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RESUMEN EJECUTIVO

Tungurahua al ser una de las provincias con mayor produccion de Mora, la idea de
recuperar antocianinas a partir de los residuos agroindustriales de esta fruta, surge
como un tema de vital importancia, ya que las sustancias bioactivas que se encuentran
presentes en la piel de la mora, no solo confieren el caracteristico color y sabor a la
fruta, sino que también poseen propiedades antioxidantes y grandes beneficios para la

salud humana.

Para la extraccion de antocianinas se utilizé etanol 96 por ciento como disolvente, al
que se le afiadi6 acido citrico para preservar la estabilidad de estos bioactivos, frente a
factores que podrian afectar su integridad. Posteriormente se microencapsulé con
maltodextrina, para preservar la actividad del bioactivo, prolongando asi su vida util,

para finalmente determinar la actividad antioxidante de las antocianinas.

Se determinaron que las condiciones Optimas para obtener mayor cantidad de
antocianinas fueron, la relacion 1:15 material vegetal - volumen disolvente por 30
minutos. En el proceso de microencapsulacion, se obtuvo una eficiencia de 78,178 por
ciento, indicando una microencapsulacion efectiva. Por otra parte, en la determinacién
de la actividad antioxidante, se obtuvo 55,606 por ciento de inhibicion DPPH en el
concentrado (Trolox referente de 311,711 micromol por litro) y un 29,342 por ciento
en el microencapsulado (Trolox referente de 205,550 micromol por litro), teniendo en
cuenta que, en este valor solo hay el 20 por ciento del concentrado. Este proceso
representa un avance significativo en la valorizacion de residuos agroindustriales y la

produccion sostenible de compuestos bioactivos.

Palabras claves: Residuos agroindustriales, actividad antioxidante, antocianinas,

microencapsulacion, mora de castilla, bioactivo.
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ABSTRACT

Tungurahua being one of the provinces with the highest production of blackberry, the
idea of recovering anthocyanins from the agroindustrial waste of this fruit, arises as a
topic of vital importance, since the bioactive substances that are present in the skin of
the blackberry, not only give the characteristic color and flavor to the fruit, but also

have antioxidant properties and great benefits for human health.

For the extraction of anthocyanins, 96 percent ethanol was used as a solvent, to which
citric acid was added to preserve the stability of these bioactives against factors that
could affect their integrity. Subsequently, they were microencapsulated with
maltodextrin to preserve the activity of the bioactive, thus prolonging their useful life,
to finally determine the antioxidant activity of the anthocyanins.

It was determined that the optimum conditions to obtain the highest amount of
anthocyanins were 1:15 plant material - solvent volume for 30 minutes. In the
microencapsulation process, it was obtained an efficiency of 78.178 percent, indicating
effective microencapsulation. On the other hand, in the determination of the
antioxidant activity, it was obtained 55.606 percent DPPH inhibition in the concentrate
(Trolox referent of 311.711 micromol per liter) and 29.342 percent in the
microencapsulated (Trolox referent of 205.550 micromol per liter), taking into account
that in this value there is only 20 percent of the concentrate. This process represents a
significant advance in the valorization of agro-industrial waste and the sustainable

production of bioactive compounds.

Key words: Agroindustrial waste, antioxidant activity, anthocyanins,

microencapsulation, blackberry of castile, bioactive.
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CAPITULO I.- MARCO TEORICO

1.1. Antecedentes Investigativos

1.1.1. Mora de Castilla

La Mora Andina o de castilla, conocida por su nombre cientifico Rubus glaucus es una
especie de mora nativa perteneciente a la familia de las Rosaceas, se cultiva en varias
regiones de América Latina con alta humedad relativa del 80% o 90% y un clima
subtropical o templado con temperaturas de 12 a 18 grados Celsius (Carrillo et al.,
2015). Esta fruta principalmente se encuentra en paises como Colombia, Ecuador,
México y Per, esta especie es muy resistente a las plagas y enfermedades habituales
que afectan los cultivos, volviéndose la mas consumida y teniendo mayor aceptacién
por el productor, presentando asi mayor productividad en comparacion con otras
especies (Cevallos, 2020).

Esta fruta, comienza a estar lista para cosechar después de 10 a 12 meses desde su
plantacion, desde ahi empieza sus cosechas semanalmente de manera continua, donde
su produccion aumenta considerablemente con el tiempo y logra estabilizarse a los 18
meses, destacando que la produccion adecuada de las plantas estaria dentro del rango
de 10 a 15 afios, eso depende del trato y cuidado que se les brinda (Cardona &
Bolafios, 2019). Sin embargo, son altamente perecederas durante la poscosecha, donde
alrededor del 30% del producto recolectado es descartado, a causa de dificultades en
la conservacion de estos frutos, resultando tener una vida Gtil corta de alrededor de 10
dias (Carrillo et al., 2015).

Esta fruta es de gran importancia comercial y tiene alta demanda para consumo
procesado o fresco, por su alto valor nutricional (Arrubla et al., 2022). Por lo que, su
calidad depende netamente de la madurez exacta de la fruta ya que, gracias a esto, la
fruta podra ser trasportada y comercializada sin ningun problema, pues su vida util
poscosecha estd relacionada directamente con esto. Es asi que, si los frutos se

encuentras inmaduros, no alcanzaran las propiedades organolépticas adecuadas y si



estdn demasiado maduros, la vida util de los frutos sera demasiada corta,
incrementando su descomposicion (Horvitz et al., 2017).

Esta fruta es rica en nutrientes, segun estudios realizados por Grande et al. (2020), es
una fuente natural de antioxidantes, vitamina C, K, acido folico, calcio, magnesio,
potasio y fibra dietética. Asimismo, sus residuos agroindustriales, son una fuente rica
en antocianinas, nutrientes y otros compuestos, considerandolos asi, como un material
muy valioso para la extraccion de antocianinas, ya que las moras son conocidas por

ser una fuente rica en estos pigmentos (Guijarro et al., 2019).

