

















1.1.

PROBLEMATICA DE LA INVESTIGACION

Descripcion de la realidad problematica

En los Gltimos afos existe una gran tendencia por restringir el uso de colorantes
sintéticos debido a sus probables efectos mutagénicos, carcinogénicos vy
genotoéxicos, lo que se refleja en los continuos cambios que se realizan en las
legislaciones de alimentos. Como resultado de tales medidas ha aumentado el
interés por los colorantes de origen natural como sustitutos, ya que hasta la
fecha no hay evidencia de que Su uso sea nocivo a la salud (Garcla, 2008). Entre
los pigmentos naturales se encuentran las clorofilas, carotenoides, flavonoides,
antocianinas y betalainas.

Las fuentes de betalainas obtenidas en su mayoria provienen a partir de
beterraga (Beta Vulgaris) y tuna (Opuntia Ficus) que también son las mas
estudiadas. Sin embargo las semillas de ayrampo (Opuntia soehrensii B.) han
mostrado un buen contenido de betalainas y alta capacidad antioxidante
(Sarmiento et al., 2003).

El ayrampo es un fruto que se desarrolla desde los 2300 a 4000 msnm, cuyas
condiciones climaticas se encuentran en la Region de Moguegua en las zonas
altas (Puquina y San Cristobal); éste fruto se ubica en las riberas de los montes,
dénde no es necesario utilizar agua para su produccion sélo se debe de tener un
suelo adecuado para éste fruto. En la actualidad el ayrampo (Opuntia Soehrensii
B.) es utilizado como remedio casero e infusiones en la dieta comun de los
pobladores de estas zonas, sin embargo no se esta aprovechando al maximo

todos sus beneficios, sus caracteristicas fisicas y quimicas (MINAG, 2010).



1.2.

Formulacion del problema

Los extractos acuosos de las semillas de ayrampo (Opuntia soehrensii B.)
constituyen una buena fuente de pigmentos (betacianinas) y antioxidantes
naturales. Sin embargo existe poca informacion sobre técnicas de extraccion que
permitan recuperar la mayor proporcién de betalainas (betacianinas) para poder
desarrollar procesos a pequefia escala que permitan revalorar este producto. Por
tanto es necesario desarrollar métodos de extracciéon y purificacion. Por ello el

presente trabajo de investigacion se plantea las siguientes interrogantes:

- ¢ Cual sera el resultado del analisis proximal que se realizara al ayrampo
(Opuntia soehrensii B.)?

- (Cudl es el efectoc de los parametros fisicoquimicos (nivel de

concentracién del solvente, pH, temperatura y tiempo de exposicion)
sobre el contenido de fenoles totales, betacianinas totales y capacidad
antioxidante del ayrampo (Opuntia soehrensii B.)?



1.3.

Justificacion e importancia de la investigacion

Los colorantes sintéticos tienen efectos colaterales dafinos para la salud, por lo
que se buscan utilizar colorantes naturales para sustituirlos, sin embargo estos
colorantes no soy muy utiizados debido a su alta inestabilidad durante su
procesamiento y almacenamiento.

El ayrampo contiene betalainas que actian como pigmentos naturales, estas
betalainas estan conformadas por betacianinas y betaxantinas que son
pigmentos hidrosolubles con buenas caracteristicas tecnolégicas para ser
utifizados en productos lacteos, bebidas, confiteria y helados ya que imparten
coloracicnes que van del rojo al amarillo. Ademas su uso esta aprobado desde
1960 por la FDA y en México la Secretaria de Salud permite su aplicacién en
alimentos y cosméticos (Vargas, 2015).

Como se describié anteriormente los extractos acuosos de las semillas de
ayrampo constituyen una buena fuente de pigmentos (betacianinas) vy
antioxidantes naturales. En particular, estos extractos muestran una buena
estabilidad a los tratamientos térmicos y almacenamiento (Caldas-Cueva et al.,
2015), por ende son una muy buena alternativa potenciar el uso de los extractos
de semillas como fuente de antioxidantes y colorantes naturales para el creciente
mercado de los alimentos funcionales e industria alimentaria.

