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El siguiente trabajo de integracion curricular cont6 con el auspicio del Proyecto PIS 19-09:
“Evaluaciéon de métodos de extraccién no convencionales para la obtencién de
compuestos bioactivos a partir de subproductos de pifia (Ananas comosus), taxo
(Passiflora tripartita), mora (Rubus glaucus) y frutilla (Fragaria vesca)”, de la Escuela
Politécnica Nacional (EPN).
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Analisis de la Recuperacion de Compuestos de Interés a Partir de
Subproductos de Frutilla (Fragaria vesca)

Moreira Toscano Gabriela';

Escuela Politécnica Nacional, Facultad de Ingenieria Quimica y Agroindustria, Quito, Ecuador

Resumen: En el procesamiento de la frutilla (Fragaria vesca) se generan subproductos agricolas compuestos
principalmente por aquenios que contienen dcidos orgédnicos, azicares, proteinas, y polifenoles; por lo que se ha
generado gran interés para revalorizar estos subproductos. El presente trabajo tuvo como objetivo analizar los
compuestos bioactivos mediante la revisiéon de datos bibliograficos de la caracterizaciéon fisicoquimica de
subproductos de frutilla. Ademads, analizar los métodos de extraccién convencionales y alternativos de los compuestos
de interés y sus posibles aplicaciones. La frutilla es una fruta rica vitamina C (58 mg/100 g pf) y potasio (190 mg/100
g pf). Se determiné que los aquenios contienen de 2 a 5 veces mds polifenoles que lo que contiene la pulpa, dentro de
los cuales sobresalen las antocianinas y los elagitaninos. Luego de analizar los resultados del rendimiento de estos
compuestos fendlicos mediante métodos de extraccion convencionales y emergentes, se determiné que se puede
obtener 203 mg/l de antocianinas cuando se realiza EUA, 60 % mds de lo obtenido por el método tradicional de
maceracion. Por otro lado, los mayores rendimientos de elagitaninos se obtienen mediante maceracién enzimatica
(183 mg AE/100 g pf), 54 % mas de lo que se obtiene mediante EUA con acetona. Los compuestos de interés tienen
propiedades antioxidantes por lo que pueden ser utilizados para alargar la vida de los alimentos y disminuir la
proliferacién de microorganismos patdgenos, los elagitaninos pueden ser utilizados en la industria cosmética debido
a sus propiedades despigmentantes.

Palabras clave: frutilla, elagitaninos, antocianinas, métodos emergentes, métodos alternativos de extraccion

Analysis of the Recovery of Bioactive Compounds from Strawberry
By-Products (Fragaria vesca)

Abstract: Strawberry (Fragaria vesca) processing generates agricultural by-products composed mainly of achenes
that contain sugars, organic acids, proteins, and phenolic compounds; therefore, there has been great interest in
revalorizing these by-products. The objective of this work was to analyze the bioactive compounds by reviewing
bibliographic data on the physicochemical characterization of strawberry by-products. In addition, to analyze the
conventional and alternative methods of extraction of the compounds of interest and their possible applications.
Strawberry is a fruit rich in vitamin C (58 mg/100 g pf) and potassium (190 mg/100 g pf). The achenes were found
to contain 2 to 5 time more polyphenols than the pulp, among which anthocyanins and ellagitannins stand out. After
analyzing the results of the yield of these phenolic compounds by conventional and emerging extraction methods, it
was determined that 203 mg/I of anthocyanins can be obtained when EUA is performed, 60 % more than that obtained
by the traditional maceration method. On the other hand, the highest yields of ellagitannins are obtained by enzymatic
maceration (183 mg AE/100 g pf), 54 % more than that obtained by EUA with acetone. The compounds of interest
have antioxidant properties so they can used to extend the life of food and decrease the proliferation of pathogenic
can be used in the cosmetic industry due to their depigmenting properties.

