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RESUMEN
La presente investigacion tuvo como objetivo determinar la mejor combinacion entre dos
solventes (etanol al 40 % acidificado y agua destilada acidificado), dos temperaturas (70 °C y 50
°C) y dos tiempos (30 y 15 minutos) en la extraccidn de antocianinas presentes en los pétalos de
Rosa spp. variedad “Freedom” en tres etapas de floracion (botdn, boton intermedio y botdn
desarrollado). Se empled el disefio completamente al azar (DCA) con arreglo factorial 2x2x2.
Los tratamientos fueron ocho: T1 (etanol 40% + 70 °C + 30 min.); T2 (etanol 40% + 70 °C +
15 min.); T3 (etanol 40% + 50 °C + 30 min.); T4 (etanol 40% + 50 °C + 15 min.); T5 (agua
destilada + 70 °C + 30 min.); T6 (agua destilada + 70 °C + 15 min.); T7 (agua destilada + 50 °C
+ 30 min.); y T8 (agua destilada + 50 °C + 15 min.). Se utiliz6 el método de pH diferencial y los
resultados de contenido de antocianina por cada etapa de floracion fueron evaluados mediante el
andlisis de varianza (ANOVA) y se realizd la prueba de comparaciones multiples de medias
Tukey, (p<0,05). Los mejores resultados en contenido de antocianina en la etapa de floracion
botdn fue de 488.04 mg/L (T1), 547.12 mg/ L en el botdn intermedio (T1) y 599.19 mg/L el
botdn desarrollado (T5). En las etapas de floracion boton y botdn intermedio se encontrd
significancia estadistica en los factores solvente, temperatura y tiempo, el mejor tratamiento fue
etanol al 40 % a 70 °C por 30 minutos; en la etapa de floracion boton desarrollado se encontrd
significancia estadistica en el factor solvente, el mejor tratamiento fue agua destilada a 70 °C por

30 minutos, respecto a la variable contenido de antocianina (mg/L).

Palabras clave: Antocianinas, rosa, “Freedom”, espectrofotometria.



ABSTRACT

The objective of this research was to determine the best combination between two solvents (40%
acidified ethanol and acidified distilled water), two temperatures (70 °C and 50 °C) and two
times (30 and 15 minutes) in the extraction of anthocyanins present in the petals of Rose spp.
"Freedom" variety in three stages of flowering (button, intermediate button and developed
button). A completely randomized design (DCA) with a 2x2x2 factorial arrangement was used.
The treatments were eight: T1 (ethanol 40% + 70 °C + 30 min.); T2 (ethanol 40% + 70 °C + 15
min.); T3 (ethanol 40% + 50 °C + 30 min.); T4 (ethanol 40% + 50 °C + 15 min.); T5 (distilled
water + 70 °C + 30 min.); T6 (distilled water + 70 °C + 15 min.); T7 (distilled water + 50 °C +
30 min.); and T8 (distilled water + 50 °C + 15 min.). The differential pH method was obtained
and the results of anthocyanin content for each flowering stage were evaluated by analysis of
variance (ANOVA) and the Tukey multiple comparisons test was performed (p<0.05). The best
results in anthocyanin content in the flowering stage were 488.04 mg/L (T1), 547.12 mg/L in the
intermediate button (T1) and 599.19 mg/L in the developed button (T5). . In the button and
intermediate button flowering stages, statistical significance was found in the solvent,
temperature and time factors, the best treatment was 40 % ethanol at 70 °C for 30 minutes; In the
flowering stage, statistical significance was found in the solvent factor, the best treatment was

distilled water at 70 °C for 30 minutes, with respect to the anthocyanin content variable (mg/L).

Keywords: Anthocyanins, rose, “Freedom”, spectrophotometry.



CAPITULO |

INTRODUCCION

Las antocianinas son compuestos fendlicos que se pueden presentar en pétalos de rosas,
numerosas plantas, frutos y hojas, la particularidad de estos compuestos es que se pueden utilizar
como colorantes naturales porque no son toxicos, pueden utilizarse en productos alimenticios y
son aptos para el consumo de seres humanos, y es que hay una creciente demanda social que
desea evitar el consumo de pigmentos artificiales que no representan seguridad y los cuales
perjudican la salud, ademas, se ha estudiado la importancia y accion de las antocianinas dentro
de la medicina en la reduccion de enfermedades coronarias, resfriados, infecciones y alergias
debido a su efecto antioxidante potente (Dermatol 2013), y dentro de la industria alimentaria
para devolver o intensificar el color de los productos con la gama de colores que va desde el rojo

hasta el azul (Heredia 1998).

Hay diferentes procedimientos para la extraccion de antocianinas, cominmente realizada por una
maceracion de un soluto empleando soluciones solventes como el metanol, acetona, etanol o
mezclas, y se controlan factores externos como la temperatura, tiempo, pH y luz que pudiesen

alterar su estabilidad y que influyen en dicho proceso (Vankar et al. 2010).

En la region Cajamarca no existen investigaciones relacionados al estudio del contenido de
antocianinas en pétalos de rosas, desperdiciando una alternativa de aprovechamiento de
colorantes naturales y su posibilidad de incorporarla como ingrediente en productos alimentarios
y bebidas, pese a que Cajamarca cuenta con mas de 50 hectareas dedicadas al cultivo de rosas y
pretenden competir con otras regiones del Perd para convertirse en los mayores productores de
rosas en variedad y calidad, las variedades mas producidas y solicitadas son la variedad

“Freedom”, “Rosado Bebé”, “Blush” y la “Topaz” (Mondragén 2017).
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Por estas consideraciones, el propdsito de la investigacion utilizo el método experimental para
establecer la mejor combinacién entre dos solventes (etanol al 40 % y agua destilada), dos
temperaturas (70 °C y 50 °C) y dos tiempos (30 y 15 minutos), para determinar el efecto en el
contenido de antocianinas de los pétalos de Rosa spp. variedad “Freedom” en tres etapas de

floracion (botdn, botdn intermedio, boton desarrollado).

1.1 Formulacion del problema
1.11 Problema general
¢Cudl es la mejor combinacion entre dos solventes, dos temperaturas y dos tiempos para la

extraccion de antocianinas de pétalos de Rosa spp. variedad Freedom en tres etapas de floracion?

1.2 Objetivos de la investigacion

1.3.1 Objetivo general
Determinar cual es la mejor combinacién entre dos solventes (etanol al 40 % ac. y agua destilada
ac.), dos temperaturas (70 °C y 50 °C) y dos tiempos (30 y 15 minutos) para la extraccion de
antocianinas de pétalos de Rosa spp. variedad Freedom en tres etapas de floracion (boton, botdn

intermedio y botdn desarrollado).

1.3 Hipotesis

— Hipotesis general
La mejor combinacién de factores es a temperatura de 70 2C, tiempo de 30 minutos y con
solvente etanol al 40% presentando una mayor extraccion del contenido de antocianinas en
las tres etapas de floracion botdn, botén intermedio y botén desarrollado, en comparacion al

solvente agua destilada en las mismas condiciones.
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CAPITULO Il

REVISION DE LITERATURA

2.1 Antecedentes de la investigacion
Vankar et al. (2010) identificaron y extrajeron antocianinas presentes en rosas, para ello
utilizaron tres métodos de extraccion donde se diferenciaban por el tipo de solvente, acido
clorhidrico, &cido tartatico y &cido citrico, para el primero se us6 acido clorhidrico al 0.1 % (v
/ v) en metanol a temperatura ambiente, por 2-3 horas, en oscuridad y los sélidos restantes se
lavaron con el mismo solvente hasta llegar a una solucion clara, luego se secaron en un
evaporador rotatorio a 30 °C y procedieron a la identificacion de las antocianinas a través de
espectrofotometria y como resultado obtuvieron las longitudes de onda maximo en rosas de
tonos oscuros como el rojo y azul a 517nm y 592nm en rosas de color verde, valores

comprendidos entre un pH de 2 y 9 y resistentes a temperaturas no superiores a 90 °C.

Vanini et al. (2009) estudiaron los procesos de extraccion de las antocianinas, el pigmento fue
extraido utilizando metanol y etanol a 60, 70 y 80 % en agua acidificada con acido clorhidrico
al 0,1% a 30 °C; como resultados después de la extraccion de antocianinas totales de la cascara
de uva determinaron el contenido total de antocianinas con 106.9 mg/100g de muestra con el

uso de etanol como solvente y de 27.5 mg/100 g de muestra utilizando metanol.

Acosta et al. (2014) realizaron experimentos de extraccion de diferentes pigmentos vegetales,
tales como: clorofilas a y b, xantofilas, carotenoides y pigmentos antocianicos e identificaron
con el uso de un cromatograma. Para la determinacion de antocianinas se usé la siguiente
metodologia, colocaron flores en una capsula petri con cido clorhidrico concentrado y como
resultado obtuvieron la identificacién de delfinidina y peonidina empleando NH3OH al 25%;
con &cido clorhidrico concentrado se identificd la antocianina y su efecto betacromico que

consiste en que al cambiar la acidez, es decir el pH, se pasa del rojo-anaranjado en condiciones
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acidas (pelargonidina), al rojo intenso-violeta en condiciones neutras (cianidina), y al rojo

purpura-azul en condiciones alcalinas (delfinidina).

Dyankova et al. (2016) utilizaron el método de pH diferencial con 8 materiales vegetales, el
analisis cromatografico de los extractos mostr6 rayas intensivas de rosa, rojo y violeta
correspondientes al contenido de antocianina, el analisis de los datos experimentales mostro
que el rendimiento de las sustancias pigmentarias depende de algunos factores: el tipo de planta,
el tratamiento preliminar de la planta y el solvente que se utiliza. Para el analisis cualitativo e
identificacion de antocianinas utilizaron el método de Kruger et al. (2013) donde a la muestra
de 1 ml de cada extracto se agregaron 9 ml de acido clorhidrico al 0,5% en etanol al 96%, luego
se agitd por 5 minutos y centrifugd al mismo tiempo a 3000 rpm y se almaceno en oscuridad.
Los volimenes de muestra oscilaron entre 40 y 60 pl; como resultado obtuvieron que el
chokeberry incluia un gran nimero de antocianinas y la combinacion de estos componentes
fueron la razon del color rojo oscuro / violeta del extracto con (2 195.9 cyd eq mg / 1), seguido
de mora (1 466.2 cyd eq mg / I) y una variedad de las uvas (1 199.3 cyd eq mg / I) y concluyeron
que los materiales frescos o congelados y en la pulpa son los mas adecuados para la extraccion

de pigmentos de antocianina.

