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RESUMEN

Las pruebas experimentales se realizaron en el Laboratorio de Frutas y hortalizas
de la Escuela académico profesional de Ingenieria en Industrias Alimentarias, ambiente
2H-109, los analisis fisicoquimicos se realizd en el Laboratorio de Quimica Analitica del
Departamento Académico de Ciencias Quimicas y Dindmicas, en el ambiente 1E- 209,
de la Universidad Nacional de Cajamarca. La finalidad de esta investigacion fue la
extraccion de los colorantes naturales: Antocianina y Luteina a partir de rabanito fresco
y deshidratado, usando tres métodos de extraccion. La investigacion es experimental, de
enfoque cuantitativo y de disefio correlacional simple, conducida bajo un disefio factorial
3E X 2B. Los resultados mas relevantes que se obtuvieron fueron: mediante el método de
prensado en estado fresco se obtuvo 0.1564 mg de Antocianina; por el método Soxhlet en
estado fresco se obtuvo 0.3089 mg de Antocianina; y por el método de difusion en estado
fresco se obtuvo 0.4809 mg de Antocianina, mediante el método por prensado en estado
deshidratado se obtuvo 0.1252 mg de Antocianina, el método Soxhlet en estado
deshidratado no se realiz debido la reaccion de Maillard, y por el método de difusion en
estado deshidratado se obtuvo 0.2063 mg de Antocianina, por el método de prensado en
estado fresco se obtuvo 0.0072 mg de Luteina, por el método Soxhlet en estado fresco se
obtuvo 0.0099 mg de Luteina, y por el método de difusion en estado fresco se obtuvo 0.
0300 mg de Luteina, en el método por prensado en estado deshidratado se obtuvo, 0.0051
mg de Luteina, el método Soxhlet no se realiz6 debido a la reaccion de Maillard, y por el
método de difusion en estado deshidratado se obtuvo 0.0121 mg de Luteina; se realizaron
tres repeticiones para cada tratamiento con una frecuencia de 10 minutos por tratamiento.
Se concluye que el rendimiento tedrico para la Antocianina y Luteina es 5.109 %,
obtenidos del método de extraccion por difusion en estado fresco; siendo este el mas
eficiente para obtener el mayor porcentaje de colorante, la cantidad de Antocianina y

Luteina de rabanito deshidratado da valores de 4.06% y 0.089% respectivamente.

Palabras clave: Antocianina, Luteina, método de extraccion, rabanito fresco, rabanito
deshidratado.



ABSTRACT

The experimental tests were carried out in the Fruit and Vegetable Laboratory of
the Professional Academic School of Food Industries Engineering, room 2H-109, the
physicochemical analyzes were carried out in the Analytical Chemistry Laboratory of the
Academic Department of Chemical and Dynamic Sciences, in the environment 1E-2009,
of the National University of Cajamarca. The purpose of this research was the extraction
of natural colorants: Anthocyanin and Lutein from fresh and dehydrated radish, using
three extraction methods. The research is experimental, with a quantitative approach and
a simple correlational design, conducted under a 3E X 2B factorial design. The most
relevant results obtained were: by means of the fresh pressing method, 0.1564 mg of
Anthocyanin was obtained; by the Soxhlet method in the fresh state, 0.3089 mg of
Anthocyanin was obtained; and by the diffusion method in the fresh state, 0.4809 mg of
Anthocyanin was obtained, by means of the method by pressing in the dehydrated state,
0.1252 mg of Anthocyanin was obtained, the Soxhlet method in the dehydrated state was
not carried out due to the Maillard reaction, and by the method of diffusion in the
dehydrated state 0.2063 mg of Anthocyanin was obtained, by the fresh pressing method
0.0072 mg of Lutein was obtained, by the Soxhlet method in the fresh state 0.0099 mg of
Lutein was obtained, and by the diffusion method in the fresh state 0.0300 mg of Lutein
was obtained, in the method by pressing in the dehydrated state, 0.0051 mg of Lutein was
obtained, the Soxhlet method was not carried out due to the Maillard reaction, and by the
diffusion method in the dehydrated state 0.0121 was obtained. mg Lutein; Three
repetitions were performed for each treatment with a frequency of 10 minutes per
treatment. It is concluded that the theoretical yield for Anthocyanin and Lutein is 5.109%,
obtained from the diffusion extraction method in the fresh state; being this the most
efficient to obtain the highest percentage of dye, the amount of Anthocyanin and Lutein

of dehydrated radish gives values of 4.06% and 0.089% respectively.

Keywords: Anthocyanin, Lutein, extraction method, fresh radish, dried radish.
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CAPITULO |

INTRODUCCION

El ser humano ha desarrollado una mayor tendencia hacia el consumo de
alimentos naturales en su busqueda de contar con buena salud, sin embargo, no todos los
alimentos se pueden ofertar con su aspecto natural, pues al momento de decidir por un
determinado alimento, el aspecto de este tiene un papel muy relevante; es asi que, a
algunos alimentos se les afiade colorantes para darle color o resaltar el color natural que

tiene, por ejemplo, a los guisantes, las conservas, las salsas, entre otros (Feique, 2006).

Los colorantes son aditivos quimicos que se adicionan a los alimentos con el fin
de hacerlos més atractivos para el consumidor y mientras mas coloreado, transformado o
elaborado sea un producto, mayor cantidad de aditivos tendra. Esto sucede normalmente
con las golosinas, los refrescos, los aperitivos, los postres industriales, chicles, helados,
siropes, pasteles, los productos de confiteria, los platos preparados, las salsas, los
productos lacteos y de charcuteria y salazones, surimi, huevas de pescado, condimentos,

sopas deshidratadas, y bebidas alcohdlicas (Voss, 2006).

Los colorantes naturales presentan el problema de que su color puede cambiar con
el uso de &cidos, u otras sustancias; por ello es que mayormente, la industria alimenticia
usa colorantes artificiales, pues poseen gran solubilidad en el agua, lo que le da una
facilidad de uso normalmente en forma liquida. En otras ocasiones pueden ser utilizados
como sales sodicas (Sanchez, 2013). Empero, hay alimentos como las carnes, a los que
solo se le puede afiadir colorantes naturales; cada vez mas, hay una inclinacion mayor por
el uso de aditivos naturales en el afan de cuidar la salud; colorantes como la clorofila, los
carotenos, las antocianinas, el beta-caroteno y la riboflavina son inocuos, y su uso en los

alimentos es recomendado (Sanchez, 2013).

Los colorantes naturales son derivados de diversas especies vegetales, como el
Raphanus Sativus L. (rabanito), el cual se cultiva a lo largo de todo el Per( y usualmente
se consume en ensaladas, estofados, tartas, entre otros; y ademas puede usarse como una
fuente de colorante debido a su pigmento rojo y a su alto contenido de antocianina y
luteina (Casseres, 1980). El colorante de rabano rojo se puede obtener a partir de la
pulverizacién, esterilizacion y secado del colorante, asi como de la purificacion,

filtracién, extraccion y concentracion, conteniendo a la antocianina como su ingrediente



principal; asimismo, una de las ventajas del colorante de este fruto, a pesar de encontrarse
por un periodo de tiempo bajo la luz no pierde sus propiedades. Asimismo, posee gran
resistencia a la variacion temperatura; y es utilizable en bebidas con sabor a fruta, en
algunas bebidas heladas, en condimentos, en dulces, en conservas, en mermeladas, en
pasteles, en salsas, y otros productos (Albee, 2012). Al ser el rdbano un fruto que contiene
multiples minerales y vitaminas, de facil asimilacion, y cuyo colorante presenta diversas
ventajas, es que, en la presente investigacion se pretende extraer los colorantes naturales,

Antocianina y Luteina, de dicho fruto para su uso en la industria alimentaria.

1.1 Formulacién del problema
1.2.1. Problema General

¢Cudles son los procesos de extraccion de colorantes naturales, Antocianina
y Luteina, ¢a partir de Raphanus sativus L. (rabanito) fresco y deshidratado

para su uso en la industria alimentaria?

1.2.2. Problemas Especificos

a) ¢Cuales son los metodos de extraccion de colorantes naturales,
antocianina y luteina, a partir de Raphanus sativus L. (rabanito)
fresco y deshidratado para su uso en la industria alimentaria?

b) ¢Cual es la relacion de la extraccion de colorantes naturales
antocianina y luteina y Raphanus sativus L. (rabanito) fresco y

deshidratado para su uso en la industria Alimentaria?

1.2 Objetivo de la investigacion

1.2.1 Objetivo General
Determinar los procesos de extraccion de colorantes naturales, Antocianina y
Luteina, a partir de Raphanus sativus L. (rabanito) fresco y deshidratado para

su uso en la industria alimentaria.

1.2.3. Objetivos Especificos
a) Determinar los métodos de extraccion de los colorantes naturales,
Antocianina y Luteina, a partir de Raphanus sativus L. (rabanito)

fresco y deshidratado para su uso en la industria alimentaria.



b) Determinar la relacion de la extraccion de colorantes naturales
antocianina y luteina y Raphanus sativus L. (rabanito) fresco y
deshidratado para su uso en la industria Alimentaria.

1.3 Hipotesis de la investigacion

1.3.1.

1.3.2.

Hipétesis General:

Ha: La extraccion de colorantes naturales, Antocianina y Luteina, a partir de
Raphanus sativus L. (rabanito) fresco y deshidratado es eficientemente
significativa para su uso en la industria alimentaria.

Ho: La extraccion de colorantes naturales, Antocianina y Luteina, a partir de
Raphanus sativus L.(rabanito) fresco y deshidratado no es eficientemente
significativa para su uso en la industria alimentaria.

Hipatesis Especificas:

HEa: El meétodo de extraccion de colorantes naturales, Antocianina y
Luteina, a partir de Raphanus sativus L. (rabanito) fresco y deshidratado es
eficientemente significativo para su uso en la industria alimentaria.

HEo: El método de extraccion de colorantes naturales, Antocianina y
Luteina, a partir de Raphanus sativus L. (rabanito) fresco y deshidratado no

es eficientemente significativa para su uso en la industria alimentaria.



CAPITULO II
REVISION DE LITERATURA
2.1 Antecedentes de la investigacion
2.1.1. Antecedentes internacionales.

Ozaeta (2015), en su investigacion, se planteé como objetivo la obtencion
y evaluacion de diversos extractos de cascara de rabanito rojo, ello para
detectar metabolitos secundarios que poseen propiedades croméforas &cido-
base. La investigacién es mixta, porque consiste en recopilar, analizar e
integrar tanto investigacion cuantitativa y cualitativa, con un disefio
experimental, para lo cual se extrajeron de la c&scara del rabanito algunos
pigmentos antocianicos que fueron usados como un indicador natural acido-
base. La conclusién que tuvo esta tesis es referente a los metabolitos
secundarios usados Yy su porcentaje de rendimiento de acuerdo al indicador
acido-base y la variable de operacion que obtuvo un valor de 12,96 % para
un pH 3 y una extraccion de 3 h, por otro lado para un pH 4 se obtuvo un
valor de 13 94 % y una extraccion de 3 h; asi también se obtuvo para un pH
3 un valor de 21 02 % y la extraccion de 6 h, finalmente se obtuvo para las
muestras a un pH 04 un valor de 23 053 % y la extraccion de 6h ; de acuerdo
al analisis de varianza, existe una dependencia significativa respecto al
tiempo de extraccion por maceracion dinamica a reflujo del rendimiento de
la extraccién de los pigmentos antocianicos. Por otro lado, la cianidina-3,5-
glucésido, presente en la cascara del rabanito, fue el pigmento antocianico

mayoritario respecto a la Luteina.

