucho C18, limpiado previamente con
1.5 mL de agua destilada. Las antocianinas retenidas en el cartucho fueron
diluidas con metanol conteniendo 0.01% de acido clorhidrico. De igual forma se
purifico el EA. La determinacion de antocianinas presentes en las muestras se
realiz6 en cromatdgrafo (Zapata et al., 2014).

d. Fenoles totales

Para realizar la determinacion de la concentracion de fenoles totales se trabajo

con la adaptacion de la metodologia descrita por (Zapata et al., 2014).

Para el objetivo N°2. Para determinar los parametros de extraccion de
antocianinas infligidos por el (Tiempo, temperatura y pH) del Ccomayo

(Vaccinium floribundum Kunth).
e. Cuantificacion de antocianinas

A partir de las muestras previamente molidas se realiz6 una seleccion de con
mayor contenido de antocianinas totales determinadas por espectroscopia de
UV-Vis para su analisis en HPLC. El andlisis del perfil de antocianinas y su
cuantificacion mediante HPLC se realizaron en un cromatografo de liquidos, a
través del método descrito por con ligeras modificaciones (Hernandez et al.
2017).

Para el objetivo N° 2.

Para la extraccion de antocianinas del Ccomayo por el método solido-liquido

etanol-agua destilada 50/50%, se considero las siguientes variables.
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a. Variable independiente
e Temperatura : 30°C — 50°C
e Tiempo : 2—5horas
e pH :1-5

b. Variable dependiente
e Antocianinas

e Perfil de antocianinas

Extraccion de antocianinas por el método solido-liquido (ESLA)

Para la extraccion por el método sélido-liquido se adapt6é la metodologia de
(Zapata et al., 2014).

Los frutos se trituraron, donde se tomo una muestra y se determind la
concentracion de solidos solubles y el pH posteriormente; del Ccomayo
(Vaccinium floribundum Kunth), dos bayas se pesaron en una balanza analitica.
Los datos experimentales obtenidos en los diferentes ensayos previstos se
determinaron las mejores condiciones de extraccion. A partir de esta etapa se
trabajo, para cada metodologia de extraccion, Unicamente con el que extracto
diluido y se obtuvieron en las mejores condiciones de extraccion.

Para la extraccion de antocianinas se utilizo los disolventes: mezcla acetona -
agua acidificada (50.50 v/v, acidificada 0.1% HCL y 0.2% TCA) y mezcla etanol
- agua acidificada (50.50 v/v, acidificada 0.1% HCL y 0.2% TCA). Se peso
0.7989g, mezclado con el disolvente (con cada una de las mezclas indicados
anteriormente) por 15 minutos con agitacion continua, en bafio de hielo a fin de.
reducir la actividad enzimética.

El extracto obtenido del Ccomayo (Vaccinium floribundum Kunth), se filtro,
para evitar la presencia de solidos y fracciones de fibras que salen como residuos
del proceso de extraccion. Del extracto del Ccomayo obtenido de la
concentracion al vacio, se tomo una alicuota de 1 mL, y se le adicion6 cloruro
de potasio (KCI) a pH 1y acetato de sodio (CH3 — COONa).

La mezcla se centrifugd por 10 minutos a 4500 RPM, la torta residual fue re

extraido con 10 ml de la disolvente acetona, agua acidificada durante 5 minutos.
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Los sobrenadantes (fase acuosa) fueron combinados respectivamente y se
trasvasé a una pera de decantacion, enseguida se afiadio 2 volumenes de acetona
(de acuerdo al volumen del extracto obtenido) y se mezcld suavemente.

Las muestras fueron almacenadas en oscuridad para que la fase acuosa se separe
y seguidamente se centrifugd por 15 minutos con el fin de eliminar el exceso de
acetona y lo que aun persistié finalmente se elimind usando un rotavapor Blchii
a 40°C a una presion de 4000 Pa hasta obtener \ 5ml, se afor6 a un volumen
conocido (15ml) con agua acidificada (0.01% HCL), posteriormente se realiz
la lectura de absorbancia en el espectrofotometro a 510 y 700 nm, con los
resultados obtenidos se determin la cantidad de antocianinas en mg/g.

3.4.DISENO ESTADISTICO

Se utilizé el disefio estadistico de superficie de respuesta Box behnken, y se
analiz6 los datos mediante el software statgraphics centurion a fin de determinar
la temperatura, tiempo y pH en funcién del rendimiento de antocianinas.

Tabla 4:Valores maximos y minimos.

Variables X1 X2 X3
Tiempo(t) 2 horas 3.5 horas 5 horas
Temperatura (T°) 30°C 40°C 50°C
pH 1 3 5
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4.1.

CAPITULO IV

RESULTADOS Y DISCUSIONES

CARACTERIZACION DE LAS PROPIEDADES FISICO QUIMICAS Y
FUNCIONALES DEL FRUTO CCOMAYO (VACCINIUM FLORIBUNDUM
KUNTH).

4.1.1. Caracterizacion de propiedades fisicoquimicas.

Los resultados de la caracterizacién fisicoquimica del fruto Ccomayo

(Vaccinium floribundum kunth) se muestra en la Tabla 5.

Tabla 5: Caracteristicas fisicoquimicas del fruto Ccomayo

Parametro Valores

Humedad 81.2 %
Proteina 0.61 %
Grasa 0.39 %
Ceniza 0.65 %
Fibra 5.92 %
Carbohidratos 17.25 %

En la siguiente Figura 12, se muestra una comparacion de las caracteristicas

fisicoquimicas del fruto Ccomayo (Vaccinium floribundum kunth).
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Figura 12:Grafico de comparacion fisicoquimico del Ccomayo (Vaccinium
floribundum kunth).