Sanchez (2019) investigo el contenido de antocianinas en las flores de jamaica (Hibiscus
Sabdariffa L.), determind la concentracién de antocianinas en sus flores, utilizando la
metodologia béasica, de corte transversal y experimental, colocé 30gr de las flores de jamaica a
secar al sol durante una semana por 30 minutos a una temperatura de 75 °C y se los combind
con 200ml de solvente etanol al 30 % y se los reservo en envases color ambar para evitar su
deterioro, lo filtr6 y empled el procedimiento del pH diferencial para determinar su contenido
con cloruro de potasio 0.025 M y Acetato de sodio 0.4 M (Buffers) y tuvo como resultados
348.2 +- 96.7 mg de antocianinas por cada 100gr de flores de jamaica y concluyo6 que tiene un

alto contenido de antocianinas y por ende, un alto poder antioxidante.
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Camavilca (2015) Identificd antocianinas y carotenoides provenientes de flores de mastuerzo
(Lepidium Sativum), para ello, utiliz6é el método experimental que constaba de trocear las flores
y secarlos a 10° C durante 5 dias, luego lo pulverizé y procedié a macerarlo con 20mL de
solvente compuesto de metanol, acido acético y agua en un volumen de 45:15:25, otro con
metanol y &cido acético (70:30), metanol y &cido acético (50:50) y metanol en agua, en envases
de color ambar por 24 horas, finalmente lo filtrd, concentr6 e hizo la cuantificacion por
espectrofotometria con soluciones tampones, como resultado obtuvo 442,21 ug de
pelargonidina 3 O-glucésido por 100 gramos de materia seca, entonces concluyé que hay

mejores resultados utilizando metanol al 70% y agua al 30% en flores rojas.

Castafieda (2018) investigo el contenido de antocianinas en camote, utilizd para ello la
metodologia experimental-aplicada de tipo descriptivo, pesé 500 gr de cada muestra y se le
afiadio un solvente (etanol, acido acetico y agua desionizada) con un volumen 10:1.9, con un
tiempo de extraccion de 1 hora a temperatura ambiente, luego lo filtré y aplicando el método
de pH diferencial con sustancias buffer, obtuvo como resultado que el promedio mayor fue para
el camote proveniente de Vird con 19.485 mg/L de antocianina superior al de que provenia de

Chiclayo, con 18.918 mg/L.

A nivel local no se ha encontrado trabajos relacionados con la extraccion de antocianinas en

rosas o en alguna flor de tonalidad roja.

2.2 Bases tedricas
2.2.1 Rosa (Rosa spp.)
La palabra rosa proviene del latin “Rodja” que significa flor del rosal, son un tipo de arbusto
que crecen con diferentes colores desde las mas conocidas de tonalidades rojas y amarillas

como rosadas y violetas, la familia de estas plantas son Rosaceae, provienen de diferentes partes

19



del mundo y hasta el dia de hoy se conocen aproximadamente 70 rosas silvestres y méas de 200
variedades en cada continente que son domesticadas, cruzadas y mejoradas; es el cultivo mas
importante del sector ornamental y producto principal del mercado de la floricultura (Arzate

2014).

Tienen tallos ramosos, con espinas, hojas de diferentes formas con nimeros impares de foliolos
elipticos. Las flores son terminares, individuales o en racimo, con céliz redondo. Los botones
0 corolas estdn compuestas por varios pétalos redondos o acorazonados, con estambres y
pistilos. Los frutos que poseen se llaman escaramujos, es carnosa y contiene semillas

elipsoidales y vellosas (Vera 2015).

Es un arbusto espinoso de origen en el hemisferio norte, perteneciente a la familia de las
rosaceas que proviene del latin ‘rosa’ que significa la flor del rosal, ademas, del antiguo griego
proviene la acepcion de ‘rhddon’ o efluvio oloroso, de largo periodo de floracion, resistencia a
plagas y cultivado por sus variedades de color, flores dulces, perfumadas, apariencia bella y
delicada; hay mas de 100 especies y hectareas de cultivo alrededor del mundo hoy en dia. Hay
clasificaciones de rosas respecto a su variedad, la mas conocida es la que se divide en hibridos,
floribundas, trepadoras, rosas en miniatura y rosas de especies. Los hibridos de té, son el tipo
de rosas mas populares actualmente, con grandes y olorosas flores y en su mayoria destinadas

al corte con tallos largos y fuertes (Avdi¢ 2016).

Valero (2018) clasifico a las rosas en tres grandes grupos y a su vez estd compuesta por
diferentes variedades:

— Rosas antiguas: Provienen de paises especificos, datan del afio 1867 y que hasta ahora no

han sufrido ninguna modificacion; resisten climas muy agresivos y no requiere mucha

podacion.
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— Rosas silvestres: Conocidas como salvajes, son aquellas que donde los humanos no han
intervenido en su crecimiento y desarrollo.

— Rosas modernas: Son conocidas por que son la nueva generacion de rosales como resultado
de la seleccion de partes de rosas antiguas:

Rosa grandiflora: Son un tipo de rosas que florecen de forma abundante.

Rosa floribunda: Su floracion se da en forma de racimos, tienen flores mas pequefias, pero

son mas brillantes y florecen muchas veces durante una temporada.

Rosa hibrida de té: Son las méas conocidas, son grandes y bellas y se encuentran en muchas

tonalidades de colores.

a. Variedades de rosa
Caracteristicas botanicas de la variedad de rosa (Figura 1) usada en este proyecto de
investigacion:
~ FREEDOM
TAN97544 ®
Color: Rojo brillante
Largo de Tallos (cm): 50 — 100
Productividad (tallos/m2/afio): 110
Vida Florero (dias): 14 — 16
Tamafio de botén (cm): 5 -7

Fuente: Rosen Tantau (2008).

Figura 1. Rosa variedad “Freedom”
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b. Etapas de floracion

La Rosa spp. de la familia de hibridos de té florecen generalmente dos veces al afio, son
sensibles al frio y requieren un cuidado especial para el invierno; Atani et al. (2013)
caracterizaron a los ciclos de formacidn del boton de las rosas, el primer ciclo es el apogeo del
bot6n abonado organicamente, la segunda etapa puede medir alrededor de 5 cm de largo
utilizando abono con alto contenido de nitrégeno y otro con 10-10-10 de nitrégeno, fésforo y
potasio, respectivamente, en el tercer ciclo aparecen los capullos, el abono con mas fosforo que
nitrégeno, en la cuarta etapa explotan las flores, se potencia con abono de fésforo y un

suplemento de gquelato de hierro y finalmente, la floracién como tal.

En la Tabla 1 se muestra los principales cultivos de rosas de Asia, en el cual hay valores de
pigmentos como la pelargonidina, cianidina y perlagonidina expresados en porcentaje y datos

del su contenido en mg /100 mg obtenidos de pétalos secos, ademas de la escala de color Cielab.

Tabla 1. Antocianinas en pétalos de cultivares japoneses

CIELAB coondindlas® Py Oy P agloone  glycosides

Cvs Soums  RHSCOP fe - ™ oooe
o B 9G53 43 G5G 0G 958 9B Pn Oy Py 3056 36
M, Cy (20 o)
R flowered
Donyg Fang Jin H 88 643 420 -8 £9 -1n7 & + N £ — = 80 — 100 + 15 18
Hong Xing H A 40 482 -89 499 -22 B + 6 4 — = 95 - 10 + 22 6w
. Luo Yang Hong L 78 %6 60 -78 65 —73 & 6 B 2 — — T2B— @ & 6 11
Pink flowered
Cui Mu H 648 i) S84 ~101 M3 88 M 6 2 8 — — 60 40 — 8 14 1894 012
Zi Lan K H 68 6 22 —fa8 @I -5 & 4 6 3 — — 9 98— W T T2 1R
Ying Hu Fenideeg) H 76 67 34 =40 |1 =26 8 = 8§ = - 91 8 = 10 = 061 243
Fen Mian Tao Hua L o8 58 57 -175 €03 -169 8 — 6 — — — 8 16— 10 = 0\ 72
Puplo flowered _
Hang Xia Ying Fi H° BA 403 026 —128 &1 187 & & % 9 — — &% -— 8§ 17 193 02
Cheng Lou Dian Cul H 68 637 %2 -7 2 -85 90 1 8 4 = =9 8 — @ 1 13 144
Hua Hu Dia L 60 530 454 -a1 41 —10f 8 — 16 — — — 8 16 — 100 — 05 198
Ceng LinJin Ran H  70A 438 482 —108 474 -182 & 2 @ | — — € ®— o 3 45 288
Wu Zhou Hong H 708 480 468 —81 403 —181 70 3 ¥ | = = TWH¥ - % 4 288 &R
Hong Hui H 700 570 414 —f07 4£8 -5 8 — # — — — 84 — 10 — 07  183.
Zi Feng Chao Yang H  MB 404 472 -08 482 -7 5 5 ¥ 8 - — 604 - @ 8 40 4%
Zi Luo S Gusn L 7B M8 B2 -2 63 -80 S 0 2B 10 — — 6% — 8 10 4% 13
Jia Go Jin Zi Ho 728 698 24 —105 4 87 @ + 8 2— — — @8 — 10 + 1% us
o Yuan Hoag L 728 460 484 —124 500 -144 & 1 F + - — @ ¥ - @ 1 2% 3@
2i Yan Fei Shuang IOH  TEC 67 &0 —130 W4 -2 © + 7T — — — @7 — 10 + 08B 164
White flowered
Bal Yu Ho W 007 -68 B3 107 123 @ — 8 — — — @8 — 10 — 018 &0
a0 Huang H W 899 -55 94 109 108 & — 18 — — — & 13— 100 — 090 &7
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P, Cy>Fy (29 &)

Group C (3625, 14 ovs)

Fed flowered

BB Geofpupl-ed H B4 @2 53 20 &57 24 8 3 10 1 + — 81U+ % 4 372 6&W
Jin Pao Horg H 7B 31 58 -137 57 -M8 & 4 8§ 4+ + — 9 9 + W 4 37N 8B
Hong Yen H 784 511 471 =185 499 -183 91 4+ 7 4+ 2 = 9 7 2 10 ng  0®m
Pirk flowesed

Chul Tou Lan H 78 782 132 -5& M3 ~280 & 4 3 — 2 — 0583 2 10 + 25 42
Pumple fowared

Shou An Hong H  BIA 31 475 -M8 488 -173 8 4 10 1 + — 811 + ® 5 859 224
Ya0 Chi Chun L 80 734 22 -2 38 -B8 B — 5§ — —  — @5 2 10 — 03 100

— Cultivos de B, Bejijing; H, Heze and L, Luoyang.

— Ly. Luz amarilla; Gn. verde and Wt. color blanco; Royal Horticulutal Society Colour
Chart.