Herrera y Rodriguez (2016), en su investigacion realizada en Colombia,
realizd la evaluacion de los extractos de antocianinas y flavonoles respecto
a su rendimiento; los cuales fueron obtenidos por medio del uso de 2
métodos: asistida por microondas usando etanol puro como unico solvente y
por extraccion Soxhlet, de acuerdo a condiciones concretas de operacion.
Obtuvo propiedades como el tipo de solvente a utilizar, temperatura de
secado, el pH y liofilizado del fruto. La caracterizacion se efectué mediante
reaccion acido-base y el ensayo Shinoda para el reconocimiento cualitativo

de las antocianinas y los flavonoles correspondientemente, asi mismo se usé



2.1.2.

el analisis espectrofotométrico para el reconocimiento cuantitativo. Se
concluy6 que el mayor contenido de antocianinas, haciendo uso del método
de extraccion, es por solventes Soxhlet, obteniendo un resultado de 110.5 mg
de cianidin-3-gluc6sido/100 g de fruta, usando la materia prima previamente
liofilizada.

Chavez (2014), en su investigacion realizada en México, evalud la
estabilidad ante el pH, la temperatura y la luz, de las antocianinas obtenidas
a partir del camote morado, el rabano y la campanilla roja. La investigacién
es experimental, y constd de tres etapas: caracterizacion de la muestra,
pruebas de estabilidad y aplicacién del colorante a los alimentos. Respecto a
la determinacidn de la concentracion de antocianina, el método utilizado fue:
pH-diferencial. Se concluyo que, de los extractos obtenidos de los tres frutos,
tuvo mayor estabilidad fue del rdbano, ademés fue el que tuvo menores
+cambios de color. Asimismo, a traves del analisis de varianza se determino
gue no existia contraste significativo entre las antocianinas remanentes de
las tres muestras. Y al aplicar los extractos en bebidas y gelatinas, se
determind que las antocianinas se pueden usar en alimentos con pH acido,
este estudio aporta a la tesis en mencion a tener una certeza del uso de pH

acido en alimentos (p. 19).

Antecedentes nacionales.

Mufoz (2019), en su investigacion realizada en Lima, determiné que
emplear un preparado enzimatico tiene efecto en la extraccion de
antocianinas en la etapa de pre tratamiento de los orujos de uvina. Asimismo,
realizé un disefio factorial y estudié la influencia de parametros tales como
el porcentaje del color polimérico, asi como la intensidad de colorante que
existe en la cantidad de antocianinas monomeéricas extraidas. La conclusion
de esta investigacidbn muestra que existieron las mejores condiciones de
trabajo a una temperatura de 40 °C se obtuvo 10 mg/L de enzimas en un
periodo de 60 minutos. Asimismo, dentro de la etapa de extraccion, qué es
la que continda al pretratamiento enzimatico se obtuvo una solucion de

etanol al 25 % (v/v) en un periodo de 60 minutos, el aporte del autor a mi



estudio me sirvio para controlar los tiempos en el tratamiento para tener un

colorante con mayor concentracion.

Cédrdova y Roque (2015), en su investigacion realizada en Lima, extrajo y
cuantifico, por accion biocatalitica, la luteina del fruto denominado tomate
de arbol; ademas, extrajo y cuantificé el f-caroteno y licopeno por hidrolisis
enzimética y solventes organicos. La investigacion es experimental, en la
cual realizéd un anélisis fisicoquimico, acondiciond la materia prima, la
hidroliz6 y finalmente cuantifico la luteina mediante un Cromatografo
Liquido. Los resultados mostraron que el tratamiento con mejores resultados
para la extraccién de luteina fue a 30 °C por 4 h, con la relacion sustrato:
enzima de 1:16. (p. 6).

2.1.3. Antecedentes locales

Mejia (2016), se planted como objetivo la determinacion de antocianinas
en las frambuesas haciendo uso de etanol como solvente aplicando
temperaturas de 80 °C, 60 °C y 35 °C, con periodos de una hora y de media
hora para la extraccion. La investigacion es experimental; cuyo proceso
consistio en triturar, extraer y filtrar la frambuesa, para luego determinar las
antocianinas con el método de pH diferencial. Se concluy6 que se obtiene
mayor concentracion de antocianinas a temperatura de 80 °C, en un periodo
de media hora para el proceso de extraccion (0,939 mg/g de fruta fresca), es
decir que dicha temperatura y tiempo son las mejores condiciones para la

extraccion de antocianinas.

2.2 Bases teoricas
2.2.1. Definicién Antocianinas

El término Antocianina fue acufiado por Marquet en el afio 1835, cuando
se estaba refiriendo a los pigmentos de las flores de tonos azules. Sin
embargo, afios después se reveld que otros colores como: el violeta, parpura,
magenta, rojo, y rosado, se debe a pigmentos semejantes a las antocianinas
de Marquet (Lock, 1997).



Las Antocianinas son conocidos como pigmentos que forman parte de la
familia de los flavonoides y se hallan presentes en diversos frutos, vegetales,
y flores, las cuales les proporcionan color como: azul, rojo y morado
(Vésquez, 2016).

Los frutos que contienen mayor cantidad de antocianinas son las uvas, fresas,
cerezas, peras, manzana, calabaza roja, olivo negro, repollo morado, camote,
tomatillo, papa, y el rabano, entre otros (Lock, 1997).

2.2.1.1. Estructura quimica

Referente a su estructura quimica son clasificados dentro del grupo de los
flavonoides, tienen una composicién de dos anillos aromaticos. Asimismo,
estas antocianinas son glicidos de las antocianidinas, ademas de la variacion
que existe en la estructura del anillo B, y se forman otras 6 antocianidinas
(Garzén, 2008).

Figura 1.

Estructura y sustituyentes de las antocianinas

Fuente: Durst y Wrolstad (2001)



Tabla 1.

Estructura de las principales antocianinas

Sustitucion

R1 R2 A Max (nm) espectro visible

Pelargonidina H H 494 (naranja)
Cianidina OH H 506 (naranja-rojo)
Delfinidina OH OH 508 (azul-rojo)
Peonidina  OCH3 H 506 (naranja-rojo)
Peninidina  OCH3 OH 508 (azul-rojo)
Malvidina OCH3 OCHS3 510 (azul-rojo)

Fuente: Durst y Wrolstad (2001).

De acuerdo al numero de grupos hidroxilo y a la orientacion del metoxilo de
la molécula es que se puede definir el color de las antocianinas. Por otro lado,
al existir aumentos en la hidroxilacion generan movimientos hacia colores
azules. Por otro lado, el aumento de metoxilaciones genera tonos rojos. Es
por ello que siempre las antocianinas presentan en la naturaleza cambios o
sustituciones glicosidicas las cuales aumentan la solubilidad en las
posiciones 3 y/o 5 con mono, di o trisacaridos. Por otro lado, la glucosa,
rutinosa, galactosa, soforosa, se hallan en algunos de los sacaridos
glisolisantes. Existe otra variacion a nivel estructural conocido como la
acilacion que son generados de los residuos de azucares con &cidos
organicos. Algunos de estos acidos pueden ser: alifaticos, tales como: acético
(CH3COOH), malico (C4HeOs) u oxalico (C2H20ay; por otro lado, estan los

aromaticos, tales como: galico (C7HeOs), cafeico (CoHgOs). (Garzon, 2008).

2.2.1.2. Biosintesis de las Antocianinas

Experimentalmente se ha establecido que al anillo A de las Antocianinas
se debe sintetizar por el camino del acido maldnico, teniendo en cuenta que
se debe condensar con tres moléculas de malonil-CoA, por otro lado, se debe
sintetizar por la ruta de acido shikimico al anillo B. Ademas, se sabe que
quien da paso a la fenilalanina es el acido shikimico, todo esto por accién de

una fenilalanina amonia liasa (PAL), y después se transforma en acido p-



coumarico por la pérdida de NH3. Luego en una reaccion de condensacion,
participa el p-coumaril-CoA, formando una chalcona de 15 C con las tres
moléculas de malonil-CoA, reaccion propiciada por una chalcona sintetasa.
Por otro lado, en una reaccion catalizada por una chalcona isomerasa, el
compuesto intermedio de 15 C es convertido en una flavanona. Finalmente,
por una reaccién de hidroxilacion en el carbono 3 seguida por una
deshidratacion es transformada en la correspondiente antocianidina. Es asi
que se genera estabilidad por glicosilacion del heterociclo en la molécula de
antocianidina; en ella existe la intervencion de una glicosil transferasa, lo
que genera reacciones posteriores de metilacion de los hidroxilos seguidas
de acilaciones (Garzén, 2008).

Figura 2.

Ruta General de biosintesis de las Antocianinas
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Fuente: Delgado y Vargas (2000).

2.2.1.3. Factores quimicos que determinan el color y estabilidad de las
Antocianinas

Pueden sustituir a los colorantes artificiales, pero su uso es limitado
ya que poseen una baja estabilidad en el proceso y su almacenamiento.

Asimismo, intervienen diversos componentes en la estabilidad del



pigmento; tales como: el pH, su estructura quimica, la presencia de acido
ascorbico y oxigeno, ademas de la actividad de agua, la temperatura 'y su
concentracion, la luz, entre otros (Garzén, 2008).

- Efecto del pH: se refleja en la estructura y estabilidad de las
antocianinas; ya que, el efecto protector sobre la molécula lo brinda la
acidez que tiene. Ademas, se conoce que el pH tiene una valoracion de 2
en soluciones acuosas y que el 100% del pigmento se localiza con mayor
estabilidad de cation flavilio (*) el cual posee un color rojo intenso. En
casos donde el valor de pH es superior, se da la pérdida del protén y
adicion de agua en la posicion 2, generando un equilibrio entre el
hemicetal (B) o conocido como la pseudobase carbinol (CHs OH) y la de
cadena abierta o forma de chalcona. Por otro lado, tanto la chalcona como
el hemicetal, son bastante inestables y de formas incoloras, cuando los
valores de su pH son mayores a 7, presentan formas quinoides que tienen
una coloracién purpura y con rapida degradacion debido a la oxidacion

con el aire (Hutchings, 1999).

Figura 3.

Espectro de disoluciones de antocianina a diferentes valores de pH.
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Fuente: Andrea (2011).

- Temperatura: La temperatura influye en que las Antocianinas se

degraden; si bien, las convenciones de estructura de las Antocianinas son

conocidas como reacciones endotérmicas, exponerla a valores térmicos por
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sobre los 60 °C provoca su degradacion de acuerdo a la cinética de primer
orden (Fennema, 2000).

- Efecto del oxigeno y el acido ascorbico: en las Antocianinas, el efecto
degradativo del &cido ascorbico y el oxigeno esté asociado, pudiendo causar
pérdidas significativas de Antocianinas (Garzon, 2008). Asimismo, Rein
(2005), sostiene que por reaccion directa con oxigeno las Antocianinas
pueden oxidarse, 0 mediante la oxidacién indirecta, lo cual conlleva a la
obtencion de productos de coloracién incolora o marrén.

- Tiempo: tiene influencia con menor frecuencia en la extraccion, ya que en
estos momentos se labora con tiempos amplios porque debe coexistir un
periodo conveniente para que el soluto genere dispersion integramente a la
superficie y de esa manera hallar una mejor relacion con el solvente
(Centeno, 2003).

- Agua: Se considera al agua por su accion de atacar al cation y lograr actuar
como nucledfilo formando de tal manera una base incolora de carbén y. a
pesar de ello, existen variaciones en esta degradacion la cual dependera de
la cantidad de azUcares y su concentracion, asi como de la copigmentacion;
ya que existe una intervencion de la molécula de agua a través de una
reaccion que genera el deterioro de las Antocianinas y por ello lo
recomendable es eliminarlas con el fin de disminuir las probabilidades de un
ataque al cation Flavilio (*) por parte del nucledéfilo. (Zapata, 2014).

