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RESUMEN

Para la obtencion del extracto colorante se utilizé semillas secas de
ayrampo, extraidas de los frutos que fueron recolectados de la provincia de
Candarave, inicialmente se aplico tres condiciones de maceracion: tiempo
(30, 60, 90 min), velocidad de agitacion (0, 90, 180 rpm) y temperatura (20,
30, 40 °C). Se determiné estadisticamente que la temperatura no es
significativa para las condiciones experimentales, por lo cual se vio por
conveniente realizar otros ensayos para los factores significativos como
son: tiempo (30, 35, 40 min) y velocidad de agitacién (190, 195, 200 rpm),
aplicandose un disefio factorial 32. Estadisticamente resulté que las
mejores condiciones de maceracion para la mayor obtencion de extracto
colorante son: tiempo de 38,35 min y velocidad de agitacion de 198,82 rpm
a estas condiciones se obtienen: 177,927 mg de betacianinas/100 g, 69,073

mg de betaxantinas/100 g y 246,9 mg de betalainas/100 g.



ABSTRACT

To obtain the coloring extract dry seeds of ayrampo were used,
extracted from the fruits that were collected from the province of Candarave,
initially three maceration conditions were applied: time (30, 60, 90 min),
agitation speed (0, 90, 180 rpm) and temperature (20, 30, 40 ° C). It was
statistically determined that the temperature is not significant for the
experimental conditions, for which it was considered convenient to perform
other tests for the significant factors such as: time (30, 35, 40 min) and
agitation speed (190, 195, 200 rpm), applying a factorial design 32.
Statistically it turned out that the best conditions of maceration for the
greater obtaining of coloring extract are: time of 38,35 min and speed of
agitation of 198.82 rpm to these conditions are obtained: 177,927 mg of
betacyanins / 100 g, 69,073 mg of betaxanthines / 100 g and 246.9 mg of

betalains / 100 g.



INTRODUCCION

En los udltimos afios hay una gran tendencia a restringir el uso de
colorantes sintéticos debido a su posible toxicidad, 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

gue su uso sea nocivo a la salud.

En la busqueda de nuevas fuentes colorantes se encontré a las
semillas del ayrampo, las cuales estan recubiertas por materia colorante

llamadas betalainas y se divide en betacianinas y betaxantinas.

El ayrampo se encuentra de manera silvestre en la provincia de
Candarave y es utilizado de forma artesanal como colorante. Sin embargo,
es poca la importancia que se le ha dado, ya que este fruto puede ser
considerado una fuente potencial de color, hecho que podria favorecer el

nivel de vida y el desarrollo rural de los pobladores andinos de Candarave.

Por tal motivo la presente investigacion tiene como objetivo determinar

las condiciones de maceracién que permitan la mayor obtencion de extracto



colorante a partir de las semillas de ayrampo (Opuntia soehrensii)
procedentes de la provincia de Candarave y de esta manera darle un

criterio técnico a la obtencién de este colorante natural.

El estudio consta de dos partes, en la primera parte se obtuvo
extractos colorantes, siendo las condiciones de maceracion el tiempo y la
velocidad de agitacion, en la segunda parte de la investigacion se
determind la concentracion de betacianinas, betaxantinas y betalainas
presentes en los extractos, determinandose asi las mejores condiciones de

maceracion.



CAPITULOIl. EL PROBLEMA

1.1 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En los ultimos afos el interés de los consumidores por la seguridad de
los alimentos a llevado a muchas empresas a revisar la formulacion de sus
productos y sustituir los colorantes artificiales por otros naturales, ademas
existen estudios por el Area de Nutricion y Bromatologia de la Universidad
Publica de Navarra (Ibafiez et al., 2003) que diversos colorantes sintéticos
gue se utilizan para colorear alimentos, causan posibles efectos adversos
sobre la salud. Debido a esta problematica existen estudios de
investigacion sobre la obtencion de colorantes naturales de diversas
plantas que puedan ser una nueva alternativa para reemplazar a los
colorantes sintéticos. En el Peru algunas empresas importantes como
Gloria, utilizan colorantes naturales como el SIN 120 y SIN 160b, por tal
motivo es de importancia dar a conocer otras alternativas de colorantes
naturales que presenta la regién de Tacna y que pueden ser utilizadas para

colorear alimentos.

Las semillas del ayrampo tienen un gran potencial como colorante y

son utilizadas tradicionalmente por la comunidad de la provincia de



Candarave para colorear sus productos artesanales como helados,
refrescos, mazamorras Yy fibras de lana; sin embargo, ésta practica en los
altimos afos se viene perdiendo debido a la falta de continuidad de esta

tradicion.

La obtencion tradicional de los pigmentos de las semillas del ayrampo,
se realiza por maceracion en agua con un tiempo de reposo a temperatura
ambiente y con agitacidbn manual esporadica a criterio propio del que realiza
la tarea; observandose que en los diferentes ensayos que realiza un
poblador, que las tonalidades del color difieren entre si, debido a que no
hay uniformidad en las condiciones de maceracion que se realizan para
extraer los colorantes de las semillas, lo que motiva la preocupacion de los
gue realizan este proceso de obtencion artesanal, debido a la falta de

criterio técnico con que se obtiene este extracto colorante.

1.2 FORMULACION DEL PROBLEMA

Problema general

¢, Qué condiciones de maceracién permiten la mayor obtencién de
extracto colorante a partir de las semillas de ayrampo (Opuntia soehrensii)

procedentes de la provincia de Candarave?



Problemas especificos

— Qué tiempo permite la mayor obtencién del colorante de las
semillas de ayrampo.
— Que velocidad de agitacién permite la mayor obtencion del

colorante de las semillas de ayrampo

1.3 DELIMITACION DE LA INVESTIGACION
Delimitacion Temporal
El estudio es transversal debido a que abarc6 un periodo de 8 meses

a partir del periodo productivo del ayrampo que es el mes de abril.

Delimitacion Espacial
El presente trabajo, se realiz6 en los laboratorios de la Escuela de
Industrias Alimentarias, de la Facultad de Ciencias Agropecuarias de la

Universidad Nacional Jorge Basadre Grohmann.

Delimitacion Teorica

La presente investigacion se limité a determinar las condiciones de
maceracion (tiempo y velocidad de agitacion). Para evaluar el extracto
colorante se determind la concentracion de betacianinas y betaxantinas

para luego cuantificar las betalainas.



Para complementar la presente investigacion se realizé el analisis
fisico-quimico de la materia prima. Para el extracto obtenido en las mejores
condiciones de maceracion se determiné el balance de materia y la
caracterizacion fisicoquimica. Finalmente se evalud la estabilidad de los

extractos al mes de almacenamiento a 4°C y a temperatura ambiente.

1.4  JUSTIFICACION

Actualmente hay un interés mundial en el aprovechamiento de los
colorantes naturales. Debido a la necesidad de expandir la variedad de
colorantes y por otro a la implicacién de que son naturales y seguros para
el consumo (Enriquez, 2005); por tal motivo es de importancia dar a
conocer otras alternativas de colorantes naturales. Tal es el caso del
ayrampo, del cual se tienen pocos estudios y la informacién que existe esta
muy dispersa, debido principalmente a que es un fruto silvestre, poco
conocido y explotado. Sin embargo, este fruto puede ser considerado una
fuente de color interesante, ademas existen estudios de que el ayrampo
podria ser una fuente viable de obtencion de pigmentos rojos para ser

usados como colorantes naturales.

La presente investigacion buscO mejorar la obtencion artesanal del
extracto colorante a partir de las semillas del ayrampo, de esta manera

darle un criterio técnico a esta practica realizada por los pobladores y



revalorar esta tradicibn que se viene perdiendo debido a la poca
importancia que se le da a este fruto nativo que crece en la Region de
Tacna, los cuales pueden ser usados como colorantes naturales para la
industria alimentaria, hecho que podria favorecer el nivel de vida y el

desarrollo rural de los pobladores andinos de Candarave.

Segun, Soriano (2001), Gamarra, Chirinos y Campos (2004) coinciden
que la obtencion del colorante de ayrampo es a una relacion de 1:3 con

respecto a semilla y agua.

Lock (1997), Sanchez (2006) y Gamarra, Chirinos y Campos (2004),
indican que el método usual de extraccion de este tipo de pigmentos es por

maceracion los cuales se maceran por lo general en agua.

Segun Enriquez (2005) para la gran mayoria de colorantes vegetales
necesitan bajas temperaturas durante la extraccidén ya que son susceptibles
a la degradacion térmica y que el aumento de temperatura parece no tener

un efecto notable en el proceso de extraccion.

Enriquez (2005), Soriano (2001), Gamarra, Chirinos y Campos (2004)
mencionan que las extracciones de este tipo de pigmentos se realizan con

tiempos cortos de contacto con el solvente.



15 LIMITACIONES
Existe escasa informacion bibliografica sobre el ayrampo
especialmente en su composicion quimica, taxondmica y de obtencion de

este colorante.

Las semillas de ayrampo procedentes de Candarave no se expenden
en la ciudad de Tacna, por tal motivo se espero su periodo de recoleccion,

que fue en el mes de abril.

1.6 OBJETIVOS
1.6.1 Objetivo General

Determinar las condiciones de maceracién que permitan la mayor
obtencion de extracto colorante a partir de las semillas de ayrampo

(Opuntia soehrensii) procedentes de la provincia de Candarave.

1.6.2 Objetivos Especificos
e Determinar el tiempo de maceracion que permita la mayor obtencion
del colorante de las semillas de ayrampo.
e Determinar la velocidad de agitacion que permita la mayor obtencion

del colorante de las semillas de ayrampo.



CAPITULO Il. HIPOTESIS Y VARIABLES

2.1  HIPOTESIS
2.1.1 Hipotesis General
El incremento de las condiciones de maceracion aumenta la obtencion

de extracto colorante a partir de las semillas de ayrampo.

2.1.2 Hipodtesis Especificas
¢ El incremento del tiempo de maceracion permite la mayor obtencién
del colorante de las semillas de ayrampo.
e El incremento de la velocidad de agitacion permite la mayor

obtencion del colorante de las semillas de ayrampo.

2.2 VARIABLES
a) Variable independiente: Condiciones de maceracion.
b) Variable dependiente: Extracto colorante a partir de las semillas de

ayrampo

2.2.1 Indicadores de las variables

Indicadores de la variable independiente:

— Tiempo de maceracion



— Velocidad de agitacion

Indicadores de la variable dependiente:
— Concentracién de betacianinas
— Concentraciéon de betaxantinas

— Concentracion de betalainas

2.3 MATRIZ DE CONSISTENCIA

Para el presente estudio se realizd la matriz de consistencia que se

observa en la tabla 1.