En la Figura 12, se observa que el fruto Ccomayo (Vaccinium floribundum
kunth), presenta 81.20 % de humedad, 17.25% de carbohidratos y 5.92% de
fibra. En contraste de caracteristicas fisicoquimicas con el mortifio, ardndano y
macha macha presentan compuestos similares. EI mortifio es un fruto oriundo de
Ecuador, en el estudio realizado por Vasco et al. (2009) presenta un total de
17% carbohidratos, contenido de humedad 81%, grasa 1%, proteina 0.7% y
ceniza 0.4% estos valores son similares a lo reportado en la Tabla 6. Por su parte,
Arteaga y Arteaga, (2016) en su estudio a las propiedades fisicoquimicas al
arandano reporta humedad de 92%, este valor es superior al presentado en la
Tabla 2. Sin embargo, (Huamani, 2017) en su estudio al fruto denominado macha
macha informa; 84.760%, ceniza 0.478%, proteina 0.897%, grasa 0.536% y
carbohidratos 13.329%. Por otro lado, la mora presenta una humedad relativa de
83.4%, ceniza total de 0.3 g/100, grasa total 0.2 g/100, proteina total 1.2 g/100 y
carbohidratos totales 14.9 g/100 (Celis et al. 2017), estos valores difieren de las
propiedades fisicoquimicas del fruto Ccomayo. La variacion puedes cambiar
debido al estado de madurez y las condiciones de almacenamiento, la tasa de
respiracion més alta conduce a cambios mas rapidos en la maduracion. Por otro

lado (Tobon et al. 2016) estudio al Agraz (Vaccinium meridionale Swartz) y
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determino la humedad 87.46%, cenizas 0.08%, grasa total 0.01%, proteina 0.00,

carbohidratos 12.48% y calorias totales de 49.98Kcal.

4.1.2. Propiedades funcionales determinadas en el fruto Ccomayo

(Vaccinium floribundum kunth).

En la Figura 13, se observa el perfil de antocianinas del Ccomayo.
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Figura 13: Perfil de antocianinas del Ccomayo.

Los picos del cromatograma HPLC que se muestra en la Figura 13 de los frutos

del Ccomayo con base a la comparacién con los cromatogramas de extractos

concentrados de antocianinas de las especies uva y fresa, corridos bajo las

mismas condiciones, se identificaron que los espectros UV- corresponden a los

estandares de cianidina, indicando la presencia de esta antocianina en los frutos

del Ccomayo.
En la tabla 6 se describe el contenido de fenoles totales en el fruto.

Tabla 6:Contenido de fenoles totales en el fruto Ccomayo.

MUESTRA REP 1 REP 2 REP 3 Fenoles
Totales EQ
Acido Galico
mg/gr fruto

Extracto etanolico 217.126 215943  219.493 217.5206667

Extracto acuoso 195.908 196.552  196.552 196.3373333

Nota:REP: Repeticion

Los valores presentes en la Tabla 5 indica que el contenido de fenoles totales se

presenta mejor en la muestra del extracto etanolico con un valor de 217.52 de
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Acido Galico mg/gr, este valor es similar a los resultados reportados por
Llivisaca et al. (2018) donde indica que el mortifio presenta 229.81 mg
equivalentes de &cido galico/100g de fenoles totales y Barrientos et al. (2019)
en su estudio realizado a los frutos silvestres, informa que los frutos silvestres
presentan contenido de fenoles mostrando valores de 9.44 mg EAG 100/g PS.
Sin embargo, los frutos presentan 6.21 mg EAG 100/g PS de fenoles totales,
con la misma metodologia de Folin Ciolcateu y acido galico como estandar. Por
otro lado, Garzon et al. (2010) en su estudio a Vaccinium meridionale Swartz
indica que el fruto presenta un contenido fendlico total de 758.6 mg GAE/100g.
Por su parte, (Vasco et al. 2009) en su estudio al mortifio reporta un contenido
de fenoles totales de 882 mg GAE/100g FW. Esta diferencia es porque son frutos
fisicamente similares, pero de diferentes o composicion y se ha informado que
los compuestos fendlicos muestran resultados cualitativos y cuantitativa a
diferentes niveles genéticos, los fenoles también varian en respuesta a factores
ambientales, como la intensidad de la luz y la disponibilidad de nutrientes. Por
su parte informa que el arandano presenta 335.95 mg GAE/100g de fenoles

totales en un medio solido-liquido y 426.19 mgGAE/100g en un microondas.

En la Figura 14, mediante un gréfico se representa por medio de una caja los

compuestos fenolicos totales por tratamiento etandlico.

Figura 14: Grafico de caja para los compuestos fendlicos totales
por tratamiento etandlico.
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En la Figura 15, se muestra mediante un grafico de caja los compuestos
fendlicos totales por tratamiento acuoso.

196.6

196.4

196.2

195.908

Figura 15: Grafico de caja para los compuestos fendlicos totales
por tratamiento acuoso.

4.2. RESULTADOS DE LA DETERMINACI ON DE LOS
PARAMETROS DE EXTRACCION DE ANTOCIANINAS DEL CCOMAYO
(VACCINIUM FLORIBUNDUM KUNTH) INFERIDO POR EL (TIEMPO,
TEMPERATURA'Y pH).

Las antocianinas son el principal subgrupo de polifenoles responsables del color
rosa, rojo, azul o parpura de muchas frutas y verduras. Las antocianinas
bioactivas tienen un interés sustancial (Lee et al., 2017). La determinacién de
antocianinas en el fruto Ccomayo se realiz6 por extraccion en etanol y en medio

acuoso, medio por el cual se obtuvo los resultados presentados en la Tabla 7.
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Tabla 7: Contenido de antocianinas en el fruto Ccomayo (Vaccinium
floribundum kunth). por método de extraccion de etanol y medio acuoso.

