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Resumen

Las bayas de salco (Sambucus nigra L.) contienen compuestos bioactivos de alto valor,
entre los que destacan las antocianinas hidrosolubles, siendo la cianidina-3-glucésido una
de las més representativas. Estas sustancias se concentran en mayor proporcion en los
subproductos del fruto, como las cascaras y semillas, los cuales representan
aproximadamente el 22 % del peso total del satico y son comtiinmente descartados. En este
contexto, la presente investigacion tuvo como objetivo evaluar el efecto de la temperatura y
la relacién solido/solvente sobre el rendimiento y el contenido de antocianinas extraidas a
partir de estos subproductos. Para lo cual se empled un disefio factorial 32, considerando
tres niveles de temperatura (40, 60 y 80 °C) y tres proporciones solido/solvente (1:5, 1:10 'y
1:15 g/mL). La extraccion se realiz0 mediante ultrasonido, utilizando un solvente
etanol/agua (50:50) acidificado a pH 2.5. El contenido de antocianinas se cuantificé por el
método del pH diferencial y el rendimiento se calculé en funcion de la concentracion
obtenida. Los resultados mostraron que la temperatura de 60 °C y la relacion 1:15 g/mL
generaron el mayor contenido de antocianinas (855.88 mg/kg) y el mayor rendimiento
(26.53 umol/mL). Se determind mediante ANOVA que ambos factores y su interaccion
influyen significativamente (p < 0.05) en las variables respuesta. Se concluye que existe una
condicion adecuada de la extraccion de colorantes naturales, lo cual promueve el
aprovechamiento sostenible de subproductos agroindustriales. Este estudio respalda la
viabilidad del uso del subproducto de satico como fuente de pigmentos naturales para las

industrias alimentaria.

Palabras Clave: Sambucus Nigra L., sub producto, extraccion, antocianinas, rendimiento,



Abstract

Elderberries (Sambucus nigra L.) contain high-value bioactive compounds, among which
water-soluble anthocyanins stand out, with cyanidin-3-glucoside being one of the most
representative. These compounds are found in higher concentrations in the fruit’s by-
products, such as peels and seeds, which account for approximately 22% of the total weight
of the elderberry and are commonly discarded. In this context, the present study aimed to
evaluate the effect of temperature and solid/solvent ratio on the yield and anthocyanin
content extracted from these by-products. A 32 factorial design was employed, considering
three temperature levels (40, 60, and 80 °C) and three solid/solvent ratios (1:5, 1:10, and
1:15 g/mL). Extraction was carried out using ultrasound-assisted extraction, with a 50:50
ethanol/water solvent acidified to pH 2.5. Total anthocyanin content was quantified using
the pH differential method, and yield was calculated based on the concentration obtained.

The results showed that 60 °C and a 1:15 g/mL ratio produced the highest anthocyanin
content (855.88 mg/kg) and the greatest yield (26.53 umol/mL). ANOVA revealed that both
factors and their interaction had a statistically significant influence (p < 0.05) on the response
variables. It is concluded that there is an optimal condition for the extraction of natural
colorants, which promotes the sustainable use of agro-industrial by-products. This study
supports the feasibility of using elderberry by-products as a source of natural pigments for

the food industry.

Key words: Sambucus Nigra L., sub product, extraction, anthocyanins, yield
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1. INTRODUCCION

El sauco (Sambucus nigra L.) una especie altamente adaptable a una gran diversidad
de condiciones climaticas, desde las regiones templadas de Europa hasta las subtropicales
de America (Waswa et al., 2022; Fu et al., 2020). En el Peru se cultiva de manera éptima en
regiones templadas y los andes peruanos entre los 2800 y 3900 msnm. Arbol ancestral
también denominado en el idioma quechua como rayan, layan o arrayan (Galan et al., 2020;
Asale, 2020). Sus frutos son bayas pequefias, poseen una forma esférica similar a la
estructura de la uva (Tomas, 2019; Ferreira et al., 2020). Agrupados en racimos colgantes,
poseen drupas redondeadas y de color purpura oscuro con un ligero aroma, dentro de ellas
contiene semillas comprimibles (Waswa et al., 2022). En ellas se identificaron alrededor de
425 constituyentes secundarios, incluidos compuestos fenolicos, acidos grasos y pectinas.
Los metabolitos méas abundantemente aislados en el sauco fueron los compuestos fendlicos,
antocianinas y terpenoides (Fu etal., 2020). Dichos niveles elevados de antocianinas
reaccionan como antioxidantes de forma natural, actuando como una defensa efectiva contra
el dafio ocasionado por los radicales libres y las enfermedades degenerativas (Rojas et al.,
2021; Teixeira et al., 2022). Su vistoso color azul purpura se atribuye a las antocianinas
presentes en esta fruta, cabe recalcar que la mayor parte de los compuestos bioactivos se
encuentran en la parte no comestible de los frutos como la piel y semillas (Casati et al., 2019:
Ahl, 2023). Denominados como subproductos de salco (cascaras y semillas), a menudo
considerados como desechos, contienen compuestos importantes en antocianinas que
pueden usarse como colorantes naturales (Kitryté et al., 2019). Sin embargo, la extraccion
eficiente de estos compuestos bioactivos es un desafio, puesto que existen factores
determinantes como la accién de la temperatura y la cantidad de solvente por muestra
(Pangestu, 2020). Asi también, el uso adecuado de solventes para una adecuada extraccion
es importante, por ello los solventes verdes como alternativa para la extraccion de colorantes
es una opcion mas afable con el medio ambiente a diferencia de los solventes tradicionales
como el metanol, acetona y acetato de etilo (Pascariu et al., 2024). En ese contexto, la
industria alimentaria a nivel nacional procesa el sauco, generando sub productos con un gran
potencial para su uso comercial (Ferreira et al., 2020). No obstante, existen muy pocos
estudios con respecto a extraccion de colorante de subproducto de sauco (Sambucus nigra
L.) utilizando solventes verdes. Dada la relevancia de los aspectos anteriormente
mencionados, se presenta la siguiente problematica: ¢;Cual sera el efecto de la temperatura

de extraccion y la relacion: solido/solvente en el rendimiento de colorante y contenido de



antocianinas de subproducto de sauco (Sambucus nigra L.)? Y se plantea la hipotesis
general: La temperatura de extraccion de colorante y la relacion: solido/solvente afecta de
manera significativa en el rendimiento y el contenido de antocianinas totales de los
subproductos de sauco. Asi mismo, el objetivo general de la investigacion es evaluar el
efecto de las variables de proceso de extraccion (temperatura y la relacion: solido/solvente)
sobre el rendimiento del colorante y el contenido de antocianinas totales de subproducto de
salico (Sambucus nigra L.) utilizando solventes verdes (agua y etanol). Como objetivos
especificos: a) Recolectar bayas de sauco fresco (Sambucus nigra L.) y obtener subproducto
(cascaras y semillas), provenientes del anexo de Colca, distrito de Acraquia provincia
Tayacaja, regién Huancavelica. b) Determinar la composicién proximal del subproducto de
sauco. c¢) Extraer colorante acuoso de antocianinas a partir de subproducto de sauco
(Sambucus nigra L.) utilizando un equipo de bafio por ultrasonido. d) Cuantificar el
contenido de antocianinas del colorante extraido de los sub productos de sauco mediante el
método de pH diferencial. e) Determinar el rendimiento de las antocianinas del colorante
extraido a partir de subproductos de sauco. Los resultados de la presente investigacion
contribuyen a brindar informacién sobre el efecto de la temperatura de extraccion y la
relacién: solido/solvente, sobre el contenido de antocianinas y el rendimiento de colorante
de subproducto de sauco (Sambucus nigra L.) utilizando solventes verdes, dirigidas a
empresas involucradas a la transformacion del sauco, promoviendo el aprovechamiento

integro del fruto.



1. MARCO TEORICO

2.1 Antecedentes

El sauco (Sambucus nigra L.), con su alto contenido de antioxidantes, ha sido
consumido por generaciones por la poblacion andina. En la Gltima década ha cobrado
relevancia en la produccion industrial, lo que ha dado lugar a subproductos con un gran
potencial para ser aprovechados de manera més eficiente (Galan de Mera et al., 2020).
Estos subproductos pueden ser reutilizados para crear productos de alto valor afiadido,
ya que contienen compuestos bioactivos, como las antocianinas, que ofrecen numerosos
beneficios para la salud (Bertolo et al., 2023). Sin embargo, existe poca informacion
cientifica sobre el efecto de la temperatura y la relacion: solido/solvente sobre el
contenido de antocianinas y el rendimiento del colorante extraido a partir de
subproductos de sauco (Sambucus nigra L.) usando solventes verdes. Aunque hay una
cantidad considerable de estudios sobre la extraccion de antocianinas y compuestos
bioactivos del fruto entero, muy pocos se enfocan en los subproductos del sauco.

Rojas et al. (2019) en su investigacion, estudiaron el bagazo de cuatro bayas
peruanas, entre ellas Sambucus peruviana Kunth, evaluando la capacidad antioxidante,
el contenido fendlico total y los compuestos fendlicos presentes tanto en la pulpa como
en el bagazo. El contenido fendlico total en los extractos acuosos de sauco se determino
siguiendo el método de Folin-Ciocalteu, mientras que la capacidad antioxidante se midié
utilizando los métodos ABTS y DPPH. La cuantificaciéon de los compuestos fendlicos
se realizd6 mediante un sistema de cromatografia liquida de ultra alto rendimiento
(UHPLC). Los resultados indicaron que las cuatro bayas cultivadas en la region de
Amazonas, Per(, son una fuente rica en compuestos antioxidantes, concentrados
principalmente en el bagazo. El bagazo de sauco presenté mayor contenido fendlico total
y capacidad antioxidante en comparacion con la pulpa y el bagazo de las otras bayas,
mostrando una fuerte correlacion positiva entre ambas propiedades bioactivas. Ademas,
el bagazo de sauco contenia las mayores concentraciones de catequina (153.32 + 0.79
pg/gtw), acido clorogénico (509.71 £ 1.11 pg/gfw), acido cafeico (44.50 + 1.23 pg/gfw)
y acido p-cumarico (58.13 = 0.12 pg/gfw).

Un estudio realizado por Tomas (2019) evaluo la estabilidad del extracto acuoso
de antocianinas obtenido a partir de la cascara de salco de la variedad Sambucus

peruviana Kunth, utilizando extraccién asistida por microondas. La investigacion se



desarroll6 mediante un enfoque experimental, que incluyé la cuantificacion de
antocianinas mediante el método de pH diferencial y la evaluacion de la capacidad
antioxidante por el método DPPH.

Los resultados permitieron determinar las condiciones optimas de extraccion: 10
minutos de homogeneizacion, uso de etanol al 50 % como solvente, una proporcion
materia prima/solvente de 1:15, irradiacion durante 90 segundos y una potencia de 700
vatios. Bajo estos parametros, se obtuvo un contenido de 270.27 + 0.00 mg/100 ml. de
antocianinas, 101.16 = 0.00 mg/100 ml. de compuestos fenolicos y un rendimiento total
de 50 umol/100 ml.

Asimismo, se evidencié que el extracto mostrd una mayor estabilidad en cuanto al
contenido de antocianinas, compuestos fendlicos y capacidad antioxidante cuando fue
almacenado a una temperatura de 4 °C y un pH de 2.5, condiciones que favorecen la
conservacion de sus propiedades bioactivas.

Por otro lado, el estudio realizado por Vasquez et al. (2024) evalu6 diferentes
métodos de extraccion de pigmentos antocianicos a partir de la coronta de maiz morado
(Zeamays L.), aportando informacion relevante para su posible aplicacion en la industria
alimentaria y de colorantes naturales. El objetivo principal de esta investigacion fue
comparar cuatro técnicas de extraccion, haciendo especial énfasis en el método de
extraccion sélido/liquido. Para ello, se analizaron parametros criticos como la relacion
soluto/solvente, el pH del medio, la temperatura y el tiempo de extraccién, a fin de
determinar las condiciones mas eficientes. Los resultados indicaron que, entre los
métodos evaluados, la extraccion solido/liquido fue la mas efectiva para obtener
antocianinas a partir de la coronta de maiz morado. En particular, la extraccion asistida
por ultrasonido, empleando una solucién de agua y etanol al 20%, con una relacion
soluto/solvente de 1:15 (g/mL), pH 2.5, temperatura de 60 °C y un tiempo de 15 minutos,
permitio alcanzar los mayores niveles de eficiencia y rendimiento en la recuperacion de
antocianinas, consoliddndose como una alternativa viable y sustentable para

aplicaciones industriales.

