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RESUMEN EJECUTIVO Y PALABRAS CLAVES
RESUMEN

Mediante este estudio se pudo evaluar el efecto que tienen las distintas variables de
extraccion: temperatura, tiempo de extraccion, pH y relacion etanol-agua, en cuanto a la
combinacion 6ptima que permitié encontrar las mejores condiciones de extraccion asistida
por ultrasonidos de compuestos antocianicos de los frutos de H. macrocarpa. Las
condiciones 6ptimas propuestas, por el modelo de superficie de respuesta, fueron la
temperatura de extraccion 35,75 °C, tiempo 14,51 min, pH de 1,18 en una relacién etanol-
agua de 82:18. El extracto optimizado de frutos de H. macrocarpa mostré un contenido total
de antocianinas de 16204,51 + 1610,9 mg/ 100 g de masa seca. Ademas, dicho extracto
presentd una capacidad antioxidante considerable determinada por dos métodos analiticos
de evaluacion de dicha actividad: ABTS (59,85 mmol / 100 g de masa seca) y FRAP (29,79

mmol / 100 g de masa seca).

PALABRAS CLAVE

Hieronyma macrocarpa Mull. Arg, superficie de respuesta, extraccion asistida por

ultrasonido, actividad antioxidante.



ABSTRACT AND KEYWORDS
ABSTRACT

Through this study it was possible to evaluate the effect of the different extraction
variables: temperature, extraction time, pH and ethanol-water ratio, in terms of the
optimal combination that will allow to find the best conditions of ultrasound-assisted
extraction of anthocyanin compounds from the fruits of H. macrocarpa. The optimal
conditions proposed, by the response surface model, were the extraction temperature
35.75 ° C, time 14.51 min, pH of 1.18 in an ethanol-water ratio of 82:18. The optimized
fruit extract of H. macrocarpa showed a total anthocyanin content of 16204.51 + 1610.9
mg / 100 g of dry mass. The optimized fruit extract of H. macrocarpa presented a
considerable antioxidant capacity determined by two analytical methods for the
evaluation of this activity: ABTS (59.85 mmol / 100 g of dry mass) and FRAP (29.79
mmol / 100 g of dry mass).

KEYWORDS

Hieronyma macrocarpa Mill. Arg, response surface, ultrasound-assisted extraction,
antioxidant activity.
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CAPITULO |

1. INTRODUCION

La planta Hieronyma macrocarpa Mull. Arg. pertenece a la familia Phyllanthaceae. Es una
especie de los bosques andinos del Ecuador, Colombia y Per(. En Ecuador hay alrededor de
diez especies de Hieronyma, y por lo general todas son conocidas por el nombre comun
"motilon™ (Neil, 2019). Son consideradas como importantes arboles maderables utilizados
en construccion, muebles, contrachapado, etc. Los frutos de esta especie poseen
antocianinas, que pueden ser importantes para la industria alimentaria por su posible empleo
como colorantes naturales y por sus propiedades antioxidantes (Ramirez, 2007). Su

inocuidad también ha sido demostrada (Santacruz & Osorio, 2012).

En el registro del herbario de la Universidad Estatal Amazonica en el Ecuador se
menciona que la especie H. macrocarpa se encuentra ubicada en la provincia de

Tungurahua, donde se registra su mayor produccion y comercializacién (Neil, 2019).

Los arboles de H. macrocarpa llegan a alcanzar hasta los 20 metros de altura, sus hojas
son elipticas con una longitud de 4 a 9 cm y 2,5 a 4 cm de ancho, sus frutos son
elipsoidales, casi esféricos, de hasta 2 cm de longitud; en estado de inmadurez sus frutos

son verdes, una vez maduros son de color morado (Mueller, 2003).

Las antocianinas son pigmentos naturales que se clasifican en el grupo de los flavonoides,
van desde el color rojo hasta el color azul en frutas, vegetales y cereales (Zhang, 2004). Estos
compuestos polifenolicos son solubles en agua, lo cual facilita su incorporacion en una gran
variedad de sistemas alimenticios acuosos, ademas de sus posibles efectos terapéuticos y
benéficos, los cuales son la reduccion de la enfermedad coronaria, efectos anticancerigenos,
antitumorales, antidiabéticos, antiinflamatorios; también se describe que contribuyen al

mejoramiento de la agudeza visual y el comportamiento cognitivo (Abdel-Aal, 2010).

Los métodos convencionales empleados para la extraccion de antocianinas implican el uso
de disolventes acidos, en alguna literatura reciente (Menéndez, 2008) se sugiere utilizar, por
ejemplo: acido clorhidrico en metanol o en etanol, cloroformo con acetona, etanol con acido
acético, metanol con &cido acético o etanol con acido citrico. También se ha recomendado
el uso de la extraccion asistida por ultrasonidos (Ozgiir, 2018). Si se toma en cuenta que el

1



concentrado final deberd ser de grado alimenticio, los disolventes como metanol y
cloroformo, que podrian provocar dafios irreversibles para la salud deberén ser eliminados y
aquellos que pudieran dejar un olor residual como &cido acético y acetona, deben ser

minimizados (Menéndez, 2008).