2.4 OPERACIONALIZACION DE LAS VARIABLES

A continuacion, se presenta en la tabla 2 la operacionalizacion de
variables la cual describe la definicion conceptual y operacional de la
variable dependiente e independiente y sus respectivas dimensiones,

indicadores, unidades de medida y escala.
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Tabla 1. Matriz de consistencia

TITULO: Obtencién de extracto colorante por maceracion a partir de las semillas de ayrampo (Opuntia soehrensii) procedentes de la provincia de Candarave

Poblacion y Técnicas e Estadigrafo
Problema Objetivos Hipotesis Variables Disefio .
muestra instrumentos
Técnica:
Problema Principal Objetivo General Hipotesis General Variable Poblacion Tipo -Espectrofotométrica -Andlisis de
¢Qué condiciones de | Determinar las condiciones | El incremento de las | independiente La  poblacién | Experimental | -Determinaciéon de varianza
maceracién permiten la | de maceraciéon que permitan | condiciones de estd compuesta grasas por método
mayor obtencién de | la mayor obtencion de | maceracion aumenta la | -Condiciones de | por el ayrampo Soxhlet
extracto colorante a partir | extracto colorante a partir de | obtencion de extracto | maceraciéon procedente de | Disefio: -Determinacion de
de las semillas de ayrampo | las semillas de ayrampo | colorante a partir de la Provincia de | Factorial 32 humedad: A.O.AC.
(Opuntia soehrensii) | (Opuntia soehrensii) | semillas de ayrampo. Candarave. (2005)
procedentes de la provincia | procedentes de la provincia Variable -Determinacion de
de Candarave? de Candarave Hipotesis especificas: dependiente Muestra proteinas por método
-Elincremento del tiempo Se utilizé de Kjeldahl
Problemas Secundarios Objetivos Especificos permite la mayor | -Extracto colorantea |1 500 g de -Determinacion de pH
obtencién del colorante | partir de las semillas | semillas de por método

- ¢Qué tiempo permite la
del
colorante de las semillas de

mayor obtencién

ayrampo?
- ¢Qué velocidad de
agitacion permite la mayor
obtencion del colorante de
las semillas de ayrampo?

-Determinar el tiempo que
permita la mayor obtencion
del colorante de las semillas

de ayrampo.

- Determinar la velocidad de
agitacion que permita la
del
colorante de las semillas de

mayor obtencién

ayrampo.

de las semillas de

ayrampo

-El incremento de la
velocidad de agitacion
permite la mayor
obtencién del colorante
de las semillas de

ayrampo.

de ayrampo

ayrampo que se
distribuyeron en
750 g y 675 g
para el disefio

factorial

potenciométrico.
-Determinacion de
azlcares reductores
(Método de Fehling):

Instrumentos:

-Espectrofotémetro
UV/Vis

-Bafio maria
-Agitador de paletas
-Balanza

-Refrigerador

11




Tabla 2. Operacionalizacion de variables

Variables

Independiente Definicion Conceptual Definicion Operacional Dimensiones u:::;gi:e Escala/ Valor Final
Consiste en mantener en De intervalo
contacto a temperatura ordinaria | Es eltiempoy agitacion en que
y durante un tiempo variable una | las semillas de ayrampo Tiempo de maceracion Minutos (min) 30

Condiciones cantidaq determinada del la | deben _ permanecer  en 35
de sustancia a la que se quiere | maceracion sin - que estas 40
maceracion extraer el componente con el | desprendan impurezas o De razén
volumen de disolvente prescrito. | retenga buena parte del Revoluciones
Se favorece la maceracion conla | colorante sin separar. Velocidad de agitacion por minuto 190
agitacion (Jover y Garcia, 2004). (rpm) 195
200
Dependiente Definicion Conceptual Definicion Operacional Dimensiones Indicador U::g:%ge EscalafValor Final
Betacianinas Concentlrac.mn de mg/g Ab: i
o . betacianinas sorbancias a 538 nm
El extracto es la fase liquida | Para evaluar el contenido de
Extracto formada por el disolvente y el | betalainas se cuantifica segun
colorante a | soluto que han sido solubilizados | lo descrito por Castellanos et
partir de las | durante laextraccion. (Aguadoet | al. (2008) convirtiendo las ! Concentracion de .
semillas  de | al.,1999). El ayrampo contiene | unidades de absorbancia en Betaxantinas betaxantinas mglg Absorbancias a 483 nm
ayrampo betalainas  que actian como | unidades de concentracion
pigmentos rojos (betacianinas) y | (Garcia etal., 2012).
amarillos (betaxantinas) (Soto, B
2014). Betalainas Conceniracin de mglg Absorbancias a 538 nm y 483 nm

betalainas
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CAPITULO III. FUNDAMENTACION TEORICA

3.1 CONCEPTOS GENERALES Y DEFINICIONES
3.1.1 Extracto

Es la fase liquida formada mayoritariamente por el disolvente y el
soluto o solutos que han sido solubilizados durante la extraccion (Aguado

et al., 1999).

3.1.2 Maceracion

Consiste en mantener en contacto a temperatura ordinaria y durante
un tiempo variable una cantidad determinada de la sustancia a la que se
quiere extraer el componente con el volumen de disolvente prescrito. El
tiempo de duracién de la maceraciéon es variable y, segun los casos, se
encuentra indicado. La maceracién es recomendable para la extraccion de
aquellas sustancias que tienen principios activos muy solubles o que se
alteren con el calor. Se favorece la maceracién con la agitacién (Jover y

Garcia, 2004).

3.1.3 Residuo
También denominado agotado o refinado. Se trata de un sélido

humedecido formado por todos los sdlidos que no se han disuelto, aunque



también incorpora parte de la disolucion que ha quedado adherida a las

particulas sélidas (Aguado et al., 1999).

3.1.4 Métodos espectrofotométricos

Son métodos cuantitativos, de analisis quimico que utilizan la luz para
medir la concentracion de las sustancias quimicas. Se conocen como
métodos espectrofotométricos y,segun sea la radiacion utilizada,
como espectrofotometria de absorcion visible (colorimetria), ultravioleta e
infrarroja. Asimismo, se refiere a la medida de cantidades relativas de luz
absorbida por una muestra, en funcién de la longitud de onda (Garcia et al.,

2012).

3.2 ENFOQUES TEORICOS - TECNICOS
3.2.1 Caracteristicas generales del ayrampo

Ayrampo o ayrampu es el nombre propio de una cactacea alto andina
y de tolares, en cojin y con semillas rojas, Opuntia soehrensii, y consigna

la materia colorante roja que producen los frutos (Villagran y Castro, 2004).

El ayrampo, es el nombre comdn de la Opuntia soehrensii (familia
cactaceae), es una planta herbacea pequefia, perenne, de tallos o pencas
aplanadas, ovoides; sus frutos son pequefas bayas carnosas, que cuando

estan en el periodo de maduracion son de color rojizo o vinoso, muy jugoso,
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de sabor ligeramente dulce, conteniendo muchas semillas ricas en materia
colorante. En el Peru, se le encuentra al estado silvestre en los andes

(Ayacucho, Apurimac y Junin) de donde es originaria (Lock, 1997).

Es un cacto espinoso que pertenece a la familia cactacea se conoce
como ayrampu en aymara y achupalla en quechua; la cual es de forma de
la tuna, en la cual se encuentran las semillas de color carmesi, este
pequefio cacto no requiere condiciones para desarrollar, crecen en los
cerros en forma silvestre, tiene espina menuda y delgada, se mantiene en
una temperatura fresca. La parte que se emplea es el fruto, su recoleccion
se realiza en los meses de marzo y abril (Zenteno, 2004, citado en

Huayta,2016).

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
hamedos 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, citado en Soto, 2014). Su reproduccién se
efectia por medio de semillas o por propagacion agamica (asexual) o

también denominada "propagacion por pencas"”, este ultimo es el mas
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comun y consiste en plantar o enterrar pencas (Soto, 2014). Segun el INEI
(2015) la provincia de Candarave esta a una altura de 3 460 msnm vy el

ayrampo proveniente de esta provincia se desarrolla bien a esta altitud.

Los frutos son empleados por los artesanos textiles, para el tefiido de
fibras de lana; en alimentos sirve para dar color a dulces, mazamorras,
refrescos y otros postres. En el Perd, se le encuentra al estado silvestre en

los andes (Ayacucho, Apurimac, Junin) de donde es originaria (Lock, 1997).

3.2.2 Usos del ayrampo

El ayrampo todavia sin uso industrial, es también un colorante del fruto
de un pequefio cactus de la misma familia de la tuna. A pesar de ello estas
frutas son escasamente comercializadas, se aprovechan sélo a nivel local

rara vez llevan hasta los mercados urbanos (Lock, 1997).

3.2.2.1 Alimentaria

La mayoria de los frutos de las cactaceas y sobre todo del ayrampo se
extrae pigmentos betacianicos usados como colorantes de alimentos
(Huayta, 2016). Las semillas son usadas para darle color a dulces,
mazamorras, refrescos y otros postres (Lock, 1997). El ayrampo se utiliza
para preparar algunos alimentos como: mazamorras, chichas

(denominados “ponches” en Puquio y Apurimac), jugos e incluso bebidas
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fermentadas, entre otros. Existen versiones de adultos mayores que,
el puca picante, plato tipico ayacuchano, se elaboraba antiguamente con
ayrampo antes de que se introdujese la betarraga en su preparacion

(Godenzi, 2013).

3.2.2.2 Textileria

Auln en la actualidad muchas de las comunidades nativas del Peru
nuestro y de otros paises utilizan diversas plantas en el tefiido artesanal,
especialmente en la fibra y lana (alpaca, oveja), utilizando las semillas de

ayrampo (Lock, 1997).

3.2.2.3 Medicinal

El ayrampo es utilizado en afta de los nifios, viruela, lavado de heridas,
fiebre y contra las hemorragias nasales (Huayta, 2016). Su empleo es
recomendado para casos de fiebre interna, infeccién de las vias urinarias,
contra el reumatismo, afecciones pulmonares, presion arterial elevada y

para el tratamiento de Ulceras de estdbmago (Zenteno, 2004).

3.2.3 Beneficios del ayrampo

El ayrampo contiene altos porcentajes de betalainas cuya actividad

antioxidante es vinculada con la actividad anticancerigena. Si bien la
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betarraga ha sido incluida entre los 10 vegetales con mayor poder
antioxidante, hay evidencia creciente de una poderosa actividad del fruto
de ayrampo (Morales, 2007). El ayrampo contiene betalainas (metabolitos
secundarios de las plantas nitrogenados que actian como pigmentos rojos
y amarillos). Las betalainas son pigmentos hidrosolubles con buenas
caracteristicas tecnologicas para  ser utilizados en productos lacteos,
bebidas, confiteria y helados, ya que imparten coloraciones 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 aplicacion en alimentos y

cosmeéticos (Godenzi, 2013).

3.24 Descripcion morfologica

Esta planta esta constituida por unas 2000 especies originarias de las
regiones tropicales y templadas de América del sur. Normalmente se
distribuyen en zonas muy diversas, aunque predominantemente aridas,
serranas y montafas, son plantas perennes (Solano, 1998 citado en

Huayta, 2016).

3.2.4.1 Tallos o pencas

Suculentos, continuos o articulados (conformando segmentos o

cladodios), ovoides, planos, angulosos, presentando en su superficie
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protuberancias longitudinales llamadas costillas, en las que se encuentran
distribuidas una serie de protuberancias llamadas aréolas, elipticas o
circulares, donde nacen las ramas, flores, espinas (Solano, 1998 citado en

Huayta, 2016). Las pencas del ayrampo se observan en la figura 1.

7 N ’! \' ’ 7
el &0\ 77 [ 16\ \ al
Figura 1.Tallos o pencas del ayrampo
Fuente: Elaboracion propia (2017).

3.2.4.2 Flores

Estambres numerosos dispuestos en espiral. Ovario infero (Solano,
1998). Flores amarillas, anaranjadas o rojas de unos 4 cm de diametro con
estilo verde (Kiesling et al., 2011). Las flores del ayrampo se observan en

la figura 2.
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Figura 2. Flores de ayrampo
Fuente: Huayta (2016)

3.2.4.3 Frutos

Es una baya carnosa de forma esférica (Solano, 1998 citado en
Huayta, 2016). 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). El ayrampo se observa en la figura

3.

Figura 3. Ayrampo
Fuente: Elaboracién propia (2017)
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3.25 Clasificacién taxonémica

Se describe la clasificacion taxondmica en la tabla 3.