Estudios realizados en Arrubla et al. (2022), menciona que las moras son frutas
altamente perecederas, esto significa que tiene una vida Util relativamente corta
después de ser cosechada, por lo que provoca que una gran parte de la cosecha puede
deteriorarse antes de llegar al mercado o a ser procesada, lo que incrementa la cantidad
de residuos generados. Con el paso de los afios los residuos obtenidos después de la
produccion y comercializacion de la mora de castilla tendran un gran impacto gracias
a los nutrientes que esto poseen, que beneficiaran a la industria de manufactura de esta

fruta.

1.1.2. Residuos de la Mora de Castilla

Gracias a que existe gran cantidad de produccion de mora en la provincia, es
trascendental aprovechar los residuos de mora de Castilla para extraer antocianinas ya
que contribuye a reducir la cantidad de desechos agricolas que se llegan a generar en
periodos relativamente cortos (Montalvo, 2010), debido a que su cosecha es
estacional, esto quiere decir que ocurre en momentos especificos del afio debido a las
condiciones climéticas y naturales que influyen en el crecimiento y maduracion de
dicho cultivo (Espin et al., 2020).

Los residuos también contienen compuestos valiosos que pueden ser reutilizados y
equilibrar los principios de sostenibilidad y la economia circular, donde se busca
minimizar el desperdicio y maximizar la utilizacion de recursos disponibles, lo que es

beneficioso desde una perspectiva ambiental y econdmica (Diaz et al., 2020).



Las industrias de alimentos suelen tener informacion detallada del procesamiento y la
gestion de residuos que generan anualmente, por lo que es importante destacar su uso
ya que permite aprovechar los nutrientes que los residuos aun conserven. En el caso
de la mora, las semillas obtenidas en la manufactura de la fruta conservan actividad
estabilizante de radicales libres con la finalidad de reducir iones metélicos y neutralizar
el 6xido nitrico, ademas es rico en metabolitos secundarios (Allauca, 2019).

El potencial econdmico de la recuperacion de antocianinas a partir de los residuos
agroindustriales de la mora de castilla radica en su valor intrinseco como compuestos
de alto valor, ya que aumenta la posibilidad de transformar residuos en productos
comercializables y la diversificacion de las oportunidades comerciales en diversos
sectores (Rovira et al.,, 2017). Este enfoque no solo puede generar ingresos
adicionales, sino que también puede contribuir a la sostenibilidad econdémica y

ambiental de las operaciones de las industriales dedicadas a la manufactura de la fruta.

1.1.3. Antocianinas

Las antocianinas son una de las clases de flavonoides méas abundantes en las plantas,
que estan compuestas por una molécula de aglicona, unida a un azicar mediante un
enlace B-glucosidico. La estructura basica de las agliconas es el ion flavilio, llamado
también 2-fenilbenzopirilio, que consta de dos anillos aromaticos (un benzopirilio y
un anillo fendlico), que se encuentran unidos entre si (Aguilera et al., 2011), como
muestra la Figura 1.

Figura 1. Estructura general de las antocianinas (Kent et al., 2018).



La mora como tal poseen gran cantidad de antocianinas, por lo que sus residuos
también contienen cierto porcentaje de estos compuestos, esto se puede constatar en
su coloracion, ya que son pigmentos naturales responsables de la pigmentacion de
varios vegetales o frutas de colores intensos, como bayas, cerezas, uvas, remolachas,
etc (Rai & Tzima, 2021).

Las antocianinas tienen propiedades antioxidantes y se ha demostrado que poseen
beneficios para la salud y ademas contribuye a controlar el estrés oxidativo del

organismo (Arrubla et al., 2022).

1.1.4. Estrés oxidativo

El estrés oxidativo aparece por reacciones quimicas, acciones enzimaticas o por efecto
de las radiaciones ionizantes, que producen gran cantidad de especies quimicas
reactivas o conocidas también como radicales libres (altamente reactivos) (Jomova
et al., 2023), que tienen la capacidad de dar lugar a muchas reacciones con otros

compuestos presentes en el organismo y provocar dafio celular (Diaz et al., 2013).

La oxidacion es el proceso principal para obtencién de energia en la vida, sin embargo,
tiene efectos negativos ya que, debido al metabolismo celular descontrolado a nivel
mitocondrial (Chaudhary etal., 2023), el organismo tiende a generar ciertas
estructuras que incluyen radicales libres de hidroxilo, peréxido de hidrégeno, éxido
nitrico y superdxido, que son moléculas muy reactivas que provocan el deterioro de
macromoléculas, alterando los procesos celulares y causando enfermedades

degenerativas (Pizzino et al., 2017).

Entonces, para contribuir a contrarrestar los radiales libres, el organismo tiene defensas
naturales como la generacion de los antioxidantes enzimaticos y no enzimaticos
(Sharifi et al., 2020), que en ciertas ocasiones no son suficientes, porque el organismo

empieza a trabajar errbneamente.



1.1.5. Beneficios de las antocianinas

Salehi et al. (2020), ha demostrado que las antocianinas tienen propiedades
antiinflamatorias y antimicrobianas, indicando que pueden tener beneficios directos
para la salud, reduciendo el riesgo de enfermedades cardiovasculares, mejorando la
salud ocular, fortaleciendo el sistema inmunoldgico y previniendo ciertos tipos de
cancer provocados por el estrés oxidativo en el organismo. También, intervienen en la
prevencion de estas enfermedades, ya que contribuyen como agentes
quimioprotectores con la finalidad de cuidar la vida humana de mejor manera (Shen
et al., 2022).

De este modo, el uso de las antocianinas contribuye a la salud, por lo que se puede
emplear en las industrias de diferente forma, como sustituto natural de aditivos,
colorantes naturales, suplementos, entre otros. Sin embargo, al ser sensibles a factores
como el pH, la temperatura, la luz y la presencia de agentes oxidantes, tiende a perder
ciertas propiedades importantes (Montoya et al., 2022), por lo que, se busca
soluciones para contribuir a esta problematica, optando por microencapsular el
compuesto bioactivo con gran capacidad antioxidante con la finalidad de preservarlo
para su posterior aplicacion en distintos ambitos, ya sea alimenticia, farmacéutica y

cosmética.

