L&

Q\@ erverg

< UNIVERSIDAD NACIONAL DE JULIAC A

FACULTAD DE INGENIERIA DE PROCESOS
INDUSTRIALES

ESCUELA PROFESIONAL DE INGENIERIA [N
INDUSTRIAS ALIMENTARIAS

UUWA)D

"EVALUACION DE ANTOCIANINAS A TRAVES DEL METODO DE
EXTRACCION POR FERMENTACION DEL CCOMAYO (Vaceinium
floribundum Kunth) CON SACCHAROMYCES CEREVISIAE
Y RHIZOPUS (Oryzac)"

Mary Trini Coari Coila

TESIS PARA OPTAR EL TITULO DE
INGENIERO EN INDUSTRIAS ALIMENTARIAS

Asesora: D.Sc. Elizabeth Huanatico Suarez

Co-asesor: M.Sc. Adaliht Jhony Arisaca Parillo

Juliaca, 2023






B B T S s A P e s T

T

el A7 Sk

FACULTAD DE INGENIERIA DE PROCESOS.
INDUSTRIALES

ESCUELA PROFESIONAL DE INGENIERIA EN
INDUSTRIAS ALIMENTARIAS

| 4V

"EVALUACION DE ANTOCIANINAS A TRAVES DEL METODO DE
EXTRACCION POR FERMENTACION DEL CCOMAYO (Vaccinium
Aoribundum Kunth) CON SACCHAROMYCES CEREVISIAE
Y RHIZOPUS (Oryzae)"

Mary Trini Coari Coila

TESIS PARA OPTAR EL TiTULO DE
INGENIERO EN INDUSTRIAS ALIMENTARIAS

Asesora: D.Sc. Elizabeth Huanatico Suarez

Co-asesor: M.Sc. Adaliht Jhony Arisaca Parillo

Juliaca, 2023



UNIVERSIDAD NACIONAL DE JULIACA

FACULTAD DE INGENIERIA DE PROCESOS
INDUSTRIALES

ESCUELA PROFESIONAL DE INGENIERI EN
INDUSTRIAS ALIMENTARIAS

WA LY

AREVALUACI EN DE ANTOCI ANI NAS A TRAVES
EXTRACCION POR FERMENTACION DEL CCOMAYO\accinium
floribundumKunth) CONSACCHAROMYCES CEREVISIAE

Y RHIZOPUS Qryzad o

Mary Trini Coari Coila

TESIS PARA OPTAR EL TIiTULO DE
INGENIERO EN INDUSTRIAS ALIMENTARIAS
AsesoraD.Sc. Elizabeth Huanatico Suarez

Co-asesorM.Sc. Adaliht Jhony Arisaca Parillo

Juliaca 2023



FICHA CATALOGRAFICA

Coari, M. (2023).Evaluacién de antocianinas a través aeétodo de xdraccion por
fermentacion del €omayo (Vaccinium floribundukunth) con @ccharomyces
cerevisiae y Rizopus (Oryzae)(Tesis de ingenieria). Universidad Nacional de

Juliaca.

AUTOR: Mary Trini Coari Coila

TITULO: Evaluacion deantocianinas a través del método ddrazcion por
fermentacion del €@mayo Yaccinium floribundumkunth) con Saccharomyces

cerevisiagy Rhizopus Oryzae
PUBLICACION: Juliaca, 2023
DESCRIPCION: Cantdad de paginas (1G8)

NOTA: Tesis de la Escuel@rofesional de Ingenieria en Industrias Alimentaria

Universidad Nacional de Juliaca

CODIGO: 03-00002303/C72

NOTA: Incluye bibliografia

ASESOR:D.Sc. Elizabeth Huanatico Suarez

CO-ASESOR: M.Sc. Adaliht Jhony Arisaca Parillo

PALABRAS CLAVES: Antocianinas,fermentacion, extraccion, rhizopus.




UNIVERSIDAD NACIONAL DE JULIACA
FACULTAD DE INGENIERIA DE PROCESOS INDUSTRIALES

ESCUELA PROFESIONAL DE INGENIERIA EN INDUSTRIAS
ALIMENTARIAS

“EVALUACION DE ANTOCIANINAS A TRAVES DEL METODO
DE EXTRACCION POR FERMENTACION DEL CCOMAYO
(Vaccinium floribundum Kunth) CON SACCHAROMYCES

CEREVISIAE Y RHIZOPUS (Oryzae)”

TESIS PARA OPTAR EL TiTULO DE INGENIERO EN
INDUSTRIAS ALIMENTARIAS

‘Presentada por:
Mary Trini Coari Coila

Sustentada y aprobada ante el siguiente jurado:

Dr. Julio Machaca Yana %

PRESIDENTE DE JURADO

Mtra. Tania Jakeline Choque Rivera / %

JURADO (secretario) 2° BRO

M.Sc. Lenin Quille Quille

JURADO (vocal)

Aol

D.$7€Iizabeth Huanatico Suarez M.Sc. Adalint Jhony Afisaca Parillo

ASESOR DE TESIS CO-ASESOR DE TESIS



DEDICATORIA

A Dios, por darme las fuerzas necesarias
para seguir adelante a pesar de las
dificultadesque se presentaron a lo largo de

este proyecto de investigacion

A mis padrespor su apoyo incondiciongl
persistenciapor la motivacion constante
para culminar la tesis; porssgabios

consejos y amaen los momentos dificiles.
A mis hermanos, por su apogoral

A mis sobrinosMiay Alessandrgor ser
tan dulces, carifiosos y sobre tquw ser
mi distraccion en los momentosas

dificiles.



AGRADECIMIENTO

A la UniversidadNacional deJuliaca por ser mi alma matéa, Escuela Profesional de
Ingenieria en Industrias Alimentarias por brindarme las herramientas necesarias en mi

formacion profesional.

A la D. Sc.Elizabeth Huanatico Suarez, por el asesoramjetanotivacion, su tiempo

y dedicacién quien hizo posible la ejecucimeste proyecto de tesis
Al M.Sc. Adaliht Jhony Arisaca Parillpor su tiempo y confianzdurante este proceso.

Un especial agradecimientb@r Sc.Cesar Julio Larico Mamaipior su tiempo y apoyo

en la ejecucién del proyecto de investigacion.

A la Ingeniera Nora Ortiz del laboratorio de Sanidad Vegetal dailet$idad\Nacional
del Altiplano Pung, por su grata compafiisempoy apoyo ofrecido en este trabaje

investigacid.

A mis jurados, el 5c. Julio Machaca Yana, la M.Sc. Tania Jakeline Choque Rivera el
M.Sc. Lenin Quille Quillgpor las observaciones y recomendaciones realizadas para una

buena ejecucion y desarrollo de la presente investigacion.

A mis dos grandes amigos Yudy y José, por su apoyo, motivacion y por estar siempre

conmigo de manera incondicional, alentandome a segui



INDICE GENERAL

D1 =1 010728 K@) 21/ iv
AGRADECIMIENTO.......cootitieeeieeeeeeeeeeeee s ese et esenmne st eeese s s sessnessneees v
INDICE GENERAL.......ooueiiteeteeee et ettt emee et eaeetens s veesemnee e Vi
INDICE DE TABLAS. ... .ottt ettt amemsae et ne et semnns iX
INDICE DE FIGURAS.......coo ottt eeeee ettt ememae e ae v emens X
RESUMEN.......oouiuiuieoeeieieteteeeeseeseeeee e te et ees s eranasss et et esess s ssssassseseemesessesenenasanns Xiv
INTRODUGCCION........coiiiiiiiteieteeteeemsiee ettt enemsa et es et esese st ennm s XVi

CAPITULO |

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

1.1. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.......ccoovovitieeveieeeee e 1
1.2. OBJETIVOS DE LA INVESTIGACION......cceovevivieieeteeeee e 2
1.2.1.0DJEtIVO gENEIAL......ccci it 2
1.2.2.0DjetivOS ESPECITICOS. .. .uuviiiiiiiiiiiiiie ettt 2
1.3. JUSTIFICACION DE LA INVESTIGACION........cooveieeeeeeeete e, 3

CAPITULO Il

REVISION DE LITERATURA

2.1. CCOMAYO (Vaccinium floribundumiunth)..............ccuvviiiiiiiiiceciiiiiieeece 5
2.1.1ASPECIOS GENETAIGS......cce i eas 5
2.1.2Clasificacion TaXONOMUCA . .......ceiiurrrereeeeeiieeaeitieeeeee e s aieeeeeeeaeme e e e annneeeeeeeeas 5
2.1.3 Caracteristicas DOtANICAS............oeiiiiiiiiiieee e 6
2.1.4Composicion quimica y valor nutricional.............cccoeeeiiiiiecciicccicie e, 7
2.2. ANTIOXIDANTES ..ottt e e e e e e e eeee 9
2.3. ANTOCIANINAS ..o ee e e e e e e e e 10
2.3.1GEerBralidades. ........coooiiiiiieree et e e 10
2.3.2 Estructura quimica y clasificacion de las antocianinas..................cccceeee..... 10

Vi



2.3.3Factores que afectan la estabilidad de las antocianinas.................ccecu..... 13

2.4. ANTOCIANINA COMO COLORANTES NATURALES..........ccoooeiiiiiieeen. 16
2.5. FERMENTACION ALCOHOLICA......cootiiiiiiiieieieieimeme s eaeas 18
2.5.1.Generalidades..........oooi i e e 18
2.5.2LVAMUIES. ...ttt e e e e anenr e 19
2.5.4RNIZOPUS.....coeertieiiiii it eeee e et e e e e e e et e e ettt eeer e e e e eeeaeeee e e aaaaaaan—————aaeannnnn 21
2.5.5Métodos de extraccion de antoCIANIAAS. .........c.ceurrurrrieerereeeeseiirreeeeeesaanees 23

CAPITULO Il

MATERIALES Y METODOS

3.1, HIPOTESIS ..ottt emems ettt ettt emnmae e 25
N I o [T o0 (=S Fo o [T L] = | 25
3.1.2HIPOtESIS €SPECITICAS .. ciiiiiiiiiiiiiee e eee e 25
3.2. AMBITO DE ESTUDIO ......coiiioieeeecteeieeeteeeeee et emeae et an e, 25
3.3. MATERIALES Y EQUIPOS.......cceoiiviiereeeieteeeeeeeee et emnmnienen s 26
3.4, METODOLOGIA ......coo oottt emea et 27

CAPITULO IV
RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. PERFIL DE ANTOCIANINAS DEL FRUTO CCOMAYO..........cccvvvvrrrrnnnnns 37

4.2. EVALUACION DEL TIPO DE INOCULO (Saccharomyces cerevisige
Rhizopus oryzgeSOBRE EL RENDIMIENTO DE ANTOCIANINAS EN
LA EXTRACCION POR FERMENTACION DEL CCOMAYO
(Vaccinium floribundm Kunth)............oeeiiiieee 40

4.3. EVALUACION DEL EFECTO DE LAS VARIABLES DE PROCESO
(TEMPERATURA, pH Y TIEMPO DE FERMENTACION) EN LA
EXTRACCION DE ANTOCIANINAS DEL FRUTO CCOMAYO
(Vaccinium floribunduniKunth) POR FERMENTACION............cccoveuvnen.... 43

vii



CAPITULO V

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1, CONCLUSIONES. ... .. 48
5.2. RECOMENDACIONES. ..ot e 49
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS........cooiiieieeeeeeteeeee e 50

viii



INDICE DE TABLAS

Tabla 1: Caracterizacion quimica y nutriciodal Vaccinium floribundunKunth

[(@foTo] 4 1 F=\Y/o ) PSSP 8
Tabla 2: Grupos sustituyentes en la estructura de las antocianinas................... 12
Tabla 3:Contenido de antocianinas en frutos de baya...............ccccccvceevvvveveinnnns 13
Tabla 4: Principales componentes de la leva8aharomyces cerevisiae.......... 20
Tabla 5: Factores y niveles utilizados para el disefioi B®shnken....................... 34
Tabla 6: Matriz del disefio experimental (disefio B@hnken).................oeeeeeeee. 35

Tabla 7: Analisis fisicoquimicos de la pulpa de Ccomagaxinium floribundum

KUNTN). .t e e e e e e e e e e s e e e e e e eas 39
Tabla 8:Rendimiento de indculos en la extraccién de antocianinas del Ccomayo
(Vaccinium floribunduniKunth) ... 40

Tabla 9: Andlisisestadisic con | a prueba Ato para

IQUAIES. ..o eeeeee 2



INDICE DE FIGURAS

Figura 1: Frutos del CcomayWdccinium floribundumKunth).................ccceevveeneee 7
Figura 2: Estructura bésica y sustituyentes de las antocianinas........................ 11
Figura 3: Estructura de las antocianinas a diferentes pH’s, donde R1=H o glucido,
R2YR3=ZHOMELIQ......cciiiii e 15
Figura 4:Rhizopus oryzadzsporangio y columnela (a), esporangiosporas.(b).....22
Figura 5: Diagramde flujo de la obtencion del extracto de antocianinas............ 29
Figura 6: Balance de materia en la extraccion de antocianinas del Ccomayo...36
Figura 7: Cromatografia HPLCde antocianinas identificadas del fruto Ccomayo
(Vaccinium floribunduntKunth)............cooooeiiiee e 37
Figura 8: Cromatografia HPLCdel patron estdndar de la antocianidina (Cianidina
=3- GIUCOSIAOD) ..t 38
Figura 9: Gréfico de efectos principales para el rendimiento obtenido con el in6culo

Figura 10: Grafica de efectos principales para rendimiento obtenido con el in6culo

de SaccharomyCes CEreVISIAR. .........uuuiuuiiii it e e e aeeeean 43

dEeRNIZOPUS OFYZAE......coiiiiiiiiieeeee e 46
Figura 11: Arbustos del fruto CCOMAYO..........uvuueiiiiiiie e eeeene s 58
Figura 12: Recoleccion de Ccomayo en la comunidad de Pataquitum (Coasa)58
Figura 13: Limpieza y seleccion de frutos en estado de madures comercial para la