Tabla 3. Clasificacion taxonémica del ayrampo

Reino Vegetal

Division Antofitas

Clase Dicotiled6neas

Orden Opuntiales cactaceales
Familia Cactaceas

Género Opuntia

Especie Opuntia soehrensii
Nombre Ayrampo

Fuente: (Tipe, 1989, citado en Godenzi, 2013)

3.2.6 Composicién del ayrampo

Se describe la composicidn fisicoquimica del ayrampo en la tabla 4.

Tabla 4. Composicion fisicoquimica del ayrampo.

Determinacion %

Humedad. 21,2
Ceniza 10,2
Fibra neta 6,1
Grasa cruda 1,7
Proteinas (N x 6,25) 6,8
AzUcares reductores 6,7
Colorante bruto 23,6
Pepa (sin colorante) 23,7

Fuente: (Tipe, 1989, citado en Godenzi, 2013)

3.2.7 Colorantes
La primera sensacion percibida en un alimento, que incluso influye

sobre el sabor y el olor, es el color. Pero los alimentos naturales poseen un
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color que varia tanto con la estacionalidad de la materia prima como con
los tratamientos tecnoldgicos aplicados en su procesado. Asi que para

hacerlos atractivos a los consumidores deben colorearse artificialmente.

Mas aun, el coloreado puede condicionar el éxito o fracaso comercial
de un producto. Para ello se pueden utilizar sustancias obtenidas de
fuentes naturales o preparadas por métodos fisicos o quimicos. Pero no
todas las sustancias colorantes son adecuadas con fines alimentarios, ya
qgue algunas incluso pueden resultar perjudiciales para la salud.
Actualmente, y en la medida de lo posible, se recurre a colorantes naturales
en lugar de sintéticos, ya que existe una presion importante por parte de

los consumidores (Ibafiez et al., 2003).

3.2.7.1 Clasificacion de los colorantes

De acuerdo con su origen y procedencia, los colorantes son obtenidos
de fuentes naturales, ya sean microorganismos, vegetales, animales o
minerales y aquellos producidos por sintesis quimica (Sintéticos)
incluyendo a los colorantes semejantes a los naturales (Enriquez, 2005).

En la figura 4 se observa la clasificacién de los colorantes.

22



- Organicos
-Naturales — —=
COLORANTES —=
- Inorganicos
- Sintéticos _J  -Organicos

-

_—

Vegetales

-Animales

-Minerales

-Az0
-Antragquinonas
-Otros

-Antacianinas
-Betalaihas
-Carotenoides
-Flavonoides
~Clorofila
-Otros

-Acido carminico
-Acido kermésico
-Otros

-Azul ulltravioleta
-Didxido de titanio
-Negro carbon

Figura 4. Clasificacion de los colorantes

Fuente: Quintero (1993), citado en Enriquez, 2005.

3.2.7.2 Colorantes Naturales

Los colorantes se clasifican en colorantes organicos e inorganicos el

primero se dividen en vegetales y animales, el segundo en inorganicos los

cuales se detallan a continuacion:

A. Organicos: Se dividen en vegetales y animales

a) Vegetales: Estos colorantes estan contenidos en las distintas

partes de los vegetales, como son las raices, cortezas, partes
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lefiosas, hojas, flores, frutos, semillas, resinas y extractos, por
lo tanto, estas son las fuentes naturales de las que se extraen
los colorantes vegetales (Ojeda, 1992, citado en Enriquez,

2005).

Antocianinas: Son derivados del benzopireno que presentan
coloraciones rojas y azules. Se extraen de diversas frutas
(fresas, cerezas, etc.) y flores (Contento, 1997). En términos
generales se trata de sustancias relativamente inestables que
se decoloran con facilidad, principalmente por el efecto de la
luz. Son estables en medios acidos (pH bajo) por lo tanto deben

almacenarse en estas condiciones (Enriquez,2005)

Carotenoides: Son los responsables del color rojo amarillo y
naranja de una gran variedad de plantas y animales, tales como
zanahoria, tomates, aceite de palma, salmoén (Contento, 1997).
Betalainas: Se encuentra en plantas de la familia de los
centroespermae. Los colores van del rojo al amarillo (Contento,
1997). Este colorante resiste bien las condiciones acidas, se
altera facilmente con el calentamiento, pasando su color a

marrén. No se conoce los efectos nocivos de este colorante, se
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B.

b)

absorbe poco en el tubo digestivo y la OMS no ha fijado un limite
a la dosis admisible (Enriquez,2005).

Clorofilas: Son los pigmentos de coloracion verde presentes en
todas las plantas verdes. Estos son sin duda los mas
abundantes. (Contento, 1997).

Animales: Dentro de este grupo se encuentra la cochinilla (E-
120), considerado como el mejor de los colorantes naturales.
Antiguamente, se extraia con agua caliente y el extracto se
comercializaba con el nombre de carmin de cochinilla (Pérez,
2004, citado en Enriques, 2005). El monascus es un colorante
natural, de origen microbiano que no figura en la lista positiva
de colorantes permitidos en la unién europea ni tampoco en la
de Estados Unidos. Puede presentar tonalidades del amarillo al

rojo (Pérez, 2004, citado en Enriques,2005).

Inorganicos

a) Minerales: Entre los principales colorantes minerales tenemos:

los colorantes de cadmio, cobre, cromo, plomo y zinc, este tipo
de colorante han sido prohibidos debido a la toxicidad que

presentan (Ojeda,1992, citado en Enriquez,2005).
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3.2.7.3 Colorantes Sintéticos
Los colorantes artificiales se los obtiene por sintesis quimica.
Actualmente se conocen mas de 3000, aunque la lista de los utilizados en

alimentacion es muy reducida a menos del 10% del total (Enriquez, 2005).

Astiasaran, Lasheras, Arifio y Martinez (2003) mencionan que las
ventajas de los colorantes sintéticos frente a los naturales hacen que, a
pesar de la fuerte tendencia a lo natural por la que se inclina la sociedad,
todavia se sigan empleando los sintetizados en el laboratorio. Estas

ventajas se pueden resumir en:

— Proporcionan una mayor intensidad de coloracion, por lo que se
requiere menor cantidad para obtener el mismo efecto.
— Suministra una mayor gama de colores.

— Son mas estables a la luz, al pH y a la temperatura.

Sin embargo, se puede afirmar de forma genérica que la mayoria de
los colorantes de sintesis presentan problemas de toxicidad a altas dosis,
por lo que sus dosis de empleo estan siendo restringidas. En la actualidad
existe una tendencia en la industria alimentaria a emplear mas los

colorantes naturales (Astiasaran et al., 2003).
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3.2.8 Materia colorante de las semillas de ayrampo

La materia colorante de este fruto, se encuentra bordeando a las
pepitas. De la mayoria de los frutos de las cactaceas y sobre todo el
ayrampo se extrae pigmentos betacianicos usados como colorantes de
alimentos (mazamorras, bebidas refrescantes), el fruto se adiciona de
forma directa (Gamarra, 2003 citado en Huayta, 2016). Las semillas son
usadas para darle color a dulces, mazamorras, refrescos y otros postres

(Lock, 1997).

Las betalainas son los pigmentos mas importantes presentes en el
ayrampo y comprenden a las betacianinas de color rojo violeta y las
betaxantinas de color amarillo. El rojo del ayrampo esta constituido por las
betacianinas (Tipe y Loock (1990), citado en Huaringa, 2014). La betanina
0 colorante E-162 es autorizada por la comision de las comunidades
europeas como aditivos alimentarios, el cual establece los criterios
especificos de pureza en relacion con los colorantes utilizados en los

productos alimenticios, los cuales se observan en el anexo 1.

3.2.8.1 Betalainas
Las betalainas son compuestos organicos solubles en agua, con peso
molecular entre 400 y 500. La estructura de las betalainas es diferente a

la de otros pigmentos encontrados en el reino vegetal, ya que ésta contiene
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nitrégeno. A la fecha se conocen unas setenta betalainas y todas ellas
poseen la misma estructura basica, formada por la condensacion de una
amina primaria o secundaria como el triptéfano y un aldehido llamado acido
betalamico. Las betalainas estan formadas por dos tipos de pigmentos, los
rojo-violeta denominados betacianinas y los amarillos denominados
betaxantinas (Fennema, 1995). Franco (2004) menciona que una de las
principales caracteristicas de las betalainas es que absorben
fuertemente la luz y se ha observado que las betacianinas exhiben un

maximo de absorcién de luz aproximadamente a 537- 538 nm.

Las betaxantinas son productos de condensacion de este acido con
aminas o aminoacidos y abarcan las tonalidades amarillas a naranjadas
(Lopez, 2014). Con respecto a las betaxantinas, se tienen pocos datos ya
que han sido poco estudiadas, debido principalmente a que son mas
dificiles de aislar, pero se tienen indicios de que son mucho mas labiles que
las betacianinas. La primera betaxantina aislada y caracterizada fue
la indicaxantina por Piatelli y Minale en 1964 a partir de los frutos del
cactus Opuntia ficus-indica. Estructuralmente las betaxantinas son muy
semejantes a las betacianinas, solo difieren de ellas en que el grupo indol

es sustituido por un aminoacido.
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Las betacianinas pueden presentar diferentes sustituyentes y
proporcionan los colores rojo y violeta, siendo la betanina la mas conocida
(Lopez,2014). En la familia Cactaceae la betanina es la betacianina que se
encuentra en mayor cantidad. La betacianina mas abundante en el betabel
es la betanina y se encuentra en una proporcion de 75% a 95% del total de

betalainas y es la mas estudiada a la fecha (Franco, 2004).

3.2.8.2 Estabilidad de las betalainas

La termolabilididad de las betalainas es probablemente el factor que
mMAas restringe su uso como colorante de alimentos. La exposicién de las
betalainas a luz también produce su degradacion. Estudios realizados a los
extractos de ayrampo han demostrado que la estabilidad mayor se
encuentra a pH 4,0 y 5,0. El agregado de aditivos antioxidantes, prevee en
cierto modo la degradacion del colorante, habiéndose encontrado mejores
resultados con &cido tartarico (0,15%), benzoato de sodio (0,15%), acido

citrico (0,15%) y galato de propilo (0,01 %) (Lock, 1997).

3.29 Extraccion de colorantes
Para la extraccion de colorantes se debe buscar el método mas
practico con miras a una posible produccién industrial, tomando en cuenta

las siguientes condiciones (Enriquez, 2005):
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— Recuperacion maxima del colorante para un mejor
aprovechamiento de la materia prima.

— Concentracion elevada de los extractos, lo que redunda en un
menor gasto de solvente por unidad de peso del material y ahorro
en las operaciones de evaporacion Yy filtracion.

— Baja o nula toxicidad del solvente empleado para garantizar la
seguridad del personal en las operaciones de extraccion y porque
el producto esta destinado al consumo humano.

— Bajo contenido de impurezas, o bien, que estas sean de facil

remocion.