1.1.6. Microencapsulacion

Dentro de las técnicas existentes para microencapsular se encuentran el secado por
enfriamiento, por aspersién, por congelamiento, coacervacion y extrusion (Yan et al.,
2022), pero la mas usada a nivel de industria y con excelente rendimiento es la de
secado por aspersion. Este método, como material encapsulante usa polimeros
naturales o sintéticos, entre estos se encuentra el quitosano, goma arabica, alginato,
proteinas, polimeros sintéticos, entre otros (Baltrusch et al., 2022). Estos materiales
deben ser seguros para el consumo humano y adecuados para proteger el compuesto
bioactivo, por lo que elegirlo dependerd de las propiedades deseadas de las

microcapsulas y las caracteristicas del compuesto a encapsular.



La microencapsulacion de secado por aspersion es una técnica que consiste en cubrir
el compuesto bioactivo por un material encapsulante como membranas poliméricas
que forman finalmente particulas Illamadas microcapsulas (Laureanti et al., 2023).
Este método es el mas usado a escala industrial y es beneficioso ya que ayuda a
proteger al bioactivo de la degradacion causada por la exposicion a la luz, el oxigeno
y otros factores del ambiente, que provocan una baja prolongacién de su vida util.
Ademas, las microcapsulas permiten la liberacion controlada de las antocianinas en el
momento y lugar deseados, mejorando la estabilidad y eficacia en sus posibles

aplicaciones, como la industria alimentaria, farmaceutica y cosmética.

1.1.7. Método de extraccion de antocianinas y evaluacion de la actividad

antioxidante

Los métodos de extraccion de las antocianinas se realizan a condiciones controladas
para evitar la inestabilidad de las mismas. Por lo general, la extraccion se realiza con
disolventes como etanol o metanol, estos dos contienen un poco de acido clorhidrico
HCI (15%), formando el cation flavilio, provocando que la estabilidad del bioactivo
aumente en este medio (Mattioli et al., 2020). Sin embargo, a nivel industrial, el
disolvente con resultados mayormente eficientes y de baja toxicidad es el etanol (Tena
& Asuero, 2022).

Grande et al. (2020), menciona que para evaluar la capacidad antioxidante de una
muestra 0 compuesto que sirve para neutralizar los radicales libres, el método de
actividad antioxidante DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazil) es el mas adecuado. Este se
basa en un principio importante, donde el radical DPPH es de color violeta oscuro,
pero cuando reacciona con un antioxidante, el color cambia y toma un tono amarillo
de acuerdo al nimero de electores absorbidos, lo que ayuda a cuantificar la capacidad
antioxidante de la muestra (Baliyan et al., 2022).



1.2. Objetivos

1.2.1. Objetivo General

e Proponer un proceso de recuperacion de antocianinas a partir de residuos

agroindustriales de Mora de castilla

1.2.2. Objetivos Especificos

e Extraer antocianinas presentes en el residuo agroindustrial usando etanol como

disolvente

e Obtener un microencapsulado de antocianinas mediante secado por aspersion

empleando polimeros naturales

e Determinar la actividad antioxidante de las antocianinas microencapsuladas

1.3. Hipdtesis

1.3.1. Hipotesis nula

No se extraera antocianinas con actividad antioxidante a partir de los residuos
agroindustriales de la Mora de Castilla para microencapsular.
1.3.2. Hipotesis alternativa

Se extraera antocianinas con actividad antioxidante a partir de los residuos

agroindustriales de la Mora de Castilla para microencapsular.



1.4. Sefialamiento de las variables de hipotesis

1.4.1. Variables dependientes

Concentracion de sélidos totales y concentraciébn de antocianinas para

microencapsular

1.4.2. Variables independientes

Proporcion material vegetal: volumen disolvente y tiempo de extraccion



CAPITULO I1.- MATERIALES Y METODOS

2.1. Materiales

2.1.1. Materia Prima

- Residuos de Mora de Castilla de la empresa INALPEV

2.1.2. Reactivos

- Maltodextrina

- Solucion Tampon Trolox

- Etanol 96%

- Metanol

- Acido citrico

- Agua destilada

2.1.3. Materiales e Insumos

- Matraces Erlenmeyer (500 ml)

- Vaso de Precipitacion (250 ml, 500 ml y 1000 ml)

- Embudo de vidrio

- Frascos &mbar (120 ml y 1000 ml)



Papel Aluminio (DIAMOND)

Papel absorbente

Tubos Eppendorf

Paquete de fundas Ziploc de Aluminio

Rollo de papel Aluminio

Papel filtro

2.1.4. Equipos

Balanza analitica Ohaus Adventurer-Pro

Balanza de humedad MLS50-3

Espectrofotémetro uv-vis fisher scientific

Rotavapor JKA HB100

Refrigerador Indurama

Spray Dryer BUCHI B-290

Espectroscopia Infrarroja Transformada Fourier (FTIR)

Deshidratador por conveccion SmartHeat

Plancha de calentamiento PC-6200

Computador Hp con sistema operativo Windows 10
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- Triturador de semillas

2.2. Métodos

2.2.1. Obtencidn de materia prima

Los residuos de la Mora de Castilla que se utilizaron fueron obtenidos de INALPEV.
Durante la recoleccion, la materia prima se colocé en bolsas Ziploc, se traslado la

muestra y se almaceno en congelacion.

2.2.2. Acondicionamiento de los residuos de la Mora de Castilla

Los residuos obtenidos se secaron a 60 °C, hasta eliminar toda la humedad existente.

