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RESUMEN

La presente investigacion fue realizada en los laboratorios de la Universidad de
las Américas. Este estudio evalla el método de extraccion, el tiempo de
maceracion, la temperatura de maceracion, la solucion de maceracion y la
cantidad de antocianinas obtenidos en el mortifio. Se determind el ambiente
mas efectivo.Para realizar la experimentacion se utilizd6 mortifio proveniente de
la provincia de Caiiar, el mortifio utilizado tenia 30 dias de maduracién lo que
favorece la extraccion de antocianinas. Las variables que se utilizaron fueron
temperatura 2 C, 25 C y 62 C, tiempo 4, 14 y 24 horas, solucion de
maceracion alcohol metilico, alcohol etilico y éter, acidificacién con acido citrico
0.02% y soluciones buffer de pH 1y pH 4.5.

Tras el analisis se pudo detectar que la experimentacion realizada con alcohol
etilico fue la mas adecuada dando como resultado que la prueba mas exacta
Shapiro-Wilk con una probabilidad de 0.184822 la cual no rechaza la idea de
gue proviene de una distribucion normal del 95% de confianza, el R cuadrado
obtenido es del 39.2715 % pero ya que la experimentacion define un disefio
experimental 23 no se puede establecer una confiabilidad del 95% solo con
observar los resultado del R cuadrado, lo que no sucedié en la experimentacion
con alcohol metilico ya que la prueba de Shapiro-Wilk se rechaza pero se
aprueba la prueba del Chi cuadrado y a su vez la prueba de Durbin-Watson y
para finalizar la experimentacion con la solucion de éter no fue la adecuada ya
qgue rechaza todas las pruebas lo que nos indica que la solucién de éter no es
la adecuada para la obtencién de antocianinas debido a su alto grado de

volatilizarse.

Finalmente se determiné que las mejores condiciones para la obtencién de
antocianinas deben ser con una solucion de alcohol etilico a una temperatura
de 2 C a un tiempo de maduracion de 24 horas asi obteniendo un maximo
promedio de 4.53503 mg / I.



ABSTRACT

This research was performed at the laboratories of the Universidad de las
Americas UDLA (Quito-Ecuador). This study evaluates: the extraction method,
the maceration time, the temperature of maceration, the maceration solution
and the amount of anthocyanins obtained from the Andean blueberry. The most
effective environment was determined. For this experimentation, the variety of
Andean blueberry used, was the one endemic of the Cafar province in
Ecuador. The Andean blueberry used had 30 days of ripening, which favors the
extraction of anthocyanins. The variables used were: Temperature: 2 C, 25 C
and 62 C. Time: 4 hours, 14 hours and 24 hours. Maceration Solution: Methyl
alcohol, ethyl alcohol and ether. Acidification: citric acid 0.02%. And Buffer

solutions: pH 1 and pH 4.5.

After analysis it was detect that the experimentation with Ethyl alcohol was the
most appropriate, resulting in the most accurate test Shapiro-Wilk with
probability 0.184822; which does not discard the idea that it proceeds from a
normal distribution of 95% reliability, the R-squared obtained is 39.2715%. But
since this experimentation defines an experimental design 23, there cannot be
establish a reliability of 95% only by the R-squared result. This did not happen
when experimenting with Methyl alcohol because Shapiro-Wilk test was
rejected, but Chi square test was approved as well as Durbin-Watson test.
Then, the experiment with the ether solution was inadequate because all tests
were rejected; which indicates that the ether solution is not appropriated for

obtaining anthocyanins, due to its high degree of volatility.

Finally, it was determined that the best conditions for obtaining anthocyanins
must be with a solution of ethyl alcohol at temperature of 2 C to a maturation

time of 24 hours. Thereby obtaining a maximum average of 4.53503 mg / |.
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INTRODUCCION

Problematica

Se ha desarrollado procesos para optimizar las técnicas y métodos de
extraccion de antocianina del mortifio (Vaccinium floribundum, Kunt), para

mantener su actividad bioldgica especifica.

Justificacion

El mortifio (Vaccinium floribundum, Kunt) es una especie vegetal silvestre
domesticada muy apetecida en el mercado europeo y norte américa como
alimento. Se usa mayormente en reposteria y se lo conoce como andean
blueberry. El mortifio es un cultivo que no se lo encuentra disponible todo el
afio por lo que la mejora esta enfocado en producir resistencia a
enfermedades, a aumentar el vigor y mejorar el habito de la planta (Chaparro,
1999, pp.47-48).

El interés de consumo de mortiio se debe a que es una fruta rica en
antocianinas que ejercen efectos positivos sobre la salud humana y la
disminucién de enfermedades como trastornos biliares, escorbuto y

desordenes cardiovasculares (Cobo, 2014, pp.13-14).

El mortifio tiene cualidades medicinales y se han identificados vitaminas,
pectina, celulosa y antocianinas, estas Ultimas son compuestos que han
demostrado tener propiedades antioxidantes, antitumorales, anti ulcérales vy

antiinflamatorios. (Truijillo, 2008, pp.1-4).

Con estos antecedentes la conduccion de estudios para la extraccion y
concentracion de antocianinas es importante mediante técnicas y métodos que

puedan ser desarrolladas a nivel agroindustrial y de alimentos.



Hipotesis
Existe alguna técnica para optimizar los métodos de extraccion de antocianinas

del mortifio (Vaccinium floribundum, Kunt), para aplicaciones agroindustriales.

Objetivo General

Optimizar las técnicas y meétodos de extraccion de antocianina del mortifio

(Vaccinium floribundum, Kunt), para mantener su estabilidad quimica.

Obijetivos especificos

e Seleccionar el método térmico de extraccion de antocianinas del mortifio

que conserve las principales caracteristicas de compuesto quimicos.

e Evaluar los métodos de concentracion de antocianinas del mortifio

(Vaccinium floribundum, Kunt).

e Optimizar mediante el método de superficie de respuesta la
concentracion de la antocianina de mortifio (Vaccinium floribundum,
Kunt).

Alcance

La presente investigacion tiene la finalidad de determinar los compuestos
fendlicos correspondientes a antocianinas del mortifio (Vaccinium floribundum,
Kunt). Esta investigacion se la realizara en los laboratorios de la Universidad de
las Américas. Se determinard un método de extraccién de antocianinas del
mortifio. La evaluacién correspondiente a cada método de concentracion de
extractos de los compuestos fendlicos del mortifio y optimizacion seran
desarrolladas mediante el método de superficie de respuesta considerando un

factor de gran importancia a la concentracion de la antocianina de mortifio.



El métodos de extraccién de antocianinas a utilizar es la maceracién tomando
en cuenta 3 pardmetros distintos de temperaturas (62°C, 25°C y 2°C) y tres
reactivos distintos para la maceracion y una constante acidificante de 0.02% de
acido citrico (Cano, 2011, pp.35-36).

Los métodos de concentracién de antocianinas se los realizara por medio de
diferencial de pH, tomando en cuenta el uso de varios equipos como rotavapor

y espectrofotometro (Menéndez, 2008, p.1).

1 MARCO TEORICO

1.1 Antecedentes

El mortifio es una planta perteneciente a la familia Ericacea, género Vaccinium
originario del norte de los Andes. Dentro de este género se han identificado
mas de 400 especies entre las cuales se encuentran genotipos de interés de
agronomico, alrededor del mundo debido a la cantidad de compuestos
bioactivos. El mortifio es una fruta pequefia y se desarrollada de forma silvestre
en un rango de 1600 a 3800 msnm en el Ecuador (Mayorga, 2012, pp.1-2), se
lo puede localizar en Angel provincia del Carchi y en el Tambo provincia de
Canar (Mufioz, 2004, pp.2-3).

El mortifio (Vaccinium floribundum, Kunt) se desarrolla mejor en suelos con un
pH acido, ademas tiene mayor adaptabilidad en suelos arenosos o francos
generalmente humedos, tomando en cuenta factores como temperatura,
exposicion al sol, humedad relativa y la zona de plantacion es necesario
conocer que los suelos deben tener un buen drenaje ya que el mortifio no

tolera los encharcamientos (Pérez, 2013).

El mortiio es comercializado en mercado locales como fruta fresca. Para el
Ecuador, se considera disponible debido a que crece de forma silvestre, sin
embargo un bajo indice de consumo de mortiio cuando esta fresco
normalmente es adquirida para la preparacion de la colada morada en el mes

de noviembre (Tupuna, 2012, pp.1-5).



El mortifio tiene dos colectas al afio las cuales se las realiza la primera entre
julio y agosto y la segunda colecta entre octubre y noviembre debido a los

requerimiento climaticos (Arias, 2013,p. 30).

1.2 Base tebrica

1.2.1 El mortino

El mortifio es considerado una planta arbustiva ramificada cuya altura promedio
es de 2.5 m, sus hojas son de tamafio pequefio con margenes aserrados,
contiene flores de menos de 1 cm las cuales se las puede encontrar solitarias o
en racimos, constituido por un tubo de caliz articulado, 5 I6bulos lanceolados, 5
I6bulos reflexos: corola urceolada, hipango globuloso, filamentos libres, ovarios
inferiores, anteras con tubulos cortos y frutos esféricos de 5 a 8 mm de
diametros de color azul oscuro y lila. EI mortifio tiene una extensa lista de
nombre vulgares con los cuales se lo conoce: uva de los Andes, raspadura
guemada, manzanilla de cerro, uva de monte en el Ecuador mientras que en
Colombia se los conoce como agraz y Perd como pushgay, macha y congama.
(Cobaetal., 2012, p. 8)

1.2.2 Clasificacién taxonémica.

Tabla 1. Enfoque botanico

Reino Plantae

Filo Magnoliophyta

Clase Magnoliopsida

Orden Ericales

Familia Ericacea

Nombre Vaccinium floribundum
Cientifico Kunt

El fruto fresco es consumido por aves y animales autoctonos quienes se
encargan de dispersar las semillas. En el Ecuador se adquiere el mortifio en
postres, jugos, mermeladas, harinas, bebidas dando como punto fuerte la
elaboracion de productos y subproductos asi incrementado el area
agroindustrial del pais. (Coba et al., 2012, p. 9)



1.2.3 Composicion Quimica.

El mortifio fresco aporta:

Tabla 2. Aporte de mortifio

% |

Agua 80,00
Proteina 0,70
Grasa 1,00
Carbohidratos 16,9 a 18,10
Cenizas 0,40
Fibra 7,6a29
Calorias 84 kcal/100g

Mediante estudios realizados se encontrd evidencia que esta fruta contiene

gran cantidad de vitaminas que aportan al bienestar humano.

Tabla 3. Aporte vitaminico mortifio

Acido ascorbico 149/100g FF
B-carotenos 106,10mg/100g FF
Tiamina 0,05mg/100g FF
Riboflavina 0,05mg/100g FF
Niacina 0,18mg/100g FF
Acido patotenico 0,09mg/100g FF

Tomando en consideracion sus propiedades nutricionales el mortifio es una
baya que es consumida cada vez mas a nivel nacional e internacional lo que

podria favorecer al mercado tomando en consideracion su exportacion.

Segun estandares de la FDA (Food and Drug Administration) el mortifio es
considerado un arbusto con bayas como frutos bajos en contenido graso y
sodio, ricos en vitaminas, fibra, antioxidantes y libre de colesterol. (USDA,
2010)



Al ser el fruto de color oscuro se puede evidenciar una alta concentracion de
antocianidinas como polifenoles en donde se adquiere &cido galico, derivados
de acido vainillinico, proantocianidinas, quercetina, miricetina derivado de del
acido clorogénico e hidroxicinamico y antocianinas que demuestran una
capacidad antioxidante de 1200 mg trolox/100g FF. (Vasco, 2006, pp.21-48)

El consumo de mortifio crudo tiende a regularizar los niveles de azucar en la
sangre, mientras que el consumo del fruto cocido trata problemas de
hipoglicemia, gripe, diabetes, problemas digestivos, vasculares, cardiacos entre
otros. (Aguilar, 2009, p.43)

Tomando como dato su aplicacion funcional el mortifio se recomienda en caso
de varices, flebitis y hemorroides, ya que se encarga de fortificar las paredes
de ciertos vasos capilares, las hojas secas ayudan a reducir la glucosa en la
sangre y su ingesta artesanal para prevenir enfermedades es tres vasos de 250

mL con jugo de mortifio (Quingalombo, 2010, pp.22-41)

Estudios realizados al fruto del mortifio demostraron que cumple con una
ventaja la cual favorece su congelacion sin alteraciones de sus caracteristicas

organolépticas y nutricionales manteniendo asi el fruto intacto. (Cartilla, 2009)

1.3 Glosario

Compuestos Fendlicos: Son grandes grupos de micronutrientes, importantes en
la dieta humana y animal. Sustancias metabdlicas secundarias de las plantas
con diversa actividad y estructura quimica (Linea y salud, 2013)

Antocianinas: Pigmentos que se encuentran en el citoplasma de las células y
los cuales mantienen colores de las corolas de flores azules y violadas asi

como también se la puede encontrar en el epicarpio de muchos frutos.