- Luz: a las Antocianinas se les afecta de dos maneras: por medio de la luz.
Una de ellas es a través de la biosintesis y el proceso de aceleracién para su
degradacion, asi también se sabe que existe una preservacion del color en las
antocianinas cuando se encuentran en la oscuridad (Fennema, 2000), por lo
cual es necesario salvaguardar, no solo del oxigeno sino también de la luz

todo aquello que contienen Antocianinas.
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2.2.1.4. Extracciéon de antocianinas

Las Antocianinas se logran obtener de diversas fuentes de origen
animal o vegetal. La extraccion sélido-liquido es el método de extraccion
mas comun, asi también, la extraccion es una técnica de purificacion y
separacion para apartar una sustancia de una mezcla liquida o sélida, a
través del uso de un disolvente. EI proceso de extraccion pasa por 3
periodos: existe una disolucion del soluto en el disolvente y luego el
soluto se propaga hasta la superficie del sélido, y finalmente existe una
migracion desde la superficie del sélido, pasando también por el grueso
de la disolucién (Vésquez, 2016).

Por otro lado, en agua, bajo punto de ebullicién para suministrar su
posterior separacion y alta capacidad de solvatacion hacia la sustancia
que se realizara la extraccion (Pefia 2006 et al., 2006).

Hay diversos componentes que afectan en la extraccion de Antocianinas,
tal como: el area de interfase solido-liquido o tamario de particula, ya que
la disminucidn del tamafio de particula aumenta la rapidez de extraccion;
y la seleccion del solvente, el cual es definido por la distribucién quimica
del material a extraer, por ello es importante considerar: baja tension
superficial suministra la humectacion de los solidos, las propiedades
fisicas, la poca viscosidad ayuda en la difusion en el disolvente y la baja
densidad accede la conservacion de una masa pequefia de disolvente en
el sélido extraido, y la estabilidad térmica en el procesamiento (Vasquez
, 2016).

2.2.2. Luteina

El término Luteina proviene del latin luteum (huevo) luteus (amarillo),
un pigmento amarillo-naranja de la familia de los carotenoides, el cual esta
presente en la yema de huevo, maiz, flores de caléndula, y en los vegetales
de hoja verde (Escalona, 2004). La luteina es un carotenoide, un tipo de
vitamina que se encarga de dar pigmento a los alimentos y de protegerlos del
sol (Hontoria, 2019). También se le denomina xantofila; es muy abundante

en la naturaleza, lo encontramos en muchas plantas, en las hojas verdes
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(Primo, 2007). La Luteina es un potente antioxidante, y aporta muchos
beneficios para la salud, sobre todo para la vision (Arellano, 2011).

Segun Cenzano y Vicente (2000), la Luteina se obtiene por extraccion con
la ayuda de solventes, tales como el didéxido de carbono supercritico, cuyo
uso es cada vez mayor, ya que no es inflamable y no dafia al medio ambiente
(Arellano, 2011).

2.2.2.1. Estructura quimica

Los carotenoides son tetraterpenos de 40 atomos de carbono con 8
unidades isoprenoides, que se invierten en el centro. Los carotenoides se
dividen en carotenos y xantofilas, los cuales son derivados oxigenados.

La luteina es una xantofila de formula CasoHse (Escalona, 2004).

Figura 4.

Estructura quimica de Luteina.

CH,

OH

OH CH,

Fuente: Escalona (2004).
2.2.2.2. Factores que afectan su estabilidad

La extraccion de Luteina requiere un proceso riguroso, ya que es
susceptible a factores como: temperatura, luz, pH, oxigeno, agua, y tiempo
(Cérdova y Roque, 2015).

- Extraccion de Luteina

Los métodos tradicionales para la extraccion de componentes bioactivos
desde plantas, incluyen: la destilacion por vapor y la extraccion con
solventes organicos (maceracion o técnicas Soxhlet). Especificamente los
pigmentos carotenoides son compuestos liposolubles, que normalmente

se extraen con solventes organicos tales como: acetona, éter de petroleo,
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benceno, hexano, éter dietilico, cloroformo, etanol y metanol (Park et al.,
2007).
2.2.3. Métodos y procesos de extraccion

2.2.3.1. Atributos Extraccion por prensado: El prensado es el método mas
utilizado desde antafio, consiste en someter a presién un producto.
Valderrama y Aravena (1994), refiere que los procesos de prensado y de
extraccion por solvente pueden ser combinados para optimizar el
rendimiento. De modo que se puede usar solo el prensado o extraer con
solvente solo, o bien prensado seguido por una extraccion con solvente.
El proceso de extraccion con agua, ha sido desechado debido a los
excesivos gastos de energia.

2.2.3.2. Extraccion por circulacion (Soxhlet): Esta técnica utiliza un flujo
continuo de disolvente organico mediante una disolucion acuosa que
contiene la mezcla a separar. Si el disolvente es volatil se recoge mediante
destilacion y condensacion. EI método de extraccion varia de acuerdo a la
densidad de la fase organica; si esta menor que el agua, el disolvente
organico se introduce gota a gota en la fase acuosa mediante un sistema
de inmersidn y se pasa a un matraz lateral por rebose, si el disolvente
organico es mas denso que la fase acuosa, se adiciona este, desde la parte
superior mediante goteo y se va separando al matraz lateral a través de un
sistema de vasos comunicantes (Valcarcel y Gomez, 1988).

Figura 5.

Equipo de extraccion Soxhlet.
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2.2.3.3. Extraccion por difusién: en este proceso el disolvente se agrega puro o
en mezclas definidas, y esto constituird la fuerza impulsora para la
transferencia de materia; la extraccion puede ser una sélida y otra liquida.
En este proceso hay una fase que se enriquece en los principios,
denominada extracto y otra que se empobrece denominada marco
refinado, ello depende si la extraccion solido-liquido o una extraccion
liquido-liquido (Ferraro et al., 2015).

2.2.4. Colorantes

Un colorante es una sustancia usada como aditivo en un alimento para
darle un determinado color en un procesado industrial (Voss, 2006). Existen
colorantes artificiales y naturales; estos ultimos son extraidos de minerales,
animales o vegetales (Sanchez, 2013).

Entre los colorantes naturales se distinguen los solubles en agua, los
liposolubles, hidrosolubles, los solubles en la grasa, y los minerales (\Voss,
2006). Los més usados son:

- Curcumina (E100): color naranja amarillento, extraido de la raiz de la
cdrcuma; se usa en refrescos, mermeladas, mantequillas, quesos, y en
productos de pasteleria y panaderia (\Voss, 2006).

Riboflavina, lactoflavina o B2 (E101): es el color amarillo fluorescente; se
obtiene de la levadura de cerveza, se usa en salsas, verduras, sopas,
productos lacteos, pastas (Voss, 2006).

- Cochinilla (E120): es el color rojo carmin; se obtiene de la cochinilla; se
usa en vinos de frutas, licores, golosinas, refrescos, confituras, etc. (\Voss,
2006).

- Caramelo (E150): es el color marrén; se obtiene mediante el
calentamiento de azlcar o almiddn; se usa en golosinas, cerveza, bebidas
alcoholicas, cola, chocolate, bolleria, cereales, y pan (Sanchez, 2013).

- Betanina (E162): es el color rojo oscuro; se obtiene de la remolacha
mediante extraccion y prensado. Se usa en productos de pasteleria, salsas,
yogur, chicles. Son anticancerigenos (Sanchez, 2013).

- Antocianos (E163): son colores entre rojo y violeta azulado; se obtiene de

las moras, frambuesas, fresas, uvas, grosellas, maiz negro, rabano, entre
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otros. Se usa en confituras, bebidas, productos lacteos, y helados (Voss,
2006).

- Clorofilas (E140 y 141): es el color verde; se extrae de las plantas verdes.
Se usa en confituras, chicles, dulces, licores, verduras, etc. (Sanchez, 2013).
- Carotenoides (E160): es el color naranja amarillento, se obtiene de la
zanahoria, las algas u otros vegetales, se estabiliza con acido ascorbico; y se
usa en margarinas, mantequillas, mayonesa, quesos, postres, helados, y
mazapan (Sanchez, 2013).

- Xantofilas (E161): es color naranja; se obtiene de la yema de huevo,
ortiga, alfalfa, y del aceite de palma; se utiliza en condimentos, salsas,
pasteles, golosinas, galletas (Sanchez, 2013).

2.2.4.1. Propiedades colorantes

Una de las peculiaridades de calidad en un alimento es el color.
Actualmente, una préactica comun es colorear los alimentos; y existen,
diversos colorantes sintéticos y naturales; pese a que los sintéticos exhiben
diversas ventajas, hay tendencia hacia el consumo de pigmentos
coloreados conseguidos de origen animal de materias primas,
fundamentalmente vegetal y mineral.
Por tal razdn, las antocianinas se les puede definir como colorantes, cuyas
caracteristicas sensoriales impactan positivamente en los alimentos
(Zapata, 2014). Debido a las propiedades terapéuticas y farmacologicas
que posee la Antocianina, ha aumentado el interés en sus pigmentos asi
como el efecto que genera en el Paso del sistema digestivo hacia el sistema
circulatorio logrando influir en la prevencion de enfermedades coronarias
asi también de problemas de circulacion dificultades neuroldgicas y
cancerigenas asi como la diabetes y otras enfermedades que generan
inflamacion por otro lado se utiliza para tener una agudeza visual 6ptima

y para una mayor capacidad cognitiva (Zapata, 2014).
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2.2.4.2. 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 algin
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.

2.2.4.3. Copigmentacion
La Copigmentacion se realiza en una condicion de pH acido (Zapata,
2014), y puede acontecer por medio de distintas relaciones. Los
mecanismos mas significativos son: formacion de complejos de metales,
copigmentacion  intramolecular,  copigmentacion  intermolecular

autoasociacion y (Zapata, 2014).
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Figura 6.

Interacciones de antocianinas.
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Fuente. Rein (2005).

Una sugerencia para la copigmentacion intermolecular es que los
complementos y las Antocianinas los cuales podrian ser compuestos
fendlicos o flavonoides sin color, los cuales poseen una interaccion
mediante interacciones hidrofobicas muy débiles, asi como de enlaces de
hidrogeno los cuales forman complejos. Si puede producir esta clase de
copigmentacion con el cation de Flavio (*) asi también con las formas que
posee la Antocianina a nivel de base quinonoid (Rein, 2005). Cabe
mencionar que, Se deben encontrar opciones para la copigmentacion para
que de esa manera exista una evasion al ataque nucletfilo de agua hacia
el cation Flavilio (*), y de esa manera logrando impedir que se realice la
decoloracion en este pigmento antocianico. Entre las alternativas podria
considerarse mantener una alta concentracion de Antocianinas para
aumentar las posibilidades de autoasociacion, o bien incorporar algun
compuesto que actlle como copigmento (Zapata, 2014).
2.2.5. Rabanito

El rdbano (Raphanus sativus L.) es una hortaliza de raiz, es una planta
Brassicaceae originaria de Japon; es de raiz gruesa y carnosa, cuya piel es de
color rosado, rojo, blanco u oscuro; de lamina lobulada con uno a tres pares

de segmentos laterales y tiene hojas pecioladas, basales (Casimir, 2001).
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2.2.5.1. Morfologia y taxonomia

2.2.5.2.

En relacién a la morfologia y taxonomia del rabano, el Ing. Octavio
Reyes postula lo siguiente:

Nombre cientifico: Raphanus sativus L.

Origen: Europa y Asia

Planta: anual o bienal

- Sistema radicular: muy variable en cuanto a la forma y al tamafio, raiz
carnosa y gruesa, de piel blanca, pardo-oscura o rosada, roja y a veces
manchada de diversos colores.

- Tallo: se prolonga consiguiendo una altura de 0,50 a 1 men el momento
que florece la planta, de color glauco.

- Hojas: con 1 a 3 pares de segmentos laterales de borde irregular, glabras
0 con unos pocos pelos hirsutos, pecioladas, basales, de lamina lobulada,
las hojas caulinares son menos lobuladas y dentadas que las basales y un
tanto pubescentes.

- Flores: ascendentes, en racimos grandes y abiertos; sépalos erguidos,
acomodadas sobre pedicelos delgados, pétalos rosados o amarillentos y
casi siempre blancos, con un estilo delgado y estigma ligeramente
lobulado, con nervios violaceos o purpura; 6 estambres libres.