Comprender el efecto de la temperatura y tipo de solvente permitird optimizar el
proceso de extraccion de pigmentos de ayrampo (Opuntia soehrensii B.); con la
finalidad de disefiar equipos y procesos a escala industrial; aprovechando el uso
de esta importante fuente de materia prima de la region sur del Peru

Es por ellc que se ha propuesto en esta tesis evaluar los parametros
fisicoquimicos (nivel de concentracion del solvente, pH, temperatura y tiempo de
exposicidon) para obtener la mayor cantidad de Betacianinas, Capacidad
antioxidante y Fenoles totales del Ayrampo (Opuntia soehrensii B.).



1.4. Objetivos
1.4.1. Objetivo general

- Evaluar la influencia de los parametros fisicoquimicos en la extraccién de
pigmentos de ayrampo (Opuntia soehrensii B.)

1.4.2. Objetivos especificos

— Realizar el analisis proximal con respecto a la humedad, grasa, proteinas,
cenizas y carbohidratos al extracto de ayrampo (Opuntia soehrensii B.).

'~ Evaluar el efecto de los parametros fisicoquimicos de extraccion {nive! de
concentracion del solvente, pH, temperatura y tiempo de exposicion) sobre
el contenido de fenoles totales, betacianinas totales y capacidad
antioxidante del ayrampo (Opuntia soehrensiiB.).



1.5. Hipétesis

1.5.1. Hipdtesis general

La influencia de los parametros fisicoquimicos influyen en la extraccidon de
los pigmentos de ayrampo (Opuntia scehrensii B.).

1.5.2. Hipbtesis especifica

El andlisis proximal con respecto a la humedad, grasa, proteinas, ceniza y
carbohidratos brinda informacion de! extracto de ayrampo (Opuntia

soehrensii B.).

Los parametros fisicoquimicos de exiraccion (nivel de concentracién del
solvente, pH, temperatura y tiempo de exposicion) influyen sobre el
contenido de fenoles totales, betacianinas totales y capacidad antioxidante

del ayrampo (Opuntia soehrensii B.).



2.1.

MARCO TEORICO

Antecedentes

Caldas-Cueva et al. (2015) Estudiaron los extractos de semillas de ayrampo,
como fuente de pigmentos en yogurt natural, el extracto filtrado fue analizado a
nivel del contenido de betacianinas, compuestos fenélicos totales y la capacidad
antioxidante, dicho extracto fue afiadido al yogurt natural, demostrando que el pH
y las condiciones de almacenamiento no influyen en la retencién del color de los
yogures durante un periode de 4 semanas, estos resultados demuestran que las
semillas de ayrampo contienen compuestos fenélicos que contribuyen al color y
pueden ser usados en una diversidad de alimentos, dada su estabilidad en pH
acidos y pueden ser un gran potencial como colorante natural para alimentos
funcionales.

Lépez (2014) investigo el extracto hidroalcohdlico de la pulpa del fruto de
Opuntia ficus Indica “tuna morada®, determinando la capacidad antioxidante
mediante el método DPPH encontrando que los valores en tuna son similares a
los de la vitamina C,; asimismo la inhibicion de la peroxidacion lipidica por parte
de los pigmentos en el microsoma hepatico fue de 0,117 pmolVmL, frente a lo
obtenido para la vitamina C que fue de 0,103 umol/mL. Posterior a ello evalué la
estabilidad del extracto de la pulpa del fruto de Opuntia ficus-indica “tuna
morada” en crema chantilly encontrando que a niveles de pH superiores a 5 la
estabilidad del pigmento es mayor a 20 dias.

Huaringa (2014) evalué el efecto de las temperaturas de concentracion sobre el
contenido de betacianinas y capacidad antioxidante del concentrado de tuna
ecotipo morado, demostrando que temperaturas alrededor de los 40°C no
influyen significativamente sobre la estabilidad de las betacianinas en tuna, la

capacidad antioxidante no mostro variabilidad en el estudio.



2.2. Bases Tedricas

2.21.

2.2.2.

2.23.