Estos estudios resultan relevantes para la presente investigacion, ya que
proporciona informacion detallada sobre los parametros de extraccion y las condiciones

que favorecen la estabilidad de las antocianinas.



2.2 Bases tedricas

2.2.1 Sauco (Sambucus nigra L.)

Originario de Europa, Sambucus nigra L. evoluciond y se adapt6 al ambiente andino
desde el Plioceno. También tuvo una gran importancia en la cultura incaica, donde era
cultivado y utilizado medicinalmente, se refleja en su nombre quechua, “Rayan”. Este
término, con multiples acepciones, evidencia la profunda conexion entre las plantas y las
sociedades andinas (De Mera et al., 2020). Esta especie se distribuye ampliamente desde
Argentina hasta Costa Rica, prosperando en los Andes peruanos entre los 2800 y 3900
msnm. Requiere abundantes lluvias (1000-2000 mm/afio), suelos fértiles y cidos. Se cultiva
con éxito en diversas regiones peruanas, como Apurimac, Junin, Huancavelica y Cusco,
donde sus frutos son consumidos localmente y cada vez mas demandados en mercados

especializados. (Paucar 2014).
2.2.2 Taxonomia y morfologia

Segun la jefatura de del herbario de la Universidad Nacional Mayor de San Marcos
mediante constancia N.° 122-USM-MHN-2023 (Anexo 3) deja en conocimiento que la
muestra de sauco de la presente investigacién ha sido estudiada y clasificada como:

Sambucus nigra L. y tiene la siguiente posicion taxonémica:
ORDEN: Dipsacales
FAMILIA: VIBURNACEAE
GENERO: Sambucus
ESPECIE Sambucus nigra L.
Nombres comunes: Saulco, Rayan, Alayan (De Mera et al., 2020).
2.2.3 Caracteristicas botanicas

El sauco también cultivado como planta ornamental debido a los atractivos colores
de su follaje. Por accidon de los pajaros sus semillas se propagan rapidamente colonizado los
bordes de los bosques y zonas cercanas a rios y carreteras. El sauco puede alcanzar una
altura entre 4 y 6 metros. Sus ramas suelen ser arqueadas (Fig. 1A), con medula porosa
blanca, y presentan hojas en forma de sierra lisa. Las flores son de color blanco, pequefias

hermafroditas, dispuestas en grandes corimbos (Fig. 1B), se producen desde la primavera



hasta el verano (Desde septiembre hasta el mes de marzo en la provincia de Tayacaja). La

maduracion de las bayas se produce hasta finales del verano (Ferreira et al. (2020).
Figura 1.

Morfologia de (Sambucus nigra L.)

Nota. Morfologia del arbusto variedad S. nigra L. (A). S. nigra L. en fase de floracion (B).

Provenientes del Anexo de Colca, distrito de Acraquia provincia Tayacaja — Huancavelica
2.2.3.1 Fruto

El fruto del sauco es una drupa globosa de aproximadamente 5-6 mm de
diametro. Su pericarpio, inicialmente verde, experimenta una coloracién progresiva
hacia tonos violeta oscuro y azulados durante su maduracion (Fig. 2), poseen racimos
que suelen pesar entre 180 a 415 gramos (Busso, 2019). La composicion nutricional de
las bayas de sauco se destaca por su alto contenido de agua (71-78%), fibra dietética
(pectina, pectinato de calcio y celulosa) y minerales esenciales como son: Potasio,
fosforo, hierro, zinc, magnesio y manganeso, entre los que destacan el magnesio (25,99
mg/100g y calcio 28,06 mg/100g). Asi mismo, contiene vitamina C (6,11 a 116,7 mg/100
g (Ferreira et al. (2020).



Figura 2.

Bayas de sauco variedad (Sambucus nigra L.)

Nota. Sauco (Sambucus nigra L.) bayas maduras provenientes Anexo de Colca, distrito de

Acraquia provincia Tayacaja — Huancavelica
2.2.3.2 Piel o cascara (Sambucus Nigra L.)

La piel del fruto es una membrana fina que envuelve al sauco, es una verdadera
despensa de compuestos bioactivos. En ella se encuentran sustancias aromaticas y
pigmentos, como la cianidina, que aportan color y sabor al fruto. La cantidad e intensidad
de estos pigmentos, influyen directamente en la apariencia y atractivo visual del fruto
(Esteward, 2023). Especificamente en la cascara del sauco se encuentran una gran
cantidad de antocianinas y pigmentos fendlicos solubles en agua, estos son los
responsables de la coloracién roja, morada y azul en numerosos tejidos vegetales. Estos
compuestos, sintetizados como metabolitos secundarios, se encuentran en hojas, raices,

flores y frutos. (Bueno et al., 2012).
2.2.3.3 Maduracion (Sambucus Nigra L.)

La madurez de las bayas de sauco se distingue por su color y la facilidad con que se
separan del racimo. En principio presentan una tonalidad verde, luego pasan a un tono
marron verdoso y finalmente adquieren un color morado intenso con pulpa de tono violeta.

Las semillas, en su mayoria, son pequefias e infertiles. Cuando alcanzan su madurez



completa, las bayas contienen la mayor cantidad de azlicar y una menor proporcion de

acidos. (Pascariu et al., 2024).
2.2.4 Produccion a nivel nacional

En PerQ, la produccion principal de sauco se concentra en las regiones de
Huancavelica, Junin, Ancash y Apurimac. Siendo relevante para las pequefias industrias
rurales que utilizan su fruto (Tomas 2019). Para el afio 2022 se reportaron a nivel nacional
una produccién de 333 toneladas de sauco, cultivadas en un area de 76 hectareas donde el
rendimiento promedio a nivel nacional fue de 4.372 toneladas por hectarea. Siendo
Apurimac y Junin los departamentos que destacan como las principales regiones productoras
de sauco en Per0, con 247 y 86 toneladas producidas, respectivamente. Junin presenta el
mayor rendimiento por hectarea (6.631 t/ha), mientras que Apurimac tiene un rendimiento
de 3.908 t/ha (MIDAGRI, 2022).

2.2.5 Subproductos Alimentarios

Los subproductos alimentarios son materiales residuales o secundarios generados
durante las etapas de procesamiento y preparacion de alimentos, que originalmente no
estaban destinados al consumo humano. Entre ellos se incluyen partes como semillas,
cascaras, raices, tallos, restos de pulpa y bagazo. A pesar de su alto contenido nutricional y
funcional, estos subproductos suelen ser desechados por la industria alimentaria (Gomez et
al., 2021). En los ultimos afios, la valorizacion de los compuestos bioactivos presentes en
estos subproductos, ha cobrado gran relevancia dentro de la investigacion alimentaria, al
representar una alternativa sostenible que promueve una alimentacion mas saludable.
Ademas, constituye una opcion econdmicamente viable para las empresas del sector,
siempre que se implementen tecnologias eficientes y respetuosas con el medio ambiente
(Mohammadnezhad et al., 2023). Numerosos estudios han evidenciado que los subproductos
alimentarios son fuentes importantes de compuestos bioactivos como &cidos fendlicos,
flavonoides, antocianinas, carotenoides y vitamina C. Gracias a sus propiedades
antioxidantes, estos compuestos han sido incorporados exitosamente en el desarrollo de
alimentos funcionales, contribuyendo asi al aprovechamiento integral de materias primas y
a la innovacion en la industria alimentaria (Marcillo et al., 2021). Ademas, posee efectos

antioxidantes, antidiabéticos, antihipertensivos y antimicrobianos, estos compuestos tienen



un importante potencial preventivo frente a enfermedades crénicas relacionadas con el estrés

oxidativo, como las enfermedades cronicas.
2.2.6 Composicion quimica

Dentro de la composicion quimica de las bayas de salco se encuentran
principalmente minerales como el potasio, fosforo, calcio, sodio, magnesio, hierro y
manganeso, de igual manera presenta un contenido de &cido ascorbico y fibra (Ferreira et al.
(2020). La composicion quimica de las bayas de sauco, ademas de poseer glucésidos y
antocianinas, contienen &cido viburnico, aceite volatil y tirosina. Hasta el momento, se han
identificado méas de 60 componentes diferentes en los frutos de sauco (Busso 2019). En la
Tabla 1 se muestra el principal contenido mineral y de fibra en bayas de sauco variedad

(Sambucus Nigra L,).
Tabla 1

Contenido de fibra, minerales y &cido ascorbico presentes en el sauco (mg/kg).

Contenido de fibra (%) Minerales Acido
(ma/kg) ascorbico
(mg/kg)
Pectina: 0.159 K: 3910.33 340,10
Acido pectinico:  0.229 P: 540.00
Protopectina: 0.041 Ca: 280.06
Pectinato de calcio: 1.530 Na: 20.17
Celulosa: 1.650 Mg: 250.99
Fe: 10.86
Mn: 2.70

Nota: Adaptado de (Ferreira et al. (2020).

2.2.7 Composicién nutricional

El sauco fresco contiene aproximadamente un 8.5% de materia seca y un 91.5% de
agua. En cuanto a su contenido proteico es comparable al de otros frutos como los arandanos

que representan menos del (10 %) y presenta un bajo contenido de lipidos. Ademas,

10



constituyen una fuente importante de diversos micronutrientes los cuales tienen una funcién

vital en la prevencion de enfermedades inducidas por radicales libres (De Mera et al., 2020).
Tabla 2

Composicién nutricional del sauco por 100 gramos de porcion comestible.

COMPONENTES VALOR (%)
pH 4.0
Humedad (g) 915
Materia Seca (Q) 8.5
Proteina (g) 1.5
Fibra (9) 1.7
Grasa (g) 0.3
Ceniza (9) 0.9
Nifex (g) 4.2
Calcio (mg) 30.6
Fosforo (mg) 23.0
Hierro (mg) 2.0
Vitamina C (mg) 17.8

Nota. Adaptado de (De Mera et al., 2020).

2.2.8 Compuestos bioactivos presentes en el sauco (Sambucus nigra L.)

El salco contiene dos antocianinas principales, la cianidina-3-O-glucésido y
cianidina-3-O-sambubiosido, junto con otros flavonoides como la isoquercetina. Estos
compuestos polifendlicos son valorados por sus propiedades saludables, como su capacidad
antioxidante y su potencial anticancerigeno. El sauico se caracteriza por su elevado contenido
de compuestos antioxidantes y vitamina C, los cuales han sido asociados con el
fortalecimiento del sistema inmunoldgico, principalmente por su capacidad de estimular la
produccién de citoquinas (Kilham, 2000; Pascariu et al., 2024).

Debido a la abundancia de fitoquimicos en las bayas y a sus fuertes propiedades
antioxidantes, se promueve su uso como suplementos dietéticos en forma de concentrados,
jugos e infusiones. Estudios han revelado que los extractos de salco no solo poseen

propiedades antioxidantes, sino que también muestran potencial antiinflamatorio,
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inmunoestimulante y quimiopreventivo. Por lo tanto, los fitoquimicos presentes en las bayas
de salco podrian desempefiar un papel crucial en la prevencién de diversas enfermedades

degenerativas, cardiovasculares e inflamatorias (Silva et al., 2017).

2.2.8.1 Antocianinas

Las antocianinas son metabolitos secundarios pertenecientes a la clase de
compuestos flavonoides, una subfamilia de los antioxidantes fendlicos o polifenolicos. Estas
moléculas bioactivas estan presentes en diversos tejidos vegetales y se encuentran
ampliamente distribuidas en alimentos de origen vegetal. Su estructura incluye anillos
aromaticos conectados por atomos de carbono en un heterociclo oxigenado, con un
cromaforo basico caracterizado por el ion 7-hidroxiflavilio. (Bueno et al., 2012). Poseen
caracteristicas, inodoras e insipidas, también ofrecen beneficios tanto para las plantas como
para los seres vivos, incluyendo a los humanos. Su presencia en alimentos como bayas, uvas,
manzanas, rabanos y repollo rojo es facilmente identificable por su color caracteristico
(Asale, 2020).

Figura 3

Estructura de la antocianina 3-O-glucosido
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Nota. Estructura de la antocianina 3-O-glucosido Fuente: (Bueno et al., 2012).