€JECUCION el PrOYECTO. . ueiiiiieeiiiiiiii e 59
Figura 14: Desinfeccion y pesado del fruto CcomayQ..............vvvveiiiceeeeennnnnnns 59
Figura 15: Acetato de potasio 0,5 My Acido acético 0,1.N..........ccecevevevrceennnen. 60
Figura 16: Pesado y dilucion del agabouraud............ccccooviiiiiiiecciieee e 60
Figura 17: Esterilizacion de materiales de laboratorio para el cultivo................. 61
Figura 18: Plaqueado del medio con agar sabouraud diluido....................cc....... 61
Figura 19: Cultivo del Rhizopus oryzae en las placas esterilizadas................... 62
Figura 20: Medios de cultivo incubados a 27.2C.......cccoeiiieiiiiiiiieeciiccie e 62
Figura 21: Trituracion del CCOMAYOD.......ccuuiiiieeiiiiiiiiie e 62
Figura 22: Medicion del pH 'y grados °BriX..........cccuuviiiiiiiimeeiiiiiiiiiiieeceeeee e 63
Figura 23: Pesado de la levadura liofilizada, fosfato de amonio y sacarosa......63
Figura 24: Inoculo del fruto con Saccharomyces cerevisiae..............ccvvvueemrnnnnn. 64
Figura 25: Inoculacion dehizopusa las muestras a experimentar........................ 64
Figura 26: Fruto triturado (@enayo) a diferentes pH...........cccvvvvvviiiiiieesciiiiiiieeeee, 64

X



Figura 27: Fermentacion de muestras en la incubadora con agitador orbital a 120

(01 o] = Tod [0 == ST TRRRRRRN 65
Figura 28: Extracto de antocianinas Fermentados después de.72 his.............. 65
Figura 29: Medicion del volumen obtenido y centrifugado.............ccccceeiiicmeennnns 66
Figura 30: Extracto de antocianinas con levaduras y hangos.............ccccceeeeeeee. 66
Figura 31: Pesado del extracto de CCOMAYO.......cccvvvviieeeiiieaniieeeeeeeeeeeeeeeeee | 67
Figura 32: Homogenizacion de la MUeSta..............cceeevviiiieeeie e 68
Figura 33: Evaporacion de etanQl................uuivuiiicccriiieeiiiiceee s 68
Figura 34: Purificacion con cartucho C18 del Ccomayo..........cccceeeeeviceemiivinnenn. 68
Figura 35: Secado a presion reducida y muestra redisuelta para el HRLC........69
Figura 36: Cromatogranthe | extract o f er men.t.a.d.o.. e n o mi
Figura 37: Cromatograma del ex.t.r.act76 fe
Figura 38: Cromatograma del ex.t.r.act70 fe
Figura 39: Cromatograma del ex.t.r.act7d fe
Figura 40: Cromatograma del ex.t.r.act7d f e
Figura 41: Cromatograma del ex.t.r.act7d f e
Figura 42: Cromatograma del ex.t.r.act/a fe
Figura 43: Cromatograma del ex.t.r.act/a fe
Figura 44: Cromatograma del ex.t.r.act7/da f e
Figura 45: Cromatograma del ex.t.r.a.c.t7/8 f e
Figura 46: Cromatograma del ex.t.r.act7/8 fe
Figura 47: Cromatograma del ex.t.r.act7/8 fe
Figura 48: Cromatograma del ex.t.r.a.c.t74 f e
Figura 49: Cromatograma del ex.t.r.a.c.t74 f e
Figura 50: Cromatograma del ex.t.r.a.c.t74 f e
Figura 51: Cromatograma del ex.t.r.act76 fe
Figura 52: Cromatograma del ex.t.r.act76 f e
Figura 53: Cromatograma del ex.t.r.ac.t76 f e
Figura 54: Cromatograma del e x.t..r.a.c.t76 f e
Figura 55: Cromatograma del ex.t.r.act76 f e
Figura 56: Cromatograma del ex.t.r.act76 f e
Figura 57: Cromatograma del e x.t.r.a.ct7é f e
Fi gura 58: Cromatograma del e x.t.r.a.ct7é f e
Figura 59: Cromatograma del ex.t.r.act7é¢ f e

Xi

na

me

me

me

me

me

me

me

me

me

me

me

me

me

me

me

me

me

me

me

me

me

me

me

s T T T T T S S T S S S T 1

o T T T |



Fi
Fi
Fi
Fi
Fi
Fi

Q Q@ Q © Q@ «

c C C C

c

QY v o D Q®

6 0:
61:
6 2:
6 3:
6 4:
6 5:

Cr
Cr
Cr
Cr
Cr
Cr

o O O O o o

ma t
ma t
ma t
ma t
ma t

ma t

ogr
ogr
ogr
ogr
ogr
ogr

Xii

O 99 9 9 9 D

ma

ma

ma

ma

ma

ma

del
del
del
del
del
del

® ®© ® ®d® @D O
X X X X X X

178
178
178
78
178
178

—~ =k = =k =k  —h
® o d @d @d OD

me

me

me

me

me

me

e T T T |



INDICE DE ANEXOS

Anexo 1. Imagenes tomadas durante la ejecucion del proyecto de investigacidsB
Anexo 2. Preparacion de las soluciones buffer para la extraccion de antocianités
Anexo 3. Preparacion de medios de cultivo paRh&topus oryzae....................... 60
Anexo 4. Preparaciéunle los in6culos con Saccharomyces cerevisigdRhizopus

(0] Y74 U PP UPPRTPRRPIN 62

Anexo 5. Balance de materia endatraccion deantocianinas del Ccomayo por el

Anexo 6. Purificacion de antoCianinas...........ccoeeuiiiiiiiicce e eeeaenes 67
Anexo 7. Andlisis de antocianinaspor HPLC (Inéculo de Saccharomyces
CEIBVISIAG.....eeviriiitiiiie et e et e e e eeee e s s s e e e e e e e e e e e e ettt aeeereaaeeeaeeeeeeeeeeseensssnnne s 70

Anexo 8. Andlisis de antocianinas por HPLC (Inoculd&réiezopus oryzae.............75

Anexo 9. Resultados del andlisis de laboratorio de la cuantificacién de antocianinas

CON HPLC . .. e et e e e e e e e e e e e nmmmenes 80
Anexo 10. Resultadode la optimizacion con el inéculo de Saccharomyces

(00 €Y ] T SRS 83
Anexo 11. Resultados de la optimizacion con el inéculBldeopus oryzae........... 84

Anexo 12. Rendimientos obtenidos con el in6cul&decharomyces cerevisiae....85
Anexo 13. Rendimientos obtenidos con el in6cul®tbeopus oryzae................... 86
Anexo 14. Datos experimentales obtenidwsel laboratorio conSaccharomyces
(0] €Y ] T R 87
Anexo 15. Datos experimentales obtenidos en el laboratoriRlsizopus oryzae....90

Anexo 16. Ubicacion UTM del ProyeCO.........uuceiiieeie e ecceeeiciie e eeeeeeeen 93

Xiii



RESUMEN

Las antocianinason flavonoidegjuese encuentran dentro de la composicion de distintos
frutos resporsables de brindar el color, siendo una de elldsutd silvestre Ccomayo
(Vaccinium floribunduniKunth). Asi mismo estos compuestos son interesantes debido a
su impacto en las caracteristicas sensoriales de los alimentos y también se pueden utilizar
como colorantes naturalemn la industria alimentaria El objetivo de la presente
investigacion fueevaluar bBs antocianinas a través del método de extraccién por
fermentacion del CcomayoVéccinium floribundumKunth) con Saccharomyces
cerevisiae y Rhizopus (Oryza®arapoder evaluael tipo de inéculdSaccharomyces
cerevisiagy Rhizopuoryzag sobre efendimientade antocianinag evaluar el efecto de

las variables de proceso (tiempo, temperatura ygoHa extraccion de antocianinas del
fruto Ccomayo Yaccinium floribundunKunth), por fermentacionSe trabgd con 15
tratamientos bajo el disefide supdicie respuestaBox-Behnken, realizando la
inoculacién de dos cepaSgccharomyces cerevisig&hizopus oryzgeen el extracto de
Ccomayosa fermentar en las mismas condiciones y pardmetros. Logrando determinar
gue los fermentos con @oculo deSaccharomyces cerevisiaeostraron diferencias
significativas superi@s(p<0.005), dos extractos inmuladosconRhizopus oryzaa un

nivel de cmfianza del 95%De la evaluacion de las variables de proceso se determiné
que en 72 hrs a 30°C y pH 3 se obtuvo el mejor rendimiento con el in6culo de
Saccharomyces cerevisigen 48 hrs a 40°C a pH 4 se obtuvo los mejores rendimientos
con el in6culo d&khizopus oryzador medio deHPLC, se logré identificar la presencia

de la Cianiding3-glucésido en el fruto Ccomayo.

Palabras clave:Antocianinasfermentacionextraccion, rhizopus.
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ABSTRACT

Anthocyanins are flavonoids found within the composition of different fruits responsible
for providing color, one of which is the wild fruit Ccomaydgagccinium floribundum
Kunth). Likewise, these compounds are interesting due to their impact on the sensory
characteristics of food and can also be used as natural colorants in the food industry. The
objective of this research was to evaluate the influence of process va(tatipsrature,

pH and time) on the extraction of anthocyanins from Ccomegodinium floribundum

Kunth) by fermentation. In order to evaluate the type of inocul8ac¢haromyces
cerevisiaeandRhizopus oryzgeon the yield of anthocyanins and to evaluate effect

of process variables (time, temperature and pH) on the extraction of anthocyanins from
the Ccomayo fruit\{accinium floribunduniKunth), by fermentation. We worked with 15
treatments under the Bddehnken response surface design, inoculating tireins
(Saccharomyces cerevisiaad Rhizopus oryzgein the Ccomayos extract to ferment
under the same conditions and parameters. Managing to determine that the ferments with
the inoculum of Saccharomyces cerevisiae showed higher significant differences
(p<0.005), than the extracts inoculated viRthizopus oryzaat a confidence level of 95%.

From the evaluation of the process variables, it was determined that in 72 hrs at 30°C and
pH 3 the best performance was obtained with the inoculum of Saccharorayeeésiae

and in 48 hrs at 40°C at pH 4 the best yields were obtained witRhizepus oryzae
inoculum. Through HPLC, it was possible to identify the presence of Cyasdin
glucoside in the Ccomayo fruit.

Keywords: Anthocyanins, fermentation, extractidrhizopus.
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INTRODUCCION

En el Peru se encuentra una gran diversidad de plantas silvestres que ain no han sido
estudiados ni caracterizados, las cuales pueden ser una fuente importante para la
obtencion de colorantes naturales. Dentro de ello sgeetra el Ccomay(vaccinium
floribundum Kunth) una planta perteneciente a la familia Ericaceae y al género
Vaccinium que abunda en la ceja de selva de nuestra regién Puno, en las zonas templadas
y frias. Este fruto es consumido por los pobladores de la zona, sin saber el alto contenido

de antocianinag los beneficios que tienen estas para la salud.

Las antocianinas son pigmentos vegetales con gran potencial para el reemplazo
competitivo de colorantesintéticos; por tanto es de gran importancia conocer los
aspectos bioguimis que enmarcan estos pigmer{fearra, 2014)Es asi que hoy en dia

se tiene una importante demanda de colorantes naturalesttemativa a los colorantes
sintéticos, debido gue presenta toxicidad en algunos alimentos, productos de belleza y
medicamentogGarzon, 2008)

El interés en los pigmentos de las antocianinas y la investigacion cientifica sobre ellas ha
aumentado en los ultimos afios, no solo porque agregan clasrpaoductos que las
contienen, sino también por papel potencial en la reduccion de algunas enfermedades
como el cancer, la diabetes y entre otras. Por lo tanto, las antocianinas ademas de su
funcién como colorante, son agentes potenciales en la elaboracion de prooctasr
agregado. Aunque las tagianinas tienen ventajas como sustitutos de los pigmentos
artificiales, existen factores como su baja estabilidad y la falta de material vegetal que

restringen su utilizacién de manera comercial.

El objetivo principal de la sigente investigacion radioen e/aluar las antocianinas a
través del método de extraccion por fermentacion del Ccorvageifium floribundum
Kunth) conSaccharomyces cerevisigeRhizopusoryzae Parapromovery motivar el

cultivo de este fruto, para luego obteoelorantes naturales.
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CAPITULO |
PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA
1.1.PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En la regiébn de Puno, encontramos una gran cantidad de frutos silvestres con un elevado
contenido de sustancias bioactivas como colorantes naturales, siendo una de ellas el fruto
denominado Ccomay&accinium floribunduniKunth) por los pobladores de la zoen

estudio. Este fruto puede obtenerse de manera silvestre, para el uso de este tipo de
colorantes, a su vez podsar una alternativa de colorantes artificiales utilizados en la
Industria Alimentaria. Las antocianinas son estudiadas en la industriaeataria,
principalmente por su pigmentacién natural, siendo un potencial para el reemplazo
competitivo de colorantes sintéii en alimentogGarzon, 2008)El interés en estos
compuestos, ha propiciado que nuestra sociedad esta experimentando un cambio en el
concepto de alimento y en su forma de alimentarse, exigiendo la presencia de sustancias
nutritivas con propiedades funcionalPsr tanto, se han utilida antocianinas en lugar

de pigmentos sintéticqgan, Han, Guy Gu, 2008)

Las antocianinas se obtienen normalmente por la extraccién de plantas. Los métodos de
extraccion utilizados en la actualidad son el metanol, etanol, acetona y agua, simembarg
la estabilidad de estas antocianinas son facilmente afectadas debido a las modificaciones
estructurales yactores ambientales contales como laempertura y luz (Wrolstad,

2004) Porlo tanto la extracciéon por fermentacionatgocianinas con la ayuda de hongos

y levadura son mas puras que las extraidas por quinfleas, Han, Guet al, 2008)

La fruta silvestre denominado Ccomayaccinium floribundunKunth) contiene una
considerable cantidad de antocianinas por presentar similares caracteristicas al arandano
perteneciente a la misnfiamilia, por ello se evaluél tipo de indculo para la extraccion

de antocianinas por el método fermentacion, mismasgurgfluenciadagor las variables

de proceso. Pallo se plarga las siguientes interrogasite



1.1.1. Pregunta general

¢Las antocianinas aumentaran a través del método de extraccion por fermentacion
del Ccomayo Yaccinium floribundunKunth) conSaccharomyces cerevisige

RhizopuOryza&

1.1.2. Preguntas especificas

1 ¢Cual es el tipo de in6culo mas adecu&@bxrcharomyces cerevisiae
Rhizopusoryzae para la extracciorpor fermentaciéon de antocianinas del

Ccomayo Yaccinium floribunduniKunth)?

