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Resumen

Este articulo estudia la extracciéon con disolventes de antocianinas a partir del
subproducto generado en el despulpado de la mora de castilla, utilizando extraccién con
etanol en concentraciéon de 75%, 85% y 96% (v/v), mediante método soxhlet y
ultrasonido. El mayor rendimiento de extracto se obtuvo en la extraccion asistida con
ultrasonido con etanol 96% (v/v), produciendo 65.85 % 5.25 g de extracto por cada 100
g de residuo en concentracién de 661.944 mg de cianidin-3-glucosido/L. El extracto
producido puede ser utilizado como colorante natural, considerando que se verifico la
presencia de antocianinas mediante espectrofotometria y la prueba cualitativa de cambio
de color segun el pH.
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Abstract

Andean blackberry is one fruit wide industrial interest and recognized for anthocyanins
content. The solvents extraction of these components from blackberry byproduct was
studied by extraction with ethanol, two method were used, soxhlet and ultrasound. The
concentration was varied on 75%, 85% y 96% vol. It was identified that the extraction
with ultrasound with 96% vol. ethanol, generated the highest yield of 65.85 + 5.25 g
extract/100 g waste with 661.944 mg cyaniding-3-glucoside/L. The extract produced
can be used as a natural dye considering that the presence of anthocyanins was verified
by spectrophotometry and the qualitative color change test according to the pH.
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INTRODUCCION

La mora de castilla (Rubus glaucus benth) es una fruta originaria de la zona andina
tropical alta de América, con gran variedad de especies ampliamente cultivadas en clima
tropical (Ministerio de Agricultura y Desarrollo Rural y Dane 2013). Se cultiva en forma
silvestre en muchos paises por su follaje (Aramwit, Bang y Srichana, 2010). Los frutos
de mora se pueden destinar a consumo en fresco, aunque, por ser perecederos, se
prefiere el procesamiento en jugos, pulpas, vinos, entre otros medios (Khalifa, Zhu, Li
y Li, 2018).

La mora de castilla es una fruta compuesta por 85% de agua y materia seca, formada
mayoritariamente por carbohidratos, compuestos nitrogenados, minerales, entre otros.
La fraccién aprovechable en pulpa oscila entre el 62 y el 74% (Ayala, Valenzuela y
Bohérquez, 2013), lo que sustenta su importancia a nivel comercial. Como el
procesamiento de frutas genera altos voliimenes de residuos organicos que terminan en
los rellenos sanitarios y considerando sus limitaciones de capacidad, se hace necesaria
la valorizacién de estos materiales mediante diferentes tecnologias (Yepes, Montoya y
Orozco, 2008). Dentro de las opciones de aprovechamiento de los residuos vegetales se
encuentran la alimentacién animal y humana, la obtencion de biogés y la extraccién de
componentes funcionales o nutricionales. Se han extraido compuestos polifendlicos
desde subproductos industriales, como orujo de uva roja, cebolla, aceitunas, tomates y
cascaras de residuos de limén (Pani¢, Gunjevi¢, Cravotto y Radojci¢, 2019).

En el caso particular de la mora, en el proceso de despulpado se genera un
subproducto compuesto por las semillas y parte del material comestible; este residuo
puede ser aprovechado para la recuperaciéon de las antocianinas como colorantes
alimentarios (Guo et al., 2019). El interés por los pigmentos antocidnicos se ha
incrementado en los udltimos afios (Garzoén, 2008). Segtn los aportes realizados por
Aramwit et al. (2010), Cai et al. (2016) y Heinonen et al. (2016), las antocianinas son
benéficas para la salud por su actividad antioxidante, ademas de tener propiedades
antimicrobianas, antivirales y antiinflamatorias, por lo que la ingesta alimentaria a largo
plazo de antocianinas puede reducir el riesgo de cancer, enfermedades cardiovasculares,
entre otras (Heinonen et al., 2016). A pesar de las ventajas de las antocianinas como
potenciales sustitutos de los colorantes artificiales, hay aspectos que limitan su
aplicacién industrial, como son la baja estabilidad y 1a falta de disponibilidad de material
vegetal (Garzon, 2008).