3.2.9.1 Métodos de extracciéon de colorantes

La produccion de los colorantes naturales, se basa en procesos de
extraccion. Esto es evidente, ya que las patentes registradas para
colorantes, casi en todas, el proceso de obtencién del pigmento es por
medio de extraccion (Garcia et al., 2004). A continuacion, se menciona los

siguientes meétodos extractivos:

a) Extraccion por Maceracion
El proceso de maceracion consiste en remojar el material a extraer,

con un disolvente apropiado, hasta que este penetre en los tejidos
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ablandando y disolviendo las porciones solubles. En un recipiente que no
se ataque con el disolvente (preferentemente de vidrio), se coloca el
material a extraer y se cubre con el disolvente elegido. Se tapa y se deja
en reposo, con agitacion esporadica. Posteriormente se filtra el liquido y si
el material aun contuviera las sustancias de interés, se repite el proceso
con disolvente fresco (puro) tantas veces como sea necesario (Lamarque

et al., 2008).

b) Lixiviacion o percolacion

La extraccion solido-liquido también llamada lixiviacién, es el retiro de
una fraccién soluble en forma de solucién a partir de una fase sélida
permeable e insoluble con que se asocia. La separacion implica la
disolucion selectiva con difusion o sin ella. El lavado, consiste soélo en el
desplazamiento de un liquido intersticial por otro con el que es miscible. El
constituyente soluble puede ser sélido o liquido y estar incorporado,
combinado quimicamente o absorbido o bien, mantenido mecanicamente
en la estructura porosa del material insoluble (Solis et al., 2001). El equipo

para lixiviacion se observa en la figura 5.
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ARANA

Figura 5. Columnas para lixiviacion
Fuente: Pérez et al. (2005)

c) Reflujo
En este proceso, el material fragmentado disuelto en un disolvente
convenientemente escogido, se somete a ebulliciéon. Debido a que un
calentamiento prolongado de la solucién podria conducir a la evaporacion
total del solvente, se utiliza un equipo de reflujo que consta de un balén de

destilacion y un refrigerante.

La temperatura elevada del disolvente permite una mejor extraccion
de los componentes deseados ya que la solubilidad de la mayoria de las
sustancias aumenta con la temperatura. Este método presenta el

inconveniente de que muchos compuestos termolabiles se alteran o

32



descomponen a la temperatura de ebullicion del disolvente (Lamarque et

al., 2008). El equipo para reflujo se observa en la figura 6.

[SAUDAE ] &—

ENTRADA DEL
AGUA

off >

Figura 6. Equipo de reflujo
Fuente: Lamarque et al. (2008)

d) Extraccién continua
Frecuentemente, el soluto que se requiere extraer forma emulsiones
dificiles de romper, o bien, un soluto organico puede ser mas soluble en
agua gue en un disolvente organico, por lo que se recurre a la extraccion
continua (Chen et al., 2014). Los equipos de extraccion continua se

observan en la figura 7.
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Figura 7. Equipos de extraccion continua
Fuente: Valcarcel y Gémez (1988)

e) Extraccién por arrastre con vapor de agua

La extraccion por arrastre con vapor se emplea para extraer la
mayoria de los aceites esenciales es una destilacion de mezcla de dos
liquidos inmiscibles y consiste, en una vaporizacion a temperaturas
inferiores a las de ebullicion de cada uno de los componentes volatiles
por efecto de una corriente directa de vapor de agua, el cual ejerce la
doble funcién de calentar la mezcla hasta su punto de ebullicion y
disminuir la temperatura de ebullicion por adicion de tension de vapor,
del vapor que se inyecta , a la de los componentes volatiles de los aceites
esenciales. Los vapores que salen del cuello de cisne se enfrian en un

condensador donde regresan a la fase liquida, los dos productos
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inmiscibles, agua, aceite esencial y, finalmente, se separan en un
decantador o vaso florentino (Bagué y Alvarez, 2012). El aparato para

extraccion por arrastre con vapor de agua se observa en la figura 8.

Figura 8. Aparato para extraccion por arrastre
con vapor de agua
Fuente: Chen et al. (2014)

3.2.9.2 Factores que determinan la extraccion del colorante

Las semillas de ayrampo es materia prima éptima para la recuperacion
de un colorante natural de tono rojizo, mediante el uso del solvente
universal (agua) y que es apta para la industria alimentaria y su consumo
masivo. La recuperacion de este colorante en base a la utilizacion de agua
estd en funcion a variables y parametros medibles como tiempo de
contacto, temperatura de trabajo y agitacién del medio de mezcla (Soriano,

2001). Estos factores de extraccion se describen a continuacion:
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Solvente: El liquido escogido debe ser selectivo y con baja viscosidad,
generalmente se usa solvente en estado puro. El solvente debe ser
eficaz y econémico, generando mayores rendimientos a un bajo costo.
Los principios activos de las plantas son extraidos principalmente con
etanol para sus posteriores estudios y utilizaciones. Sin embargo, el
agua ha sido desde siempre el mejor solvente al considerar su poder de
extraccion en fase solido- liquido (Ullauri, 2010). La mayor eficiencia en
el proceso se logra cuando se trabaja con una relacién de cantidad de

semilla a volumen de solvente de 1:3 (Devia y Saldarriaga, 2003).

Temperatura: En la mayoria de los casos la solubilidad del material que
esta siendo extraido, se incrementa con la temperatura, aumentando la
velocidad de extraccion, sin embargo, la gran mayoria de colorantes
vegetales necesitan bajas temperaturas durante la extraccion ya que

son susceptibles a la degradacion térmica (Enriquez, 2005).

Tiempo de maceracion: El tiempo es otra de las variables que se debe
considerar en el proceso, porque es necesario determinar cuanto tiempo
deben permanecer las semillas para retirar la maxima cantidad de
colorante, sin que éstas comiencen a desprender impurezas o quede
buena parte de colorante sin separar (Devia y Saldarriaga,2003).

Prolongar el tiempo de extraccion mas alla del estrictamente necesario,
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no influye en el proceso negativamente, pero si influye en los costos del
consumo de energia y de mano de obra no necesario, lo que acarrea

un encarecimiento del proceso (Garcia, 2012).

- Agitacién del sistema: La agitacibn del solvente es importante,
incrementa la difusion de la masa en el liquido, aumentando la
transferencia de masa (Ullauri, 2010). La velocidad de agitacion es otro
parametro importante, porque a bajas velocidades se obtiene un mayor
rendimiento, el cual se fija como un parametro definido por las

caracteristicas del agitador (Devia y Saldarriaga, 2003).

3.2.10 Método para cuantificacion de betalainas

El contenido de betacianinas y betaxantinas se cuantifica segun lo
descrito por Castellanos et al. (2008) mediante la medicion de la
absorbancia de los extractos de betalainas a 538 y 483 nm en un
espectrofotometro UV/Vis., para la conversion de las unidades de
absorbancia en unidades de concentracion se utiliza la expresiéon: B(mg/g)
= (AXFDxPMxV)/(exPxL), donde B es betacianinas o betaxantinas, A es la
absorbancia a 538 nm para betacianinas y 483 nm para betaxantinas, FD
es el factor de dilucion al momento de leer en el espectrofotbmetro, PM es
el peso molecular (betanina = 550 g/mol e indicaxantina = 308 g/mol), V es

el volumen del extracto, € es el coeficiente de extincion molar (betanina =
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60 000 I/ molxcm, e Indicaxantina = 48 000 I/molxcm) y L es la longitud de
la celda (1 cm) y para determinar el contenido de betalainas se suma las
concentraciones de betacianinas y betaxantinas (Garcia, Salinas y Valle-

Guadarrama, 2012).

3.3 MARCO REFERENCIAL
Para el presente trabajo se hallaron los antecedentes referidos a la
obtencion de colorantes naturales de ayrampo que servirdan de apoyo

para justificar la propuesta de cOmo se realizard la investigacion:

Soriano, R. (2001), en su Tesis titulada “Obtenciéon de colorante
natural de ayrampo (Opuntia soehrensii)”, realizé la extraccion a nivel de
laboratorio a partir de materia prima (semillas de ayrampo procedentes de
Bolivia) y agua tratada, los mejores resultados de extraccion fueron a una
proporcién de 1 a 3 a una temperatura de 30 °C y con una agitacion de
recipiente de trabajo de 180 rpm (revoluciones por minuto) con un tiempo
de contacto soluto — solvente de 15 a 30 minutos, con una recuperacion de

28,5% del peso total de semilla.

Gamarra, Chirinos y Campos (2004), en su trabajo de investigacion
titulado “Evaluacion de la capacidad antioxidante, compuestos fendlicos y

betaninas en extractos acuosos de ayrampo (Opuntia soehrensii Britton &
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Rose) y evaluacion de su estabilidad”, para la extraccidon acuosa del
colorante de las semillas de ayrampo, trabajaron con semillas provenientes
del departamento de Arequipa, previamente seleccionadas y congeladas,
para la extraccion se empleé agua destilada en una relacion de materia
prima : agua de 1:3 y se dejo en reposo a temperaturas de 4 y 30 °C con
tiempos de 0, 6, 12 y 24 horas, posteriormente las muestras fueron filtradas.
Estadisticamente resulté un mayor contenido de betaninas mediante la
extraccién a 30 °C y sin maceracion (tiempo cero) los cuales dieron los

mejores resultados.

Copa R. (2011), en su Tesis titulada “Elaboraciéon de helado artesanal
a base de extracto de yacon (Smallanthus sonchifolius) — soya (Glicine
max) y ayrampo (Opuntia soehrensii)’, obtuvo extracto de las semillas de
ayrampo utilizando solo variables fijas como solvente agua a una

temperatura de 43 °C por 10 min y en reposo.
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CAPITULO IV. METODOLOGIA DE LA INVESTIGACION

4.1 TIPO DE INVESTIGACION
El disefio de esta investigacion es del tipo experimental, debido a que
se manipula la variable independiente y esta tiene un efecto en la variable

dependiente pues es una relacion causa — efecto.

4.2 POBLACION Y MUESTRA

La poblacion estd compuesta por 7 890,8 g de ayrampo procedentes
de la Provincia de Candarave de donde se obtuvieron 750 g de semillas
secas para el disefio Box-Behnkeny 675 g de semillas secas para el disefio

factorial.

4.3 MATERIALES Y METODOS
4.3.1 Materiales
a) Materiales de laboratorio e insumos
— Materia prima: semillas de ayrampo de la Provincia de
Candarave.
— Agua destilada.
— Piceta.

— Probeta graduada de 100 ml.



b)

Espectrofotometro  UV-Visible.

Matraz erlenmeyer de 250 — 500 ml.
Filtrador metalico.

Probetas de 10 - 100 ml.
Botellas de vidrio, color ambar.
Tubos de ensayo.

2 celdas para espectrofotometro.
Tablas de picar.

Cuchillos.

Vasos de precipitados de 250 ml.
Balén Kjeldahl.

Espatulas.

Termoémetro.

Equipos

Alemania.
Agitador de paletas: Marca Heidolph. Modelo: RZR 2 051. Alemania.
Bafio maria. Marca CIMATEC S.A.C. Temperatura desde 20 °C
hasta 120 °C. Alemania.

Equipo Soxhlet: Marca LAB-LINE. USA.

Estufa; Marca MEMMERT. Alemania.
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Mufla: Marca THERMOLYNE. USA.

Potenciometro digital. Marca METROHM.

Cocinilla eléctrica. Thermolyne. Type: 2 200. USA.

Vernier o “pie de rey”.

Campana-Extractor de gases: Marca:. CRUMA Modelo: Captair.
USA.

Centrifuga: Marca: SELECTA. Capacidad: 9 000 rpm. Alemania.
Secador de cajones: Alemania.

Refrigeradora doméstica: Marca INRESA.

Reactivos

— Reactivo Folin — Ciocalteau.

— Acido téanico.

— Carbonato de sodio.

— Rojo de metilo.

— Bencina.

— Solucién de acido sulfarico al 0,10 N.
— Acido clorhidrico.

— Solucién de acido borico 4%.

— Solucién de Fehling A.

— Solucién de Fehling B.
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— Solucién de glucosa anhidra.

— Solucién de hidroxido de sodio al 0,0906 N.

4.3.2 Métodos de anélisis
4.3.2.1 Materia prima
Se realiz6 la caracterizacion fisicoquimica de las semillas de ayrampo

como se detalla a continuacion:

— Acidez titulable: Método NTP 205 039 (1975).

— pH: Método NTP 209 059 (1974).

— Humedad: método por la A.O.A.C. (2005).

— Cenizas: Método por la A.O.A.C. (2005).