Variables CONTENIDO DE ANTOCIANINAS
Temperatura Tiempo y Extracto Etandlico EO Extracto Acuoso

(°C) (Min) P CyA-3G mg/g fruto EQ CyA-3G malg

fruto

30°C 120 3 4.87 1.79

30°C 210 5 5.1 0.7

30°C 210 3 3.23 2.57

30°C 600 1 6.04 5.78

40°C 120 5 3.44 0.42

40°C 120 1 4.45 3.32

40°C 210 3 4.58 2.7

40°C 210 3 4.15 3.71

40°C 210 3 4.01 5.7

40°C 600 1 4.28 4.53

40°C 600 5 4.11 0.3

50°C 120 3 4.58 1.44

50°C 210 1 3.13 5.56

50°C 210 5 4.16 0.22

50°C 600 3 2.94 1

4.2.1. Extraccion etanolica (96°-agua destilada 50/50 v/v; y acuosa 100%0)
de antocianinas

En la Tabla 8 se muestran los resultados experimentales de la concentracion de
antocianinas por extraccion alcohdlica y acuosa del Ccomayo (Vaccinium
floribundum Kunth) mediante el disefio de Box-Behnken conformada de 3

variables, 3 niveles y 3 réplicas en el centro. Las variables estudiadas fueron la

temperatura (T), tiempo (t) y pH; y las variables respuesta fueron la
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concentracion de antocianinas por extraccion alcohdlica (Ee) y la concentracion

de antocianinas por extraccion acuosa (Ea).

Tabla 8: Matriz del disefio de Box-Behnken para la extraccion etandlica y
acuosa de antocianinas del Ccomayo.

T t
N 0) ) pH  Ee(mg/g) Ea(mg/g)
1 30 2 3 487 1.79
2 50 2 3 458 1.44
3 30 5 3 6.04 5.78
4 50 5 3 2.94 1.00
5 30 35 1 3.23 2.57
6 50 35 1 3.13 5.56
7 30 35 5 5.10 0.70
8 50 35 5 416 0.22
9 40 2 1 445 3.32
10 40 5 1 428 453
11 40 2 5 3.44 0.42
12 40 5 5 411 0.30
13 40 35 3 458 2.70
14 40 35 3 415 3.71
15 40 35 3 40 5.70

Segun la Tabla 8, la mas alta extraccion se alcanzd en el experimento 3 con
valores de 6.04 en la extraccion por etanol y 5.78 en extraccion por medio
acuoso, a una temperatura de 30 °C, tiempo de 5 horas y pH 3. Esta combinacién
de factores proporciond una alta concentracion de antocianinas por extraccion
con etanol y agua. Sin embargo Arteaga & Arteaga, (2016) en su estudio al
arandano de variedad biloxi informa que el fruto presenta 89.62 mg Cianidina
3- Glucosido/100g, por su parte (Llivisaca et al., 2018) en el estudio realizado

al fruto mortifio, indica que presenta 1095.39 mg/100g, Sin embargo en el
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estudio al arandano comparando los métodos de extraccion de antocianinas por

el método solido liquido y extraccion por microondas informa la presencia de

antocianinas con un total de 272.69 mgCyn-3-glu/100g y 389.64 mgCyn-3-

glu/100g (Housni et al., 2018) Ademas, la antocianina tiene una amplia gama de

propiedades funcionalidad activa, incluyendo antiinflamatorio, antioxidante, y

antitumoral, y puede reducir el riesgo de enfermedades cronicas.

4.2.2.Concentracion de antocianinas por tratamiento con etanol 96°-agua
destilada al 50/50.

50°C,5.0h, pH3 |
50°C,35h,pH5 |
50°C,3.5h, pH1 |
50°C,2.0h, pH3 |
40°C,50h,pH5 |
40°C,5.0h, pH1 |
40°C,35h, pH3 |
40°C,3.5h, pH3 |
40°C,3.5h, pH3 |
40°C,20h,pH1 |
40°C,2.0h, pH5 |
30°C,50h,pH1 |
30°C,35h,pH3 |
30°C,3.5h, pH5 |
30°C,20h,pH3 |

Tratamiento con etanol al 50%

294
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3.13
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4.01
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Figura 16: Gréfico de barras para la concentracion de antocianinas

por tratamiento con etanol 96°-agua destilada al 50/50.

45



50°C, 5.0h, pH 3
50°C,3.5h, pH 5
50°C,3.5h, pH 1
50°C,20h, pH 3
40°C,5.0h, pH 5
40°C,5.0h, pH 1
40°C,3.5h, pH 3
40°C,3.5h, pH 3
40°C,3.5h, pH 3
40°C,2.0h, pH 1
40°C,2.0h, pH 5
30°C,5.0h, pH 1
30°C,3.5h, pH 3
30°C,3.5h, pH 5
30°C,2.0h, pH 3 1.79

5.56

5.70

Tratamiento acuoso

5.78

0.00 1.00 2.00 3.00 4.00 5.00 6.00 7.C
Concentracion de antocianinas (mg/g)

Figura 17: Gréfico de barras para la concentracion de antocianinas por

tratamiento con acuoso.
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Figura 18. Diagrama de Pareto estandarizada para cantidad de
antocianinas etanol 96° - agua destilada 50/50.
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Figura 19. Diagrama de Pareto estandarizado para la cantidad de
antocianinas por extraccion acuosa 100%.

4.2.3. Estimacion de efectos para el proceso de extraccion de antocianinas
El gréfico de los efecto o variables como la temperatura (T), tiempo (t) y pH para

el proceso de extraccion de antocianinas del Ccomayo se muestran en las Figura
20y Figura 21.
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T(C) 0! pH

Figura 20: Graéfica de efectos principales para la concentracién de
antocianinas (Ee) por extraccion alcohdlica.

En la Figura 20 se observa que la temperatura utilizada en la extraccion
alcoholica de antocianinas del Ccomayo (Vaccinium floribundum kunth), es
inversamente proporcional a la concentracion de la misma, es decir que al
incrementar la temperatura de 30 a 50 °C provoca una disminucién en la
concentracion de antocianinas. En relacion al tiempo no tuvo significancia en el

proceso. El pH presento un efecto directamente proporcional en el proceso de
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extraccion, al incrementar el pH de 1 a 5 aumenta también la concentracion de

antocianinas.

N

Ea (mg/g)
[TTT T[T T T[T I [TIIT[TITTT]
Lovas bvava bvnasbuaaa bl

30 50 2 5 1 5
T(°C) t(h) pH

Figura 21: Gréfica de efectos principales para la concentracién de
antocianinas (Ea) por extraccion acuosa.