Para determinar cuantitativamente las antocianinas en los extractos obtenidos, se utiliza
frecuentemente la espectrofotometria visible (Ozgiir, 2018) , y las mediciones de absorbancia
se realizan con la ayuda de un espectrofotometro a la longitud de onda de maxima absorcion
de las antocianinas que es de 520-550 nm. (Arena, 2004).

En la actualidad, las personas optan por consumir productos naturales, libres de compuestos
dafinos como los colorantes artificiales. Los colorantes son un atractivo para el producto,
pueden llegar incluso a definir si el producto es aceptado o rechazado por el consumidor,
(Escalona, 2014), es por ello que existe la necesidad de obtener nuevos colorantes de origen

natural como las antocianinas.
1.1.Problema de Investigacion. —

¢ Cudles son las condiciones 6ptimas para la maxima extraccion de antocianinas de frutos

de Hieronyma macrocarpa Mull Arg?
1.2. Objetivo General. —

Determinar las condiciones 6ptimas para la maxima extraccion de antocianinas de frutos de

Hieronyma macrocarpa Miill. Arg mediante metodologia de superficie de respuesta.

1.3.0bjetivos Especificos. —
1. Aplicar una técnica analitica espectrofotométrica para la cuantificacion de antocianinas
de frutos H. macrocarpa.
2. Evaluar la fiabilidad de la técnica analitica desarrollada, a través de la determinacion de
los parametros de desempefio.
3. Establecer las condiciones dptimas para la maxima extraccion asistida por ultrasonidos
de antocianinas de frutos de H. macrocarpa.
4. Evaluar la actividad antioxidante de extracto optimo mediante los métodos FRAP y
ABTS.



CAPITULO 11

2. FUNDAMENTACION TEORICA
2.1 HIERONYMA MACROCARPA (MOTILON)

La planta H. macrocarpa, conocida comunmente como motilén es una especie de los
bosques andinos del Ecuador, Colombia y Pert (Neil, 2019). Su descripcion boténica se
observa en la Tabla 1. ElI fruto posee un alto contenido de antocianinas,
sustancias pigmentadas y antioxidantes que ayudan a prevenir el cancer de vias digestivas.
Un estudio demuestra que 100 gramos de motilon contienen alrededor de 240 miligramos de
antocianinas, valor diez veces mayor que el de otras frutas estudiadas, entre ellas la mora de
castilla, que contiene 18 miligramos por cada 100 gramos de fruta. En dicha fruta se
identificaron cuatro antocianinas: delfinidina-3-rutindsido, petunidina-3-rutindsido,

cianidina-3- rutinésido y delfinidina-3-glucosido (Santacruz & Osorio, 2012).

Tabla 1. Clasificacion taxonémica de Hieronyma Macrocarpa (Motilon).

Reino Plantae
Clase Equisetopsida

Subclase Magnoliidae
Orden Malpighiales J

Superorden Rosanae Takht

Familia Phyllanthaceae

Género Hieronima

Fuente: (Neil, 2019)

2.2. COMPUESTOS ANTOCIANICOS EN HIERONYMA MACROCARPA.

Las antocianinas son glucésidos de antocianidina, pertenecientes a la familia de los
flavonoides, compuestos por dos anillos aromaticos A y B unidos por una cadena de 3 C.
Variaciones estructurales del anillo B resultan en seis antocianinas conocidas. En la

naturaleza las antocianinas siempre se aprecian en la forma heteroglucosidica, conteniendo


https://es.wikipedia.org/wiki/Plantae
https://es.wikipedia.org/wiki/Magnoliopsida

una o mas moléculas de azucar y de la aglicona antocianidina. Son solubles en agua y en

mezcla de agua y alcohol, sin embargo, son insolubles en aceites y grasas (Astrid, 2008).

A continuacion, se detallan las estructuras de antocianinas en H. macrocarpa (figura 1).

(3)

Fuente: (Santacruz & Osorio, 2012)

Figura 1. Estructuras quimicas de antocianinas encontradas en el motilon (1) Delfinidina-3-
O-glucopiranosa, (2) Delfinidina-3-O-(6”-O--a-ramnopiranosil-p-glucopiranésido). (4)

Petunidina-3-O-(6"-O-a-ramnopiranosil-B-glucopirandsido).

2.3. METODOS DE EXTRACCION Y CUANTIFICACION DE ANTOCIANINAS,
ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE.

La espectrofotometria ultravioleta — visible es una técnica de analisis instrumental que
permite cuantificar compuestos inorganicos, generalmente a través de la formacion de

complejos coloreados, 0 compuestos organicos, ya sea de forma directa, a la longitud de



onda de maxima absorcién en el intervalo ultravioleta o visible o de forma indirecta, una vez

obtenidos los respectivos derivados coloreados (Brunatti, 2010).

En afos recientes se han publicado resultados importantes de cuantificacion de antocianinas
en extractos vegetales mediante la espectrofotometria visible. Tal es el caso de pétalos de
rosa, cuya extraccion fue asistida por ultrasonido (Ozgiir, 2018).

También se ha informado de la cuantificacion de antocianinas extraidas del maiz morado
utilizando comparativamente la cromatografia liquida de alta eficacia y la espectrofotometria
visible directa (Lao, 2016)

Otros autores han publicado recientemente resultados de cuantificacion de este tipo de
compuestos coloreados, una vez extraidos con la ayuda de ultrasonidos a partir de la flor de
Jamaica (Pinela, 2019).