Keywords: strawberry, ellagitannins, anthocyanins, emerging extraction methods, alternative extraction methods

1. INTRODUCCION

La frutilla silvestre (Fragaria vesca) es una fruta no
climatérica que pertenece a la familia de las Rosaceas (Caruso
et al., 2011). Es apreciada por su calidad nutricional por la
presencia de azucares solubles, 4cidos orgdnicos,
aminodcidos, vitaminas y metabolitos secundarios como los
polifenoles (Zhang et al., 2011).

En la industria alimenticia la frutilla es consumida como fruta
fresca y utilizada para la elaboracién de jugos, mermeladas,
frutas en almibar, entre otros, ademds a lo largo de los afios en
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la medicina tradicional se ha utilizado debido a sus
propiedades diuréticas y antidiarreicas en el tratamiento de
enfermedades intestinales (Dias et al., 2016).

Es una fruta conocida por su buen sabor y contenido de
nutrientes que presentan grandes beneficios a la salud por sus
propiedades antioxidantes, antimutagénicas y
anticancerigenas (Meyers et al., 2003). La frutilla es un
alimento importante a nivel mundial con una produccién de
8 000 000 TM/afio donde destacan paises de Sudamérica como
Brasil, Argentina y Chile (Villamil, 2021). En Ecuador se
produce principalmente en la regién sierra abarcando el 75 %
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de la produccién nacional con 400 ha sembradas (Fabara,
2011). En el afio 2007 alcanz6 una produccién de
360 000 TM y para el afio 2010 la superficie plantada
increment6 entre 20 y 30 %, de ésta produccién el 60 % se
destin para consumo nacional y el 40 % para exportacion
como fruta fresca (Tustén, 2012).

Esta fruta contiene componentes importantes de la dieta que
incluyen vitaminas, minerales, folato, fibra y [-caroteno,
ademds es una fuente rica en compuestos fitoquimicos, como
los polifenoles entre los que destacan acidos fendlicos, taninos,
antocianinas, flavonoides y elagitaninos (Najda et al., 2014).

Cuando la frutilla es procesada para elaboracién de jugos o
purés, se generan grandes cantidades de subproductos que se
han utilizado a lo largo de los afios como alimento para el
ganado o se han desechado al relleno sanitario. Estos residuos,
al contener en mayor proporcién aquenios, pueden ser una
fuente importante de compuestos nutracéuticos (Canales et al.,
2006). Segiin Aaby et al. (2005) la composicion fendlica de la
pulpa de frutilla difiere de la que se presenta en los aquenios,
donde estos contienen hasta 10 veces mds actividad
antioxidante y cantidad de compuestos fendlicos,
predominando derivados del acido eldgico.

Los compuestos fendlicos son antioxidantes que ayudan a
reducir el estrés oxidativo al neutralizar la produccién excesiva
de especies reactivas de oxigeno (ROS), las cuales se
relacionan con la presencia de ciertas enfermedades
neurodegenerativas, cdncer y diabetes tipo 2 (Ariza et al.,
2016). Estos compuestos se clasifican en flavonoides
(antocianinas, flavonoles, flavanoles), taninos hidrolizables
(elagitaninos) y 4cidos fendlicos (Giampieri et al., 2012).

Las antocianinas pertenecen al grupo de los flavonoides
(Wong, 2022), que presentan dos anillos aromdticos unidos
por una cadena de 3 carbonos y las variaciones estructurales
de uno de los anillos da como resultado 6 antocianinas
conocidas como: pelargonidina (naranja), cianidina (naranja-
rojo), delfinidina (azul-rojo), peonidina (naranja-rojo),
petunidina (azul-rojo) y malvidina (azul-rojo) (Garzén, 2008).
Estos compuestos se encuentran en las plantas, principalmente
en flores, frutos y tubérculos y presentan grandes beneficios a
la salud por sus efectos antioxidantes (Wong, 2022).