Trolox: Antioxidante analogo hidrosoluble, es universalmente utilizado en

curvas de comparacion. (Pronutrient, 2015)

Diferencial de pH: Método espectrofotométrico que tiene como objetivo la

transformacion estructural de antocianinas con los cambios de pH.

Eter: Es un liquido transparente, inflamable y volatil, tiene un olor penetrante y
sabor dulce, se lo obtiene al calentar alcohol etilico y éacido sulfarico a
temperaturas alta, compuesto quimico que producto de la union de moléculas

de alcohol y con pérdida de moléculas de agua.

Metanol: alcohol cuya molécula tiene un &omo de carbono, liquido toxico e

incoloro, semejante a propiedades de alcohol etilico.

Etanol: Liquido soluble en agua, incoloro e inflamable, es obtenido mediante

fermentacion de productos naturales ricos en hidratos de carbonos.



1.4 Marco conceptual

1.4.1 Descripcidén de marco conceptual

Para la elaboracién de marco conceptual se tomd como base el marco

conceptual superior, que ubica las prioridades en la parte superior de la

investigacion:

a8

4

Mortifio

\

|

Antocianinas

|

4

v

Aplicaciones agroindustriales

l

Las aplicaciones
agroindustriales destinadas
para el mortifio conllevan una
gran gama de alimentos entres
los cuales se pueden nombrar:

Bebidas a base de mortifio.
Mortifio deshidratado.
Chocolate con mortifio.
Jalea a base de mortifio

"//7 7\\

"//7 7\\

/

Beneficio para el ser humano

/

v

|

Los beneficios para el ser
humano son multiples y
dependen de la persona.

Entre los beneficios estan:

Problemas biliares.
Problemas cardiovasculares.
Problemas de ulceras.
Entre otros problemas

/
N

I

v

/ i 7\\

Métodos de obtencién de
antocianinas.

|

e N\

\

Los pasos a seguir para una
adecuada obtencion de
antocianinas son:

Destilacion.
Centrifugado.
Aplicacién de método
diferencial de p H.
Interpretar los datos obtenidos.

|

/ . 7\\

Se estima la obtencién de
absorbancia en buffers de p H
de 1.0y 4.5 en estimado de 500
nm a 600 nm y de 650 nm a 750
nm todo esto expresado en mg
de 100 g de fruta fresca (Gaviria
et al., 2007)

o 4

Figura 1. Marco conceptual del mortifio.
Tomado de (Coba et al., 2012., 10-11)




2 METODOLOGIA

2.1 Descripcion de metodologia.

La metodologia a utilizar en el trabajo de titulacion son: exploratorio la cual
considerando los escasos estudios que el mortifio (Vaccinium floribundum kunt)
sobre sus estabilidad quimica en antocianinas y método experimental el cual es
necesario tomar en cuenta las variables dependientes e independientes que la

investigacion considere.

2.1.1 Preparacion de la muestra.

El mortifio a utilizar debe mantener 30 dias de maduracion, encontrarse en
Optimas condiciones, el fruto debe estar totalmente libre de impurezas,

mantener una forma y tamafio proporcional para asi proceder al primer paso

gue es la maceracion.

2.1.2 Preparacion soluciones buffer de pH.

2.1.2.1 Solucion buffer pH 1

Para la elaboracion de solucién buffer de pH 1 fueron necesarios pesar 1.864 g
de cloruro de potasio y se realizar una mezcla en 980 mL de agua destilada

utilizando un agitador magnético.

Se debe ajustar el pH a 1 con la ayuda de HCI concentrado y se aforaa 1 L con

agua destilada.

2.1.2.2 Solucién buffer pH 4.5
Para la elaboracion de solucién buffer de pH 4.5 fue necesario pesar 32.812 g
de acetato de sodio y se realiza una mezcla en 980 mL de agua destilada.

Se debe ajustar el pH 4.5 con HCI concentrada y se debe aforar a 1L con agua

destilada.
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2.2 Descripcion de metodologia para obtener compuestos bioactivos.

Los métodos para la obtencién de compuestos bioactivos son factores térmicos
de maceracién, dosificacion de acidificantes y la utilizacion de diferentes
reactivos (Menéndez, 2008, pp.2-3).

El método de extraccion con factores térmico consiste llevar a temperatura de
maceracion de 62°C, 25°C y 2°C jugo de mortifio para la obtencion de

compuestos fendlicos (Cano. 2011, pp. 35-36).

La acidificacion para la extraccion de los compuestos bioactivos maneja rangos
de 0.01% a 0.03% &cido citrico propuesto por Menéndez (2008) asi dejando de
lado el HCL reactivo regulado por instituciones gubernamentales, sacando asi

una media de 0.02% de acido citrico.

Los reactivos a utilizar para la extraccion son (éter, alcohol etilico grado P.A)
(Vasco, 2006, pp.21-48) y la aplicacion de alcohol metilico con 0.02% acido
citrico (Cano, 2011, pp. 35-36)

Métodos para evaluar la concentracion de antocianinas:

Obtenido el proceso de maceracion es necesario la filtracion por medio de un
filtro whatman N°1 (Menéndez, 2008, pp.2-3).

Posterior al filtrado el uso de un rotavapor al vacio a 50°C a una velocidad de
150 rpm (Menéndez, 2008, pp.2-3).

Finalizado el proceso de rotavapor aforar la muestra en una solucién al 15%

con pH 1y pH 4.5 y proceder al uso de espectrofotdmetro (Menéndez, 2008,
p.3).
Métodos de superficie de respuesta (optimizacién):

La optimizacion se la llevara a cabo controlando las variables de tiempo,
temperatura y pH considerando la utilizacion de los siguientes métodos de
superficie (RSM, DCC y DBIB) ya que son disefios utilizados para disefios
factoriales 2 k (Centro, 2010, pp.1-10).
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El flujograma para la obtencion de antocianinas también toma como base un
marco conceptual superior, las temperaturas de maceracion son 62°C, 25°C y
2°C para la obtencion de antocianinas y los diferentes reactivos que deben ser

utilizados.
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El disefio experimental planteado constara por 3 tratamientos con 3
repeticiones respectivamente a 3 diferentes temperaturas y 3 distintos medios
para determinar las antocianinas en el mortifio. Los parametros para el disefio
estan planteados con tres temperaturas de maceracion que son 62°C, 25°C y
2°C, cada uno con su medio caracteristico ¢ que son: etanol, éter (Vasco, 2006,
pp.21-48) y metanol (Menéndez, 2008, p.4).

Tabla 4. Descripcion método

Etanol X1
Metanol X2 Reactivos
Eter X3
0,02% | Acido citrico | Y1 | Acidificantes |
65 °C 71 Tempderatura
e
2°C Z2 maceracion
25 °C Z3 del mortifio
Extraccion de antocianinas Obtencién de antocianinas
Reactivos | Acidificantes | Maceracion
Z1
X1 Y1 Z2
Z3
Z1 Filtra con | Uso de | Aforar a Uso de
X2 Y1 Z2 filtros rota | pH1ly |espectrofotdm
Z3 whatman vapor | pH4,5 etro
Z1
X2 Y1l Z2
Z3

El estudio serd realizado mediante maceracion en estufas a diferentes
temperaturas y medios, seguida por la utilizacion de rotavapor y finalmente la
utilizacion de espectrofotometro para concluir con el método de diferencial de

pH para asi lograr con la obtencién de antocianinas en el mortifio.

Disefio factorial de combinacién de factores en estudio lo que relaciona los

efectos de los factores y sus respectivas interacciones.
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Tratamientos:
Factor X1+ Factor Y1+Factor Z1= Interaccion X1Y1Z1
Factor X1+ Factor Y1+Factor Z2= Interaccién X1Y1Z2
Factor X1+ Factor Y1+Factor Z3= Interaccion X1Y1Z3
Factor X2+ Factor Y1+Factor Z1= Interaccién X2Y1Z1
Factor X2+ Factor Y1+Factor Z2= Interaccién X2Y1Z2
Factor X2+ Factor Y1+Factor Z3= Interaccion X2Y1Z3
Factor X3+ Factor Y1+Factor Z1= Interaccién X3Y1Z1
Factor X3+ Factor Y1+Factor Z2= Interaccion X3Y1Z2
Factor X3+ Factor Y1+Factor Z3= Interaccién X3Y1Z3
2.2.1 Modelo estadistico
En la investigacion se tomara como modelo estadistico el efecto fijo, quiere
decir que los tratamientos y factores que intervienen son fijos. Este efecto tiene

como caracteristica especial que sus conclusiones de analisis solamente son

validos para los tratamientos planteados.

2.3 Hipotesis General

Existe alguna técnica para optimizar los métodos de extraccion de antocianinas
del mortifio (Vaccinium floribundum, Kunt), para mantener su actividad

bioldgica especifica.
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2.4 Hipotesis Especifica

Las hipotesis especificas estan directamente relacionadas con los objetivos
especificos por lo tanto existen tres hipétesis especificas presentadas

continuacion.

e Los métodos de extraccion de antocianinas a utilizar son diferencial de
pH complementados con tratamientos térmicos de 62°C, 25°Cy 2°Cy

asi facilitan una mayor obtencién de antocianinas en el mortifio.

e Los métodos de concentracion de antocianinas del mortifio, evidencian
de mejor manera los compuestos fendélicos del mortifio, el método a

utilizar es mediante diferencial de pH.

e El método de superficie de respuesta en concentracion de antocianinas
en el mortifio, identificara el nivel 6ptimo pH y la escala de temperatura
adecuada para su mayor obtencion.

2.5 Variables

Variables dependientes

e Concentracién de compuestos fendlicos.
e Concentracion de extractos

e Determinacion de antocianinas

e Concentracion de antocianinas

e Temperatura

e Tiempo



Variables independientes:

e Métodos de extraccion
e Grado de madurez

e Herramientas informaticas

16
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2.8 Tipos de disefio

En la presente investigacion se decidio utilizar un disefio de campo cuantitativo
correlacional y experimental post factorial. En el disefio seleccionado se puede
identificar una lista de factores lo cuales son: la identificacion de variables del
objeto de estudio y traslado de los datos, utilizacion de técnicas para la
experimentacion, el uso de tablas estadisticas y representaciones graficas,
resultados con datos concisos Yy verificables y por ultimo interpretacion de

dichos datos para obtener conclusiones claras.
El propdsito de la investigacion es aplicar un proyecto especial.

¢ Indicar objetivo de estudio.
e Formular problemas y elaborar hipoétesis.
e Establecer el propésito y soluciones al problema formulado.

e Buscar soluciones al problema.

2.9 Unidad de anélisis

En la presente investigacion, la unidad de andlisis a presentar incluye los
factores que afectan la concentracion de antocianinas en el mortifio, las cuales
deben ser medidas a través de las variables dependientes e independientes
presentadas con anterioridad.

2.10 Poblacién de estudio

En la presente investigacion, la poblacion de estudio viene relacionado
directamente con la obtencion de mortifio (Vaccinium floribundum, Kunt), la
muestra adquirida es proveniente de la provincia de Carchi especificamente de
la zona norte del Angel, todas las muestras fueron adquiridas de el mismo lote
de produccibn manejando una preseleccion de materia prima adquirida
tomando en cuenta la coloracion, el tamafo, el estado fisico, que se
encuentren libres de plagas, la recoleccion se debe hacer en época que el
mortifio se encuentre en auge de produccién por ende las pruebas fueron

realizadas en los meses de agosto hasta diciembre.
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Los criterios para la seleccion:

e Estado de la materia prima.

e Ubicacion de la recoleccién. (provincia Carchi ubicado kildmetro 8 Y2 via
el Angel)

e Coloracién de la materia prima. (morado oscuro)

e Tamafo de la materia prima. (diametro de 0.5 a 1.2 cm)

e Peso de la materia prima. (1.55 g a 2.65g por unidad)

¢ Uniformidad de la materia prima. (circular homogénea)

e Libre de plagas.

e Tiempo de recoleccion. (30 dias de maduracion)

2.11 Tamaio de muestra

En la presente investigacion, se realizaron 36 experimentaciones en total, de
las cuales 12 se realizaron con metanol, 12 con etanol y las restantes 12 con
éter. Considerando un tamafo del universo de 36 un margen de error de 5%
una heterogeneidad del 50% y un nivel de confianza del 95% los resultados
detallan que las muestras recomendadas son 33 muestras en donde se pudo
encontrar el 95% de confianza entre cada muestra y con un rango del £ 5% de

margen de error en la experimentacion.