Las antocianinas son compuestos polifendlicos, principales responsables del color
rojo, morado, violeta y azul de las frutas, verduras y cereales (Garzén, 2008). Dentro de
los principales componentes de las antocianinas se destaca la cianidina-3-O-glucésido,
la cianidina-3-O-rutinésido, la cianidina-3-O-(6”-malonil-glucésido) y la cianidina-3-
O- (6”-Dioxalilglucésido), los dos tltimos en menor proporcion (Aramwit et al., 2010;
Guo et al., 2019). Particularmente, se reporta un contenido de 3.000 mg.kg™* de peso
fresco en las frutas de mora (Cai et al., 2016; Khalifa et 4l., 2018).

El estudio de metodologias para la extraccion y aplicacion de las antocianinas como
colorantes naturales genera una alternativa para la produccion de colorantes sintéticos,
como la tartrazina, la cual abarca un gran rango de productos alimenticios en el mercado
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(Parra, 2004). Dentro de las tecnologias disponibles para la obtencién de antocianinas
se encuentra la extraccién con disolventes polares (Pani¢ et al., 2019). Adicionalmente,
se establece que la forma quimica y estabilidad de las antocianinas dependen del valor
del pH, por lo que es una variable de control del proceso. Chandrasekhar, Madhusudhan
y Raghavarao (2012) obtuvieron en sus ensayos con diferentes medios de extraccion el
etanol acuoso acidificado (50%, v/v); en este caso, el mejor resultado fue un extracto
con 390.6 mg/L de antocianinas.

Liu, Yang, Zhou, Wen, & Dong (2019) investigaron el efecto de la concentracion de
etanol variando entre 0 y 60% v/v; los resultados indicaron que el contenido de
antocianinas en el extracto aument6 a medida que aument6 la concentracion de etanol;
aqui se obtuvieron 31.16 mg de antocianinas totales/100 g de patatas moradas con etanol
al 30% v/v, con minima cantidad de acido critico e irradiacion de microondas.

Cai et al. (2016) hacen un comparativo entre diferentes métodos de extraccion; en
orden decreciente en cuanto a la eficiencia de extraccion de antocianinas, los métodos
estudiados fueron: extraccién acelerada con solvente (ASE), extraccion asistida por
ultrasonido (UAE) y extraccién convencional (CE); con esta ultima tecnologia, el
rendimiento fue de 218-244 mg/100 g de peso seco. Segtin Huang et al. (2019), la UAE
facilita la penetracién del disolvente en la matriz sélida. Este efecto se evidencia en el
estudio de Corona-Jiménez, Martinez Navarrete, Ruiz-Espinoza y Carranza-Concha
(2016); de acuerdo con la investigacion, “el proceso asistido por ultrasonido mostro
mayor capacidad de extraccién respecto que los métodos convencionales” (p. 403);
ademas, indica que el efecto del método depende de la potencia ultrasénica aplicada y
del tiempo de extraccion, por lo que la aplicacién de esta tecnologia requiere de estudios
para establecer las mejores condiciones de operacion.

Herrera y Rodriguez (2016) realizaron extraccién de antocianinas del agraz,
utilizando método soxhlet y microondas, en los que se obtuvo 3969.7 y 3837.4 mg de
cianidin-3- gluc6sido/100 g, respectivamente. La investigacién de Puertas-Mejia, Rios-
Yepes y Rojano (2013) trabajo6 sobre la extraccion de antocianinas del frijol (Phaseolus
vulgaris L.), utilizando el método convencional solido-liquido y extraccion asistida por
microondas, en los que se obtuvo 5524.18 y 5108.58 mg de cianidin-3-glucé6sido/100 g,
respectivamente.

En el presente trabajo se obtuvo un extracto antocianico a partir del residuo de mora,
con potencial aplicacién como colorante aditivo para alimentos, puesto que la NTC 409
(ICONTEC, 2001) considera como colorante natural al extracto obtenido a partir de una
fuente animal, vegetal o mineral; de otra parte, el extracto obtenido generaria interés
para la industria alimentaria, dada la marcada tendencia hacia el consumo de productos
mas naturales (Parra, 2004). La extraccion se realiz6 con etanol en solucién acuosa, ya
que es el mejor disolvente convencional por su disponibilidad y bajo impacto ambiental
(Pani¢ et al., 2019). Ademas del método soxhlet, se utiliz6 el proceso asistido por
ultasonido para comparar el rendimiento de la extraccién con esta tecnologia.