2.2.3. Extraccion de antocianinas de la Mora de Castilla

Se utilizé una solucién alcohdlica — acida (etanol 96% — acido citrico), hasta alcanzar
una concentracion de 2,5 %. Se aplico la técnica de extraccion dindmica con agitacion
y calentamiento a una temperatura de 60 °C, porque mantiene la estabilidad de la
antocianina (Arruda et al., 2021). Empleando relaciones de residuo: disolvente 1:15
y 1:20 por 15 y 30 minutos a través de un disefio experimental 22, la variable de

respuesta fue la concentracion de antocianinas en base seca.

Variable dependiente Variable independiente

e Variacion de disolventes: 1: 15y
1:20

e Concentracion de sélidos

e Concentracion de antocianinas
e Tiempo: 15 miny 30 min
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Tabla 1. Disefio factorial 22 con dos niveles por cada factor.

Factor B
Factor A
15 min (t1) 30 min (t2)
Relacion 1:15 (Rmv-vd) Rmv-vd t; Rmv-vd t;
Relacion 1:20 (Rmv-vd) Rmv-vd t; Rmv-vd t;

Nota. Rmv-vd representa la relacion material vegetal — volumen disolvente y t es

tiempo.

Tabla 2. Estructura del disefio experimental 22,

Tratamientos
Factor A Factor B

(T)

1 1:15 15 min
2 1:15 30 min
3 1:20 15 min
4 1:20 30 min

Seguido a esto, se filtro la disolucion con el fin de eliminar el material vegetal. Se
separd el disolvente del extracto concentrado mediante rotoevaporacion a 68 °C y
revoluciones de 230 a 250 rpm; esto con el propdsito de medir el volumen obtenido de
concentrado de antocianinas. Finalmente, se guardd y se refrigerd en un frasco ambar,
debido a que este le protege de la luz y evita la alteracion de las antocianinas (Aranda,
2018).

2.2.4. Determinacion de antocianinas

A partir del extracto liquido obtenido de los residuos de la Mora de Castilla, se

determind la concentracién de antocianinas mediante el uso del espectrofotometro,
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mismo que sirvio para medir la cantidad de luz absorbida o transmitida por la muestra
en funcién de la longitud de onda. Este proceso se basa en la interaccion de la luz con
la materia y se utiliz6 para obtener la concentracion de las antocianinas, donde se usé
los datos obtenidos en la ecuacion (1) mencionada por (Lee et al., 2005), para la

determinacién de antocianinas.

A MW « DF « 1000
ex1

C(mg/L) = (1)

Donde:

C = Concentracion de antocianinas g/L.

A = Absorbancia obtenida.

MW= Peso molecular de cianidina 3-glucosido.
DF= Factor de dilucion.

e = Absortividad molar (cyanidina 3-glucésido 25965 cm * mol I).

(Lee et al., 2005)

2.2.5. Determinacioén de sélidos totales del extracto de Mora de Castilla

Balanza de Humedad

Para realizar el andlisis de la humedad residual se efectu6 por triplicado las réplicas,
mediante la balanza de humedad, usando recipientes de Aluminio. Para esto, se aplico

la ecuacién (2) de determinacion de solidos totales.

% ST = 100 — % humedad (2

(Bastidas et al., 2020)
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Método Gravimétrico Convencional

Para la determinacion de solidos totales, se realizo el método convencional
gravimétrico, donde se colocd por triplicado 1 ml de concentrado de antocianinas en
distintos crisoles, para posteriormente ubicarlo a la estufa durante 24 horas a 105 °C,
y luego llevarlos al desecador hasta que se enfrien para posteriormente pesarlos. Asi,
con los datos obtenidos en Anexo 10 y el uso de la ecuacion (3), se determinaron los

solidos totales.

Pf- Pv
- *100 3)

Pi-Pv

% ST =

Donde:

%ST = Porcentaje de solidos totales

Pv = Peso del crisol vacio

Pi = Peso inicial del crisol + 1 ml de concentrado de antocianinas

Pf = Peso final del crisol con la muestra carbonizada

(Van & Laurens, 2023)

2.2.6. Andlisis estadistico de los datos

Se realizd un analisis por triplicado en cada tratamiento, para valorar de mejor forma
los efectos y variaciones de los factores cuantitativos sobre la variable respuesta. Para
determinar la relacion existente entre el Factor A (relacion material vegetal-volumen
disolvente) y el Factor B (tiempo de extraccion), se realizd un analisis de Varianzas
(ANOVA), para lo que se utilizara el software Statgraphics. Se analizo la influencia

de cada factor sobre la variable de respuesta (Bastidas et al., 2020).
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2.2.7. Elaboracion de la disolucién para el secado

Se tomd en cuenta una relacién de antocianinas: agente encapsulante de 20:80. Se uso
maltodextrina para preparar una solucién mediante la disolucion del polimero,
mediante agitacion a una temperatura de 45 °C, hasta obtener una mezcla homogénea.
Este agente se usO debido a que tiene una eficiencia de 90,81 %, mejor que otros

agentes existentes (Bastidas et al., 2020).
2.2.8. Microencapsulacion de antocianinas

Para este proceso se alimento la camara de secado con una bomba peristaltica a un

caudal de 7.5 ml/min y un caudal aspirador con su capacidad maxima (100%).

Se tomo en cuenta la temperatura de entrada para el secado de 150 °C y temperatura
de salida de 90 °C (Bastidas et al., 2020). Cada ensayo se realiz6 por triplicado para

posteriormente verificar la eficiencia de la microencapsulacién mediante la ecuacion

(4).

EE%: CTagua - CSetanol
CTagua

(4)

Donde:
EE% = Eficiencia de microencapsulacion
CTagua = Concentracion total superficial de agua

CSetanol = Concentracidn total superficial de etanol
(Riera, 2020)

El polvo obtenido finalmente se envaso en bolsas Ziplock de papel Aluminio y se

almaceno en un lugar fresco y seco.
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2.2.9. Determinacién de la actividad antioxidante in vitro

Para la determinacion de la actividad antioxidante, se utilizo el método de DPPH (2,2
difenil-1-picrihidracilo), ya que este posee un radical con electron desapareado de
color azul-violeta, ayudando a la decoloracion (amarillo palido) a causa de la reaccién
generada por la presencia de una sustancia antioxidante (Grande et al., 2020). Asi
mismo, la curva de calibracién se obtuvo a partir de una solucién madre de Trolox,
diluciones y un control, esto con la finalidad de realizar el calculo del porcentaje de

inhibicién mediante la ecuacion (5).