— L*. lightness; a* and b*. chromatic components and C*. chromas (brightness)

— h. hue engle (*, degree)

— Pn. Peonodina; Cy. Cianidina; Pg. Pelargonidin: 3G5G, 3, 5-di-O-glucosido and 3G,
3-O-glucosido. Datos expresos en porcentaje (%).

— Total de antocianinas (mg/100 mg of dry petal [mg % dry petal]).

— Copigmentancion index = total flavones y flavonoides (mg %)/TA (mg %).

Fuente: Wang (2001).

2.2.2 Antocianinas

La antocianina proviene del griego anthos (flor) y kyanos (azul oscuro). Estos pigmentos son
responsables de una gama de colores que va desde el rojo, azul, violeta, y se encuentra en
numerosas frutas y flores y vegetales, despues de la clorofila, es un pigmento de gran

importancia visible al 0jo humano (Martinez 2015).

Las antocianinas son pigmentos que estan dentro de los compuestos denominados flavonoides,
estos se encuentran en mayor cantidad en frutas mas que en hortalizas y verduras, ademas, son
solubles en agua. La estructura de las antocianinas se compone de dos anillos aromaticos A y

B unidos por una cadena de 3 C (Garzon 2008), como se aprecia en la Figura 2.

Figura 2. Estructura de la antocianina
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Se pueden presentar en numerosas plantas, frutas, frutos y hojas, su contenido varia de acuerdo
a su fisiologia, condiciones fisicos-quimicas, variedad, estado vegetativo, etc., cuyo color varia
desde el rosado, rojo, y en otros casos se presentan tonalidad azul o violeta (Aranceta 2006),

tienen efecto antioxidante, son inodoras, sin sabor e influyen en parte en el sabor (He 2010).

Las antocianinas tienden a afectarse cuando factores intervienen en su estructura por ser estas
muy reactivas y sensibles a la degradacion, entre ellas esta la temperatura, oxigeno, pH y
enzimas dentro de los mas importantes que de no ser controlados oportunamente, intervienen

en el color y su estabilidad (Prior 2006).

a. Estructuray estabilidad de las antocianinas

Zhao et al. (2017) mencionan que las antocianinas quimicamente son derivados glicosilados
polihidroxilados o polimetalicos de 2-fenilbenzopirilio. Generalmente tienen pesos
moleculares entre 400 a 1200 de tamafio mediano, sumados a esto dos anillos de bencilo (A y

B).

Las antocianinas presentan un esqueleto -C6 -C3 -C6 y tienen gran potencial de absorcion en
la region visible del espectro; hay seis antocianidinas comunes, la mas probable de ver es la
cianidina que le confiere el color magenta, también se encuentra la pelargonidina que tiene una
tonalidad rojiza-anaranjada y finalmente la delfinidina que varia entre el violeta y el azul,
ademas si hay méas grupos hidroxilo entonces, el color va a ser mas azulada, mientras que el

enrojecimiento se incrementa si hay existen mas grupos metoxilo presentes (Heredia 1998).

Tabla 2. Antocianidinas comunes

Antocianidinas Antocianinas Sustitucién Color observado
{Aglicona) R, R» en el espectro visible
?\vmax
Pelargonidina  Pelargonidina-3-0- H H Naranja (494 nm)
glucésido
Cianidina Cianidina-3-O-glucésido OH H Naranja-Rojo (504 nm)
Delfinidina Delfinidina-3-O-glucdésido  OH OH Azul-Rojo (508 nm)
Peonidina Peonidina-3-0O-glucésido  OCH; H Naranja-Rojo (506 hm)
Petunidina Petunidina-3-O-glucésido OCHs; OH Azul-Rojo (508 nm)
Malvidina Malvidina-3-O-glucésido OCH; OCH; Azul Rojo (510 hm)

Fuente: Heredia (1998).
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Segun Pereira (2009) el nimero de estructuras sigue en aumento ya que provienen de alrededor
de 30 diferentes antocianidinas, la mayoria esta basada en en cianidina (31 %), delfinidina (22
%) o pelargonidina (18 %), como el 3 metil-éteres: peonidina, proveniente de estas, las otras
antocianidinas comunes son la peonidina, malvidina y petunidin, que en su estructura tienen
grupos metoxi, en su anillo B y representa el 21 % de antocianinas aisladas. Una nueva
antocianidina metilada, 7-O-metilcianidina, cinco nuevas desoxantocianidinas y un nuevo tipo
de antocianidina llamada piroantocianidina también se han informado. Todas estas se
diferencian por el namero de unidades y posicion de los azlcares enlazados ocurriendo asi
cadenas laterales de oligosacaridos, como se aprecia en la Figura 3 (Pella 2004).

OH OH OH
® ® ®
Y« Y« NS e
BUCE Soeo e
& OH Z OH & OH

OH OH OH

Pelargonidina Cianidina Peonidina

OH OMe OMe
OH OH OH
® ® ®
o AN o 8 I s
O X OH O X OH O X OMe
Zou Z on Z oH
OH OH

OH
Delfinidina Petunidina Malvidina

Figura 3. Estructura de antocianidinas

Respecto a la estabilidad que presentan las antocianinas esta sujeta a factores que se introducen
como los mecanismos de degradacion que origina una extraccion, purificacion y uso eficaz
como colorante en la industria alimentaria. Los factores que intervienen en la estabilidad de las
antocianinas son el pH, temperatura, oxigeno Yy las interrelaciones de los compuestos de los

alimentos como el acido ascérbico, iones metalicos, azlcares y copigmentos (Lock 1997).

Lock (1997) sefiala que las antocianidinas son menos estables que las antocianinas, y menos
solubles en agua; a mayor grado de hidroxilacion decrece generalmente la estabilidad de la
antocianina, mientras que un incremento en el grado de metoxilacion o del grado de

glicosilacion, tiene el efecto opuesto; la naturaleza del azlucar (galactosa) influye en la
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estabilidad; la presencia de por lo menos dos grupos de acilo estabiliza a la antocianina
probablemente por la presencia de sistema aromatico en el grupo acilo; en presencia de oxigeno
la mé&xima estabilidad térmica de las antocianidina-3-glicosidadas es a pH 1.8 a 2.0, mientras
que para las antocianidina-3.5-diglicosidadas lo es a pH 4,0-5,0; por ello, para retener el color
es preferible que el oxigeno sea removido del pigmento a través de calentamiento con
mecanismo de vacio; las antocianinas son generalmente inestables cuando se exponen a la luz
UV o a luz visible, siendo algunas méas afectadas que otras; las antocianinas son mas estables
en medio &cido que en basicos o neutros ya que el idn flavilio se forma y da la coloracién rojiza,
este compuesto en pH basicos 0 neutros puede ser susceptible a ataques nucleofilicos por el

agua dando lugar a una pseudobase carbinol seguido de una chalcona, normalmente a pH 4.5.

b. Metodo fisicoquimico de extraccion de antocianinas

Las antocianinas son compuestos polares usualmente extraidas por maceracion con soluciones
acuosas de metanol, etanol o acetona acidificada debilmente, conteniendo una pequefia parte
de acido (15 %, HCL 1M) para que se pueda hacer el proceso satisfactoriamente y tenga el
cation flavilio la estabilidad requerido aunque el acido puede causar hidrélisis parcial de lads
fracciones acil en antocianinas aciladas; el metanol es el solvente méas eficaz porque no forma
mezclas azeotropicas con agua Y tiene bajo punto de ebullicion pero en el caso de alimentos y

ensayos clinicos se emplea el etanol puesto que su toxicidad es menor (Vazquez 2014).

Lixiviacion

Es una operacion de transferencia de masa que se basa en la extraccion solido-liquido de
pigmentos, donde se separan las sustancias que son solubles de las insolubles con la ayuda de
agua o solventes para separar la mezcla o disolucion, usualmente se aplica triturando materiales
vegetales para facilitar la separacion del pigmento y las particulas por densidad (Marin et al.

2012).
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Segun Herrera (2017) se plantea factores y condiciones para el método de extraccion:

Solvente: La solucion de etanol con &cido clorhidrico al ser un solvente de polaridades
indistintas causan cambios en las bandas de absorcion, en el cual la cianidina tiene mas
rango de absorcion en 520nm.

Temperatura: Este factor es importante puesto que se ven mejores resultados cuando se
extraen a temperaturas alrededor de los 25 °C y no mayor de 70 °C ya que presentaria una
degradacion del pigmento.

Concentracion de antocianinas: El extracto puro se concentra por evaporacion del solvente

a una temperatura baja, alrededor de 35 °C y en condiciones de vacio.

Anélisis cuantitativo por espectrofotometria UV-VIS de antocianinas

Espectrofotometria

Método de andlisis empleado para determinar la absorcion de luz de una sustancia e
identificar la concentracion. Se pasa a través de una sustancia una luz monocromatica, con
una determinada longitud de onda, sobre un medio homogéneo, sin residuos, una parte de
esa luz es absorbida por la sustancia mientras que el resto es transmitida. La intensidad del
rayo de luz es atenuada desde Po a P, siendo Po la intensidad de la luz incidente y P la

intensidad del rayo de luz transmitido (Martinez 2015).

Absorbancia

La absorbancia tiene funcidn lineal de la concentracion y tiene la capacidad de absorber la
radiacion y se utiliza para hacer mediciones cuantitativas. La longitud de absorcién y la
fuerza de absorbancia dependen del ambiente molecular en donde esté el cromoforo. Se
expresa matematicamente con el logaritmo negativo de la transmitancia (Arenas et al.

2004).
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d. pH diferencial
Es un método que se basa en la reaccidn del oxonio coloreada a pH 1.0 y la forma hemiacetal
incolora a pH 4.5, esta transformacion estructural reversible permite de manera segura y

rapida, medir el total de antocianinas monoméricas (Martinez 2015).