En la Figura 21 se observa que la extraccion acuosa de antocianinas del Ccomayo
(Vaccinium floribundum kunth), presenta una ligera dependencia de la
temperatura siendo esta inversamente proporcional, es decir que al incrementar
la temperatura de 30 a 50 °C provoca una leve disminucién en la concentracion
de antocianinas. Asi mismo, el tiempo tuvo una ligera significancia en el proceso
siendo esta directamente proporcional, al incrementar el tiempo de 2 a5 aumenta
la concentracion de antocianinas. EI pH fue bastante significativo en el proceso,
teniendo una dependencia inversamente proporcional, el aumento de pH de 1 a

5 ocasiono una disminucién en la concentracion de antocianinas.

4.2.4. Estimacion de interacciones para la concentracién de antocianinas
En las Figura 22 y Figura 23, se presentan las graficas de las interacciones para

la concentracion de antocianinas realizadas por extraccion alcohdlica y acuosa.
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Figura 22: Gréfica de interaccion para la concentracion de antocianinas
(Ee) por extraccion alcohdlica.

En la Figura 22, se observa que existe una fuerte interaccion entre la variable
temperatura y variable tiempo, esto significa que la temperatura presenta una
afectacion distinta al interactuar con un tiempo distinto y viceversa. Las
interacciones temperatura-pH y tiempo-pH no fueron evidentes o significativas
en el proceso de extraccion alcohdlica de antocianinas. Se debe de sefialar que
cuando existe interaccidn entre variables quiere decir que se ejerce una accién o

relacion reciproca de 2 0 mas variables. En otras palabras, estas variables suelen

Va
.

tener algo en comun o estan relacionadas.

5.2
4.2
3.2
2.2
1.2
0.2
-0.8

Ea (mg/g)

=
' \

30

(6]

Txt Tx pH tx pH

Figura 23: Grafica de interaccion para la concentracion de antocianinas
(Ea) por extraccion acuosa.

En la Figura 23, al igual que el proceso de extraccion alcohdlica de antocianinas,
existe una fuerte interaccion entre la variable temperatura y variable tiempo, es

decir la temperatura presenta una afectacion distinta al interactuar con el tiempo.

49



Por otro lado, las interacciones temperatura-pH y tiempo-pH fueron ligeramente

significativas en el proceso de extraccion alcohodlica de antocianinas.

4.2.5. Desarrollo del modelo de regresion
Los resultados obtenidos del Disefio de Box-Behnken fueron ajustados al

modelo de regresion de segln orden:

K K k—1vk
y = Bo+ Xy Bixi + Nicq Bux? + i X, Bijxix; + €

D)

En la ecuacion (1), y es la variable respuesta x representa las variables
independientes y /3 son los coeficientes del modelo. EI modelo de regresion para
3 variables fue:

Y = Bo + Bixy + Baxay + Baxz + Buxf + Bsxi + Bex3 + Prxixy + Pexi X3 + PoxyXs

)

Para el calculo de los coeficientes del modelo se transformaron las variables

naturales a variables codificadas (-1, 0 y +1) utilizando la siguiente ecuacion:

_ Xi—Xz

% =i . i=123.....k

2

©)

Donde xi, es el valor adimensional de la variable independiente; Xi, X; y 4X; es
el valor real, en el punto central y la razon de cambio del valor de la variable
independiente i respectivamente.

Los coeficientes del modelo de regresion de segundo orden para la concentracion
de antocianinas obtenidas por extraccion alcohdlica y acuosa fueron calculados
con el paquete estadistico Design-Expert Versién 7.0.0 las cuales se muestran en
la Tabla 9.
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Tabla 9:Coeficientes del modelo de regresion de segundo orden para la
concentracion de antocianinas obtenidas por extraccion alcoholica y acuosa.

Término Coeficiente
Ee Ea

Intercepto 4.247 4.037
X1: T -0.554 -0.328
X2: t 0.004 0.580
X3: pH 0.215 -1.792
X1X2 -0.703 -1.108
X1X3 -0.210 -0.867
X2X3 0.210 -0.333
X1? 0.098 -0.707
X2? 0.263 -0.827
X3? -0.440 -1.067

Reemplazando los coeficientes de la Tabla 9 en la ecuacion (2) tenemos los
modelos empiricos finales desarrollados en términos de sus variables

codificadas.

y = 4.247 — 0.554x; + 0.004x, + 0.215x; + 0.098x2 + 0.263x2
— 0.440x%
—0.703x1x2 - 0.210X1X3 + 0.210xZX3 (4)

y = 4.037 — 0.328x; + 0.580x, — 1.792x3 — 0.707x% — 0.827x2
— 1.067x2
—1.108x1x2 - 0.867.X1X3 - 0.333xZX3 (5)
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Las ecuaciones del modelo de regresion para la concentracion de antocianinas

por extraccion alcoholica y acuosa en términos de sus variables naturales fueron

1.058 + 0.062T + 0.848t + 0.942pH + 9.7921x107*T% + 0.117t?

E, =

los siguientes:

(6)

—0.110pH? — 0.047Tt — 0.011TpH + 0.070tpH

E, = —28.240 + 0.921T + 6.246t + 2.827pH — 7.071x1073T? — 0.368t>

(7)

—0.267pH? — 0.074Tt — 0.043TpH — 0.111tpH

4.2.6.Superficie de respuesta y grafico de contorno de concentracion de

antocianinas

ficos se utiliz6 el paquete estadistico Design-Expert Version 7.0.3.

Para los gra

En la Figura 24 se representan las superficies de respuesta y graficos de contorno

on de antocianinas (Ee) por extraccion

de la ecuacién (6) para la concentraci

lica del Ccomayo (Vaccinium floribundum kunth).

alcohd

Tiempo (h)

2.75

50.00 2.00
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a) Superficie de respuesta
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Tiempo (h)

30.00 35.00 40.00 45.00 50.00

Temperatura (°C)

b) Gréfica de contorno

Figura 24: Efecto de la temperatura y tiempo para la concentracion
antocianinas (Ce) por extraccion alcoholica.