En las graficas planteadas a continuacion se puede corroborar las similitudes

gue muestra el tamafio de la muestra.

2.12 Seleccién de muestra

La unidad de andlisis seleccionada de nuestra investigacion es la relacion
antocianinas — mortifio tomando en cuenta su grado de maduracién. El mortifio

seleccionado proviene de la provincial de cafiar especificamente del Angel.



Tabla 7. Seleccion de muestra
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Pregunta del

investigador

Unidad de anélisis

erronea.

Unidad de andlisis

correcta.

¢,Con que método y
técnica es la adecuada
para una mayor
obtencion antocianina

del mortifo?

Identificar el momento
gue el mortifio tenga
mayor coloracion para
extraer las antocianinas
del mortifio mediante

proceso de prensado.

La mayor concentracion
de antocianinas del
mortifio se da
considerando tiempo de
maduracién de 30 dias
y temperaturas de
maceracion de 65

grados centigrados.

La muestra de estudio comprende mortifio de 30 dias de maduracion, en

optimas condiciones, libres de plagas, manteniendo un diametro de

aproximadamente 0.5a 1.2 cm.

Para la seleccidon se usé una muestra probabilistica, esto debido a que toda la

poblacién puede ser escogida.

2.13 Técnicas

2.14 Recoleccion de datos

2.14.1 Recoleccién de datos alcohol metilico

La recoleccion de datos se lo realiz6 utilizando una solucidon de alcohol metilico

y los valores Optimos para la obtencién de antocianinas. Se siguieron los

procedimientos detallados a continuacion.
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21411 Muestra al inicio de la maceracion.

Para el Inicio de la recoleccion de datos mediante la solucién de alcohol
metilico se emple6 una media obteniendo asi que era necesario utilizar 25 g de
mortifio por cada 100 mL de solucién asi usando un total de 62.5 g en 250 mL
alcohol metilico. Se empez6 el proceso de acidificacion al 0.02% con acido

citrico.

Tabla 8. Inicio maceracion

Temperaturas de
Alcohol metilico | Mortifio Mortifio total | Ac. citrico maceracion
250 mL | 25 g x cada 100 mL 62,59 0.02% 2°C
250 mL| 25 g x cada 100 mL 62,59 0.02% 25°C
250 mL| 25 g x cada 100 mL 62,59 0.02% 62°C

Materiales utilizados.
e Balanza analitica
e Mortero
e Pocillos de pesaje

e Vasos de precipitacion

2.14.1.2 Muestra después de macerar.

Al finalizar la maceracion se debe optimizar la recuperacion de alcohol metilico
eso quiere decir procesar el mortifio mediante un prensado el cual permita

extraer todo el metanol que en el proceso de maceracion pudo ser absorbido.

La coloracién obtenida en las tres diferentes temperaturas de maceracion fue

morado caracteristico del mortifio.
La maceraciones se las realizo a las temperaturas indicas por 14 horas.

Tabla 9. Muestra después de macerar

Temperaturas de
Alcohol metilico | Mortifio inicial | Mortifio total | Ac citrico maceracion Color
205 mL 62,59 62.14 0.02% 2°C | Morado
217 mL 62,59 56.25 0.02% 25°C | Morado
275 mL 62,59 35.68 0.02% 62°C | Morado
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Materiales utilizados.

e Tamiz
e Vaso de precipitacion
e Mortero

e Balanza analitica
2.14.1.3 Muestra después de filtrar.
Las muestras fueron filtradas mediante filtros whatman N1 lo que impidi6 el
paso de impurezas en la solucion y asi la obtencion de resultados mas exactos.

Tabla 10. Muestra después de filtrar

Alcohol metilico Ac citrico Temperaturas de maceracion
139 mL 0.02% 2°C
170 mL 0.02% 25°C
175 mL 0.02% 62°C

Materiales utilizados.

e Embudos de vidrio
e Erlenmeyer
e Filtros whatman

e Vasos de precipitacion

2.14.1.4 Muestras después de usar rota vapor.

Las muestras fueron sometidas a rotavapor a una temperatura de 50 °C a 150
rpm para su Optima obtencion. Se obtuvo una mayor concentracion de
antocianinas a mayor temperatura esto quiere decir que la relacién
concentracion/temperatura es directamente proporcional esto quiere decir a

mayor temperatura mayor antocianinas.
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Tabla 11. Muestra después de rotavapor

Alcohol metilico Ac citrico Temperaturas de macerar
8 mL 0.02% 2°C
11 mL 0.02% 25°C
12 mL 0.02% 62°C

Materiales utilizados.

e Vasos precipitacion
e Rotavapor
e Baldn de rotavapor

e Erlenmeyer

2.14.15 Peso de filtro whatman.

El peso del filtro en la investigacion varia de la cantidad de residuos que se

localizaron en el filtro. El peso inicial del filtro es de 1.08 g.

Tabla 12. Muestra peso de filtro whatman

Peso de filtro Inicial | Temperatura |Peso de filtro Final | Temperatura
1,08 g 2°C 3,540 g 2°C
1,08 g 25°C 2,778 g 25°C
1,08 g 62°C 2,740 g 62°C

Se utilizaron un total de 3 filtros 1 por cada maceracion.

2.14.2 Recoleccién de datos alcohol etilico.

La recoleccién de datos se los realizo utilizando una solucién de alcohol etilico
y los valores optimos para la obtencion de antocianinas. Se siguieron los

procedimientos detallados a continuacion.
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21421 Muestra al inicio de la maceracién.

Para el Inicio de la recoleccién de datos mediante la solucién de alcohol etilico
se empled una media obteniendo asi que era necesario utilizar 25 g de mortifio
por cada 100 mL de solucion asi usando un total de 62.5 g en 250 mL alcohol

etilico. Se empezo el proceso de acidificacion al 0.02% con acido citrico.

Tabla 13. Inicio maceracién

Temperaturas de
Alcohol etilico | Mortifio Mortifio total | Ac citrico | macerar
250 mL | 25 g x cada 100 mL 62,59 0.02% 2°C
250 mL | 25 g x cada 100 mL 62,59 0.02% 25°C
250 mL | 25 g x cada 100 mL 62,5 g 0.02% 62°C

Materiales utilizados.

¢ Balanza analitica
e Mortero
e Pocillos de pesaje

e Vasos de precipitacion

2.14.2.2 Muestra después de macerar.

Al finalizar la maceracién se debe optimizar la recuperacién de alcohol etilico
tal cual se realizé con la obtencién en alcohol metilico. Quiere decir procesar el
mortifio mediante un prensado el cual permita extraer todo el metanol que en el

proceso de maceracion pudo ser absorbido.

La coloracién obtenida en las tres diferentes temperaturas de maceracion fue

morado caracteristico del mortifo.

La maceraciones se las realizo a las temperaturas indicas por 24 horas.



Tabla 14. Muestra después de macerar
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Temperaturas de
Alcohol etilico | Mortifio | Mortifio total | Ac citrico macerar Color
274 mL| 625¢g 46.46 g 0.02% 2°C | Morado
276 mL| 625¢ 47.98 g 0.02% 25°C | Morado
286 mL| 625¢g 41.74 g 0.02% 62°C | Morado

Materiales utilizados.

e Tamiz

e Vaso de precipitacion

e Mortero

e Balanza analitica

2.14.2.3

Muestra después de filtrar.

Las muestras fueron filtradas como se realizaron anteriormente mediante filtros

whatman N1, lo que impidi6 el paso de impurezas en la solucion y asi la

obtencién de resultados mas exactos.

Tabla 15. Muestra después de filtrar

Alcohol etilico Ac citrico Temperaturas de macerar
230 mL 0.02% 2°C
228 mL 0.02% 25°C
220 mL 0.02% 62°C

Materiales utilizados.

e Embudos de vidrio

Erlenmeyer

Filtros whatman

Vasos de precipitacion
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2.14.2.4 Muestra después de usar rotavapor.

Tal como se realiz6 en la experimentacion con alcohol Metilico las muestras
fueron sometidas a rotavapor a una temperatura de 50 °C a 150 rpm para su
Optima obtencion. Se obtuvo una mayor concentracion de antocianinas a mayor
temperatura esto quiere decir que la relacion concentracion/temperatura es
directamente proporcional esto quiere decir a mayor temperatura mayor

antocianinas.

Tabla 16. Muestra después de rotavapor

Alcohol etilico Ac citrico | Temperaturas de macerar
6 mL 0.02% 2°C
7 mL 0.02% 25°C
7 mL 0.02% 62°C

Materiales utilizados.

e Vasos precipitacion
e Rotavapor
e Baldn de rotavapor

e Erlenmeyer

2.14.2.5 Peso de filtro whatman

El peso del filtro en la investigacién varia de la cantidad de residuos que se

localizaron en el filtro. El peso inicial del filtro es de 1.08 g.

Tabla 17. Muestra peso de filtro whatman

Peso de filtro Inicial Temperatura Peso de filtro Final Temperatura
1,08 ¢g (2°C) 1,13 g 2°C
1,08 g 25°C 2,009 25°C
1,08 g 62°C 2,629 62°C

Se utilizaron un total de 3 filtros 1 por cada maceracion.
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2.14.3 Recoleccién de datos éter

La recoleccion de datos se los realizo utilizando una solucion de éter y los
valores Optimos para la obtencion de antocianinas. Se siguieron los

procedimientos detallados a continuacion.

2.14.31 Muestra al inicio de la maceracién.

Para el Inicio de la recoleccion de datos mediante la solucion de éter se empled
una media obteniendo asi que era necesario utilizar 25 r de mortifio por cada
100 mL de solucién asi usando un total de 62.5 g en 250 mL de éter. Se

empezo el proceso de acidificacion al 0.02% con acido citrico.

Tabla 18. Inicio maceracion

] Mortifio
Eter Mortifio total Ac citrico | Temperaturas de macerar
250 mL| 25g x cada 100 mL 62,59 0.02% 2°C
250 mL| 25 g x cada 100 mL 62,59 0.02% 25°C
250 mL| 25g x cada 100 mL 62,59 0.02% 62°C
Materiales utilizados.
e Balanza analitica
e Mortero
e Pocillos de pesaje
e Vasos de precipitacion
2.14.3.2 Muestra después de macerar.

Al finalizar la maceracion se debe optimizar la recuperacion de éter tal cual se
realiz6 en las anteriores experimentaciones. Quiere decir procesar el mortifio
mediante un prensado el cual permita extraer todo el metanol que en el

proceso de maceracion pudo ser absorbido.

Las coloraciones obtenidas de antocianinas son totalmente diferentes ya que

dependen de la temperatura de maceracion.
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Las maceraciones de 2 ° C y de 25 ° C se manejaron con total normalidad pero
debido a que la temperatura de ebullicion del éter es de 37°C solo se pudo
exponer la muestra a 62°C por 6 horas asi perdiendo un 8% de la muestra la

cual era de 230 mL obtenida antes de macerar.

Tabla 19. Muestra después de macerar

) Temperaturas de
Eter Mortifio Mortifio total | Ac citrico macerar Color
180 mL 62,5 g 53.74 g 0.02% 2°C | Amarillo
20 mL 62,59 52.10¢g 0.02% 25°C | Azul
217 mL 62,59 51.45¢g 0.02% 62°C | Amarillo

Materiales utilizados.
e Tamiz
e Vaso de precipitacion
e Mortero

e Balanza analitica
2.14.3.3 Muestra después de filtrar
Las muestras fueron filtradas como se realizaron anteriormente mediante filtros

whatman N1 lo que impidi6 el paso de impurezas en la solucién y asi la

obtencion de resultados méas exactos.