% Inhibicion DPPH = [1- (3222 x100| )

c™ b
Donde:
Am= Absorbancia de la muestra
Ab= Absorbancia del blanco reactivo

Ac= Absorbancia del control

(Riera, 2020)
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CAPITULO IIl.- RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. Analisis y discusion de los resultados

3.1.1. Tratamientos aplicados para la extraccion de antocianinas

Se realizaron 6 réplicas de cada tratamiento, donde el primer factor analizado fue la
relacién material vegetal-volumen disolvente (Rmv-vd), obteniendo la relacion 1:15
como el mejor pardametro. Asi mismo, el mejor segundo factor fue, el tiempo de 30
minutos, indicando que, a estas condiciones, la extraccion de las antocianinas es mejor.
A continuacion (Tabla 3), se puede observar los datos obtenidos, para determinar la

cantidad en base seca existente en el mejor tratamiento.

Tabla 3. Datos obtenidos de las pruebas aplicadas a los tratamientos.

T  Réplicas %H % ST Aps C(L')  BS/100(g) ST
(£=535)

1 95455 4545 0,166  0,2874 6,324
2 95410 459 0162  0,2805 6,111
3 95441 4559 0,163  0,2822 6,191

' 4 95455 4545 0,167  0,2892 6,362
5 95451 4549 0,165  0,2857 6,281
6 95502 4,498 0,168  0,2909 6,467
1 95515 4485 0,162  0,2805 6,254
2 95526 4474 0,167  0,2892 6,463

: 3 95579 4421 0,167  0,2892 6,541
4 95553 4447 0,169  0,2926 6,580
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Abs

T  Réplicas %H % ST C(L')  BS/100(g) ST
(4=535)

5 95554 4446 0,163  0,2822 6,348
6 95550 445 0,165  0,2857 6,420
1 95662 4338 0151  0,2615 6,027
2 95675 4325 0,150  0,2597 6,005
3 95645 4355 0,158  0,2736 6,282

’ 4 95612 4388 0,154  0,2667 6,077
5 95653 4347 0,159  0,2753 6,334
6 95619 4381 0156 02701 6,166
1 95587 4413 0,144  0,2493 5,650
2 95591 4,409 0,144  0,2493 5,655
3 95544 4456 0,143  0,2476 5,557

* 4 95506 4,494 0,146  0,2528 5,625
5 95593 4,407 0,141  0,2442 5,540
6 95548 4452 0,139  0,2407 5,406

Nota. Interpretacion de las siglas; % H= porcentaje de humedad, % ST = sélidos
totales, Abs= absorbancia, C= concentracion y BS= base seca de las antocianinas.

Durante la extraccion, al etanol 96% se le afiadié &cido citrico con la finalidad de
mantener la estabilidad en este punto (Siskawardani et al., 2020), y conseguir mayor
cantidad del bioactivo. Resultando que el mejor tratamiento fue el 2, ya que dentro de
sus réplicas se obtuvo una concentracion de antocianinas de 0,2926 g/L en el extracto

y en base seca se obtuvo 6,580 gramos por cada 100 gramos de solidos totales.

Grande et al. (2020), menciona que el componente mayoritario en los extractos de los
residuos de mora son las antocianinas, mismas que son las responsables de otorgarles

el color, de rojo hasta azul oscuro (Horvitz et al., 2017).
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3.1.2. Disefio experimental

El disefio experimental utilizado fue un disefio factorial 22, mediante el cual se realizé
un analisis de la varianza ANOVA, para evaluar diferencias significativas entre

diferentes tratamientos (Smalheiser, 2017), como se mira a continuacion (Tabla 4).

Tabla 4. Analisis de Varianza para Concentracion de antocianinas vs Base seca.

Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio Razon-F Valor-P
A: Rmv: vd 1,5090 1 1,5090 103,7900 0,0000
B: Tiempo 0,2791 1 0,2791 19,1900 0,0003
AB 0,7805 1 0,7805 53,6800 0,0000
Error total 0,2908 20 0,0145

Total (corr.) 2,8594 23

El valor del coeficiente de determinacion R-cuadrado (R?) obtenido en el andlisis fue
de 89,8306 %, mismo que brind6 informacion sobre la variabilidad en la variable

dependiente, que es explicada por el modelo de regresién (Chicco et al., 2021).

(Ivanescu et al., 2016), menciona que R? es una herramienta con poder predictivo,
este varia de 0 a 1 o en porcentaje de 0 al 100%, donde O indica que el modelo no
explica ninguna variabilidad y 1 indica que el modelo explica toda la variabilidad.
Ademas, los valores mas altos revelan un mayor poder explicativo o un buen ajuste
del modelo a los datos observados, lo que implica que la mayoria de la variabilidad en

la variable dependiente ha sido capturada por el modelo.

De este modo, del analisis de ANOVA se obtuvo la ecuacién (6) del modelo ajustado,
en donde C representa la Concentra de antocianinas; R es la relacion material vegetal-

volumen disolvente y T es el tiempo de la extraccion.

C (%) =6,11108 - 0,25075 * R - 0,107833 * T - 0,180333 * R * T (6)
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Es asi, que con los datos analizados se obtuvo un diagrama de Pareto, esta es una
gréafica que se encarga de organizar datos en forma decreciente y que permite ordenar
prioritariamente aquellos factores con mayor incidencia a diferencia de otros
(Alkiayat, 2021).