Los elagitaninos representan aproximadamente la mitad de
todos los compuestos fendlicos presentes en las frutillas, son
taninos hidrolizables que se encuentran en estas frutas de
forma libre, glicosilada o formando complejos generalmente
con azucares como la glucosa (Clifford y Scalbert, 2000). Son
polifenoles constituidos por una o varias unidades de acido
hexahidroxidifénico (HHDP), estos compuestos se hidrolizan
mediante adicion de acidos o enzimas, donde liberan unidades
de HHDP y glucosa (Olivas et al., 2014) y posteriormente
mediante lactonizacion se forman moléculas de dcido eldgico
(Clifford y Scalbert, 2000).

Dada la importancia de estos compuestos debido a sus
propiedades antioxidantes se han buscado alternativas para
aislarlos, tanto de la fruta como de los subproductos (Shahbaz

et al., 2016). Los métodos convencionales de extraccién de
polifenoles como son soxhlet y maceracion se han utilizado
ampliamente debido a su facilidad, eficiencia y aplicabilidad,
estdn basados en la utilizacién de solventes convencionales
como alcoholes, mezclados a menudo con agua en diferentes
proporciones, y el uso de calor o agitacién (Ameer et al.,
2017).

El método soxhlet es la referencia para analizar el desempefio
de las extracciones sélido — liquido, sin embargo, el problema
que presenta este tipo de metodologia al igual que la
maceracion, es el elevado tiempo de residencia y las altas
cantidades de solventes que se necesita (Cavalcanti y Meireles,
2012); ademds, la posible presencia de residuos téxicos
(solventes) en el producto final, que requiere un proceso de
purificacién adicional, lo que lo hace un proceso mas largo y
con costos adicionales (Stalikas, 2007)

Con las desventajas que presentan los métodos tradicionales se
han generado investigaciones donde se evalian técnicas
econémicas y ecolégicamente mds rentables extraer estos
compuestos. Las técnicas alternativas de extraccién para la
recuperacién de compuestos de interés son: extraccién con
fluidos supercriticos (SFE), extraccion asistida por ultrasonido
(EUA), extraccion asistida por microondas (MAE), extraccién
de liquido presurizado (PLE), extraccién con agua caliente a
presion (PHWE) y maceracién enzimatica, especificamente
para recuperacion de elagitaninos (Ameer et al., 2017).

Las antocianinas son compuestos importantes para mejorar las
propiedades sensoriales de los alimentos y por los beneficios
que ofrecen a la salud humana (De Pascual y Sdnchez, 2008).
Se utilizan en la industria de colorantes alimenticios y en
alimentos de acidez media que garantiza la presencia del catién
flavilio, ademds, los extractos ricos en antocianinas pueden
mejorar la capacidad visual, poseen actividad antioxidante y
actiian como agentes quimio protectores (Abdel y Hucl, 2003).

Los elagitatinos se caracterizan por sus efectos
antiinflamatorios, inhibicién de cepas de microorganismos,
reduccién de tlceras géstricas (Sangiovanni et al., 2013) y
sobre todo por sus fuertes propiedades antioxidantes, lo que se
atribuye a la gran cantidad de grupos hidroxilo presentes en su
estructura (Kahkonen et al., 2012).

El presente trabajo tuvo como objetivo analizar los
compuestos de interés mediante la revision de la
caracterizaciéon  fisicoquimica de los  subproductos
agroindustriales de la frutilla (Fragaria vesca). Ademds,
analizar los métodos convencionales y alternativos de
extraccién de los compuestos de interés y sus posibles
aplicaciones.

2. METODOLOGIA

Para el andlisis y comparacién de la composicion de la frutilla
y sus subproductos se investigaron datos sobre el andlisis
proximal, contenido de compuestos fendlicos y actividad
antioxidante, para definir los compuestos de interés.



2.1 Analisis proximal

Se analizaron los datos de determinacion de humedad,
proteina, grasa, cenizas, carbohidratos y fibra encontrados en
referencias bibliograficas, los cuales se realizan empleando los
métodos de la AOAC (AOAC, 1984 y 2005). En los ensayos
realizados por Dias et al. (2016), Guevara et al. (1998),
Latimer (2012) y Cazar (2016) utilizan muestran liofilizadas
de pulpa y semillas de frutilla de acuerdo con las siguientes
metodologias:

- Contenido de humedad: método AOAC 984.25.