Tabla 20. Muestra después de filtrar

Eter Ac citrico | Temperaturas de macerar
144 mL 0.02% 2°C
152 mL 0.02% 25°C
162 mL 0.02% 62°C

En la experimentacion con éter se puede apreciar que la muestra obtenida es
menor que las otras experimentaciones esto debido a que el éter es una
solucion facilmente volatil y también impidié que se realice un filtrado exitoso ya

gue obstruyo los poros del filtro whatman.




Materiales utilizados.

e Embudos de vidrio
e Erlenmeyer

e Filtros whatman

e Vasos de precipitacion

2.14.34 Muestra después de rotavapor.
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Tal como se realiz6é en las experimentaciones nombradas las muestras fueron

sometidas a rotavapor a una temperatura de 50 °C a 150 rpm para su Optima

obtencion. Se obtuvo una mayor concentraciébn de antocianinas a mayor

temperatura esto quiere decir que la relaciobn concentracion/temperatura es

directamente proporcional esto quiere decir a mayor temperatura mayor

antocianinas. Cabe recalcar que el uso de rotavapor consumidé casi en su

totalidad el éter lo que causo que el proceso no pueda concluirse y quede en

un 90%.

Tabla 21. Muestra después de rotavapor

Eter Ac citrico | Temperaturas de macerar
3mL 0.02% 2°C
3mL 0.02% 25°C
4 mL 0.02% 62°C

Materiales utilizados.

e Vasos precipitacion
e Rotavapor
e Balon de rotavapor

e Erlenmeyer
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2.14.35
El peso del filtro en la investigacion varia de la cantidad de residuos que se

Peso filtro whatman.

localizaron en el filtro. El peso inicial del filtro es de 1.08 g.

En el caso de éter se obtuvo grandes cantidades de residuos comparando con
las otras experimentaciones, se utilizaron en total 9 filtros el triple de las

anteriores experimentaciones.

Tabla 22. Muestra peso de filtro whatman

Peso de filtro Inicial Temperatura | Peso de filtro Final Temperatura
1,08 g 2°C 12,6 g 2°C
1,08 g 25°C 9,169 25°C
1,08 g 62°C 8,22 ¢g 62°C

3 ANALISIS, RESULTADOS E INTERPRETACION DE DATOS

Los datos obtenidos en la actual investigacion difieren unos de otros

considerando las diferentes variables que fueron aplicadas entre las cuales

destacan las soluciones, las horas de maceracién, la temperatura de
maceracion.
3.1 Resultados y andlisis e interpretacién de datos alcohol metilico

Efectos estimados para Antocianinas

Tabla 23. Efectos estimados para antocianinas

Efecto Estimado |Int. Confianza |V.I.F.

Promedio 12.87| +/-3.33838

A:Temperatura 4.86| +/-3.50222 1.02
B:Tiempo -7.19 +/- 3.5178 1.01
AA 2.84| +/-6.47326 1.02
AB -4.17| +/- 4.25093 1.01
BB -13.61| +/- 6.06603 1.00
Bloque -1.75| +/- 4.95289 1.50
Bloque -1.91| +/-4.95289 1.50
Bloque 3.90] +/-4.95289 1.50

Intervalos de confianza del 95.0 de confianza (intervalos) basados en el error

total con 27 g.l. (t = 2.05183)



32

La tabla 23 muestra las estimaciones para cada uno de los efectos estimados y

las interacciones.

Igualmente se muestran los intervalos de confianza del

95.0% para los estimados. Note también que el factor de inflacion de varianza

(V.I.F.) mas grande, esigual a 1.5

B:Tiempo

A:Temperatura

AB

AA

Diagrama de Pareto Estandarizada para Antocianinas

. . .
0 1 2

3 4

Efecto estandarizado

Figura 3. Diagrama de pareto muestra alcohol metilico

Tabla 24. Andlisis de varianza para antocianinas muestra alcohol metilico

Fuente Suma de Gl |Cuadrado Medio |Razon-F |Valor-P
Cuadrados

A:Temperatura 141.51 1 141.51 8.10 0.01

B:Tiempo 307.71 1 307.71 17.60 0.00

AA 14.17 1 14.17 0.81 0.38

AB 70.94 1 70.94 4.06 0.05

BB 370.62 1 370.62 21.20 0.00

Bloques 49.48| 3 16.49 0.94 0.43

Error total 471.97| 27 17.48

Total (corr.) 1416.76] 35
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R-cuadrada = 66.6863 porciento

R-cuadrada (ajustada por g.l.) = 56.8156 porciento
Error estandar del est. = 4.18097 porciento

Error absoluto medio = 2.57634 porciento
Estadistico Durbin-Watson = 1.77435 (P=0.0959)
Autocorrelacion residual de Lag 1 = 0.100937

La tabla 24 ANOVA particiona la variabilidad de Antocianinas en piezas
separadas para cada uno de los efectos. Entonces prueba la significancia
estadistica de cada efecto comparando su cuadrado medio contra un estimado
del error experimental. En este caso, 3 efectos tienen una valor-P menor que
0.05, indicando que son significativamente diferentes de cero con un nivel de

confianza del 95.0%.

El estadistico R-Cuadrada indica que el modelo, asi ajustado, explica
66.6863% de la variabilidad en Antocianinas. EIl estadistico R-cuadrada
ajustada, que es mas adecuado para comparar modelos con diferente nUmero
de variables independientes, es 56.8156%. EIl error estandar del estimado
muestra que la desviacion estandar de los residuos es 4.18097. El error medio
absoluto (MAE) de 2.57634 es el valor promedio de los residuos. El estadistico
de Durbin-Watson (DW) prueba los residuos para determinar si haya alguna
correlacion significativa basada en el orden en que se presentan los datos en el
archivo. Puesto que el valor-P es mayor que 5.0%, no hay indicacién de

autocorrelacion serial en los residuos con un nivel de significancia del 5.0%.
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Traza de Densidad para RESIDUOS
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Figura 4. Traza de densidad para residuos alcohol metilico

Tabla 25. Pruebas de normalidad para residuos

Prueba Estadistico |Valor-P
Chi-Cuadrado 14.6667 0.3286220
Estadistico W de 0.926559 0.0240367
Shapiro-Wilk

En la tabla 25 se muestra los resultados de diversas pruebas realizadas para
determinar si Residuos puede modelarse adecuadamente con una distribucién
normal. La prueba de chi-cuadrada divide el rango de Residuos en 16 clases
igualmente probables y compara el nUmero de observaciones en cada clase
con el numero esperado de observaciones. La prueba de Shapiro-Wilk esta
basada en la comparacién de los cuartiles de la distribucion normal ajustada a

los datos.

Debido a que el valor-P mas pequefio de las pruebas realizadas es menor a
0.05, se puede rechazar la idea de que Residuos proviene de una distribucién

normal con 95% de confianza.
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Figura 5. Histograma residuos alcohol metilico

Distribucion
Normal

Tabla 26. Pruebas de bondad-de-ajuste para residuos

En la tabla 26 se muestra los resultados de diversas pruebas realizadas para

Normal
DMAS 0.138601
DMENOS [0.117137
DN 0.138601
Valor-P  |0.505533

determinar si Residuos puede modelarse adecuadamente con una distribucion

normal.

Debido a que el valor-P mas pequefio de las pruebas realizadas es mayor 6

igual a 0.05, no se puede rechazar la idea de que Residuos proviene de una

distribucion normal con 95% de confianza.
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Grafica de Efectos Principales para Antocianinas
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Figura 6. Grafica de efectos muestra alcohol metilico

Tabla 27. Coeficiente de regresion para antocianinas muestra alcohol metilico

Coeficiente Estimado

Constante 0.47
A:Temperatura 0.08
B:Tiempo 1.77
AA 0.00
AB -0.01
BB -0.07

La tabla 27 despliega la ecuacion de regresion que se ha ajustado a los datos.

La ecuacion del modelo ajustado es

Antocianinas = 0.473943 + 0.0773323*Temperatura + 1.76872*Tiempo +
0.00157796*Temperatura™2 - 0.00695578*Temperatura*Tiempo -
0.0680641*Tiempo”2

En donde los valores de las variables estan especificados en sus unidades

originales
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Grafica de Interaccion para Antocianinas
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Figura 7. Grafica de interaccidbn muestra alcohol metilico

Tabla 28. Matriz de correlacion para los efectos estimados muestra alcohol metilico

QL @ B & O © O G O
(1)|Promedio | 1.00| 0.13| 0.00| -0.67| 0.00|-0.61| 0.00/ 0.00{ 0.00
()|ATemper] o.13] 1.00{ 0.00| -0.13| 0.00] 0.00| 0.00| 0.00| 0.00
(3)|B:Tiempo | 0.00| 0.00| 1.00| 0.00| 0.09| 0.00/ 0.00/ 0.00{ 0.00
(4)|AA -0.67| -0.13| 0.00{ 1.00{ 0.00| 0.00| 0.00| 0.00| 0.00
(5)|AB 0.00| 0.00| 0.09| 0.00| 1.00| 0.00{ 0.00{ 0.00{ 0.00
(6)|BB -0.61| 0.00/ 0.00| 0.00| 0.00| 1.00| 0.00{ 0.00| 0.00
(7)|Bloque 0.00| 0.00| 0.00| 0.00| 0.00| 0.00{ 1.00|-0.33|-0.33
(8)|Bloque 0.00| 0.00| 0.00| 0.00| 0.00| 0.00{ -0.33| 1.00( -0.33
(9)|Bloque 0.00/ 0.00| 0.00{ 0.00| 0.00| 0.00| -0.33| -0.33| 1.00

La tabla 28 muestra el grado de confusién entre los efectos. Un disefio

perfectamente ortogonal mostrara una matriz diagonal con 1's en la diagonal y

0’s fuera de ella. Cualquier término distinto de cero implica que los estimados

de los efectos correspondientes a esa fila y columna estaran correlacionados.

En este caso, hay 5 pares de efectos con interaccion distinta de cero.

No

obstante, como ninguna es mayor o igual que 0.5, probablemente sera capaz

de interpretar los resultados sin mucha dificultad.
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Grafica de Probabilidad Normal para Antocianinas
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Figura 8. Grafica de probabilidad muestra alcohol metilico




Tabla 29. Resultados estimados para antocianinas muestra alcohol metilico

Observados |[Ajustados |Inferior 95.0% |Superior 95.0%
Fila |Valores Valores |para Media para Media

1 6.94 6.44 1.95 10.94

2 9.40 8.56 4.50 12.62

3 12.42 15.47 10.82 20.12

4 13.94 11.74 7.70 15.78

5 11.17 12.26 8.21 16.30

6 19.71 16.60 12.55 20.64

7 1.60 3.42 -1.07 7.92

8 0.61 2.34 -1.72 6.40

9 5.15 4.11 -0.54 8.75
10 10.23 5.69 1.20 10.19
11 11.66 7.81 3.75 11.87
12 13.27 14.72 10.07 19.37
13 8.35 10.99 6.94 15.03
14 14.88 11.51 7.46 15.55
15 11.33 15.84 11.80 19.89
16 1.62 2.67 -1.82 7.17
17 0.92 1.59 -2.47 5.65
18 1.92 3.35 -1.29 8.00
19 8.07 5.61 1.12 10.10
20 5.78 7.73 3.67 11.79
21 13.21 14.64 9.99 19.29
22 9.06 10.91 6.86 14.95
23 12.15 11.43 7.38 15.47
24 17.34 15.76 11.72 19.81
25 1.92 2.59 -1.90 7.08
26 1.92 1.51 -2.55 5.57
27 3.99 3.27 -1.37 7.92
28 5.05 8.52 4.02 13.01
29 9.42 10.64 6.58 14.69
30 17.92 17.55 12.90 22.19
31 3.92 13.81 9.77 17.86
32 14.95 14.33 10.29 18.38
33 27.04 18.67 14.63 22.71
34 17.18 5.50 1.00 9.99
35 1.25 4.42 0.36 8.47
36 2.87 6.18 1.53 10.83

39

La tabla 29 contiene informacion acerca de los valores de Antocianinas

generados usando el modelo ajustado. La tabla incluye:
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(1) los valores observados de Antocianinas (si alguno)
(2) el valor predicho de Antocianinas usando el modelo ajustado

(3) intervalos de confianza del 95.0% para la respuesta media

Cada item corresponde a los valores de los factores experimentales en una fila
especifica de su archivo de datos.