Parametros

Se conoce como parametro al dato que se considera como imprescindible y
orientativo para lograr evaluar o valorar una determinada situacion. A partir de
un parametro, una cierta circunstancia puede comprenderse o ubicarse en
perspectiva. Genéricamente, definimos como Parametro a una variable, el
establecimiento de un condicional que puede alterar tanto el comportamiento
como la estadistica de un término predeterminado, modificando el valor que

pueda llegar adquirir o las distintas condiciones que rodean al mismo.
Fisicoquimicos
El analisis fisico-quimico implica la caracterizacién de los alimentos desde el

punto de vista fisico-quimico, haciéndose énfasis en la determinacion de su
composicidon quimica, es decir determinar que sustancias estan presentes en

un alimento (proteinas, grasas, vitaminas, minerales, carbohidratos,

contaminantes metalicos, residuos de plaguicidas, toxinas, antioxidantes, etc.)

y en qué cantidades se encuentran (Zumbado, 2005).
Pigmento

Un pigmento, es un material que cambia el colorde la luz que refleja como
resultado de la absorcion selectiva del color. Este proceso fisico es diferente a
la fluorescencia, la fosforescenciay otras formas de luminiscencia, en las
cuales el propio material emite luz. Muchos materiales selectivamente
absorben ciertas ondas de luz, dependiendo de su longitud de onda. Los
materiales que los seres humanos han elegido y producido para ser utilizados
como pigmentos por lo general tienen propiedades especiales que los vuelven

ideales para colorear otros materiales. Un pigmento debe tener una alta fuerza

tefidora relativa a los materiales que colorea. Ademas debe ser estable en

forma sélida a temperatura ambiente (Reymex, 2013).



2.2.4.

2.2.5.

Ayrampo (Generalidades)

Es una especie silvestre, originaria de los andes peruanos, en los
departamentos de Ayacucho, Apurimac, Junin Puno y Moquegua; sus frutos
son comestibles y de forma cacera son utilizados para dar color a postres y
refrescos, y para el tefiido artesanal de fibras de lana (Morales, 2007). Es una
variedad del género Opuntia muy similar a la tuna cuya caracteristica principal
es ser un cactus de no mas de un metro de alto, es una planta herbacea
pequefia, perenne, de tallos o pencas aplanadas, ovoidales; sus frutos son
pequefias bayas carnosas, que cuando estan en el periode de maduracién son
de color rojizo o vinoso, muy jugosos, de sabor ligeramente dulce, conteniendo

muchas semillas ricas en materia colorante (Lock, 1997).

Se desarrolla a temperaturas de 12°C a 34°C, con un rango éptimo de 17°C a
23°C, y con una precipitacion promedio entre 400 a 800 m.m. Esta planta crece
en suelos sueltos, arenosos, calcareos en tierras marginales y poco fértiles,
superficiales, pedregosos, caracterizandole una amplia tolerancia edafica; sin
embargo, los suelos altamente arcillosos y humedos no son convenientes para
su cultivo. Crece desde el nivel del mar hasta los 3000 m.s.n.m., alcanzando su
mejor desarrollo entre los 1700 y 2500 m.s.n.m. (Sarmiento, 2003). Su
reproduccion se efectlia por medio de semillas 0 por propagacion agamica
(asexual) o también denominada "propagacién por pencas”, este ultimo es el
mas comun y consiste en plantar o enterrar pencas (Lock, 1994). El contenido
de pepa en los frutos secos del ayrampo representa el 27.2% de peso total de
muestra (pepa mas pulpa). Ademas, cita que estas semillas se encuentran
recubiertas por un tejido parenquimatoso que contiene el colorante, que

representa el 3.5% de la muestra (pepa mas pulpa) (Sarmiento, 2003).
Produccidén de Ayrampo en Mequegua

El cuadro que se muestra a continuacién describe la produccion de Ayrampo
(Opuntia soherensii} en la parte Alto Andina en la ciudad de Moquegua:



Tabla I: Produccion de las semillas de Ayrampo.

Producciéon de Ayrampo en la parte alto A
. fio
andina (tn)

2,380.90 2015
2,203.20 2014
1,927.60 2013
2,605.30 2012
2,567.90 2011
2,549.30 2010

Fuente: D.R.A. — Moquegua (2016).
ﬂ 2.2.6. Caracterizacion botanica

Reino: Plantae
Division: Antofitas
Clase: Dicotiledéneas
Orden: Opuntiales Cactaceales
Familia: Cactaceas
Género: Opuntia
Especie: Opuntia soherensii (Britton & Rose)

2.2.7. Composicién quimica

ﬂ El ayrampo posee un valor nutricional superior al de otras frutas en varios de
sus componentes: 100 g de la parte comestible posee 58 a 66 unidades
caldricas, 3 g de proteina, 0.20 ug de grasas, 15.5 g carbohidratos, 30 ug de
calcio, 28 ug de fésforo y vitaminas (caroteno, niacina, tiamina, riboflavina y
acido ascdrbico) (Morales, 2007). »