A continuacion, se muestra el diagrama de Pareto (Figura 2), donde se puede observar
la relacion que tuvieron las variables, notando que existié mayor significancia en el
nivel mas bajo de los tratamientos, el Factor A (Rmv-vd). Asi mismo, el nivel mas alto
conocido como Factor B (tiempo), también lo es, mostrando que estan estrechamente
relacionados. Evidentemente se puede decir que tanto un factor como el otro son

significativos, asi como la interaccion entre estos.

Diagrama de Pareto Estandarizada para Concentra. antocia. Base seca

A:R mv:vd

AB

B:Tiempo

1 1 1 1 1
0 2 4 6 8 10 12
Efecto estandarizado

Figura 2. Diagrama de Pareto de la influencia de los factores en la extraccion de

antocianinas a partir de los residuos de la mora de castilla.

Por lo tanto, los datos analizados también sirvieron para obtener un grafico de
superficie de respuesta, este generalmente muestra una perspectiva tridimensional que
describe un sistema con alta precision (Kumari & Gupta, 2019), mismo que se
encarga de establecer valores de respuesta y condiciones de operacion deseables (Jiju,
2023).

De este modo, en la gréfica de superficie (Figura 3), donde se muestran los efectos

principales en la extraccidn de antocianinas, permitié confirmar la influencia existente
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de los factores utilizados, como son; la relacion 1:15 del material vegetal — volumen
disolvente (Rmv-vd) y el tiempo de extraccion de 30 minutos, demostrando que estas

condiciones son dptimas para la extraccion.

Superficie de Respuesta Estimada

Concentra. antocia. Base seca

-1
0,6 1 Tiempo

R mv:vd

Figura 3. Diagrama de superficie de respuesta de los efectos principales en la

extraccion de antocianinas de la mora.

Zapata et al. (2014), menciona que el rendimiento de extraccion esta influenciado por
los diferentes factores, la temperatura de extraccion y la relacion sélido-liquido, donde
el tiempo no tuvo efecto significativo. Sin embargo, los resultados obtenidos en este
trabajo, demuestran que, en el caso de las antocianinas extraidas de los residuos de la
mora de castilla, la relacion material vegetal-volumen disolvente mas bajo tiene mayor

eficiencia a un tiempo mayor, a una temperatura de 60 °C contante.

Igualmente, en la grafica de interacciones (Figura 4) se pudo constatar, cbmo estos
factores se relacionan entre si a lo largo del tiempo, confirmando por tercera vez que
las condiciones Optimas mencionadas anteriormente, interacttan significativamente.
Lo que significa que, tanto el uno como el otro, son parametros importantes que

influyen para la extraccion optima
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Gréafica de Interaccién para Concentra. antocia. Base seca

6,5 .
[ Tiempo=1,0

6,3~ Tiempo=-1,0

L Tiempo=-1,0
6,1

519 u .

Concentra. antocia. Base seca

L Tiempo=1,0
55 -
-1,0 1,0

R mv:vd

Figura 4. Diagrama de interaccidn para concentracion de antocianinas en base seca.

3.1.3 Obtencién del concentrado de antocianinas

El extracto obtenido a las condiciones Optimas (relacién 1:15 material vegetal-
volumen disolvente durante 30 minutos), se rotoevapord a 68°C hasta reducir su
volumen, separando el etanol del concentrado de antocianinas, consiguiendo 143 ml

solo del concentrado, para su posterior uso.

3.1.4 Solidos totales del concentrado de antocianinas

Los solidos totales del concentrado se obtuvieron mediante el uso de la balanza de
humedad, sin embargo, arrojaron resultados erréneos, esto pudo deberse a que el
concentrado contiene acido citrico, que pudo estar haciendo contacto con la placa de
aluminio, que pertenece a la balanza. Segun Katoh, (1968), menciona que, al exponer
el aluminio al &cido citrico, provoca corrosion lenta ya que un estudio de la corrosién
del aluminio en solucién citrica, forma con el metal un compuesto quelado soluble, lo
que pudo causar una alteracion en los resultados del concentrado, al estar expuesto al
calor. Por esta razén, se optd por determinar los solidos totales mediante método
gravimétrico convencional, lo que result6 favorable, ya que con los céalculos realizados
se obtuvo 43, 6369 % de solidos totales.
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3.1.5 Microencapsulacion de las antocianinas

A partir del porcentaje de solidos totales obtenidos, se prepar6 una mezcla polimérica
con maltodextrina, en una relacion 20:80 de antocianinas: agente encapsulante. Donde
se us6 22,920 ml del concentrado, 40 gramos de maltodextrina y 157,750 gramos de
agua, que fueron homogenizados hasta obtener una adecuada textura, obteniendo 22,

845 gramos de microencapsulado.

La eleccidn del polimero cumple un papel fundamental en la estabilidad del material
del ndcleo (Sousa et al., 2022), ya que el método de microencapsulacion mediante
secado por aspersion, se basa en recubrir las particulas sélidas o liquidas mediante un
agente microencapsulante, encargado de aislar el nucleo para protegerlo (Achmad
et al., 2023). A continuacién (Tabla 5), se muestran los resultados de la eficiencia de

microencapsulacion.

Tabla 5. Resultados obtenidos de la eficiencia de microencapsulacion de las

antocianinas de los residuos de mora de castilla.