Superficie de Respuesta Estimada

g g = i
— S

f-‘r—‘—-—

Antocianinas
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Figura 9. Superficie de respuesta muestra alcohol metilico

Tabla 30. Camino de maximo ascenso para antocianinas muestra alcohol metilico

Prediccion para

Temperatura |Tiempo |Antocianinas

32.0 14.00 12.87
33.0 13.56 13.10
34.0 13.21 13.29
35.0 12.92 13.46
36.0 12.67 13.61
37.0 12.47 13.76

La tabla 30 despliega el trayecto de maximo ascenso (o0 descenso). Este es el
trayecto, desde el centro de la regidn experimental actual, a través del cual la
respuesta estimada cambia mas rapidamente con un cambio menor en los
factores experimentales. Indica buenas caracteristicas para ejecutar
experimentos adicionales si el objetivo es incrementar o decrementar
Antocianinas. Actualmente, 6 puntos se han generado cambiando

Temperatura en incrementos de 1.0. .
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Contornos de la Superficie de Respuesta Estimada
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Figura 10. Superficie de respuesta estimada muestra alcohol metilico

Optimizar Respuesta
Meta: maximizar Antocianinas

Valor optimo = 17.9045

Tabla 31. Optimizar respuesta muestra alcohol metilico

Factor Bajo |Alto  |Optimo
Temperatura | 2.0 62.0 62.0
Tiempo 4.0 24.0 9.82

Esta tabla 31 muestra la combinacion de los niveles de los factores, la cual

maximiza Antocianinas sobre la region indicada
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Gréfica de Residuos para Antocianinas
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Figura 11. Grafica de residuos muestra alcohol metilico

3.1.1 Alcohol metilico alas 4 horas de maceracion.

En la interpretacion de datos del alcohol metilico a las 4 horas de maceracion
se incluyen las temperaturas de maceracidon a las cuales se realizé la
investigacion las cuales fueron a 2°C, 25°C y 62°C. Tomando en cuenta las

prueba base y sus 3 repeticiones.

Tabla 32. Alcohol metilico a las 4 horas de maceracion a 2°C

Contenido
Muestra 2°C de
antocianina
6.94
1 10.23
2 8.07
3 5.05

En la muestra a 2°C podemos ver que la primera repeticion realiza es la que

mMAas antocianina contiene mas que la prueba base realizada.

La primera repeticién contiene un maximo de 10.23 mg/L superando casi en su
doble a la prueba base con un contenido de 6.94 mg/L, seguido de la segunda
repeticion con 8.07 mg/L y finalizando con la tercera repeticion con un total de

5.05 mg/L de antocianinas.
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La investigacién detallas que el pico maximo esta en su primera repeticion,
seguido por la segunda repeticion, en tercer lugar encontramos la prueba base

y al final podemos encontrar la tercera repeticion.

Tabla 33. Alcohol metilico a las 4 horas de maceraciéon a 25°C

Contenido
Muestra 25°C de
antocianina
9.40
1 11.66
2 5.78
3 9.42

En la muestra a 25°C se puede visualizar que al igual que la muestra a 2°C el
contenido maximo de antocianinas esta ubicado en la primera repeticion con un
pico maximo de 11.66 mg/L superando no por mucho a la muestra base de
9.40 mg/L. En esta muestra podemos ver que la primera repeticion se mantiene
con el pico mas alto, seguida de la prueba base, en tercer lugar tenemos a la
tercera repeticion y finalizando con la segunda repeticion la cual tiene un total

de 5.78 mg/L de antocianina.

Tabla 34. Alcohol metilico a las 4 horas de maceracion a 62°C

Contenido
Muestra 62°C de
antocianina
12.42
1 13.27
2 13.21
3 17.92

En la muestra a 62°C se puede corroborar que se tienen los valores mas altos
de antocianinas con un pico de 17.92 mg/L esto debido a la temperatura a la
cual se realizo esta experimentacion ya que a mayor temperatura mas cantidad
de antocianina puede ser obtenida. El pico mas alto obtenido fue en la tercera
repeticion donde se pudo obtener un maximo de 17.91 mg/L, seguido de la
primera repeticion con 13.27 mg/L, en tercer lugar la segunda repeticion con
13.21 mg/L y al final la prueba base con 12.42 mg/L.
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3.1.2 Alcohol metilico alas 14 horas de maceracioén.

En la interpretacion de datos del alcohol metilico a las 14 horas de maceracion
se incluyen las temperaturas de maceracion tal como se realizaron en la
maceracion a 4 horas las cuales fueron a 2°C, 25°C y 62°C. Tomando en

cuenta las prueba base y sus 3 repeticiones.

Tabla 35. Alcohol metilico a las 14 horas de maceracion a 2°C

Muestra Contenido
- de
2°C o

antocianina

13.94

1 8.35

2 9.06

3 3.92

En la muestra a 2°C se puede constatar que el pico mas alto de antocianinas lo
tiene la muestra base con 13.94 mg/L. Las repeticiones mantienen rangos
similares una de otra pero se mantienen por debajo del valor de la muestra

base.

La segunda repeticion mantiene el segundo lugar con 9.06 mg/L seguida de la
primera repeticion con 8.35 mg/L y al final con la concentracion mas baja esta

la tercera repeticién con un total de 3.92 mg/L.

Tabla 36. Alcohol metilico a las 14 horas de maceracion a 25°C

Contenido
de
antocianina

11.17
1 14.88
2 12.15
3 14.95

Muestra
25°C

En la muestra a 25°C se pudo obtener valores en rangos similares tanto de la

muestra base como de sus repeticiones.
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El pico mas alto encontrado fue de la tercera repeticion con 14.95 mg/L, en
segundo lugar esta la primera repeticion con 14.88 mg/L, en tercer lugar
tenemos la segunda repeticion con 12.15 mg/L y al final con el menor valor esta
la muestra base con 11.17 mg/L. Esto quiere decir que al realizar la tercera
repeticion las antocianinas se manifiestan de una mejor manera demostrando

una mayor concentracion.

Tabla 37. Alcohol metilico a las 14 horas de maceracion a 62°C

Contenido
de
antocianina

19.71
1 11.33
17.34
3 27.04

Muestra
62°C

N

En la muestra a 62°C los valores obtenidos varian en comparacién a la

muestra de 25°C pero manteniendo el pico en la tercera repeticion.

Los valores siguen el siguiente orden el pico mas alto estd en la tercera
repeticion con 27.04 mg/L, seguido de la muestra base con 19.71 mg/L, a
continuacion la segunda repeticion con 17.34 mg/L y al final la primera

repeticion con 11.33 mg/L.

3.1.3 Alcohol metilico alas 24 horas de maceracion

En la interpretacion de datos del alcohol metilico a las 24 horas de maceracion
se incluyen las temperaturas de maceracion tal como se realizaron en la

maceracion a 4 horas y a 14 horas las cuales fueron a 2°C, 25°C y 62°C.

Tomando en cuenta las prueba base y sus 3 repeticiones.

Tabla 38. Alcohol metilico a las 24 horas de maceracion a 2°C

Muestra Contenido de
2°C antocianina
1.60
1 1.62
2 1.92
3 17.18
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En la muestra a 2°C la muestra base y las repeticiones 1 y 2 mantienen valores
similares a diferencia de la tercera repeticion la cual mantiene el pico méas alto
con un valor de 17.18 mg/L, seguido por la segunda repeticién con 1.92 mg/L,
seguida de la primera repeticion con 1.62 mg/L y finalizando con la muestra

base que contiene una concentracion de 1.60 mg/L.

Tabla 39. Alcohol metilico a las 24 horas de maceracién a 25°C

Muestra Contenido de
25°C antocianina
0.61
1 0.92
2 0.52
3 1.25

En la muestra a 25°C la concentracion de antocianinas se mantiene en rangos
similares tantos la muestra base como las repeticiones. El pico mas alto
encontrado es la tercera repeticibn con una concentracion de 1.52 mglL,
seguida de la primera repeticién con una concentracion de 0.92 mg/L, seguida
de la muestra base con una concentracion de 0.61 mg/L y al finalizar con la

segunda repeticion con 0.52 mg/L.

Tanto en la muestra a 2°C como a 25°C los picos mas altos se encuentran en
la tercera repeticion, quiere decir que la mayor manifestacion de antocianinas

se da al realizar la tercera repeticion.

Tabla 40. Alcohol metilico a las 24 horas de maceracién a 62°C

Muestra Contenido de
62°C antocianina
5.15
1 1.92
2 3.99
3 2.87
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En la muestra a 62°C se puede observar que los resultados no mantienen el
orden que mantienen la muestra de 2 ° C y 25 ° C las cuales mantiene la

tercera repeticion como el pico mas alto.

En la muestra a 62°C el pico mas alto se lo puede encontrar en la muestra
base con una concentracion de antocianinas de 5.15 mg/L, seguida de la
segunda repeticion con 3.99 mg/L, seguido de la tercera repeticion con 2.87
mg/L y finalizando con el pico mas bajo la primera repeticibn con una

concentracion de 1.92 mg/L.

Figura 12. Proceso de filtrado muestra alcohol metilico
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lico

Muestras antes de filtrar muestra alcohol meti

Figura 13

Figura 14. Filtros whatman después de filtrar muestra alcohol metilico
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3.2 Andlisis e interpretacion de datos alcohol etilico

Tabla 41. Efectos estimados para antocianinas muestra alcohol etilico

Efecto Estimado |Error Estd. |V.I.F.

Promedio 1.28 0.75

A:Temperatura -0.80 0.79 1.02
B:Tiempo 2.13 0.79 1.01
AA -0.59 1.46 1.02
AB -2.01 0.96 1.01
BB 2.16 1.37 1.00
Bloque -0.29 1.12 1.50
Blogue 0.91 1.12 1.50
Bloque -0.74 1.12 1.50

Errores estandar basados en el error total con 27 g.l.

En la tabla 41 muestra las estimaciones para cada uno de los efectos
estimados y las interacciones. También se muestra el error estandar de cada
uno de estos efectos, el cual mide su error de muestreo. Note también que el

factor de inflacion de varianza (V.l.F.) mas grande, es igual a 1.5

Diagrama de Pareto Estandarizada para Antocianinas
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Figura 15. Diagrama de pareto muestra alcohol etilico
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Tabla 42. Andlisis de varianza para antocianinas muestra alcohol etilico

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

A:Temperatura 3.79] 1.00 3.79 1.01 0.32

B:Tiempo 26.93| 1.00 26.93 7.19 0.01

AA 0.61f 1.00 0.61 0.16 0.69

AB 16.47| 1.00 16.47 4.40 0.05

BB 9.36/ 1.00 9.36 2.50 0.13

Bloques 3.32 3.00 1.11 0.30 0.83

Error total 101.07| 27.00 3.74

Total (corr.) 166.43| 35.00

R-cuadrada = 39.2715 porciento

R-cuadrada (ajustada por g.l.) = 21.2779 porciento
Error estandar del est. = 1.93476

Error absoluto medio = 1.20994

Estadistico Durbin-Watson = 2.53204 (P=0.8096)
Autocorrelacion residual de Lag 1 = -0.276098

La tabla 42 ANOVA particiona la variabilidad de Antocianinas en piezas
separadas para cada uno de los efectos. Entonces prueba la significancia
estadistica de cada efecto comparando su cuadrado medio contra un estimado
del error experimental. En este caso, 2 efectos tienen una valor-P menor que
0.05, indicando que son significativamente diferentes de cero con un nivel de
confianza del 95.0%.

El estadistico R-Cuadrada indica que el modelo, asi ajustado, explica
39.2715% de la variabilidad en Antocianinas. El estadistico R-cuadrada
ajustada, que es mas adecuado para comparar modelos con diferente nimero
de variables independientes, es 21.2779%. EIl error estandar del estimado
muestra que la desviacion estandar de los residuos es 1.93476. El error medio
absoluto (MAE) de 1.20994 es el valor promedio de los residuos. El estadistico
de Durbin-Watson (DW) prueba los residuos para determinar si haya alguna
correlacion significativa basada en el orden en que se presentan los datos en el
archivo. Puesto que el valor-P es mayor que 5.0%, no hay indicacion de

autocorrelacion serial en los residuos con un nivel de significancia del 5.0%.
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Traza de Densidad para RESIDUOS
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Figura 16. Traza de densidad para residuos alcohol etilico

Tabla 43. Pruebas de normalidad para residuos

Prueba Estadistico |Valor-P
Chi-Cuadrado 10.2222 0.675669
Estadistico W de 0.954074 0.184822
Shapiro-Wilk

En la tabla 43 se muestra los resultados de diversas pruebas realizadas para
determinar si Residuos puede modelarse adecuadamente con una distribucion
normal. La prueba de chi-cuadrada divide el rango de Residuos en 16 clases
igualmente probables y compara el nimero de observaciones en cada clase
con el numero esperado de observaciones. La prueba de Shapiro-Wilk esta
basada en la comparacién de los cuartiles de la distribucion normal ajustada a

los datos.