En los dos métodos se vari6 la concentracion de etanol en 75%, 85% y 96% (v/v),
para establecer su efecto en el rendimiento de la extraccién y en la concentracién de
antocianinas presentes en el extracto. Finalmente, para establecer el potencial de
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recirculacion del disolvente, se compard el rendimiento y concentracién de antocianinas
en el extracto obtenido con etanol fresco al 96% v/v y etanol recuperado del
rotoevaporador.

Metodologia

A continuacién, se describe el proceso de preparacién de las muestras, la
comparacion de los métodos de extraccion y el efecto de la concentracion de la solucién
de etanol. Finalmente, se realiza la caracterizacion del extracto obtenido para establecer
la cantidad de antocianinas.

Acondicionamiento de la materia prima

Se realiz6 la recoleccion del residuo generado en el proceso de despulpado de la
mora de castilla y se almacené a 2 °C en bolsas herméticas.

Acidificacion de la muestra

Se prepar6 una solucion de 4cido citrico mediante disolucién de 20 g del acido por
cada 100 ml de agua. Cada muestra de residuo se peso, se determiné su pH y se acidificé
hasta un pH de 2.8.

Secado de la muestra

Se tomaron 500 g de muestra previamente acidificada y se realiz6 el secado a
temperatura de 40 °C durante 48 h (Paes, Dotta y Martinez, 2013). La muestra seca se
trituré en una licuadora para alimentos, CBL 999, durante 2 min para disminuir el
didmetro de particula. La muestra molida se empacé en bolsas herméticas para prevenir
su oxidacion.

Extraccion

Los métodos de extraccién utilizados fueron soxhlet y extraccién asistida por
ultrasonido, usando etanol como disolvente en tres concentraciones 96%, 85% y 75%
(v/v). Adicionalmente, después de la rotaevaporacién del extracto obtenido con el etanol
al 96 % v/v, se realizé la extraccion con el disolvente recuperado en el rotaevaporador
para comparar los resultados obtenidos con el disolvente al 96% fresco. Para cada
condicion experimental se realizaron tres repeticiones y se utiliz6 26.6 g de muestra seca
y molida.

Extraccion soxhlet

La muestra se colocé en papel filtro dentro del tubo extractor y se adicionaron 400
mL de disolvente en un balén esmerilado. Posteriormente se realizé el calentamiento
controlando la temperatura, para evitar la ebullicién violenta del disolvente; por su parte,
el proceso de extraccion se llevo a cabo durante 240 min, aproximadamente.
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Extraccion asistida por ultrasonido

La muestra se colocd en el interior de un beaker de 250 ml y se adicionaron 400 ml
de solucion extractora. Posteriormente, el beaker tapado se sumergié en un bafio
termostatico en el interior del Ultrasonido WiseClean modelo WUC-D0O6H a 112.5
Watts, temperatura de 40 °C y durante 90 min. Una vez finalizado este procedimiento,
la muestra se centrifugd para separar el sélido del extracto; las condiciones de
centrifugacién fueron 6000 rpm, 30 min y 10 °C.

Purificacion del extracto

Se realiz6 la rotavaporacion de la muestra centrifugada en un equipo Heidolph a
temperatura de 60 °C y presién de vacio de 175 mbar. El extracto obtenido se almacend
a 2 °C después de enfriarse en envases de color &mbar, previamente esterilizados.

Caracterizacion cualitativa vy cuantitativa de antocianinas

Se realiz6 una prueba cualitativa mediante ensayo acido-base para verificar
presencia de antocianinas. La cantidad de antocianinas se determiné mediante
espectrofotometria.