Ademas, las antocianinas tienen la capacidad de donar hidrégeno eficazmente debido
a su carga positiva, la cantidad y disposicion de grupos hidroxilo aromaticos, el nivel de
conjugacion estructural y la presencia de sustituyentes que influyen en la donacion y

aceptacion de electrones en la estructura del anillo. Estos compuestos pueden ceder protones
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facilmente a radicales libres altamente reactivos, previniendo asi la formacion de mas
radicales. Esta accion protege las células contra el dafio oxidativo, que esta asociado con el

envejecimiento y diversas enfermedades y trastornos neuroldgicos (Waswa et al., 2022).
Figura 4

Principales propiedades bioactivas atribuidas a las antocianinas
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Nota. Se muestra en la figura las principales propiedades bioactivas relacionadas a

antocianinas Fuente: (Waswa et al., 2022).
2.2.8.2 Antioxidantes

Un antioxidante es una sustancia quimica capaz de inhibir o retardar los procesos de
oxidacion que afectan a un sustrato oxidable, el cual puede ser de naturaleza organica o
inorganica. En el contexto de la industria alimentaria, se entiende como antioxidante a
cualquier compuesto que, en concentraciones especificas, contribuya a prevenir la oxidacion
de los componentes de los alimentos, lo que permite reducir su deterioro y extender su vida
util (Zeb, 2020).

De acuerdo a su método de accion, los antioxidantes se clasifican en primarios y
secundarios. Los antioxidantes primarios, caracterizados por su capacidad de donar un
atomo de hidrégeno o un electron, interrumpen la propagacién de la reaccién en cadena
oxidativa, siendo los compuestos fendlicos un ejemplo representativo, estos son altamente

efectivos y requieren pequefias cantidades para contrarrestar numerosos radicales libres
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debido a su capacidad catalitica y facil regeneracion (Campo & Ramirez, 2021). Por otro
lado, los antioxidantes secundarios actian desactivando catalizadores prooxidantes, como
los agentes quelantes de iones metélicos, entre ellos el &cido citrico y el &cido
etilendiaminotetraacético (EDTA) (Campo & Ramirez, 2021).

2.2.8.3 Radicales Libres

Los radicales libres son 4&tomos o grupos de atomos que presentan uno 0 mas
electrones desapareados en su estructura, lo que les confiere una alta reactividad y les
permite existir de forma independiente. Estos compuestos pueden generarse a través de
distintos mecanismos, tales como reacciones homoliticas, heteroliticas o procesos de tipo
redox. Entre los principales precursores de radicales libres se encuentran compuestos como
el &cido nitroso, el ozono, los 6xidos nitricos, el peréxido de hidrégeno, el oxigeno singlete
y el hipoclorito. Estas sustancias se agrupan dentro de las denominadas especies reactivas
de oxigeno (ROS, por sus siglas en inglés), capaces de originar una variedad de radicales
libres, tales como radicales lipidicos, anion superdxido, radical hidroxilo, hidroperoxilo,

peroxilo, 6xido nitrico y cation nitrico (Zeb, 2020).

Las reacciones de los radicales libres se desarrollan a través de un proceso secuencial
que comienza con una fase de iniciacion, en la cual se genera un radical libre. Esta especie
reactiva inicia una cadena de reacciones en la etapa de propagacion, al interactuar con otras
moléculas, generando nuevos radicales. Finalmente, el proceso culmina con la etapa de
terminacion, donde los radicales libres se combinan entre si 0 con otras especies, formando
compuestos estables o no radicalarios. La formacion de estas especies reactivas puede
derivarse de diversos tipos de sustratos, como lipidos, proteinas, carbohidratos, compuestos
tanto organicos como inorganicos, e incluso &tomos metalicos. Aunque la generacion de
radicales libres es un proceso fisioldgico normal en el metabolismo celular, su acumulacion
en niveles excesivos puede alterar las rutas bioquimicas naturales, generando un estado de
estrés oxidativo. Este desequilibrio esta vinculado tanto al envejecimiento celular como al

deterioro de los alimentos durante su almacenamiento y procesamiento (Gupta et al., 2020).

2.2.8.4 Uso de los Antioxidantes en Productos Alimentarios

Los antioxidantes son fundamentales para preservar productos alimenticios, dado
que contrarrestan los efectos perjudiciales de la oxidacion, causados generalmente por la

exposicion al oxigeno. Los antioxidantes naturales no solo ralentizan o impiden la formacion
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de especies reactivas en los alimentos, sino que su ingesta elevada también puede reducir
los procesos oxidativos dentro del cuerpo, proporcionando proteccion frente a diversas
enfermedades (Zeb, 2020).

Los antioxidantes de origen natural, como el a-tocoferol, la vitamina C y diversos
compuestos fenolicos presentes en el tejido de frutas y vegetales, desempefian un papel
importante en la prevencion del dafio oxidativo (Cudennec et al., 2012). Estos antioxidantes
dietéticos actian a traves de diferentes mecanismos, entre los que se incluyen la
neutralizacion de radicales libres en proceso de formacion, la proteccion de estructuras
celulares frente al dafio oxidativo y la regulacion de los niveles de estas especies reactivas

una vez que el dafio ha sido iniciado.

Su incorporacién en alimentos puede realizarse de manera directa o indirecta. En el
primer caso, se afiaden en concentraciones especificas con el objetivo de evitar la oxidacion
de lipidos y grasas en el producto final. En el segundo caso, los antioxidantes son
incorporados junto con ingredientes que, por su composicion, requieren proteccion frente a
la oxidacion, contribuyendo asi a prolongar la estabilidad y calidad del alimento procesado
(Paseto et al., 2018).

2.2.9 Colorantes Naturales

La diversidad de colores observada en los tejidos vegetales se debe a la presencia de
distintos compuestos pigmentarios, entre los que destacan los carotenoides, betalainas,
antocianinas y clorofilas. Aunque estas representan las principales familias de pigmentos
vegetales, también existen otros menos frecuentes que contribuyen a la coloracion en
determinadas especies. La concentracion y distribucion de estos compuestos varia segun la
parte de la planta en la que se encuentren, como hojas, flores, frutos o raices. Si bien su
efecto visual es evidente y genera una amplia gama de tonalidades, su relevancia bioldgica
va mas alla del color. En muchos casos, estos pigmentos desempefian funciones ecolégicas
esenciales, como la atraccién de polinizadores y dispersores de semillas, lo que favorece la

reproduccion y supervivencia de las especies vegetales (Tomas, 2019).

Los colorantes naturales se caracterizan por ser menos agresivos para la salud en
comparacion con los colorantes sintéticos y por su aceptacion entre los consumidores. Se
clasifican en varias categorias segun su origen: carotenoides, responsables de colores
amarillos y naranjas, antocianinas, responsables de colores rojos, purpuras y azules. Por otro

lado, las clorofilas aportan el color verde. Dada la creciente basqueda de alimentos libres de
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colorantes artificiales y la conciencia de los consumidores por consumo de productos que
naturales de alto valor, existe un impulso a la industria e investigadores de todo el mundo a

explorar estas alternativas (Ramos 2021).
2.2.10 Extraccion por solventes

La extraccion de antocianinas puede realizarse utilizando diversos solventes, como
etanol, metanol, N-butanol, acetona fria, propilenglicol, 0 mezclas de metanol, acetona y
agua. Entre ellos, el etanol y el metanol son los méas empleados, con tasas de uso reportadas
del 48% y 26%, respectivamente, debido a su eficacia y compatibilidad con la mayoria de
las especies vegetales. El agua ocupa el tercer lugar con un 24% de uso, mientras que otros
solventes, como la acetona y el acetonitrilo combinado con &cido trifluoroacético (TFA),
representan solo el 1% cada uno. La seleccion del solvente adecuado depende de factores
como la solubilidad de las antocianinas, la matriz vegetal y la finalidad del proceso de
extraccion (Yousuf et al., 2016). Mientras mayor es la concentracion de etanol en una
solucion, su polaridad disminuye, lo que reduce la solubilidad de las antocianinas. Para
optimizar la extraccion utilizando etanol, es fundamental emplear mezclas acuosas, ya que
el agua contribuye a mantener una mayor polaridad en el medio. Estudios han demostrado
gue concentraciones de etanol superiores al 80% reducen significativamente el rendimiento
de extraccion. Esto se atribuye a que los grupos polares presentes en las moléculas de
antocianinas no son facilmente solubles en solventes apolares o semi polares, como el etanol
en altas concentraciones. Por tanto, el equilibrio entre agua y etanol es crucial para

maximizar la eficiencia del proceso (Ozgirr et al., 2018).
2.2.11 Relacion: sélido/solvente

La relacién: solido/solvente se refiere a la proporcion entre la cantidad de materia
primay el volumen de solvente utilizado en un proceso de extraccion. Este parametro influye
directamente en la transferencia de masa, puesto que, al aumentar el volumen de solvente,
se facilita la disolucion de los compuestos extraidos, lo que resulta en un mayor rendimiento
de extraccion. Una relacion adecuada optimiza el proceso, ya que un mayor volumen de
solvente favorece la transferencia de masa y acelera la difusion de los compuestos deseados
en el medio. Sin embargo, es fundamental encontrar un equilibrio para maximizar la

eficiencia sin incrementar innecesariamente el consumo de solvente. (Aryanti et al., 2019).
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2.2.12 Cambios inducidos por la temperatura en antocianinas

La temperatura es un factor critico que puede influir significativamente en la
estabilidad de compuestos fendlicos sensibles, como las antocianinas. A elevadas
temperaturas, estos compuestos pueden sufrir procesos de degradacion que reducen su
efectividad como agentes antioxidantes, fendmeno asociado a la activacion de enzimas
oxidativas como polifenol oxidasa y la peroxidasa (Lépez et al., 2016). Sin embargo, bajo
determinadas condiciones, el tratamiento térmico también puede tener efectos positivos. Por
ejemplo, el calor puede favorecer la liberacion de compuestos fendlicos que se encuentran
ligados a la matriz alimentaria, lo que mejora su biodisponibilidad y, por ende, su capacidad
antioxidante. Ademas, las altas temperaturas pueden inducir la disrupcion de las paredes
celulares, facilitando asi la liberacion de compuestos bioactivos y aumentando su retencion
y potencial antioxidante (Seymenska et al., 2024). No obstante, el efecto de la temperatura
sobre las antocianinas es complejo y depende de mudltiples factores, como el tipo de
alimento, las condiciones especificas del proceso térmico y la duracion del tratamiento. Por
ello, resulta fundamental establecer un equilibrio adecuado que permita conservar los
compuestos bioactivos sin comprometer la calidad sensorial, funcional y la seguridad del
producto final (Muthukumar et al., 2022).
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I1l. METODOLOGIA

3.1 Tipo y nivel de la investigacion

La investigacion se clasifica como aplicada-experimental, debido a que se manipulan
de manera deliberada las variables independientes temperatura y relacion: sélido/solvente,
para evaluar su efecto sobre las variables respuesta (rendimiento y el contenido de
antocianinas totales en el colorante extraido del subproducto de sautco. El nivel de la
investigacion se clasifica como explicativo, ya que se busca analizar como y por qué las
variables de proceso influyen los resultados obtenidos, con el proposito de establecer
relaciones de causa y efecto. Asimismo, presenta un enfoque cuantitativo, dado que requiere
la medicion y andlisis de los efectos mediante datos numéricos, utilizando herramientas

estadisticas especializadas.
3.2 Desarrollo de variables

En esta investigacion, se definieron como variables independientes la temperatura
(40, 60 y 80 °C) y la relacién: sélido/solvente (1:5, 1:10 y 1:15 g/ml). Por su parte, las
variables dependientes evaluadas fueron el contenido de antocianinas y el rendimiento, los
cuales fueron determinados mediante el método del pH diferencial y espectrofotometria UV-
Vis.

3.2.1 Disefo experimental de tratamientos

Los tratamientos de la investigacion fueron evaluados mediante un disefio
factorial 32, segln lo descrito por Gutiérrez et al. (2008). Este disefio contempla dos
variables independientes, cada una con tres niveles, lo que permite analizar tanto el efecto
individual de cada variable como las interacciones entre sus niveles. En total, se
establecieron nueve tratamientos (3 x 3), y cada tratamiento fue realizado con tres
repeticiones. En la Tabla 3, se presentan los tratamientos correspondientes al disefio

factorial 32.
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Tabla 3

Esquema del disefio factorial 32

TEMPERATURA RELACION: SOLIDO/SOLVENTE
(°C) (g/ml)

S1(1:15) S2(1:10)  S3(L:5)

T1 (40) (CAR), (CAR),  (CAR),
T2 (60) (CAR), (CAR)s  (CAR),
T3 (80) (CAR), (CAR)s  (CAR),

Nota: CA: Contenido de antocianinas, R: Rendimiento
Tabla 4

Orden de tratamientos del disefio factorial 32

Tratamiento Temperatura (°C) Relacion:

solido/solvente (g/ml)

T1 40 0.067
T2 40 0.100
T3 40 0.200
T4 60 0.067
TS5 60 0.100
T6 60 0.200
T7 80 0.067
T8 80 0.100
T9 80 0.200
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3.3 Poblacion y muestra

Para determinar el tamafio muestral 6ptimo y asegurar la obtencién de resultados
estadisticamente significativos, considerando la variabilidad esperada de la poblacion vy el
nivel de confianza deseado, se empled un muestreo probabilistico aleatorio simple. Segin
Crespo y Cossio (2022), este tipo de muestreo garantiza que cada una de las unidades de la
poblacién tengan la misma probabilidad de ser seleccionadas, lo que implica que la eleccion
de una unidad experimental es independiente de la seleccion de las demas. Para el presente
estudio, se considerd un area total de una hectérea, tomando como referencia la produccion
de sauco en la region Apurimac, que, de acuerdo con MIDAGRI (2022), presenta un

rendimiento promedio de 3900 kg por hectarea.