La cuantificacién de las antocianinas se puede realizar con este tipo de métodos, segln
Martinez (2011) es un método espectrofotométrico que se basa en el cambio estructural del
pigmento por el cambio de pH (pH 1 coloreadas y pH 4.5 incoloras). Las diluciones se realizan
con extracto metandlico con solucién buffer pH 4.5 de acetato de sodio, 0.4 M y solucién
buffer pH 1.0 de cloruro de potasio, 0.025 M y se procede a leer la absorbancia de cada
muestra a la longitud de onda maxima absorbancia (Amax=515 nm) y a 700 nm, después de

aproximadamente 40 minutos de reaccion (Puertas 2013).

pH

Respecto al pH, en la revision bibliografica de Lock et al. (1997) mencionaron que la
estabilidad de la antocianina es influenciada por la acidez y en presencia de oxigeno la
méaxima estabilidad térmica de las antocianidina-3-glicosidadas es a pH 1.8 a 2.0, mientras
que para las antocianidina-3.5-diglicosidadas lo es a pH 4,0-5,0. Esto ocurre ya que la acidez
cumple la funcidn protectora, en pH inferiores a 2 el pigmento se encuentra mas estable o de
ion oxonio o cation flavilio de color rojo intenso y cuando se varia a un valor mas alto, se
pierde protones y adicién de agua en la posicion 2 dando lugar a sustancias hemicetal y
chalconas, bastante inestables e incoloras, por otra parte Jenshi et al. (2011) en concordancia
con lo antes mencionado, expresaron que las sales de flavilio son estables en condiciones muy
acidas, éstas pierden los protones a pH altos y se convierten en bases quinoidales que son

inestables, uniéndose al agua y forman compuestos incoloros llamados cromenol.
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En la extraccion del pigmento, el pH < 3 aumenta la actividad antioxidante porque interviene
en los enlaces glucosidicos positivamente. Los cambios fisiol6gicos de las rosas y otras
formas vegetativas llevan consigo variaciones en el pH, por lo tanto, cambios en el color de
su tejido vegetal, incluyen la formacion de la sal de flavilio, la de la base anhidra y la base del
carbinol, entre un pH de 2 a 4, la principal via de degradacion térmica es la hidrolisis de la

molécula de azucar (Garcia et al. 2004).
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CAPITULO I

MARCO METODOLOGICO

3.1 Localizacion de la investigacion

El presente trabajo de investigacion se realizé en el Laboratorio de Control de Calidad de la
Escuela Académico Profesional de Ingenieria en Industrias Alimentarias (2H — 207) de la
Universidad Nacional de Cajamarca en la ciudad, provincia y distrito de Cajamarca, cuyas
caracteristicas geograficas son: altitud de 2700 msnm, latitud de 7° 10’ 5” y longitud de 78° 30’
W, con temperatura media anual de 13.14 °C, humedad relativa de 73 % y precipitacion

promedio anual de 628 mm/afio.

3.2 Materiales experimentales

a. Material bioldgico

Las rosas variedad “Freedom” representan la poblacion, materia prima proveniente del centro
poblado de Huambocancha alta del departamento de Cajamarca, tomando 5 rosas en las mejores
condiciones visuales tanto en el color, tamafio, forma y madurez, en la segunda (apertura
inicial), cuarta (etapa de media apertura) y quinta etapa de floracion (etapa de apertura
completa), denominadas para esta tesis como botdn, boton intermedio y botdn desarrollado

como se puede observar en el anexo A.

=3

Equipos e instrumentos
— Balanza analitica

— Potencidometro

— Bomba de vacio

— Cocina eléctrica

— Espectrofotémetro
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Laptop

Reactivos

HCL concentrado

KCI 0.025M
CH3-COONa 0.4M
Alcohol absoluto anhidro

Agua destilada

. Otros materiales experimentales

Matraz

Vaso precipitado
Matraz kitazato

Tubo plastico
Tampon de jebe
Soporte universal
Embudo buschner
Papel Whatman n° 45
Tubos de ensayo
Rejilla para tubos de ensayo
Plumoén

Cinta masquin
Bomba pipeteadora
Termdémetro digital
Papel aluminio
Mortero

Beaker
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3.3 Metodologia

La presente investigacion se realiz6 entre los meses de enero y marzo de 2022, para ello se utilizd
pétalos de Rosa spp. variedad “Freedom” del centro poblado Huambocancha Alta del
departamento de Cajamarca, en tres etapas de floracion (botdn, botén intermedio y botdn

desarrollado) clasificadas por Atani (2013).

331 Factores y niveles
La investigacion tiene variables independientes (factores con sus respectivos niveles) que
implica que no variardn o no se ven afectadas durante la experimentacion puesto que ya estan
definidas previas a la extraccion de las antocianinas y la variable independiente (respuesta) es

el resultado de la accion de los factores para la determinacion de antocianinas.

Variables de estudio

— Independientes:
e Solvente
e Temperatura
e Tiempo

— Dependiente:

e Contenido de antocianina (mg/L).

Factores y niveles: Los tratamientos con sus respectivos factores y niveles se detallan en la
enlaTabla3,4y5.

A. Tipo de Solvente: Etanol al 40 % y agua destilada

B. Temperatura: 70y 50 °C.

C. Tiempo: 30y 15 minutos.
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Tabla 3. Factores, niveles y tratamientos para la extraccion de antocianinas de pétalos de Rosa

spp. variedad “Freedom” en la etapa de floraciéon Boton

Factor Nivel Tratamiento Descripcion Cadigo
A: Solvente al: Etanol al 40 % alblcl Boton; etanol al 40 %; 70 °C; 30 minutos  T1
a2: Agua destilada alblc2 Botdn; etanol al 40 %; 70 °C; 15 minutos T2
B: Temperatura bl:70 °C alb2cl Boton; etanol al 40 %; 50 °C; 30 minutos T3
b2: 50 °C alb2c2 Boton; etanol al 40 %; 50 °C; 15 minutos T4
C: Tiempo c1: 30 minutos az2blcl Boto6n; agua destilada; 70 °C; 30 minutos ~ T5
c2: 15 minutos a2blc2 Botdn; agua destilada; 70 °C; 15 minutos  T6
a2b2cl Botdn; agua destilada; 50 °C; 30 minutos  T7
a2b2c2 Botdn; agua destilada; 50 °C; 15 minutos T8

Tabla 4. Factores, niveles y tratamientos para la extraccion de antocianinas de pétalos de Rosa

spp. variedad “Freedom” en la etapa de floraciéon Boton Intermedio

Factor Nivel Tratamiento Descripcién Cadigo
A: Solvente al: Etanol al 40 % alblcl  Bot6n I.; etanol al 40 %; 70 °C; 30 minutos T1
a2: Agua destilada alblc2  Botdn I.; etanol al 40 %; 70 °C; 15 minutos T2

B: Temperatura  b1: 70 °C alb2cl  Boton I.; etanol al 40 %; 50 °C; 30 minutos T3
b2: 50 °C alb2c2  Boton I.; etanol al 40 %; 50 °C; 15 minutos T4

C: Tiempo c1: 30 minutos a2blcl Botdn I.; agua destilada; 70 °C; 30 minutos T5
¢2: 15 minutos a2blc2  Botdn I.; agua destilada; 70 °C; 15 minutos T6

az2b2cl  Boton I.; agua destilada; 50 °C; 30 minutos T7

a2b2c2  Boton I.; agua destilada; 50 °C; 15 minutos T8
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Tabla 5. Factores, niveles y tratamientos para la extraccion de antocianinas de pétalos de Rosa

spp. variedad “Freedom” en la etapa de floracion Boton Desarrollado

Factor Nivel Tratamiento Descripcion Caodigo
A: Solvente al: Etanol al 40 % alblcl Boton D.; etanol al 40 %; 70 °C; 30 minutos Tl
a2: Agua destilada alblc2  Bot6n D.; etanol al 40 %; 70 °C; 15 minutos T2

B: Temperatura bl:70 °C alb2cl  Bot6n D.; etanol al 40 %; 50 °C; 30 minutos T3
b2: 50 °C alb2c2  Bot6n D.; etanol al 40 %; 50 °C; 15 minutos T4

C: Tiempo c1: 30 minutos a2blcl  Bot6n D.; agua destilada; 70 °C; 30 minutos T5
c2: 15 minutos a2blc2  Botdn D.; agua destilada; 70 °C; 15 minutos T6

a2b2cl  Botdn D.; agua destilada; 50 °C; 30 minutos T7

a2b2c2  Botdn D.; agua destilada; 50 °C; 15 minutos T8

3.3.2 Disefio experimental

La investigacion fue conducida bajo el Disefio Completamente al Azar (DCA) con arreglo

factorial de 2x2x2, correspondiente a la combinacion de factores de solvente (etanol 40 % ac.y

agua destilada ac.), temperatura (70 °C y 50 °C) y tiempo de extraccion (30 y 15 minutos),

dando como resultado un total de 8 unidades experimentales por cada etapa de floracion (botdn,

botdn intermedio y boton desarrollado).
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3.3.3 Croquis del experimento

PETALOS DE ROSA SPP. VARIEDAD "FREEDOM" EN TRES ETAPAS DE FLORACION:
BEOTOM, BOTON INTERMEDIO ¥ BOTON DESARROLLADO

SOLVENTE: al SOLVENTE: a2

uempn c:1 uempn c2 uempn [:1 uempn cZ tiempo: [:1 uempn cZ tiempo: [:1 uempn cZ

+#++##++

DETERMINACION DEL COMTEMNIDO DE ANTOCIANINA Y ELECCION DE LA MEJOR COMEINACION DE FACTORES

Figura 4. Croquis de la investigacion para determinar el contenido de antocianinas de los
pétalos de Rosa spp. variedad “Freedom” en tres etapas de floracién con dos solventes, en dos

tiempos y dos temperaturas de extraccion

Donde:

e Solvente: etanol al 40% ac. (al) y agua destilada ac. (a2)
e Temperatura: 70 °C (b1) y 50 °C (b2)

e Tiempo: 30 minutos (c1) y 15 minutos (c2)

e T1,T2,T3, T4, T5 T6, T7y T8: Tratamientos
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Diagrama de flujo para la extraccion de antocianinas de pétalos Rosa spp. variedad

“Freedom”

Acidificado con HCI
concentrado

T°: 30 °C }
Vacio: 300 mbha

Sustancias buffer: .

e KCI (pH 1.0) -
e CH3-COONa (pH 4.5) _

Longitud de onda:
515y 700 nm

ROSAS

SELECCION DE
PETALOS

PESADO

MOLIENDA

EXTRACCION
ANTOCIANINAS

FILTRACION AL
VACIO

EXTRACTO

DILUCION

LECTURA EN
ESPECTROFOTOMETRO

CALCULO DE
ANTOCIANINAS

ETAPAS DE FLORACION:

e Botdn
':> e Botdn intermedio
e Botdn desarrollado

SOLVENTE (Factor A):

= e Agua destilada ac.
e Etanol al 40% ac.

|:> TEMPERATURA (Factor B):
e 70°y50°C
TIEMPO (Factor C):
e 30y 15 min

Figura 5. Diagrama de flujo de la extraccion de antocianinas de los pétalos de Rosa spp. variedad

“Freedom” adaptado de (Vasquez 2011).
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3.34 Descripcion del proceso de extraccion de antocianinas
Se realizaron pasos para la extraccion de antocianinas en el laboratorio de control de calidad
de la escuela académico profesional de Ingenieria en Industrias Alimentarias que se detallan a

continuacion:

a. Recepcion de rosas
Las rosas variedad “Freedom” se obtuvieron del vivero ubicado en el centro poblado de
Huambocancha alta del departamento de Cajamarca, teniendo en cuenta sus caracteristicas
visuales referidas al color de sus pétalos y etapas de floracion: boton, boton intermedio y
boton desarrollado.