1 ¢Comoafectan las variables de proceso (tiempo, temperatura y pH) en la
extraccion de antocianinas del fruto Ccomayadcinium floribunduniKunth)

por fermentacion?

1.2.OBJETIVOS DE LA INVESTIGACION

1.2.1. Objetivo general

Evaluar el contenido dentocianinasdel Ccomayo Yaccinium floribundum
Kunth) extraidosmedianteel método de fermentacion cdBaccharomyces

cerevisiagy Rhizopus Oryzae

1.2.2. Objetivos especificos

1 Evaluarel tipo de in6culdSaccharomyceserevisiaey Rhizopusoryzae
sobre el rendimiento de antocianinadeeextracciorpor fermentacioulel

Ccomayo VYaccinium floribundunKunth).

1 Evaluarel efecto ddas variables de proceso (tiempo, temperatura y pH
en la extraccion de antocianinas deltdr Ccomayo Vaccinium

floribundumKunth) por fermentacion.



1.3. JUSTIFICACION DE LA INVESTIGACION

En la actualidad existe una preocupacion publica debido a la seguridad de los colorantes
sintéticos en los alimentos generando una demanda de pigmati@des como solucion

al pigmento sintético, el rojo 40, debido a que se utiliza como un aditivo en la industria
de alimentos (dulces, galletas, yogures, condimentos, etc.) e incluso también son
utilizados en medicaméos y cosméticofGarzon, 2010)El uso de d@ss colorantes se

ha incrementado debido a que es un indicador de aceptacion del consumidor, esto se viene
dando desde hace muchos afios atras, con los diversos estudios realizados se demostraron
la aceptacién de un producto por parte del consumidor corbueiaa medida de
apariencia y color. Esta es una de las razones por el cual se utilizan los colorantes en los
alimentos y productos con un valor subjetivo del que no genere riegos en la salud humana.
Es por ello que el consumidor ha optado por utilizaoremites naturales en lugar de
colorantes sintéticos, es asi que en este trabajo de investigacion se orienta a la obtencion
de un colorante natural.

Las antocianinas son un grupo de biomoléculas altamente sensibles a los cambios
quimicos y fisicogGarzon, 201Q)que se encuentran dentro de la composicion de los
pigmentos vegetales de diferentes colores tales como el azulado, rojo oscuro o morado,
gue contienen las plantas. Actualmente los métodos de extraccion mas empleados son el
metanol, etanol, acetona y aguan 8mbargolas estabilidades de estas antocianinas son
facilmentemodificados estructuralmente debido a los factarabientalesasi como la

luz y la temperatura, por lanto,a menudo se agrega acido clorhidrico o acido férmico

a los disolventes paraiear la degradacion de las antocianinas (Migkal. 2006). Pero

en estos extractos, hay mas impurezas como amilosa y proteinas a diferencia de la
extraccidn con microorganismos. A su vez estos métodos de extraccion requieren un costo
relativamente altoebido al uso de varios disolventes para la purificacién de antocianinas.
Por lo tanto con el método de fermentacion con microrganig®ascharomycey
rhizopus)es menos costosa, y se extraen mas puras las antoc{@&anaslan, Guet al,

2008)

En la presente investigacion se deduce que el Ccomayo, tiene un alto contenido de
antocianinas debido a la coloracion que esta presenta, y a su vez tiene la gran importancia
de combatir enfermedades cardiovasculares, cancer y problemas de enfermedades
cronicas de esta época (OblitaPerez, 2019). Por lo tanto, la extraccién de pigmentos a

partir delCcomayo Yaccinium floribundunKunth),sera una opcion para loesmuneros
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del distrito de Coasa, beneficiando a los pequefios productores a fortaleceultuagyri
a su vez contribuird econdbmicamente, ya que hoy por hoy ya no se necesita de una
tecnologia avanzada, pero sobre todo siendo una opcién para la industria de alimentos, ya
gue el extracto de las antocianinas pueden sustituir a los colorantesasintiEtndo una

mayor segridad al consumidor final.



CAPITULO Il
REVISION DE LA LITERATURA

2.1. CCOMAYO (Vaccinium floribundumiKunth)
2.1.1. Aspectos Generales

El Ccomayo(Vaccinium floribundumKunth), es un fruto climatérico de la familia
Ericaceaegs una mata de origen andino, se encuentra de manera silvestre en los paramos
de la sierra andina,umna altitud que va desde los 2800 hasta @9 40snm(Racineset

al., 2016) su crecimiento se da en climas templados y frios en bosques seco montanos y

hamedosa una temperatura de 3 a°X7(Meléndezet al, 2021)

En laactualidad el emplede estos frutoes muy poco comun para su consienfresco
ya sea en jgos, mermeladas y jaleg€obaet al., 2012) Tiene un gran potencial
agroindustrial debido a sus propaeks fisicequimicos; eMaccinium floribundunpuede
ser refrgerado sin alter sus caracteristicas organoléptigasutricionales, ni variar en
peso y volumen. Y o puedefacilitar la elaboraciorde productos alimenticipincluso
fuera de las épocas de cose¢Racineset al., 2016) Estosfrutos tienen catenidos
importantes deantioxidantes, azucares, minerales, vitamidas complejoB, C y
minerales como potasio, calcio y fosf@¢kdorales, 2011)Parapoderexpandir y producir
a gran escala este frutal andino se tienen varias limitaciones talesladatia de
conocimiento de su ecologia con respecto al tipo de clisu@lp que des necesitan, lo

cualclaramentano permite la domesticaci@® estos cultivogVascoet al,, 2009)

2.1.2. Clasificacion Taxonémica

El Ccomayose conoceientificamente com&accinium floribundumKunth segunla
identificacién taxondmica de especimenes vegetaleglpbr. Hugo Duefas Linargs
Especialista Forestal en Identificacion TaxonOmica de especies en flora silvestre
SERFOR



Segurfreire(2004) el Ccomayo esta ubicada dentro de la familia Ericaceae y se clasifica

taxondmicamente de la siguiente manera:
Reino:Plantae
Division: Magnoliophyta
Clase:Magnoliopsida
Orden:Ericales
Familia: Ericaceae
Subi familia: Vaccinioideae
GéneroVaccinium
EspecieFloribundum

Nombre comun: mortifio,
ccomay, licunag

uvita de monte

2.1.3. Caracteristicas botanicas

Las plantas deaCcomayo(Vaccinium floribundumKunth), sonarbustos ramificados de

hasta 2,5 m, hojas muy pequefas con protuberancias redondeadas, flores de 1 centimetro
de diametrptubo del caliz articulado, corola con los pétalos soldados en toda su longitud,
hipanto globoso, pueden ser de color blanco o rosata8 o 10 estambres, tan largos

como el tubo de la corola, flamentos sueltos. Los frutos del Vaccinium floribundum
generalmente son casi esféricas logrando a tener un rango de didmetro que va de 5 a 8

mm, con un epicarpio dmlor azul(Cobaet al, 2012)

El génerdvacciniumse caraterizapor crecer de forma silvestre y reproducirse de manera
vegetativa Como consecuenciaxiste mucha diversidad de esta plad&ala familia
Ericaceag(Meléndezet al, 2021) En Ecuador y Colombia se han reportado en este
géneroVaccinium floribundumVaccinium meridionale y Vacciniuaorymbodendron.

con consumo de los frut¢Bavila, 2001)



Los nombres vulgaresnds conocidosdel Vaccinium floribundumen Ecuador son:
mortifio, uva de los Astes, manzaha de cerrg uva de monte; en Colombia se lo conoce

como agraz, y en Peri cormacha macha, congama, push@@@gbaet al, 2012)

Enel Pell se puede encaat materiales d&accinium floribundumndel cual se utiliza su
germoplasma para el mejoramiento genético de difereréasras comerciales de

Vaccinium(Mendozeet al, 2020)

Figura 1. Frutos del Ccomayo Yaccinium floribundum, Kunth).

2.1.4. Composicion quimica y valornutricional

En la Tabla N° 2 se muesti@acomposicion quimica gl valor nutricional deVaccinium
floribundumKunth (Ccomayo)Principalmente estan compuestos de agua en un 80% a
90%Yy su composicién solida esta hasta en un 20% y el otro 80% le corresponde a las

proteinas, carbohidratos y lipidos.



Tabla 1. Caracterizacion quimica y nutrignal del Vaccinium floribundumKunth.

(Ccomayo)
Componentes Cantidad

Componentes aproximados
Humedad (g/100 g) 81.0+2.0
Grasa (g/100 g) 1.0+ 0.04
Proteina (g/100 g) 0.7 £0.02
Ceniza (g/100 g) 0.4 +£0.03
Carbohidratos totales (g/100 g) 16.9+0.1
Fibra dietética Totalg/100 g) 76122
Fibra dietética Solubléy/100 g) 1.2+1.0
Fibra dietética Insolubléy/100 g) 6.5+25
Azucares solubles
Fructosa(g/100 g) 44+04
Glucosa(g/100 g) 26x0.3
Valor calérico (kcal/100 g) 84.0+0.4
Acidos organicos
Acido citrico (mg/100 g) 3142 +614
Acido malico(mg/100 g) 1823+ 274
lones metalicos
Fe (mg/100 g) 0.64 £0.2
K (mg/100 g) 607+ 73
Ca (mg/100 g) 17.0+£2.3
Mg (mg/100 g) 102+1.1
Cu (mg/100 g) 0.12 £0.02
Zn (mg/100 g) 0.13+0.02
Componentes antioxidantes
Acido ascorbico (mgloo0 g) 9.0+2.0
Contenido de feoles solubles totales
(Mg AG 100 g) 882 + 38
Capacidad Antioxidante en Equivalente

1203+94

de Trolox TEAC

FUENTE:Vascoet al.(2009)



2.2.ANTIOXIDANTES

Se denomi nao haaquier sustanadaajmetrasa, previene o elimina el dafio
oxidativo de una molécubta(Lépezet al.,2013) o también'a la capacidad que tienen
determinados compuestos par(Rernamdeuy Pumai z ar
2021) Estas propiedades antioxidante se estudian por su interaccion quinot@gico

en el deterioro oxidativo de los alimen{@oronadcet al.,2015) La oxidacion es una
reaccion quimica en la que lelementos se odan debido a la presencia de oxigeno;
transfiere electrones e hidrégeno a los elementos reductores, y estas reacciones de
oxidacion se promueven en una cadena de los radicaleq lfes, 2015) Los radicale

libres soncualquier tipo de molécula ion que contienen dectrén desapareado en su
dltima érbitade energia ypuede permanecete forma ndependienteeaccionar con
proteinas, acidos nucleicos y lipidos. Los antioxidar@ediénpueden inhibirmlgunas
reacciones de oxidaciébn y se pueden definir como agentes reductores
(Patthamakanokporet al.,2008)

Losantioxidantes selasifican en doprincipalessistemas, enziméticos y no enzimaticos,

también conocidos como enddgenos y exogdhopezet al.,2013)

El sistema de antioxidantes no enzimaticexdgeno estadefinidos por una familia de
compuestos nombrados comepuradorede radicales libres, quetervienendifiriendo

la formaciény accién de los radicales libreslgunosde losantioxidantes no enzimaticos
enlas células sotos bioflavonoides, la hilirrubina, el glutation,las ubiquinonasacido
lipoico, la vitamina E (alfa tocoferol), la vitamina C (acido ascérbico), la vitamina A, los
carotenoides, acetilL 7 carnitina, coenzima Q10, curcumina, Nacetisteina (NAC),
resveratrol, seléo, vitamina B; mientras que los minerales selenio, cobre, zinc y
magnesicson algunas dkas estructura moleculaesde las enzimas antioxidantes. Las
vitaminas C y E, los carotenoides, el selenliosyflavonoides son las particulasinmicas
antioxidants (Venereo, 2002)Los sistema de defensa correspondientelas @zimas
antioxidantesncluyen a catalizadores como superdxido dismutasa, catatdstation
peréxidasa (GSHPX), tiorredoxina reductasa y glutation reductasa. La superéxido
dismutasa es una metaloenzima omnipresamigs células procariotas y eucariqtqse
convierte los ionesuperoxdo en peroxido de hidr@mo y es inhibida por el sistema
catalasa/glutatioperoxidasa, convirtiendolen oxigeno no moledar, agua y glutation
oxidado(Korc et al, 2004)



2.3. ANTOCIANINAS
2.3.1. Generalidades

Las antocianinas se encuentran en los frutos @spacieVaccinium floribumdunasi
comola cianidina y delfinidingMeléndezet al, 2021) Estos compuestan sustancias
quimicas encargadas de otord@as coloresrosa, malvarojo, azul y violetaque se
encuentran en los frutgsflores (Coultate, 2013) Ademas, las antocianinas tienen un
caracter no toxico son inocuos e hidrosolubles, lo que hace imiergsaa s uso en la
industria alimentaa (Limaymanta, 2016)Por otro lado resaltamos sus propiedades
antioxidantes, que juegan un papel importante en la prevencion de enfermedades
cardiovasculares, cancer, neuropatia y diali€astafiedat al, 2009 Meléndezet al,

2021, Arteaga yArteaga, 2016Vasquezt al, 2012)

Badui 006) menciona ge las antocianinas se encuentranugra subclase de los
flavonoides; igualmente conocideemo flavonoides azule§onuna composicién de
vegetales no nitrogenadas que pertenecknfamilia de flavonoides, en la naturaleza.
Aunque contiene pocos grupos cromoforos, ska logrado identificat300 de estos
compuestos, que sdos encargados de una amplia gama de cqlergsartir de un

incoloro hata el parpura.