Para la presente investigacion, la determinacion del tamafio de muestra se realiz
aplicando la formula correspondiente al calculo para poblaciones finitas, es decir, aquellas
con menos de 10,000 unidades. Tomando como referencia una poblacion estimada de 3900
kg de sauco fresco, se fijaron un nivel de confianza del 90 % y un margen de error del 10 %.
Con base en estos parametros estadisticos, se establecié que la muestra 6ptima debia ser de
94 kg de sauco fresco. Esta cantidad asegura la representatividad de los datos obtenidos y
permite obtener resultados con validez estadistica y confiabilidad para el analisis posterior.
No obstante, debido a la limitada disponibilidad de fruto de satco en el anexo de Colca, se
optd por tomar como referencia el 10 % del tamafio muestral calculado, obteniéndose un

total de 9.4 kg de sauco para el desarrollo del presente estudio.

Formula utilizada:

_ N=xZixp=xq
Ce2(N—-1)+pxZ2xq

n

Donde:

e N = Tamafio de la poblacién

e n = Tamafo de muestra que se desea obtener
e 72 =Nivel de confianza

e p = Probabilidad a favor

e = Probabilidad en contra

e e =Margen de error
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3.4 Procedimiento de la investigacion

La investigacion se desarrolld en las instalaciones del laboratorio de bioquimica de
la escuela profesional de Ingenieria en Industrias Alimentarias de la Universidad Nacional
Auténoma de Tayacaja “Daniel Hernandez Morillo”. A continuacion, se presenta en la

Figura 5 la metodologia utilizada en la investigacion.

Figura 5

Diagrama resumen de las actividades segun la metodologia

RECOLECCION MATERIA

Bayas de sauco
Anexo de Colca PRIMA

v

v

OBTENCION DE SUB
Licuadora de Laboratorio

Tamiz 0.2 mm - PRODUCTO MEDIANTE Sub producto .
g SEPARACION
H20: pH 2.5 (50% . .
P (50%) OBTENCION DE EXTRACTOS 9 tratamientos
Etanol 96: (50%) % 3 repeticiones

Ultrasonido

DETERMINACION DEL
CONTENIDO DE

espectrofotometro ANTOCIANINAS
UV-Vis

pH diferencial

v

v
DETERMINACION DEL

RENDIMIENTO
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3.4.1 Obtencidn de la materia prima

Las bayas frescas de salco de la variedad Sambucus nigra L. fueron recolectadas en
el anexo Colca, ubicado en la region Huancavelica, a una altitud de 3268 m.s.n.m., en las
coordenadas 12°24'25.5" S — 74°55'13.7" O (GMS). Los frutos recolectados presentaron
caracteristicas homogeéneas en cuanto a tamafio, sanidad y estado de madurez, siendo este
ultimo verificado por la presencia de un color purpura intenso, caracteristico de la madurez
Optima. La cantidad estimada y disponible para la realizacién del estudio, considerando las

repeticiones experimentales, fue de 9.4 kg.

A continuacién, en la Figura 6 se muestra la localizacion geografica. Anexo de Colca

distrito Acraquia, provincia Tayacaja, departamento Huancavelica.
Figura 6

Ubicacion geogréfica del Anexo de Colca
Establo Santa Maria o

Acraquia

o Hacienda Santiago

Calle'rReal o Parque principal
\wde/Acraquia
colca _ >
CarrzaPampas

J1

Hacienda Huasi
San Vicente de!Oique = D’ Dona Julia

Google

Nota: Google Maps (2024) Coordenadas 12°24'25.5"Sur 74°55'13.7"'Oeste GMS
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3.4.2 Obtencidn de sub producto de Sauco variedad (Sambucus nigra L.)

Las bayas de sauco de la variedad Sambucus nigra L. fueron recolectadas en campo

en su estado mas fresco, obteniéndose un total de 10 kg. Para prevenir el deterioro y

minimizar la pérdida de humedad durante el transporte, los frutos fueron cuidadosamente

envasados en bolsas herméticas de polietileno de alta densidad, en porciones de 1 kg cada

una, lo que resulté en aproximadamente 10 unidades. Finalizada la recoleccion, las muestras

fueron trasladadas al laboratorio para su posterior analisis.

La figura 7 muestra en detalle el proceso de obtencién del subproducto de saico de

la variedad Sambucus nigra L., que consto de las siguientes etapas:

a)

b)

d)

f)

Recepcion: Se recibieron 10 kg de materia prima (bayas de sauco variedad
Sambucus Nigra L.) envasadas en bolsas herméticas de polietileno de alta
densidad en el laboratorio.

Seleccion: Las bayas de sauco se separaron de acuerdo al color y apariencia. Se
descartaron las bayas inmaduras, dafiadas, visibles como manchas y sin signos
de deterioro, como moho o podredumbre.

Pesado: Se registro el peso de las bayas, una vez culminada la seleccion y se
obtuvo un peso de 9.4 kg de bayas de sauco.

Acondicionamiento: Se llevé a cabo el proceso de lavado con agua hasta eliminar
completamente las particulas de tierra y las impurezas presentes en la superficie
de las bayas. Luego, se desinfectaron utilizando hipoclorito de sodio al 5% a una
concentracion de 80 ppm. Finalmente, se enjuagaron tres veces con agua
destilada.

Separacion: Se realizd la separacion de los 9.4 kg de las bayas enteras y el
subproducto de sauco (cascaras y semillas) mediante pulpeado, donde se
afiadieron 3 litros de agua destilada para una mejor homogenizacion. Para ello se
utilizo una licuadora de laboratorio Thomas Scientific 3390D43 facilitada por el
laboratorio de la facultad de Industrias Alimentarias de la UNAT. Seguidamente
se paso por un colador tamiz fino de 0.2 mm.

Pesado y Envasado: Se realiz6 el pesado de subproducto donde se obtuvo 2.683
kg con un rendimiento del 22%, para ello se utilizo una balanza analitica.

Seguidamente se realizé el proceso de envasado de sub producto de sauco en
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bolsas de polietileno de alta densidad selladas herméticamente, con un peso de
20 gramos cada una, de las cuales se obtuvieron 100 unidades.

g) Congelado: Inmediatamente después del proceso de envasado, se realizd el
proceso de congelado rapido a una temperatura de -30 °C para evitar cualquier

deterioro posible del sub producto y el contenido de antocianinas.

Figura 7

Diagrama de flujo, obtencion de subproducto de sauco

Bayas de sauco RECEPCION
A
SELECCION
PESADO
Agua
80 ppm, NaCIO al 5 %
» | ACONDICIONAMIENTO

Bayas enteras
Licuadora de Laboratorlo‘ SEPARACION Sub producto

>

v

SUB PRODUCTO

Bolsas herméticas de

alta densidad PESADO Y
> ENVASADO
-30 4
- CONGELADO
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3.4.3 Analisis proximal de sub producto de sauco

Se analizo la humedad mediante el método AOAC Official Method 920. La cantidad
de ceniza mediante el método AOAC Official Method 940.26 (A). La cantidad de grasa
mediante el método AOAC Official Method 930.09. La cantidad de fibra mediante el método
AOCS Crude fuber in feed by filter bag technique. La cuantificacion total de proteinas se
realiz6 mediante el método del Instituto de ciencias de los alimentos y nutricion ICAN-
CIQA — 001. El contenido total de carbohidratos se calcul6 mediante el método de
diferencia, que consiste en restar los valores de grasa, proteina, ceniza, fibra y humedad, de
acuerdo con la metodologia descrita por Reyes et al. (2017)

3.4.4 Obtencidn de extractos de sub producto de sauco

La extraccion acuosa de antocianinas a partir del subproducto de salco se llevé a
cabo siguiendo una metodologia de extraccion asistida por ultrasonido, con modificaciones,

descrita por Pascariu et al. (2023), detallada en la Figura 8.

3.4.4.1 Preparacion de solvente

Para la preparacion del solvente, se utiliz6 un medidor de pH digital en tableta
modelo Edge de la marca HANNA. El equipo fue calibrado previamente usando tres
soluciones buffer con valores de pH 4, 7 y 10. Se prepararon 1 litro de solvente a un pH de
2.5, utilizando 500 ml de agua destilada, 500 ml de etanol de 96° y 4.365 gramos de acido
citrico, disueltos en un vaso precipitado de 1 litro de capacidad, la homogenizacion se realizd
usando un agitador magnético a 20 °C.

La preparacion del solvente se realizé por triplicado. Obteniendo 3 litros de solvente
en total. Los cuales se envasaron inmediatamente después de su preparacion en frascos

herméticos transparentes de 500 ml y luego fueron refrigerados a 5 °C.

3.4.4.2 Dilucidén

En tubos de ensayo, se dispuso 3 diferentes proporciones de subproducto de sauco y
solvente, las cuales fueron 1 gramo de subproducto de sauco y 15 ml de solvente (0.067
g/ml), 1 gramo de subproducto de sauco y 10 ml de solvente (0.100 g/ml) y 1 gramo de
subproducto de sauco y 5 ml de solvente (0.200 g/ml).

Las diluciones se mezclaron durante 20 minutos en un equipo Vortex (Thermo

scientific, Massachusetts, Estados Unidos) a 1500 rpm, seguidamente de dejaron macerar
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por 40 minutos. Se realizaron las disoluciones para los 9 tratamientos cada una con 3

repeticiones, dando un total de 27 unidades experimentales.

3.4.4.3 Extraccion

La extraccion se llevo a cabo utilizando el equipo de bafio ultrasénico Digital
Ultrasonic Cleaner de la marca Kyntel, modelo UC-30A, para obtener el extracto
antocianico a temperaturas controladas de 40, 60 y 80 °C. En todos los tratamientos, se
mantuvo un tiempo de extraccion de 5 minutos, con una frecuencia de 40 kHz y una potencia
de 200 W. El procedimiento inici6 con el encendido del equipo de ultrasonido, en el cual se
colocaron 2 litros de agua purificada. Se programo la temperatura deseada, que en este caso
fue de 40, 60 y 80 °C. Una vez alcanzada la temperatura indicada, se sumergieron los tubos
de ensayo con las diferentes diluciones a una profundidad de 1.5 cm, asegurandose de que
todos los tubos quedaran completamente sumergidos. Luego, se establecio el tiempo de 5
minutos de extraccion para cada tratamiento y sus repeticiones. Posteriormente se
centrifugaron las muestras con un equipo (Eppendorf, Hamburgo, Alemania) a 2500 rpm
durante 20 minutos, una vez centrifugados las muestras se llevaron a reposo por 30 minutos

en refrigeracion a una temperatura de 5 °C.

3.4.4.4 Filtrado y envasado

El proceso de filtrado se llevd a cabo utilizando jeringas desechables con una
capacidad de 5 ml y filtros de 0,22 um especificos para jeringas. El procedimiento consistio
en cargar el extracto antocianico del subproducto de salco en las jeringas, acoplar el filtro
de jeringa y proceder al filtrado, el producto filtrado se recolectd directamente en frascos
ambar de 15 ml con tapa hermética, previamente desinfectados y secos.