- Contenido de proteina cruda (N x 6.25): método
Kjeldahl mediante AOAC 991.02

- Contenido de grasa: método AOAC 989.05.

- Contenido de cenizas: método AOAC 935.42.

- Contenido de carbohidratos: método AOAC 935.42

- Contenido de fibra dietética: métodos AOAC 993.19
y 991.42.

Con los valores reportados en bibliografia sobre el andlisis
proximal se determind si los subproductos de frutilla son una
fuente significativa de compuestos como: proteina, fibra,
vitaminas y minerales.

2.2 Determinacion del contenido fenélico total

Se analizaron los datos reportados por Dewanto et al. (2002)
para la determinacién del contenido fendlico total con el
método colorimétrico de Folin-Ciocalteu, basado en la
reaccion que se produce entre los compuestos fendlicos de
frutas y vegetales con este reactivo a pH bdsico, que da como
resultado una coloracién azul que se determina por medio de
espectrofotometria a 765 nm. Se analizé este método
colorimétrico y las cantidades de extracto y reactivo
empleados, segin los criterios de los ensayos de cada autor.
Los datos se reportan en mg equivalentes de acido gdlico
(GAE)/100 g de peso fresco (pf) (Aaby et al., 2005; Cheel et
al., 2007; Grzelak et al., 2017; Rios et al., 2014; Meyers et al.,
2003).

Con los datos de los valores de compuestos fendlicos
reportados por estos autores, se analizaron a los subproductos
de frutilla como fuente de estos compuestos, ademds se
compararon entre si los valores obtenidos y las posibles
diferencias ocurridas debido a variaciones en la metodologia
empleada por cada autor. Se realiz6 una comparacién entre la
capacidad antioxidante de los subproductos de frutilla y otras
fuentes, para determinar si tiene importancia como una fuente
antioxidante.

2.3 Determinacion del contenido de antocianinas

Se analizaron los datos de la determinacion del contenido de
antocianinas, propuesta por Aaby et al. (2005) y Meyers et al.
(2003) mediante el método diferencial de pH propuesta por
Aaby et al. (2005) y Meyers et al. (2003). La metodologia para
el andlisis consiste en que los extractos se diluyen en dos
soluciones tampoén: la primera de KCl a una concentracion
0,025 M y pH 1, y la segunda de C,H3;NaO, a una
concentracién de 0,4 M y pH 4,5 (Aaby et al., 2005). La
absorbancia varfa de acuerdo con la informacién recopilada
entre 476 — 700 nm. El contenido de antocianinas se calcula

utilizando la absortividad molar y el peso molecular para
pelargonidin-3-glucésido o cianidina-3-glucésido y los
resultados se reportan como mg/100 g peso fresco (pf) de
aquenios o pulpa (Aaby et al., 2005; Meyers et al., 2003; Cheel
et al., 2007).

Los valores de la determinacién de antocianinas en los
subproductos de frutilla fueron comparados con la pulpa de
esta fruta y con otros del género Fragaria y se analizaron los
diferentes datos para identificar si estos subproductos son
fuente de antocianinas

2.4 Determinacion de elagitaninos

Se analizé la determinacién del contenido de elagitaninos
propuesta por Vrhovsek et al. (2012) que se realiza mediante
cromatografia liquida (Andlisis HPLC). Para el andlisis de esta
metodologia se realiza una purificaciéon del extracto para
eliminar antocianinas y luego un aislamiento cromatografico
de agrimoniin y se lee la absorbancia a 260 nm.

En los valores reportados de la determinacion de elagitaninos
en subproductos de frutilla se analizaron las variaciones para
determinar si son fuente de interés de estos compuestos.