Para plantear este rets mas practicaestudiar la estructusaquimica de estos

compuetos y los diversos factores que puedfattar su estabilida@apat, 2014)
2.3.2. Estructura quimica y clasificacion de las antocianinas

Las antocianidinas agliconason glucosidos de las antocianinas, que son pertenecientes

al conjunto de los flavonoideka estructura quimica basica de estas agliconas es el ion
flavilio, llamado también Zenil-benzopirilio (Rafael, 2017)las cuales estan formados

por dos anillos aroméaticos, que estan adberabn tres enlaces de carbono y en el anillo

ARBo0O es donde | a partzcula espec2fica el ti
medio de un enlace glucosidi¢dguilera et al, 2011) Se han detallado diversas
antocianidinas, donde la Pelargonidina, Cianidina y delfinidina son mas constantes en los
frutos, cabe destacar también que en las plantas las agliconas no se muestran directamente
sino de manera glucosila, lo cual indica que est4 unida a un azucar y es conocido como

una antocianina. La sacarosa que se encuentra como molécula es la que concede una gran

solubilidad y estabilidad, uniéndose a la aglicona o antocianjdimaaeli Castafiedat
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al., 2009) Segun(Garzén, 201Q)las seis amicianinas que se encuentran frecuentemente

en el anill o ABO son:

71 Cianidina: Disponaun sustituyente hidroxly un hidrogeno, siendo muy
comun con un espectro visible de color naraaja.

1 Peonidina: Dispone un sustituyente metoxilo y un hidrogeno, con un
espectro visible de color narafjgjo.

1 PelargonidinaDisponedos sustituyentes hidrogeramn un espectro visible
de color naranja.

1 Malvinidina: Dispone dos sustituyentes metoxilo, con un espectro visible de
color azulrojo.

1 Delfinidina: Disponedossustituyentes hidroxilacon un espectro visible de
color azuirojo.

{1 Petunidina: Dispone un sustituyente metoxilo y un hidrogeno, con un

espectro visible de azubjo.

Figura 2: Estructura basicay sustituyentes de lagntocianinas
FUENTE:Garzon 2010)
La estructura quimica de las antocianidipagde variar (se han descrito mas de 700
antocianinas como glucosidos de &wocianidinas diferentgdlazza, 2007) hay seis

antocianidinas que predominan en la naturaleza: cianidina, delfinidina, malvidina,

pelargnidina, peonidina y Petunidin&endo la cianidina y la dénidina las mas
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abundantegWrolstad, 2004) Estos compuestos aportan a los 6rganos de la planta una
plétora de colores rojos, azules o violetasson sensibles a variaciones de pH,
temperatura, luz, oxigeno, iones metalicos, asociacién intramolecular o asociacion

intermolecular con otros compuesi@uta yFarcasanu, 2019)

Tabla 2: Grupos sustituyentes en la estructura de las antocianinas

Antocianidinas lj StltuyenteRz Es;gé)t(rgn\r/rizible
Pelargonidina -H -H 494
Cianidina - OH -H 506
Peonidina -OCHs -H 508
Delfinidina -OH -OH 506
Petunidina - OCHs -OH 508
Malvinidina - OCHs -OCHs 510

FUENTE: Garzon 2010)

La incorporacion de estas antocianinas mejora la apariencia de los alimentosadelemas
sermuy benéficas para nuestra salud. Muchos estudios nos dan evidencia cipnifica

los extractos ricos en antocianinas pueden mejorar larvisiétuar comantioxidante,
atraparradicales y actuar como agentes quimioprotectores. También juegan un papel en
las propiedades antidiabéticas como; control de lipidos, secrecidén de insulina y efectos
vasoprotectivogShipp y Abdel 2010)

Las antocianinas ocupan un lugar especial en el grupoldenoles ya que se encuentran
en las bayas en gran cantid@tajdek y Borowska, 2008pe distribuyen en mayor
propocion en la cascara y luego las vacuolas de la célula sin antocianinas en la pared
celular (Arias, 2013)

En la tabla N° 4 se muestrao®ntenido total de antocianinas en especies seleccionadas
de bayas. Siendo eCkokeberry(Aronia melanocarpajuna de las bayas con mayor
contenido de antocianinas y@ftosellero Ribes rubrumgon menos contenido de estos

compuestos.
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Tabla 3: Contenido de antocianinas en frutos dmya

Antocianinas

Especie

(mg/100g PF)
Arandano(Vaccinium myrtillus) 214.77 299.6
Mortifio (Vaccinium floribundumunth) 345
ZarzamorgRubus fruticosus) 134.61 152.2
Grosella negréRibes nigrum) 12871 411
Arandano(Vaccinium corymbosum) 62.61 331
Ckokeberry(Aroniamelanocarpa) 311.02i 460.5
Arandano agrio\{accinium macrocarpon) 19.87 65.6
Frambues#&Rubus idaeus) 197 65.6
Grosellero (Ribes rubrum) 7.571 7.8
Fresa(Fragaria x ananassa) 20.071 39.8

FUENTE: Szajdek y Borowsk (2008)

2.3.3. Factores gque afectan la estabilidad de las antocianinas

La estabilidad de las antocianinas se ve afectada por varios factoréechela
estructura quimica de lastacianinas puede verse afectada en cualquier etapadeso
tecnoldgico,como por ejemplo, durante laextraccidbn de antociamas devegetags,
durante etratamiento térmico durante el almacenamiento peduct® que contienen
antocianinas. Las razes mas importantes que afectan la estakildkalas antocianinas

se exponer continuacion.

a. Temperatura
La temperaturaes uno de los principales factores para determinar la estabilidad de las
antocianinas(Xie et al,2018) Esta afecta considerablemente la estabilidad de los
pigmentos antocianicos, en longentos (Fennema, 2000)Las cuales poseeana
resistencieen los procesos térmicakirante uncorto tiempo a altas temperaturas. La
degradacion por efecto de calpor encina de los 60°Cocurre segun uneinética de
primer orden. Por lo general las caracteristicas estructutalesH mayores a 3,
conllevana una degradacion simultanea convirtiendo al ion flavilio a una forma mas fragil
(Zapata, 2014Andersen, 2002)
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La degradacion déas antocianinas altas de tmperatura sucede por dos mecanismos

los enlaces glucosidicos se hidrolizan formando con facilidad las antocianidinas o por el
rompimiento de hidrélisis que producen las chalcqWaguez, 2010) Las temperaturas

altas también alteran la estructura de las astatas altamente hidrolizadas volviéndolas

menos estables que las metiladas y acetilg@amema, 2000)

b. pH
El pH es uno de lofactores mas importantes que tiene efecto en la estructlaa y
estabilidad de las antocianin@arzon, 2010)Las antocianinas son muy estables a pH
&cido tomando una coloracion rojgero esta estabilidad disminuye a medida que el pH
se acerca a la neutralidad y se vuelven incoloras, a un pH de 7 estas se degradan

complgéamente tomando una coloracion azul o verd@stegaet al.,2007)

Las antocianinas se pueden encontrar en diferentes formas quimicas que dependen del pH
de la solucién(Araceli Castafiedaet al, 2009) En la estuctura quimica de las
antocianinas, pH 1 prevalece el catién flavilio sientltomas estable de las antocianinas
tomando un color rojo, en un rango de pH que va de 2 a 4 se da la pérdida de un protdn
al adicionar agua estas antocianinas formaran quigeda coloazul AunpHde 5y 6
encontramos la pseudobase carbinchalconade forma incolorgy de color amarillp
ambassonbastante inestablé¢k. Zapata, 2014)A un pH superior a 7, la degradacién de
las antocianinas es muy rapida deba@ta oxidacion con el air@dquiriendo colores
intensosen la gama de los azules, verdes y amarillos, gracias al predod@&nio
conformaciones neutras o anidnicas con una fuerte conjugééeinera, 2017)Los
cambios mencionados en la estructura de antocianinas debido al pH se esentagas

en la figura 3.
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Figura 3: Estructura de las antocianinas a diferentes pH’s, donde R1= H o glucido,
R2 y R3 = H o metilo

FUENTE: Castafiedat al., (2009)

En el procesamiento de alimentos que poseen antocianinas, cuanto mas bajo es el pH
menor es la descomposicién; lo cual quiergirdgue la acidez tiene un efecto protector
sobre la estructura de lastocianinas, en tanto el pH sea mésa&dio la descomposicion

sera mas rapidMarafionet al, 2015) Es asi que el uso de las antocianinas es mas
recomendable en alimentos de acidez intermedia para que prevalezca el catién flavilio
(Herrera Aliaga, 2017)

c. Luz
La luz es un factor que acelera la degradaciéasianitocianinagjue son muy inestables
y a su vez muy susceptibles a la fotodegradaci@mdo esta geresenta con flavonas
polihidroxiladas, isoflavonas y auronas sulfonaflasZzapata, 2014)Por otro lado, la
copggmentcion retrasa la alteracion de las antocianinas por efecto de la luz
(fotodegradacion)de la misma manera que otros tratamientos con diferentes condiciones
de almacenamiento, a su vez la aplicacién de nuevas tecnologias de estabilizacion como
la en@psulacion preservan mejor las antocianinas aiskgktaseli Castafiedat al.,
2009)
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Por lo cual resulta importante proteger j[m®ductos con antocianinas, no solo del

oxigeno, sino también de la luz.

d. Oxigeno
Las antocianinas consiguen oxidarse por reaccion directa del oxigeno, o si no también por
una oxidacién indirecta por compuestos ya oxidados, formando un color marrén o
incoloro en los productogHerrera, 2017) El oxigeno tiene la capacidad de formar
radicales libres que actian como antioxidantes de las antocianinas. También, los
mecansmos de oxidacion se ven beneficiados con la elevacion de tempéZaipaia,
2014)

La degradacion de antocianinas causada por la oxidasidnas cruciaén zumos y
bebidas que en productos con menor capacidad de agua, debido a que eaduestess

puede disolverse mayor cantidad de oxigeno (Hernandez 2014).

e. Copigmentacién
La copigmentacion es uno de los principales factores de estabilizacion de las antocianinas
(Aliaga, 2017. Las formas coloreadas de las antocianisaspueden estabilizar al
interactuar con componentéiamados copigmentogAguilera et al., 2011) Estos
copigmentos pueden seate tres: otras antociaras (autasociacion), compusss
incoloros llamados flavonoides (copigmentacién imteolecular) y é&idos
hidroxicindmicos (copigmeracion intramoleculdr(Hernandez 2014).
La interaccion entre las moléculle la antocianing el copigmento sproduce a través
de un enlace débil que genera fuerzas hidrofébicas en la estructura, protegiendo a los
atomos @ carbono C2 y C4 del cation flavilio del ataque nucleofilico del HD.
mismo, la copigmentacion constituido con el catidn flavilio es mas estable que aquellas
constituidas con una base quinonaid@lque sefala que a pH bajo predomina el cation

flavilio, proporcionando una mejor protecci(#raceli Castafiedat al, 2009)

2.4.ANTOCIANINA COMO COLORANTES NATURALES
En la actualidad el consumidor ademas de elegir un producto saludable prefiere adquirir
un producto con buena apariencia, siendo el color una de las caracteristicas que el

consumidor nota primero para la eleccion d@raducto.

Existen dos tipos de colorantes en el mercado: naturales y sintéticos. Los colorantes

sintéticos ademas de ser mucho mas faciles de utilizar que los colorantes naturales, tienen
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la ventaja de conceder mayor intensidad de coloracion y se etilineenor cantidad al
momento de su adicién, en general los colorantes artificialemésrresistentes a los
tratamientos térmicos, pH extremos, luz, etc., que los colorantes nafi@ales y
Wrolstad, 2003)Sin embargo presentan desventajas muy importantes relacionadas con
la salud de algunas personas asi como hiperactividad de nifiedadnescolasy
gastroenteritis alérgic@Pradoet al., 2012) Los colorantes sintéticosn altas dosis
presentan prdemas de toxicidad por lo que su empleo s siendo restringido y
observado por organismos reguladdiesZapata,2014) En la actualidad leestudio de

los colorantes naturales es un area extensa y activa de investigacion debido al creciente
interés ddos consumidores dsustituir los colorantes sintéticasn efectos toxico
Castafieda yGuerrero, 2015)La seguridad de los colorantes sintéticos ha sido
cuestionada en los ultimos afos, lo que ha llevado a una reduccién del numero de
colorantes permitidos. El interés por los colorantes naturales ha ntadoe
significativamente como consecuencia de la accion legislativa y conciencia del
consumidor sobre el uso de aditivos sintéticos en sus cqnadpssar de que los
colorantes sintéticoposeen mejores caracteristicas funcionales y tecnoldgicas que los
naturales (Giusti y Wrolstad, 2003) Es por ello que se &s buscando desarrollar
investigaciones orientadas a la obtencion de pigmentos a ¢mmiraterias primas de
origen animalmineral y fundamentalmente vegetdébido a que presentan una menor

toxicidad pero son muy caras, menos estables y menos pd@piaowskeet al.,2017)

Los colorantesaturaleconstan delos grupos quimicos: croméf@p auxocroms. Los
cromoforos, suelen semillos aromatice y estén asociads a las propiedadesle un
colorante. Contienenlaces insaturados corm@=C, =C=0,-C-S, =GNH, - CH=N, -
N=N- y i N=0O, cuyo numero determira intensidad del color. Los grupos auxocromos
sonsustitutosdeloscroméfores que aumentda intensidad del colqiRiva, 2007)