- Fruto: cada fruto posee de 1 a 10 semillas que se encuentran en un
tejido esponjoso, asi tambien tiene una silicula de 3-10 cm de longitud,

esponjoso, con un pico largo, indehiscente (Reyes, 2018).

Variedades

Giaconi y Escaff (1998), refieren que existen dos variedades: rabanos
(cuyas raices son grandes, de forma cilindrica, ovalada, achatada y
esférica; de piel roja, blanca, grisacea, de primavera, de verano, de
otofio); y rabanitos (el cual es conocido como rabanito francés, y se

cultiva en cualquier época del afio).

2.2.5.3. Valor nutricional

Los rabanos contienen alto contenido de agua, tiene propiedades

antioxidantes, por lo cual ayuda a restaurar tejidos y vasos sanguineos, y
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mejora el sistema inmunolégico (Garcia, 2019); contiene alto valor en
vitaminas, minerales, y propiedades nutracéuticas; contiene protidos,
vitamina C, vitamina B1, vitamina A, vitamina B2 y (Africano y Pinzon
2014); minerales como: azufre, fosforo, cloro, potasio, calcio, hierro,
magnesio, sodio, y yodo; ademas, contiene agua, grasas, proteinas, y
carbohidratos (Unterladstaetter, 2000).

Por cada 100 g de materia fresca, su valor nutricional es:

Tabla 2.

Composicidn nutricional de rdbano por cada 100 g.

Componentes Contenido
Gldcidos 2,44 g
Protidos 0,869
Vitamina A 30 Ul
Vitamina B, 30 mg
Vitamina B: 20 mg
Vitamina C 24 mg

Fe 1 mg

Ca 37 mg

P 31 mg

Fuente: Info agro. El cultivo del rabanito.
2.2.5.4. Usos de Rabanito

Generalmente, el rdbano se consume en ensaladas, encurtidos, como
saborizante de pipianes (Garcia, 2019); también se puede preparar rabano
salteado, asado, estofado, al vapor, en salsa (Leyva, 2020). Ademas de su
uso en elaboraciones gastronémicas; también es usado como colorante en
bebidas, confiteria, helados, gelatinas y mermeladas; el cual es obtenido
de la extraccién y refinamiento del rabano, cuyos componentes son

pelargonidinas y antocianinas (Pigmentine, 2011).
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2.2.5.5. Beneficios y propiedades del rabano

Leyva (2020), sefiala que el rdbano tiene diversas propiedades como:

- Mejora la funcién inmune, ya que contiene vitamina C.

- Combate la ictericia, pues asistencia en la eliminacién de la abundancia
de bilirrubina.

- Ayuda a combatir el estrefiimiento, ya que cuenta con una gran cantidad
de fibra dietética y agua.

- Ayuda en la prevencion de hemorroides, debido a su funcién
desintoxicante.

- Ayuda a mejorar las condiciones respiratorias, pues se logra eliminar el
exceso de moco.

- Ayuda a proteger la salud digestiva, renal, hepatica, y cardiaca.
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2.3 Definicion de Terminos Basicos

- Antocianinas: Son pigmentos que dan colores llamativos y brillantes a flores, frutas
y hojas, que van desde el rojo al violeta o azul (Herrera y Rodriguez, 2016).

- Colorante: Son sustancias que se afiaden a un producto con el fin de cambiar o
mejorar su color (Alva y Vigo, 2014).

- Deshidratado: es el método de eliminacion de humedad; para conseguir un
producto sélido y seco (Herrera y Rodriguez, 2016).

- Difusion: proceso de la fuerza impulsora para la transferencia de materia sélida o
liquida (Ferraro et al., 2015).

- Espectrofotometria: Método que se basa en la relacion entre absorcion de luz por
parte de un compuesto y su concentracion (Herrera y Rodriguez, 2016).

Extraccion: Proceso usado para apartar un producto organico de una mezcla a
través de un disolvente (Herrera y Rodriguez, 2016).

- Inactivacion enzimatica: Es el tratamiento térmico en un alimento para
conservarlo, cuyo fin es destruir la carga microbiana que provoque el deterioro en
su calidad fisica, quimica o bioldgica, o que origine algun tipo de perjuicio en la

salud del consumidor (Castafieda, 2018).

Luteina: Es un pigmento amarillo-naranjo de la familia de los carotenoides
(Escalona, 2004).

Métodos: modo de proceder para llegar a un resultado o fin determinado o

procedimiento que se sigue para conseguir algo (Valderrama y Aravena, 1994).

Solvente: Liquido o gas que puede diluir o extraer otras sustancias (Herrera y
Rodriguez, 2016).

- Soxhlet: técnica utilizada un flujo continuo de disolvente organico mediante una
disolucion acuosa que mezcla o separa. Si el disolvente es volatil se recoge
mediante destilacion y condensacion (Valcarcel y Gomez, 1988).

- Prensado: es el método mas utilizado desde antafio, consiste en someter a presion

un producto. (Valderrama y Aravena, 1994).
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CAPITULO 111
MARCO METODOLOGICO
3.1 Localizacion de la investigacion

Las pruebas experimentales se realizd en el laboratorio de Frutas y Hortalizas de la
Escuela Académico Profesional de Ingenieria en Industrias Alimentarias, ambiente
(2H- 109), los analisis fisicoquimicos se realizé en el laboratorio de Quimica
Analitica del Departamento Académico de Ciencias Quimicas y Dinamicas,
ambiente (1E- 209) de la Universidad Nacional de Cajamarca, cabe precisar que las
mediciones espectrofometricas de longitud de onda se realizaron en el laboratorio de
Bioingenieria y Fermentaciones Lacticas de la EAPIA. Estos laboratorios se
encuentran situado en las instalaciones de la mencionada institucion, a 3 km de la
ciudad de Cajamarca, ubicados en el Distrito, Provincia y Region de Cajamarca cuyas
caracteristicas geograficas son las siguientes: altitud 2750 msnm, 7° 10’ latitud sur,
78° 30’ longitud este, temperatura promedio anual 14 °C, humedad relativa anual 65

% y precipitacion promedio anual 650 mm.

3.2 Variables de la investigacion
3.2.1. Variable Independiente: Métodos de extraccion de colorantes naturales,
Antocianina y Luteina.

3.2.2. Variable Dependiente: Fresco y deshidratado de la materia prima.

3.3 Disefio de la investigacion
Experimental, de enfoque cuantitativo, y disefio correlacional simple, para la
presente investigacion se trabajo con un disefio factorial 3E X 2B para la
comparacion de dos o mas tratamientos y determinar los patrones del
comportamiento de las variables, segun Hernandez et al. (2014), usando para ello
tres métodos de extraccion: Prensado, Soxhlet y difusion, con tres repeticiones cada
una de la materia prima en estado fresco y deshidratado, tal como se menciona en
los resultados y discusiones explicados al detalle con cada método del trabajo en

estudio.
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Factores y niveles
FACTOR “E”: Métodos de Extraccion.

E1 Extraccion por prensado: Para este método se utiliz6 20 g de rabanito
previamente inactivados y cortados en trozos que se colocaron en el sistema de
alimentacion de un licuo-extractor, y se los presioné manualmente con la ayuda
de un accesorio en forma de piston, lo cual permite el ingreso de los trozos a la
camara en donde se encuentra un disco giratorio que tiene ranuras afiladas. El
contacto de los trozos de rabanito presionados con el disco produjo la liberacion
del jugo. La pulpa fue separada mediante un tamiz que contaba con un disco en
forma de canastilla y desalojada por la fuerza centrifuga en un recinto especial. Se
adiciond al extracto acido citrico (C¢HgO-) en una relacion de 1:2 al 0.20%. Para
poder conseguir un pH adecuado, obteniendo como producto y resultado los
colorantes de Antocianina y Luteina con un valor de 0.1564 mg (Antocianina) y
de 0.0072 mg de (Luteina), por el método de prensado.

E2 Extraccion Soxhlet: Para este método se usd papel filtro Whatman N° 1,
colocamos 10 g de muestra (rabanito deshidratado), y se envuelve formando un
cartucho cerrado en ambos extremos, se coloca dentro del equipo Soxhlet.
Seguido en un matraz se vierte 100 mL de agua como solvente y se acopla al
equipo, se instala este sobre una cocina eléctrica y se espera que la ebullicion del
solvente libere vapor, el cual es condensado y pasa a través de lecho del producto,
extrayendo el colorante. Este proceso se va repitiendo por recirculacion del
solvente hasta que el colorante de rabanito se considere agotado, obteniendo como
producto y resultado los colorantes de (Antocianina) 0.3089 mg y de (Luteina)
0.0099 mg.

E3 Extraccion por difusién: Para realizar este método previamente se hizo una
inactivacion térmica de los rabanitos, luego se agregaron al vaso difusor (licuadora
Oster), y se adicion6 5 mL de solvente, para lo cual se usé agua acidulada con
acido citrico y se licud, obteniendo como producto y resultados los colorantes de

(Antocianina) 0.4809 mg y de (Luteina) 0.0300 mg de rabanito fresco.
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FACTOR “B” Estado del rabanito.

B1 Rabanito en estado fresco: Se usardn tres métodos de extraccion: prensado,

Soxhlet, por difusién, y luego del proceso se hizo lectura de la absorbancia para

Antocianina y Luteina, cuya medicion se realizd en un espectrofotometro a una

longitud de onda de 476, 538 nm, y finalmente se envaso teniendo en cuenta el

requerimiento del colorante.

B2 Rabanito en estado deshidratado: se utilizaron dos métodos de extraccion: por

prensado y por difusion, luego de realizar los procesos de extraccion se cuantificd

el colorante tanto para Antocianina y Luteina, y luego se llevé al

espectrofotometro para medir la absorcion con una longitud de onda de 476, 538

nm, finalmente se envaso teniendo en cuenta el requerimiento del colorante, para

el caso del colorante deshidratado se agregé sulfato de Magnesio (MgSO4), para

evitar la higroscopia.

Tratamientos en estudio: resultado del estudio factorial 3E X 2B =6

Tratamientos

Tabla 3.
Clave
El
1
B1
El
2
B2
E2
3
B1
E2
4
B2
E3
5
Bl
E3
6
B2

Extraccion por Prensado
con rabanito fresco
Extraccion por Prensado
con rabanito deshidratado
Extraccion Soxhlet con
rabanito fresco
Extraccion Soxhlet con
rabanito deshidratado
Extraccion por Difusion
con rabanito fresco
Extraccion por Difusion

con rabanito deshidratado

Nota: E2B2 no se realizé debido a la presencia de la reaccion Maillard
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3.4 Métodos de la Investigacién

» Métodos Generales de Investigacion

El Método de investigacion serd, analitico — sintético - descriptivo cuantitativo,

que estudia los hechos, partiendo de la descomposicién del objeto de estudio en

cada una de sus partes para estudiarlas en forma individual (anélisis) y luego se

integran dichas partes para estudiarlas de manera holistica e integral (sintesis).

» Meétodos Particulares de investigacion

La investigacion fue conducida bajo el Disefio experimental, en manipulacion

deliberadamente de las variables.

3.5 Poblacion y muestra de la investigacion

3.5.1.

3.5.2.

3.5.3.

Poblacion: se obtuvo de una parcela demostrativa de 4 metros cuadrados, con
un rendimiento de 16 Kg, de rabanito Raphanus sativus L. (rabanito)
Muestra: Los criterios de la seleccion de la muestra para los métodos de
extraccion se us6 1Kg de Raphanus sativus L. (rabanito)

Muestreo: Se realizo de forma probabilistica de 100g Raphanus sativus L.