Debido a que el valor-P méas pequefio de las pruebas realizadas es mayor 0
igual a 0.05, no se puede rechazar la idea de que Residuos proviene de una

distribucidon normal con 95% de confianza.
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Histograma para RESIDUOS
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Figura 17. Histograma residuos alcohol etilico

Tabla 44. Pruebas de bondad-de-ajuste para residuos

Normal

DMAS 0.107889
DMENOS |0.104256
DN 0.107889
Valor-P  |0.796129

En la tabla 44 muestra los resultados de diversas pruebas realizadas para
determinar si Residuos puede modelarse adecuadamente con una distribucién

normal.

Debido a que el valor-P méas pequefio de las pruebas realizadas es mayor 0
igual a 0.05, no se puede rechazar la idea de que Residuos proviene de una

distribucion normal con 95% de confianza.
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Grafica de Efectos Principales para Antocianinas
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Figura 18. Gréfica de efectos muestra alcohol etilico

Tabla 45. Coeficiente de regresion para antocianinas muestra alcohol etilico

Coeficiente Estimado

Constante 0.50
A:Temperatura 0.05
B:Tiempo -0.09
AA 0.00
AB 0.00
BB 0.01

La tabla 45 se despliega la ecuacion de regresion que se ha ajustado a los

datos. La ecuacion del modelo ajustado es

Antocianinas = 0.499245 + 0.0546772*Temperatura - 0.0892842*Tiempo -
0.000328354*Temperatura™2 - 0.00335122*Temperatura*Tiempo +
0.0108184*Tiempo”2

En donde los valores de las variables estan especificados en sus unidades

originales.
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Grafica de Interaccion para Antocianinas
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Figura 19. Gréfica de interaccién muestra alcohol etilico

Tabla 46. Matriz de correlacion para los efectos estimados muestra alcohol etilico

W @ G @ O 6 @O @) (9
(1)|Promedio 1.00] 0.13[ 0.00] -0.67| 0.00[ -0.61] 0.00] 0.00] 0.00
(2)|A:Temperatura | 0.13[ 1.00] 0.00] -0.13| 0.00] 0.00] 0.00| 0.00| 0.00
(3)|B:Tiempo 0.00] 0.00] 1.00] 0.00| 0.09] 0.00] 0.00| 0.00| 0.00
(4)|AA -0.67] -0.13| 0.00] 1.00] 0.00| 0.00] 0.00] 0.00] 0.00
(5)|AB 0.00[ 0.00] 0.09] 0.00| 1.00] 0.00] 0.00| 0.00| 0.00
(6)BB -0.61| 0.00| 0.00| 0.00] 0.00| 1.00| 0.00] 0.00] 0.00
(7)|Blogue 0.00[ 0.00] 0.00] 0.00| 0.00] 0.00] 1.00]-0.33] -0.33
(8)|Bloque 0.00| 0.00] 0.00] 0.00| 0.00] 0.00|-0.33] 1.00]-0.33
(9)|Blogue 0.00[ 0.00] 0.00] 0.00] 0.00] 0.00]-0.33] -0.33] 1.00

La matriz de correlacion La tabla 46 muestra el grado de confusién entre los

efectos. Un disefo perfectamente ortogonal mostrara una matriz diagonal con

1’s en la diagonal y 0's fuera de ella. Cualquier término distinto de cero implica

gue los estimados de los efectos correspondientes a esa fila y columna estaran

correlacionados. En este caso, hay 5 pares de efectos con interaccion distinta

de cero. No obstante, como ninguna es mayor o igual que 0.5, probablemente

sera capaz de interpretar los resultados sin mucha dificultad.
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Grafica de Probabilidad Normal para Antocianinas
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Figura 20. Grafica de probabilidad muestra alcohol etilico
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Tabla 47. Resultados estimados para antocianinas muestra alcohol etilico

Observados |Ajustados |Inferior 95.0% Superior 95.0%
Fila |Valores Valores para Media para Media

1 0.02 0.45 -1.63 2.53

2 0.17 1.20 -0.68 3.08

3 0.68 1.67 -0.48 3.82

4 4.18 1.44 -0.43 3.31

5 0.38 1.42 -0.45 3.29

6 0.50 0.65 -1.22 2.52

7 4.00 4.59 2.51 6.67

8 6.07 3.80 1.92 5.67

9 1.02 1.79 -0.36 3.94
10 0.56 0.25 -1.83 2.33
11 0.37 1.00 -0.88 2.88
12 2.84 1.47 -0.68 3.62
13 0.45 1.24 -0.63 3.11
14 0.81 1.22 -0.66 3.09
15 1.56 0.45 -1.43 2.32
16 0.14 4.39 2.31 6.47
17 6.90 3.60 1.72 5.47
18 1.58 1.59 -0.56 3.74
19 0.59 0.85 -1.23 2.93
20 2.42 1.60 -0.28 3.48
21 0.45 2.07 -0.08 4.22
22 0.63 1.84 -0.03 3.71
23 0.97 1.81 -0.06 3.69
24 1.06 1.04 -0.83 2.92
25 10.12 4.99 2.91 7.07
26 3.92 4.19 2.32 6.07
27 0.42 2.18 0.03 4.34
28 0.54 0.03 -2.05 2.11
29 1.91 0.77 -1.11 2.65
30 2.06 1.24 -0.91 3.39
31 1.28 1.01 -0.86 2.88
32 0.68 0.99 -0.88 2.86
33 0.84 0.22 -1.65 2.09
34 2.78 4.16 2.08 6.24
35 0.35 3.37 1.49 5.25
36 2.72 1.36 -0.79 3.51

La tabla 47 contiene informacion acerca de los valores de Antocianinas

generados usando el modelo ajustado. La tabla incluye:

(1) los valores observados de Antocianinas (si alguno)
(2) el valor predicho de Antocianinas usando el modelo ajustado

(3) intervalos de confianza del 95.0% para la respuesta media
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Cada item corresponde a los valores de los factores experimentales en una fila

especifica de su archivo de datos.

Superficie de Respuesta Estimada

Antocianinas

Temperatura

Figura 21. Superficie de respuesta muestra alcohol etilico

Camino de Maximo Ascenso para Antocianinas

Tabla 48. Camino de maximo ascenso para antocianinas muestra alcohol etilico

Prediccion para
Temperatura |Tiempo [Antocianinas
32.0 14.00 1.28
33.0 13.13 1.19
34.0 12.30 1.12
35.0 11.56 1.07
36.0 10.95 1.04
37.0 10.52 1.03

La tabla 48 despliega el trayecto de maximo ascenso (o0 descenso). Este es el
trayecto, desde el centro de la regidn experimental actual, a través del cual la
respuesta estimada cambia mas rdpidamente con un cambio menor en los
factores experimentales. Indica buenas caracteristicas para ejecutar
experimentos adicionales si el objetivo es incrementar o decrementar
Antocianinas. Actualmente, 6 puntos se han generado cambiando

Temperatura en incrementos de 1.0.
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Contornos de la Superficie de Respuesta Estimada
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Figura 22. Superficie de respuesta estimada muestra alcohol etilico
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Optimizar Respuesta

Meta: maximizar Antocianinas

Valor optimo = 4.53503

Tabla 49. Optimizar respuesta

Factor Bajo |Alto [Optimo
Temperatura 2.0| 62.0 2.0
Tiempo 4.0| 24.0 24.0

Esta tabla 49 muestra la combinaciéon de los niveles de los factores, la cual

maximiza Antocianinas sobre la region indicada.
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Grafica de Residuos para Antocianinas
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Figura 23. Grafica de residuos muestra alcohol etilico

3.2.1 Alcohol etilico alas 4 horas de maceracion.

En la interpretacion de datos del alcohol etilico a las 4 horas de maceracion se
incluyen las temperaturas de maceracibn a las cuales se realizd la
investigacion las cuales fueron a 2°C, 25°C y 62°C. Tomando en cuenta las
prueba base y sus 3 repeticiones, al igual que se realizaron en la investigacion

con alcohol metilico.

Tabla 50. Alcohol etilico a las 4 horas de maceraciéon a 2°C

Muestra 2°C Conte_nid_o de
antocianinas

0.02

1 0.56

2 0.59

3 0.54

En la muestra a 2°C podemos visualizar que las tres repeticiones realizadas
mantienen rangos similares con maximos de 0.59 y minimos de 0.54 mg/L de
antocianinas. La muestra base tiene un total de 0.02 mg/L de antocianinas
cantidad muy por debajo del pico minimo de las repeticiones. El pico maximo
encontrado es la segunda repeticion con 0.59 mg/L, seguida de la primera
repeticion con 0.56 mg/L de antocianinas, seguida de la tercera repeticion con
0.54 mg/L de antocianinas y finalizando con el valor mas bajo el cual

corresponde a la muestra baja con un total de 0.02 mg/L de antocianinas.
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Tabla 51. Alcohol etilico a las 4 horas de maceracién a 25°C

Muestra 25°C Conte_nid_o de
antocianinas

0.17

1 0.37

2 2.42

3 1.91

En la muestra a 25°C se puede visualizar que el pico mas alto lo mantiene la
segunda repeticion con un valor de 2.42 mg/L de antocianina, seguida de la
tercera repeticion con 1.91 mg/L, seguida de la primera repeticion con 0.37

mg/L y manteniendo el pico mas bajo con 0.17 mg/L de antocianinas.

Tabla 52. Alcohol etilico a las 4 horas de maceracion a 62°C

o Contenido de
Muestra 62°C antocianinas
0.68
1 2.84
2 0.45
3 2.06

En la muestra a 62°C se corrobora que tanto la primera y la tercera repeticion
mantienen valores simétricos, o mismo tiende a suceder con la muestra base y
la segunda repeticion. Se puede observar que el pico mas alto lo mantiene la
primera repeticion con 2.84 mg/L de antocianinas, seguida de la tercera
repeticion con 2.06 mg/L, seguida de la muestra base con 0.68 mg/L y

finalizando con la segunda repeticién con un total de 0.45 mg/L.

3.2.2 Alcohol etilico alas 14 horas de maceracién.

En la interpretacion de datos del alcohol etilico a las 14 horas de maceracién se
incluyen las temperaturas de maceracion tal como se realizaron en la
maceracion a 4 horas las cuales fueron a 2°C, 25°C y 62°C. Tomando en

cuenta las prueba base y sus 3 repeticiones.
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Tabla 53. Alcohol etilico a las 14 horas de maceracién a 2°C

Contenido de

Muestra 2°C L
antocianinas

4.18
1 0.45
2 0.63
3 1.28

En la muestra a 2°C se puede corroborar que el pico maximo obtenido fue la
muestra base con 4.18 mg/L de antocianinas. Las repeticiones mantienen

rangos inferiores tomando en cuenta la muestra base.

La muestra base mantiene el pico maximo, seguida de la tercera repeticion que
tiene un total de 1.28 mg/L de antocianinas, seguida de la segunda repeticion
con 0.63 mg/L vy finalizando con el pico mas bajo esta la primera muestra con
un total de 0.45 mg/L de antocianinas.

Tabla 54. Alcohol etilico a las 14 horas de maceracion a 25°C

Muestra Contenido de
25°C antocianinas
0.38

1 0.81

2 0.97

3 0.68

En la muestra a 25°C se puede visualizar el pico maximo obtenido en la
segunda repeticion con un total de 0.97 mg/L, seguida de la primera repeticion
con un valor de 0.68 mg/L, seguida de la tercera repeticion con 0.68 mg/L y

finalizando con el pico mas bajo de la muestra base con un total de 0.38 mg/L.
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Tabla 55. Alcohol etilico a las 14 horas de maceracién a 62°C

Muestra Contenido de
62°C antocianinas
0.50

1 1.56

2 1.06

3 0.84

En la muestra a 62°C se puede visualizar que la

cantidad de antocianinas

obtenida es baja. El pico mas alto obtenido se encuentra en la primera

repeticion con un total de 1.56 mg/L, seguida de la segunda repeticién con un

total de 1.06 mg/L, seguida de la tercera repeticién con 0.84 mg/L y finalizando

con el pico mas bajo la muestra base que tiene una cantidad de 0.50 mg/L.