Ademas, las antocianinas son los encargados de conferir los colores rojo, azul y violeta
en vegetales, granos de cereales, flores y fr(Aoslersen, 2002kspecialmente en
arandano, uva y manzarfh. Zapata, 2014) El empleo de las antocianinas como
colorantes se encueatcontemplado dentro de los colorantes alimentarios permitidos por
la Unién EuropedAlfonsoet al, 2021)

Las antocianinas juegan un papel muy importante en la aceptabilidad de los alimentos en

la industria de colorantes, ya que debido a sus colores atractivos se puede utilizar como
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colorantes naturales y por sus beneficios potenciales en la salud Hiiaragizal,, 2022
Ruta yFarcasanu, 201€osavatnteet al.,2016 AguileraOtiz et al.,2011)

El interés pr las antocianinas de recursos naturales ha aumentado debido a sus
propiedades farmacoldgicas y terapéuti€dsestudio de los colorantes naturales es un
area extensay activa de investigacion debido al creciente interés de sustituir los sintéticos
colorantes con efectos toxicos en humafBmouillard, 1982) Al ingresar al torrente
sanguineo & los mamiferos desde el tracto digestilas antocianinas permanecen
intactas (Garzén, 2010)y tienen efectos terapéuticos conocidogue incluyen la
reduccion de la enfermedssl coronaria, efectos anticancerigenos, antitumorales,
antiinflamatorios y antidiabéticoademas del mejoramiento de la agade®ual y dé
comportamiento cognitivo. El efecto terapéutienlasantocianinas esta relacionachn

su actividad antioxidant@guileraOtiz et al., 2011Cosavalentet al, 2016 Castafieda

et al, 2009)

Las Antocianinas tieneactividad antioxidante y puedeeaccionar coros radicaks
libres. Estos ulthos incluyenios radicaledibresOHA ( hi d o XAi I(s)upyero xi d
que pueden atacgroteina, carbohidratos, grasas y ADN en el cuerpo, causando

oxidacionquepuededaia las célulagVenereo, 2002)

Por consiguientda obtencion de un producto rico en antocianinas derigabdGcomayo

podria tener un impacto positivo, dado que:
Seobtendria un colorante natural cual sustituiria a los colorantes sintéticos.
Se dispondria de una fuenteatgioxidantes de origen natural.

Se ofreceria una alternativa de industrializacioh \deccinium floribundumKunth
(Ccomayo)yue no puedemtroducirseen el mercado deonsumo en fresco, aumentando

asi larentabilidad.

2.5.FERMENTACION ALCOHOLICA

2.5.1. Generalidades

La fermentacion alcohdlicas un proceso biolégico que se lleva a cabo en tejidos
vegetales, en algunos hongos y exclusivamente en leva@dadsonerp 1975) Este
proceso de fermentacion en carencia de oxigenoes originado por algunos

microorganismos que procesan los hidratos de carbono para obtener alcohol en forma de
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etanol (CHz-CH,-OH), CO; y moléculas de ATP queon ingeridos por los
microorganismos esu metabolism@Vazquezy Dacosta, 2007)

A su vez la fermentacion alcoholica tiene el objetivo de proveer energia anaerébica a las
levaduras en carencia de oxigeno donde se separan las matiscglasosa buscando
obtener la energiaecesaria para sobrevivir, produciendo diéxido de carbono y alcohol
como residuos a consecuencia de la ferment§d@rguez, 2007).0s microorganismos
(levaduras y bacterias) son causantes muy habituales de estos fen6mendses tanto
cereales como las frutas son los encargados de proporcionar en gran medida al sabor de
los productos fermentados.

En la fermentacion alcohdlica se utilizan las levaduras, siendo el carbohidrato empleado
como materia primaes asi que las cepas de Saccharomyces cerevisiae se emplean en la
fermentacion de hexosas, lactosa y pentosas. Los rendimientos de alcohol etilico son
constantemente superiores al 90% sobre el azicar consumido, debido a su tolerancia al
alcohol (Carbonero, 1975)El tiempo de fermentacion varia segun la temperalara,

concentracion de azucwata cepa fermetadora.

2.5.2. Levaduras

Son cuerpos unicelularase un t a ma | o gentmmedte sus células son
ovaladasque se etuentran de manera natural egualas frutas, verduras y cerealgs.
reproducen por biparticion, en algunos casos pueden ser dimoérficas creciendo en el medio
como micelios en condiciones ambientales especifidioser & Daum, 1995) Estos

son denominados organismos anaerébicos facultativasial quiere decir que pueden
iniciar su crecimiento biologico sin oxige(®eltranet al, 2002) Las levaduras toleran

un cierto rango de pH que va de 3 a 10, pero un medio ligeramente acido es favorable
para su crecimiento con un pH de 4.5 a(&barezet al.,2016) En algunos estudios
resientes se ha descubierto que es mejor reducir el movimiento en algunos casos, de
algunas levaduras para que puedan atacar enzimaticamente mejor y con mayor eficiencia
sobre el sustratde hidratos de carbono, para lo cual sugierepene ar Af i j ador es
como el agar, alginato de calcio, etc. A su vesten tres tipos de microorganismos
responsables de la fermentacion tales como las bacterias, mohos y le(ddngagz,

2007)
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2.5.3. Saccharomyces cerevisiae

El Saccharomyces cerevisias, undevadura heterétrofauy conocida y de importancia
industrialque obtiene energia a partir de la glucosa y a su vez tiene una elevada capacidad
fermentativgQuerolet al.,, 2003)

Tabla 4: Principales componentes de la levadura Saccharomyces cerevisiae

Componentes

(36), cit. (38)  (37) (38) (39)

(%)

Polisacaridos 29,71 34,1 36 31,40
Trehalosa NR 5 NR NR
Acidos
nucleicos y 10,65* 10,8 7,41*  9,00*
nucleétidos
Fosfolipidos 1,18 4,5 2,63 0,5
Triglicéridos NR 2,5 NR NR
Esteroles NR 1 NR NR
Ceniza 8,32 3,1 7,34 4,60
Proteina 40,20 39 44,7 42,67

NR (Noreferido). *(Expresado eARN).
FUENTE: (Vazquez, 2007)

La levaduraSaccharomyces cerevisias muy utilizada desde tiempos muy antigeios
la produccion de alcohol es por ello giearez y Guevar@017) explican la produccion
de alcohol por fermentacion mediante la conversion de hexosas en etanol mediante la

siguiente ecuacion:

Hexosas + Levadaurevadiras#t anol + CO

La levadura, al ser un elemento catalizador en la reatmidra un producto inevitable,
pudiendo disminuir su reproduccién, pero no eliminarlatddo. La miel final es

convertida de forma directa en hexosas, por la accion de la enzima invertasagdproduci
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por la propia levadura en el transcurso del profeénquez, 2007)A su vez la levadura
crece al mismo tiempque la prduccién de alcoholLa rapidez con la que se da la
fermentacion sube hasta llegar a un maximo de 15 horas. A partir de las 24 a 30 horas de

maneradecreciente baja la produccion de alcohol.

Factores importantes para el crecimiento y desarrollo de I&accharomyces
cerevisiae

Estosfactores en mencionados p@¥azquez, 2007)

1 Temperaturade manera que la temperatura sube se produce la dismindeion
proteinas, RNA y aminoécidos libres en la membrana celular. Asi mismo, las
levaduras al encontrarse a temperaturas bajas detienen su desarrollo quedandose
en un estado de latencia.

1 Luz: para el crecimiento de microorganismos que no tienen clorofila o pigmento
alguno la luz esocivapara su crecimiento.

{1 pH: existe un rango 6ptimo de pH para el crecimiento de estos microorganismos,
que va de 4 a 5. LoSaccharomyces cerevisiagecen en noios acidos, en
comparaciéon a otros microorganismos, lo cual es aprovechado en algunos
procesos industriales y les facilita el control de bacterias para que puedan competir

con el sustrato.

2.5.4. Rhizopus

Rhizopus es ungénero demoha ubicuo que se propaga por esporangiosporas
hidrofobicos que se encuentrafacilmenteen el suelo, frutas, vegetales y residuos
(Ibarruri, 2019) A su vez se ha descrito que estas especidsztgpusproducen esporas

asexuales y sexuales dentro de los esporangios y se liberan al madurar.

a. Rhizopus oyzae
El Rhizopus oryzase encuentra ampliamente distribuido en la naturéeashy Ray,
2011) en regiones subtropicaleAdemas, elRhizous oryzaeha sido aislado de
diferentes sustratos tales como frutas, vegetales semillas y suelos. Es conocido como
colonizador primario, debido a su acelerado crecimiento en sustratos ricos en azucares

simples. Por otra partel Rhizopusesta implicado erel deterioro de los alimentos
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mayormente de los cultivos provocando grandes pérdidas econdémicas en el

almacenamiento y el transpofida et al.,2009)

Figura 4: Rhizopus oryzae. Esporangio y columnela (a), esporangiosporas (b).

FUENTE:Pitt y Hocking (2013)

b. Caracteristicas metabdlicas deRhizopus oryzae
El Rhizopus oryzaal ser conocido como primer colonizador de sustratos facilmente
degrada carbohidratos como el almidén, pectina y las hemicelulosas. También pueden
degradar la celulosa estespeciesperoa un nivelmaslentoen comparacion con otros
hongos mas agresivos.
Asi mismo,los sustratos y condiciones derivados del azlUcar se transfieren a través del
piruvatq que es el centro dehtabolismo de carbohidratos BhizopusNormalmente,
el piruvato se convierte en etanol cuando el oxigeno es limagatibdependde la cepa
que se vaya a utilizar, resultando 2 mol de ATP por cada hékasauri, 2019)

c. Condiciones de cultivo del rhizopus oryzae
El Rhizopus oryzaes de gran interés en la aplicacion de la industria biotecnologica
debido a su rapida degradacion de sustratos y costogBamshy Ray, 2011)También
a gue necesita muy pocos nutrientes, extensos intervalos de temperatura (25 aid5°C) y

pH (4.5 a 7.5)de crecimientpa su vez una gran variedad de sustratos fermentativos
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(LondoficHernandezt al, 2017) A su vez el género dehizopus oryzagenera una
extensa lista de enzimas siendo las mas conocidas las amilasas, lipasas, proteasas,
celulosas, pectinasas y entre otras enzimas, las cuales nos permiten metabolizar el sustrato
y producir un abanico de compuestos de interés en la fermen{Banteret al,, 1998)

Para el crecimiento adecuado d@hizopus oryza@ecesitaremos de una fuente de
carbono, nitrégeno, fosfato, azufre y metales. Ademas estos microrganismos tienden a
crecer en condicioneserobica® anaerobicasaunque a condiciones aerdbicas es mas
recomendablgNagelet al, 1999Sunet al, 2012) esto dependera mucho del producto

en estudio por lo tanto las condiciones 6ptimas tendran que variar.

El Rhizopusryzae es muy utilizado desde tiempos pasados en la produccion de tempeh,
y otros productos alimenticios en los paises asiatiédsempeh es uno de ladimentos

de soja fermentada méas importantesiocido por su sabaextura y digestibilida@Nout

& Aidoo, 2002) Estas propiedades son bien conocidassypor eso que algunos
investigadores han estudiado el uso culinario de Rhizopus @araé fermentacion de
nuees, legumbres y frutag tambiénpara la poduccion de vino de arrddachmeister

& Fung, 1993)

2.5.5. Métodos de extracciorde antocianinas

Las antocianinason compuestogue se pueden extraer de diferentes tejidos vegetales
(Wrolstad, 20@). Donde la extraccion se clasifica dependiendo del estado fisico de los
materiales ya sea séliddiquido o liquidoi liquido, dado que por sus caracteristicas la

extraccidon se puede dar de manera continua o discolflifaxaano, 2018)

El método mastilizadoes la extraccion por solvestbevada a cabo con metanstianol
0 acetona débilmentecidifica (Herrera, 2017)esto se conoce mejor como extraccion
sélidoi liquido. Dichométodoes una operacion basidastinada a separano 0 mas
componetesen una fase sélidaitilizando uwna fase liquida o un solvente. Uno o mas
componente que pasade la fase soélida a fase liquida se denominanlutcs, mientras

que el sollosinsolubles se denominainertes (L. Zapata, 2014)

Sin embargplos cientifcos Japoneses desarrollaron un nuevo méattdonatvo que
implica la fermentacion(Fan, Han, Gu.et al.,, 2008) Este métodoextraccion de

antocianina por fermentacion de sustrato es una tecnologia relativamente nueva y no ha
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sido investigada a fondgVirgilio y Justo, 2016) quienes estudiaron la extraccion de
antocianinas por fermentacion de papasrada mezclada con arroz. Estos autores
afirmaronque las antocianinas extraigas este método son mas puras que las obtenidas
por extracion soélideliquido, pero, no aportaron datos sobre la composid®ras
antocianinas extraidy de suestabilidad(Fan, Han, Guet al, 2008) Por otro lado,
durante la fermentacion, las levaduras produmeetabolitos secundari@®mo alcoholes
superiores, éter etilico y acidos grasgsartir de azucares existentes en el sustrato y el
media Estos metabolitos secundaripseden combinae con &s antocianinas para
formar proantocianiinas que son mas establesegas primeraéPretorius, 2000)Dado

que este Ultimo método amaalternativa a la extraccion por solventes, se considesd

interesante fundizar en sus posibilidades.
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CAPITULO Il
MATERIALES Y METODOS

3.1.HIPOTESIS

3.1.1. Hipotesis general

La extraccion deantocianinasdel Ccomayo Yaccinium floribundunmKunth)
extraidosmedianteel método de fermentacién c@&accharomyces cerevisiae

incrementay conRhizopus Oryzadisminuye

3.1.2. Hipotesis especificas

El tipo de in6culddaccharomyces cerevisig®hizopuoryzaeparala extraccion
por fermentacion de antocianinas del Ccomayac€inium floribundunkKunth)

influird sobre el redimiento de antocianinas

Las variables de proceso (temperatura, pH y tientpajirdn efecto®n la
extraccion de antocianinas del fruto Ccomayadcinium floribundunkKunth),
por fermentacion.