— Fibra: NTP 205 003 (1980).

— Proteinas: Método de micro Kjeldahl por la A.O.A.C. (2005).
— Grasas: Método Soxhlet por la A.O.A.C (1984).

— Solidos solubles: Método refractométrico.

4.3.2.2 Colorante
— Betalainas: Método descrito por Castellano et al. (2008).
— Betacianinas: Método descrito por Castellano et al. (2008).
— Betaxantinas: Método descrito por Castellano et al. (2008).

— Azucares reductores: Método de Fehling.
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— Azucares totales: Método del fenol sulfdrico.

— Fenoles totales: Método Folin — Ciocalteau.

4.3.3 Disefio procedimental
4.3.3.1 Procedimiento para la obtencion de extracto colorante
En la figura 18 se muestra el diagrama de flujo para la obtencion del

extracto colorante de ayrampo y el cual se describe a continuacion:

a) Ayrampo
Se recolectd el mes de abril 8 kilos de ayrampo del cerro Antavilca de

la provincia de Candarave, como se observa en las imagenes del anexo 1.

b) Lavado
Los frutos se lavaron con abundante agua para eliminar el polvo

adherido en la superficie, como se muestra en la figura 9.

i
e
\ B

Figura 9. Lavado del ayrampo
Fuente: Elaboracion propia (2017)
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c) Cortado
Una vez lavado los frutos se retir0 la cascara, esta operacion se realizo
de manera manual con cuchillos, efectuando un corte longitudinal en el

fruto, como se muestra en la figura 10.

Fgura 10. Cortado del ayrampo
Fuente: Elaboracion propia (2017)

d) Obtencion de semillas
Luego de retirarles las cascaras se procedi6 a extraer las semillas con

la ayuda de una espatula, como se observa en la figura 11.

Figura 11.0Obtencion de semillas de ayrampo
Fuente: Elaboracion propia (2017)
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e) Secado de semillas
Las semillas extraidas fueron previamente secadas en un secador de
cajones por 1 hora y 20 minutos a 45 °C para evitar la degradacion del
pigmento, como se observa en la figura 12. La humedad de las semillas

después del secado fue de 11,16%.

Figura 12. Secado de las semillas de ayrampo.
Fuente: Elaboracion propia (2017).

f) Maceracion
La maceracion se realiz6 con semillas de ayrampo sin triturar, debido
a que presentan un diametro de 1,17 mm y el colorante se encuentra
bordeando a las semillas. Las semillas de ayrampo se colocaron en un vaso
de precipitado con agua destilada con una relacién de semilla - solvente

1:3, después se llevo a bafio maria a temperatura de 20 °C y se agito la
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muestra con un agitador de paletas, para la extraccion del colorante se
trabajo a diferentes tiempos y velocidades de agitacion. Se cubrié el vaso
de precipitado con papel aluminio para protegerlos de la luz, como se

observa en la figura 13.

£ e

Figura 13. Maceracion de las semillas
de ayrampo con agitacion.
Fuente: Elaboracion propia (2017).

g) Filtrado
Se separd el extracto colorido del material sélido haciendo una
filtracion por gravedad en un filtro metélico de 0,25 mm de diametro, como

se observa en la figura 14.
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Figura 14.Separacion de los sdlidos.
Fuente: Elaboracion propia (2017).

h) Lavado
Luego del filtrado se les extrajo el remanente del colorante que quedo
en las semillas mediante un lavado en una porcion del 53% de solvente con
respecto a la relacién inicial, luego se procedié a juntar los dos filtrados.

Las semillas de ayrampo, luego del lavado se observa en la figura 15.

Figura 15. Semillas sin colorante.
Fuente: Elaboracién propia (2017).
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1) Centrifugado
El conjunto se centrifugé a 3 500 rpm durante 15 minutos para
eliminar las particulas que pudieron pasar a través del filtro como se
muestra en la figura 16, luego el extracto obtenido se llend en frascos de

vidrio color ambar como se observa en la figura 17.

ayrampo
Fuente: Elaboracion propia (2017)

O
Figura 17. Extracto colorante de ayrampo
Fuente: Elaboracion propia (2017)
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Ayrampo

Lavado

Cortado ‘ Retiro de céscaras

Obtencién de
semillas

Secado de semillas . )
45 °C por 1h y 20 min

Solvente: Agua de destilada

: Relacion: 1:3

Maceracion Temperatura: 20 °C
Condiciones: diferentes tiempos
y velocidades de agitacion.

Filtrador metalico de diametro
0,25 mm

53% del solvente

Centrifugado 3500 rpm por 15 min

Extracto colorante
Figura 18. Diagrama de flujo para obtencién

de extracto colorante de ayrampo.
Fuente: Elaboracién propia (2017).
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4.3.4 Procedimiento de la investigacion

El procedimiento de investigacion consistié en macerar las semillas de
ayrampo aplicando tres condiciones de maceracion como: temperatura,
velocidad de agitacion y tiempo, obteniéndose asi extractos colorantes para
evaluarlos y asi determinar las mejores condiciones de maceracion. Para
el disefio factorial se siguid el mismo procedimiento, pero se aplicé dos
condiciones de maceracion: tiempo y velocidad de agitacion, como se

observan en las figuras 19 y 20.

SEMILLAS DE AYRAMPO

MACERACION
Temperatura Velocidad de Tiempo
(°C) agitacion (rpm) (min)

EXTRACTO COLORANTE

RESULTADOS

Figura 19. Procedimiento de investigacion
segun Box-Behnken.
Fuente: Elaboracion propia (2017).
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SEMILLAS DE AYRAMPO

MACERACION

Velocidad de

Tiempo (min) agitacion (rpm)

EXTRACTO COLORANTE

RESULTADOS

Figura 20. Procedimiento de la investigacion para
disefio factorial.
Fuente: Elaboracion propia (2017).

4.3.5 Disefio experimental
4.3.5.1 Box - Behnken

Para determinar las condiciones de maceracion se aplico el disefio de
Box-Behnken que es un tipo de disefio de superficie de respuesta dando
un total de 15 corridas el cual ayudé a identificar qué nivel de los factores
influyen directamente en la mayor concentracion del pigmento obtenido. El
disefio experimental para Box - Behnken y la combinacién de los factores

se observan en las tablas 5 y 6.
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Tabla 5. Disefio experimental para Box — Behnken.

Factores Descripcion del factor Descripcion del
nivel

A Temperatura de maceracion (°C) 20
30
40

B Velocidad de agitacién (rpm) 0
90
180

C Tiempo de maceracion (min) 30
60
90

Fuente: Elaboracion propia (2017).

Tabla 6.Combinacién de los factores.
N° de corridas A B C

1 20 0 60
2 20 180 60
3 40 0 60
4 40 180 60
5 20 90 30
6 20 90 90
7 40 90 30
8 40 90 90
9 30 0 30
10 30 0 90
11 30 180 30
12 30 180 90
13 30 90 60
14 30 90 60
15 30 90 60

Fuente: Elaboracion propia (2017).

4.3.5.2 Factorial
Para determinar las condiciones de maceracion se aplico disefio
factorial 3% y se combinaron los niveles de los factores en 9 tratamientos

con tres repeticiones como se muestra en las tablas 7 y 8.
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Tabla 7.Disefio experimental para disefio factorial.

Factores Descripcion del factor Descripcion del
nivel
A Tiempo de maceracion (min) 30
35
40
B Velocidad de agitacion (rpm) 190
195
200

Fuente: Elaboracion propia (2017).

Tabla 8.Combinaciéon de los factores
para disefio factorial.

tiempo Velocidad de
(min) agitacion (rpm)
30 190
30 195
30 200
35 190
35 195
35 200
40 190
40 195
40 200

Fuente: Elaboracion propia (2017).

4.3.6 Analisis de datos

Se analiz6 los datos obtenidos con el Software estadistico

Statgraphics Centurion XVI para evaluar los extractos y Excel 2016.
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CAPITULO V.

TRATAMIENTO DE LOS RESULTADOS

5.1 MATERIA PRIMA

5.1.1 Tamafo del ayrampo

Para determinar el tamafio del ayrampo, se pesé 1 kg de frutos y se

muestreé aleatoriamente 30 frutos. Los frutos tuvieron un promedio de

altura y diametro de 27,48 mm y 23,34 mm. Jiménez (2014) menciona que

el ayrampo presentan dimensiones de altura y didmetro de 35,1 mmy 33,1

mm. Kiesling et al. (2011) refiere que el ayrampo mide de 20 a 40 mm de

diametro. El didmetro y altura del ayrampo se observa en la tabla 9.

Tabla 9. Valores de diametro y altura del ayrampo.

Muestra Altura (mm) Diametro (mm) Muestra Altura (mm) Diametro (mm)

1 28,2 24,6 16 23,7 25

2 27,4 22,1 17 25,5 24,8
3 23,5 23,3 18 24,3 24,4
4 30,9 23,5 19 23,9 22,1
5 25,7 22,1 20 24,9 25,1
6 39,5 20,9 21 24,5 22,9
7 28,2 22,8 22 28,4 23,6
8 27,2 22,8 23 23,2 21,7
9 29,2 21,3 24 32,5 22,8
10 27,8 22,3 25 26,8 26

11 27,1 22,4 26 24,8 23,1
12 31,1 29,7 27 28,6 21,3
13 31,2 23,3 28 26,1 20,3
14 28,8 21,8 29 27,6 23,8
15 29,4 23,9 30 24,5 26,6

Promedio 27,48 23,34

Fuente: Elaboracion propia (2017).



5.1.2 Distribucion del peso del ayrampo
Se tomaron frutos maduros a los cuales se les retir6 las cascaras y las
semillas y se peso por separado, para tener el peso referencial. Los pesos

del ayrampo se muestran en la tabla 10.

Tabla 10. Distribucion del peso del ayrampo.

Muestra Peso fruto  Peso semilla Peso Semilla Cascara

(9) (@ cascara (9) % %

1 9,11 4,42 4,65 48,52 51,04
2 6,13 2,13 4 34,75 65,25
3 6,91 3,26 3,57 47,18 51,66
4 42 1,65 2,5 39,29 59,52
5 47 2,98 1,75 63,40 37,23
6 3,62 1,57 2,02 43,37 55,80
7 577 1,43 4,33 24,78 75,04
8 4,3 1,99 2,31 46,28 53,72
9 4,68 2,37 2,31 50,64 49,36
10 6,98 2,5 4,46 35,82 63,90
11 6,2 1,73 4,45 27,90 71,77
12 5 2,5 2,42 50,00 48,40
13 5,44 1,34 41 24,63 75,37
14 4,63 1,82 2,79 39,31 60,26
15 5 2 3 40,00 60,00
16 3,25 1,23 1,98 37,85 60,92
17 5,73 2,67 3,04 46,60 53,05
18 5,65 2,78 2,84 49,20 50,27
19 4 1,2 2,73 30,00 68,25
20 6,5 3,69 2,79 56,77 42,92
21 4,43 0,81 3,61 18,28 81,49
22 4,92 1,95 2,99 39,63 60,77
23 9,3 5,34 3,92 57,42 42,15
24 3,73 1,09 2,49 29,22 66,76
25 4,93 2,28 2,67 46,25 54,16
26 9,06 3,31 5,75 36,53 63,47
27 8,86 3,65 52 41,20 58,69
28 4,85 1,3 3,54 26,80 72,99
29 10,66 4.5 6,14 42,21 57,60
30 9,06 3,37 5,66 37,20 62,47
Promedio 5,92 2,43 3,47 41,02 58,56

Fuente: Elaboracion propia (2017).
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5.1.3 Tamafo de semillas de ayrampo

El resultado promedio de las mediciones del diametro y altura de las
semillas de ayrampo fue de 1,17 mm y 1,88 mm como se detallan en la
tabla 11 y muestran que las semillas, son de forma ovalada y ligeramente

abultadas en el centro como se observan en el anexo 2.