3.4.4.5 Refrigerado

Una vez obtenidas los extractos filtrados dentro de los frascos &mbar se llevaron
inmediatamente a refrigeracién a una temperatura de 3 °C para evitar algln tipo de deterioro,

hasta el momento del andlisis.
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Figura 8

Diagrama de flujo, obtencion de extractos de sub producto de sauco

ﬁg'go critico (4.365 ) PREPARACION DE SOLVENTE
Etanol 96 % > i

Solido/solvente: (1/15, 1/10, 1/5) DILUCION

H20/ etanol: (50/50)

v
T° (40, 60, 80) EXTRACCION
5 minutos l

v

FILTRADO Y ENVASADO

3°C REFRIGERADO

v

3.4.5 Cuantificacion de contenido de antocianinas

La cuantificacién del contenido de antocianinas se realizé6 mediante la metodologia
de pH diferencial descrita por Giusti y Wrolstad (2001). Para ello, se prepararon dos
soluciones tampon: una de cloruro de potasio a 0.025 M ajustada a pH 1.0 y otra de acetato
de sodio. a 0.4 M ajustado a pH 4.5. Antes de realizar las lecturas, ambas soluciones se
emplearon para diluir las muestras. La dilucion de la muestra a pH 1.0 se ajustd para una
absorbancia inferior a 1, preferiblemente en el rango de 0.4 a 0.6. Se utiliz6 el mismo factor
de dilucion para las muestras correspondientes a los pH 1.0y 4.5

Se colocd una porcion de la solucion en una celda de cuarzo, mientras que otra celda
contenia agua destilada utilizada como blanco. Las lecturas de las muestras se realizaron en
un espectrofotometro UV-Vis a las longitudes de onda de 520 y 700 nm. Los resultados se

expresaron en base seca como miligramos de cianidina-3-glucosido.
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Para cuantificar la concentracion de pigmento antocianico, se utilizé la ecuacion
propuesta por Giusti y Wrolstad (2001):

. mg A X PM x FD x 1000
(Concentmcwn (—) = )
L ox1

Donde:
A = (Asy0 — A790)PHo1 — (Aszo — A700)pHa s, diferencias de absorbancias
PM = Peso molecular.
FD = Factor de dilucion.
o = Absortividad molar para cianidina-3- glucosido
1000 = Factor de conversion de gramos a miligramos
3.4.6 Determinacion del rendimiento de antocianinas de sub producto de sauco

La determinacién del rendimiento de antocianinas en base a cianidina-3-glucésido,

se determind mediante la siguiente ecuacion descrita por Arriola et al (2021).

Ca
Ve X 1500

Rendimiento =
M

Donde:
C4 = Concentracion de antocianinas (cianidina-3-glucosido mg/kg)

Vg = Volumen el extracto (ml), tomando como referencia promedio (densidad
etanol 96° = 0.804 g/ml, densidad del extracto 1.201 g/ml).

M = Masa de subproducto de salco (g)
1000 = factor de conversion de mg a g.
3.5  Técnica e Instrumentos

El anélisis proximal y el contenido de antocianinas en el subproducto de sauco
variedad (Sambucus Nigra L.), se realizo en el laboratorio de Quimica de los Alimentos del
Instituto de Ciencias de los Alimentos y Nutricion (ICAN) de la Universidad San Ignacio de
Loyola S.A.
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Mientras que el analisis de rendimiento de antocianinas se realizo en el laboratorio

de bioquimica de la facultad de Ingenieria de Industrias Alimentarias de la UNAT.

Para el desarrollo de la presente investigacion se emplearon la implementacion de
diversas técnicas, uso de diferentes materiales, equipos y reactivos. Se utilizé el método de
observacion, andlisis, interpretacion y fichaje. Se investigd en bases de datos cientificas. De
acuerdo con los datos obtenidos, los andlisis relacionados con extraccion de colorantes, el
contenido de antocianinas totales y el rendimiento de antocianinas en el subproducto de
sauco (Sambucus nigra L.) estuvieron asociados al uso de técnicas de medicion especificas,
como la espectrofotometria UV/Vis mediante el método de pH diferencial, asi como andlisis

de temperatura, gravimétricos y volumétricos.

A continuacion, se especifican los materiales, equipos, y reactivos utilizados

3.5.1 Materiales

e Tubos de ensayo

e Puntas azules para micro pipetas de 100-1000 UL-BS

e Puntas amarillas para micro pipetas de 5-200 UL-BS

e Cubetas para espectrofotometro

e Micropipeta

e Parafilm

e Bolsas de polietileno de alta densidad

e Fiolas volumétricas de 250, 500 y 1000 ml

e Frasco de dilucion de 500 ml

e Frasco lavador 250 ml

e Gradillas de 16 tubos

e Vasos precipitados de 100, 250 y 500 ml

e Probeta de 10, 50 y 100 ml

e Matraz Erlenmeyer

e Piseta
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Espatula de acero inoxidable
Coladores

Papel aluminio

Jeringas descartables de 5 ml

Filtro de jeringas de 0.22 y 0.45 um.

Equipos e Instrumentos

Agitador magnético MSH-S scilogex-USA

Medidor de pH digital HANNA

Balanza analitica ASR2 Plus

Balanza de precision Electronic Kitchen Scale SF-400
Congelador, Kircht Frozen Labex -330DF

Refrigerador de la marca Samsung, modelo Frost-202369
Vortex, Thermo scientific, Massachusetts,
Espectrofotdmetro UV-Vis

Centrifuga, Eppendorf, Hamburgo, Alemania
Termémetro digital, Thermos tp101

Licuadora de laboratorio, Thomas Scientific, modelo 3390D43

Bario de ultrasonido, Kyntel, modelo UC-30?

Reactivos

Cloruro de potasio a 0.025 M

Acetato de sodio a 0.4 M

Acido citrico

Etanol de 96 °©

Agua destilada

Buffers de calibracion de 4, 7 y 10 de pH.
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3.6 Analisis Estadistico

3.6.1 Hipotesis estadisticas

3.6.1.1 Hipdtesis nula

A continuacion, se plantean las siguientes hipdtesis nulas:

H,: El factor temperatura no afecta el contenido de antocianinas.

H,: El factor relacion: solido/solvente no afecta el contenido de antocianinas.

H,: La interaccién de los factores temperatura y relacion: solido/solvente no afecta
al contenido de antocianinas.

H,: El factor temperatura no afecta el rendimiento.

H,: El factor relacion: solido/solvente no afecta el rendimiento.

H,: La interaccion de los factores temperatura y relacion: solido/solvente no afecta

al rendimiento.

Tabla s

Hipotesis nula

Contenido de antocianinas totales Rendimiento
Ho: FT =0 Ho: FT =0
Hyp: FS=0 Ho: FS=0
Ho: FT XFS =0 Ho: FTXFS =0
Donde:

FT: Efecto del del factor temperatura
FS: Efecto del factor relacion: sélido/solvente

FT x FS: Efecto de la interaccion entre FT y FS

3.6.1.2 Hipdtesis alterna

A continuacion, se plantean las siguientes hipotesis alternas:
H,: El factor temperatura si afecta el contenido de antocianinas.
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e H,: El factor relacién: sélido/solvente si afecta el contenido de antocianinas.

e H,: Lainteraccion de los factores temperatura y relacion: solido/solvente si afecta al
contenido de antocianinas.

e H,: El factor temperatura si afecta el rendimiento.

e H,: El factor relacién: solido/solvente si afecta el rendimiento.

e H,: Lainteraccion de los factores temperatura y relacion: solido/solvente si afecta al

rendimiento.

Tabla 6

Hipotesis alterna

Contenido de antocianinas totales Rendimiento
Hy: FT # 0 Hy: FT # 0
Hg: FS # 0 Hy: FS # 0
H,: FT x FS # 0 H,: FT x FS # 0
Donde:

FT: Efecto del del factor temperatura
FS: Efecto del factor relacion: sélido/solvente
FT x FS: Efecto de la interaccion entre FT y FS

Si los valores asociados a las hipotesis nulas (H,) son mayores a 0.05 indican
que las variables de estudio (temperatura, relacion solido solvente e interaccion de
ambas) no tienen un efecto significativo sobre las respuestas evaluadas. Por el
contrario, si p < 0.05 se rechaza hipotesis nula (Hy), y se acepta la hipotesis alterna
(H,), la cual indica que las variables de estudio influyen significativamente en el

contenido de antocianinas y el rendimiento.
3.6.2 Estadistico

Todos los datos se expresaron como promedio + desviacion estandar y se analizaron
mediante analisis de varianza (ANOVA) bajo un disefio factorial completo 32 con 3
repeticiones, considerando un nivel de significancia de p < 0.05. El andlisis estadistico se

Ilevé a cabo utilizando el software Minitab, version 22 (Minitab Inc., EE. UU.).
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IV. RESULTADOS

4.1 Analisis proximal de sub producto de sauco fresco

La composicién proximal de los sub productos de sauco se muestran en la tabla 7. (Anexo
10).

Tabla7

Analisis proximal de sub producto de sauco (Sambucus Nigra L.)

Parametros (g/1009) Resultados
Humedad 77.29 £0.09

Cenizas** 4.75 %+ 0.06
Grasa** 2.84+0.01
Proteina** 11.18 +0.09
Carbohidratos** 81.22 £0.03
Fibra Cruda** 37.29+0.24

Energia (Kcal/100g) 89.32+0.45

Nota: Datos expresados con desviacion estandar P.

** Datos expresados en base seca

La Tabla 7 presenta los resultados del analisis proximal de subproducto de sauco
fresco provenientes del Anexo de Colca, distrito de Acraquia, provincia Tayacaja, region
Huancavelica. La humedad present6 un valor de 77,29 + 0,09 g /100g nos indica que el
subproducto de sauco tiene un alto contenido de agua. El contenido de cenizas con un valor
de 4,75+ 0,06 g /100g. Las cenizas representan la porcién inorgéanica del alimento, es decir,
los minerales con un valor de 4,75% sugiere un contenido moderado de minerales en el
subproducto. El contenido de grasa fue de 2,84 + 0,01 g /100g este valor indica que este
subproducto no es una fuente significativa de lipidos. En cuanto a la proteina con un valor
de 11,18 + 0,09 g /100g esto nos muestra que el subproducto podria ser una fuente de
aminoéacidos esenciales, aunque su valor nutricional dependera del perfil de aminoacidos
especificos. El contenido de carbohidratos arrojé una cifra de 81,22 + 0,03 g /100g. Este alto

contenido de carbohidratos indica que este subproducto es principalmente una fuente de
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energia. Sin embargo, es importante destacar que los carbohidratos se expresan en base seca,
lo que significa que la mayor parte de estos carbohidratos probablemente corresponden a
fibra. Por ello la cantidad de fibra cruda result6 en una cifra de 37,29 + 0,24 g /100g. Por
ultimo los subproductos de sauco arrojaron un contenido de energia de 89.32 Kcal/100g.

4.2 Determinacién de antocianinas en sub producto de sauco

Tabla 8

Contenido de antocianinas (cianidina 3-glucosido(mg/kg)

RELACION: SOLIDO ANTOCIANINAS
TRATAMIENTO TEMPERATURA /SOLVENTE (g/ml) (cyanidin 3-
(°C) glucoside(mg/kg) **
T1 40 1:15 663.53 £ 2.01
T2 40 1:10 548.98 + 0,08
T3 40 1.5 550.25 + 0.83
T4 60 1:15 855.88 £ 0.75
T5 60 1:10 745.03 £ 0.95
T6 60 1.5 598.28 + 0.98
T7 80 1:15 498.96 £ 0.06
T8 80 1:10 496.15 £ 0.59
T9 80 15 462.88 + 0.51

Nota: ** Datos expresados con desviacion estandar (DS)P

La Tabla 8 presenta los resultados del estudio experimental. Aplicando la
metodologia de pH diferencial para determinacion de antocianinas descrita por (Giusti &
Wrolstad 2001).
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En funcion a la relacion: solido/solvente, la tabla 8 sustenta que los grupos con una
temperatura de 40 °C, al aumentar la relacion: sélido/solvente, de 1:5 a 1:15, la cantidad de
antocianinas extraidas incrementa, pasando de 550.25 a 663,53 cianidina 3 glucésido mg/kg.
En comparacion al grupo con temperatura de 60°C también se ve un aumento en la
extraccion de antocianinas al incrementar la relacion solido-solvente, alcanzando un
maximo de 855,88 cianidina 3-glucoside mg/ kg. En contraste con los grupos a una
temperatura de 80°C, existe una tendencia similar, aunque con un aumento menos
pronunciado en antocianinas, con el valor méas alto registrado en 498.96 cianidina 3-

glucosido mg/ kg.

4.2.1 Analisis de Varianza para el contenido de antocianinas

Tabla 9

Informacion del factor contenido de antocianinas

Factor Tipo Niveles Valores
Temperatura Fijo 3 40; 60; 80
Sold/ Solv. Fijo 3 0.07; 0.10; 0.20

Tabla 10

Analisis de varianza para el contenido de antocianinas

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valorp
Temperatura 2 185143 925716  53788.05 0.000
Sold/ Solv. 2 55056 27528.1  15995.01  0.000

Temperatura*Sold/ Solv. 4 30196 7548.9 4386.25 0.000
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En la tabla 10 podemos observar que el valor de significancia para la Temperatura,
relacion: solido/solvente y la interaccion entre ambas, es de 0,000 < 0,05. Esto garantiza que
los factores tienen un efecto significativo sobre la variable respuesta “Contenido de

Antocianinas”.
4.2.2 Interaccion y efectos principales

En la figura 9 y 10 podemos observar que existen efectos principales e interacciones
de los factores sobre la respuesta “Contenido de Antocianinas”. En la figura 9 la temperatura
tiene como valor 6ptimo la temperatura de 60° C mientras que, el factor sélido/solvente tiene
como factor éptimo 0,07. En la figura 10 podemos observar que si deseamos maximizar la
cantidad de antocianina debemos de combinar una temperatura de 60°C con 0,07 de
solido/solvente. Estos datos son comprobados mediante la prueba de normalidad (Anexo
11).