Replica
Abs Concentracion  Promedio de Eficiencia
(dilucioén .
(535nm) (mg/L) concentracion (%)
1:100)
1 0,630 1,176
Absorbancia en
2 0,632 1,180 1,209
agua
3 0,681 1,272
78,178
1 0,140 0,263
Absorbancia en
0,141 0,265 0,264
etanol
3 0,142 0,264

Para el porcentaje de eficiencia de la microencapsulacion, se trabajo con tres replicas,
mismas que fueron diluidas 1:10. Para microencapsular se us6 el polimero

maltodextrina en una relacion de antocianinas: agente encapsulante 20:80, mediante el
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método de secado por aspersion. Obteniendo finalmente 78,178 % de eficiencia de la
fécula fina de color rosado como se muestra en el Anexo 11, debido al color natural
de las antocianinas contenidas dentro de la matriz polimérica (Carpio & Figueroa,
2017). Sin embargo, Righi da Rosa et al. (2019), menciona que las formulaciones que
contiene una mayor concentracion de maltodextrina muestran mayor eficiencia de

encapsulacion, motivo por el cual, pudo haber variacion en mis resultados

Segun Rios & Gil. (2021), indican que, durante la microencapsulacion, los parametros
de secado por aspersion, la temperatura de alimentacion, asi como la de entrada y
salida de aire, entre otros componentes, influyen en la eficiencia del microencapsulado,
provocando un deterioro en algunos de sus ingredientes. Sin embargo, en este estudio

se controlaron los pardmetros mientras se microencapsularon las antocianinas.

3.1.6. Analisis mediante espectroscopia infrarroja (FT-IR)

La espectroscopia infrarroja de Fourier (FT-IR), es considerado un método muy féacil
y répido (Padhi & Behera, 2022), que funciona con la incidencia de una luz infrarroja
que atraviesa una muestra, con el proposito de distinguir distintas estructuras o grupos
funcionales, puesto que se encarga de estudiar los fenGmenos de interaccion entre la
radiacion de origen infrarrojo y la materia (Tasumi, 2014). A continuacion (Figura 5),

se muestras los espectros infrarrojos.
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Figura 5. Espectros infrarrojos FT-IR. A) Concentrado de

antocianinas, B)

microencapsulado y C) polimero maltodextrina.
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Los espectros infrarrojos que se muestra en la figura 5, son el concentrado de
antocianinas, el microencapsulado y polimero maltodextrina. A) se presentan lo
grupos funcionales caracteristicos de la antocianina cianidina 3-glucésido del extracto,
donde se observa un pico del grupo C=0O de 1711,61cm™, el grupo aromatico de
1039,99; 1082,06 y 1193,01 cm™ y el grupo funcional OH de 3389,11 cm? y
combinaciones C-H de 2974,80 cm™. En B) se puede observar el espectro del
microencapsulado, obteniendo el pico de 1713,42 cm™. A diferencia de las dos
anteriores, C) muestra un pico mucho mas pequefio. Segun Barragan et al. (2018)
menciona que los espectros muestran grupos funcionales C=0 que se encuentran picos
de 1640 a 1680 cm, los grupos aromaticos va de 1500 a 1600 cm™ en cambio en el

grupo funcional O-H quelatado o hidrocetona va de 3200 a 3500 cm™.

3.1.7. Evaluacién de la actividad antioxidante

Para la evaluacion de la actividad antioxidante se realizo la prueba DPPH (2,2-difenil-
1-picrilhidrazilo), en la que el radical DPPH se caracteriza porque expresa un color
violeta intenso, donde su mayor absorbancia se produce a 517 nm y que, al reaccionar
con los antioxidantes, estos son capaces de proveer un atomo de hidrégeno,
reduciéndolo a DPPH-H (2,2-difenil-1-hidrazina) (Mfotie, 2021), mismo que presenta

una coloracion amarillo palido, como se puede observar en el Anexo 14.

Baliyan et al. (2022) menciona que existe mayor decoloracion a medida que la
cantidad de electrones captados aumenta, donde el cambio de coloracion es medida en
un espectrofotometro y la absorbancia obtenida, es la cuantificacién de la capacidad
antioxidante, después de un tiempo colocado a reposo las muestras en la placa de 96

pocillos, mientras se produce la reaccion.

El porcentaje de inhibicion obtenido del extracto fue de 55,606 % Yy del
microencapsulado fue de 29,342 %. Sin embargo, el valor real que representa el 20%
del concentrado utilizado seria 11.121 % de inhibicion, pero el valor obtenido es

mayor, lo que constata que existe buen % de inhibicion.

El trolox , es un antioxidante muy conocido (Yushkova et al., 2018), que fue utilizado

para obtener la curva de calibracion en un rango de 50 a 500 pmol/L, como se muestra
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en el Anexo 15, de donde se saco la ecuacion de la recta para obtener la concentracion
de trolox referente de cada muestra, resultando 311,711 pumol/L del extracto y 205,550
pumol/L del microencapsulado como se puede observar en la Tabla 6, lo que significa
que existe mayor capacidad antioxidante en el extracto que en el microencapsulado,
debido a que en el microencapsulado el recubrimiento con maltodextrina provoca que

preserve la capacidad antioxidante de la antocianina (Navarro et al., 2020).

Tabla 6. Resultados de la actividad antioxidante de antocianinas.

Muestra FD % Inhibicion DPPH Curva trolox (umol/L)
Extracto de antocianinas 55,606 + 2,355 311711 + 9517
Microencapsulado de 0,010
antocianinas 29,342 + 4,352 205,550 + 17,590

3.2. Verificacion de hipétesis

Mediante el analisis de varianza ANOVA realizado en los diferentes ensayos, result6
que, a partir del nivel de significancia de 0,05 y el valor obtenido de p < 0,05, se

determinaron los siguientes resultados:

Ho # 0 Se rechaza la hipotesis nula.

Ha = 0 Se acepta la hipotesis alternativa por lo que se considera que los distintos
factores que se analizaron si influyen en la extraccion de antocianinas con actividad

antioxidante.
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CAPITULO IV.- CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

4.1. Conclusiones

La propuesta de un proceso para la recuperacion de antocianinas a partir de
residuos, permitio establecer distintos pardmetros para una extraccion eficiente
de antocianinas de los residuos agroindustriales de la mora de castilla,
reduciendo la contaminacion y aprovechando uno de los compuestos
bioactivos presentes en ellos. Este punto integra aspectos técnicos,
medioambientales y posiblemente econdémicos, ya que se promueve la
generacion de productos con viabilidad comercial, para posibles aplicaciones

en industrias alimentarias y de suplementos.