Tabla 11. Valores de diametro y altura de semillas de ayrampo.

Muestra Altura Diametro Muestra  Altura Diametro
(mm) (mm) (mm) (mm)
1 2,2 1,8 16 1,65 0,95
2 1,5 1 17 1,75 1
3 1,7 1 18 2,05 1
4 2,2 1,1 19 2,2 1,15
5 2,15 1,4 20 1,65 1,15
6 2 1,15 21 2 1,1
7 1,65 0,65 22 2 1,1
8 1,65 0,9 23 1,95 1,65
9 1,85 1 24 1,75 1
10 2 1,15 25 2,1 1,65
11 1,85 1 26 1,85 1,45
12 2 1,25 27 1,75 1,15
13 2,25 1,1 28 1,65 1
14 1,7 1,35 29 1,9 1,35
15 1,7 1,45 30 1,9 1
Promedio 1,88 1,17

Fuente: Elaboracion propia (2017).

5.1.4 Composicién proximal de las semillas de ayrampo

Se determind la composicion proximal de las semillas de ayrampo

como se detalla en la tabla 12:
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Tabla 12. Composicion proximal de las semillas

de ayrampo.

Semillas %
Humedad 63,7
Grasas 1
Cenizas 15
Proteinas(1) 2,4
Fibra 26,4
Carbohidratos (2) 5
(1) Nx6,25

(2) Por diferencia
Fuente: Elaboracion propia (2017).

De acuerdo a Soto (2014), muestra resultados cercanos a la
composicién de las semillas ayrampo en 100 g de muestra; donde sefala
para humedad 70,5 g, grasas 1,2 g y cenizas 1,5 g. Segun Morales, 2007,

citado en Soto (2014), la proteina del ayrampo fue de 3 g.

5.1.5 Caracteristicas fisicoquimicas de las semillas de ayrampo
Se tomaron frutos maduros de ayrampo de manera aleatoria para
extraer las semillas, de las cuales se determind solidos solubles, acidez,

pH, e indice de madurez como se detalla en la tabla 13.

Tabla 13. Resultado fisicoquimico de las semillas.

Andlisis %
°Brix (Sélidos solubles) 8,97
pH 4.5
Acidez (g/100 g) (ac. citrico) 1,83
Indice de madurez 4,90

Fuente: Elaboracién propia (2017).
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Se tomaron semillas con °Brix promedio de 8,97. Este resultado es
similar a Sarmiento y Glorio (2003) en el que tomaron frutos maduros de

ayrampo con 8 °Brix.

La acidez se expreso6 en gramos de acido citrico por 100 g de muestra;
teniendo como promedio 1,83. Segun Sarmiento y Glorio (2003) la acidez

titulable fue de 1,709 g de acido citrico/100 g.

El indice de madurez es hallado por la relacion entre los soélidos
solubles y la acidez titulable y dio como resultado promedio de 4,9. Segun

Sarmiento y Glorio (2003) trabajaron con un indice de madurez de 4,68.

5.2 CONTENIDO DE COLORANTE EN EL EXTRACTO
5.2.1 Para Box-Behnken

El contenido de colorante en el extracto se determind mediante la
concentracion de betacianinas, betaxantinas y betalainas, como se

observan en la tabla 14.
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Tabla 14. Concentracion de betacianinas, betaxantinas y betalainas.

Temperatura Velocidad Tiempo Betacianinas Betaxantinas Betalainas

(°C) de (min) (mg/100 g) (mg/100 g) (mg/100 g)

agitacion

(rpm)
20 0 60 123,52 46,27 169,79
20 180 60 136,92 52,97 189,89
40 0 60 124,62 46,97 171,59
40 180 60 144,86 54,74 199,6
20 90 30 127,27 48,55 175,82
20 90 90 1427 54,35 197,05
40 90 30 129,46 48,39 177,85
40 90 90 148,28 56,14 204,42
30 0 30 116,81 44,04 160,85
30 0 90 121,56 46,16 167,72
30 180 30 134,68 51,49 186,17
30 180 90 145,54 55,86 201,4
30 90 60 133,09 50,65 183,74
30 90 60 133,09 50,65 183,74
30 90 60 133,13 50,46 183,59

Fuente: Elaboracion propia (2017).

5.2.2

Para disefio factorial

La concentracibn de betacianinas y betaxantinas se determind

mediante la medicion de las absorbancias a 538 nm y 483 nm como se

muestra en el anexo 3y 4, la conversion de las unidades de absorbancias

a unidades de concentraciobn se muestran en el anexo 5 y 6. Las

concentraciones obtenidas para betacianinas se observan en la tabla 15,

las concentraciones obtenidas para betaxantinas se observan en la tabla

16 y las concentraciones obtenidas para betalainas se observan en la tabla

17, cada tratamiento se realizd con sus respectivas repeticiones.
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Tabla 15. Concentracion de betacianinas.

Tiempo  Velocidad Betacianinas mg/100 g
(min)  de agitacion

(rpm) R1 R2 R3 Promedio
30 190 124,878 124,529 124,355 124,587
30 195 130,277 130,103 129,928 130,103
30 200 133,063 133,063 133,412 133,179
35 190 138,114 137,766 138,114 137,998
35 195 171,728 171,903 172,077 171,903
35 200 172,251 171,903 171,903 172,019
40 190 140,030 139,682 140,030 139,914
40 195 171,903 171,903 171,903 171,903
40 200 172,251 171,728 171,903 171,961

Fuente: Elaboracion propia (2017).
R1, Rz, R3 : NUmero de repeticiones.

Tabla 16. Concentracion de betaxantinas.

Tiempo  Velocidad Betaxantinas mg/100 g
(min) de
agitacion R1 R2 Rs Promedio
(rpm)
30 190 51,522 52,180 52,058 51,920
30 195 52,790 52,546 52.424 52,587
30 200 54,131 53,643 53,887 53,887
35 190 53,765 53,887 53,765 53,806
35 195 66,323 66,201 66,201 66,241
35 200 67,786 67,908 67,786 67,826
40 190 53,887 53,887 53,765 53,847
40 195 66,567 66,445 66,445 66,485
40 200 66,932 66,810 66,810 66,851

Fuente: Elaboracion propia (2017).
R1, R2, R3 : NUmero de repeticiones.
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Tabla 17. Concentracion de betalainas.
Tiempo Velocidad Betalainas mg/100 g

(min) de
agitacion R1 R2 Rs Promedio
(rpm)

30 190 176,3995 176,7095 176,4134 176,5075
30 195 183,0666 182,6486 182,3525 182,6892
30 200 187,1943 186,7067 187,2988 187,0666
35 190 191,8794 191,653 191,8794 191,8039
35 195 238,051 238,1033 238,2774 238,1439
35 200 240,0365 239,8101 239,6882 239,8449
40 190 193,9172 193,5688 193,7953 193,7604
40 195 238,469 238,3471 238,3471 238,3877
40 200 239,1831 238,5387 238,7128 238,8115

Fuente: Elaboracion propia (2017).
R1, Rz, R3 : NUmero de repeticiones.

5.3 ANALISIS ESTADISTICO
531 Disefio Box-Behnken
5.3.1.1 Para betacianinas

Segun el analisis de varianza para betacianinas del anexo 7 muestra
que la velocidad de agitacion y el tiempo tienen una valor-P menor que 0,05
indicando que son significativos con un nivel de confianza del 95,0% a
diferencia de la temperatura que tiene un valor P mayor que 0,05 indicando
gue no es significativo para el experimento aplicado para el disefio de Box-

Behnken, por tal motivo se ve por conveniente trabajar con los factores

significativos.
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5.3.1.2 Para betaxantinas

Segun el analisis de varianza para betaxantinas del anexo 7 muestra
gue la velocidad de agitacion y el tiempo tienen una valor-P menor que 0,05
indicando que son significativos con un nivel de confianza del 95,0% a
diferencia de la temperatura que tiene un valor P mayor que 0,05 indicando
gue no es significativa para el experimento aplicado para el disefio de Box-
Behnken, por tal motivo se ve por conveniente trabajar con los factores

significativos.

5.3.1.3 Para betalainas

Segun el analisis de varianza para betalainas del anexo 7 muestra que
la velocidad de agitacion y el tiempo tienen una valor-P menor que 0,05;
indicando que son significativos con un nivel de confianza del 95,0% a
diferencia de la temperatura que tiene un valor P mayor que 0,05; indicando
gue no es significativo para el experimento aplicado para el disefio de Box-
Behnken, por tal motivo se ve por conveniente trabajar con los factores
significativos, estos resultados se pueden observar en la figura 21 del

diagrama de Pareto que muestran que dos factores son significativos.
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B: Veloodod d= agitaoon (pm)

€: Tiempo {min}

A Temperatura (*C)

Figura 21. Diagrama de Pareto estandarizado para betalainas.
Fuente: Elaboracion propia (2017).

5.3.2 Disefio factorial 32
5.3.2.1 Para betacianinas

La figura 22 indica que la velocidad de agitacién y el tiempo de
maceracion es significativo para la mayor concentracion de betacianinas en
el extracto. En la figura 23 se puede observar los efectos de los factores
principales para betacianinas que muestra que conforme se incrementa el
tiempo aumenta la concentracion de betacianinas hasta llegar a la maxima
concentracion y empieza la disminucion de la misma; lo mismo se puede
observar para la relacion velocidad de agitaciéon con la concentracion de
betacianinas. El analisis de varianza para betacianinas del anexo 8 muestra
que los efectos tienen una valor-P menor que 0,05, indicando que son

significativos con un nivel de confianza del 95,0%.
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K Tiempo (min)

B: Vedoodod de ogitogion (rpm)

BB

4B

] 3 £ | 12 13

Figura 22. Diagrama de Pareto Estandarizado para betacianinas
Fuente: Elaboracion propia (2017).

Gréfica de Efectos Principales para Betacianinas

180

170

160

150

140

Betacianinas mg/100 g de muestra

130

30 40 190 200
Tiempo (minutos) Velocidad de agitacion (rpm)

Figura 23. Gréfica de efectos principales para betacianinas.
Fuente: Elaboracion propia (2017).
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5.3.2.2 Para betaxantinas

La figura 24 indica que la velocidad de agitacion y el tiempo son
significativos para la mayor concentracion de betaxantinas, en la figura 25
se puede observar los efectos de los factores principales para betaxantinas
gue muestra que conforme se incrementa el tiempo aumenta la
concentracion de betaxantinas hasta a la maxima concentracion y empieza
la disminucion; lo mismo se observar para la relacion velocidad de agitacion
con la concentracion de betaxantinas. El ANVA para betaxantinas del
anexo 8 muestra que los factores tienen una valor-P menor que 0,05

indicando que son significativos con un nivel de confianza del 95,0%.

A Tiempo (min) 0 -

B: Vedoidod de ngitodan (rpm)

BB

4B

Figura 24. Diagrama de Pareto estandarizado para betaxantinas
Fuente: Elaboracion propia (2017).
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Gréfica de Efectos Principales para Betaxantinas
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57

Betaxantinas mg/100 g de muestra

55

30 40 190 200
Tiempo (minutos) Velocidad de agitacién (rpm)
Figura 25. Efectos principales para betaxantinas.
Fuente: Elaboracion propia (2017).