Todos estos resultados indican que la espectrofotometria visible es adecuada para la

cuantificacion de antocianinas en extractos vegetales.

Se cree que los efectos beneficiosos de una dieta rica en frutas y verduras se deben a estos
antioxidantes naturales. Entre ellos se encuentran los polifenoles (captadores de radicales
libres, p.e. catequinas del té, proantocianidinas de la uva) y los carotenos (p.e. licopeno del
tomate) (Ruiz, 2010).

2.4. EXTRACCION ASISTIDA POR ULTRASONIDOS PARA LA OBTENCION
DE EXTRACTOS RICOS EN COMPUESTOS FENOLICOS.

Para la extraccién de los compuestos fendlicos es fundamental el disolvente, la naturaleza y
preparacion del material, la temperatura, tiempo de extraccion, el método de extraccién
empleado, entre otros. Dos de los métodos frecuentemente empleados son: extraccion
asistida por ultrasonido y extraccion asistida por microondas, los cuales reducen el tiempo

de extraccion y aumentan los rendimientos (Guntero, 2015).
2.5. ESPECTROFOTOMETRIA.

Un espectrofotdmetro es un instrumento que permite determinar la presencia, naturaleza y
cantidad (concentracion) de una sustancia en una muestra (disolucion, solidos opacos o

transparentes o gases), mediante el uso de leyes de la fisica Optica al medir la intensidad de
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luz de cierta longitud de onda (luz monocromatica) absorbida por dicha muestra luego de
atravesarla. Se usa para medir compuestos coloreados en el rango de luz visible (entre 350
nm y 800 nm) y de este modo obtener méas informacion sobre la sustancia que se estudia
(Diaz, 2006).

2.6. COLORANTES NATURALES Y ARTIFICIALES EMPLEADOS EN LA
INDUSTRIA ALIMENTARIA. ANTOCIANINAS.

La FDA, organismo encargado de la administracion de alimentos y medicamentos en
Estados Unidos, define como aditivo colorante a cualquier pigmento o sustancia fabricada u
obtenida de vegetales, animales o0 minerales capaces de colorear alimentos, medicamentos,

cosméticos, o alguna parte del cuerpo humano (Ortega, 2004).

De los colorantes permitidos en la actualidad, la mayor parte pertenecen al grupo de las
vitaminas, las provitaminas y sustancias naturales como: clorofila, xantofilas, carotenos y el
rojo de remolacha (E162), que se excreta por la orina y para el cual no se han detectado

efectos nocivos en su consumo ni se ha fijado una ingesta diaria admisible (Badui, 1993).

El beta-caroteno (pro-vitamina A) y la riboflavina (vitamina B2) pueden afiadirse a los
alimentos sin necesidad de declararlos. Asimismo, el caramelo sintético esta también, por lo
general, permitido sin restricciones para muchos alimentos (Elmadfa, 2013). Los principales

colorantes naturales se observan en la tabla 2.

Los pigmentos que existen en forma natural, pueden también sintetizarse y obtenerse
quimicamente, para ser aplicados en la industria tanto en alimentacion, como en pinturas,

barnices, cosméticos, ropa, etc. (Lock, 1997).

Tabla 2. Colorantes naturales utilizados en la industria alimentaria.

FUENTE COLORANTE

Bixia orellana (achiote) Bixia (carotenoide)
Crocus sativus (azafran) Crocetina (carotenoide)
Beta vulgaris (betabel) Betalainas

Curcuma longa (cucuta) Curcumina

Dactylopius coccus (cochinilla) Acido carminico
Capsicum annuum (pimiento rojo) Capsantina (carotenoide)
Daucus carota (zanahoria) [3-caroteno (carotenoide)
Tajetes erecta (cempasuchil) Luteina (carotenoide)
Plantas Verdes Clorofila

FUENTE: (Badui,1993)



CAPITULO III

3. MATERIALES Y METODOS
3.1 LOCALIZACION

La investigacion se realizo en la Universidad Estatal Amazonica (UEA) localizada en el
km 2 % via al Tena, provincia de Pastaza. La extraccion y andlisis de las antocianinas

se llevd a cabo en el Laboratorio de Quimica de la UEA (Campus Puyo).

3.2. DESARROLLO EXPERIMENTAL

3.2.1. EQUIPQOS, MATERIALES, UTENSILIOS, REACTIVOS,
INSTRUMENTOS.

« Balanza analitica ADAM. Alemania o Embudos separadores

« Balanza téecnica THOMAS Scientific. « Soporte universal

TSXB4200C. Estados Unidos. o Celda de vidrio para lectura

« Micropipeta Eppendorf Research Plus 100 espectrofotométrica.

— 1000 pL. Alemania o Agua destilada

« Micropipeta Eppendorf Research Plus 10 — « Etanol, MERCK. Alemania

100 pL. Alemania « Acido clorhidrico 40 mM

« Espatulas de laboratorio  Acetato de sodio. MERCK. Alemania

o Cristaleria comun de laboratorio, incluido e Frutos de motilén

material volumétrico e 2,4,6 —tripiridil — s -triazina (TPTZ).
« Bransonic Ultrasonic, Serie CPXH. e FeCI320 Mm

 Espectrofotometro UV-Vis Thermo « ABTS (Acido 2,2-azinobis (3-
Electron Corporation. Estados Unidos. etilbenzotiazolin)-6-sulfonico)

e pH-metro Thermo Electron « Persulfato de Potasio (K25208)

Corporation. Estados Unidos.