(rabanito)

3.6 Unidades de andlisis: para el estudio se tomo en consideracién 100g Raphanus

sativus L. (rabanito)

- Unidades de Observacion: se tomaron los resultados de la extraccion de los

colorantes del Raphanus sativus L. (rabanito)

3.7 Técnicas e instrumentos de recopilacion de Informacion

3.7.1. Técnicas

Segun Guerrero (2019), manifiesta que son herramientas utilizadas en un
estudio para ayudar al investigador a resolver el problema planteado,
utilizando, escalas, listas de verificacion, archivos anecdaticos, evaluaciones,
encuestas, pruebas, tableros de metacognicion, resumenes, ejercicios
matematicos, cuadernos de trabajo, entrevistas dialogos debates, grabaciones,
ficha de observaciones, ficha de campo, entrevistas, didlogos, debates,
grabaciones, observaciones, cuestionarios, guia de Revision documental, etc.

En apoyo del aprendizaje del investigador.
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3.7.2. Instrumento:

El instrumento utilizado fue:

- Guia de revision documental: es una herramienta de investigacion; ideal para
estudios cuantitativos; la cual, se aleja de las formas de observacion directa de los
hechos; ya que, la informacion se recoge a través de las manifestaciones escritas, a
través de una serie de datos previamente establecidas” (Lopez y Marquez, 2020).
La informacion fue obtenida directamente de los antecedentes escritos por otros
autores a nivel internacional, nacional y local. Para el analisis de documentos en
este caso se recurrio al registro de datos con los que cuenta en la Ley de inocuidad
de los alimentos, ley N° 1062, 28 de junio del afio 2008, por el Ministerio de Salud
y DIGESA.

Tabla 4

Técnicas e instrumentos de recopilacion de informacion

Técnicas de recopilacion de Instrumentos de recopilacion
informacion de informacion
Revision documental Guia de Revision documental

Nota: Esta tabla muestra las técnicas e instrumentos de recopilacion de
informacion que se ha utilizado en la investigacion.
3.8 Técnicas de procesamientos y analisis de la informacion

Para el procesamiento y presentacion de la informacion se recurrié al analisis de
los resultados de las muestras que fueron aplicadas por el investigador en el
laboratorio de estudio, utilizando la estadistica cuantitativa y descriptiva, para
calcular la extraccion de colorantes naturales, antocianina y luteina, a partir de
Raphanus sativus L. (rabanito) fresco y deshidratado para su uso en la industria
alimentaria, se consideran los resultados numéricos que se obtuvieron en el
laboratorio, los métodos usados en el estudio comparado en el proceso de

evaluacion de las muestras recopiladas por el investigador.
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3.9 Equipos, materiales e insumos

Tabla 5
Equipos
Reactivos quimicos  Equipos de laboratorio Material (_je Otros
laboratorio
Acido citrico Balanza analitica. Beakers. Bolsas.
Acido ascorbico Potenciometro. Tubos de ensayo. Bandejas.
Sulfato de magnesio  Espectrofotometro. Embudos Cuchillos.
Cépsulas de
Estufa. Pipetas. porcelana
Termometro Fiolas.
Mechero Frascos.
Bunsen.
Centrifuga
Licuadora
Extractor.
Pinzas

3.9.1. Material bioldgico

En la investigacion se orientd a evaluar los resultados de la investigacion:
Extraccion de colorantes naturales, Antocianina y Luteina, a partir de Raphanus
sativus L. (rabanito), fresco y deshidratado para su uso en la industria alimentaria,
el estudio se trabajé con hortalizas de rabanito fresco de la variedad roja en estado
Pos cosecha, Fig. 8, procedente del distrito de Bafios del Inca, provincia y region
de Cajamarca, sus coordenadas geograficas son: altitud 2680 msnm, 7° 9’ 30”
latitud sur y 78° 27 48” longitud oeste. Se eligio la variedad mencionada por ser la
de mayor produccion en la zona y la que se aclimata con mayor facilidad, esto
permitioé la simbra de una parcela demostrativa realizando las labores culturales
pertinentes obteniendo como resultado 16 Kg de Raphanus sativus L. (rabanito),
posteriormente se utilizd 1 Kg de Raphanus sativus L. (rabanito) para el trabajo de
investigacion como muestra para los tres métodos de extraccion, la hortaliza fue
cosechada un dia antes de su procesamiento y se almaceno a una temperatura de 0
°C, para su posterior extraccién. Previo a ello se seleccionaron las raices de acuerdo
a su forma, color, época de cultivo los que presentaron un color rojo intenso y luego

se clasificaron de acuerdo a su didmetro con un promedio aproximado de 23 mm.
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3.10 Procedimiento del trabajo de investigacion

1. Procedimiento de trabajo en laboratorio

Recepcion y pesado

RABANITO FRESCO

l

Lavado

|

Inactivacion enzimatica

Extraccion

Extraccion por Sokhlet Extraccion por Difusion

T ebullicion
== por 2 minutos

Extraccion Prensado

l Embuda de l bor 10 min l'
M. porcelana cantrifugacién i Filtracidn
Filtracion 1500 £.p.m
Papel fittro: l l
‘ 125 mm —
: iy Estabilizacion Centrifugacion
centrifugacion [
t Estabilizacion
Estabilizacion | gy REPOSO POT Lecture w—p Espicircfotémetre:
l Z horas l l
" : Espectrofotimetro: 476y 538 MM | em Medicion de absorbancia
Medicidn de absorbancia : : Ervasado l
| 476y 538
Envasado
Envasado nm

Figura 7. Flujograma de métodos de extraccion en rabanito fresco.

2. Proceso de extraccion de Antocianina y Luteina a partir de rabanito
fresco.
a) Inicio del proceso
- Materia prima: Para el estudio se trabajé con hortalizas de rabanito
fresco de la variedad roja en estado pos cosecha, como se observa en la
Fig. 8, procedente del distrito de Bafios del Inca, provincia y region de

Cajamarca. Se eligi6 la variedad mencionada por ser la de mayor
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produccion en la zona y la que se aclimata con mayor facilidad, esto
permitié la simbra de una parcela demostrativa realizando las labores
culturales pertinentes obteniendo como resultado 16 Kg de Raphanus
sativus L. (rabanito), posteriormente se utiliz6 1 Kg de Raphanus sativus
L. (rabanito) para el trabajo de investigacion como muestra para los tres
metodos de extraccion, la hortaliza fue cosechada un dia antes de su
procesamiento y se almacend a una temperatura de 0 °C, para su
posterior extraccion. Previo a ello se seleccionaron las raices de acuerdo
a su forma, color, época de cultivo los que presentaron un color rojo
intenso y luego se clasificaron de acuerdo a su didmetro con un

promedio aproximado de 23 mm.

/

- Lavado: En la Fig. 9 se observa el lavado o desinfectado, se realizd

Figura 8. Rabanitos para ser procesados.

con el fin de separar la suciedad que se encontraba adherida al rabanito;
para ello se elimind manualmente los tallos y se lavd con abundante

agua, a fin de dejar el rabanito completamente limpio.
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Figura 9. Lavado de rabanitos.

- Inactivacion enzimatica: Se emple6 el método de tratamiento
térmico, con el objetivo de reducir la carga microbiana del rabanito;
sumergiendo en agua a la temperatura de punto de ebullicién por un

lapso de 2 minutos. Cabe mencionar que, si el lapso es mayor al tiempo

sefalado, el rabanito pierde su color.

Figura 10. Tratamiento térmico de rabanito.

- Extraccién: Se baso en la solubilidad del colorante en determinadas
sustancias. Tanto la Antocianina como la Luteina son solubles en
compuestos polares como el agua, por lo tanto, se sometieron las raices

del rabanito a una extraccién utilizando como solvente al agua.
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b) Procedimiento de extraccion de colorantes

Para realizar la extraccion de colorantes del rabanito, se usaron tres

meétodos de extraccion:

1. Método de extraccién de prensado en estado fresco
Este método consiste en cortar en trozos los rabanitos (10 g),
colocar en el sistema de alimentacion de un licuo-extractor, y se los
presiona manualmente con la ayuda de un accesorio en forma de
piston, lo cual permite el ingreso de los trozos a la camara en donde
se encuentra un disco giratorio que tiene ranuras afiladas. Al
contacto con los trozos de rabanito y presionados con el disco se
produjo la liberacion del jugo. La pulpa fue separada mediante un
tamiz que contaba con un disco en forma de canastilla y desalojada
por la fuerza centrifuga en un recinto especial. Se adiciona al
extracto acido citrico (C¢HgO,) en una relacion de 1:2 al 0.20%.
Para poder conseguir un pH adecuado como se puede evidenciar en
la Fig. 11.

Figura 11. Proceso de extraccion por prensado (a) Mezcla de la
muestra, (b) Formado del precipitado.

2. Método de extracciéon de Soxhlet, en estado fresco

Este método consiste en colocar rabanito deshidratado (10 g), en
papel filtro Whatman N° 1, envolviendo formando un cartucho
cerrado en ambos extremos, se coloca dentro del equipo Soxhlet.
Seguido en un matraz se vierte 100 mL de solvente y se acopla al

equipo, se instala este sobre una cocina eléctrica y se espera que la
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ebullicién del solvente libere vapor, el cual es condensado y pasa a
través de lecho del producto, extrayendo el colorante. Este proceso
se va repitiendo por recirculacion del solvente hasta que el colorante
de rabanito se considere agotado como se denota en la Fig. 12.

Figura 12. Equipo Soxhlet (a) para extraccion de Antocianina, (b)
para extraccion de Luteina
3. Método de extraccion por difusion en estado fresco

Para realizar este método previamente se hizo una inactivacion
térmica de los rabanitos (10 g), luego se agregaron al vaso difusor
(licuadora Oster), y se adicion6 5 mL de agua como solvente y acido
citrico (C¢HgO>), en una relacion 1:2 y se licu6 con la finalidad de

obtener una muestra mas concentrada como se muestra en la Fig. 13.

Figura 13. Proceso de extraccion por difusion (a) Mezcla de la

muestra, (b) Formado del precipitado.
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c)

d)

Filtracién

Se realizo con el objetivo de eliminar la materia solida y obtener solo la
parte liquida del extracto, para ello se utiliz6 un embudo Buchner con
papel filtro de 125 mm de diametro, el cual se colocé en un matraz
Kitasato que a la vez se conectd a una bomba de vacio para facilitar el
filtrado.

Centrifugacion
El jugo obtenido libre de pulpa en la filtracion se coloca en tubos de

ensayo y se centrifuga por espacio de 10 minutos a 1500 r.p.m. después

se decanta para obtener el jugo puro como se evidencia en la Fig. 14.

N

o -

Figura 14. Proceso de centrifugacion (a) para Antocianina, (b) para

Luteina.

Estabilizacién

Las muestras se dejan reposar por dos horas en un ambiente oscuro y a
temperatura ambiente como se puede evidenciar en la Fig. 15,
basicamente esta técnica se usa para evitar la oxidacion del colorante, se

agrego acido ascorbico (CsHsOs) en pequefias cantidades (0.005 mg).
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Figura 15. Reposo de los extractos en soluciones buffers. (a)
Antocianina, (b) Luteina

f) Procedimiento de lectura de la absorcion de Antocianina y Luteina

La medicion se realizo en un espectrofotometro a una longitud de onda
de 476 nm para Luteina, y 538 nm para Antocianina y luteina,
finalmente se envasoé teniendo en cuenta el requerimiento del colorante,

como se muestra en los resultados y a su vez en la Fig. 16.

Figura 16. Determinacion de la absorbancia de las muestras de
Antocianina y Luteina diluidas en disoluciones Buffers. (a) colocacion de
las muestras en las celdas de cristal para la lectura del espectrofotometro,
(b) lectura de las muestras en el espectrofotdmetro a longitudes de onda
de 476, 538 nm.
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g) Envasado

El envasado se hace teniendo en cuenta el requerimiento del colorante.

Figura 17. Envasado de colorante fresco.
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Flujograma del método de extraccién

Extraccion Prensado

|
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|
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Figura 18. Flujograma de métodos de extraccion en rabanito deshidratado
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3. Proceso de extraccion de Antocianina y Luteina a partir de rabanito

deshidratado.
a) Inicio del proceso
- Como se puede evidenciar en la Figura 19, la materia prima que se
utilizé Raphanus Sativus L. (rabanito), de la variedad roja, explicado

todo el proceso de obtencion en el acépite 3.9.1.