b. Seleccion
Operacion manual con la finalidad de eliminar aquellas rosas que se encuentren con
apariencia no adecuada con partes ennegrecidas o poco desarrolladas segun su etapa de
floracion.

c. Pesado

Se calibro la balanza y se pesé 5gr de pétalos de rosas.

d. Molienda
Se molié 5gr de pétalos de rosas con 100mL de cada solvente (Factor A): etanol al 40 %
(al) y agua destilada (a2), ambos acidificados utilizando un mortero.

e. Extraccion de antocianinas
El molido obtenido se colocd en un matraz kitazato tapado con un tampdn de jebe con un
termometro incrustado, el matraz se conect6 a una bomba de vacio provisto de una valvula
a 300 mba, se gradud la temperatura de extraccion (Factor B): 70 °C (b1) y 50 °C (b2) y
se controld el tiempo (Factor C) con un crondémetro: 30 minutos (c1) y 15 minutos (c2)

(Vésquez 2014).
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f. Filtracion al vacio
Se filtro utilizando un matraz kitazato con un corcho de jebe donde se incrusté un embudo
buschner, se coloc6 papel filtro Whatman n° 45 al embudo y se filtré el extracto a una
temperatura de 30 °C con el equipo de vacio a 300 mba.

g. Extracto
Se evalu6 la cantidad extraida y se colocd en tubos de ensayos rotulados, de acuerdo al

tratamiento utilizado.

h. Evaluacién de resultados
Se evalud la coloracion que presentd y se hizo una lectura en espectrofotometro utilizando

el método de pH diferencial, a una longitud de onda de 515y 700 nm.

— Meétodo pH diferencial

El método pH diferencial, es un método ampliamente utilizado por los investigadores
en cuanto al contenido de antocianinas monomeéricas y determinar su contenido total
dentro del rango 20-3000 mg/L, la base de calculo es la alteracion estructural de las
antocianinas entre pH 1.0 y 4.5 con dos soluciones tampones (KCIl y CH3-COONa), al
someter a estas condiciones sufren una transformacion reversible de su estructura
quimica de las antocianinas, de modo que el cation flavilio se forma a pH 1y su forma
incolora hemiacetal a pH 4.5, la coloracién maxima se presenta a una longitud de onda

de 520 nmy la minima a 700 nm (Granato 2016).

— Preparacion de solucién buffer
Buffer acetato de sodio (CH3-COONa), 0.4 M, pH 4.5
Mezclar 54.43 g CH3CO2Na ° 3 H20 y 960mL de agua destilada en un beaker. Medir
el pH vy ajustar a 4.5 con HCI concentrado. Transferir a un matraz volumétrico de 1

litro y llenar hasta 1 litro con agua destilada.
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Buffer cloruro de potasio (KCI), 0.025 M, pH 1.0
Mezclar 1.86 g KCI y 980 ml de agua destilada en un beaker. Medir el pH y ajustarlo
a 1.0 con HCI concentrado. Transferir a un matraz volumétrico y llenar hasta 1 litro

con agua destilada (Giusti 2001).

Dilucién

Son mezclas débiles con su base conjugada en una solucion que tiene un pH cercano al pK
(fuerza que tienen las moléculas de disociarse) del &cido, las sustancias buffer no son
sensibles al pH por lo que no los afecta los agregados acidos y basicos, actian de manera
mas eficiente el limites del pH de pK 1, si no se mantuvieran en ese limite la solucion
cambiaria con rapidez al afiadirle acidos o bases fuertes (VVoet 2006) es por ello que, es
importante que las sustancias buffer KCl y CH3-COONa se mantengan a pH 1 y 4.5

respectivamente para que cumplan con el método de pH diferencial (Giusti 2001).

Se colocd 0.5 mL del extracto con 24.5 mL de sustancias Buffer (KCl y CH3-COONa) y

se dejo actuar por 20 minutos.

Lectura de absorbancia
Con el espectrofotometro Genesys UV-Vis se ajusta el color blanco con agua destilada y
se leyo la absorbancia de las soluciones en cubetas de 1 cm de espesor a diferentes

longitudes de onda (260, 280, 490, 515, 518, 520, 530, 532, 546, 550 y 700 nm)

Se ajusta el color blanco con agua destilada en el equipo y se leyo la absorbancia en cubetas
de 1 cm con el espectrofotdmetro Genesys UV-Vis a diferentes longitudes de onda (260,

280, 490, 515, 518, 520, 530, 532, 546, 550 y 700 nm).

La absorbancia medida en el espectrofotdmetro medida a partir de una dilucién apropiada

del extracto con la sustancia buffer, debe estar en el rango de 0.2 y 1.4 medidos y a una
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longitud de onda de 520nm, para garantizar un bueno resultado, y en base a esto, las
experiencias de los tratamientos aplicados mostraron similitudes en el rango de
absorbancia y la longitud de onda puesto que se obtuvo mejores resultados a 515 nm

(Martinez 2015).

. Célculo de antocianinas
Segun la metodologia mencionada por Martinez (2011) el contenido de antocianinas se

calcula mediante la siguiente ecuacion:

Antocianinas totales (mg/L) = (A) (PM) (FD) (1000) /& (1)

La absorbancia (A) se calculd de la forma siguiente:

A= (Armax — A700) PH=1.0 — (Asmax — Azoo) pH=4.5

De la ecuacion Lambert-Beer se obtiene C=A/eL:

— C = la concentracion molar

— A = absorbancia

— & = absorbancia molar o coeficiente de extincion molar (constante fisica para especies
moleculares en un solvente a una determinada longitud de onda, se pueden utilizar los
valores de absorbancia molar para pigmentos purificados tomados de la literatura) =
26900 L/ (mol*cm)

— L =longitud de recorrido en cm (cubeta)

Ademas:

— PM = peso molecular del pigmento = 449,2g/mol. (Schou 1927)

— FD = factor de dilucién
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3.35 Tratamiento y analisis de datos

La informacion recolectada respecto al contenido de antocianinas presentes en los pétalos de
Rosa spp. variedad “Freedom”, fueron ordenados y reservados en cuadros en una hoja de Excel,
luego se organizaron de acuerdo a la etapa de floracion botdn, botdn intermedio y botén, asi
como la temperatura (70 °C y 50 °C) y tiempo (30 minutos y 15 minutos). Por separado fueron
ingresados los datos al programa Statgraphic Centurion XVIII para realizar el anélisis de
varianza ANOVA y determinar si hay significancia estadistica entre los tratamientos (efectos
independientes y sus interacciones). En en los casos donde hubo significacion estadistica

se realizo la prueba de comparaciones multiples de medias Tukey, (p<0,05), con el programa
Minitab18, permitiendo conocer la diferencia entre las medias individuales de los factores que
provienen del analisis de la varianza y establecer el mejor tratamiento para la extraccion del

pigmento.

3.3.6 Presentacion de la informacion
Los resultados obtenidos de la extraccion de antocianinas y el analisis estadistico se presentan
en tablas que responden a un ordenamiento légico que tienen una representacion visual de la

totalidad de la informacion.
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CAPITULO IV

RESULTADOS Y DISCUSIONES

4.1 Anélisis de la varianza (ANOVA) para el contenido de antocianinas (mg/L) en la etapa
de floracién botdn con dos solventes, dos tiempos y dos temperaturas

Se encontr6 significacion estadistica en tres factores independientes: solvente, temperatura y

tiempo, porque su Valor-P es menor al 0.05 (Tabla 6). Este resultado indica que el contenido de

antocianinas en pétalos de Rosa spp. variedad “Freedom” estan afectado significativamente por

el solvente, temperatura y tiempo, causando cantidades diferentes del pigmento en funcién a las

condiciones de extraccion.

El coeficiente de variacion es 3.23%, indica que la variabilidad de los tratamientos
experimentales para la variable respuesta (contenido de antocianina) es muy baja y que los
resultados son relativamente homogéneos por ser menores al 30% segun Martinez (2012), es
decir, que se encontraron similares resultados en contenido de antocianinas bajo el efecto de los

tratamientos.

En la Tabla 7 muestra la prueba Tukey al 5 % de confianza para el factor solvente, indica que las
medias en el contenido de antocianinas de los pétalos de Rosa spp. variedad “Freedom” formaron
dos grupos (A'y B). Esta prueba indica que el mayor contenido de antocianinas es la media que
estd dentro del grupo A (360.9 mg/L) que corresponde al solvente etanol al 40 % y es
estadisticamente superior al contenido de antocianinas extraidos con agua destilada (grupo B)

con media de 209.5 mg/L.

Piovesana (2019) reporta que el etanol extrae la mayoria de los compuestos bioactivos presentes
en los pétalos de rosas que son moléculas altamente polares, contribuye a aumentar el
rendimiento en general y en medio &cido aumenta la extraccion de componentes de la matriz y

reduce la selectividad del proceso. Segun este autor, el etanol tiene mayor efectividad en la
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extraccion de pigmentos cuando estd en medio acido, por ello se utiliz6 HCI para generar esta

condicion y favorecer la estructura del cation flavilio.

El resultado reflejé que el contenido de antocianinas con etanol al 40 % es de 360,9 mg/L, siendo
el resultado similar a lo encontrado por Vankar (2010) quien extrajo antocianinas de los pétalos
rojos de la flor Impatiens Balsamina con mezclas etandlicas (336.56 mg/L). Analizando el
resultado, la diferencia radica en el procedimiento del uso del solvente, ya que el pigmento se
extrajo con etanol puro que tiene mas poder de arrastre del pigmento de los cloroplastos de las
hojas pero este puede ser muy agresivo con la estructura de la antocianina, provocando la
reduccion del contenido, y aunque no hay mucha diferencia en el resultado, se recomienda bajar

el volumen de alcohol al etanol.