3.2.2 TOMA DE MUESTRA Y PREPARACION

En el mercado principal de la ciudad de Bafios en el mes de abril del 2019 fueron adquiridos
1074,73g de frutos de motilon. Los mismos se trasladaron al laboratorio de quimica de la

Universidad Estatal Amazénica para separar el mesocarpio de la semilla, cuyo peso resultd



658,32 g de pulpa de la fruta, que se procedié a triturar en una licuadora de mano (ATMA
Lm5043E).

3.2.3. EXTRACCION

Los extractos se obtuvieron mediante la extraccion asistida por ultrasonido con el uso de un
instrumento modelo Bransonic Ultrasonic, Serie CPXH, para lo cual se emplearon a
diferentes relaciones etanol: agua (70:30, 80:20 y 90:10), pH (2, 4 y 6), temperaturas (30 °C,
45°Cy60 °C), y tiempo (5, 10 y 15 minutos). Se colocaron aproximadamente 5 g de muestra
en cada corrida experimental y se afiadio el disolvente etanol-agua en proporcion 5:50.
Después de someterse a ultrasonido en las condiciones definidas en el disefio del
experimento para cada condicion, los extractos se filtraron al vacio a través de papel de filtro
y se almacenaron en frascos de vidrio &mbar a 4 °C hasta su posterior uso. Todos los analisis
se llevaron a cabo en los dias posteriores a la extraccion para evitar cualquier cambio en las

muestras debido al almacenamiento prolongado.

3.2.4 DETERMINACION DE COMPUESTOS ANTOCIANICOS

La determinacion de compuestos antocianicos se llevd a cabo en un espectrofotometro UV-
vis marca Thermo Scientific, Estados Unidos.
Para los analisis, se tomd 1 mL del extracto filtrado, se llevé a un matraz aforado de 10 mL

y se enraso con la misma mezcla de disolventes que se empled para la extraccion.
Se realiz6 la lectura de la absorbancia a 520 nm contra blanco de disolventes.

Para los calculos se empleo el siguiente modelo matematico (Ozgiir, 2018):

mg )_ Asy0 — 0,0044 1)

B 0,017

TAC
(100g

Donde:
TAC — Contenido total de antocianinas

Asz0 — Absorbancia medida a 520 nm

3.25. EVALUACION DE PARAMETROS DE DESEMPENO PARA LA
VALIDACION DE LA TECNICA DE ANALISIS

Para validar la técnica analitica aplicada se evaluaron los parametros de desempefio que son:

precision, especificidad y limites de deteccion y cuantificacion.



El ensayo de precision se realizd a traves de ocho réplicas del andlisis bajo condiciones

homogeéneas (mismo analista, mismo equipo, intervalo breve de tiempo).

Para evaluar la especificidad se valord la longitud de onda de méxima absorcién en el

intervalo visible y las posibles interferencias espectrales.

Los limites de deteccion y cuantificacion se calcularon como la concentracion
correspondiente a una sefial igual a tres y diez veces, respectivamente y la desviacion

estandar de los blancos.

3.2.6 DISENO EXPERIMENTAL

Los disefios de Box-Behnken son disefios de superficie de respuesta, especialmente
disefiados para requerir solo tres niveles, codificados como -1, 0 y +1. Los disefios de Box-
Behnken estan disponibles para 3 a 21 factores. Se forman combinando disefios factoriales
de dos niveles con disefios de bloques incompletos. Este procedimiento crea disefios con
propiedades estadisticas deseables, pero, lo mas importante, con solo una fraccion de los
experimentos necesarios para un disefio factorial de tres niveles. Como solo hay tres niveles,

el modelo cuadratico es apropiado (Bonat, 2015).

Para la optimizacion de antocianinas de H. macrocarpa se realizo un disefio de Box-Behnken
Desing con 29 experimentos. Las cuatro variables estudiadas fueron temperatura, tiempo,
pH y relacion etanol-agua sobre la extraccion de antocianinas.

Las variables significativas se analizaron empleando un disefio de Box-Behnken Desing
(metodologia de superficie respuesta) y el efecto de interaccion de las variables
independientes en la respuesta (Bonat, 2015).

Se empled el software Design Expert version 10 (Stat Ease, EE. UU) para identificar los
niveles 6ptimos de las variables independientes.

El nivel de los factores y el punto central del disefio para la metodologia superficie respuesta
(bajo, medio, alto) en variables independientes codificadas y no codificadas se muestran en
la tabla 3.



Tabla 3. Nivel de los factores para la metodologia de superficie de respuesta.