2.5 Métodos de extraccion de antocianinas

2.5.1 Extraccion soxhlet

Para la determinacién de extraccion de antocianinas se analizé
la extraccién soxhlet, que es un método continuo que se basa
en utilizar muestras trituradas y/o liofilizadas en un cartucho
de papel filtro y el solvente se adiciona a un balén. El solvente
se lleva a ebullicién con la finalidad de que entre en contacto
con la muestra y se produzca el sifoneo, el cual se repite varias
veces hasta que la muestra queda agotada y el extracto se
concentra en el baldn, indicado por Nufiez (2008). Se
analizaron los datos de contenido de antocianinas con la
metodologia desarrollado por Gutiérrez (2019), quien realiza
la determinacién del contenido de estos compuestos utilizando
extraccion soxhlet con 5 sifoneos por cada muestra, 60 ml de
etanol o metanol y 10 g de muestra. La identificaciéon de
antocianinas se realiza mediante ensayo dcido — base y la
cuantificacién a través de espectrofotometria UV con una
absorbancia de 254 y 365 nm.

2.5.2  Extraccién por maceracion

Se analiz6 el proceso de maceracién propuesto por Brglez et
al. (2016), el cual extrae los compuestos de interés al sumergir
la muestra en un solvente liquido durante un determinado
tiempo. También se analiz6 la determinacion del contenido de
antocianinas mediante extraccién por maceracién propuesta
por Avila et al. (2010), donde utilizan muestras liofilizadas de
pulpa de frutilla incluyendo semillas. En un matraz
Erlenmeyer de 250 ml se colocan 10 g de muestra, 60 ml de
metanol (adicionando 4acido clorhidrico al 0,1 % v/v). En este
ensayo la muestra se deja a 5 °C durante 24 h, luego se filtra
con un embudo Buchner. El filtrado entra a un proceso de
secado a 65 °C en un evaporador rotatorio hasta obtener un
peso constante.



2.5.3 Método de extraccion por fluidos supercriticos

(SFE)

Se analizé la SFE, que utiliza como solventes fluidos
supercriticos (SC), los cuales tienen caracteristicas tanto de
liquidos como de gases por encima de sus presiones y
temperaturas criticas, lo que beneficia la transferencia de masa
de solutos durante la extracciéon (Ameer, 2017). Se analizé la
determinacion de antocianinas mediante SFE propuesta por
Avila et al. (2010), 1a cual utiliza diéxido de carbono (COy)
como fluido supercritico y las condiciones de trabajo son:
presion de 100 y 200 bares, y temperaturas de 40, 50 y 60 °C.

En esta metodologia se colocan 50 g de la muestra seca en una
celda de extraccién en una cdmara de acondicionamiento la
cual estd conectada a una tuberia. E1 CO; se comprime por
medio de una bomba de alta presion y pasa a la celda hasta
alcanzar la presiéon deseada. La temperatura se alcanza
mediante 2 fuentes de calor propios de la celda. Al mantener
temperatura y presion constantes, el CO; entra en contacto con
la muestra por un tiempo de 24 h, transcurrido este tiempo, el
extracto de frutilla es arrastrado por medio del CO; y
recolectado en una celda de recuperacién mientras que el CO»
se libera por medio de una vélvula micrométrica (Avila et al.,
2010).

Tanto en extraccidn por maceracién como por SFE, la cantidad
de antocianinas totales se determina mediante el método
diferencial de pH y la absorbancia se mide en un
espectrofotometro a 496 y 700 nm. Para el cdlculo del
contenido total de antocianinas se toma en cuenta el valor de
absortividad molar 'y peso molecular para la
pelargonidin-3-glucésido de 15 600 L/cm*mol y 433 g/mol
respectivamente (Avila et al., 2010).