Tabla 6. Andlisis de varianza ANOVA para el contenido de antocianinas de los pétalos de Rosa

spp. variedad “Freedom” en la etapa de floracién botén

Fuente Suma de Cuadrados GI Cuadrado Medio Razon-F Valor-P

EFECTOS PRINCIPALES

A:Solvente 45845.8 1 45845.8 1553.59 0.0161 *
B:Temperatura 20247.5 1 20247.5 686.13  0.0243 *
C:Tiempo 7010.8 1 7010.8 76.45 0.0565 NS

INTERACCIONES

AB 3317.19 1 3317.19 112.41  0.0599 NS
AC 995.08 1 995.08 33.72 0.1086 NS
BC 10.4626 1 10.4626 0.35 0.6581 NS
ABC 29.5096 1 29.5096 0.02 0.8953 NS
ERROR 3.23459 8 3.23459

TOTAL (CORREGIDO) 77456.3 15
NS: no significativo; *: significativo

CV.=323%
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Tabla 7. Prueba Tukey para el factor solvente en el contenido de antocianinas en pétalos de Rosa

spp. variedad “Freedom”

SOLVENTE N Media Agrupacion
Etanol al 40% Ac. 4 360.9 (mg/L) A
Agua Destilada Ac. 4 209.5 (mg/L) B

En la Tabla 8 muestra la prueba Tukey al 5 % de confianza para el factor temperatura, indica que
las medias en el contenido de antocianinas de los pétalos de Rosa spp. variedad “Freedom” se
encuentran dentro de un rango de agrupacién A. Esta prueba indica que no hay diferencia
significativa entre las medias de contenido de antocianina usando temperatura de 70 °C (335.5
mg/L) y 50 °C (234.9 mg/L). La falta de diferencias significativas entre las dos temperaturas de
extraccion sugiere que ambos tratamientos son parecidos y hay una diferencia numérica en las

medias de contenido de antocianinas obtenidas.

Segun herrera (2017) se obtienen mejores resultados cuando la extraccion se realiza entre los 25
y 70 ° C, lo que facilitaria el incremento de la solubilidad de las antocianinas y por ende el
coeficiente de difusion de los solventes liquidos en la matriz sélida de los pétalos de rosas
favorece la cinética de desorcidn de los compuestos de la matriz. Segln este autor, la temperatura
juega un rol importante en el proceso de extraccion porque ayuda al solvente en la liberacion del

pigmento con mayor facilidad y en su solubilidad.

Thu et al. (2015) mencionan que si los tiempos de extraccién son muy prolongados superando
la 1.5 horas, las antocianinas pierden su calidad, se oxidan y se reduce el contenido. Segun este
autor, los tiempos de extraccion deben ser controladas para evitar desestabilizar la estructura de
las antocianinas y reducir su rendimiento, ya que que la accion sinérgica del tiempo y temperatura

es notable en la extraccion del pigmento.
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De acuerdo al resultado obtenido con el etanol al 40 % (335,5 mg/L), este contenido difiere a lo
encontrado por Kumari (2017) quien extrajo antocianinas de variedades de rosas rojas/rosadas
donde destaca la variedad Bhim con 246.96 mg/L y Raktima con 210.67 mg/L, extraidas con
etanol acidificado al 0.1% con HCI a 80 °C por 20 minutos. Analizando estos resultados, las
variedades de rosa de tonalidad roja tienen diferentes contenidos de antocianina y el estudio
encontrd que la variedad “Freedom” es superior a los resultados de este autor con 335.5 mg/L de
antocianinas extraidos con etanol al 40 %, ademas, la diferencia en el procedimiento del uso de
20 °C més de temperatura pudo haber incidido en la destruccién de compuesto fendlicos,
afectando el azucar glicosilante y apertura del anillo aromatico produciendo chalconas incoloras,

lo que ocasiono menor contenido (Lock 1997).

Séanchez (2019) extrajo antocianinas en las flores de Jamaica (Hibiscus sabdariffa L.) con
solvente etanol al 75 % por 30 minutos y reportd 348.2 +- 96.7 mg de antocianinas. Este resultado
se aproxima al contenido de antocianina extraido por 30 minutos (360.9 mg/L) indicando que
hay un equilibrio entre la fase solida y liquida, por otro lado, la diferencia radica en el volumen
de alcohol utilizado por el autor respecto a esta investigacion que varia en 35%, esto indica que

mejora minimamente la extraccion cuando existe 75 mL de etanol en 100 mL del solvente.

Tabla 8. Prueba Tukey para el factor temperatura en el contenido de antocianinas en pétalos de

Rosa spp. variedad “Freedom”

TEMPERATURA N Media Agrupacion
70°C 4 335,5(mg/L) A
50°C 4 2349 (mg/L) A

45



4.2 Anélisis de la varianza (ANOVA) para el contenido de antocianinas (mg/L) en la etapa
de floracién botdn intermedio con dos solventes, dos tiempos y dos temperaturas

Se encontro significacion en tres factores independientes: solvente, temperatura y tiempo porque

su Valor-P es menor al 0.05 (Tabla 9). Este resultado indica que el contenido de antocianinas en

pétalos de Rosa spp. variedad “Freedom” estan afectado significativamente por estos factores,

causando cantidades diferentes del pigmento en funcidn a las condiciones de extraccion.

El coeficiente de variacion es 53.55% indica que la variabilidad de los tratamientos
experimentales para la variable respuesta (contenido de antocianina) es muy alta y que los
resultados son heterogeneos por ser mayores al 30% segun Martinez (2012), es decir, que se

encontraron diferentes resultados en contenido de antocianinas bajo el efecto de los tratamientos.

En la Tabla 10 muestra la prueba Tukey al 5 % de confianza para el factor solvente, indica que
las medias en el contenido de antocianinas de los pétalos de Rosa spp. variedad “Freedom” se
encuentran dentro de un rango de agrupacion A. Esta prueba indica que no hay diferencia
significativa entre las medias de contenido de antocianina extraidas con solvente etanol al 40%
(334.5 mg/L) y agua destilada (226.6 mg/L). La falta de diferencias significativas entre los dos
solventes de extraccion sugiere que ambos tratamientos son parecidos y hay una diferencia

numeérica en las medias de contenido de antocianinas obtenidas.

Piovesana (2019) menciona que la accion del etanol proporciona solvatacion debido a la
presencia de radical etilo que proporciona protones y disuelve compuestos polares. Segun este
autor, hay una interaccién entre las moléculas del solvente etanol al 40 % con los compuestos
polares que imparten el color rojo en los pétalos de rosa, favoreciendo la extraccion de
componente fendlicos, ademas, el etanol retarda la accién nucleéfila que produce el ataque de

moléculas de agua al cation flavilio dando como resultado compuestos incoloros.
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Tabla 9. Andlisis de varianza ANOVA para el contenido de antocianinas de los pétalos de Rosa

spp. variedad “Freedom” en la etapa de floracion boton intermedio

Fuente Suma de GI Cuadrado Razon- Valor-P
Cuadrados Medio F

EFECTOS

PRINCIPALES

A:Solvente 24611.3 1 24611.3 271.24 0.0386 *

B:Temperatura 28997.4 1 28997.4 319.58 0.0356 *

C:Tiempo 9464.7 1 9464.7 9452 0.0634 NS

INTERACCIONES

AB 138.289 1 138.289 1.52 0.4334 NS

AC 5239.59 1 5239.59 57.74 0.0833 NS

BC 3224.78 1 322478 35.54 0.1058 NS

ABC 90.7373 1 90.7373 0.03 0.8701 NS

ERROR 53.5495 8 53.5495

TOTAL 71766.9 15

(CORREGIDO)
NS: no significativo; *: significativo

C.V. =53.55%

Tabla 10. Prueba Tukey para el factor solvente en el contenido de antocianinas en pétalos de

Rosa spp. variedad “Freedom”

SOLVENTE N Media Agrupacion
Etanol al 40% Ac. 4 3345(mg/L) A
Agua Destilada Ac. 4 223.6 (mg/L) A

En la Tabla 11 muestra la prueba Tukey al 5 % de confianza para el factor temperatura, indica
que las medias en el contenido de antocianinas de los pétalos de Rosa spp. variedad “Freedom”
se encuentran dentro de un rango de agrupacioén A. Esta prueba indica que no hay diferencia
significativa entre las medias de contenido de antocianina usando temperatura de 70 °C (339.3
mg/L) y 50 °C (218.9 mg/L). La falta de diferencias significativas entre las dos temperaturas de
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extraccion sugiere que ambos tratamientos son parecidos y hay una diferencia numérica en las

medias de contenido de antocianinas obtenidas.

Quimicamente, la estructura molecular se desestabiliza cuando se aumenta la temperatura y hay
una mayor destruccién de antocianinas ya que se hidroliza la estructura del 3-glucésido (aztcar
glicosilante) que tiene la funcion de proteger, que es poco estable (Jenshi et al. 2011). Las medias
resultantes varian en 120.4 mg/L, lo que indica que a 70 °C aun se mantiene la estabilidad de la
estructura de la antocianina y es superior en contenido al tratamiento con 50 °C, que
probablemente por no estar tan expuesto al calor su contenido es menor, ademas, Silva et al.
(2015) mencionan que el hecho de aumentar el tiempo de contacto entre el solvente y la muestra,

mas completa sera la difusion de la particula sdlida al liquido hasta alcanzar el equilibrio.

Vidana (2021) extrajo antocianinas de flores frescas de Conchita ternatea (Clitoria Ternatea) de
tonalidad roja, obtuvo 4000.0 mg/L de antocianinas, la diferencia es muy amplia respecto al
contenido calculado en este investigacion y lo convierte en una buena alternativa de extraccion
que produce altos contenidos de antocianinas. En relacion a los resultados de este autor, su
metodologia se baso en usar el solvente agua destilada con temperatura de 60 °C por 60 minutos,
y se aprecia que al utilizar 10 °C menos de temperatura extendio el tiempo de extraccion para
generar un equilibrio térmico, sumado a que el agua destilada se encuentra en medio acido, ayuda
a mejorar la extraccion ademas de que es solvente ecoldgico, no inflamable y econémico

(Chemat 2019).

Tabla 11. Prueba Tukey para el factor temperatura en el contenido de antocianinas en pétalos de

Rosa spp. variedad “Freedom”

TEMPERATURA N Media Agrupacion
70°C 4 339.3(mg/L) A
50°C 4 2189 (mg/L) A

48



4.3 Anélisis de la varianza (ANOVA) para el contenido de antocianinas (mg/L) en la etapa
de floracién botdn desarrollado con dos solventes, dos tiempos y dos temperaturas

Se obtuvieron los resultados del analisis ANOVA para el contenido de antocianinas (mg/L) en

la etapa de floracion bot6n desarrollado (Tabla 12), se encontré significacion estadistica para el

factor independiente solvente porque su Valor-P es menor al 0.05 (0.0483). Este resultado indica

que el contenido de antocianinas en pétalos de Rosa spp. variedad “Freedom” estd afectado

significativamente por el solvente, causando cantidades diferentes del pigmento en funcion a esta

condicion de extraccion.

El coeficiente de variacion es 41.50%, indica que la variabilidad de los tratamientos
experimentales para la variable respuesta (contenido de antocianina) es alta y que los resultados
son relativamente heterogéneas por estar entre el rango de 40 % y 50 % segun Martinez (2012),
es decir, que se encontraron diferentes resultados en contenido de antocianinas bajo el efecto de

los tratamientos.