Variable independiente Nivel variable codificado
Simbolo Bajo Centro Alto
-1 0 1
Tiempo A 5 10 15
Temperatura B 30 45 60
pH C 2 4 6
EtOH/H20 D 70/30 80/20 90/10

Fuente: (Elaboracion propia)

Se utiliz6 la metodologia superficie respuesta para evaluar el efecto de las variables
independientes. El disefio BBD de tipo RSM se empled para optimizar las cuatro variables
estudiadas relacionadas con los rendimientos de antocianinas. La ecuacion aplicada fue

polinomial de segundo orden:

Y (%)= Bo+ Zk:ﬁixi + Zk:ﬂiixiz + Z Z Bijxix; 2)
=1 =1

i=1 j=i+1

Donde: Bo, Pi, Bii y Bij son los coeficientes de regresion para los términos de intercepcion,
lineal, cuadrético e interaccion, respectivamente y xi, xj son las variables independientes
(Cacace & Mazza, 2003).

3.2.7 VERIFICACION DEL MODELO

Para la validacion del modelo, se determinaron los valores de los coeficientes de R? ajustado
y el R? predicho. Se obtuvo la validez de cada serie experimental y se evalud la adecuacion
del modelo mediante andlisis de varianza (ANOVA) (Nazir et al., 2017; Pompeu et al.,
2019).

Las condiciones Optimas para la extraccion de compuestos antocianicos en los frutos de H.
macrocarpa a partir de las variables independientes, relacién etanol-agua, temperatura y el

tiempo de extraccion, se obtuvieron a partir de la ecuacion predictiva de la metodologia
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superficie respuesta. La actividad antioxidante se determind después de la extraccion de
compuestos antocidnicos en condiciones optimas. Los valores experimentales y predichos

se compararon para determinar la validez del modelo.
3.2.8 ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE

Esta evaluacion se realizo por los métodos espectrofotométricos conocidos como ABTS y
FRAP, que permitieron por dos mecanismos diferentes comprobar el caracter antioxidante
de los extractos optimizados. Estos métodos se emplean comUnmente debido a la simplicidad
de los ensayos y la instrumentacion necesaria, ademas de la rapidez y la reproducibilidad de

los resultados (Jang, 2018).

3.2.8.1. ENSAYO DE ELIMINACION DE RADICALES LIBRES ABTS
(ACIDO 2,2-AZINOBIS (3-ETILBENZOTIAZOLIN)-6 SULFONICO)

Se preparé el radical ABTS mezclando en partes iguales las disoluciones de ABTS a la
concentracion de 7 mM y persulfato de potasio 2,45 mM. Se conservo en la oscuridad a
temperatura ambiente por un intervalo de 16 horas. Esta disolucion fue diluida con etanol
hasta obtener una absorbancia de 0,873. La disolucion de persulfato de potasio se elabord
pesando 0,663 g del mismo y diluyendo a 100 mL con agua destilada en un matraz aforado.
El ABTS se prepar0 a partir de 0,384 g disueltos en 10 mL de agua destilada.

Las disoluciones de las muestras se prepararon a partir de 100 pL de extracto y adicionando

2 ml del reactivo. Las lecturas se realizaron a 754 nm.

La curva de calibracion se confecciond para cubrir el intervalo de concentraciones de 0 a
0,16 mg/L, de TROLOX (&cido 6-hidroxi-2, 5, 7, 8-tetrametilcroman-2-carboxilico).

A (3)
¢= 17,618

Donde A en la absorbancia de la muestra.

C - Concentracién en mmol eq. TROLOX/100g de masa seca

11



3.2.8.2. PODER DE REDUCCION DEL ION FERROSO (FRAP)

Se tomaron 100 pL de cada extracto y se colocaron en un matraz aforado de 10 mL al cual
se le adicionaron 5 mL de disolucion de FRAP recientemente preparado. Se enrasé con agua
destilada y se dejo a 37 °C durante 30 minutos. La lectura se registré a una longitud de onda
de 593 nm contra el blanco (Negrén Arroyo, Rossana, & Ferndndez Pinto, 2010).

El reactivo FRAP se prepar6 mezclando 2,5 mL de disolucion 2,4,6-piridil -s-triazina
(TPTZ) con 2,5 de disolucién de cloruro de hierro 111y 25 mL de tampon acetato.

Para la preparacion de la disolucion de TPTZ se pesaron 0,03g de reactivo los cuales fueron
colocados en un matraz aforado de 10 mL y enrasado con &cido clorhidrico 40 mM. Para la
preparacion del tampdn acetato se disolvieron 0,0061g de acetato de sodio en 200 mL en
agua destilada, se afiadio acido clorhidrico 40 mM hasta que la mezcla alcanzé un pH 3,5,

posteriormente se enrasé con agua destilada a 250 mL.

Para la preparacion de la disolucion de cloruro de hierro (111) se disolvieron 0,1352g en 25
mL en agua destilada (Thaipong et al., 2006). La curva de calibracion se realizé a partir de
la preparacion, en un intervalo de concentracion de 0,1 a 1 mg/L, de TROLOX (&cido 6-

hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-carboxilico).

A (4)
¢= 0,1879

Donde:
A - absorbancia de la muestra.

C — Concentracion en mmol eq. TROLOX/100g de masa seca.
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CAPITULO IV
4.1 RESULTADOS Y DISCUSION

4.1.1 DESARROLLO Y VALIDACION DE LA TECNICA
ESPECTROFOTOMETRICA VISIBLE PARA LA
CUANTIFICACION DE ANTOCIANINAS

Dentro del desarrollo analitico fue necesario determinar la longitud de onda de maxima
absorcién para las mediciones de absorbancia correspondientes a antocianinas totales.