En la Figura 25 se representa la superficie de respuesta y la gréafica de contorno
para la concentracion de antocianinas por extraccion alcohdlica manteniendo
constante el pH de 3 en el punto central, en la grafica de contorno se visualiza
que se obtiene una concentracion de antocianinas (Ee) igual a 5.45 mg/g en el
rango de temperatura de 30 a 33 °C y tiempp de 4.45 a 5.0 horas.

40.00 M y
45 2.00 P
Temperatura (°C)

a) Superficie de radlests’
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b) Gréfica de contorno

Figura 25: Efecto de la temperatura y pH para la concentracion
antocianinas (Ce) por extraccion alcoholica.

En la Figura 25 se muestra la superficie de respuesta y la grafica de contorno
para la concentracion de antocianinas por extraccion alcoh6lica manteniendo
constante el tiempo de 3.5 horas. Segun la grafica de contorno se observa que se
obtiene una concentracion de antocianinas (Ee) igual a 4.79 mg/g en el rango de
temperaturade 30 a32 °Cy pH de 2.6 a5.0.
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Figura 26: Efecto del tiempo y pH para la concentracion antocianinas (Ce)
por extraccién alcohdlica.
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En la Figura 26 se representa la superficie de respuesta y la gréafica de contorno
para la concentracion de antocianinas por extraccion alcoh6lica manteniendo
constante la temperatura de 40 °C. En la gréafica de contorno se visualiza que se
obtiene una concentracion de antocianinas (Ee) igual a 4.49 mg/g en el rango de
tiempo de 4.65 a 5.0 horas y pH de 3.0 a 5.0.

En la Figura 27 se representan las superficies de respuesta y graficos de contorno
de la ecuacion (7) para la concentracion de antocianinas (Ea) por extraccion

acuosa del Ccomayo (Vaccinium floribundum kunth).
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Figura 27: Efecto del temperaturay tiempo para la concentracion
antocianinas (Ca) por extraccion acuosa.

En la Figura 27 se muestra la superficie de respuesta y la grafica de contorno

para la concentracién de antocianinas por extraccion acuosa manteniendo
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constante el pH de 3, en la gréfica de contorno se destaca que se obtiene una
concentracion de antocianinas (Ea) igual a 4.42 mg/g en el rango de temperatura
de 30 a 35 °C y tiempo de 4.5 a 5.0 horas.
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Figura 28: Efecto del temperatura y pH para la
concentracién antocianinas (Ca) por extraccion acuosa.

En la

Figura 28 se aprecia la superficie de respuesta y la grafica de contorno para la

concentracion de antocianinas por extraccion acuosa manteniendo constante el

tiempo de 3.5 horas. En la grafica de contorno se visualiza que se obtiene una
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concentracion de antocianinas (Ea) igual a 4.42 mg/g en el rango de temperatura
de35a50°CypHdel.0a24.
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Figura 29: Efecto del tiempo y pH para la concentracion antocianinas (Ca)
por extraccién acuosa.

En la Figura 29 se muestra la superficie de respuesta y la grafica de contorno
para la concentracion de antocianinas por extraccién acuosa manteniendo
constante la temperatura de 40 °C. Segun la grafica de contorno se aprecia que
se obtiene una concentracion de antocianinas (Ea) igual a 4.42 mg/g en el rango
de tiempo de 3.0 a 5.0 horas y pH de 1.0 a 2.5.
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CAPITULO V

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1. CONCLUSIONES

Se logro determinar las propiedades fisico quimicas del fruto Ccomayo
(Vaccinium floribundum kunth), donde indica que presenta proteinas0.61%,
carbohidratos 17.25%, ceniza 0.65%, humedad 81.2%, grasa 0.39% y fibra
5.92% de igual manera se determinaron los compuestos funcionales que
corresponden a Fenoles totales que se expresa mejor en la extraccion por un
medio etandlico con un valor de 217.52 de Acido Gélico mg/gr a
comparacion del extracto obtenido y evaluado por un medio acuoso que
obtuvo un valor de 196.33 de Acido Géalico mg/gr. De igual modo se
identificd que la antocianina del fruto Ccomayo es la cianidina.

La extraccion solido-liquido de antocianinas del Ccomayo (Vaccinium
floribundum kunth) dependen de los factores como el solvente, temperatura,
pH y tiempo. Por los resultados obtenidos utilizando como solvente etanol
96° -agua destilada 50/50 con parametros de 30°C, pH de 1 por un tiempo
de 5 horas estos factores resultaron adecuados para una buena concentracion
de antocianinas la mas alta extraccion se alcanzo en el experimento 3 con
valores de 6.04 en la extraccion por etanol y 5.78.

Al evaluar el rendimiento de las antocianinas totales estas se vieron
influenciadas por los factores, temperatura, tiempo de concentracion.

Los resultados concluidos en la tesis demuestran que el fruto Ccomayo tiene
un contenido de antocianinas y fenoles totales en su composicion lo cual

permitiria reemplazar los colorantes sintéticos en la industria alimentaria.
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5.2. RECOMENDACIONES

Realizar investigaciones a partir de los resultados de la presente con
enfoques relacionados de antocianinas en donde se pueda sustituir el
pigmento artificial por el natural con el fin de obtener productos
antioxidantes (como extracto liquido o en polvo).

Realizar estudios de la cuantificacion e identificacion de otros compuestos
bioactivos que puedan estar presentes en el fruto Ccomayo (Vaccinium
floribundum kunth).

Realizar una optimizacion de las condiciones de extraccion de antocianinas

del Ccomayo (Vaccinium floribundum kunth).
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ANEXOS

Anexo 1: Certificado de identificacion taxonomica del Ccomayo (Vaccinium
floribundum kunth).