3.2.AMBITO DE ESTUDIO

El presente trabajo de investigaciéa realizéen las instalaciones debkboratorio de
Biologia general @ la Universidad Hcional de Juliacaen el laboratorio deSanidad
Vegetal delos Mega laboratori@ administrado pota Facultad deAgronomiade la
Universidad Nacional del lplano Puno yen el laboratorio de Cromatografia y
Espectrometrid Pabellbnde Control de Calidad de IlRacultad de Ciencias de la
Universgdad San Antonio Abad del Cusco.
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3.3.MATERIA LES Y EQUIPOS

Materia prima

El Ccomayo Vaccinium floribundum Kunth), fue recolectado en un estado de
madirez comercial en la Comunidacai@pesina de Pataquitum, del Distrito de
Coasa, Provincide Carabayaje laRegion dePuna

Material biolégico
1 Saccharomyces cerevisi@éariedad bayanaus)
1 Rhizopuryzae

Insumos

I Sacarosa

Materiales de laboratorio

En el desarrollo de este proyecto de investigacion se utilizé:
1 Matraz Erlenmeyer d@00 y250 m)

Vasosprecipitados de (200 y 500 ml, pirex)

Pipetas graduadas de (1, 5y 10 ml, pjirex

Tubos cénicos de falcon de (15 ml)

Probeta de (100 y 200 mIDELTALAB)

Goteros de (5 ml)

Espétulas de laboratorio

Propipetas

Varillas de vidrio

Mortero con pilorde porcelana

Lunas de reloj

Placas petri

Mecherodealcohol

Asa de siembra microbiolégica

Cintas indicadores de pH

Bandejas de plastico

=4 =4 =4 4 -4 -4 -4 -4 -4 -4 -4 A4 -4 A A4

Agua destilada
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Equipos

T
T

=

= =2 =4 =4

Incubadora coagitador orbital integradd 3 1 1 (M&réa:LABNET)
Potenciometradigital portétil(Marca: HANNA INSTRUMENTS; Modelo:
HI9816X)

Centrifuga de mesa digitéMarca: CENTURIUM SCIENTIFIC)
Autoclave eléctrica verticéMarca: JISRESERCH; Modelo: JSAT 85)
Cabina de bioseguridadqMarca: BIOLOGICAL SAFETY CABINET;
Modelo:BSG-15MIIA2-X )

IncubadorgMarca:MEMMERT; Modelo: IN75)

Balanza analiticdMarca: ADAM EQUIPMET; Modelo: NIMBUS NBL
2141)

Microscopio 6pticqMarca: ; Modelo: )

Refractometro de man®arca: ATAGO)

RefrigeradorgMarca: LG ; Modelo: LT32WPP)
CromatégrafdiquidoHPLC Agilent serie 1200.

ReactivosQuimicos

M

T
T
T
T
T
T

Agar SABOURAUDI Merck
Cloranfenicol

Tincion Azul de metileno
Fosfato de amonio

Acido citrico Q1 N

Acido acéticdd,1 N

Acetato de potasit,5 M

3.4. METODOLOGIA

Para el objetivo N° 1

Evaluar el tipo de inécul&accharomyces cerevisiae Rhizopusoryzae sobre el

rendimiento de antocianinas en la extraccién por fermentacién del Ccovaanium
floribundumKunth).
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Variables

Variables independientes:

1 Tipo de in6culo

Saccharomyces cerevisiae

Rhizopusryzae

Variables dependientes:

i Rendimiento de antocianis&otales

En el presente trabajo, se utilizé el método de extraccion por fermentacion relativamente
novedosa que es muy poco usual, desarrollada por cientificos Japoneses siendo una
metodologia alternativa que nos permite obtener antocianinas maauneisal.,2008;

Zapata, 2014)Para la cual se evaluaron dos in6culBactharomyces censiaey

Rhizopusryzag en la extraccion de antocianinas para maximizar el rendimiento.

Asi mismo, en el presengstudiose utilizé el Ccomayo como materia prirpara luego
realizar la extraccidbn de antocianinas por un proceso fermentatiyeandodos
in6culos en una incubadora con agitador orbital incorpor@d@DS, LABNET a
diferentes temperaturas de 20°C, 30°C y 40°y aHde 3, 4 y5, durante 24, 48y 72
hrs. Segun lanetodobgia descrita en la descripcion del diseRperimentatabla 5 para
luego determinar el contenidte antocianinas en el Ccomaydinalmente realizar una

comparacion de rendimientos con los microrganismos utilizados.

3.4.1. Preparacion de la materiaprima para la obtencion de antocianinas

En el presente trabajo de investcion se inicidé con la preparacion de la materia prima
(Ccomayo), para luego realizar eiétodo de extraccion por fermentacidéen la

investigacion desarrollandode la siguiente manera:
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Ccomayo

v

Lavado

v

Escurrido

v

Pesado

v

Triturado

!

Extraccion de
antocianinas por
fermentacion con
(Saccharomyces

cerevisiae)

l

Concentracion
(12 °Brix)

v

Extracto de
antocianinas
obtenido

A 4

Filtrado

A 4

Centrifugado
(4000 rpm por 20 min

t=24i 48y 72 hrs
T° = 20i 30y 40°C
pH=3i 4y5

\ 4

Extraccion de
antocianinas por
fermentacion con

(Rhizopus
(oryzae))

l

Concentraciéon
(12 °Brix)

v

Extracto de
antocianinas
obtenido

A 4

Filtrado

A 4

Centrifugado
(4000 rpm por 20 min

\ 4

Comparacién de los extractos

obtenidos con los dos

microorganismosaccharomyce
cerevisiagy Rhizopus (oryzag)

(7]

t=247 48y 72 hrs
T° =207 30y 40°C
pH=314y5

Extracto de antocianinas
Figura 5: Diagrama de flujo de la dotencion del extracto deantocianinas
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Recoleccion: Los frutos de Ccomaygara este estudifueron recolectados en la
comunidadcampesinade Pataquitundel Distrito de Coasa, en un estado de madurez
comercial en frescdesto debido a su rapida pérdida de calidad una vez recolgctada
tambiénpor la proliferacion de microorganismd3espués de su recoleccién, se coloco

en un cooler para su traslado hasta el laboratorio, para luego ser almacenados en
refrigeracion a 4°C, gsi ser utilizadas en los diferentes experimentos de la investigacion.
Después de la recolecciéhtiempo transcurrido y la realizacion de los experimentos no

superaromi una semangor lo que los Ccomayos se conservaron debidamente.
Seleccion:Luego de haber realizado la recolecalérios frutos se paso a la clasificacion

de esta descartando los frutos con defectos morfolégicos y en mal estado, con la finalidad
de evitar la proliferacién de microorganismqgse pueehn influir en la fermentacian

Lavado: Se realiz6 con agua potable bajo chorro, en bandejas.

Escurrido: Se realizé en un recipiente adecuado (colagdiahdo suaves movimientos

para evitar dafios en la fruta.

Pesado:Posteriormentese pesaron 100 gr de fruta en una balanzasdésp)n de 1600g

+ 0.01g de capacidad.

Triturado: Los frutos se trituraroen un mortero de porcelana con la ayuda deilan,

a su vez se determind la concentracion de solidos solubles y pH.

Extraccion: Se realizécon dos indculogSaccharomyces cerevisigdrhizopusryzas,
a una temperatura de 20, 30 y 40 °C durante 24, 4&pré3, ainpHde 3,4y 5.

Concentracion La concentracion de kdos solubles se ajusto a 12 °Boan sacarosa

Filtrado : Se paso por paptitro el sustrato fermentadseparando el bagazo y quedando

el extracto liquido concentrado con las antocianinas del Ccomayo

Centrifugado: Se realizé durante 20 minutos a 4000 rpara descartar el residuo

sobrante
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3.4.2. Obtenciénde los extractos fermentads de antocianas a partir del Ccomayo

Después de obtener los Ccomayos triturados, se preparo los indculos para posteriormente

realizar la fermentacion para la extraccion de antocianinas.

1 Preparacion de los inGculos

Se prepar6 dasoculcs con cepas d8accharomyces cerevisigdRhizopusryzae

Para el in6culo de&saccharomyces cerevisjase trituro una fraccion de 50 gr. de
Ccomayos a la cual se ajusté la concentracion de azucares a 12°Brix adicionando sacarosa
y también se agregd 0.05%l geso final ddosfato de amonio como fuente de nitrégeno

y fosforo para favorecer el cregiento de las levaduras. Luego, se inoauid.0%86 de
Saccharomyces cerevisiliefilizadas al sustrato. Seguido de ello se procedié a incubar

la mezcla acondiciones aerdbicas, en una incubadora con agitacion orbital a 120
oscilaciones por minuto a 30°C durantengl Obteniendo de esta manera una suspension

de levaduras a la cual se denomiméculo1.

Para el in6culode Rhizopus(oryzag; se prepardvarias placas petri debidamente
esterilizadas ao agar Sabouraud_uego se procedid a la siembra del hongo y se
incubaron a 28°C durante 9 diRasado los dias mencionados se tomé una placa al azar,
la cual fue diluida con 3 nde agua destilada esterilizadan la ayuda de un dispersor
celular se distribuy6 el agua haciendo presion suave sobre el cultivo de manera que se
fueron despegando las esas quedando el micelio adherido al agar, disolviendo solo la
parte aérea. Obteniendo de esta manera una suspeaséporas a la cual se denomino

in6culo 2

Después de obtener lmsculosde extraccion, se procedida extraccion e antociainas

por fermentacion

1 Extraccion de antocianinas por fermentacién con cepas deaccharomyces
cerevisiagy Rhizopus(oryzasg.

Una vez obtenido los inGculos se inicid coprEceso de extraccion de antocianinas por
fermentacion sbevo a cabsiguiendda metoalogia descrito paPretorius, 200Q)on
algunas modificacionesnisma que consistién un proceso fermentativo en eleglos
Ccomayos triturados fuerofermentados con cepas @&accharomyces cerevisige
Rhizopusryzae Con este méetodaedermentacion, por accion de le@vaduray hongos

a partir de losazucaresque tienen de manera natural los Ccomayéacginium
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floribundumKunth), se obtuvaina solucién aldwolica del sustrato fermentado, donde se

solubilizaron las antocianinas.

En primerlugar, se adecud el sustrato para la extracclera lo cuake ajustéa 3
diferentes pHadicionando acido citrico buffers citrato segun alisefio experimental

que corresponda la cual se midi6 con un potenciémetro digital HANNA. Para ello
también se ajusto la concentracion de sélidos solubles del sustrato a 12°Brix adicionando
sacarosa se midié con un Refractometro de mano ATAGO. Seguido de alficiond

gr. cel inéculo deSaccharomyces cerevisiadas 15 muestras evaluagaa las otras 15
muestras se inocularon cdnml de Rhizopus(oryzae) para que se lleve a calt®
fermentacion durante 24, 48 y 72 hra giferentes temperaturde 20, 30 y 40°Gegun

el disefio experimental. Una vez finalizada la fermentacion, el sustrato fue filtrado y luego
centrifugado a 4000 rpm por 20 minutos descartdndose el residuo. Finalmente se obtuvo
el extracd diluido de antoianinagpor el método de extraccion por fermentacion.

El nUmero total de experiencias de extraccion por fermentacion fue 15y se describe en el

disefio experimentdtabla N 5).
3.4.3. Extraccion deantocianinas

Se siguio el métodpropuestgor (Giusti yWrolstad, 2001¢on algunas modificaciones

para el perfil de antocianinas trituraron los Ccomay@s una licuadora, luego se pesoé

0.1 gr del fruto a la cual se adicioBdnl deacetonaal 70 %y 0.1 ml de &cido folico, la

cual fue homogenizado durante 5 otwsenun vortex mezclador 230 VAGeguido de

ello se filtr6 usando un embudo buchri&e puso el filtrado a un tubo coénico falcon y se

le agreg6 2 ml de cloroformo para luego ser centrifugado durante 10 minattzse
acuosa (parte superior) fue colectada y colocada en un rotavapor a 40°C durante 10

minutos, hasta que la acetona residual se haya evaporado.
1 Purificacién de las antocianinas

La purificacion se realiz6 con el objetivo de separar compuestos aeiatie
hidrofobicos como las antocianinas de los azucares y acidos utilizando el cari@ho C

se inicio limpiando el cartucho con agua ultra puse activo con metanol acidificado
Luegose retird el metanol residual con agua acidulada, seguidmdepiso100¢| del

extracto acuoso mas agua acidulada de antocianinas del ccomayo a través del cartucho C

18, donde se observo la fase solida del cartucho coloreado. Para lo cual el contenido de
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antocianinas retenidas foa eluidas con metanoy HCl 1%; finalmenteel pigmento
purificado fue colocado en un vial de HPLC, para identificar y cuantificar las antocianinas

del Ccomayo se utilizé un patrén puro de Cianidirglucosido
{1 Cuantificacion e identificacion de antocianinas por HPLC

La determinacioe identificaciorde antocianinas (cianidirxglucosido) en el Ccomayo
(Vaccinium florimbundurKunt) serealizaronenun cromatégrafo Agilent serie 12@on
detector de matriz de diodos a 5@M. La separacion de las antocianinas se llexaiba
usando una columndorbax XDB-C18 (75x 4.6 mm diametro interno, tamafio de
particula3.5 um). Las condiciones cromatograficas fueron: flujo O/gnin, volumen de
inyeccion 5 pl, temperatura 400 y dsolventesacido acético acetonitrilo: H3PO4
(109%:5%:1%)A) y acetonitrilo (B), grado HPLCEI sistema de analisis consistid &n
40% de B por 4 min,-d0% de B por 11 mirPaa la cuantificacién se utilizdé un patrén
estandar de Cyanidigrglucoside.