Ensayo acido-base

En un tubo de ensayo se adicionaron 2 mL de extracto y 0.8 mL de acido acético
glacial al 99.6 %; para hacer la prueba a pH alcalino, en otro tubo de ensayo con 2 mL
de extracto se adicionaron 0.8 mL gotas de hidréxido de sodio 2N. Para las antocianinas
en presencia de sustancias acidas se produce una reaccion de metoxilacién, generando
una tonalidad roja y en medios alcalinos se presenta la reaccion de hidroxilacion,
evidenciada con el color verde (Herrera y Rodriguez, 2016).

Espectrofotometria

La cuantificacion se realiza mediante el método de pH diferencial, que se basa en el
cambio estructural de las antocianinas por la variacién del pH, manifestado por un
cambio en la absorbancia. A pH 1 la muestra se torna coloreada porque predomina el
cation flavilio, de color rojo, mientras que a pH 4.5 aparece la forma carbinol, que es
incolora (Paes et al., 2013). Para el ajuste de pH se prepararon las soluciones buffer de
cloruro de potasio (KCl) 0.025M/HCI pH=1 y de acetato de sodio (CHzCO,Na)
0.4M/HCI pH de 4.5 (Chavez y Ordoiiez, 2013).

Para la cuantificacién de las antocianinas totales se emple6 el método descrito por
Martinez-Cruz et al. (2011), con el que se determina la absorbancia total por medio de
la siguiente expresion:

A = (Axmax — 4700 nm)le — (Aaxmax — 4700 nm)pH4,5 (1)

El contenido total de antocianinas monoméricas y de antocianinas totales, expresadas
como cianidina-3-glucésido, se calcula con las ecuaciones 2 y 3, respectivamente.
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mg.  A.PM.FD.1000 @)
CAmuﬁif)= L
mg (Ahmax — A?JOO)le- PM.FD.1000 3)
Cav. (T) = Te L

Doénde Canm es concentraciéon de antocianinas monoméricas; Ca., concentracion de
antocianinas totales; A, absorbancia total; Ajma, absorbancia maxima leida en el
intervalo de longitud de onda (de 510 a 600 nm); PM, la masa molecular de la cianidina-
3-glucosido (449.2 g/mol); FD, factor de dilucion; &, absorbancia molar de la cianidina-
3-glucosido (26900 L/cm.mol), y L, grosor de la cubeta (1 cm).

La longitud de onda en la que se espera la maxima absorbancia (Axmax) 0scila entre
510 y 540 nm (Liu et al., 2019; Aramwit et al., 2010), por lo cual se realizé la lectura
de absorbancia para cada extracto entre 510nm y 600 nm y luego a 700 nm. Cada
muestra se diluy6 cuarenta veces con las soluciones buffer pH=1 y pH=4.5; por su parte,
para la lectura de absorbancias se utilizé6 un espectrofotémetro Jenway 6320D con
precision de + 2 nm.

Cantidad de extracto

Para los extractos de mayor concentracién, se determin6 el volumen y la densidad
con picnémetro. El rendimiento de cada método de extraccién se calcul6 con la ecua-
cion 4.

L. Mextracto pEx-Vext 4
% rendimiento = = 4)

Myesiduo seco Myesiduo seco

Doénde Mexiracto €5 masa del extracto (g); pex, densidad del extracto (g/mL); Vexs
volumen del extracto después de rotavaporar (mL), Y Mresiduo seco, Masa de residuo seco y
triturado (g).

Resultados

Los primeros resultados corresponden a la determinacién de humedad del residuo
con valor de 83.23 + 3.3 %, que coincide con lo reportado por la bibliografia, es decir,
de 85% (Ayala et al., 2013).

Como se puede observar en la Figura 1, se extrae mayor cantidad de antocianinas
utilizando el método de ultrasonido con etanol al 96% y 85%. Como lo afirman Liu et
al. (2019), a mayor concentraciéon de etanol, hay mayor extraccion, porque se favorece
la presencia de etanol en la fase vapor, lo que incrementa la tasa de transferencia de
masa desde el sélido hacia el disolvente. No obstante, para la extraccién con etanol al
75%, la mayor concentracion de antocianinas se obtiene por el método soxhlet. En este
caso, la menor concentracion de etanol con ultrasonido no condujo a mayor rendimiento
respecto al método soxhlet, lo cual puede atribuirse a que el tiempo y la temperatura del
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ultrasonido de mantuvieron en 90 min y 40 °C. El soxhlet oper6 durante 240 min y a
temperatura de ebullicién de la solucién de etanol, aproximadamente de 72 °C, lo que
condujo a mayor cantidad de antocianinas en el extracto. Segun lo reportado por
Corona-Jiménez et al. (2016), la tasa de extracciéon con ultrasonido depende de la
combinacion de las variables del proceso, es decir, tiempo, temperatura y potencia
ultrasénica aplicada.