)

Tabla Il: Composicién quimica de las semillas de ayrampo
DESCRIPCION CANTIDAD

Agua 705¢g
Grasas 129
Cenizas 15g
Proteinas 8.9g
Azucares 5649
Fibra 12 g

Vit. B1 0.1 mg

Vit. B2 0.32mg

Vit. C 10.34 mg

Fuente: Morales (2007)
2.2.8. Betalainas

Quimicamente las betalainas son alcaloides derivados de la tirosina que
pueden ser de dos tipos: las betacianinas que son de color rojo-violaceo (b) y
las betaxantinas (c) anaranjadas amarillentas, ambas con el ntgcleo
fundamental del acido betalamico (a) (Fig 1) (Huaringa, 2014).
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Figura 1. Estructura de las betalainas en alimentos

El acido betalamico (a) es el croméforo comiun a todos los pigmentos
betalainicos; las betacianinas tienen un residuo ciclo-DOPA mientras que las

betaxantinas tienen aminoacidos o aminas adicionadas en dicha posicién. Las
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betacianinas son glicosidos mayormente de la betanidina. Por ejemplo, el
pigmento de la remolacha es el betanidin- 5-O -B —glucdsido (betanina)
(Casteltar, 2008).

Los frutos que contienen betalainas también poseen fenoles de diferentes
tipos, excepto antocianinas, pues estas dos clases de pigmentos son
mutuamente excluyentes. En algunas especies el contenide de fenoles es
mayor que el de betalainas, y en otras es o contrario. En varias especies del
género Opuntia los valores de fenoles totales fueron mayores que los de
betalainas (Morales, 2007).

Estabilidad de Ias Betalainas

Un requisito evidente de un colorante es su estabilidad a largo plazo, a
diferentes condiciones de temperatura, pH, Aw y otros factores. Se analiza a
continuacién la respuesta de las betalainas a distintas condiciones: pH,
temperatura, oxidacion, entre otros (Tesoriere, 2005).

- pH: Uno de los problemas mayores que tienen los colorantes naturales que
se encontraron hasta el momento es su baja estabilidad. Por ejemplo, en el
caso de las antocianinas se ha demostrado que son muy labiles en
medio acido, hidrolizandose rapidamente. En el caso de las betalainas, no
se hidrolizan en medio acido, pero si sufren cambios de celor tanto a un pH
por debajo de 3.5 por lo cual se pueden utilizar para alimentos acidos. Sin
embargo su maxima estabilidad esta entre pH 5y 6

- Luz: Las betalainas se degradan en presencia de luz siempre y
cuando también estén expuestas a oxigeno. En condiciones anaerobicas
su oxidacion es insignificante. |

- Oxigeno: Son relativamente oxidables, dando compuestos de color marrén.
Esto se puede evitar o disminuir en presencia de antioxidantes tales como
vitamina C. |

- Metales: En general las betalainas puras se hidrolizan mas faciimente
en presencia de cationes metalicos. Estas reacciones disminuyen

considerablemente cuando se encuentran en el jugo, debido seguramente



a la capacidad complejante de otros componentes tales como los
polifenoles que se encuentran naturalmente dentro del alimento.

- Temperatura: Indudablemente es el factor que mas afecta la estabilidad de
las betalainas, acelerando las reacciones de hidrdlisis que dan como
productos el acido betalamico incoloro y otros productos de color marrén.

- Antioxidantes: La presencia de antioxidantes estabiliza a las betalainas,

particularmente el acido ascorbico.
2.2.10. Betacianina
Una de las betacianinas que ultimamente han sido motivo de investigacion es la
del amaranto (Amaranthus tricolor), su estructura se asemeja a la de la
betanina. Las betacianinas mantienen su color purpura sin ningun cambio entre
pH 4 y 7. Las betacianinas dan colores rojizos a las flores de Bougainvillea,

Portulacacede y Cactaceas. Sirven para atraer a los insectos polinizadores y
también como protectores frente a la radiaciéon (Henriette, 2008).
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Figura 2. Estructura de las betacianinas y betaxantinas.