La identificacion de los picos de antocianinas fue realizada en el software Chemstation
V03.02, corrido bajo las mismas condiciorded patronantesmencionadaealizando la

comparaciémue nos ayudé identificar los picos del cromatograma.
1 Rendimiento de antocianinas

El rendimiento de la extraccion de antocianirsas calcul6 como el porcentage
extraccion de antocianinas de una determinada cantidad de Ccomayos, con la siguiente
expresion:

0 &Y,

YO 'MW ———— WP TUTT
0 &Y P

Donde:
RAT : Rendimiento de draccion de antocianing%o)
M : Masa del extractdel Ccomayo(gr)

AT  : Concentracion de antocianinas totales del proceso fermentativo (mg Cianidina
3-glucosido/100gr)

Mc : Masa de Ccomayos (gr)
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ATc : concentracibn de antocianinas totales en los Ccomayos (mg CiaBidina

glucosido/100gr de Ccomayo)

Para el objetivo N° 2

Evaluar el efecto dias variables de procestefnpo, temperaturapH) en la extraccion
de antocianinas del fruto CcomagéacciniumfloribundumKunth), por fermentacion,

para la cual se caitero las siguientes variables:

a) Variables independientes
1 Tempeatura: 20° 307 40°C
T pH:37 4715
1 Tiempo: 24 4871 72hrs

b) Variables dependientes

1 Antocianina

Matriz de disefio experimental para laextraccion de antocianinas por fermentacion

Para estimar las mejores combinaciones de las variables, paexttaccion de
antocianinas por fermentacién se realaexperimentostilizando tres factores tiempo,
temperatura y pHyajo el disefio de BaxBehnkena través de la metodologgaperficie

de respuestabteniendouna combinaciérde tres niveles de cada factogn niveles
minimos y maximogtabla 5, con la finalidad de maximizar el rendimiento de las
antocianinasObteniendo 15 tratamientos, a partir de las diferentes combieaalenos

factores en estudio de manera aleatorizadiano se muestra en la tabla 6

Tabla 5: Factores y nivelestilizados para el disefio Bok Behnken

Variables Niveles _
_ _ : : Unidades
independientes Minimo Maximo
Tiempo 24 72 T
Temperatura 20 40 °C
pH 3 5
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Tabla 6: Matriz del dsefo experimenta{disefio BoxBehnken)

DATOS REALES
Numero de DATOS CODIFICADOS  Tiempo Temperatura

tratamientos pH
(h) (°C)
1 -1 1 0 24 20 4
2 1 1 0 48 40 5
3 -1 1 0 48 20 5
4 1 1 0 72 20 4
5 0 1 1 72 40 4
6 0 1 1 72 30 5
7 0 1 1 72 30 3
8 0 1 1 24 30 5
9 -1 0 1 24 30 3
10 1 0 1 48 20 3
11 -1 0 1 24 40 4
12 1 0 1 48 40 3
13 0 0 0 48 30 4
14 0 0 0 48 30 4
15 0 0 0 48 30 4

Estedisefio experimental fue utilizado para la serie de experimentos de extraccion por

fermentacion cosaccharomyces cerevisigdrhizopus oryzae
ANALISIS DE MUESTRAS:

Una vez obtenida los extractos por el método de fermentastas fueron llevadas al
laboratorio de la Universidad Nacional San Antonio Abad del Cusco para ser

cuantificadas (total de antocianinas).
BALANCE DE MATERIA

El balance de materia se realiz6 en la extracciéon de antocianinas del fruto fresco del

Coomayo triturado
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10038gr RECEPCION DE MATERIA 0.38¢gr
—P| EEE—

Fruto ccomayo PRIMA Merma
A
100gr TRITURADO I\iﬁrr?:a
Fruto ccomayo
A
98.8gr - 2450¢r
Fruto ccomayo EXTRACCION Merma(bagasd
67 mi

extracto liquido

Figura 6: Balance de materia en la extraccion de antocianinas détomayo

3.5.DISENO EXPERIMENTAL

Con la finalidad de estudiar la influencia de las variables de proceso tales como el tiempo,
temperatura y pH, en el proceso de extraccion por fermentacion se readizé un
formulacion de loglisefie experimentalegon la ayuda del software STATGRAPHICS
CENTURIONGdel cual se generaratos superficies de respuesta, tanto para la extraccion

de antocianinas por fermentacion @accharomyceserevisiagy Rhizopus oryzae
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CAPITULO IV
RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. PERFIL DE ANTOCIANINAS DEL FRUTO CCOMAYO

4.1.1. Identificacion de antocianinas en el Ccomayo accinium floribundum

Kunth) por cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC)

En elCcomayo Yaccinium floribundunkunth) se encontré 6 picos como se muestra en

el cromatogramde lafigura 6, siendo todas identificadas cor@nidina-3-glucosida

Area

3.278

4.480

|
p Cianidina3-glucésido [\

Cianidina3-glucésido

3,801 - CYN-3G

6.609

min

Figura 7: Cromatografia HPLC T de antocianinas identificadas defruto Ccomayo
(Vaccinium floribundum Kunth).
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Par identificarlas antocianinas se realizé la comparacion deploos mostrados en la
figura 6 con la figura ,7/dondese observa el cromatograma del extracto de antocianinas.
Las evidencias mas claras se muestrdnspicos mas altoge retencidén en los tiempos

de 3.278 y 4.480 minutos del total de antocianinas presentes en el fruto Ccomayo, estos
picos fueron comparados con el patron estandir siguiente antociadina (Ganidina
3-glucésidg ya que presentarona mayor similituden comparaciércon Ics picos
pequefioshaciendo una previa comparaciéstc picos si coinciden con los picos del
patron estaral que se muestra en la figurdor lotanto,podemos inferir que en el fruto

Ccomayo (Vaccinium floribundm Kunth) existe la antocianidina (Cianidirg&a

glucésidg.
Area. o . °
] Cianidina 3 glucésido %
el ] L] =+ w

min
Figura 8: Cromatografia HPLC 71 del patron estandar de la antocianidina
(Cianidina-3- glucésido)

Estos resultados concuerdan con lo identificadda investigaciorde Aroni (2013)
donde menciona que identifico CianidiBaylucésido en el Vaccinium floribundm
Kunth

Asi mismogen la investigacion d8uerrero 2016) reporto la identificacion de Cianidina

3-glucosido en muestra seca\daccinium floribundm Kunth
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4.1.2. Caracterizaciéon de antocianinas del Ccomayo Yaccinium floribundum
Kunth) en estado fresco

Enla tabla 7se muestréos resultados de la caracterizacion fisicoquimica del Ccomayo

proveniente del distrito de Coasa.

Tabla 7: Andlisis fisicoguimicos de la pulpa de Ccomagdaccinium floribundum
Kunth)

Parametro Valor promedio
pH 3.0640.1
Solidos solubles (°Brix) 6.5+0
Antocianinagmg CYA-
407+0.2
3G/100grPF)

Los frutos de origen naturapresentan un cierto complejo al momento de obtener una
composicién quimica de manera detallada. Es por ello que en este fralmjana
caracterizacin general de material de partida se tomé en cuenta los siguierdeeas
indicados en la tabla. El pH de caracter acido, muestra ser un poco mas elevado con
respecto a las especies comd/atcinium manbranaceum Vaccinium ovatun{Taco,
2017) Por otra parte rep@mnos los solidos solubles en grados °Brix la cual se encuentra

préximo a los obtenidos pdfascoet al.,(2009)

También elcontenido de antocianinas en el fruto es una de las caracteristicas mas
importantes, ya que @smostro semayoren comparacion con los resultados obtenidos
reportadogpor Vascoet al, (2009) Este valor puede variar en funcién de la procedencia

y grado de maduremencionado paoBiriwoharnet al,(2004) Otros aspectos que pueden
afectar el contenido de antocianinas son las condiciones de transporte y almacenamiento
del fruto debido a la inestabilidad que presentan estos compuestos a suelEzteendr

en cuenta aspectos como el tratamiento de la muestra, técnicas de extraccion y el método

de cuantificacion reportado pareeet al, (2004)

Los pardmetros mencionados anteriormente, dependeran mucho del lugar de procedencia
del fruto a evaluar es por ello que es conveniente investigar las caracteristicas del material

de partida, ya que puede influir al momento de la exthaae antocianinas.
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4.2.EVALUACION DEL TIPO DE INOCULO (Saccharomyces cerevisiag
Rhizopus oryzapSOBRE EL RENDIMIENTO DE ANTOCIANINAS EN LA
EXTRACCION POR FERMENTACION DEL CCOMAYO
floribundum Kunth)

(Vaccinium

Eneste trabajenprimerlugar,se evalucl tipo de in6culo$accharomyces cerevisige
Rhizopus oryzgeque maximice el ratimiento de antocianinasediante el método de
extraccion pofermentaci@ a partir de los frutos del Ccomaydtilizandolas siguientes
variablesde extraccion tales coneb tiempode extracciér{24, 48 y 72 ts), temperatura

(20, 30y 40°C) y pH (3,4 y 5) en el proceso fermentatividstos experimentos fueron
realizados siguiendo el disefio experimental de la (tabla 5), y como respuesta para evaluar
la eficiencia de los tratamientos, se considerd el rendimgenemtocianingdas cuales

sereportan end siguiente tabla.8

Tabla8: Rendimiento de inéculos en la extraccién de antocianinas del Ccomayo
(Vaccinium floribundum Kunth)

Variables Rendimiento de antocianinastotales (%)
t (hrs) T° (°C) pH Sacchar.ornyces Rhizopus oryzae
cerevisiae
24 20 4 23.10+ 0.39 25.19+ 0.10
48 40 S 21.31+0.26 15.10+ 0.59
48 20 S 26.75+ 0.67 20.62+0.35
72 20 4 38.04+ 0.84 15.75+ 0.47
72 40 4 33.57+0.53 17.25+ 0.54
72 30 S 23.11+0.85 36.11+0.41
72 30 3 56.79 +0.93 28.61+0.28
24 30 S 20.10+ 0.56 35.63+ 0.45
24 30 3 41.80+ 0.66 28.11+0.44
48 20 3 36.84+ 1.09 26.79+ 0.65
24 40 4 23.00+ 0.47 10.82+ 0.26
48 40 3 34.20+ 0.42 22.24+0.81
48 30 4 54.23+ 0.60 38.16+ 0.41
48 30 4 51.99+0.76 37.80+ 0.58
48 30 4 54.86+ 0.90 38.76+ 0.65
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En la tabla 8;se muestra los resultados del rendimiento obtenido con los dos inGculos
(Saccharomyces cerevisiae Rhizopus oryzge Donde se observaque el mayor
rendimiento de antocianigase encuentran en un rango de tiempo que va de 48 a 72 hrs,
a una temperatura de 30 a 40°C con un pH de 3 a 4 obteniendo asi un nuiyoeném

de antocianinason el in6culo dé&accharomyces cerevisiaa un tienpo de 72 horas, a

una emperatura de 30°C con pH 3 del 56.79% de rendimi@mtioy Hocking (2013)
reportarormgue las cepas dgaccharomyces cerevisiagecen aemperaturas optimas de

25 a 34°C a un pH de 3 a 4.5 para facilitar su desareslasi qupodemos observéos
parametrosutilizados (tabla 8)del in6culo en estudidSaccharomyces cerevisjage
encuentan en un medio 6ptimo paraaecimiento por ende producen etanol en el medio

y se incrementa la extraccion de antocianiaas explica la obtencién des altos
rendimientoobtenidoscon estendculo.Por otra part®azquez2007) también reporta
valores Optimos de crecimiento de la levad@accharomyces cerevisiag una
temperatura de 30 a 34°C a un pH de 3 a 6.5 los cuales se encuentran dentro del rango

utilizado en la extraccién de antocianinas.

A diferencia derendimiento corel in6culo deRhizopus oryzague pesento valores mas

bajos, alcanzando uwmalor maximode 38.76 %de rendimiento en un tiempo de
extraccion del8 hrs a temperatura de 30°C a pH.dndofioet al.,(2017) reporaaron

que la temperatura y pH 6ptima de crecimiento para los hongos de la édpeojgus
oryzaeoscila de 25 a 45°C y de 4.5 &,no obstanteel in6culo deRhizopus oryzaen

estudio con referencia a la temperatura se encudemto del rango reportada
diferencia del pH que es menor con referente a lo reportado, entonces esto pudo haber
sido uno de los factores que afecté en el rendimiento evitando el crecimiento en el medio
adecuado del microorganisimambién pudo haber sido causado por el tipo deato

en el que crecié o en todo caso la genética pradgli&hizopus oryza€Huanget al.,

2005) Por otro ladoCarrillo, et al, (2007) menciona que el crecimiento de las cepas de
Rhizopusoryzaeoscilana temperaturas de 20 a 30 °C y se desarrollan en un pH de 3 a 5,
lo cual concuerda y se encuentra dentro de los parametros en estudio. Entonces, podemos
inferir que las interacciones de las variables y el tipo de sustrato en estudio, modifican los
factores de crecimiento ddéRhizopus oryzasiendo el pH la variable que mas afecta en el

rendimientode extraccion de antocianinas

Para ver si existe una diferencia significativa entre ambos inoculos utilizados en la

extraccion de antocianinas por fermentacsobre el rendimiento total, se aplicé una
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prueba {student para muestras independientes, utilizansldatos obtenidos en la tabla
8.

Tabla9An8l i sis estad?2stico con |l a prueba fdto

iguales

In6culo 1 Inéculo 2

Media 35.9787516 26.4636462
Varianza 177.135622 87.7531816
Observaciones 15 15

Grados de libertad 28

Estadistico t 2.26426594

P(T<=t) una cola 0.01574709

Valor critico de t (una cola) 1.70113093

P(T<=t) doscolas 0.03149417

Valor critico de t (dos colas) 2.04840714

Doénde:
In6culo1: Saccharomyces cerevisiae

Inéculo2: Rhizopus oryzae

Se observa que los resultados r@eldimientode antocianinasbtenidos del extracto de
antocianinas fermentados con @hdéculo 1 (Saccharomyces cerevisjaeson
significativamentesuperiores &s obtenidos con ehdculo 2 (Rhizopus oryzgea un

nivel de confianza utilizado para la prueba-dtutlentdel 95% (P<=0.005).