En la Tabla 13 muestra la prueba Tukey al 5 % de confianza para el factor solvente, indica que
las medias en el contenido de antocianinas de los pétalos de Rosa spp. variedad “Freedom”
formaron dos grupos (A y B). Esta prueba indica que el mayor contenido de antocianinas es la
media que esta dentro del grupo A (484.9 mg/L) que corresponde al solvente agua destilada y es
estadisticamente superior al contenido de antocianinas extraidos con etanol al 40% (grupo B)

con media de 314.6 mg/L.

Norefia et al. (2019) mencionan que el agua destilada al afiadirse acido al medio de extraccion,
la recuperacién de antocianinas aumenta debido a su bajo pH en la solucion, y cuanto mas
elevado el pH, aparecen estructuras inestables que se degradan con rapidez. El resultado obtenido
en la etapa de floracion botdn desarrollado muestra que es mejor extraer el pigmento antocianina

con el agua destilada, quizas se deba a la polaridad del solvente con los pétalos de rosas como
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también la madurez vegetativa en la que se encuentra, esto se puede relacionar a lo que menciona
Mingyuan (2019) quien menciona que el contenido de antocianina en rosas de tonalidad roja
aumenta con la apertura de las flores pues, a medida que se abren, los pétalos se expanden

gradualmente y su area de recepcion de luz aumenta y favorece su estabilidad.

Yang et al. (2002) extrajeron antocianinas de pétalos de rosas variedad “Mister Lincoln” en su
altimo ciclo de crecimiento, con etanol al 80 % a temperatura ambiente por 90 minutos y
reportaron el valor de 502,64 mg/L, este resultado supera el resultado obtenido al usar agua
destilada acidificada (489.9 mg/L), viendo su metodologia, empled 300 mL del solvente etanol
al 80%, mientras que esta investigacion usé 100 mL del solvente etanol al 40% y agua destilada
pura, por lo tanto, usar 200 mL mas de solvente con 40 % mas de volumen de alcohol en el
solvente etanol y en el agua destilada, fueron determinantes en el contenido de antocianinas en
comparacion a este estudio, también, la variedad utilizada por el autor tiene un tono de rojo

mucho mas intenso que la variedad “Freedom”.

Tabla 12. Analisis de varianza ANOV A para el contenido de antocianinas de los pétalos de Rosa

spp. variedad “Freedom” en la etapa de floracion boton desarrollado

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

EFECTOS

PRINCIPALES

A:Solvente 57984.9 1 57984.9 173.22 0.0483 *

B:Temperatura 22459.1 1 22459.1 67.09 0.0773 NS

C:Tiempo 14269.3 1 14269.3 42.63  0.0968 NS

INTERACCIONES

AB 4042.95 1 4042.95 12.08 0.1784 NS

AC 1097.59 1 1097.59 3.28 0.3212 NS

BC 27.9935 1 27.9935 0.08 0.8208 NS

ABC 334.751 1 334.751 0.19 0.6892 NS

ERROR 41.5072 8 41.5072

TOTAL 100216. 15

(CORREGIDO)
NS: no significativo; *: significativo

C.V.=4151%
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Tabla 13. Prueba Tukey para el factor solvente en el contenido de antocianinas en pétalos de

Rosa spp. variedad “Freedom”

SOLVENTE N Media Agrupacion
Agua Destilada Ac. 4 4849 (mg/L) A
Etanol al 40% Ac. 4 314.6 (mg/L) B

4.4 Uso de colorantes naturales de origen vegetal en la industria alimentaria
Flores et al. (2018) utilizaron antocianinas extraidas de las hojas de ufia de gato (Uncaria
tomentosa) combinados con maiz morado (Zea mays L.) para crear una bebida funcional y luego
de determinar el contenido de antocianina y su capacidad antioxidante, evaluaron los productos
en dos temperaturas de almacenamiento y llegaron a la conclusién de que este tipo de bebidas
presentan caracteristicas organolépticas y sensoriales adecuadas y proponen este tipo de bebidas
para la industria alimentaria. Segun el autor, las antocianinas aportan color y tienen propiedades
funcionales ideales para utilizarse en productos alimenticios, ya que el uso de estos pigmentos
es un factor determinante cuando buscamos algun producto alimentario ya que estos producen
sensaciones y complementan su estética con la gama de colores que producen las antocianinas,
ademas, hay una alta exigencia de las personas de consumir pigmentos de fuentes naturales que
garanticen seguridad y calidad, y sustituir los colorantes sintéticos, por ello la investigacion
propone las antocianinas extraidas de las rosas porque representan una buena alternativa para la
industria alimentaria, ya sea que se usen de forma concentrada o el polvo y utilizarlas para

diversos tipos de alimentos como bebidas, jaleas, mermeladas, etc.

Determinacién de la mejor combinacion entre los factores (solvente, tiempo y temperatura)
en estudio en tres etapas de floracion

De acuerdo a los resultados obtenidos por el analisis ANOVA y Tukey, la mejor combinacién
de factores de solvente, temperatura y tiempo para la extraccion del contenido de antocianinas

de Rosa spp. variedad “Freedom” en las tres etapas de floracion, se detallan en la Tabla 16:
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Tabla 14. Resumen del anéalisis comparativo Tukey al 95% de confianza de los factores con

significacion estadistica y mejores tratamientos

ETAPA DE MEJOR
FLORACION FACTOR NIVEL TRATAMIENTO
Solvente Etanol al 40%
Etanol al 40 % Ac. + 70
Botdn Temperatura 70°C-50°C
°C + 30 minutos (T1)
Tiempo 30 - 15min
Etanol al 40% - Agua
Solvente
Botdn destilada
Etanol al 40% Ac. + 70
intermedio  Temperatura 70°C-50°C
°C + 30 minutos (T1)
Tiempo 30 — 15 min
Solvente Agua destilada
Boton
Temperatura 70°C-50°C Agua destilada Ac.+ 70
desarrollado
Tiempo 30 — 15 min °C + 30 minutos (T5)

En la Tabla 14 observamos que tanto la etapa de floracion boton y botdn intermedio arrojan
mejores resultados en contenido de antocianina al extraerlos con etanol al 40% acidificado a
70 °C por 30 minutos (T1), porque el solvente extrae homogéneamente el pigmento y al ser
selectivo con algunos componentes biologicos de las rosas (por la polaridad del solvente),
extrae antocianinas mas puras por lo que las lecturas son méas exactas, por otro lado, en la etapa
de floracion boton desarrollado se extrae mejor el contenido de antocianinas con el agua
destilada acidificado a 70 °C por 30 minutos (T5), en este caso el solvente no es selectivo porque
el agua es neutra (pH 7) y puede que haya extraido otros componentes que hayan influenciado
en la lectura y lo haya elevado, otra razon es que el agua destilada en medio &cido produce una

recuperacion de la estabilidad de la antocianina (Norefia 2019),
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CAPITULO V

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1 Conclusiones

Se determind el contenido de antocianinas de los pétalos de Rosa spp, variedad
“Freedom” con el método de pH diferencial y el valor més alto para la etapa de
floracién desarrollado fue 599.19 mg/L con el tratamiento cinco (agua destilada, 70
°C, 30 minutos); para la etapa de floracién botdn fue de 488.04 mg/L con el tratamiento
uno (etanol al 40 %, 70 °C, 30 minutos) y en la etapa de floracion boton intermedio

fue de 457.12 mg/L con el tratamiento uno (etanol al 40 %, 70 °C, 30 minutos).

En la etapa de floracion boton se encontro significancia estadistica para el contenido
de antocianinas (mg/L) en los factores solvente (mejor tratamiento con etanol al 40 %,
360.9 mg/L) y temperatura (mejor tratamiento a 70 °C, 335.5 mg/L); en la etapa de
floracion botdn intermedio se encontrd significancia estadistica para el contenido de
antocianinas (mg/L) en los factores solvente (mejor tratamiento con etanol al 40 %,
334.5 mg/L) y temperatura (mejor tratamiento a 70 °C, 339.3 mg/L); y en la etapa de
floracion boton desarrollado se encontrd significancia estadistica para el contenido de
antocianinas (mg/L) en el factor solvente (mejor tratamiento con agua destilada, 484.9

mg/L).
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5.2 Recomendaciones

Realizar investigaciones para determinar el contenido de antocianinas en los pétalos de
Rosa spp. en otras variedades de rosas.

Utilizar el pigmento antocianico de los pétalos de las rosas para repotenciar el aspecto
visual de productos respecto a su color en una proporcién de 0.05 a 0,1 % del peso del
alimento, como por ejemplo mermelada, jalea, yogur, embutidos, etc.

Se recomienda usar etanol con porcentajes superiores de alcohol, en pétalos de rosas de

diferentes variedades, para determinar efectos diferentes a esta investigacion.
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CAPITULO VII
ANEXQOS

ANEXO A: FOTOGRAFIAS DEL PROCEDIMIENTO DE EXTRACCION DE
ANTOCIANINAS DE LOS PETALOS DE ROSAS VARIEDAD “FREEDOM”

\’Y( —\

Figura 8. Rosa en etapa de floracion interm. 1 Figura 9. Rosa en etapa de floracion interm. 2

Figura 10. Rosa en etapa de floracién desarroll. 1 Figura 11. Rosa en etapa de floracién desarroll. 2
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Figura 16. Preparacion de solv. etanol al 40 %  Figura 17. Preparacion de solv. agua destilada
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Figura 18. Pétalos de rosas trituradas Figura 19. Verter solvente para extraccion

—

Figura 21. Molienda 2

Figura 22. Verter contenido a m. kitazato Figura 23. Extraccion de antocianinas
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Figura 28. Rotulado de tubos de ensayo Figura 29. Extractos de antocianina
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Figura 34. 0.5mL extrac. en sustancia buffer Figura 35. Vertido de extrac. en sustancia buffer
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Figura 36. Reposo de muestras por 20 min

T

Figura 40. Muestras en espectrofotometro
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Figura 41. Lecturas de absorbancia a diferentes L. O.



ANEXO B: GLOSARIO DE TERMINOS UTILIZADOS

Rosa. Flor que pertenece a la familia Roséceas, que tienen una variedad de colores y olores,

pétalos en forma ovalada o de corazdn y con espinas en el tallo.

Antocianina. Pigmento que se encuentra en el citoplasma de los 6rganos vegetales y

proporcionan colores como el azul o el morado.

Antocianidina. Pertenecen a los glucosidos de la familia de los flavonoides, estan formadas por

enlaces de azlcar y protege a las plantas de la radiacion ultravioleta.

Chalcona. Son cetonas aromaticas que tienen tonalidades oscuras y marrones.

pH diferencial. Es un método que nos permite calcular las antocianinas totales, que utiliza la

reaccion del oxonio de la antocianina a pH 1 y hemiacetal a pH 4.5.