F

Figura 19. Muestra biol6gica (rabanito).

- Como segundo paso se realizé el proceso del lavado de la hortaliza
con el fin de separar la suciedad que se encontraba adherida al rabanito;
para ello se elimind manualmente los tallos y se lavd con abundante

agua, a fin de dejar el rabanito completamente limpio.

Figura 20. Lavado de muestra
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- Inactivacion enzimatica: Se emple6 el método de tratamiento
térmico, con el objetivo de reducir la carga microbiana del rabanito;
sumergiendo en agua a la temperatura de punto de ebullicion por un
lapso de 2 minutos. Cabe mencionar que, si el lapso es mayor al tiempo
sefialado, el rabanito pierde su color.

- Extraccién: Se baso en la solubilidad del colorante en determinadas
sustancias. Tanto la Antocianina como la Luteina son solubles en
compuestos polares como el agua, por lo tanto, se sometieron las raices

del rabanito a una extraccion utilizando como solvente al agua.

1. Método de extraccion de prensado en estado deshidratado
Se utilizé 10 g de rabanitos previamente inactivados y cortados en
trozos de tamafio uniforme y se colocan en el sistema de
alimentacion de un licuo-extractor, estos trozos son presionados
manualmente con la ayuda de un accesorio en forma de piston, lo
cual permite el ingreso de los trozos a la cAmara en donde se
encuentra un disco giratorio que tiene ranuras afiladas. EI contacto
de los trozos de rabanito presionados con el disco produce la
liberacion del jugo, este es conducido por una canaleta al recipiente.
La pulpa es separada mediante un tamiz que cuenta con un disco en
forma de canastilla y desalojada por la fuerza centrifuga en un
recinto especial. Se adiciona al extracto acido citrico (C¢HgO-), en

una relacion de 1:2 al 0.20%, para poder conseguir un pH adecuado.

2. Método de extraccion de Soxhlet, en estado deshidratado

Este método de extraccion Soxhlet no se pudo realizar debido a la
reaccion de Maillard, que técnicamente se trata de un complejo de
reacciones quimicas que se producen entre las proteinas y los
azUcares reductores que se dan al calentarse formandose una especie

de caramelizarian, lo cual impidié su deshidratado.
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3. Método de extraccion por difusion en estado deshidratado
Después del tratamiento térmico, los rabanitos son cortados en trozos
pequefios y agregados al vaso difusor (licuadora Oster), el solvente
es adicionado en diferentes proporciones para lo cual usamos agua
acidulada con &cido citrico (C¢HgO,), y se licua. Se adiciona
disolucion de &cido citrico al 0.20 % como solvente en una relacion

1:2 y se licla.

b) Deshidratado
La operacion del deshidratado se realiza en una estufa a una temperatura
de 60 °C y por un periodo de 3 horas respectivamente. Esta etapa se
realizO con precaucion para evitar que el rabanito sufra dafios
superficiales los cuales implicarian un tiempo de vida util menos al
esperado, la presencia de cloruro de calcio (CaCly), favorecié la
absorcion del liquido evaporado permitiendo eliminar el disolvente sin

que sufra degradacion el colorante.

Figura 21. Proceso de deshidratado, (a) Antocianina, (b) Luteina.

c) Concentracion
La concentracion se efectla en estufa a 60 °C, permitiendo eliminar el

disolvente sin que sufra degradacion el colorante.
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d) Cuantificacion de colorante de Antocianina y Luteina: La
espectrofometetria de absorcion, es la ciencia de la medicién de la
cantidad de radiacion electromagnética absorbida a una longitud de onda
en particular o una serie de longitudes de onda de 476, 538 nm.

Para medir la absorbancia del producto deshidratado se toma 0.1 g de
muestra y se diluye a 100 mL con disolucion buffer de pH 5y se
determina la absorbancia. La disolucién buffer fue utilizada como
muestra blanca, para obtener la concentracion se utilizo las ecuaciones

de Beer-Lambert.

e) Envasado

El envasado se hace teniendo en cuenta el requerimiento del colorante,
como podemos observar en la Fig. 22. Para el colorante deshidratado se
agrega sulfato de magnesio (MgSQ4) con un peso de 100 % para evitar
la higroscopia.

Figura 22. Envasado de colorante deshidratado.
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CAPITULO IV
RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Presentacioén de resultados y discusion
1. Procesos de extraccion de Antocianina y Luteina a partir Raphanus
sativus (rabanito) fresco y deshidratado. (Respuesta al objetivo general)

Las pruebas experimentales se realizé en el laboratorio de Frutas y Hortalizas
de la Escuela Académico Profesional de Ingenieria en Industrias Alimentarias,
ambiente (2H- 109), los analisis fisicoquimicos se realiz6 en el laboratorio de
Quimica Analitica del Departamento Académico de Ciencias Quimicas y
Dinamicas, ambiente (1E- 209) de la Universidad Nacional de Cajamarca,
cabe precisar que las mediciones espectofomeétricas de longitud de onda se
realizaron en el laboratorio de Bioingenieria y Fermentaciones Lacticas de la
EAPIA. Para realizar el proceso de la extraccion de colorantes naturales de
rabanito se trabajo con tres métodos de extraccion considerados en los
objetivos especificos y detallados a continuacion:

2. Determinacion de los métodos de extraccion de los colorantes naturales,
Antocianina y Luteina, a partir de Raphanus sativus (rabanito) fresco y
deshidratado. (Respuesta al objetivo especifico a).

Tabla 6

Porcentaje de colorante en 10 g de rabanito usando los 3 métodos de

extraccion.

Fresco Deshidratado Fresco Deshidratado Fresco Deshidratado

Rep/Trat 1 2 3 4 5 6

I 0.0160 0.0121 0.0313 0 0.0510 0.0204
I 0.0104 0.0110 0.0318 0 0.0493 0.0212
1 0.0111 0.0128  0.0335 0 0.0498 0.0217

En la Tabla 6 nos muestra, el porcentaje de colorante obtenido a partir de 10 g de
rabanito tanto en estado fresco como deshidratado, a la vez se puede apreciar una
mayor cantidad de colorante en estado fresco y con el método de extraccién de

difusién.
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Tabla 7

Anélisis de varianza para el porcentaje de colorante en 10 g de rabanito.

Fuente GL SC Ajust. MCAjust Valor F Valor p
Extraccion 2 0.005064 0.002532 1562.2 0.000
Estado 1 0.003943 0.003943  2432.8 0.000
Extraccion*Estad 2 0.001649 0.000825  508.79  0.000
Error 12 0.000019 0.000002
Total 17  0.010676

Nota: Coeficiente de Variacion: 4.61%

Como se describe en la tabla 7, el andlisis de varianza (ANOVA) para el
porcentaje de colorantes, bajo tres métodos de extraccion (E) y dos estados de
rabanito (B). El coeficiente de variacion fue del 4.61 %, valor aceptable para los
trabajos de laboratorio. Por otro lado, Ozaeta (2015), en su investigacion
determino en el analisis de varianza que el rendimiento de la extraccion de los
pigmentos antocianicos dependen significativamente del tiempo de extraccion.

La extraccion de Antocianina y Luteina se realizé utilizando agua acidulada al
0.20 %, segun el disefio factorial que considero los factores de extraccion y estado,
indicando que existen diferencias altamente significativas con p<0,05 para las
diferentes extracciones realizadas a la muestra. Los valores que se encontraron
para la Antocianina y Luteina extraidas del rabanito indican valores entre 0.0160
mg/10g por el método de prensado en estado fresco; 0.0128 mg/10g en estado
deshidratado; y por el método Soxhlet se obtuvo 0.0318 mg/10g en estado fresco,
para el método difusion se obtuvo 0.0510 mg/10g en estado fresco 0.0217 mg/10g
en estado deshidratado. Sotomayor (2013) en un trabajo relacionado con la
extraccion y cuantificacion de antocianina, a partir de los granos de Zea mays L.
(maiz morado), utilizando para ello dos métodos de extraccion difusion y Soxhlet,
realizé dos ensayos donde obtuvo valores de 4,5 mg/200 g por el método de
difusion y 3,5 mg/200 g por el método Soxhlet, utilizd6 mayor cantidad de fruto

por lo que obtuvo mayor rendimiento.
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Tabla 8

Meétodo de Tukey (o = 0.05) con una confianza de 95 %

Extraccion N Media Agrupacion

Difusién 6 0.0542850 A
Prensado 6 0.0205783 B

Soxhlet 6 0.0170900 C

Nota: Las medias que no compartan una letra son significativamente
diferentes.

Como se describe en la Tabla 8, el método en difusion tiene una significancia
del 5 %, se concluyo que el método de extraccion por difusion (E3) presenta
mayor porcentaje de colorante con 0.0542 %, la cual super¢ estadisticamente a
los otros dos métodos E1 y E2, debido a que en este metodo el agua acidulada
es agregada antes de la extraccion del colorante lo cual impide su oxidacion.
Ademas, con este método se obtuvo particulas de pulpa muy pequefas
permitiendo una mayor liberacion del colorante.

El método por prensado (E1) ocupd el segundo lugar con 0.0205 %, esto se debe
a que en la extraccion por prensado obtenemos un jugo con una cierta turbidez
y un color opaco, situando una oxidacion del colorante expuesto al medio
ambiente para lo cual agregamos acido citrico hasta una concentracion de 0.20%
logrando asi el pH adecuado para la estabilizacion de la misma. EI método
Soxhlet (E2) ocup6 un tercer lugar con 0.0170 %. Esto se da precisamente por
utilizar como solvente el agua y al tener un punto de ebullicion alto de unos 92
°C, aumentando asi el tiempo de exposicion de la materia prima, por lo

consecuente se producira una completa degradacion del colorante.
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Figura 23
Porcentaje de colorante de rabanito bajo tres métodos de extraccion.
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Nota: Resultados del porcentaje de colorante de rabanito bajo tres métodos de

extraccion.

Como se describe en la Figura 23, los resultados del método por prensado (E1) que
ocupo el segundo lugar con 0.0205 %, esto se debe a que en la extraccion por
prensado obtenemos un jugo con una cierta turbidez y un color opaco, situando una
oxidacion del colorante expuesto al medio ambiente para lo cual agregamos acido
citrico hasta una concentracion de 0.20% logrando asi el pH adecuado para la
estabilizacion de la misma. ElI método Soxhlet (E2) ocupd un tercer lugar con
0.0170 %. Esto se da precisamente por utilizar como solvente el agua y al tener un
punto de ebullicidn alto de unos 92 °C, aumentando asi el tiempo de exposicién de
la materia prima, por lo consecuente se producira una completa degradacion del

colorante, motivos por el cual se obtienen los resultados.

Tabla 9

Meétodo de Tukey (o = 0.05) con un 95 % de confianza

Estado N Media Agrupacion
Fresco 9 0.0454522 A
Deshidratado 9 0.0158500 B

Nota: Las medias que no compartan una letra son significativamente diferentes.
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Como se describe en la Tabla 9, el rabanito en estado fresco tiene una significancia
del 5 % de probabilidades, y se concluy6é que el estado fresco presenta mayor

porcentaje de colorante con respecto al estado deshidratado.

Figura 24
Estados del rabanito para la extraccion de colorantes.

0.05
0.045
0.04
0.035
0.03
0.025
0.02
0.015
0.01
0.005
0

0.0454

0.0158

% de colorante

Bl B2

Nota: Estados del rabanito para la extraccion de colorantes.

Como se describe en la Figura 24, la extraccion de los colorantes en dos estados
B1 y B2, teniendo el mayor porcentaje de extraccion en el estado B1 con 0,0454.
Tabla 10

Concentracion de Antocianina en estado fresco y deshidratado.