3.2.3 Alcohol etilico alas 24 horas de maceracion.

En la interpretacion de datos del alcohol etilico a las 24 horas de maceracién se

incluyen las temperaturas de maceracion tal como se realizaron en la

maceracion a 4 horas y a 14 horas las cuales fueron a 2°C, 25°C y 62°C.

Tomando en cuenta las prueba base y sus 3 repeticiones.

Tabla 56. Alcohol etilico a las 24 horas de maceracién a 2°C

Muestra Contenido de
2°C antocianinas
4.00
1 0.14
2 10.12
3 2.78
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En la muestra a 2°C se puede visualizar que tantos los valores de las
repeticiones como el de la muestra base no mantienen ninguna relacién. Tanto
asi que existe un pico maximo de 10.12 mg/L y uno minimo de 0.14 mg/L, esto
debido a los datos obtenidos en el espectrofotometro. El pico maximo obtenido
lo tiene la segunda repeticion con un maximo de 10.12 mg/L, seguida de la
tercera repeticion con un total de 2.78 mg/L, seguida de la muestra base que
tiene 4.00 mg/L y finalizando con el pico mas bajo obtenido con un total de 0.14

mg/L.

Tabla 57. Alcohol etilico a las 24 horas de maceracién a 25°C

Muestra Contenido de
25°C antocianinas
6.07
1 6.90
2 3.92
3 0.35

En la muestra a 25°C la primera repeticibn y la muestra base mantienen
valores similares lo que no se puede corroborar en la segunda y tercera
repeticion. Se mantienen picos maximos y minimos en los que la primera
repeticibn mantiene el pico maximo con una cantidad de 6.90 mg/L de
antocianina, seguida de la muestra base con 60.7 mg/L de antocianina, seguida
de la segunda repeticion con 3.92 mg/L y finalizando con la tercera repeticidon

con un minimo de 0.35 mg/L.

Tabla 58. Alcohol etilico a las 24 horas de maceracién a 62°C

Muestra Contenido de

62°C antocianinas
1.02
1 1.58
2 0.42

3 2.72
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En la muestra a 62°C la muestra base y la primera repeticion mantienen
valores similares lo que no ocurre con la segunda y tercera repeticion. La
cantidad de antocianina obtenida consta de un pico maximo y un minimo
siendo la tercera repeticion el pico maximo con 2.72 mg/L, seguida de la
primera repeticion 1.58 mg/L, seguida de la muestra base con 1.02 mg/L y
finalmente con el pico minimo la segunda repeticion con un total de 0.42 mg/L
de antocianinas.

Figura 24. Muestras antocianinas alcohol etilico
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Figura 26. Uso de rota vapor muestra alcohol etilico




3.3 Andlisis e interpretacion de datos éter

Efectos estimados para Antocianinas

Tabla 59. Efectos estimados para antocianinas muestra éter

Efecto Estimado Int. Confianza |V.I.F.
Promedio 2.71 +/- 5.28251
A:Temperatura -3.47 +/- 5.54177 1.02
B:Tiempo -0.86 +/- 5.56641 1.01
AA 431 +/- 10.243 1.02
AB 0.86 +/- 6.72649 1.01
BB -5.70 +/- 9.59863 1.00
Bloque -0.77 +/- 7.83724 1.50
Bloque 5.67 +/- 7.83724 1.50
Bloque -2.45 +/- 7.83724 1.50
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Intervalos de confianza del 95.0 de confianza (intervalos) basados en el error
total con 27 g.l. (t = 2.05183)

Esta tabla 59 muestra las estimaciones para cada uno de los efectos estimados

y las interacciones. Igualmente se muestran los intervalos de confianza del

intervalos de confianza del 95.0% para los estimados.

Note también que el

factor de inflacion de varianza (V.I.F.) mas grande, es igual a 1.5. Para un

disefio perfectamente ortogonal, todos los factores serian igual a 1. Factores

de 10 o mas normalmente se interpretan como indicativos de confusion seria

entre los efectos.
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Diagrama de Pareto Estandarizada para Antocianinas

«|
AA \ \
B:Tiempo -
- [
6 0:4 U.IB 1:2 1:6 2I 2.I4
Efecto estandarizado
Figura 27. Diagrama de pareto muestra éter
Tabla 60. Andlisis de varianza para antocianinas muestra éter
Fuente Suma de Gl Cuadrado Medio [Razén-F |Valor-P
Cuadrados
A:Temperatura 72.41 1.00 72.41 1.65 0.21
B:Tiempo 4.39| 1.00 4.39 0.10 0.75
AA 32.60/ 1.00 32.60 0.74 0.40
AB 3.04] 1.00 3.04 0.07 0.79
BB 65.07| 1.00 65.07 1.49 0.23
Blogues 100.80| 3.00 33.60 0.77 0.52
Error total 1181.75| 27.00 43.77
Total (corr.) 1449.53|] 35.00

R-cuadrada = 18.4735 porciento

R-cuadrada (ajustada por g.l.) = 0.0 porciento
Error estandar del est. = 6.61579
Error absoluto medio = 3.08036
Estadistico Durbin-Watson = 2.28414 (P=0.5598)
Autocorrelacion residual de Lag 1 = -0.14575
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La tabla 60 ANOVA particiona la variabilidad de Antocianinas en piezas
separadas para cada uno de los efectos. Entonces prueba la significancia
estadistica de cada efecto comparando su cuadrado medio contra un estimado
del error experimental. En este caso, O efectos tienen una valor-P menor que
0.05, indicando que son significativamente diferentes de cero con un nivel de
confianza del 95.0%.

El estadistico R-Cuadrada indica que el modelo, asi ajustado, explica
18.4735% de la variabilidad en Antocianinas. El estadistico R-cuadrada
ajustada, que es mas adecuado para comparar modelos con diferente nUmero
de variables independientes, es 0.0%. El error estandar del estimado muestra
gue la desviacion estandar de los residuos es 6.61579. El error medio absoluto
(MAE) de 3.08036 es el valor promedio de los residuos. El estadistico de
Durbin-Watson (DW) prueba los residuos para determinar si haya alguna
correlacion significativa basada en el orden en que se presentan los datos en el
archivo. Puesto que el valor-P es mayor que 5.0%, no hay indicacién de

autocorrelacion serial en los residuos con un nivel de significancia del 5.0%.

Traza de Densidad para RESIDUOS

0.08 F T T T =
0.06 — -

0.04 — -

densidad

0.02 - -

-7 3 13 23 33
RESIDUOS

Figura 28. Traza de densidad para residuos éter
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Tabla 61. Pruebas de normalidad para residuos

Prueba Estadistico Valor-P
Chi-Cuadrado 34.2222 0.00111345
Estadistico W de 0.611037 1.3022E-10
Shapiro-Wilk

En la tabla 61 se muestra los resultados de diversas pruebas realizadas para
determinar si Residuos puede modelarse adecuadamente con una distribucion
normal. La prueba de chi-cuadrada divide el rango de Residuos en 16 clases
igualmente probables y compara el nUumero de observaciones en cada clase
con el niumero esperado de observaciones. La prueba de Shapiro-Wilk esta
basada en la comparacion de los cuartiles de la distribucién normal ajustada a

los datos.

Debido a que el valor-P mas pequefio de las pruebas realizadas es menor a
0.05, se puede rechazar la idea de que Residuos proviene de una distribucion

normal con 95% de confianza.

Histograma para RESIDUOS

15 E T T T T T ™ Distribucién
Normal

12 —

frecuencia

-9 1 11 21 3 41 51
RESIDUOS

Figura 29. Histograma residuos éter

Tabla 62. Pruebas de bondad-de-ajuste para residuos

Normal
DMAS 0.258186
DMENOS|0.14469
DN 0.258186
Valor-P  |0.0164675
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En la tabla 62 se muestra los resultados de diversas pruebas realizadas para
determinar si Residuos puede modelarse adecuadamente con una distribucién

normal.

Debido a que el valor-P mas pequefio de las pruebas realizadas es menor a
0.05, se puede rechazar la idea de que Residuos proviene de una distribucién

normal con 95% de confianza.

Grafica de Efectos Principales para Antocianinas

74F 3
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Figura 30. Gréfica de efectos muestra éter

Tabla 63. Coeficiente de regresion para antocianinas muestra éter

Coeficiente Estimado

Constante 2.67
A:Temperatura -0.23
B:Tiempo 0.71
AA 0.00
AB 0.00
BB -0.03




71

La tabla 63 despliega la ecuacion de regresién que se ha ajustado a los datos.
La ecuacién del modelo ajustado es

Antocianinas = 2.67483 - 0.231262*Temperatura + 0.709515*Tiempo +
0.0023937*Temperatura”2 + 0.00144035*Temperatura*Tiempo -
0.0285204*Tiempo”2

En donde los valores de las variables estan especificados en sus unidades

originales

Grafica de Interaccion para Antocianinas
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Figura 31. Grafica de interaccion muestra éter

Tabla 64. Matriz de correlacion para los efectos estimados muestra éter

Q) @A G @ O © @OF @
(1)|Promedio 1.00] 0.13[0.00] -0.67]|0.00] -0.61] 0.00] 0.00[ 0.00
(2)|A:-Temperatura__| 0.13] 1.00] 0.00[ -0.13]0.00[ 0.00] 0.00] 0.00] 0.00
(3)|B:Tiempo 0.00] 0.00|1.00] 0.00]0.09] 0.00] 0.00] 0.00] 0.00
(4)|AA -0.67| -0.13[0.00] 1.00[ 0.00] 0.00] 0.00] 0.00[ 0.00
(5)|AB 0.00] 0.00[0.09] 0.00]1.00[ 0.00[ 0.00] 0.00] 0.00
(6)BB -0.61] 0.00[0.00] 0.00[0.00] 1.00] 0.00] 0.00[ 0.00
(7)[Bloque 0.00] 0.00[0.00[ 0.00]0.00] 0.00] 1.00] -0.33[ -0.33
(8)[Bloque 0.00] 0.00[0.00[ 0.00]0.00] 0.00] -0.33] 1.00[ -0.33
(9)|Bloque 0.00] 0.00{0.00] 0.00]0.00] 0.00] -0.33] -0.33] 1.00
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La matriz de correlacion tabla 64 muestra el grado de confusién entre los
efectos. Un disefo perfectamente ortogonal mostrara una matriz diagonal con
1's en la diagonal y O’s fuera de ella. Cualquier término distinto de cero implica
gue los estimados de los efectos correspondientes a esa fila y columna estaran
correlacionados. En este caso, hay 5 pares de efectos con interaccion distinta
de cero. No obstante, como ninguna es mayor o igual que 0.5, probablemente

sera capaz de interpretar los resultados sin mucha dificultad.

Grafica de Probabilidad Normal para Antocianinas
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Figura 32. Grafica de probabilidad muestra éter




Tabla 65. Resultados estimados para antocianinas muestra éter

Observados |Ajustados |Inferior 95.0% Superior 95.0%
Fila |Valores Valores para Media para Media

1 2.00 3.39 -3.72 10.50

2 2.97 -0.31 -6.73 6.11

3 0.75 -0.95 -8.31 6.40

4 1.71 5.38 -1.02 11.78

5 0.02 2.01 -4.39 8.41

6 1.98 1.90 -4.50 8.30

7 0.83 1.66 -5.45 8.77

8 0.30 -1.37 -7.79 5.05

9 0.20 -0.95 -8.30 6.41
10 5.22 4.23 -2.88 11.34
11 2.20 0.53 -5.89 6.95
12 1.48 -0.11 -7.46 7.25
13 1.43 6.22 -0.18 12.62
14 3.56 2.85 -3.55 9.25
15 0.75 2.75 -3.65 9.15
16 0.92 2.51 -4.60 9.62
17 0.70 -0.53 -6.95 5.89
18 2.09 -0.10 -7.46 7.25
19 1.03 7.45 0.34 14.56
20 2.67 3.75 -2.67 10.17
21 0.48 3.11 -4.24 10.47
22 39.43 9.44 3.04 15.84
23 0.63 6.07 -0.33 12.47
24 0.48 5.97 -0.43 12.37
25 0.44 5.73 -1.38 12.84
26 1.15 2.69 -3.73 9.11
27 1.03 3.12 -4.24 10.47
28 2.00 3.39 -3.72 10.50
29 0.24 -0.31 -6.73 6.11
30 2.19 -0.95 -8.30 6.41
31 0.21 5.38 -1.02 11.78
32 0.04 2.01 -4.39 8.41
33 1.67 1.91 -4.49 8.31
34 1.25 1.67 -5.44 8.78
35 1.55 -1.37 -7.79 5.05
36 1.66 -0.94 -8.30 6.41
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Esta tabla 65 contiene informacion acerca de los valores de Antocianinas

generados usando el modelo ajustado. La tabla incluye:
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(1) los valores observados de Antocianinas (si alguno)
(2) el valor predicho de Antocianinas usando el modelo ajustado

(3) intervalos de confianza del 95.0% para la respuesta media

Cada item corresponde a los valores de los factores experimentales en una fila
especifica de su archivo de datos.