La eleccion del etanol 96% como disolvente, més la adicion del &cido citrico
para la extraccion de antocianinas, demostro ser una opcion eficaz y respetuoso
con el medio ambiente, ya que es menos toxico que otros disolventes existentes
y se puede recuperar para reutilizar. La mejor relacion material vegetal —
volumen disolvente fue 1:15, lo que significa que por cada 1 gramo de residuo
se coloco 15 ml de disolvente, obteniendo una concentracion de antocianinas

de 6,580 gramos, siendo una extraccion considerable en residuos de la mora.

La obtenciobn de un microencapsulado de antocianinas, utilizando
maltodextrina como polimero de recubrimiento, ha demostrado ser exitosa, ya
que se obtuvo 30,751 gramos de microencapsulado a partir del concentrado de
las antocianinas extraidas. Ademas, se evidencia un alto porcentaje de
eficiencia de microencapsulacién, alcanzando un valor del 78,178 %, resultado
que indica, que el secado por aspersion, junto con el empleo de maltodextrina,
ha sido eficiente en la retencion de las antocianinas. Es asi que, mediante
espectroscopia infrarroja se constato que el proceso de microencapsulacion fue
adecuado y valida la integridad estructural de la microcapsula, destacando la

viabilidad de la técnica, para preservar las propiedades de las antocianinas.
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La determinacién de la actividad antioxidante de las antocianinas
microencapsuladas revela resultados significativos. A pesar de que el % de
inhibicion DPPH del concentrado de antocianinas alcanzo6 un valor notable del
55,606 % (equivalente en trolox a 311,711 pmol/L), la eficacia antioxidante
del microencapsulado fue superior, registrando el 29,342 % (equivalente en
trolox de 205,550 umol/L), si se tiene en cuenta que en el microencapsulado

solo hay un 20 % del extracto.

4.2. Recomendaciones

Se recomienda probar con otro &cido, como el acido clorhidrico que, segun
investigaciones actuales, es mas eficiente que el citrico, para obtener mayor

cantidad de antocianinas.

Se recomienda, conocer previamente la etapa de maduracion de la fruta, de la
cual se va a obtener los residuos, para obtener una extraccion de antocianinas

mayormente eficiente.
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AnNEexos

Anexo 1. Gréfica del barrido espectral de la disolucién de antocianinas usando

etanol como blanco.
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Anexo 2. Datos obtenidos en el barrido espectral de una disolucién de antocianinas
usando etanol como blanco, a una longitud de onda de 400 a 600 nm.

Longitud de
onda (nm) Abs
400 1,6608
410 1,4686
420 1,3680
430 1,3078
440 1,3087
450 1,2900
460 1,2653
470 1,2951
480 1,3677
490 1,4701
500 1,6070
510 1,7817
520 1,9200
530 2,0476
540 2,0266
550 1,9352
560 1,6536
570 1,3251
580 1,0116
590 0,8436
600 0,7541

Nota: Se constato que la absorcién maxima fue 2,0476 que marca la longitud de onda
de 530, verificando que el tipo de antocianina con la que realizamos el estudio es
cyanidina 3-glucosido, que se encuentra dentro del rango de longitud de onda

perteneciente a este tipo de antocianina.
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Anexo 3. Residuos agroindustriales de la mora de castilla.

Anexo 4. Acondicionamiento de los residuos de la mora de castilla en el deshidratador

por conveccion.
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Anexo 6. Preparacion de la solucion alcoholica — acida (etanol 96% mas acido

citrico).

Anexo 7. Proceso de extraccion de antocianinas a partir de residuos de la mora de

castilla.
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Anexo 9. Realizacién del método gravimétrico para la obtencién de solidos totales.

Anexo 10. Datos obtenidos de los pesos de los crisoles antes y después de colocar el

concentrado.

Pv (9) Pi (9) Pf (9) %ST X
26,006 27,2249 26,5629 45,6887
26,5741 27,8065 27,0976 42,4781 43,6369
25,7625 26,9725 26,2797 42,7438

Nota: Interpretacion de las siglas presentes en la tabla; Pv = peso del crisol

vacio, Pi = peso inicial del crisol + 1 ml de concentrado de antocianinas, Pf =

peso final del crisol con la muestra carbonizada y % ST = porcentaje de

solidos totales.

Anexo 11. Proceso de Microencapsulacion del concentrado de antocianinas.
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Anexo 12. Proceso de medicidn de los espectros del concentrado de antocianinas,

microencapsulado y polimero maltodextrina.

Anexo 13. Espectro infrarrojo de la unidén del concentrado de antocianinas,

microencapsulado y polimero.

Analista Adrministrator
Fecha jueves, 21 de diciembre de 2023 12:29

1014
1007
954
904

85

804

%T

754

704
65 ]
60 |'\
v
56 T T T T T 3
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 550
cm-1
Me Antocianinas R Mora Muestra 223 Por Administrator I echa jueves, diciembre 21 2023
Maliodextrina 15-7 Sample 221 By Administrator Date viernes, julio 15 2022
Antocianinas R mora Muestra 225 Por Administrator Fecha jueves, diciembre 21 2023

Nota: Los tres picos que estdn en recuadro rojo, mismos que muestras que la

maltodextrina, recubre eficientemente al concentrado.
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Anexo 14. Prueba en placa de 96 pocillos para determinar la actividad antioxidante.

Nota: En la placa se muestran A) El blanco (metanol: agua - 80:20) se encuentra en
los tres espacios de la primera fila, seguido del control (DPPH + agua destilada). B) El
reactivo DPPH. C) Muestra (DPPH + extracto). D) Muestra (DPPH +
microencapsulado) a distintos gramos y diluciones, siendo la més efectiva 0,05 gramos
en 1 ml de etanol, diluida 1:100.

Anexo 15. Curva de calibracion del trolox.

%Inhibicion DPPH

120 y = 0,2474x - 21,511
100 Rz = 0,9749

% Inhibicién del DPPH
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