"Madre de Dios Capital de Ia Biodiversidad del Pera”
“Afo de fa Lucha contra la Corrupcién y la Impunidad”

CERTIFICACION DE IDENTIFICACION
TAXONOMICA DE ESPECIMENES VEGETALES

El que suscribe, Dr. HERNANDO HUGO DUENAS LINARES, Especialista Forestal en
Identificacién Taxonémica de especies de flora silvestre, mediante Resolucién
Directoral N° 054-2017-SERFOR/DGGSPFFS-DGSPF, con Cédigo de Licencia LC-
E8-2017-008; del Servicio Nacional Forestal y de Fauna Silvestre-SERFOR.

CERT'F'CA, que los ejemplares (02) presentados por la Srta.. BACHILLER

JUDITH CONDORI MAMANI, de la Escuela Profesional de Ingenieria de industrias
Alimentarias de la Universidad nacional de Juliaca; para su identificacién y/o
determinacién, para efectos del proyecto de tesis de investigacion de tesis intitulada:.
“OPTIMIZACION DE LOS PARAMETROS DE EXTRACCION DEL CCOMAYO
Vaccinium flonbundum Kunth. POR EL METODO DE EXTRACCION SOLIDO
LiQuibo Y su DEGRADACION, EN EL DISTRITO DE JULIACA, PROVINCIA
DE SAN ROMAN-DEPARTAMENTO DE PUNO-2019". Corresponden a los

siguientes taxa aceptados oficialmente:

v Vaccinium flonbundum Kunth. FAMILIA ERICACEAE
v
De acuerdo a la descripcion de sus caracteristicas vegetativas y reproductivas, las que
estan registrada para la Flora de Peru: Departamento de Madre de Dios: en el
Catalogo de Angiospermas y Gimnospermas del Peri de Lois Brako and James L.
Zarucchi (1993), al APG IV (Angiosperm Phylogenetic Group, 2016) y en el Taxonomic
Name Resolution Service v3.2 (2019). Se expide el presente certificado a solicitud del
interesado para los fines que considere conveniente. Se anexa al presente Certificado
de Identificacién los datos correspondientes a la espeaq en fo to E\xc._el.
/ \
| .
Puerto Maldor70. 29'de noviembre de 2018.
J
X = !

N
NG 2 senssnnasleStstetine
Dr.Hugo Dueias Lina
ESFECIALISTA EN IDENTIFICACION
TAXONOMICA DE FLORA SILVESTRE
Cédigo LiC-ES-2017-009

-
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Anexo 1: Identificacion taxonomica del Ccomayo (Vaccinium floribundum kunth).

IDENTIFICACION TAXONOMICA DE ESPECIMENES VEGETALES

NOVIEMBRE , 2019

"OPTIMIZACION DE LOS PARAMETROS DE EXTRACCION DE ANTOCIANINAS DEL CCOMAYO (Vaccinium floribundum Kunth.) POR EL METODO DE EXT RACCION
SOLIDO-LIQUIDO Y SU DEGRADACION, EN EL DISTRITO DE JULIACA, PROVINCIA DE SAN ROMAN-DEPARTAMENTO DE PUNO-2019"

BACHILLER: Srta. JUDITH CONDORI MAMANI
UNIVERSIDAD NACIONAL DE JULIACA

ESCUELA PROFESIONAL DE INDUSTRIA ALIMENTARIAS

Ne NOMBRE CIENTIFICO NOMBRECOMUN | FAMIUA HABITO| HABITAT | ALTITUD | LOCALIDAD | Colector | FechaColl | 1D | FecHA D
Comunidad
:Sacco / Sector Judith
1|Vaccinium floribundum Kunth "Ccomayo” ERICACEAE | Arbusto | BO%0Ue | 3783 s Condori 27/11/2009|HoL | 29/11/2019
accinium floribundum Kunth. y OO0l Montano] msnn | HascupaDisto
3 \ | Coasa /Provincia | Mamani
/| Carabayo

Referencias:
Vouchers coleccion JCM, 27/11/2019

Vouchers Herbario San Marcos (HSM). 2019
Vouchers Herbario MOL, 2019

APG IV. 2016

Taxonomic Resolution Service v 4,0 2019
Vouchers Herbario CUZ, 2019

The Plant List, 2019

Tropicos, Missouri Botanical Garden, 2019

Puerto Maldonado, 29 de Octubre de 2019
Dr. Hugo Duefas Linares

Especialista en ID Taxondmica de Flora Silvestre
RD N*054-2017-SERFOR/DGGSPFFS-DGSPF

Codigo Licencia LC-EC-2017-009

\ P/ j
\
\\ AL EEEET DR (N A
“Be. Hugo Buefas binares
ESFECIALISTA EN IDENTIFICACION
TAXONOMICA DE FLORA SILVESTRE
Codigo LIC-ES-2017-009
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Anexo 2: Solicitud de autorizacion con fines de investigacion a SERFOR.

1

SERVICIO NACIONAL FORESTAL Y DE FAUNA SKYESTRE-SERFOR
ADMINISTRACION

TECNICA FUPESTAL Y DE FAUA BAVESTRE-PUND

2 4 NOV 2020

Solicito:  Autorizacion con fines de investigacion

RiCIBIDO cientifica de flora y/o fauna silvestre,
Hon:.../.‘.ﬁ..‘:.&ﬁ........ﬂ'lu: (con o sin contrato de acceso a recursos
[T L gendéticos).

Senora:

Miriam Mercedes Cerdin Quiliano

Director (a) General

Direceion General de Gestion Sostenible del Patrimonio Forestal y de Fauna Silvestre
SERFOR )

Presente. -

Yo, Judith Condori Mamani identificado con DNI/PASAPORTE N°73817262, de nacionalidad
peruana con domicilio legal en pasaje cruz verde N°121 urbanizaciones Lres de mayo Distrito
Juliaca, Provincia San Romén, Departamento de Puno, Pais Pert, celular 985486614, Correo
clectrénica judithcondorimamani3@grmail.com, en calidad de representante del Prayecto, ante
usted respetuosamente expongo:

Que. de conformidad con el (Decreto Supremo N2 018-2015-MINAGRI que aprueba el
Reglamento para la Gestién Forestal / Deereto Supremo N° 019-2015-MINAGRI que aprueba
el Reglamento para la Gestion de Fauna Silvestre, segrn corresponda) |, solicito se me olorgue
una Aulorizacion para realizar investigacion cienlifica, hiera de Arcas Naturales Protegidas, con
(0 sin) colecta (o captura temporal) de flora y/o fauna silvestre, en: Sc encuentra en la
comunidad de Sacco, sector de Pampa Huacupa del distrito de Coasa provincia de Carabaya
Departamento de Puno como parte del Proyecto o Estudio titulado: OPTIMIZACION DE LOS
PARAMETROS DE EXTRACCION DE ANTOCIANINAS DEL CCOMAYOQ (Vaccinium

floribundum Kunth) POR - Bl METODO DE EXTRACCION SOLIDO-LIQUIDO Y

EVALUACION DE SU DEGRADACION |, por el periodo comprendido cntre marzo del 2020
hasta agosto del 2020, para lo cual cumplo con adjuntar toda la documentacién exigida pura este
clecto.