Superficie de Respuesta Estimada

Antocianinas

Temperatura

Figura 33. Superficie de respuesta muestra éter

Tabla 66. Camino de maximo ascenso para antocianinas muestra éter

Prediccion para
Temperatura [Tiempo Antocianinas
32.0 14.00 2.71
33.0 14.10 2.65
34.0 14.19 2.59
35.0 14.33 2.54
36.0 14.49 2.49
37.0 14.72 2.44

La tabla 66 despliega el trayecto de maximo ascenso (0 descenso). Este es el
trayecto, desde el centro de la regidn experimental actual, a través del cual la
respuesta estimada cambia mas rdpidamente con un cambio menor en los
factores experimentales. Indica buenas caracteristicas para ejecutar
experimentos adicionales si el objetivo es incrementar o decrementar
Antocianinas. Actualmente, 6 puntos se han generado cambiando

Temperatura en incrementos de 1.0
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Contornos de la Superficie de Respuesta Estimada
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Figura 34. Superficie de respuesta estimada muestra éter

Optimizar Respuesta

Meta: maximizar Antocianinas

Valor 6ptimo = 6.67052

Tabla 67. Optimizar respuesta muestra éter

Factor Bajo |Alto |[Optimo
Temperatura 2.0] 62.0 2.0
Tiempo 4.0| 24.0 12.5

La tabla 67 muestra la combinacion de los niveles de los factores, la cual

maximiza Antocianinas sobre la region indicada
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Grafica de Residuos para Antocianinas
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Figura 35. Grafica de residuos muestra éter

3.3.1 Eter alas 4 horas de maceracion.

En la interpretacion de datos de éter a las 4 horas de maceracion se incluyen
las temperaturas de maceracion a las cuales se realizé la investigacion las
cuales fueron a 2°C, 25°C y 62°C. Tomando en cuenta las prueba base y sus 3
repeticiones, al igual que se realizaron en la investigacién con el alcohol etilico

y alcohol metilico.

Tabla 68. Eter a las 4 horas de maceracién a 2°C

Muestra 2°C Contepid_o de
antocianinas

2.00

1 5.22

2 1.03

3 2.00

En la muestra a 2°C se puede visualizar que existe similitud entre los datos
obtenidos de la muestra base y la tercera repeticion, estos tienen un valor de

2.00 mg/L cada uno.
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La antocianina obtenida tiene un punto maximo y un punto medio. El punto
maximo lo tiene la primera repeticion con un total de 5.22 mg/L, seguida de la
tercera repeticion y la muestra base manteniendo un 2.00 mg/L cada una y

finalizando con la segunda repeticién con un total de 1.03 mg/L.

Tabla 69. Eter a las 4 horas de maceracion a 25°C

Muestra Contenido de
25°C antocianinas

2.97

1 2.20

2 2.67

3 0.24

En la muestra a 25°C la primera, segunda y muestra base mantienen valores
similares en comparacién a la tercera repeticion. Podemos ver un pico maximo
y un pico minimo. El pico maximo lo tiene la muestra base con un valor de 2.91
mg/L, seguida de la segunda repeticion con 2.67 mg/L, seguida de la primera
repeticion con 2.20 mg/L y finalizando con la tercera repeticién con 0.24 mg/L

de antocianinas.

Tabla 70. Eter a las 4 horas de maceracién a 62°C

Muestra Contenido de
62°C antocianinas

0.75

1 1.48

2 0.48

3 2.19

En la muestra a 62°C podemos encontrar antocianina con picos maximos y
picos minimos, entre los cuales tenemos a la tercera repeticion con un total de
2.19 mg/L de antocianina, seguida de la primera repeticion con un total de 1.48
mg/L de antocianinas, seguida de la muestra base con 0.75 mg/L de

antocianinas y con un pico minimo de 0.48 mg/L de antocianinas.
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3.3.2 Eter alas 14 horas de maceracion.

En la interpretacion de datos éter a las 14 horas de maceracion se incluyen las
temperaturas de maceracion tal como se realizaron en la maceracién a 4 horas
las cuales fueron a 2°C, 25°C y 62°C. Tomando en cuenta las prueba base y

sus 3 repeticiones.

Tabla 71. Eter a las 14 horas de maceracién a 2°C

Contenido de

Muestra 2° I
uestra 2°C antocianinas

1.71
1 1.43
2 39.43
3 0.21

En la muestra a 2°C se puede observar que la segunda repeticion tiene un
valor excesivamente alto en comparacion a la primera, tercera repeticion y a la

muestra base.

Se puede verificar que existe un pico maximo y minimo en la experimentacion.
El pico maximo obtenido tiene 39.43 mg/L, seguida de la muestra base con
1.71 mg/L, seguida de la primera repeticion con 1.43 mg/L y finalizando con la

tercera repeticiéon con 0.21 mg/L.

Tabla 72. Eter a las 14 horas de maceracién a 25°C

Muestra 25°C Conte_nid_o de
antocianinas

0.02

1 3.56

2 0.63

3 0.87

En la muestra a 25°C se puede visualizar que los datos obtenidos son
diferentes unos de otros. En la experimentacién podemos ver valores maximos

y minimos.
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El pico maximo obtenido lo tiene la primera repeticion con 3.56 mg/L, seguida
de la tercera repeticion con 0.87 mg/L, seguida de la segunda repeticion con
0.63 mg/L y finalizando la muestra base con una cantidad minima de

antocianinas 0.02 mg/L.

Tabla 73. Eter a las 14 horas de maceracién a 62°C

Muestra 62°C Conte_nid_o de
antocianinas

1.98

1 0.75

2 0.48

3 1.67

En la muestra a 62°C podemos visualizar que tanto los datos de la muestra
base y la tercera repeticion tienen valores similares, lo mismo sucede entre la

primera y segunda repeticion.

En la experimentacibn encontramos valores maximo y minimos de
antocianinas. El valor maximo lo tiene la muestra base con 1.98 mg/L, seguida
de la tercera repeticion con 1.67 mg/L, seguida de la primera muestra con 0.75
mg/L y finalizando con la segunda repeticion y un total de 0.48 mg/L.

3.3.3 Eter alas 24 horas de maceracion.
En lai interpretacion de datos éter a las 24 horas de maceracion se incluyen
las temperaturas de maceracién tal como se realizaron en la maceraciéon a 4

horas y 14 horas las cuales fueron a 2°C, 25°C y 62°C. Tomando en cuenta

las prueba base y sus 3 repeticiones.

Tabla 74. Eter a las 24 horas de maceracién a 2°C

Contenido
Muestra 2°C de
antocianinas
0.83
1 0.92
2 0.44
3 1.25
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En la muestra a 2°C se puede visualizar que los datos obtenidos son diferentes
y podemos encontrar valores maximos y valores minimos. El valor maximo
obtenido en la experimentacion se encuentra en la tercera repeticion con 1.25
mg/L, seguida de la primera repeticion con 0.92 mg/L, seguida de la muestra

base en 0.83 mg/L y finalizando con la segunda repeticion 0.44 mg/L.

Tabla 75. Eter a las 24 horas de maceracién a 25°C

Muestra Conée;mdo
25°C T
antocianinas
0.30
1 0.70
2 1.15
3 1.55

En la muestra a 25°C podemos ver que entre la muestra base y la primera
repeticion se obtiene un incremento de antocianinas y entre la segunda y

tercera repeticion se obtiene una diminucion.

En esta experimentacion se obtuvieron valores maximos y minimos. El valor
maximo se lo encuentra en la tercera repeticién con 1.55 mg/L, seguida de la
segunda repeticion con 1.15 mg/L, seguida de la primera repeticion con 0.7

mg/L y finalizando con 0.30 mg/L de la muestra base.

Tabla 76. Eter a las 24 horas de maceracién a 62°C

Muestra Conéeenldo
62°C -
antocianinas
0.20
1 2.09
2 1.03
3 1.66

En la muestra a 62°C se puede observar que todos los valores obtenidos

tienden a variar.
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En la experimentacion se obtuvieron valores maximos y minimos en los cuales
la primera repeticion tiene el valor maximo obtenido con 2.09 mg/L, seguida de
la tercera repeticion con 1.66 mg/L, seguida de la segunda repeticion con 1.03
mg/L y finalizando con la muestra base con 0.20 mg/L de antocianina.

Figura 36. Muestra éter 25°C
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Figura 37. Muestra éter 2°C
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Figura 38. Muestra éter 62°C
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Figura 39. Uso de rota vapor muestra éter
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Figura 40. Cubeta espectrofotbmetro muestra éter
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4 PRESUPUESTO

El presupuesto presentado para el trabajo de investigacion consta de varias
partes donde se detallan los reactivos, materia prima y equipos que se

utilizaron, los proveedores, cantidades, precios, nUmeros de equipos utilizados.
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5 CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1 Conclusiones

En la presente investigacion alcohol etilico como reactivos principales para
la obtencion de antocianinas presento los mejores resultados, seguido de la

experimentacion con alcohol metilico.

Mediante el método de superficie de respuesta se logré confirmar que el
ambiente Optimo para obtener antocianinas es a 2°C por un tiempo de 24

horas con una solucién de alcohol etilico.

Tras realizar las experimentaciones con tres reactivos distintos alcohol
metilico ,alcohol etilico y éter se pudo visualizar que segun el ANOVA
presente en a taba 26 a experimentacion con alcohol metilico fue a mas
exitosa a tener 3 efectos con valor-P menor que 0.05, indicando que son
significativamente diferentes de cero con un nivel de confianza del 95.0%,
mientras que a experimentacion con ,alcohol etilico solo consta de 2 efectos
con valor-P menor que 0.05 y a experimentacion con éter el cual consta
con O efectos con valor-P menor que 0.05, Pero ya que el disefio factorial
es 23 los datos obtenido en la tabla 26 no se los puede usar como resultado
confiable por tal razén se procedio a realizar la prueba del Chi Cuadrado y
de Shapiro-Wilk.

La experimentacién con éter no tuvo los resultados esperados debido a que
su densidad ya que le agua es mas densa que le éter, El agua tiene una

densidad de 1.000 kg/m3 mientras el éter tiene una densidad de 713 kg/m3.

El grado de maduracién de fruto es fundamental para la obtencion de

antocianinas ya que si no lo esta el experimento no sera funcional.

Es fundamental en la experimentacion tener el micra ge correcto al
momento del filtrado ya que esto facilitara a pureza el momento de la

extracciéon en el rotavapor.

La coloracion obtenida de mortifio en la investigacion alcanzo los

estandares planteados y favorecio para la obtencién de antocianinas.
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5.2 Recomendaciones

Es recomendable es uso de alcohol metilico y alcohol etilico ya que los

resultados obtenidos van a tener un mayor grado de confianza.

Es de suma importancia que le fruta se encuentre en buenas condiciones,
que el proceso se lleve a cabo con mucha exigencia, las soluciones como

los buffers de p H deben estar dosificados minuciosamente.

Es recomendable realizar dicha investigacion utilizando un HPLC para

poder obtener resultados mas exactos.

Se puede sustituir e HCI por acido citrico para a acidificacion el cual no

compromete los resultados.

Es recomendable la elaboracion de productos a base de mortifio ya que
ofrece interesante impuse para el consumidor considerando como un

alimento saludable y funcional.
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