Fresco Deshidratado Fresco Deshidratado Fresco Deshidratado

Rep/Trat 1 2 3 4 5 6

| 0.1564 0.1163 0.3040 - 0.4809 0.1926
1 0.0977 0.1065 0.3089 - 0.4644 0.2013
1l 0.1046 0.1252 0.3255 - 0-4683 0.2063

Nota: Concentracion de Antocianina en estado fresco y deshidratado en las tres

repeticiones.
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Asi mismo se describe en la Tabla 10, los resultados de los tratamientos en las tres
repeticiones, de la muestra en estudio.
Tabla 11

Anélisis de varianza para la concentracion de Antocianina.

Fuente GL SCAjust. MCAjust. ValorF Valorp
Extraccion 2 0.157120 0.078560  242.68 0.000
Estado 1 0.166753 0.166753  515.12  0.000
Extraccion*Estado 2 0.090345 0.045172 139.54  0.000
Error 12 0.003885 0.000324
Total 17 0.418102

Nota: Coeficiente de Variaciéon = 8.78 %

Como se describe en la Tabla 11, el analisis de varianza (ANOVA) para la
concentracion de mg de Antocianina en 10 gramos de rabanito, por lo cual
podemos apreciar que hay una alta significacion estadistica para los Métodos de
Extraccion (E), Estados del rabanito (B). Para la interaccion se indica que hay
diferencias entre los promedios de antocianina en los diferentes métodos de
extraccion realizados. El coeficiente de variacion es de 8.78 %, es un valor bajo
para las condiciones en las cuales se realizo el experimento. La concentracion se
realizé en la estufa a 60 °C., ya que la temperatura es muy importante; tal y como
se muestra en la investigacion de Mejia (2016), quien refiere que se obtiene mayor
concentracion de Antocianinas en temperaturas de 80 °C, con un tiempo de
extraccion de 30 minutos (0,939 mg/g de fruta fresca), y resalta que dicha
temperatura y tiempo son las condiciones mas Optimas para la extraccion de
antocianinas. Sin embargo, en la presente investigacion solo se realizd a 60 °C

con el fin de que haya degradacion del colorante.
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Tabla 12

Meétodo de Tukey (o = 0.05) y con el 95 % de confianza.

Extraccion N Media Agrupacion
Difusion 6 0.33563 A
Prensado 6 0.15640 B
Soxhlet 6 0.12273 C

Nota: Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.

Como se describe en la Tabla 12, existe una significancia del 5 % de
probabilidades, se concluyé que el método de extraccion por difusion (E3)
presenta mayor mg de Antocianina, superando estadisticamente a los otros dos
métodos restantes con 0.3356 mg/10 g respectivamente. Estudios realizados por
(Leiva, 2009), reportaron valores para mora azul obtenidos bajo las mismas
condiciones de extraccion, utilizando como disolvente etanol: agua (70:30), la
concentracion de Antocianinas da como resultado 93.84 mg/100 ml. A diferencia
de la investigacion de Herrera y Rodriguez (2016), quienes determinaron que el
método de extraccion del que se obtiene mayor contenido de antocianinas es por
solventes Soxhlet con un valor de 110.5 mg de cianidin-3-glucésido/100 g de

fruta.
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Figura 25

Contenido en mg de Antocianina de rabanito, bajo tres métodos de extraccion.
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Asi mismo, en la Figura 25, tenemos los resultados de Antocianina en mg, que se

obtuvieron utilizando el ANOVA
Tabla 13

Meétodo de Tukey (o = 0.05) con una confianza del 95 %

Estado N Media Agrupacion
Fresco 9 0.301189 A
Deshidratado 9 0.108689 B

Nota: Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.

Como se observa en la Tabla 13, las concentraciones de las muestras de los 3
métodos de extraccion; las cuales que se indican en las tablas 22, 23, 24, 25y 26

haciendo uso del método Tukey.

49



Antocianina (mg)

Figura 26
Estados del rabanito para la extraccién en mg de Antocianina.
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Como se describe en la Figura 26, de la extraccion en estado fresco (B1) se obtuvo
mayor cantidad de Antocianina con 0.3011 mg/10 g, superando asi al estado
deshidratado (B2), que obtuvo un valor de 0.1086 mg/10 g de Antocianina.

Esta diferencia de valores entre ambos estados se debe a:

1. Factor temperatura: para el estado fresco se trabaja a temperatura ambiente para
evitar la oxidacion del colorante, mientras que para el estado deshidratado se
trabaja a una temperatura de 60° C. Este factor de temperatura afecta a las
propiedades funcionales del rabanito.

2. Factor tiempo: para el estado fresco se estabiliza la muestra por un periodo de
2 horas, la cual permite tener una mejor lectura de la cantidad de Antocianina,
mientras que en el estado deshidratado ya no se estabiliza, solo se concentra por

lo tanto pierde su solubilidad.
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Tabla 14

Concentracion de Luteina en estado fresco y deshidratado.

Fresco Deshidratado Fresco Deshidratado Fresco Deshidratado

Rep/Trat 1 2 3 4 5 6

I 0.0043  0.0051  0.0092 - 0.0300 0.0121

I 0.0072  0.0041 0.0099 - 0.0292 0.0115
Il 0.0065 0.0033 0.0104 - 0.0297 0.0115

Nota: Concentracion de Luteina en estado fresco y deshidratado.

En la Tabla 14 se muestra los resultados de la concentracion de Luteina de

rabanito en estado fresco y deshidratado en sus tres repeticiones.

Tabla 15

Analisis de varianza para la concentracion de Luteina

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valorp
Extraccion 2 0.097665 0.048832 1168.75 0.000
Estado 1 0.044830 0.044830 1072.96 0.000

Extraccion*Estado 2 0.018678 0.009339  223.52 0.000

Error 12 0.000501 0.000042

Total 17 0.161674

Nota: Coeficiente de Variacion= 6.29 %.

La Tabla 15, muestra el analisis de varianza se hall6 una alta significacion
estadisticamente para la Fuente Extraccion-Estado, lo cual muestra que existen
diferenciales entre los promedios de los diferentes métodos en estudio. Esta
interaccién nos muestra que existe una dependencia entre los métodos de
extraccion (E) y los estados (B) del rabanito para su extraccion respectiva en mg
de Luteina. El coeficiente de variacion es del 6.29 %, lo cual nos indica que hay

alta variacién para esta variable en estudio.
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Tabla 16
Meétodo de Tukey (o = 0.05) y una confianza del 95 %

Extraccion N Media Agrupacion
Difusion 6 0.20713 A
Prensado 6 0.05257 B
Soxhlet 6 0.04933 B

Nota: Las medias que no compartan una letra son significativamente diferentes.

En la Tabla 16, se muestra que la significancia del 5 %, se determind que el método
de extraccion por Difusion (E3) presenta mayor cantidad de mg de Luteina 0.2071
mg/10g. En tanto Cordova y Roque (2015), extrajo por accion biocatalitica la
Luteina y determinG que el tratamiento con mejores resultados para la extraccion

de Luteina fue a 30 °C por 4 h, con la relacion sustrato: enzima de 1:16.
Figura 27

Contenido en mg de Luteina de rabanito bajo tres métodos de extraccion.
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0 . .
E2 El E3

Como se muestra en la Figura 27, las diferencias entre el método dos, uno y tres
respectivamente, tenemos los resultados de Luteina en mg, que se obtuvieron
utilizando el ANOVA y los valores de concentraciones de las muestras de los 3
métodos de extraccion que se indican en las tablas 22, 23, 24, 25 y 26 haciendo

uso del método Tukey.
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Tabla 17

Luteina (mg)

Meétodo de Tukey (o = 0.05) y una confianza de 95 %

Estado N Media Agrupacion
Fresco 9 0.152933 A
Deshidratado 9 0.053122 B

Nota: Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.

En la Tabla 17, se observa la significancia del 5 %, se concluyé que el estado fresco
de rabanito (B1), que presenta mayor mg de Luteina, donde se obtuvo un promedio
de 0.1529 mg/10g respecto al segundo método (B2), que se obtuvo 0.0531 mg/10
g.

Figura 28

Estados del rabanito en la extraccién en mg de Luteina.
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En la figura 28 observamos la gran diferencia que existe entre los dos estados

de rabanito para su extraccion de Luteina.
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3. Determinacion de la relacion de la extraccién de colorantes naturales
antocianinay luteina y Raphanus sativus (rabanito) fresco y deshidratado.

(Dando respuesta el objetivo b).

- Para determinar la relacion de las variables se trabaj6 con las concentraciones

de Antocianina y Luteina.
Tabla 18

Relacion de variables.

Método de Método de Método de
Colorantes Prensado Soxhlet Difusion
Antocianina 0.1564 0.0308 0.4809
Luteina 0.0072 0.0099 0.0300

Nota: Descripcion de la relacion de las variables

Relacion de variables

0.6
05 0.4809
v 0.4
o
g
5 0.3
= 02 0.1564
0.1
0.0072 0.038 0.0099 0.0300
0 [ ] [ ]
Met. Prensado Met. Soxhlet Met. Difusion

® Antocianina ® Luteina
Figura 29, relacion que existe entre las variables y la eficiencia del método de
difusion.

En la tabla 18 y la figura 29, se observa la relacion de variables y que los métodos
usados en el trabajo de investigacion son efectivos y teniendo como el mas

significativo el método de difusidn en la extraccion de Antocianina y Luteina.
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Tabla 19

Rendimiento tedrico obtenido del método extraccion por difusion en estado

fresco.
W Utilizado AX Ay Cx Cy % Rendimiento
Colorante
10 g 0.5387 0.2251 0.4809 0.0300 5.109

Nota: W: Peso del rabanito utilizado, % Rendimiento de Antocianina 'y
Luteina respecto al colorante.

En la tabla 19, se muestra el rendimiento del colorante extraido del rabanito

por el método de difusién con total de 5,109 %

- Los flavonoides y los carotenoides pueden ser cuantificados mediante
espectrofotometria cuando estan en solucion, donde en base a la ley Lambert-
Beer se dice que su absorbancia en el solvente deseado es directamente
proporcional a su concentracion, requiriendo para esto su coeficiente de
extincion molar del flavonoide y el carotenoide en el solvente en estudio
(Rodriguez & Kimura, 20014). Las medidas de absorbancia de este trabajo de
investigacion permitieron determinar la concentracion de la sustancia, para ello
se usd un espectrofotometro Halo DB-20 uv-visible Double Beam y a unas

longitudes de onda de 476 nm para Luteina, 538 nm para Antocianina.

Tabla 20

Prueba patron para la cuantificacion de colorante obtenido del método de

extraccion por difusion en estado deshidratado.

W rab.
Utilizado AX Ay Cx Cy % Cx %Cy
1.817
20 2 0.2676 0.811  0.0178 4.06 0.089

Nota. Cantidad de materia prima en gramos del rabanito, Porcentaje en peso de

Antocianina y Luteina con respecto al colorante.
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En la tabla 20, se observa la prueba de la cuantificacion de colorante usando el
metodo de extraccion por difusion en estado deshidratado, donde se observé que la
Antocianina se encuentra en un porcentaje de peso de 4.06 y la Luteina en 0.089

respectivamente, se uso la formula que se muestra en los anexos.