Por lo expucesto, agradeceré a usted acceder a lo solicitade.

Punag, 24 dc noviembre del 2020

(X _

De contormidad con el Art. 20 de la Ley 27444 numeral 20.1.2, el administrado pedri
autorizar de manera expresa ue adicional a la natificacion personal sc le notifique
mediante telefax, correo electronico y cualguicr olre medio que permila comprobar
fehacientemente su acusc de recibo y quien lo recibe.
Correo clectronico y teléfono de contacto nacional:

jLgli(hc(m_dg_[i_mmup_ni}_@gmuil._com

Nimero de celular: 985486014

adjunta (Colocar check)
Hoja de vida del investigador responsable, Rel

investigacion.

S >
O
O] Carla de presentaci
O
O

acion de investigadores y Plan de

on de cada participante.

ado previo, de corresponder.

¢l acuerdo entre las instituciones que respal
aso la solicitud sca presentada par un

Consentimiento in form

Documento que acredite :
nalcs y extranjeros, cn ¢

dan los

investigadores nacio
investigador extranjero.
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Anexo 3: Autorizacion emitida por SERFOR.

Firmado digtalmente por CERDAN
QUILIANO Mniam Merceces FAU

£ Y o s SULIANO e
PERU | del rollo Agrario SERFORZ maﬁ%hm
/ 5y Fecha: g&zmlmus 0800

"Decenio de la lgualdad de Oportunidades para Mujeres y Hombres"

2l Bicentenario del Pert: 200 afios d

e Independ

Magdalena Del Mar, 23 de Julio del 2021
CARTA N° D000842-2021-MIDAGRI-SERFOR-DGGSPFFS

Senora

JUDITH CONDORI MAMANI

Investigadora

pasaje cruz verde N°121 urbanizaciones tres de mayo
Distrito Juliaca, Provincia San Roman
judithcondorimamani3 @gmail.com

Puno.-
Asunto :  Remito RDG N° D000392-2021-MIDAGRI-SERFOR-DGGSPFFS
Referencia : Solicitud S/N (25/11/2020)

Es grato dirigirme a usted, con relacion al documento de la referencia, mediante el cual
solicité la autorizacion con fines de investigacion cientifica de flora silvestre, como parte
del proyecto de investigacion titulado: “Optimizacion de los parametros de extraccion de
antocianinas del Ccomayo (Vaccinium floribundum kunth) por el método de extraccion
sdlido-liquido y evaluacién de su degradacion”, a realizarse en la comunidad campesina
de Sacco, en el distrito de Coasa, provincia de Carabaya, departamento de Puno.

Al respecto y de acuerdo a lo solicitado, emito para su conocimiento y fines, la Resolucion
de Direccion General N° D000392-2021-MIDAGRI-SERFOR-DGGSPFFS (22/07/2021),
mediante la cual se resuelve otorgar a su favor la autorizacion con fines de investigacion
cientifica de flora silvestre, en el marco de la excepcion indicado en el articulo 154° del
Reglamento para la Gestion Forestal, aprobado con Decreto Supremo N° 018-2015-
MINAGRI, fuera de Areas Naturales Protegidas, correspondiéndole el Codigo de
Autorizacion N° AUT-IFL-2021-044; fuera de Areas Naturales Protegidas, como parte del
proyecto de su tesis titulado: “Optimizacion de los parametros de extraccion de
antocianinas del Ccomayo (Vaccinium floribundum kunth) por el método de extraccion
solido-liquido y evaluacién de su degradacion®, a realizarse en la comunidad campesina
de Sacco, en el distrito de Coasa, provincia de Carabaya, departamento de Puno; cuya
vigencia se contabilizara desde el dia siguiente habil de su notificacion.

Sin otro particular, expreso mis cordiales saludos.
Atentamente,
Documento firmado digitalmente

Miriam Mercedes Cerdan Quiliano
Directora General
Direccion General de Gestion Sostenible del

Patrimonio Forestal y de Fauna Silvestre
Servicio Nacional Forestal y de Fauna Silvestre - SERFOR

Exp. N° 2020-0017877

Al Av. Javier Prado Oeste N* 2442
w7,
S Urb. Orrantia, Magdalena del Mar —Lima 17
=z 3 T.(511) 225-9005
U

AW www.serfor.gob.pe

SICENTERAMO
PERU 2020

menta S. 026-2016-PCM. Su autenticidad e

fl: https://sgd.serfor.gob.pe/validadorDocumental/ clave: YDWFHMB
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Anexo 4: Acta de autorizacién del vicepresidente de la comunidad de
Pataquitum.

ACTA DE AUTORIZACION

PRESENTE

Yo, OLGER EDER CHUA HUARSOCCA, con Documento Unico de ldentidad namero
44438360, actuando en nombre y representacion de la COMUNIDAD CAMPESINA DE
PATAQUITUM, en mi calidad de VICEPRESIDENTE de la misma, por este medio
AUTORIZO A Judith Condori Mamani , mayor de edad, con Documento Unico de Identidad
numero 73817262 , para que a nombre de mi representada pueda: realizar |a [nvestigacién
cientifica con el nombre de “OPTIMIZACION DE LOS PARAMETROS DE EXTRACCION DE
ANTOCIANINAS DEL CCOMAYO (Vaceinium Floribundum Kunth) por el método de
extraccion solido-liquido y evaluacién de su degradacion’,para eflo se autoriza la colecta del

fruto Ccomayo.