Figural

Rendimiento de la extraccidon de antocianinas.
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96% 85% 75%

Concentracién de etanol (v/v)

Nota. Esta es la comparacién de la cantidad de antocianinas monomeéricas (medidas
como mg de cianidin-3-glucosido), obtenida por cada 100 g de residuo seco.

La extraccion con etanol al 96% genera la mayor concentracién de antocianinas
reportadas en cantidad de cianidin-3-glucésido, siendo mayoritaria por el método de
ultrasonido, aunque se realizé en menor tiempo, lo que implicaria una mayor eficiencia
del proceso (ver Figura 2). El mejor desempefio del ultrasonido puede asociarse a su
efecto positivo en la tasa de transferencia de masa (Huang et al., 2019), aunque deberia
evaluarse bajo otras condiciones experimentales para validar la interaccién de las
variables de la operacion.

Los resultados en términos de concentracién son comparables con lo obtenido por
Chandrasekhar et al. (2012), quienes obtuvieron 390.6 mg/L. de antocianinas con etanol
acidificado (50%, v/v). En este estudio se obtuvo mayor concentracién de antocianinas
en la medida que se increment6 la proporcion de acidulante (HCI) en el disolvente, lo
cual se atribuye a mayor estabilidad de las antocianinas a pH acido. Por otra parte, el
aumento en la concentracion de etanol se presentd hasta 50% v/v; para mayores
concentraciones, segin Chandrasekhar et al. (2012), se reduce la extracciéon de
antocianinas hidrofilicas, por lo que su concentracién en el extracto es menor.
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Figura 2

Concentracion de antocianinas en los extractos obtenidos.
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Nota. Se determiné la concentracién de antocianinas monoméricas en el extracto
obtenido del rotaevaporador para cada una de las condiciones experimentales evalua-
das. Los extractos mas concentrados también se obtuvieron con las concentraciones
de etanol de 96 y 85% v/v.

Tras considerar que con los dos métodos se obtuvo el mayor rendimiento y que el
extracto mas concentrado fue con etanol al 96% v/v, se procedi6 a realizar el proceso
de extraccién con el etanol recuperado en el rotaevaporador, manteniendo las mismas
condiciones de tiempo, temperatura y relacion disolvente/residuo seco de los ensayos
originales (ver Tabla 1). El método que genera el extracto mas concentrado sigue siendo
el ultrasonido y con etanol 96% v/v, generando 661.944 mg/L. de antocianinas totales
respecto al 465.342 mg/L producido por el método soxhlet.

Tabla 1

Efecto de utilizar etanol recuperado en concentracion del 93.8%

, .y Antocianinas totales Antocianinas monoméricas
Meétodo y concentracion myg cianidin—3—glucdsido myg cianidin—3—glucdzido
etanol v/v 1 I
Soxhlet, etanol 96% 465.342 +0.833 34.44 + 0.154
Soxhlet, etanol 93.8% 414.355 +0.483 29.040 + 0.452
Ultrasonido, etanol 96% 661.944 £+ 1.966 55.772 +0.136
Ultrasonido, etanol 93.8% 517.220+2.43 40.003 +0.284

Nota. La tabla muestra los resultados obtenidos para antocianinas totales y monomeéricas.
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Con los dos métodos aplicados, soxhlet y ultrasonido, la concentracién de
antocianinas en el extracto generado con el disolvente recuperado fue menor, lo que
puede deberse a la menor concentracion de etanol y a la presencia de otros compuestos
con el disolvente (ver Figura 3).