2.2.11. Capacidad antioxidante

Un antioxidante puede ser definido, en el sentido mas amplio de la palabra,
como cualquier molécula capaz de prevenir o retardar la oxidacion (pérdida de
uno o mas electrones) de otras moléculas, generalmente sustratos biologicos
como lipidos, proteinas ¢ acidos nucléicos. Los antioxidantes retrasan el



2.2.12.

2.3.

23.1.

proceso de envejecimiento combatiendo la degeneracién y muerte de las
células que provocan los radicales libres. La incapacidad de! cuerpo humano
para neutralizar a los radicales libres a los que estd expuesto diariamente,
obliga al hombre a recurrir a alimentos con la capacidad de neutralizarlos.

La mayor parte de la capacidad antioxidante de frutas y vegetales se la
proporciona su contenido en vitamina E, C y carotenos, asi como de diferentes

polifenoles (Downham, 2000).
Fenoles totales

Se denomina fenoles a todos los compuestos quimicos integrantes del conjunto
de derivados organicos de cuya composicion forma parte un grupo hidroxilo
OH-aromético, es decir, unido a un anillo bencénico. Por otra parte, la
denominaciéon especifica se asigna al fenol propiamente dicho, de férmula
CsHsOH, antiséptico empleado en la preparacién de algunos medicamentos y
que, ingerido o aplicado masivamente, ejerce un potente efecto toxico en el
organismo humano. Las concentraciones naturales de compuestos fenédlicos
son usualmente inferiores a 1 pg/l y los éompuestos mas frecuentemente
identificados son fenol, cresol y los Aacidos siringico, vainilico y p-
hidroxibenzoico (Kanner, 2001).

Definicion de términos
Propagacién agamica o asexual

Es aquella que se efectua sin la intervencién de los sexos, sino a través de
diferentes partes vegetativas de las plantas tales como raices, ramas, hojas,
etc., llamados propagulos. La propagacion asexual no implica cambios en la
constitucidn genética de la nueva planta (con excepcion de algunos casos
producidos por mutacicnes) ya que no hay unién de gametos con ia siguiente
recombinacién de genes (Cafiizares, 1972).



2.3.2.

2.33.

2.3.4.

2.3.5.

Tejido parenquimatoso

Comprende la parte principal del cuerpo de ia planta. Es un tejido simple de
poca especializacion, formado por células vivas en la madurez, que conservan
su capacidad de dividirse (Gonzalez, 1987).

Cromoéforo

Un cromoéforo es la parte o conjunto de atomos de una molécula responsable
de su color. También se puede definir como una sustancia que tiene muchos
electrones capaces de absorber energia o luz visible, y excitarse para asi emitir
diversos colores, dependiendo de las longitudes de onda de la energia emitida
por el cambio de nivel energético de los electrones, de estado excitadc a
estado fundamental o basal. Cuando una molécula absorbe ciertas longitudes
de onda de luz visible y transmite o refleja otras, la molécula tiene un color. Un
croméforo es una regién molecular donde la diferencia de energia entre dos
orbitales atdmicos cae dentro del rango del espectro visible. La luz visible que
incide en el cromdforo puede también ser absorbida excitando un electrén a
partir de su estado de reposo (Gonzalez, 1987).

Neutrofilos

Los neutrdfilos son un tipo de glébulo blanco, de tipo de granulocito, cuya
principal funcion es fagocitar y destruir a bacterias y participar en el inicio del
proceso inflamatorio. Los neutrofilos se caracterizan por tener un nucleo
lobulado y gran cantidad de granulos y lisosomas en su citoplasma con

diferentes contenidos que les permiten realizar sus funciones especificas.

Eritrocitos

También llamados gldébulos rojos o hematies, son los elementos formes mas
numerosos de la sangre. La hemoglobina es uno de sus principales
componentes, y su funcion es transportar el oxigeno hacia los diferentes tejidos
del cuerpo. Los eritrocitos humanos, asi como los del resto de mamiferos,



2.3.6.

carecen de nucleo y de mitocondrias, por lo que deben obtener su energia

metabdlica a través de la fermentacién lactica.
Hidrofobicidad

El efecto hidréfobo representa la tendencia del agua a excluir moléculas no
polares. El efecto se origina a partir de la ruptura de los enlaces de hidrégeno
altamente dinamicas entre moléculas de agua liquida. Grupos quimicos

polares, tales como grupo OH en metanol no causan el efecto hidréfobo.