Coasa 15 de diciembre del 2020

<@>Q/f

OLGER-EDER SHUA HUARSOCCA
“DNI 44438360
Vicepresidente de la comunidad campesina de pataquitum
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Anexo 5: Plano perimétrico de ubicacion UTM del proyecto.
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Andlisis de varianza

En el Anexo 6 se muestran el analisis de varianza que se realizo a los resultados
obtenidos de la concentracion de antocianinas por extraccion alcoholica y acuosa
utilizando el paquete estadistico STATGRAPHICS Centurion XVI Versién

16.1.18 para un nivel de probabilidad del 95%.

Anexo 6: Tabla de Analisis de varianza para la concentracion de antocianinas

por extraccion alcohdlica 50/50.

Analisis de Varianza para Cantidad antocianinas

Fuente Suma de Gl Cuadrado Razon-F Valor-P
Cuadrados Medio
A:Temperatura 4.18202 1 418202 39.52  0.0033
B:Tiempo 0.0203062 1 0.0203062 0.19 0.6840
C:pH 1.18266 1 1.18266 11.17  0.0288
AA 0.0195542 1 0.0195542 0.18 0.6895
AB 3.0258 1 3.0258 28.59  0.0059
AC 0.36125 1 0.36125 3.41 0.1384
BB 0.374539 1 0.374539 3.54 0.1331
BC 0.838513 1 0.838513 7.92 0.0481
CcC 1.13644 1 1.13644 10.74  0.0306
bloques 1.49187 1 149187 14.10 0.0199
Falta de ajuste 5.51752 15 0.367835 3.48 0.1186
Error puro 0.423333 4 0.105833
Total (corr.)  18.6942 29
Optimizar Respuesta
Meta: maximizar Cantidad antocianinas
Valor éptimo = 6.02536
Factor Bajo Alto Optimo
Temperatura 30.0 50.0 30.0
Tiempo 20 50 4.99879
pH 1.0 50 5.0




Para la evaluacion de la significancia de los efectos e interacciones se utilizo el
estadistico Fisher (Fo), en la Tabla de puntos porcentuales de la distribucion F
se tiene que para un nivel de confianza del 95%, grados de libertad del
numerador (v1) 1 (efectos e interacciones) y grados de libertad del denominador
(v2) 2 (error total) el estadistico Foosis es igual a 1.69, realizando las

comparaciones se tiene:

) El estadistico Fogs,15 con los resultados de Fo calculados de la Tabla 4,
se observa que la variable pH y la interaccion temperatura-tiempo (x1x2) fueron
significativas es decir Fo > Fo.0s,1,2.

o Las variables temperatura (T) y tiempo (t) no fueron significativas (Fo <
Foos1,3). También se destaca que, las interacciones xi2, X22, X2, X1Xs Y X2X3 N0

fueron significativas (Fo < Fo.0513).

Anexo 9: Tabla de Analisis de varianza para la concentracion de antocianinas

por extraccion acuosa 100%.

Analisis de Varianza para Cantidad antocianinas

Fuente Suma de Gl Cuadrado Razon-F Valor-P
Cuadrados Medio

A:Temperatura 0.697225 1 0.697225 0.44 0.5429
B:Tiempo 4.80706 1 4.80706 3.04 0.1561
C:pH 51.3014 1 51.3014 32.46  0.0047
AA 2.65477 1 2.65477 1.68 0.2647
AB 9.05251 1 9.05251 5.73 0.0749
AC 7.98001 1 7.98001 5.05 0.0879
BB 6.81748 1 6.81748 4.31 0.1064
BC 1.14005 1 1.14005 0.72 0.4435
CcC 8.07705 1 8.07705 5.11 0.0866
bloques 0.61347 1 0.61347 0.39 0.5670
Falta de ajuste  16.9296 15 1.12864 0.71 0.7187
Error puro 6.32187 4 1.58047

Total (corr.) 114.232 29




Optimizar Respuesta

Meta: maximizar Cantidad antocianinas

Valor éptimo = 5.06252

Factor Bajo Alto  Optimo
Temperatura 30.0 50.0 44.5468
Tiempo 20 5.0 3.84496
pH 10 50 1.0

Para la evaluacion de la significancia de los efectos e interacciones se utilizo el
estadistico Fisher (Fo), en la Tabla de puntos porcentuales de la distribucion F
se tiene que para un nivel de confianza del 95%, grados de libertad del
numerador (v1) 1 (efectos e interacciones) y grados de libertad del denominador
(v2) 2 (error total) el estadistico Foosis es igual a 1.69, realizando las

comparaciones se tiene:

o El estadistico Fos,15 con los resultados de Fo calculados de la Tabla 4,
se observa que la variable pH vy la interaccion temperatura-tiempo (x1x2) fueron
significativas es decir Fo > Fo.05,1,2.

. Las variables temperatura (T) y tiempo (t) no fueron significativas (Fo <
Foos1,3). También se destaca que, las interacciones xi12, X22, X2, X1Xs Y X2X3 N0

fueron significativas (Fo < Fo.0513).



Anexo 10: Imagenes del proceso de evaluacion de los parametros de extraccion
de Antocianinas del Ccomayo (Vaccinium floribundum Kunth) por el método

Solido -Liquido.

Figura 31: Recoleccion de

Figura 30: Lugar de recoleccion de L
materia prima

materia prima.

Figura 32: Fruto Ccomayo Figura 33: Bayas de Ccomayo



Figura 34: Proceso de trituracion Figura 35: Proceso de filtracion

del Ccomayo.

Figura 36: Comparacion a

. Figura 37: Espectrofotometro
diferentes solventes



Figura 38: Almacenamiento de Figura 39: Viales para la
antocianinas extraidas evaluacion de antocianinas

Figura 40: Soluciones acondicionadas para la extraccion solido-liquido.