Espectrofotometria. Mide la cantidad de luz que absorbe una muestra con una determinada

longitud de onda.

Sustancias buffer. Son sustancias que mantienen constante el pH en determinada muestra.

HCI. Acido clorhidrico.

Etanol. Conocido también como alcohol etilico, es un liquido que carece de color, transparente,

cuya férmula quimica es CH3-CH2-OH.

Agua destilada. Es el agua normal que consumimos pero que pasa por un proceso de destilacion,

y resulta un agua purificada.

Varianza. Indica la variabilidad de los datos respecto a su dispersion con relacién a la media, si

es mayor el valor de la media habria mayor variabilidad.

Significancia estadistica. Se asocia a la verificacion de la hipotesis evaluando el valor-p de la

prueba, evalla la accién de un factor sobre otro y no sea al azar sino con una razon valida.
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ANEXO C: CONTENIDO DE ANTOCIANINAS
Tabla 15. Contenido de antocianinas (mg/L) utilizando dos solventes en dos tiempos y dos

temperaturas de extraccion en la etapa de floracién boton

SOLVENTE (mng/L)

ETANOL AL 40% ACIDIFICADO AGUA DESTILADA ACIDIFICADO
FACTOR TIEMPO TIEMPO TIEMPO TIEMPO
Etapa de floraciéon 30min 15min 30min 15min e
BOTON 488.0416 375.0652 277 4483 201.4007 70 °C
348.2530 232.1686 211.4290 147.6382 50 °C
FACTOR

Tabla 16. Contenido de antocianinas (mg/L) utilizando dos solventes en dos tiempos y dos

temperaturas de extraccion en la etapa de floracion boton intermedio

SOLVENTE (mg/L)

ETANOL AL 40% ACIDIFICADO AGUA DESTILADA ACIDIFICADO
FACTOR TIEMPO TIEMPO TIEMPO TIEMPO
Etapa de floracion 30min 15min 30min 15min s
BOTON INTERMEDIO 4571212 340.7035 2799554 2793768 70 °C
361.8142 178.5586 2147503 120.3913 50 °C
FACTOR

Tabla 17. Contenido de antocianinas (mg/L) utilizando dos solventes en dos tiempos y dos

temperaturas de extraccion en la etapa de floracién boton desarrollado

SOLVENTE (mg/L)

ETANOL AL 40% ACIDIFICADO AGUA DESTILADA ACIDIFICADO
FACTOR TIEMFPO TIEMPO TIEMPO TIEMPO
30min 15min 30min 15min Te
BOTON DESARROLLADO 394 4446 2957477 599.1881 521.4691 70 °C
342.6320 2255428 431.5791 387.2173 50 =C
FACTOR
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ANEXO D: ETAPA DE FLORACION BOTON

ANOVA de un solo factor: Contenido de antocianina vs Solvente

Método
Hipotesis nula Todas las medias son iguales
Hipotesis alterna No todas las medias son iguales

Nivel de significancia o = 0.05
Se presupuso igualdad de varianzas para el analisis.

Informacion del factor

Factor Niveles Valores
SOLVENTE 2 Agua Destilada Ac., Etanol al 40% Ac.

Andlisis de Varianza

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p
SOLVENTE 1 45846 45846 6.61 0.042
Error 6 41611 6935

Total 7 87456

Resumen del modelo

R-cuad. R-cuad.
S R-cuad. (ajustado) (pred)

83.2772 52.42%  44.49% 15.42%

Medias
SOLVENTE N Media Desv.Est. IC de 95%
Agua Destilada Ac. 4 209.5 53.3 (107.6, 311.4)

Etanol al 40% Ac. 4 360.9 105.0 (259.0, 462.8)
Desv.Est. agrupada = 83.2772

Comparaciones en parejas de Tukey
Agrupar informacion utilizando el méetodo de Tukey y una confianza de 95%

SOLVENTE N Media Agrupacion
Etanolal 40% Ac. 4 3609 A
Agua Destilada Ac. 4 209.5 B

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.
ICs simultaneos de 95% de Tukey
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ANOVA de un solo factor: Contenido de antocianina vs Temperatura

Método
Hipotesis nula Todas las medias son iguales
Hipotesis alterna No todas las medias son iguales

Nivel de significancia o =0.05
Se presupuso igualdad de varianzas para el analisis.

Informacion del factor

Factor Niveles Valores
TEMPERATURA 2 50,70

Analisis de Varianza

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p
TEMPERATURA 1 20247 20247 181 0.227
Error 6 67209 11201

Total 7 87456

Resumen del modelo

R-cuad. R-cuad.
S R-cuad. (ajustado) (pred)

105.837 23.15% 10.34%  0.00%

Medias

TEMPERATURA N Media Desv.Est. IC de 95%
50 4 2349 83.7 (105.4, 364.4)
70 4 3355 124.1 (206.0, 465.0)

Desv.Est. agrupada = 105.837

Comparaciones en parejas de Tukey
Agrupar informacion utilizando el método de Tukey y una confianza de 95%

TEMPERATURA N Media Agrupacion
70 4 335 A

50 4 2349 A
Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.
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ANOVA de un solo factor: Contenido de antocianina vs Tiempo

Método
Hipotesis nula Todas las medias son iguales
Hipotesis alterna No todas las medias son iguales

Nivel de significancia o =0.05
Se presupuso igualdad de varianzas para el analisis.

Informacion del factor

Factor Niveles Valores
TIEMPO 2 15,30

Analisis de Varianza

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p
TIEMPO 1 17011 17011 145 0.274
Error 6 70445 11741

Total 7 87456

Resumen del modelo

R-cuad. R-cuad.
S R-cuad. (ajustado) (pred)

108.355 19.45% 6.03%  0.00%

Medias

TIEMPO N Media Desv.Est. IC de 95%
15 4 239.1 97.2 (106.5, 371.6)
30 4 331.3 118.5 (198.7, 463.9)

Desv.Est. agrupada = 108.355

Comparaciones en parejas de Tukey
Agrupar informacion utilizando el método de Tukey y una confianza de 95%

TIEMPO N Media Agrupacion
30 4 3313 A

15 4 2391 A
Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.
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ANEXO D: ETAPA DE FLORACION BOTON INTERMEDIO

ANOVA de un solo factor: Contenido de antocianina vs Solvente

Método
Hipotesis nula Todas las medias son iguales
Hipotesis alterna No todas las medias son iguales

Nivel de significancia o = 0.05
Se presupuso igualdad de varianzas para el analisis.

Informacion del factor

Factor Niveles Valores
SOLVENTE 2 Agua Destilada Ac., Etanol al 40% Ac.

Andlisis de Varianza

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p
SOLVENTE 1 45846 45846 6.61 0.042
Error 6 41611 6935

Total 7 87456

Resumen del modelo

R-cuad. R-cuad.
S R-cuad. (ajustado) (pred)

83.2772 52.42%  44.49% 15.42%

Medias
SOLVENTE N Media Desv.Est. IC de 95%
Agua Destilada Ac. 4 209.5 53.3 (107.6, 311.4)

Etanol al 40% Ac. 4 360.9 105.0 (259.0, 462.8)
Desv.Est. agrupada = 83.2772

Comparaciones en parejas de Tukey
Agrupar informacion utilizando el método de Tukey y una confianza de 95%

SOLVENTE N Media Agrupacion
Etanolal 40% Ac. 4 3609 A
Agua Destilada Ac. 4 209.5 B

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.
ICs simultaneos de 95% de Tukey
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ANOVA de un solo factor: Contenido de antocianina vs Temperatura

Método
Hipotesis nula Todas las medias son iguales
Hipotesis alterna No todas las medias son iguales

Nivel de significancia o = 0.05
Se presupuso igualdad de varianzas para el analisis.

Informacion del factor

Factor Niveles Valores
TEMPERATURA 2 50,70

Andlisis de Varianza

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p
TEMPERATURA 1 20247 20247 181 0.227
Error 6 67209 11201

Total 7 87456

Resumen del modelo

R-cuad. R-cuad.
S R-cuad. (ajustado) (pred)

105.837 23.15% 10.34%  0.00%

Medias

TEMPERATURA N Media Desv.Est. IC de 95%
50 4 2349 83.7 (105.4, 364.4)
70 4 3355 124.1 (206.0, 465.0)

Desv.Est. agrupada = 105.837

Comparaciones en parejas de Tukey
Agrupar informacion utilizando el método de Tukey y una confianza de 95%

TEMPERATURA N Media Agrupacion
70 4 335 A

50 4 2349 A
Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.
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ANOVA de un solo factor: Contenido de antocianina vs Tiempo

Método
Hipotesis nula Todas las medias son iguales
Hipotesis alterna No todas las medias son iguales

Nivel de significancia o =0.05
Se presupuso igualdad de varianzas para el analisis.

Informacion del factor

Factor Niveles Valores
TIEMPO 2 15,30

Analisis de Varianza

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p
TIEMPO 1 17011 17011 145 0.274
Error 6 70445 11741

Total 7 87456

Resumen del modelo

R-cuad. R-cuad.
S R-cuad. (ajustado) (pred)

108.355 19.45% 6.03%  0.00%

Medias

TIEMPO N Media Desv.Est. IC de 95%
15 4 239.1 97.2 (106.5, 371.6)
30 4 331.3 118.5 (198.7, 463.9)

Desv.Est. agrupada = 108.355

Comparaciones en parejas de Tukey
Agrupar informacion utilizando el método de Tukey y una confianza de 95%

TIEMPO N Media Agrupacion
30 4 3313 A

15 4 2391 A
Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.
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ANEXO E: ETAPA DE FLORACION BOTON DESARROLLADO

ANOVA de un solo factor: Contenido de antocianina vs Temperatura

Método
Hipotesis nula Todas las medias son iguales
Hipotesis alterna No todas las medias son iguales

Nivel de significancia o = 0.05
Se presupuso igualdad de varianzas para el analisis.

Informacion del factor

Factor Niveles Valores
TEMPERATURA 2 50,70

Andlisis de Varianza

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p
TEMPERATURA 1 20247 20247 181 0.227
Error 6 67209 11201

Total 7 87456

Resumen del modelo

R-cuad. R-cuad.
S R-cuad. (ajustado) (pred)

105.837 23.15% 10.34%  0.00%

Medias

TEMPERATURA N Media Desv.Est. IC de 95%
50 4 2349 83.7 (105.4, 364.4)
70 4 3355 124.1 (206.0, 465.0)

Desv.Est. agrupada = 105.837

Comparaciones en parejas de Tukey
Agrupar informacion utilizando el método de Tukey y una confianza de 95%

TEMPERATURA N Media Agrupacion
70 4 335 A

50 4 2349 A
Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.
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