METODOLOGIA

soehrensii B.)

soehrensii B.)

min.

3.1. Lugar de ejecucién
El presente trabajo de investigacion realizara la extraccién de los pigmentos en el
laboratorio de procesos de la Escuela Profesional de Ingenieria Agroindustrial de
la Universidad Nacional de Moquegua.
3.2. Nivel de investigacién
ﬂ Debido a la naturaleza del trabajo experimental se encuentra dentro de
investigacion aplicada, en el area de tecnologia de alimentos.
3.3. Operacicnalizacion de variables
A continuacion se detalla [a operacionalizacién de las variables en el Cuadro 1.
Cuadro 1: Operacionalizacién de variables
DEFINICION DEFINICICON
VARIABLES CONCEPTUAL OPERACIONAL DIMENSION INDICADORES
Paramet Analisis proximal
arametros Evaluacion los L con respecto a la
. . Los parametros valuaci . P
fisicoquimicos f[sico—qpuimOCOS. parametros Ctonc?néracslzr;/de humedad, grasa,
de la ; fisicoquimicos de elanol. Uy 8U%. proteinas, cenizas
. son variables que H:3v5 i
e_xtraccuén de permitiran la extraccion de -PRIGY y carbohidratos.
igmentos de o pigmentos de - Temperatura: 40 Contenido de
: adquirir datos a N
ayrampo distintas ayrampo y 80°C fenoles totales.
(Opuntia condiciones. (Opuntia - Tiempo: 10 y 30 Betacianinas

totales.

Capacidad
antioxidante.




3.4. Materiales y métodos

3.4.1.Materia prima

Se recolectaran 2kg de ayrampo entre los meses de Octubre-Noviembre

(maduracion), del distrito de Torata de la Provincia de Mariscal Nieto, region

Moquegua.

3.4.2.Materiales y equipos

a) Materiales

Matraces Erlenmeyer (100, 250 mL.)

Micrepipetas (50 y 100 pl)

Pipetas de vidrio (1, 2, 5, 10 mL)

Probetas de vidrio (50, 100, 250 mL)

Tubos de ensayc |

Vasos de precipitados de vidrio (50,.100, 250 mL)

b) Equipos

Balanza analitica {Acculab ALC 210.4)

Bafio de Maria (FRAVILL)

Equipo de titulacion potenciométrica (Hanna, USA)
Espectrofotometro PG UV-visible doble haz

Estufa L-C oven (Lab Line)

Potenciémetro (Cyentec)

Refractémetro (marca Baush & Lomb modelo Abbe-3L)
Refrigeradora (Bosch)

Rotavapor (BUCHI, R-220)

¢) Reactivos

Acido ascérbico (Vitamina C)

Trolox: 6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-carboxylic acid
ABTS: 2,2'-azinobis (3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid
Folin-Ciocalteu (2N)

Acido clorogenico



3.5.

- Mcllivane buffer (0.15M, pH 5.6)

- Acido etilendiaminotetraacético (EDTA) Sigma
- Acido tiobarbitdrico (TBA)Sigma

- Dimetilsulféxido (DMSO) Sigma

- Etanol 96°

- Metanol

- KCI0,15M

- Metanol 30°

Metodologia experimental

El siguiente flujograma detalla el procesc del presente trabajc de investigacion:
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3.51.

3.5.2.

3.5.3.

A continuacién detallamos cada una de las operaciones mencionadas en la

Figura 2.
Recoleccion

Las muestras seran colocadas en papel microperforado, y acondicionadas en
cajas de cartén perforado para evitar el dano por estrés oxidativo en el fruto del
ayrampo. Se realizara el analisis proximal segun los métodos de analisis

estandar de la AOAC (1984), tal como se detalla a continuacion:

- Humedad: Sera evaluado de acuerdo con el método AOAC — 925.09

- Grasa: Determinado por el método AOAC - 920.39

- Proteinas: Sera determinado por el contenido de nitrdgeno total, de
acuerdo al método AOAC - 950.48

- Cenizas: Sera calculado segun lo reportado por el método AOAC - 930.05

-  Carbohidratos: Sera calculado por la diferencia.