Figura9

Efectos principales para el contenido de antocianinas

Gréfica de efectos principales para el contenido de antocianinas
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Figura 10

Efectos de interaccion para el contenido de antocianinas
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Grafica de interaccion para el contenido de antocianinas
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4.3 Determinacion del rendimiento de antocianinas
Tabla 11
Rendimiento de antocianinas de subproducto de sauco
TRATAMIENTO TEMPERATURA RELACION: SOLIDO RENDIMIENTO
(°C) /ISOLVENTE (g/ml) (umol/ml) **
T1 40 1:15 20.57 £ 0.02
T2 40 1:10 11.53 + 0.00
T3 40 1.5 6.05 +0.01
T4 60 1:15 26.53 £ 0.02
T5 60 1:10 15.65 + 0,02
T6 60 1:5 6.58 + 0,01
T7 80 1:15 15.47 £0.00
T8 80 1:10 10.42 +0.01
T9 80 1:5 5.09 £ 0.01

Nota: ** Datos expresados con desviacion estandar (DS)

37



En la Tabla 11 se observa que el rendimiento aumenta conforme aumenta la relacion:
solido/solvente. A 40 °C, El tratamiento T1 (1:15 g/ml) presenta el rendimiento mas alto
(20.57 £ 0.02 umol/ml), mientras que el T3 (0.200 g/ml) tiene el méas bajo (6.05 = 0.01
umol/ml). A 60 °C, el rendimiento mas alto se encuentra en el tratamiento T4 (26.53 + 0.02
umol/ml, con 0.067 g/ml), mientras que el rendimiento aumenta notablemente con una

mayor relacion sélido/solvente, alcanzando un minimo en T6 (6.58 + 0.01 umol/ ml).

A 80 °C, el tratamiento T7 (0,067 g/ml) muestra un rendimiento intermedio (15,47
+ 0,01 pmol/ml). Sin embargo, el rendimiento disminuye significativamente con mayores
proporciones sélido/solvente, siendo T9 el menor (5,09 + 0,01 umol/ml). El efecto que
genera la temperatura sobre el rendimiento de antocianinas tiende a ser mayor a 60 °C en
comparacion con 40 y 80 °C, sugiriendo que existe una temperatura optima de extraccion.
Por otro lado, el efecto que genera la relacion: solido/solvente sobre el rendimiento
disminuye sistematicamente a medida que aumenta la relacion: solido/solvente, lo cual

puede deberse a una dilucion excesiva o limitacion en la capacidad de extraccion.
4.3.1 Analisis de varianza del rendimiento

En la tabla 13 podemos observar que el valor de significancia para la temperatura,
relacion: sélido/solvente y la interaccion de ambos es de 0,000<0,05. Esto garantiza que los
factores planteados poseen un efecto significativo sobre la variable respuesta
“Rendimiento”. Mientras en la figura 11 y 12 las gréficas nos aseguran una distribucion

normal, la cual se corrobora al observar en el histograma una forma de campana de Gauss.

Tabla 12

Informacién del factor rendimiento

Factor Tipo Niveles Valores
Temperatura  Fijo 3 40; 60; 80
Sold/ Solv. Fijo 3 0.07; 0.10; 0.20
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Tabla 13

Analisis de varianza para el rendimiento

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p
Temperatura 2 106.903 53.451 52864.06 0.000
Sold/ Solv. 2 672157  336.078 332385.27 0.000
Temperatura*Sold/ Solv. 4 48.708 12.177 12043.18 0.000

4.3.2 Interaccion y efectos principales

En la figura 11 se aprecia que existen efectos principales e interacciones de los
factores sobre la respuesta “Rendimiento”. En la figura 11 la temperatura tiene como valor
optimo la temperatura de 60° mientras que, el factor sold/solv. tiene como factor 6ptimo
0,07. En la figura 12 podemos observar que si deseamos maximizar el rendimiento debemos
de combinar una temperatura de 60°C con 0,07 de Sold/Solv. Estos datos son comprobados
mediante la prueba de normalidad (Anexo 12).

Figura 11

Efectos principales para el rendimiento
Graéfica de efectos principales para el rendimiento
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Figura 12

Efectos de interaccion para el rendimiento

Grafica de interaccion para el contenido de antocianinas
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V. DISCUSION

5.1 Anélisis proximal de sub producto de sauco fresco

Comparando los resultados del estudio realizado por Dominguez et al (2020). Los
analisis mostraron que estas bayas son una fuente rica en solidos solubles totales, fibra y
acidos grasos poliinsaturados, con un contenido significativo de omega-3 (38,12 g/100 g) y
omega-6 (39,54 g/100 g). Por otro lado, De Mera et al., (2020) en su estudio determind la
composicion proximal de bayas enteras de sauco variedad Sambucus Nigra L. donde se
obtuvo una cantidad de proteinas de 10.5 g/ 100g, esto no difiere significativamente con los
resultados en la presente investigacion a diferencia del contenido de humedad del 91.5%
obtenido en su estudio, en contraste al valor de 77,29% obtenidos en la presente
investigacion, esto se debe a que, se trabajé con bayas enteras a diferencia del presente
estudio, donde se trabajé con subproductos teniendo en ellos una mayor cantidad de solidos

dentro de su composicion.
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En cuanto al contenido de grasa el autor reporto un valor de 3.01 g/100g, este valor
no difiere con los resultados obtenidos. Por otro lado, si difiere en el contenido de fibra con
un valor de 17.05 g/ 100g, en comparacion con los resultados obtenidos de 37.29 g/ 100g,
Debido a la relacion de la cantidad de s6lidos presentes en el subproducto a diferencia de la
baya entera. EI contenido de cenizas con un valor de 9.02 g/ 100g a diferencia de los 4.57 g
/100g un valor menor en casi un 48% debido también a la concentracion de solidos en

subproducto.

Ademas de ello, De Mera report6 cantidades de minerales, como Calcio, Fosforo, y
Hierro con valores de 36.21, 23.03 y 20.36 mg/ 100g y vitamina C con un valor de 17.25 g
/100g. En comparacion a estos resultados, Ferreira et al., (2020) determind el contenido de
Calcio, Fosforo, y Hierro con valores de 28.06, 54.00 y 18.06 mg/ 100g.y vitamina C con
un valor de 34.10 g /100g. De acuerdo a ello se muestran algunas diferencias significativas

entre los valores.

5.2 Efecto de la temperatura en el contenido de antocianinas

Los resultados revelaron que la temperatura tiene un efecto significativo sobre el
contenido de antocianinas, siendo 60 °C la condicion Optima para su extraccion. A 40 °C, la
extraccion es eficiente, pero no alcanza el maximo rendimiento en términos de antocianinas,
posiblemente por una baja energia cinética que limita la difusion del pigmento. A 80 °C, se
observa una reduccién drastica en el contenido de antocianinas. Segun Baeza et al., (2020)
esto podria deberse a la degradacion térmica de estos compuestos, los cuales son conocidos
por su sensibilidad al calor. Esta degradacion se relaciona con la estructura quimica de las
antocianinas, particularmente su grupo hidroxilo que es susceptible a oxidacion y
descomposicion a altas temperaturas. Asi mismo Busso (2019) apoya estos hallazgos,
indicando que temperaturas moderadas permiten una mejor solubilizacién sin inducir
inestabilidad molecular. La accion del ultrasonido a 60 °C puede haber promovido una mejor
ruptura de las paredes celulares sin comprometer la integridad de los compuestos fenolicos.
En contraste, Ahl (2023) afirma que, a temperaturas mayores, la energia térmica adicional
puede acelerar reacciones de oxidacion no enzimatica y la despolimerizacion de
antocianinas. El patron observado sugiere que el proceso esta gobernado por un equilibrio
entre la mejora en la solubilidad y la estabilidad térmica de los compuestos bioactivos.
Ademas, la mayor viscosidad del extracto a temperaturas menores podria haber dificultado

la liberacidn de antocianinas. Por tanto, para Arriola et al., (2021) controlar la temperatura
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de extraccion es crucial para maximizar la concentracion de pigmentos sin comprometer su

integridad.
5.3 Efecto de la relacion solido/solvente en la eficiencia de extraccion

La relacion: solido/solvente también mostr0 un impacto estadisticamente
significativo sobre el contenido de antocianinas. La proporcion de 1:15 (0.067 g/mL) fue la
mas eficaz para la mayoria de los tratamientos, generando los valores méas altos de
antocianinas extraidas. Esta relacion favorece una mayor disponibilidad de solvente para
disolver los compuestos fenodlicos presentes en el subproducto. Bueno et al., (2012)
menciona que a menores proporciones (1:5), la concentracion de materia solida puede
saturar el sistema, limitando la solubilidad y la difusion del pigmento. Asimismo, una menor
cantidad de solvente puede generar una matriz méas densa que dificulta la penetracion del
liquido y, por ende, la eficiencia extractiva. Por otro lado, Cameselle et al., (2022) afirma
que un exceso de solvente puede ser econémicamente no viable a escala industrial, lo cual
requiere un balance entre eficiencia y costo. La capacidad del solvente (etanol/agua 50:50,
pH 2.5) para estabilizar las antocianinas también es clave; con mas solvente disponible, hay
mejor interaccion con las membranas celulares. Esto concuerda con Cudenneec et al., (2012)
el cual afirma que a mayor proporcion de solvente también mejora el gradiente de
concentracion, facilitando la difusion desde el interior del tejido vegetal. Las caracteristicas
fisicoquimicas del subproducto del satico, como su alta proporcidn de fibra, también podrian
limitar la extraccion a proporciones méas bajas. Por tanto, una relacion: sélido/solvente de
1:15 es Optima en este contexto, pero su aplicacion practica dependera del anélisis costo-

beneficio.

5.4 Interaccion entre la temperatura y relacion solido/solvente

El andlisis de varianza indicO que existe una interaccion estadisticamente
significativa entre los factores de temperatura y relacion sélido/solvente. El tratamiento T4
(60 °C, 1:15) proporciond la mayor concentracion de antocianinas (855.88 mg/kg),
indicando un efecto sinérgico de ambos factores. Segun Ferreira et al., (2020), esta sinergia
se explica por el equilibrio ideal entre disolucion, estabilidad térmica y capacidad de
extraccion promovida por el ultrasonido. La interaccion refleja que el efecto de un factor
depende del nivel del otro; es decir, 60 °C es mas efectivo solo si se usa suficiente solvente.
Por otro lado, Esteward (2023) afirma que, en condiciones extremas, como 80°C y 1:5,

ambos factores actlan negativamente: la temperatura degrada y la baja proporcion de
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solvente restringe la extraccion. La curva de rendimiento antocianico presenta un
comportamiento tipico de campana, con un pico optimo y caidas en ambos extremos del
rango experimental, esto sugiere que el disefio factorial 3? fue adecuado para identificar
puntos de optimizacién en este tipo de extraccion vegetal. De acuerdo con Flores (2017), la
eleccion del solvente (etanol: agua 1:1) pudo haber amplificado el efecto sinérgico, ya que
mantiene estabilidad fendlica y baja viscosidad. La accion combinada de los factores
también debe considerarse en futuros estudios con matrices similares para establecer

patrones generalizables.

Estas proporciones de 1:5, 1:10 y 1:15 utilizadas en el experimento muestran una
tendencia interesante. A 40 °C, la concentracion més alta de antocianinas se alcanza con una
relacién solido-solvente de 1:15 con 663,53 mg/kg. Este fendbmeno sugiere que una mayor
cantidad de solvente permite una mejor distribucion de los compuestos desde el material
vegetal, maximizando la extraccion de antocianinas. Sin embargo, cuando la temperatura
aumenta a 60 °C, la relacion 1:10 genera la mayor concentracion 745,03 mg/kg. Segin
Kitryté et al., (2019), una cantidad moderada de solvente es mas eficiente a temperaturas
superiores. Esto también puede estar relacionado con la saturacion del solvente, lo que indica
gue no siempre mas solvente significa una extraccion mas eficiente.