Para ello se registré un espectro en el intervalo de 400 a 580 nm (Figura 2).

1,6
1,4

1,2

Absorbancia
(e»] o (e}
N Fe)) fo's) =

o
N

0
400 420 440 460 480 500 520 540 560 580 600

Longitud de onda (nm)

Figura 2. Espectro visible de antocianinas
Fuente: (Elaboracion propia)

Teniendo el espectro, la longitud de onda de maxima absorcién result6é ser 520 nm.
Esta longitud de onda en el intervalo visible garantiza una gran especificidad pues no

interfieren compuestos con otras coloraciones o que sean incoloros.
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En la tabla 4 se pueden apreciar los resultados de los experimentos de precision, y en
la tabla 5 los limites de deteccidn y cuantificacion.

Tabla 4. Resultados de precision del método de analisis

REPETIBILIDAD

Concentracion (mg/100g ms)  Parémetros estadisticos Resultados
11001,94 Media 11091,02
11157,23 Desviacion estandar 549,22
10613,71 Coeficiente de variacion (%) 4,95
12020,99
11594,24
10714,96
10534,06

Fuente: (Elaboracion propia)
El resultado del coeficiente de variacion obtenido permite afirmar que el método de
analisis cumple con el parametro de precision para el orden de concentraciones de las

partes por millon, pues el valor limite es de 5% (USP-38-NF, 2015).

Tabla 5. Resultados de limites de deteccién y cuantificacion del método de analisis

Absorbancia  Desviacién 3s LD 10s LC
del blanco  Estandar (s) (mg/L) (mg/L)

0,002
0,000
0,003
0,001 0,001676 0,005028 0,03697 0,01676 0,7272
-0,002
0,002
0,000

Fuente: (Elaboracion propia)
Los limites de deteccidn y cuantificacion calculados permiten afirmar que existe una
adecuada sensibilidad; el limite de cuantificacion (0,7272) se encuentra muy por debajo
de las concentraciones calculadas (11091,02).
Estos resultados correspondientes a los pardmetros de desempefio permiten afirmar que
el método de analisis posee una adecuada fiabilidad. EIl término fiabilidad (en inglés:

reliability), se emplea cominmente cuando se ha demostrado la capacidad de un método
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analitico para mantener a lo largo del tiempo los criterios fundamentales de validacion.
Los pardmetros que expresan la fiabilidad de los métodos analiticos son: linealidad,
exactitud o veracidad, precision, limite de deteccion y cuantificacion, especificidad o
selectividad y robustez. Dependiendo del tipo de método de analisis y del nivel de
desarrollo o aplicacién, puede ser necesario demostrar el cumplimiento de todos esos
pardmetros o solo de algunos de ellos (USP-38-NF, 2015), (INEN-CODEX, 2014) y
(Thompson, 2002)

412FACTORES QUE AFECTAN LA EXTRACCION
ASISTIDA POR ULTRASONIDO DE COMPUESTOS
ANTOCIANICOS.

En los experimentos preliminares de la presente investigacion, se estudiaron los efectos
de cuatro factores: tiempo, temperatura, pH y relacion etanol-agua en la extraccion
asistida por ultrasonido de compuestos antocianicos del fruto de H. macrocarpa. Los
valores de cada factor se muestran en la tabla 3. Los contenidos de antocianinas
obtenidos estuvieron entre 2968,69 y 11034,2 mg/100g, de acuerdo a las condiciones

experimentales (Tabla 6).

Tabla 6. Disefio Box-Behnken Desing a partir de las variables independientes (A, B, Cy

D) y resultados experimentales de los compuestos antocianicos:

Exp A B C D E
Temperatura Tiempo pH EtOH/H20O  Antocianinas
(°O) (min) Totales
(mg/100g
m.s.)

1 45 10 4 80 3178,94
2 30 10 4 90 3073,73
3 45 15 6 80 3553,46
4 45 10 6 70 3418,88
5 60 15 4 80 3014,66
6 30 5 4 80 3175,78
7 45 10 4 80 3443,43
8 45 5 6 80 2873,99
9 45 10 4 80 3697,68
10 60 10 4 90 3005,78
11 45 15 4 70 3897,33
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12 45 10 4 80 3394,56
13 60 10 2 80 10413,4
14 45 15 2 80 11034,2
15 60 10 6 80 3171,58
16 45 10 2 70 10450,3
17 30 10 6 80 2968,69
18 60 10 4 70 2686,4
19 45 10 4 80 3177,82
20 30 15 4 80 31715
21 45 10 2 90 10383

22 45 15 4 90 3571,63
23 45 10 6 90 2865,57
24 30 10 2 80 10455,8
25 45 5 4 90 3265,19
26 45 5 2 80 10417,6
27 45 5 4 70 2926,18
28 30 10 4 70 3206,78
29 60 5 4 80 2936,18

Fuente: (Elaboracion propia)

El modelo de BBD se realizd con 4 factores los cuales fueron: temperatura, tiempo, pH
y la relacion etanol: agua, para ello se propusieron 3 niveles codificados como son: -1,0
y +1, este disefio se formé de la combinacion de disefios factoriales de dos niveles con
disefios de bloques incompletos, creando un factorial de tres niveles, el cual resulté con 29

experimentos (Bonat, 2015).