5.3.2.3 Para betalainas

La figura 26 indica que la velocidad de agitacion y el tiempo son
significativos para la mayor concentracién de betacianinas en el extracto,
en la figura 27 se puede observar los efectos de los factores principales
para betalainas que muestran que conforme se incrementa el tiempo
aumenta la concentracion de betalainas hasta que en un punto llega a la
maxima concentracion y empieza la disminucion de la misma; lo mismo se
puede observar para la relacion velocidad de agitacion con la concentracion
de betalainas. El andlisis de varianza para betalainas del anexo 8 muestra
gue los efectos tienen una valor-P menor que 0,05 indicando que son

significativos con un nivel de confianza del 95,0%.
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Diagrama de Parato Estandarizada para Betalainas

& Tiempo (min)

B: Vedoodod de ogitoaon (pm)
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| 1 | | | | 1 |
0 3 b 9 12 13
Figura 26. Diagrama de Pareto estandarizado para betalainas
Fuente: Elaboracion propia (2017).
Gréfica de Efectos Principales para Betalainas
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Figura 27. Efectos principales para betalainas.
Fuente: Elaboracién propia (2017).
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5.3.2.4 Condiciones adecuadas de maceracion para obtencion del
extracto colorante
La tabla 18 muestra que las condiciones adecuadas de obtencion del

extracto colorante de ayrampo es a 38,35 miny 198,82 rpm.

Tabla 18. Condiciones adecuadas de obtencion del colorante

Factor Bajo Alto Condiciones
adecuadas
Tiempo 30 min 40 min 38,35 min
Velocidad 190 rpm 200 rpm 198,82 rpm
de
agitacion

Fuente: Elaboracion propia (2017).

Utilizando las condiciones de maceracién adecuadas de tiempo 38,35
min y velocidad de agitacion de 198,82 rpm se obtiene un extracto colorante
de ayrampo con 177,927 mg de betacianinas/100 g de muestra, 69,073 mg
de betaxantinas/100 g de muestra y 246,9 mg de betalainas/100 g de

muestra. Estos resultados se observan en la tabla 19.

Tabla 19. Maxima concentraciéon de betacianinas,
betaxantinas y betalainas.

Respuesta Concentracion
Betacianinas 177,927 mg/100 g
Betaxantinas 69,073 mg/100 g
Betalainas 246,9 mg/100 g

Fuente: Elaboracion propia (2017).
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54 PRODUCTO FINAL
5.4.1 Caracterizacion del producto final
La caracterizacion fisicoquimica del extracto colorante obtenido en las

mejores condiciones se muestra en la tabla 20.

Respecto al contenido de betacianinas Gamarra et al. (2004) sefiala
que obtuvieron 180 mg/100 g semilla seca y segun Huayta (2016) menciona
que el ayrampo presenta de 75 mg a 95 mg por 100 g de semillas, en el
presente trabajo se obtuvo 172,93 mg/100 g de semilla, en cuanto a
betaxantinas y betalainas no se encontraron estudios realizados al extracto
acuoso de ayrampo. En azlcares reductores se obtuvo de 4,8% segun
Tipe, 1989, citado en Godenzi, 2013 obtuvo 6,7% de azlcares reductores.
En cuanto a los fenoles totales, el valor obtenido fue de 12,9 mg ac. tanico/g
de semilla y el valor reportado por Gamarra et al. (2004) fue de 12,57 mg

ac. clorogénico/g de semilla.

Tabla 20. Caracterizacion del extracto colorante de ayrampo.

Componente Valor
Betalainas (mg/100 g) 239,97
Betacianinas (mg/100 g) 172,93
Betaxantinas (mg/100 g) 67,04
° Brix 2,6
Acidez (g/100 g) (ac. citrico) 1,8
Azucares reductores (% de glucosa en 100 @) 4,8
Fenoles totales (mg/g) 12,9
Azlcares totales (% de glucosa en 100 g) 6,8

Fuente: Elaboracion propia (2017).
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5.4.2 Balance de materia del producto final

138,4 g de frutos

138,4g 100%

Cortado 81,12g cascaras

Obtencién de semillas
56,81g 41,05%
Secado de semillas 31,81 g de agua (55,99%)
25g
FETE - R—— Maceracion

1:3(semillas: agua)
100 g de solido y liquido

21,17g semilla seca

17,03 g agua

101,8 g de extracto

Centrifugado 6,8 g solidos precipitados

95 g de extracto

Figura 28. Balance de materia

Fuente: Elaboracién propia (2017)
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En la Figura 28 se muestra el balance de materia del extracto colorante

de ayrampo obtenido con las mejores condiciones de maceracion.

Respecto a las semillas humedas, estas representan 41,05% del peso
total del fruto y las semillas secas representan el 18,06% del peso total del
ayrampo, respecto al peso de semilla seca Soto (2014) menciona que las

semillas secas representan el 27, 2% del peso total del ayrampo.

Respecto al extracto colorante de ayrampo se obtuvo 95 g. Segun
Carpio y Portugal (2014) obtuvieron 67 g de extracto de ayrampo siendo

estos resultados menores a los obtenidos en este estudio.

5.5 ESTABILIDAD DEL EXTRACTO COLORANTE

La estabilidad de los extractos se determin6 al mes de
almacenamiento a 4 °C y a temperatura ambiente (18 °C) con un pH
promedio de 4,6. Se dio lectura espectrofotométrica a las muestras a 538
nm y 483 nm, las absorbancias obtenidas se convirtieron en unidades de
concentracion segun el método descrito en el anexo 5. Con estos
resultados se calcul6 el porcentaje de pigmento retenido mediante el
método descrito por Cai et al., 1998, véase en el anexo 9 y 10. Los

resultados del porcentaje de pigmento retenido al mes de almacenamiento
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a4 °Cy 18 °C para betacianinas, betaxantinas y betalainas se observan en

las tablas 21,22 y 23.

Tabla 21. Retencion de betacianinas al mes de almacenamiento.
N° de muestra Ambiente (18 °C) Refrigerado(4 °C)

1 56,803 % 82,106%
2 58,188% 86,033%
3 66,739% 88,056%
4 58,351% 96,003%
5 43,803% 77,102%
6 53,257% 86,331%
7 47,925% 86,224%
8 30,902% 69,108%
9 32,633% 75,692%

Fuente: Elaboracion propia (2017).

Tabla 22. Retencién de betaxantinas al mes de
almacenamiento.

N° de Ambiente Refrigerado
muestra (18 °C) (4 °C)
1 77,959% 76,08%
2 76,893% 88,717%
3 99,849% 82,428%
4 98,565% 99,773%
5 73,006% 80,491%
6 79,868% 93,829%
7 71,019% 92,528%
8 60,208% 76,467%
9 68,267% 79,027%

Fuente: Elaboracion propia (2017).
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Tabla 23. Retencion de betalainas al mes de
almacenamiento.

N° de Ambiente Refrigerado

muestra (18 °C) (4 °C)
1 63,026% 80,334%
2 63,573% 86,806%
3 76,277% 86,435%
4 69,632% 97,061%
5 51,926% 78,045%
6 60,782% 88,452%
7 54,343% 87,976%
8 39,075% 71,161%
9 42,608% 76,626%

Fuente: Elaboracion propia (2017).

55.1 Anélisis estadistico
5.5.1.1 Retencion de betacianinas

Estos resultados fueron analizados aplicando datos pareados con un
intervalo de confianza del 95%. La prueba-t que se muestra en el anexo 12
evalla la hipétesis de que la media de ambiente (18 °C) - refrigerado (4 °C)
es igual a 0,0 versus la hipétesis alterna de que la media de ambiente-
refrigerado es no igual a 0,0. Debido a que el valor-P para esta prueba es
menor que 0,05 por lo que se rechaza la hipoétesis nula con un 95,0% de
confianza. Los resultados muestran que si hay influencia de la temperatura
de almacenamiento en las betacianinas debido a que estas son mas
estables a una temperatura de refrigeracion de 4 °C y que se degradan mas

facilmente a una temperatura ambiental en este caso la temperatura del
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laboratorio fue de 18 °C y el porcentaje de pigmento retenido para
betacianinas fue mayor a temperatura de 4 °C como se observa en la figura

29.
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Figura 29. Porcentaje de retencion de betacianinas al mes de
almacenamiento.
Fuente: Elaboracion propia (2017).

5.5.1.2 Retencion de betaxantinas

Estos resultados fueron analizados aplicando datos pareados con un
intervalo de confianza del 95% de misma manera que se evalud
betacianinas. El valor-P para esta prueba es mayor o igual a 0,05 como se
observa en el anexo 12, por tal motivo se acepta la hipétesis nula, con un

nivel de confianza del 95,0%. Los resultados muestran que no existe
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diferencia en los tratamientos y por tal motivo no hay diferencia si se
almacena a temperatura ambiente (18 °C) o en refrigeracion (4 °C). El

porcentaje de retencion para betaxantinas se muestran en la figura 30.
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Figura 30. Porcentaje de retencion de betaxantinas
al mes de almacenamiento.
Fuente: Elaboracién propia (2017).

5.5.1.3 Retencion de betalainas

Estos resultados fueron analizados aplicando datos pareados con un
intervalo de confianza del 95% de la misma manera que se evalud
betacianinas y betaxantinas. El valor-P para esta prueba es menor que 0,05

por lo cual se rechaza la hipotesis nula con un nivel de confianza de 95,0%
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como se muestra en el anexo 12. Los resultados muestran que, si hay
influencia de la temperatura de almacenamiento en las betalainas debido a
gue estas son mas estables a una temperatura de refrigeraciéon de 4 °Cy
que se degradan mas facilmente a una temperatura ambiental. El

porcentaje de retencion de betalainas se observan en la figura 31.
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Figura 31. Porcentaje de retencion de betalainas al mes de
Almacenamiento.
Fuente: Elaboracién propia (2017).
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CONCLUSIONES

. Se determind que las condiciones de maceracion para la mayor
obtencion de extracto colorante (246,9 mg de betalainas/100 g de

muestra), son el tiempo y la velocidad de agitacion.

. Se determiné que el tiempo que permite obtener la mayor extraccion

del colorante es 38,35 min.

. Se determin6 que la velocidad de agitacién que permite obtener la

mayor extraccion del colorante es a 198,82 rpm.

Las betacianinas presentes en el extracto de ayrampo vy
almacenados a 4 °C y 18 °C, presentaron mas estabilidad al
almacenamiento a 4 °C, debido que retuvieron mayor porcentaje de

pigmento.

Las betaxantinas a diferencia de las betacianinas fueron estables al

almacenamiento a 4 °Cy 18 °C.

Las betalainas presentes en el extracto de ayrampo presentaron

mas estabilidad al almacenamiento a 4 °C.



RECOMENDACIONES

Se recomienda evaluar otras condiciones de maceracibn como la

aplicacion de temperaturas menores a los 20 °C.

Se recomienda continuar la investigacion aplicada al campo de la

conservacion del extracto colorante a partir de semillas de ayrampo.

Se recomienda que el extracto colorante de ayrampo se almacene

en refrigeracién a temperatura de 4 °C.

Se recomienda el reciclaje de los residuos organicos generados
después de la obtencion del colorante de ayrampo, como la
elaboracion de compost o como suplemento alimenticio para los

animales a fin de reducir el impacto ambiental.
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Anexo 1. Directiva 2008/128/CE de la comision de las comunidades

europeas.

Diario Oficial de la Unién Europea 10/1/2009

Criterios especificos de pureza

E 162 ROJO DE REMOLACHA
Sindnimos Betanina

Definicién El rojo de remolacha se obtiene de las raices de cepas naturales de la remolacha
roja (Beta vulgaris L. var. rubra) por presién de la remolacha triturada como jugo
de presion o mediante extraccion acuosa de raices troceadas de remolacha, con
posterior enriquecimiento del principio activo. El colorante esti formado por
diferentes pigmentos pertenecientes a la clase de la betalaina. E principal colo-
rante consiste en betacianinas {rojo} de las que la betanina supone el 75-95 %.
Pueden estar presentes pequerias cantidades de betaxantina (amarillo) v productos
de degradacion de las betalainas {marron claro).