Los resultados de la presente investigacion arrojan un patron claro en la
concentracion de antocianinas en funcion de la temperatura aplicada durante el proceso de
extraccion. Para cada relacion sélido-solvente, al aumentar de 40 °C a 60 °C la temperatura,
se observa un aumento en la concentracion de antocianinas. Es decir, que a una relacion de
1:5, las concentraciones suben de 550,25 mg/kg a 598,28 mg/kg. Segun Pascariu et al.,
(2024), este comportamiento se debe probablemente a que temperaturas mas altas faciliten
la disolucion de compuestos bioactivos al aumentar la permeabilidad celular y mejorar la
eficiencia del ultrasonido. Sin embargo, al aumentar a 80 °C, se nota una disminucién en la
concentracion de antocianinas.

Pascariu et al., (2024) menciona que, entre las técnicas evaluadas, la extraccion
asistida por ultrasonido resulté ser la mas eficaz para liberar compuestos fenolicos de la
matriz vegetal dentro de su estudio y es una de las técnicas mas recomendable y menos
destructivas en cuanto a las antocianinas en comparacion a otros métodos, alcanzando un
contenido méaximo de 740,89 mg/ kg de equivalentes de &cido galico por gramo de muestra
seca. En comparacion a los resultados del presente estudio, la concentracion maxima de

antocianinas expresadas en cyanidin 3-glucoside (mg/kg) fue de 855.88 £ 0.75.
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Los resultados de la presente investigacion, llevan una tendencia similar a la
reportada por Mutavski etal. (2022), en su estudio sobre la extraccién de compuestos
bioactivos en los residuos de sauco variedad Sambucus Nigra L. encontraron un contenido
de antocianinas de 449, 024 cianidina 3-glucosido mg/ kg, valores similares en la presente
investigacion.

Kitryté et al. (2019) menciona, que, al aumentar la cantidad de solvente por gramo
de muestra, disminuyendo la relacion materia prima y solvente, se observa un incremento
en la cantidad de antocianinas extraidas. Esto sugiere que un mayor contacto entre la muestra
y el solvente facilita la solubilizacién de los pigmentos. Ahora bien, considerando que, en el
presente estudio, el pH se mantuvo constante en 2.5 para todas las muestras, lo cual es un

pH 6ptimo para la estabilidad de las antocianinas.

5.5 Rendimiento de la extraccion

El rendimiento mas alto (26.53 pmol/mL) se observo en T4 (60 °C, 1:15), lo que
coincide con el mayor contenido de antocianinas. Esto confirma que la concentracion de
antocianinas extraidas influye directamente en el rendimiento del proceso. Sin embargo, la
relacién no es lineal en todos los tratamientos, lo que sugiere que también influyen factores
como la viscosidad, densidad del extracto y posibles compuestos interferentes. A
temperaturas mas altas (80 °C), el rendimiento cae. Segun Mutavsski et al., (2020) esto es
debido a la descomposicion parcial del extracto o pérdida por evaporacion de solventes
volatiles. La aplicacion de ultrasonido mejora el rendimiento al facilitar la disrupcion de
paredes celulares, pero su efectividad también depende del tiempo y temperatura. La
disminucion del rendimiento a relaciones de 1:5 se explica por el menor volumen de solvente
disponible para solubilizar todos los compuestos extraibles. En este contexto el rendimiento
actla como un buen indicador de la eficiencia global del sistema, incluyendo aspectos
mecanicos y quimicos. La densidad del extracto (1.201 g/mL) fue crucial para calcular con
precision el rendimiento, demostrando la importancia de considerar propiedades
fisicoquimicas del medio. Aunque el rendimiento se expresa en pmol/mL, su correlacion
con la concentracion sugiere que ambas variables estan fuertemente relacionadas. Por ende,
maximizar el rendimiento no solo implica extraer mas antocianinas, sino hacerlo de forma

eficiente y estable.
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Pangestu. Et al. (2020) menciona que el uso de subproductos del salco para
extraccion de colorantes representa una estrategia de aprovechamiento integral de la materia
prima agricola. Este enfoque reduce el desperdicio agroindustrial y genera valor agregado
mediante ingredientes naturales con potencial uso en alimentos, cosméticos y farmacéuticos.
Por otro lado, Paseto et al. afirma que la extraccion por ultrasonido es una técnica eficiente,
econdmica y sostenible, especialmente cuando se optimizan pardmetros como temperatura
y proporcion de solvente. La utilizacidn de solventes verdes (etanol y agua) permite cumplir

normativas alimentarias y facilita su escalado industrial.

Ahora bien, Segun Flores (2017) el calor mejora la extraccion de compuestos
bioactivos al aumentar la solubilidad de las antocianinas y facilitar la disolucion celular. Sin
embargo, cuando la temperatura sube a 80 °C, el rendimiento comienza a disminuir
ligeramente, como se observa en los resultados. Esto sugiere que temperaturas
excesivamente altas pueden causar deterioro térmico o pérdida de eficiencia en la extraccion,

posiblemente debido a la degradacion de las antocianinas.

Por ende, la relacién sélido-solvente también tiene un impacto significativo en el
rendimiento. Para las tres temperaturas estudiadas (40 °C, 60 °C y 80 °C), se observa que
una mayor proporcion de solvente (1:15) da lugar a un mayor rendimiento de antocianinas.
La temperatura de tratamiento que sobresalio fue de 60 °C y una relacion sélido-solvente de
1:15, ya que estas condiciones produjeron el mayor rendimiento (26.53 %) en comparacion
con las deméas combinaciones de temperatura y solvente. Segun Pangestu et al., (2020) esto
indica que un equilibrio entre una temperatura moderada y una proporciéon adecuada de
solvente es crucial para optimizar la extraccion sin comprometer la integridad de las
antocianinas. Si bien las relaciones 1:10 y 1:15 parecen proporcionar buenos rendimientos,
usar menos solvente (1:5) produce rendimientos significativamente mas bajos, lo que podria
no ser eficiente para procesos a gran escala. Esto concuerda con Seymenska et al., (2024)
donde menciona que en andlisis comparativo entre las diferentes combinaciones de
temperatura y proporcion sélido-solvente revela que las temperaturas moderadas (60 °C)
combinadas con una mayor proporcion de solvente son las mas efectivas para maximizar el
rendimiento de antocianinas. Y se comprueba al observar el rendimiento, resultando casi el
doble cuando se compara la extraccion a 40 °C y 60 °C con la misma relacién de 1:15. En
contraste, a 80 °C se observa un descenso en el rendimiento a medida que aumenta la
proporcidn de solvente, lo que confirma que las altas temperaturas pueden tener un impacto

negativo debido a la degradacion térmica de las antocianinas.
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VI. CONCLUSIONES

Se recolectaron las bayas de sauco fresco (Sambucus nigra L.) provenientes del
anexo de Colca, distrito de Acraquia provincia Tayacaja region Huancavelica y se
obtuvieron sub producto (cascaras y semillas).

Se determind la composicién proximal del subproducto fresco de sauco (Sambucus
Nigra L.), dando como resultado en base a g/100g: La humedad en 77,29 £ 0,09, el
contenido de cenizas en 4,75 = 0,06, el contenido de grasas en 2,84 + 0,01, el
contenido de proteinas en 11,18 £+ 0,09, los carbohidratos totales en 81,22 + 0,03, la
fibra cruda en 37,29 £ 0,24 y, por ultimo, el valor energético 89,32+0,03 Kcal /100g.
Se obtuvo colorante liquido a partir de subproducto de sauco y se evalu6 el efecto de
las variables de proceso (temperatura y la relacion solido solvente). Donde se
determind el contenido de antocianinas utilizando el método pH diferencial
expresadas en (cyanidin 3-glucoside(mg/kg).

Se afirma en la presente investigacion que la temperatura y la relacion
solido/solvente tienen un efecto significativo sobre el contenido de antocianinas y el
rendimiento del extracto de subproducto de sauco.

La combinacion 6ptima fue 60 °C y una proporcién sélido/solvente de 1:15 (0.067
g/ml), condiciones bajo las cuales se obtuvo el mayor contenido de antocianinas
(855.88 mg/kg) y el mayor rendimiento (26.53 umol/L).

Temperaturas superiores 80 °C redujeron significativamente ambos pardmetros,
probablemente por degradacién térmica de los compuestos fendlicos.

La técnica de extraccion asistida por ultrasonido, combinada con solventes
hidroalcohodlicos, demostro ser eficaz y adecuada para la obtencion de colorantes
naturales.

La valorizacion del subproducto del salco como fuente de pigmentos naturales
promueve la sostenibilidad y aprovechamiento integral de recursos agricolas locales.
La temperatura y la relacion sélido/solvente tienen un efecto significativo sobre el

contenido de antocianinas y el rendimiento del extracto de subproducto de salco.
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Vil. REMCOMENDACIONES

Se recomienda realizar estudios adicionales para evaluar este tipo de extraccion a
nivel industrial, asi como su sostenibilidad y costos en procesos a escala industrial.

Se recomiendan realizar investigaciones adicionales para explorar otras variables y
condiciones como como el tamafio de particula de la muestra, la presencia de
cosolventes o la adicidn de diferentes tipos de acidos que podrian mejorar aln mas
el rendimiento y el contenido de antocianinas totales del colorante extraido.

Se recomienda utilizar una temperatura alrededor de 60°C y una relacion:
solido/solvente de 1:15 para obtener tanto un contenido méximo de antocianinas
como un buen rendimiento en la extraccién. Estas condiciones proporcionan

resultados 6ptimos y son coherentes con los datos experimentales.

Se recomienda evaluar la estabilidad del extracto bajo distintas condiciones de
almacenamiento (luz, temperatura, pH) para asegurar su uso en productos con vida
atil prolongada.

Considerar el uso del residuo post-extraccion (rico en fibra) como ingrediente
funcional en productos de panaderia o suplementos dietéticos.

Implementar estudios piloto para validar la eficiencia del proceso a mayor escala,
evaluando el consumo energético, recuperacion de solventes y tiempos de
procesamiento.

Evaluar los costos operativos, insumos y retorno de inversion, incluyendo el
impacto ambiental del proceso para validar su viabilidad comercial.

Identificar otros compuestos bioactivos presentes en el extracto (como flavonoides,
acidos fendlicos) para potenciales aplicaciones nutracéuticas.

Por ultimo, la identificacion de otras antocianinas: Aungue se cuantificaron las
antocianinas en términos de cianidina 3-glucésido, seria relevante identificar y
cuantificar otros tipos de antocianinas presentes en la muestra todos estos puntos son
importantes a tomar en cuenta para proximas investigaciones relacionadas a
extraccion de colorantes de sub productos de Sambucus Nigra L, utilizado solventes

verdes.
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1X. ANEXQOS
Anexo 1

Identificacion de plantaciones de sauco (Sambucus nigra L.) y ubicacion geografica del

Anexo de Colca, distrito de Acraquia provincia Tayacaja — Huancavelica.

 Longitud 7455137
Elevaciort 3388+ ‘rSm
H‘edsifﬁ 28 ‘ ol

Anexo 2

Recoleccion de frutos de sauco en el del Anexo de Colca, distrito de Acraquia provincia

Tayacaja - Huancavelica
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Anexo 3

Constancia de determinacion botanica

. \ =" UNIVERSIDAD NACIONAL MAYOR DESAN MARCOS
AP P (Universidad del Perd, DECANA DE AMERICA) o
\ )m&mms MUSEO DE HISTORIA NATURAL

WAESTGADCN ¥ POSGRADO

17

“Afo de la unidad, la paz y ¢l desamollo™

CONSTANCIA N°122-USM-MHN-2023

LA JEFA DEL HERBARIO SAN MARCOS (USM) DEL MUSEO DE HISTORIA NATURAL, DE
LA UNIVERSIDAD NACIONAL MAYOR DE SAN MARCOS, DEJIA CONSTANCIA QUE:

La muestra vegetal (frtil) recibida de Max Antony Laguna Bernardo, Estudiante de pregrado de la
Universidad Nacional Autémoma de Tayacaja Daniel Hemandez Morillo ha sido estudiada y
clasificada como; Sambucus nigra L.y tiene la siguiente posicion taxondmica, segim ¢l Sistema de
Clasificacién APG IV (2016).

ORDEN : Dipsacales
FAMILIA : VIBURNACEAE
GENERO : Sambucus
ESPECIE : Sambucus nigra L.,

Nombre vulgar: “Salco”
Procedencia: Departamento de Huancavelica, Provincia Tayacaja, Distrito Pampas
Determinado por: MSc. Hamilton Beltran Santiago.