En los anexos 6 y 7 se reportaron la cuantificacion de antocianinas realizados en el HPLC,

obtenidos con el in6culo dgaccharomyces cerevisigdRhizopusryzae
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4.3.EVALUACION DEL EFECTO DE LAS VARIABLES DE PROCESO
(TEMPERATURA, pH Y TIEMPO DE FERMENTACION) EN LA
EXTRACCION DE ANTOCIANINAS DEL FRUTO CCOMAYO ( Vaccinium
floribundum Kunth) POR FERMENTACION

Para laevaluacion deefecto de la temperatu(a0, 30 y 40°C)pH (3, 4y § y tiempo

(24, 48 y 72 hrsile extaccion de antocianinas por fermentacion a partir del Ccomayo
Se analizda influencia de las variables de proceso de extraccion sbleadimiento de
antocianinas reportados en la tabl&8 donde se muestran los valores del rendimiento
obtenido con s dos in6culos Saccharomyces cerevisiag Rhizopus oryzge

experimentados.

Gréfica de Efectos Principales para RENDIMIENTO

59

55

51

47

43

RENDIMIENTO

39

35

24 72 20 40 3 5
TIEMPO TEMPERATURA pH

Figura 9: Gréfico de efectos principales para el rendimiento obtenido con el

in6culo deSaccharomyces cerevisiae

En la figura 9 se observa que el tiempo, temperatura y pH influyen en el rendimiento de
antocianinas, por otro lado, la experimentacion muestra gaetir de las 24 horas a una
temperatura de 20 °C el rendimiento de antocianinas aumenta conforme se eleva la
temperatura hasta llegar a 30 °C aproximadamesteH a 4 observando asi el mayor
rendimiento de antocianinaasxtraidasy por encima de diah valor se observa la

disminucion Es asi, que el mayor rendimiento de antocianinas obtenidas durante la
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extraccion por fermentacion coBaccharomyces cerevisidae con los siguientes
tratamientos; S7 (t =72 hrs, T30°C, pH =3) y S15 (t = 40 hrs, T30 °C, pH = 4).

En la extraccion de antocianinas para determinar el rendimiento se consider6 varios
factores que influyen en ella tales como la estabilidad de las antocianinas y la produccion
de etanol por parte de los microorganismBatonces podenos observar que la
temperatura y pH del rendimiento mas alto se encuentran dentro del rango del crecimiento
del Saccharomyces cerevisiéitt & Hocking, 2013) por lo tanto se encuentra en un
medio Optimo para su crecimiento y por ende se produce etanol en el medio y asi se
incrementa la extraccion de antocianinas como también su solubilidad y coeficiente de
difusién(Zapata, 2014)

Las temperaturas mayores35°Cafectan considerableante el crecimiento de estos
microorganisnos, ya que dejan de producir alcohol y dan paso a la produccién de
chalconas ocasionando reacciones de deterioro de las antocianinas esto es debido a que
son endotérmicafGarzon, 2008)Por lotanto, la temperatura y pH son importantes

durante la extraccion de antocianinas por fermentacion.

Por otro lado, en el ANEXO,%e muestran enalisisde varianza, donde se evaluo la
significancia de los efectos e interaccionB®nde €modeloobtenidoen estecaso, nos
muestra que 2 factoresnsignificativosa un valor de probabilidad<0.5para un nivel
de confianza del 95%.ds coeficientes de tiempo & 0.0178) y pH (p= 0.0053)
resultaron significativosen relacién al rendimiento, emanto a la temperatura su efecto

fue no significativo.

Después de obtener estas variables significativas, se observa que la temperatura y pH
actian de manera independiente. En varios estudios de investigacion de extraccion de
antocianinas se observa qu&as variables tienen un efecto significativo durante la
extraccidn de antocianingSotomayoret al., 2017) De acuerdo a la literatura, al
incrementar la temperatura aumenta el rendimiento de la extraccion de pigmentos esto se
debe a la solubilidad de las antocianiffaacace & Mazza, 2003 su vez a nmor pH

el rendimiento es mucho mej@ruz et al, 2014) Al revisar otros estudios encontramos

que las variables de temperatura y pH coinciden con los datos obtenides en |
investigacion d€Heraset al.,2013) quien reportda extraccion 6ptima en un rango de

30 a 60°C a un pH de 3. Por otro lathkpata(2014) reporté una temperatura Optima de

28.1 °CaunpHde 4.2.
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En la extraccion de antocianinas del arandafaz¢inium corymbosunton el método

de extraccion por fermentacién c&accharomyces cerevisjagapata(2014) reportd

que pasado las 72 horasuaa temperatura de 28.13CpH 4.2 oluvo un maximo
rendimiento del 49 %estos resultados se encuentran por debajo de lo obtenido en la
presente investigacion. Por su paRernandezy Jihullanca 2021) hicieron una
comparacion de tres extractos (arandano, mashua y maiz morado) utilizando el método
de extraccion por fermentacidbn cd@accharomyces cerevisiaeen su trabajo de
investigacion donde reportargue a 72 horas a una temperatura de 30°C a un pH de 3,
obtuvo la mayor cantidad de antocianinas totales en el arandano la cual fue minima en
comparacion a los otros extractos (mashuay maiz mosadogomparacion ghresente

trabajo de investigacion, pero las obtuvo con las mismas variables en estudio que se
utilizé en el presente trabajo, por lo cual podriamos inferir que estos parametros podrian
ser Optimos para maximizar el rendimiento en la extéacde antocianinas totales por
fermentacion.

El pH es muy importante dentro del crecimientoStcharomyces cerevisjakebido a

gue presenta un efecto contrapuesto hadientigperatura. Es por el]lque cuato menor

es el pHmasse ve favorecida la egttura del cation flavilio (formanésestable de las
antocianinas); a un pH de 5 se ve favorecida la formacién de especies psecaitirasie

gue son incoloragCastafiedat al, 2009Pitt y Hocking, 2013)

Por lo expuesto en el punto anterior, podemos deducir que a bajpHnejor sera la
extraccion de antocianinas, pero es muy importante tener en cuenta que no se vea afectado
el microorganismoRaccharomyces cerevisjaga que a pH alto se limita su crecimiento

y se deteriora.
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Figura 10: Grafica de efectos principales para rendimieto obtenido con el in6culo

de Rhizopus oryzae.

Enla Hgura 10, se observa la influenda las variablesle tiempo, temperatura y pH
respecto akendimientoobtenido enla extracciéon de antocianinas conimbculo de
Rhizopus oryzaelonde el mayor porcentaje de rendimiento se va increme naguaioir

de las 24 hrs descendiendo a las 48 hrs aproximadamengtemperatura de 30 °C. Asi
mismo, el pH tambiétiene una relacién proporcional con la misma respecto al porcentaje
del rendimiento, un aumento de pH de 3 pofiria ocasionar un aumento en el % de
rendimiento debido a que estos microorganismos se desarrollan a pH 4(%arrus,
2019)

El valor 6ptimo encontrado es &8.7%6 en la extraccién de antocianinas dnizopus
oryzae en comparacion al valor 6ptimo obtenido con el in6culdSdecharomyces
cerevisiaeevidentemente es mendk.pesar de que estos microorganismos se encuentran
en un mismo rangde crecimiento y en las ismas condicionege extracciorfvariables

de estudio)Probablementseapor el alto contenido dazucares libres en el sustrato las
cuales fueron favorables para la reproduccioBaecharomyces cerevisjagesirvieron
paraobtener un buen rendimiento al momento de la extraccion de antocianinas por

fermentacion en comparacion cornR#lizopus oryzaestos probablemente no fueron el
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mejor sustrato para la formacion de micelios del hongiebido a la menor
biodisponibilidad de estqbarruri & Hernandez, 2018Asi mismo, en la investigacion
deLondoiio (2017)menciona quealaccion de loRhizopuse da a partir de los azucares
gue se encuiran en el sustrato a fermentar para asi obtener etanol en unansatwosa

la cualpermitela solubilizacion de las antocianinas.

Es importante destacar queRtizopus oryzaeen la praluccion de alimentos proteicos
tiene la habilidad dmejorar la digestibilidad como en el caso del templkalproduccion

de aromas y etanol en condiciones de oxigeno limitado.
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CAPITULO V
CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1.CONCLUSIONES

Los extractos obtenidos con las dos cef@ac¢haromyces cerevisig&hizopus oryzge

de extraccion, presentaron diferencias significativas en cuanto al rendimiento de
antocianinas. agrando determinar quéa extraccién de antocianinas por fermentacion
con elinéculo deSaccharomyces cerevisiaee la mas adecuada, ya quesskibilizaron

mejor las antocianinas en el etanol producido por esta cepa, lo cual se vio refid@aglo
rendimientosbtenidos El mayor porcentajélel rendimientanés alto de extraccidae
antocianinas se obtuwniando la fermentacion del in6culo cdaccharomyceserevisiae

se realiz6 en un sustrato con wwncentraciorde solidos solubles de 12138 en un
tiempo de 72 hrs, temperatura de 30 °C y un pH degBamalo obtener uf6.79 %de

antocianinas en el fruto Ccomayo por el método de extraccion por fermentacion

Las variablesle procesestudiadastiempqg temperaturapH), tuvieron una influencia
significativaen la extraccion de antocianinas femmentacion del fruto Ccomayon las

dos cepas en estudiBe observd que el rendimiento de antocianinas fue mayor con
valores bajos de pH, mientras que las variables de tiempo y temp@raseataron un

valor proporcional lo cual maximizel rendimi@ato. Estadisticamenteapa el tiempo de
extraccion se encontré que a partir de las 48 a 72 hrs a una temperatura de 30 °C a 40 °C
se presentan un maximo rendimiento de antocianinas con las dosRmpasa parte,

las antocianinas obtenidas por este w@tindican que se obtienen mas puras en

comparacion a otros métodos de extraccion.
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5.2.RECOMENDACIONES

1 Continuar con el estudio d€comayo(Vaccinium floribundunmkunth) y sus
propiedades beneficiosas para la salud.

1 Estudiara profundidad la extraccion de antocianinas por fermentacién con el
in6culo deRhizopus oryzag aplicarlo en algun alimento previo evaluaciones y
asi darleun valor agregado

1 Utilizar otros estdndas de antocianina para una mejor cuantificacion de estas en

el CcomaydVaccinium floribundunkunth).
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ANEXOS

Anexo 1. Imagenes tomadas durante la ejecucién del proyecto de investigacion

-

comayo

Figural2: Recoleccion de Ccomayo &ncomunidad de Pataquituf@oasa)
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Figural3: Limpieza y ®leccién de frutos en estado de madures comercial para la
ejecucion del proyecto.
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Figural4: Desinfeccion y pesado del fruBcomayo
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Anexo 2. Preparacion de las soluciones buffgrara la extraccion de antocianinas

Figura 15: Acetato de potasio 0,5 MAcido acético 0,1 N.

Anexo 3. Preparacion de medios de cultivo para el Rhizopus oryzae

Figura 16: Pesadq diluciondel agar Sabouraud
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Figura 17: Esterilizacionde materialegle laboratorio para el cultivo

Figural8: Plagueadalel medio con agar satraud diluido
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Figura 20: Mediosde cultivoincubados a 27 °C

Anexo 4. Preparacion de los indculos con Saccharomycesrevisiaey Rhizopus
oryzae

Figura 21 Trituraciondel Ccomayo
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Figura 22: Medicion del pH ygrados’Brix
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Figura 23. Pesado de la levaduliafilizada, fosfato de amonig sacarosa
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Figura 24: Inoculo del fruto corbaccharomyces cerevisiae

Figura 26: Fruto triturada/Ccomayo) a diferentes pH
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Figura 27: Fermentacion de uvestrasen la incubadora con agitador orbital a 120
oscilaciones
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Figura 28: Extracto de antocianinas Fermentadespués de 72 hrs
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Anexo5. Balance de materia en la extraccion de antocianinas del Ccomayo por el método

de fermentacion:

F1 F2
100 gr Fruto Ccomayo EXTRACCION Extracto de antocianinas
0.05 % in6culo
0.05 % NHHPO
F3
—— » Bagazo (merma)
245 gr
Balance de materia:
F1=F2+F3
100=F2 +245

F2 = 75.5 gramos

Anexo 6. Purificacidon de antocianinas

Figura 31: Pesado del extracto de Ccomayo
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Figura 34: Purificacién con cartucho C18 del Ccomayo
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Figura 35: Secado a presion reducida y muestra redisuelta para el HPLC
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Anexo 7. Analisis de antocianinas por HPLC (In6culo deéSaccharomyces cerevisipe

DAD1 C, Sig=520,8 Ref=off (ATCNDS-000003.D)
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Figura36:Cr omat ogr ama del extracto fermentado d
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Figura 37: Cromatograma del extracto fermentado denomirg@® n 5 ¢
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Figura 38: Cromatograma del extracto fermentado denomirg®®n 5 ¢
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mAU
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Figura 39: Cromatograma del extracto fermentado denomir&ti® n
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Figura 40: Cromatograma del extracto fermentado denomir&si® n
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Figura 41: Cromatograma del extracto fermentado denomirg&@i® n
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DAD1 C, Sig=520,8 Ref=off (A\TCNDS-000009.D)

mAU |

120
100
80|
60

40+

1 T T T T T T T T T T T T T T T T T
0 2 4 6 8

Figura 42: Cromatograma del extracto fermentado denomir&d® n

DAD1 C, Sig=520,8 Ref=cff (ATCNDS-000010.D)
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Figura 43: Cromatograma del extracto fermentado denomirg&i® n

Figura 44: Cromatograma del extracto fermentado denomirg&l® n
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