Ademds de los colorantes, €l jugo o extracto contiene azticares, sales o proteinas
presentes naturalmente en la remolacha roja. La solucion puede concentrarse y
algunos productos pueden refinarse a fin de eliminar la mayoria de los aziicares,
sales y proteinas.

Clase Betalaina
Einecs 231-628-5
Denominaciones quimticas Acido {S-(R*R*)-4-{ 2-[ 2-carboxi-5-{f-D-glucopiranosiloxi)- 2, 3-dihidro-6-hidroxi-

1H-indol-1-il}-etenil}}-2,3-dihidro-2,6-piridina-dicarboxilica;  1-{2-(2,6-dicarboxi-
1,2,3,4-tctrahidro-4-piridilideno)-etilideno}- 5-f-D-glucopiranosiloxi)-6-hidroxiin-
dolio-2-carboxilato

Férmula quimica Betanina: Cy3HgN7045
Peso molecular 550,48
Determinacion Contenido de colorante rojo {expresado en betanina) no inferior al 0,4 %

By o' ® 1120 a aproximadamente 535 nm en solucién acuosa de pH 5
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Einecs 231-628-5

Denominaciones quimnicas Acido [S-(R*R¥)-4-{2-{2carboxi- 5-{f-D-glucopiranosiloxi)-2,3-dihidro-6-hidroxi-
1H-indol-1-il}-etenil}}-2,3-dihidro-2,6-piridina-dicarboxilico;  1-{2-(2,6-dicarboxi-
1,2,3,4-tetrahidro-4-piridilideno)-ctilideno}- 5-p-D-glucopiranosiloxi)-6-hidroxiin-
dolio-2-carboxilato

Formula quimica Betanina: Cy4H54N2013
Peso molecular 550,48
Determinacidn Contenido de colorante rojo {expresado en betanina) no inferior al 0,4 %

By ! %1120 a aproximadamente 535 nm en solucion acuosa de pH 5

Descripcion Liquido, pasta, polvo o sélido de color rojo o rojo oscure
Identificacion
Espectrometria Miximo en agua de pH 5 a aproximadamente 535 nm
Pureza
Nitratos No mis de 2 g de anion nitratofg de colorante rojo {tal como se haya calculado

en la determinacion)

Arsénico No mis de 3 mgfkg
Plomo No mds de 10 mgfke
Mercurio No mis de 1 mgfkg
Cadmio No mis de 1 mgjkg

Metales pesados (expresados en | No més de 40 mglke
Pb)
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del ayrampo

on

Anexo 2. Imagenes de recolecci
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Anexo 3. Imagenes de determinacion del tamafo del fruto y semilla
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Anexo 4. Iméagenes de lectura espectrofotométrica a 538 y 483 nm
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Anexo 5. Absorbancias de betacianinas y betaxantinas

Absorbancias para betacianinas

Longitud 30min 30min 30min 35min 35min 35min 40min 40min 40 min
de onda x 190 x 195 x 200 x 190 x 195 x 200 x 190 x 195 x 200
rpm rpm rpm rpm rpm rpom rpm rpm rpm
538 nm 0,717 0,748 0,764 0,793 0986 0989 0,804 0,987 0,989
0,715 0,747 0,764 0,791 0,987 0987 0,802 0,987 0,986
0,714 0,746 0,766 0,793 0,986 0,987 0,804 0,987 0,987
Promedio 0,715 0,747 0,765 0,792 0,986 0,988 0,803 0,987 0,987
Absorbancias para betaxantinas
Longitud 30min 30min 30min 35min 35min 35min  40min 40min 40 min
de onda x 190 x 195 x 200 x 190 x 195 x 200 x 190 x 195 x 200
rpm rpm rpm rpm rpm rpom rpom rpom rpm
483 nm 0,4226 0,433 0,444 0,441 0544 0556 0442 0,546 0,549
0,428 0,431 0,44 0,442 0,543 0557 0,442 0545 0,548
0,427 0,43 0,442 0,441 0,543 0556 0441 0545 0,548
Promedio 0,426 0431 0,442 0,441 0,543 0556 0442 0545 0,548
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Anexo 6. Férmula para cuantificacion de betacianinas y betaxantinas

segun Castellanos & Yahia (2008)

A XFD X PMxV
e XPXL

B(mg/g) =

B = Betacianinas o betaxantinas

A= Absorbancias a 538 nm para betacianinas y 483 nm para betaxantinas

FD= Factor de dilucién al momento de leer en el espectrofotometro

PM= Peso molecular (betanina = 550 g/mol e indicaxantina = 308 g/mol)

V = Volumen del extracto

¢ = Coeficiente de extincion molar (betanina = 60 000 I/ mol x cm, e
indicaxantina 48 000 I/mol x cm)

P= Peso de semillas

L= Longitud de la celda (1cm)
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Anexo 7. Célculos para determinar concentracion de betacianinas y

betaxantinas.

A XFD X PMxV
e XPXL

B(mg/g) =

0,804 x 50 x 550 g/mol x 95ml
48 000 [/molxcm X 25g X 1cm

B(mg/g) =

m
Betacianinas (7‘9) = 140,03 mg/100g

0,4226 x 50 x 308 g/mol x 95ml
48 000 [/mol xcm X 25g X 1 cm

B(mg/g) =

m
Betaxantinas (7‘9) =51,522mg/100 g
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Anexo 8. ANVA para betacianinas, betaxantinas y betalainas segun

disefio Box-Behnken.

Analisis de varianza para betacianinas

Fuente Suma de Gl Cuadrado Razéon- Valor-P
cuadrados medio F

A:Temperatura (°C) 35,3637 1 35,3637 2,12 0,1738

B:Velocidad de 712,333 1 712,333 42,61 0,0000

agitacién (rpm)

C:Tiempo (min) 310,813 1 310,813 18,59 0,0012

Error total 183,896 11 16,7179

Total (corr.) 124241 14

Analisis de varianza para betaxantinas

Fuente Suma de Gl Cuadrado Razon- Valor-P
cuadrados medio F

A:Temperatura (°C) 2,09884 1 2,09884 1,03 0,3314

B:Velocidad de 125,021 1 125,021 61,50 0,0000

agitacién (rpm)

C:Tiempo (min) 50,0975 1 50,0975 24,64 0,0004

Error total 22,3622 11 2,03292

Total (corr.) 199,58 14

Analisis de varianza para betalainas

Fuente Suma de Gl Cuadrado Razén- Valor-P
cuadrados medio F

A:Temperatura (°C) 54,672 1 54,672 1,81 0,2057

B:Velocidad de 1434,09 1 1434,09 47 45 0,0000

agitacién (rpm)

C:Tiempo (min) 610,477 1 610,477 20,20 0,0009

Error total 332,466 11 30,2242

Total (corr.) 2431,71 14

99



Anexo 9. ANVA para betacianinas, betaxantinas y betalainas segun

disefo factorial

Andlisis de varianza para betacianinas

Fuente Suma de Gl Cuadrado Raz6on- Valor-
Cuadrados Medio F P

A:Tiempo (min) 4599,21 1 4 599,21 194,02  0,0000
B:Velocidad de agitacion (rpm) 2 787,04 1 2 787,04 117,57 0,0000
AA 1416,57 1 1416,57 59,76 0,0000
AB 412,587 1 412,587 17,41 0,0004
BB 774,262 1 774,262 32,66 0,0000
Error total 497,805 21 23,705

Total (corr.) 10 487,5 26

Andlisis de varianza para betaxantinas

Fuente Suma de Gl Cuadrado Raz6n- Valor-P
Cuadrados Medio F

A:Tiempo (min) 414,396 1 414,396 93,27 0,0000

B:Velocidad de agitacion (rpm) 420,271 1 420,271 94,60 0,0000

AA 151,719 1 151,719 34,15 0,0000

AB 91,3711 1 91,3711 20,57 0,0002

BB 84,3107 1 84,3107 18,98 0,0003

Error total 93,2976 21 4,44274

Total (corr.) 1 255,37 26

Analisis de varianza para betalainas

Fuente Suma de Gl Cuadrado Raz6n- Valor-P
Cuadrados Medio F

A:Tiempo (min) 7 774,59 1 7 774,59 160,72  0,0000

B:Velocidad de agitacion (rpm) 5371,79 1 5371,79 111,04 0,0000

AA 2 495,43 1 2 495,43 51,59 0,0000

AB 892,272 1 892,272 18,44 0,0003

BB 1 369,47 1 1 369,47 28,31 0,0000

Error total 1 015,87 21 48,3749

Total (corr.) 18919,4 26
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Anexo 10. Calculo del porcentaje de pigmento retenido, segun Cai

etal,1998

C.P.Ty
C.P.T,

%P.Rz( )Xl[)ﬂ

% P.R = Porcentaje de pigmento retenido

C.P.Tx = Contenido de pigmento en el tiempo “x” (mg/100 g de peso de
semilla)

C.P.To = Contenido de pigmento en el tiempo cero (mg/100 g de peso de
semilla)

132,483

%P.R=\—=
& (137,998

)><100

% P.R = 96,003
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Anexo 11. Resultados del % del pigmento retenido a 4°Cy 18°C

Temperatura refrigeracion(4°C)

N° de Betacianinas Betaxantinas Betalainas

muestra Tx To % P.R Tx To %PR Tx To % P.R
1 102,294 124,587 82,106 39,501 51,920 76,080 141,795 176,507 80,334
2 111,931 130,103 86,033 46,653 52,587 88,717 158,585 182,689 86,806
3 117,272 133,179 88,056 44,418 53,887 82,428 161,691 187,067 86,435
4 132,483 137,998 96,003 53,684 53,806 99,773 186,167 191,804 97,061
5 132,541 171,903 77,102 53,318 66,241 80,491 185,859 238,144 78,045
6 148,506 172,019 86,331 63,641 67,826 93,829 212,147 239,845 88,452
7 120,639 139,914 86,224 49,823 53,847 92,528 170,463 193,760 87,976
8 118,799 171,903 69,108 50,839 66,485 76,467 169,638 238,388 71,161
9 130,161 171,961 75,692 52,831 66,851 79,027 182,991 238,812 76,626

Temperatura ambiente (18°C)
Betacianinas Betaxantinas Betalainas

N° de Tx To % P.R Tx To % P.R Tx To % P.R

muestra
1 70,770 124,587 56,803 40,476 51,920 77,959 111,246 176,507 63,026
2 75,704 130,103 58,188 40,436 52,587 76,893 116,140 182,689 63,573
3 88,883 133,179 66,739 53,806 53,887 99,849 142,689 187,067 76,277
4 80,523 137,998 58,351 53,034 53,806 98,565 133,557 191,804 69,632
5 75,298 171,903 43,803 48,360 66,241 73,006 123,658 238,144 51,926
6 91,612 172,019 53,257 54,172 67,826 79,868 145,783 239,845 60,782
7 67,0564 139,914 47,925 38,241 53,847 71,019 105,295 193,760 54,343
8 53,121 171,903 30,902 40,029 66,485 60,208 93,150 238,388 39,075
9 56,117 171,961 32,633 45,637 66,851 68,267 101,754 238,812 42,608
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Anexo 12. Pruebat para estabilidad de betacianinas, betaxantinas y

betalainas

Prueba t para estabilidad de betacianinas
Estadistico t -14,045

Valor -P 6,41011E-7

Prueba t para estabilidad de betaxantinas
Estadistico t -1,8184

Valor -P 0,106513

Prueba t para estabilidad de betalainas
Estadistico t -9,78687

Valor -P 0,00000996707
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