Figura3

Comparacion de la cantidad de extracto obtenido con etanol fresco (96 % v/v) y
recuperado (93.8 % v/v).
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Nota. Se visualizan aqui los resultados de cantidad de extracto obtenido con los dos
métodos de extraccion utilizados, comparando los resultados de los extractos
obtenidos con etanol al 96% y con el etanol recuperado del rotoevaporador, que
registré concentracién del 93.8%.

El rendimiento en la extracciéon realizada con etanol recuperado de la
rotoevaporacion fue inferior al obtenido con etanol fresco, lo que posiblemente se debe
a la menor concentracion del etanol. Heinonen et al. (2016) afirman que en la operacién
se extraen, en conjunto con las antocianinas, otros compuestos, como azucares, acidos
organicos, proteinas, entre otros, por lo que seria necesaria la purificacion del extracto,
considerando que algunos de estos componentes pueden degradar las antocianinas
durante el almacenamiento o dificultar el procesamiento posterior.

Pruebas cualitativas

En la Figura 4 se presentan los resultados de la prueba cualitativa aplicada a los
extractos con etanol al 96% y al 85% con los dos métodos. Al variar el pH de 4cido a
alcalino se obtuvo coloracién roja y verde, respectivamente, lo que demuestra presencia
de antocianinas en los extractos obtenidos. Con esto se verifica que las antocianinas se
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comportan como indicadores acido-base, en la medida en que varian su tonalidad segtin
el pH (Herrera y Rodriguez, 2016).

Figura 4

Resultados del ensayo acido-base.

5

(b)

(© (d)

Nota. En las figuras 4a y 4b se muestran los extractos obtenidos por soxhlet a
concentraciones de 96% y 85%, respectivamente. Las figuras 4c y 4d evidencian los
extractos obtenidos por ultrasonido y con las mismas concentraciones de etanol.
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Se comprueba de forma cualitativa la presencia de antocianinas en los extractos
generados con diferentes concentraciones de etanol. Se evidencia que el mayor valor se
obtiene alrededor de 540 nm, lo que indica la presencia de antocianinas, puesto que,
segiin Martinez-Cruz et al. (2011), en una la longitud de onda mayor a 500 nm se
presenta la absorciébn maxima caracteristica de flavonoides del grupo de las
antocianinas.

Figura 5

Absorbancia en funcidn de la longitud de onda con etanol 96% v/v.
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Nota. Estas son las lecturas realizadas para la absorbancia desde 510 nm hasta 600 nm
y a 700 nm.

En la Figura 5 Se verifica lo expuesto por Paes et al. (2013), porque,
independiente del método soxhlet o ultrasonido, los valores mas altos de
absorbancia se presentan a pH 1.0, en el que predomina la forma coloreada de las
antocianinas; por su parte, a pH 4.5, la absorbancia es inferior a 0.2, lo que se debe
a que predomina la forma incolora.

Conclusiones

Se realizé la extraccion de antocianinas con etanol, que con ultrasonido generd el
mayor rendimiento medido, es decir, 71.1 g de extracto por 100 g de residuo seco.
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Adicionalmente, proporciona un extracto con 661.944 mg/L de antocianinas totales, que
es la mayor concentracién obtenida entre los métodos utilizados. Los mejores
rendimientos y concentraciéon en el colorante se obtuvieron con las mayores
concentraciones de etanol; aunque es importante validar la interaccion entre las
variables de temperatura, tiempo y concentracion de etanol para cada método, puesto
que con etanol 75% v/v se obtuvo mayor concentraciéon de antocianinas con el soxhlet.

Por otra parte, se demostré que el etanol recuperado en el rotoevaporador puede ser
reutilizado para posteriores extracciones, que al registrar concentracién del 93.8%
evidencia una capacidad comparable con el etanol fresco. Se haria viable el proceso en
la medida que se valide la cantidad de disolvente de reposicién requerido dadas las
pérdidas por evaporacién.

Se comprob6 que el extracto obtenido contiene antocianinas, lo que lo hace
potencialmente aplicable como colorante natural. Al realizar el espectro de absorbancia
desde 510 nm, se verifica que la méaxima absorbancia se presenta al valor esperado para
el grupo funcional caracteristico de las antocianinas. Adicionalmente, se obtuvo en el
extracto el color esperado segtin el pH del medio.
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