Acondicionamiento

Las muestras recolectadas seran sumergidas en una solucion de hipoclorito a
Sppm, para después proceder a refirar las cascaras, el fruto del ayrampo
(semillas) segin el método de Sanchez (2013). Estas muestras seran llevadas
a secado a 40°C por 24 horas, las muestras seran envasadas en bolsas de

~ polietileno y protegidas de la luz a temperatura ambiente.

Extraccion de los pigmentos

Para determinar el efecto del nivel de concentracion del solvente segln el
método descrito por Castellar (2003); se usaran diferentes concentraciones de
etanol (0-80%, viv). Por ejemplo, Se pesaran 2g de muestra de ayrampo, el
cual sera llevado a 20ml de la solucién (etanol:agua), el pH de la solucién sera
ajustado a 3 y 5 con una solucién al 1% de acido citrico, con la finalidad de
evitar la descomposicion del pigmento y evaluar el efecto de este factor en la

extraccién del pigmento.



3.5.4.

a)

b)

La mezcla sera homogenizada en un agitador Vortex, Finalmente la muestra

sera llevada a bafio maria a una temperatura y tiempo segan la Cuadro 1.
Estudio de estabilidad del pigmento

El efecto de la estabilidad de! pigmento sera evaluado mediante espectro de
absorbancia, mediante un espectrofotémetro'UV—visible, los analisis a realizar

son los siguientes:
Fenoles totales

El contenido total de compuestos fendlicos sera determinado con Folin-
Ciocalteu, segtin el método descrito por Rossi (1965), usando la curva estandar
de acido clorogénico. La absorbancia sera medida a 725nm y los resuitados

seran expresados como mg de acido clorogénico equivalente (CAE)/ 100mL.

Prebarar una solucion de carbonato de sbdio de una concentracion de 75
g/L.

Preparar una.solucion de Folin - Cicocalteau 1 N.

Tomar 500 pL de extracto diluido en un tubo protegido de la luz y adicionar
primero 250 pL de Folin - Ciocoalteau, y segundo 1250 pL de solucién
carbonato de sodio. Paralelamente prepa-rar un blanco con 500 pL de
metanol en lugar de la muestra, con el cual se calbrard el
espectrofotémetro. A

Agitar y dejar reaccionar por 30 minutos. Leer en el espectrofotometro a 725
nm. Las lecturas no deben ser menores a 0.1 ni mayores a 0.7.

El contenido de compuesto fendlicos se calcula usando una curva estandar
de acido clorogénico.

Betacianinas totales

Las betacianinas seran calculadas segun el método reportado por Caiy Corke
(2000), donde el extracto sera diluido a un volumen conocido con Mcllvane
buffer (0.15M, pH 5.6), la absorbancia medida debe estar entre los rangos de



c)

3.6.

0.2 y 0.8 a 537nm. El % de betacianinas sera calculada por la siguiente
ecuacion
%BC = (AX V)/(E'™ x L x M)

Donde A es la absorbancia a 537nm, V es el volumen de prueba de la solucién
(mL), L es el ancho de la cubeta de vidrio (1cm), W es el peso de la muestra (g)
y E es el coefciente de absorcién molar para betanina (1120).

Capacidad antioxidante

La capacidad anticxidante se determinard mediante el métode de ABTS
adaptado por Arnao et al. (2001), una alicuota de 150 L de muestra diluida en
metanol (absorbancia 0.2 — 0.8) sera mezclada con 2850 yL de ABTS ésta
solucién serd preparada segun lo descrito por Awika et al. (2003), con una
absorbancia de ~1.1 medida a 734nm. Simultdneamente 150puL de metanol
sera tratado como control y blanco. La actividad antioxidante sera calculada
como pmol de equivalente Trolox (TE)}mL, el cdiculo se hara a partir de la

curva estandar desarrollada con Trolox.
Disefio experimental

El disefio experimental se llevara a cabo mediante un disefio factorial 2%, con un
95% de confiabilidad, que te permite evaluar los efectos de diversos tratamientos
en dos niveles cada uno sobre la variable respuesta. Para tal fin primero se debe
identificar las variables dependientes e independientes:

Variables independientes

- Concentracion de etanol: 0 y 80%
- pH:3y5

- Temperatura: 40 y 80°C

- Tiempo: 10 y 30 min



b) Variables dependientes

- Fenoles totales (mg/kg)
- Betacianinas totales (mg/kg)
- Capacidad antioxidante (umol Trolox/mL)

3.6.1.Analisis de los efectos

La identificacion de variables independientes y dependientes te permite establecer
pérémetros o niveles superiores o inferiores que se codifican con +1 y -1

respectivamente, tal como se detalla en la Cuadro 2.