4. Contrastacion de la hipétesis

Segun los resultados de la investigacion, el método de difusion en la extraccion de
colorantes de rabanito es eficiente, por lo tanto, se acepta la hipétesis alterna y se

rechaza la hipétesis nula.
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CAPITULO V
CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES
5.1 Conclusiones
La investigacion presentada concluye con que:

o El proceso de extraccion de colorantes naturales, Antocianina y Luteina, a
partir de Raphanus sativus L. (rabanito) fresco y deshidratado se debe realizar
en ambientes debidamente apropiados como se registra en los resultados de
la investigacion, realizando los analisis fisicoquimicos y las mediciones

espectrofotométricas de longitud de onda y los métodos en estudio.

e Segun el objetivo a determinar en la investigacion el método con resultados
mas eficientes en la extraccion de colorantes naturales, Antocianina y Luteina
fue el método de difusion en estado fresco, con mayores resultados en
(Antocianina) con valor de 0.4809 mg y de (Luteina) con un valor de 0.0300

mg.

e Enrespuesta auno de los objetivos de la investigacion, la relacion del proceso
de la extraccion de colorantes de Antocianina y Luteina, de Raphanus Sativus
L. (rabanito)fresco y deshidratado, los tres métodos de extraccion (método de
prensado, soxhlet y difusién), dieron resultados positivos, concluyendo que

los tres métodos usados guardan relacion en este trabajo de investigacion.
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5.2 Recomendaciones y/o sugerencias

e La aplicacion de colorantes naturales provenientes de Raphanus Sativus L.
(rabanito) fresco y deshidratado obtenido a nivel tecnoldgico, basado en el proceso
de extraccion con tres métodos de estudio (método de prensado, Soxhlet y difusion),
el cual recomendamos como antecedente de estudio a nivel de la industria
alimentaria, el método de difusion en estado fresco por la mayor concentracion de
colorantes.

e Para obtener valores mas especificos es necesario el uso de disolucién buffer con
pH 5 como muestra blanca, para medir absorbancias a longitudes de onda de 476 y
538 nm.

e Desde el punto de vista de la investigacidn no se recomienda trabajar con el método
de prensado con extractor comun, debido a la perdida de solidos que quedan en el
equipo, lo cual dificulta en la obtencidn del rendimiento del colorante.
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Matriz de consistencia

Tabla 21

CAPITULO VII

ANEXOS

Matriz de consistencia de la investigacion

Matriz de consistencia

“Extraccién de colorantes naturales, antocianina y luteina, a partir de Raphanus sativus (rabanito) fresco y deshidratado para su uso en la industria

alimentaria”

Problema Objetivo Variables Hipdtesis Dimensiones Indicadores Tipoy disefio | Poblaciony | Técnicae
de la muestra instrumento
investigacion

Problema Objetivo Variable Hipostasis Extraccion Fresco Tipo de Poblacion: Encuesta

general general Independiente: | general - investigaciéon: | 100 g. de

¢Culales son | Determinar el | Métodos de Ha: La extraccion Deshidratado cuantitativo y Raphanus

los procesos | proceso de extraccién de de colorantes de nivel sativus L.

de extraccién | extraccién de | colorantes naturales, correlacional, (rabanito)

de colorantes | colorantes naturales, antocianina y Muestra:

naturales, naturales, antocianina y luteina, a partir de Disefio de 20 g, de

antocianina y | antocianinay | luteina. Raphanus sativus investigacién: | Raphanus

luteina, a | luteina, a L. (rabanito) Procesos Extraccion experimental sativus L.

partir de | partir de frescoy Temperatura 3E X 2B (rabanito)

Raphanus Raphanus deshidratado es Tiempo

sativus L. | sativus L. eficientemente Cuantificacion | Donde:

(rabanito) (rabanito) significativa para Agua E = Métodos

fresco y | frescoy suusoen la Luz de extraccidn.

deshidratado | deshidratado industria B = Estados

para su uso en | para su uso en alimentaria. del rabanito

la  industria
alimentaria?

la industria
alimentaria.
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Problema
especifico
a ¢Cuales son
los métodos
de extraccion
de colorantes

naturales,
antocianina y
luteina, a
partir de
Raphanus
sativus L.
(rabanito)
fresco y

deshidratado
para su uso en

la  industria
alimentaria?
B ¢Cual es la
relacion de la
extraccion de
colorantes
naturales,
antocianina y
luteina y
Raphanus
sativus L.
(rabanito)
fresco y

deshidratado
en la industria
alimentaria?

Objetivo
especifico
a) Determinar
los métodos
de extraccion
de los
colorantes
naturales,
antocianina 'y
luteina, a
partir de
Raphanus
sativus L.
(rabanito)
fresco y

deshidratado

para su uso en
la  industria
alimentaria.

b) Determinar
la relacion de
la extraccion
de colorantes

naturales
antocianina y
luteina y
Raphanus
sativus L.
(rabanito)
fresco y

deshidratado
y la industria
alimentaria?

Variable
Dependiente
Frescoy
deshidratado de
la materia
prima.

Hipotesis nula
Ho: La extraccion
de colorantes
naturales,
antocianina y
luteina, a partir de
Raphanus sativus
L. (rabanito)
frescoy
deshidratado no es
eficientemente
significativa para
su uso en la
industria
alimentaria.

Taxonomia Partes de la
planta
Variedades Tipos de
plantas
Valor Contenido de
nutricional la planta

Guia de
revision
documental:
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Encuesta

Instrumento aplicado a los docentes con el fin de recolectar informacion sobre la extraccion
de colorantes naturales, antocianina y luteina, a partir de Raphanus sativus L. (rabanito)
fresco y deshidratado es eficientemente significativa para su uso en la industria alimentaria
en Cajamarca.

Nota: Estimado docente, es muy valiosa su colaboracién para la conclusién de este trabajo

de investigacidn, por ello le pedimos que responda a las siguientes preguntas.

l.E.:

Nombre del docente:

Sexo:

Afios de experiencia:

Fecha:

¢Utiliza usted colorantes en sus alimentos? ;Cual de ellas?

¢Los estudiantes especifican la salud alimentaria en el curso pedagdgico que usted dicta?
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7. ¢En qué momento del proceso pedagdgico en la ensefianza y potencializa la seguridad
alimentaria? ;Como?
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Metodologia para demostrar los calculos que se presentan en las tablas

Tabla 22

Extraccién por prensado en estado fresco (tratamiento 1).

N° Peso AX Ay Cx Cy %
Rabanito Colorante
1 10g 0.1752 0.0327 0.1564 0.0043 0.0160
2 10g 0.1095 0.0542 0.0977 0.0072 0.0104
3 10g 0.1172 0.0494 0.1046 0.0065 0.0111
Tabla 23.
Extraccion por prensado en estado deshidratado (tratamiento 2).
N° Peso AX Ay Cx Cy %
Rabanito Colorante
1 10g 0.1303 0.0383 0.1163 0.0051 0.0121
2 109 0.1193 0.0308 0.1065 0.0041 0.0110
3 109 0.1402 0.0249 0.1252 0.0033 0.0128
Tabla 24
Extraccion Soxhlet en estado fresco (tratamiento 3).
N° Peso AX Ay Cx Cy %
Rabanito Colorante
1 109 0.3405 0.0697 0.3040 0.0092 0.0313
2 10g 0.3460 0.0745 0.3089 0.0099 0.0318
3 10g 0.3646 0.0781 0.3255 0.0104 0.0335

68



Tabla 25

Extraccion por difusién en estado fresco (tratamiento 5).

N° Peso AX Ay Cx Cy %
Rabanito Colorante
1 10g 0.5387 0.2251 0.4809 0.0300 0.0510
2 10g 0.5201 0.2194 0.4644 0.0292 0.0493
3 10g 0.5245 0.2234 0.4683 0.0297 0.0498
Tabla 26

Extraccion por difusion en estado deshidratado (tratamiento 6).

N° Peso AX Ay Cx Cy % Colorante
Rabanito

1 10g 0.2157 0.0911 0.1926 0.0121 0.0204

2 10g 0.2255 0.0868 0.2013 0.0115 0.0212

3 10g 0.2310 0.0866 0.2063 0.0115 0.0217

1. Conayuda el espectrometro se realizé la medicidn de absorbancias, para Antocianina se

realiz6 a una longitud de onda de 538 nm, y para Luteina se realizd a 476 nm, estos datos

se tomaron como referencia a la literatura por Nilsson (1970).

2. De las absorbancias obtenidas, se calcula la concentracion de Antocianina y Luteina,

para ello se tomé como referencia la ecuacion de Beer — Lambert, se detalla:

Ecuacién 1 Ecuacioén de Beer- Lambert

A= E.b.c De donde

Donde:

A= Absorbancia de la muestra.
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E= Coeficiente de extincion de la sustancia.

b= Diédmetro interno del tubo en ensayo, cm.

c= Concentracion de la solucién, g/ml.

De lo anterior se obtiene la concentracion de antocianina y luteina y se calcula
empleando la ecuacion de Beer-Lambert:

- Determinacion de la concentracion de Antocianina por el método de prensado en
estado fresco

01752
T 1.120 (1)

C =0.1564

- Determinacion de la concentracion de Antocianina por el método de Soxhlet en
estado fresco

_0.3460
T 1.120 (1)

C =0.3089

- Determinacién de la concentracion de Antocianina por el método de difusion en
estado fresco

05387
T 1.120 (1)

C =0.4809

- Determinacidn de la concentracion de Antocianina por el método de prensado en
estado deshidratado

_0.1402
1.120 (1)

C=0.1251

- Determinacién de la concentracion de Antocianina por el método de difusién en
estado deshidratado

_0.2310
1.120 (1)

C =0.2062

e Determinacion de la concentracion de Luteina por el método de prensado en estado
fresco

_0.0542
" 7.50 (1)
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C =0.0072

e Determinacion de la concentracion de Luteina por el método de Soxhlet en estado
fresco

__ 0.0745
7.50 (1)

C =0.0099

e Determinacion de la concentracion de Luteina por el método de difusion en estado
fresco

_0.2251
T 7.50 (1)

C =0.0300

e Determinacion de la concentracion de Luteina por el método de prensado en estado
deshidratado

_0.0383
~ 750 (1)

C =0.0051

e Determinacion de la concentracion de Luteina por el método de difusidn en estado
deshidratado

_0.0911
T 750 (1)

C=0.0121

NOTA: Para determinar la concentracion de Antocianina y Luteina se toman los valores
mas altos de absorbancias de las tres repeticiones.

3. De las concentraciones obtenidas, se calcula el porcentaje de colorante para cada
tratamiento:

Ecuacion 3 Porcentaje de colorante segin Nilsson (Antocianina y Luteina)

% col = EOF @)
w m.
Donde: %col = Porcentaje de colorante.

Cx = Concentraciéon de Antocianina.
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Cy = Concentracién de Luteina.

W = Peso de la materia prima.
Cx) + (C
% col = ( )Wrr(L Y)
0.1564 + 0.0043
% col = 10

% col = 0.0160
Nota: Para determinar el porcentaje de colorante se toma la misma ecuacion para los

tres métodos de extraccion.

2. De los porcentajes obtenidos de cada tratamiento se calcula el rendimiento tedrico,
para nuestro estudio se tomo como referencia al proceso de extraccion por difusion en

estado fresco, cuyos valores son los mas altos con una tendencia casi perfecta.

Para determinar el rendimiento en estado fresco se uso la siguiente formula:

Cx+Cy X 100

wm

R =
Donde :
cx = concentracion de antocianina

cy = concentracion de luteina

R = 0.4809+0.0300 X 100

10 g

R =5.109%
3. Para determinar el porcentaje en peso en estado deshidratado, se hizo uso de una
prueba patrén lo cual nos acerca mucho mas a una tendencia perfecta, para ello usamos

diferentes concentraciones de muestra.

Para determinar el porcentaje de colorante en estado deshidratado se usé la siguiente

formula:
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%Cx = ‘jj‘—mx 100

W rab. Utilizado: Cantidad de materia prima en gramos del rabanito
% Cx: Porcentaje en peso de Antocianina con respecto al colorante.

% Cy: porcentaje en peso de Luteina con respecto al colorante.

Para Antocianina

%Cx = ch"—mx 100

0.811
20

%Cx = 4.055 ~ 4.06

Para Luteina

%Cx = X100

%Cy = fvy—mx 100

00178
20

%Cy X 100

%Cy = 0.08
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Ficha Técnica de Extractor

MODELOS
wmoneLs [FPSTJESZ20S & FPSTJES20R

EXTRACTOR DE 40608

LEA TODAS LAS INETRUCCIONES ANTEE CE UBAR EETE APARATD

JUIGE EXTRACTOR

FLEAEE READ ALL RSTRUCTIONE SEFORE USHC THIE AFFLIANCE
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