Se extiende la presente constancia a solicitud de la parte interesada, para los fines que estime

conveniente,
Lima, 15 de junio de 2023
7 JEFA DEL HERBARIO SAN MARCOS (USM)
Av. Amnakes 1256, Jesis Maria Telfs. (STIMT1-0117, 4704471 e-mail: herbarios m@unmsmoedu pe
Apdo. 14034, Lima 14, Perd 2656819,619-7000 anexa 5703 haps:fmuseo naunmsmeedupe
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Anexo 4

Produccién, superficie cosechada, rendimiento y precio en chacra de sauco 2022

Regién

Produccion

(©

Superficie

(ha)

Rendimiento

(kg/ha)

Precio en chacra

(SI. 1 kg)

Nacional

333

76

4.372

1,10

Amazonas

Ancash
Apurimac

Arequipa
Ayacucho
Cajamarca
Callao
Cusco
Huancavelica
Huéanuco

Ica

Junin

La Libertad
Moquegua
Pasco
Piura
Puno

San Martin

Nota: Fuente: Gerencias/Direcciones Regionales de Agricultura — SIEA, Ministerio de Desarrollo

Agrario y Riego - Direccion General de Estadistica, Seguimiento y Evaluacion de Politicas - Direccion

de Estadistica e Informacion Agraria.
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3.908

6.631

1.02

1.35




Anexo 5

Acondicionamiento de sauco (Sambucus Nigra L.)

3. Seleccion 4. Pesado
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Anexo 6

Obtencidn de subproducto de sauco (Sanbucus Nigra L.)

sartorius

~
&

3. Pesado 4. Envasado
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Anexo 7

Proceso de preparacion de solventes

1. Calibracion de equipo medidor de
pH, Buffersde 4, 7y 10

2. Preparacion de solventes a pH 2.5

Anexo 8

Proceso de extraccion de antocianinas de sub producto de sauco

i -

1. Dilucién de subproducto en solvente
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2. Diluciones a diferentes, relacion: solido/

solvente

4. Configuracién del equipo de bafio
ultrasénico

5. Muestras llevadas a bafio por
ultrasonido
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6. Proceso de extraccion mediante 7. Muestras llevadas a centrifuga
bafio de ultrasonido

8. Filtrado de extractos 9. Extractos filtrados llevados a
refrigeracion
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Anexo 9

Resultados de analisis proximal y contenido de antocianinas, emitido por el instituto de

ciencias de los alimentos y nutricion (ICAN)

M* Orden de Trabajo:
Cliente:

Ruc:

Nusil

Universidad San Ignacio de Loyola 5.A.

Instituto de Ciencias de los Alimentos y
Nutricion

Pagina 1 de 3
RUC. 20297868790

INFORME DE ENSAYO No. 0037-23_CIQA

Direccion legal del cliente:

Codigo de cliente:

Mumero de contrato (cotizaclén):
Producto descrito por el cliente:
ldentificacién de la muestra:

Mumero de muestras:

Cédigo de muestras - Cantidad:

Procedencia de la muestra:

Presentacién de la muestra:

ICAN-D056-23
Max Antony Laguna Bernardo

ICAN-0072-23

10 muestras de subproductos de sauco

CloA-070 al ClOA-081

10

ClIoa-070; CIOA-071; CIQA-072; CIQA-073; CIOA-074; ClOA-075; CIQA-076,
Claa-077,

ClOA-078, CIOA-079, CIOA-0B0, ClOA-081

Proporcionado por el cliente

1-Bolsa plastica y 9-frascos dmbar

Fecha de recepcién de la muestra: 14-11-2023
Fecha de inicio de andlisis: 16-11-2023
Fecha de término de andlisis: 01-12-2023
Fecha de emisidn de Informe: 14-12-2023
RESULTADOS
Muestra Ensayo Unidad Resultado Incertidumbre
Humedad (*) £/100g 77.28 -
Cenlzas (*) g/100g 1.08 -—
Grasa (*) £/100g 0.64 -—
Residuo de sauco
Proteina total (factor 6.25) (* 100 2,54 —
fresco ( ) () £/100g
Carbohidratos totales [**) g/100g 18.46 -—
Energla tatal (**) Keal/100g 89.76 —
Fibra cruda (*) e/100g B8.47 —
Muestra Ensayo Unidad Resultado Incertidumbre
Al Arntoclaninas totales (pH-diferencial) 598.28 -
A2 Antocianinas totales (pH-diferencial) 745.03 -
A3 Antacianinas tatales (pH-diferencial) 855.88 —_
Cyanidin 3-glucoside
B1 Antocianinas totales (pH-diferencial) (me/kgl 462 B8 -
B2 Antocianinas totales (pH-diferencial) 496,15 -
B3 Antocianinas totales (pH-diferencial) 498,96 —

Universidad 5an Ignacio de Loyola 5.A : Av, La Fontana 550 - Urb. San Cesar La Molina LIMA — PERU
ICAN USIL esta ubicado en: Campus USIL Pachacamac, Av. Pista Asfaltada, Fundo La Carolina Seccidn B, Parcela 1, |

Lima,

Lima, Peru - Web: https:/fusil.edu.pe/finvestigacion/ican
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Rl Antocianinas totales {p H-diferencial) 550.25 -—

Rz Antoclaninas totales [pH-diferencial) 548,98 -

R3 Antocianinas totales (pH-diferenciall 662.03 m—

ANEXC
Ensayo Norma Técnica Rango

ACAC Official Method 920.151; Cap, 37; Ed. 22, Pag 6,

Humedad* 2023 Solids (total) in fruits and fruit products - -
. ADAC Official Methed 940.26 (A); Cap. 37; Ed. 22, pég.

Canizs 7, 2023, Ash of fruits and fruit products - -
. AOAC Officlal Method 930,09, Cap. 3, Ed 22, Pag 28.

Grasa 2023, Ether Extract of plants - -

Proteinas* ICAM-CIOA - 001 (validado) -3 -
. ADCS American Oil Chemists Society Ba 6a405, Crude

Fibra cruda fuberin feed by filter bag technique, page 1-4, 1 -

Carbohidratos; Energla I"."Iarra Reyes Garcla; Ivan Gomez-Sanchez Prieto; Cecilia — —
Espinoza Barrientos, 2017, Tablas peruanas de

total - ) LA,

(**) composicién de alimentos, 10ma ed. Lima: Ministerio

de Salud, Instituto Naclonal de Salud.

MM, Glustl, R.E. Wrolstad, 2001, Characterization and
measurement  of  anthocyanins by Wevisible
Antocianinas totales | spectroscopy. F1.2.1-F1,2.13, Current Protocols in
[pHdiferendal) * Food Analytical Chemistry,
https: /fdoiorg/10.1002/047 1142913 faf010200

ANEXOS 1
Repeticion  de Proteina Carbohidrat
Muestra ensayo Humedad | Cenizas grasa total :::: o totales E::P
R1 77.38 109 0.64 251 849 18.38 89,32
Resldua  de
sauco fresco R2 77.19 107 0.65 257 845 18.52 90.21
Muestra Ensayo Unidad R1 R2 R3
Al Antocianinas totales 599,25 598,28 597,30
[pH-diferencial)
Al Anteclaninas totales 74407 745.03 745488
[pH-diferencial)

Universidad 5an Ignacio de Loyola 5.A @ Av. La Fontana 550 - Urb. 5an Cesar La Molina LIMA - PERU

ICAN USIL estd ubicado en: Campus USIL Pachacamac, Av, Pista Asfaltada, Funde La Caralina Seccion B, Parcela 1, Pachacamac,
Lima,
Lima, Peri- Web; https:/fusil.edu pe/finvestigacian/ican
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A3 Antocianinas totales B856.63 B55.88 B855.13
[pH-difere neial)
Bl Antocianinas totales 462.36 462.88 463.39
[pH-difere ncial)
B2 Antocianinas totales | Cyanidin 3- 495,56 496,15 496,73
[pH-difere ncial) glucoside
B3 Antocianinas totales (mefke) 499,02 498,96 498,89
[pH-difere ncial)
Rl Antocianinas totales 551.07 550.25 549,42
[pH-difere ncial)
R2 Antocianinas totales 548.89 548,98 549,06
[pH-difere neial)
R3 Antocianinas totales 660,02 662.03 664.03
[pH-difere neial)

Nota:

[*) Los métodos indicados no han sido acreditados por el INACAL — DA

[**) Por calculo matemat ico

Los resultados indicados en el presente informe solo afectan a la muestra tal como es recibida en el laboratorio,
Queda prohibida la reproduccion parcial o total de este informe sin la aprobacion por escrito del laboratorio. Las
incertidumbres estan recogidas en el anexo técnico adjunto.

El cliente debe proporcionar todos los datos asociados a latoma de Muestras, 5| ha sido efectuado por &,

NFA; No Aplica,

Los resultados de los ensayos no deberdn ser utilizados coma una certificacion de confor midad o como un certificado
del sistema de calidad,

Este documento al ser emitido sin el simbole de acreditacion, no se encuentra dentro del marco de la acreditacién
otorgada por INACAL.

ican %t
Mg, 8C. SANDRA CASIMIRO GONZALES
Jefe del ClIOA
WVicerectorado de Investigacion - TSIL

Universidad San lgnacio de Loyola 5.4 : Av. La Fontana 550 - Urb, San Cesar La Malina LIMA =PERU
ICAMN USIL estd ubicado en: Campus USIL Pachacamac, Av. Pista Asfaltada, Fundo La Carolina Seccidn B, Parcela 1, Pachacamac
Lirna,
Lira, Perd - Web: https:/fusil.edu.pefinvestigacion/fican
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Anexo 10

Matriz experimental completa

VARIABLES VARIABLES DEPENDIENTES
INDEPENDIENTES
Contenido de

Tratamiento  Repeticion ~ Temperatura Relacion: ~ antocianinas totales Rendimiento
(°C) sélido/solvente  (Cyanidin 3- (umol/ml)
(g/m) glucoside (mg/kQg))
1 1 40 1:15 660.02 20.46
2 1 40 1:10 548.89 11.53
3 1 40 15 551.07 6.06
4 1 60 1:15 856.63 26.56
5 1 60 1:10 744.07 15.63
6 1 60 15 599.25 6.59
7 1 80 1:15 499.02 15.47
8 1 80 1:10 495.56 10.41
9 1 80 15 462.36 5.09
1 2 40 1:15 664.03 20.58
2 2 40 1:10 549.06 11.53
3 2 40 1:5 549.42 6.04
4 2 60 1:15 855.13 26.53
5 2 60 1:10 745.98 15.67
6 2 60 1:5 597.30 6.57
7 2 80 1:15 498.89 15.47
8 2 80 1:10 496.73 10.43
9 2 80 1:5 463.39 5.10
1 3 40 1:15 662.03 20.52
2 3 40 1:10 548.98 11.53
3 3 40 1:5 550.25 6.05
4 3 60 1:15 855.88 26.53
5 3 60 1:10 745.03 15.65
6 3 60 15 598.28 6.58
7 3 80 1:15 498.96 15.47
8 3 80 1:10 496.15 10.42
9 3 80 15 462.88 5.09
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Anexo 11

Analisis de varianza para el contenido de antocianinas
Nivel de significancia a = 0.05

Hipotesis Nula: Todas las medias son iguales
Hipotesis Alterna: No todas las medias son iguales

a) Datos de los factores

Factor Niveles Valores
Temperatura (°C) 3 40, 60, 80
Relacion: Solido /solvente (g/ml) 3 1:15, 1:10, 1:5

b) Prueba de Normalidad contenido de antocianinas totales

Grafica de probabilidad normal
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Residuo

Se observa que los residuos del modelo siguen razonablemente una distribucion
normal. Esto sugiere que el supuesto de normalidad es valido, por lo tanto, los resultados

y las inferencias realizadas a partir de este modelo son confiables.
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¢) Histograma de residuos para el contenido de antocianinas totales

Histograma
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Residuo

El histograma muestra una distribucion aproximadamente simétrica. Esto sugiere
que, la distribucién de los residuos es razonablemente normal y adecuada en este modelo.

d) Graficas de residuos

vs. ajustes
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Anexo 12

Analisis de varianza para el rendimiento

Nivel de significancia a = 0.05

Hipotesis Nula: Todas las medias son iguales
Hipotesis Alterna: No todas las medias son iguales

a) Datos de los factores

Factor Niveles Valores
Temperatura (°C) 3 40, 60, 80
Relacion Solido /solvente (g/ml) 3 1:15, 1:10, 1:5

b) Prueba de Normalidad para rendimiento el rendimiento

Grafica de probabilidad normal
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Residuo

Los residuos del modelo de rendimiento siguen razonablemente una distribucién
normal. Esto sugiere que el supuesto de normalidad es valido, por lo tanto, los resultados

y las inferencias realizadas a partir de este modelo son confiables.
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¢) Histograma de residuos para rendimiento

Histograma
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Residuo

El histograma muestra una distribucion aproximadamente simétrica. Esto sugiere

que, distribucion de los residuos es razonablemente normal y adecuada en este modelo.
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