El pH, fue el factor significativo (p<0,05) mientras la relacion que resultdé no
significativa (p>0,05) en la extraccion de contenido de antocianinas (Tabla 7) fue la

interaccion, tiempo-temperatura, temperatura-relacion etanol: agua.

Tabla 7. ANOVA para el modelo BBD seleccionado.

Fuente Sumade Gl Cuadrados ValorF p-valor
Cuadrados medios Prob >
F

Modelo 2,566E+008 14 1,833E+007 351,45 < Significativo
0,0001

A-Temperatura 5123149 1 51231,49 0,98 0,3385

B-Tiempo 1,252E+005 1 1,252E+005 2,40 0,1436

C-pH 1,672E+008 1 1,672E+008 3206,34 <
0,0001
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D-Etanol-Agua
AB
AC
AD
BC
BD

Residuo
Falta de ajuste

Error Puro
Correlacién
Total

22403,74 1
205937 1
15042,03 1
51176,26 1
986,77 1
1,105E+005 1
59047,46 1
4,939E+005 1
1241091 1
8,238E+007 1

56254,80 1
7,302E+005
5,437E+005

1,864E+005 4
2,574E+008 28

22403,74 0,43
2059,37 0,039
15042,03 0,29
51176,26 0,98
986,77 0,019
1,105E+005 2,12
59047,46 1,13
4,939E+005 9,47
12410,91 0,24
8,238E+007 1579,56
56254,80 1,08
52156,45
54374,71 1,17
46610,78

0,5228
0,8453
0,5997
0,3387
0,8926
0,1676
0,3053
0,0082
0,6332

0,0001
0,3166

0,4787

no

significativo

Fuente: (Elaboracion propia)

En la figura 3 se pudo observar que la influencia del factor temperatura, tanto a 30 °C

como para 60 °C, en la extraccidon de antocianinas totales a partir de frutos de H.

macrocarpa fue similar. Este resultado evidencido que la temperatura no influyo

significativamente. De igual manera el factor tiempo y relacién etanol: agua no

influyeron significativamente. A pH 2 hubo mayor extraccién de compuestos

antocianicos que a pH 6 lo que demostré una influencia significativa de este factor y en

el factor de la relacion etanol- agua no se observé diferencias significativas.
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Figura 3. Influencia de la temperatura (a), tiempo (b), pH (c) y la relacion etanol-agua (d)
en la extraccion de antocianinas totales. Modelo cuadratico con los valores predichos y

experimentales del contenido total de antocianinas (e).

La ecuacidn, en términos de factores codificados, se puede usar para hacer predicciones
sobre la respuesta para los niveles de cada factor. La ecuacion codificada es Gtil para
identificar el impacto relativo de los factores significativos al comparar los coeficientes
de los factores.

La ecuacion en términos de factores codificados se puede usar para hacer predicciones
sobre la respuesta para niveles dados de cada factor. Por defecto, los niveles altos de los
factores se codifican como +1 y el nivel bajo de los factores se codifica como -1. La
ecuacion codificada es util para identificar el impacto relativo de los factores mediante

la comparacion de los coeficientes de los factores.
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La ecuacion en términos de factores reales puede usarse para hacer predicciones sobre
la respuesta para niveles dados de cada factor. Aqui, los niveles deben especificarse en
las unidades originales para cada factor, esta ecuacion no debe usarse para determinar
el impacto relativo de cada factor porque los coeficientes se escalan para acomodar las

unidades de cada factor y la interseccion no esté en el centro del espacio de disefio.

Contenido de antocianinas = 10634,17 - 130,68*A + 204,28*B - 5409,76*C + 86,42*D
+22,69*AB + 30,66*AC + 113,11*AD + 7,85*BC - 166,18*BD — 60,75*CD -275,95*A?
+43,74*B? + 890,96*C? — 93,13*D?

El modelo codificado se usé para generar graficos de superficie, para el anélisis de los

efectos variable sobre el rendimiento de los compuestos de antocianinas totales.

En la extraccion de antocianinas de Solanum melongena L. (Berenjenas) la concentracion
de antocianinas disminuye con el aumento de la temperatura de extraccion en el rango
de 30-60 °C, mientras que con la concentracion del solvente (etanol acidificado) a 70 %
v/v y el tiempo de extraccion 8 horas, hay un aumento del contenido de antocianinas

cuando estas dos variables aumentan (Heras, 2013).

El factor pH demostro tener una influencia significativa sobre el color de los extractos
de antocianinas, las lecturas de absorbancia y la recuperacién del extracto. A valores de
pH mas bajos (pH < 2), los extractos de trigo azul y morados exhibieron un cambio de
color rojo a rojo oscuro, después de la extraccidén, mientras a pH mas alto (pH >4), los

extractos presentaron un color amarillo (Abdel-Aal, 2010).