Cuadro 2. Factores experimentales

Variables 1 Niveles 1 Variable respuesta
pH 3 5
% desc?lt\?enr?t'een el 80 -Fenoles totales
. - Betacianinas totales
Temperatura 40 80 - Capacidad
Tiempo 10 30 antioxidante

Identificado los niveles +1 y -1, procedemos a generar las interacciones entre los
niveles de los tratamientos que nos pemiten obtener las corridas experimentales, las
cuales se presentan en la Cuadro 3 y Cuadro 4.



Cuadro 3. Disefio estadistico 2%, con niveles codificados

i pH % Temperatura | Tiempo | Efectos
1 - - - -
2 + - - -
3 - + - -
4 + + - -
5 - - + -
6 + - + -
7 - + + -
8 + + + -
9 - - - +
10 + - - +
11 - + - +
12 + + - +
13 - - + +
14 + - + +
15 - + + +
16 + + + +
17 0 0 0 0
18 0 0 0 0
19 0 0 0 0
20 0 0 0 0




Cuadro 4. Disefio estadistico 2, con parametros reales

i pH % Etanol | Temperatura | Tiempo | Efectos
1 3 0 40 10
2 5 0 40 10
3 3 80 40 10
4 5 80 40 10
5 3 0 80 10
6 5 0 80 10
7 3 80 80 10
8 5 80 80 10
9 3 0 40 30
10 5 0 40 30
11 3 80 40 30
12 5 80 40 30
13 3 0 80 30
14 5 0 80 30
15 3 80 80 30
16 5 80 80 30
17 4 40 60 20
18 4 40 60 20
19 4 40 60 20
20 4 40 60 20

El modelo estadistico para el disefio factorial esta expresado en funcién de:

Yijkz = H+i+ B+ 8 + ¥, + (X B)ij + (08w + (vB)zj + (X ¥B)izj +
(< 0B)ikj + (X OF) iz + (X OBY)ixjz + €ijkz

Dénde:

y: Es el valor observado en el i-esimo factor A y j-esimo factor B.
u: Media general ‘

a. Esel efécto de la relacién etanol ; agua (i: 1, 2)

B: Es el efecto del pH (j: 1, 2)

6:Esla inferaccién de la temperatura (k: 1,2)

v: Es la interaccion c]el tiempo (z: 1,2)

af: Es la interaccién relacién etanol : agua y pH

84: Es la interaccién de la temperatura y pH

yB: Es la interaccion del tiempo y pH

ayf: Es la interaccion de la relacién de etanol:agua, tiempo y pH.



afpf: Es la interaccién de la relacion de etanol:agua, temperatura y pH.
ady: Es la interaccion de la relacion de etanol:agua, temperatura y tiempo.

adyf: Es la interaccion de la relacién de etanol:agua, temperatura, pH y tiempo.

Los efectos significativos seran analizados mediante una prueba de comparacion
Tukey al 95% de confiabilidad.



IV. CRONOGRAMA DE ACTIVIDADES

Cuadro 5: Cronograma de actividades

Descripcion

Meses
Octubre Noviembre Diciembre
SEM1 | SEM2 | SEM3 | SEM4 | SEM1 | SEM2 | SEM3 | SEM4 | SEM1 | SEM2 | SEM3 | SEM4

Elaboracién del
Perfil

Aprobacién del
perfil

Recoleccion de
ayrampo

Extraccion

Analisis de
laboratorio

Presentacion del
informe final




V. PRESUPUESTO

Cuadro 6: Desarrollo de los costos para la realizacion del proyecto.

N° Actividades Total S/.

1 Recoleccién 250

2 Determinacion del analisis Proximal. 250

3 Extraccioén 400

4 Analisis de betalainas totales 1100

5 Analisis de betacianinas 2700

6 Analisis de Capacidad antioxidante 400

7 Analisis de fenoles totales 450

8 Material de escritorio 100

9 Alquiler de laboratorio - UNAM 400

10 | Redaccién y presentacién del informe final - 250

11 Imprevistos 400
Total de costos del proyecto 6,400.00
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