Los autores (Cacace & Mazza, 2003) presentaron un trabajo el cual consistia en la
optimizacion de la extraccion de antocianinas y compuestos fendlicos de grosellas
negras, para esto usaron etanol acuoso como el solvente para la extraccion. Las variables
que tomaron fueron: concentracién etanol (60 %), temperatura (30°C) y solvente-solido
(19 L: 1 kg de fruta). Donde pudieron observar que la temperatura de extraccion no
afectd la extraccion de fenoles, pero provocd una disminucion en el rendimiento de
extraccion de antocianinas, debido a la degradacion de las mismas. Estos autores
obtuvieron una fuerte disminucion en la concentracion de antocianinas extraidas a

temperaturas superiores a 45°C.
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Un estudio sobre las mejores condiciones de extraccion de antocianinas fue realizado a
partir de corontas de maiz morado. Los resultados obtenidos indicaron que a una
temperatura de 75 °C y un tiempo de extraccion de entre 120 y 240 minutos se logré
una mejor extraccion, mientras que las condiciones mas desfavorables fueron 25 °C y
30 minutos. Ademas, la extraccién se vio favorecida por la utilizacion de un medio

etandlico al 20 % como agente de extraccion y un pH entre 2 y 4 (Gutierrez, 2009).

4.1.3CONTENIDO DE ANTOCIANINAS Y ACTIVIDAD
ANTIOXIDANTE DEL EXTRACTO OBTENIDO BAJO LAS
CONDICIONES OPTIMAS

En la figura 4 se muestran los resultados de concentracion de antocianinas obtenidos bajo
condiciones Optimas encontradas por el modelo, temperatura de extraccion 35,75 °C, tiempo
14,51 min, pH de 1,18 y una relacion etanol-H.O de 82:18.

Total anthocyanin content ( mg/100g w.d.)

.———-———-_'—*_——_____

C: pIl

12000
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Prediction 163142
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D: Bthanol -Water

70

Fuente: (Elaboracion propia)

Figura 4. Superficie de respuestas y graficos de contorno para los efectos tiempo y

temperatura sobre el contenido total de antocianinas para la condiciones 6ptimas.
4.1.4. VALIDACION DEL MODELO PREDICHO

Para la validacion del modelo se encontré que el contenido total de antocianinas en el
fruto motilon fue de 16306,54 + 1610,941 mg/100g. Otros autores como (Silva, 2007)
gue obtuvo mayor contenido de antocianinas en la cascara de berenjena con un total de
62 mg /100 g y el autor (Todaro, 2009) que obtuvo un resultado similar de 76,44

mg/100g de cascara de berenjena. Otros reportes de contenido de antocianinas han

sido documentados (Tabla 8).
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Tabla 8. Comparacién del contenido de antocianinas y actividad antioxidante de H.

macrocarpa y otras especies.

Geénero CAT (g eq. mg /100g ABTS FRAP Fuente
) (mmol/g) (umol/g)
H.macrocarpa 16306,54 + 1610,941  0,598546147 297,9392525 (propia)
R. adenotrichos 394,53+ 24,11 - 3,51+£0,01 (Cuesta R,
2010)
R. occidentalis 430+ 170 0,223+0,022 - (Santacruz L. ,
2011)
R. glaucus 187,96 +£ 11,28 - 3,40£0,04 (Cuesta R,
2010)
M. aff cauliflora  143,51+26,29 0,345+0,029 - (Santacruz &

Osorio, 2012)

Fuente: (Elaboracion propia)

La actividad antioxidante del extracto obtenido bajo las condiciones 6ptimas medida a

través de los métodos FRAP y ABTS resultd inferior en otras especies, pero en

concordancia al contenido de antocianinas totales. Estos resultados han sido

previamente demostrados, encontrdndose una alta correlacion entre los CAT y la

actividad antioxidante (Dudonné, 2009).
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5.1.

5.2

CAPITULO V
CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

CONCLUSIONES

Se aplico una técnica analitica espectrofotométrica visible que permitio la
cuantificacion de antocianinas totales en extractos de frutos de Hieronyma
macrocarpa, la concentracion promedio fue de 2968,69 + 11034,2 mg /100g, lo

cual es inferior a lo informado para otras especies.

El método analitico aplicado resulto fiable pues cumplié con los parametros de
desempefio evaluados: especificidad, precision y limites de deteccion y

cuantificacion.

Las condiciones optimas para la maxima extraccion de antocianinas fueron una
temperatura de 35,75 °C, en un tiempo de 14,51 minutos, pH de 1,18 y una
relacion de etanol: agua de 82:18.

El extracto de H.macrocarpa evaluado presentd valores de actividad
antioxidante, mediante los métodos ABTS y FRAP, de 59,855 mmol/100g y

297,94 umol/g, respectivamente, superiores a los reportados para otras especies.
RECOMENDACIONES

Realizar una prueba en alimentos de alta acidez utilizando las antocianinas como
un ingrediente alimenticio y evaluar su capacidad antioxidante y su capacidad de
pigmentacion.

Evitar el uso de temperaturas elevadas y tiempos prolongados en procesos de
extraccion de compuestos antocianicos, pues estos, si bien pueden liberar los
compuestos con mayor facilidad, también provocaran la degradacion de los
mismos, lo cual dara un efecto neto de disminucion del rendimiento del proceso.
Continuar con estudios de estabilidad y formulacién del producto para su uso

como colorantes naturales.
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