2.5.4  Extraccion asistida por ultrasonido (EUA)

Se analizé la metodologia que realiza la extraccidn en un bafio
termostatico, donde se sumerge el matraz que contiene la
solucién (muestra y solvente). Se analizé la determinacion del
contenido de antocianinas por EUA propuesta por
Kajdzanoska et al. (2011), donde se reporta datos para frutilla
con pulpa con aquenios (peso fresco). La metodologia para el
analisis consiste en utilizar mezclas de solventes con metanol
o0 acetona en combinacion con 4cido acético o férmico. Se usan
5 g de muestra con 10 ml de solvente, la solucién se sonica
durante 15 min y se centrifuga. Los sobrenadantes se
concentran en un rotavapor a temperatura de 37 °C. La
identificacion de antocianinas se realiza mediante HPLC a una
absorbancia de 520 nm y la cuantificacién de esta mediante
espectrofotémetro de masas.

Con los datos recopilados sobre el rendimiento de los
diferentes métodos de extraccion de antocianinas se elabor6
una tabla para comparar los datos cuantitativa y
cualitativamente; se analizaron el efecto de los solventes
utilizados y los pardmetros de operacién de cada método de
extraccidon que pudieron tener efecto sobre el rendimiento de
antocianinas.

2.6 Extraccion de elagitaninos

2.6.1 Hidrolisis quimica

Se analizé la determinacién del contenido de elagitaninos
mediante hidrélisis quimica, propuesta por Marquez et al.
(2020), que se realiza mediante el uso de acido sulfirico
(H2S04, 2N) como solvente. La metodologia para el andlisis
consiste en mezclar 10 mg de muestra con 1 ml de solucién de
H>SOy4, se calienta a 70 °C durante 30 h para que se produzca
la hidrélisis de los taninos hidrolizables. Transcurrido este
tiempo, las muestras se filtran y a cada una de ellas se les
adiciona 9 ml de piridina para lograr una dilucién de 1:10. De
cada muestra se toma una alicuota de 1 ml y se mezcla con
1,1 ml de piridina, la mezcla se coloca en un tubo de ensayo
en bafio de hielo por 5 min adicionando 0,1 ml de HCI,
transcurrido este tipo los tubos se incuban en bafo Maria por
5 min a temperatura de 30 °C y después se le agrega 0,1 ml de
nitrato de sodio 1 % (p/v) y se registra la lectura de absorbancia
a 538 nm en un espectrofotoémetro.

2.6.2  Extraccion asistida por ultrasonido (EUA)

Para el andlisis de la determinacién de elagitaninos por EUA
se tomaron los datos reportados por Milczarek et al. (2020)
quienes realizan la extraccion en pulpa de frutilla con semillas.
La extraccion se realiza variando los siguientes parametros:
concentracion de acetona (40, 60 y 80 %), variacién de
temperatura (20, 35 y 50 °C) y tiempo en el ultrasonido (5, 10
y 15 min) manteniendo constante la potencia de 125 W con la
finalidad de determinar las mejores condiciones de extraccion.
Se usa 2 g de muestra y el andlisis cuantitativo de elagitaninos
se realiza mediante HPLC.

2.6.3 Extraccion por maceracion enzimatica

La maceracién enzimdtica es una metodologia que se utiliza
para lograr una desorganizaciéon de tejidos vegetales y
conseguir células independientes de forma intacta. El proceso
se divide en dos partes, primero el uso de enzimas para
degradar la 1dmina media de tejidos, y segundo la agitacion,
que por medio de las fuerzas de corte o cizalla puede separar
el material cementante de las células (Sainz, 2008).

Se analizé la determinacién de elagitaninos propuesta por
Milczarek et al. (2021), que se realiza mediante maceracién
enzimdtica. La metodologia para el andlisis consiste en incubar
la pulpa con aquenios durante 1 h a temperatura de 45 °C con
enzima pectinolitica a una dosis de 0,2 ml/Kg (actividad
enzimdtica de la enzima de 1 906 U/ml). Durante el proceso de
maceracion se agita constantemente la muestra cada 10 min.
La extraccion se lleva a cabo usando como solvente acetona al
60 % con 4cido férmico al 0,1 % en proporcién 1:5 y se agita
a 150 rpm durante 6 h a temperatura ambiente (25 °C).

La identificaciéon de los elagitaninos se realiza mediante
cromatograffa liquida usando como fases mdviles: &cido
férmico 1 % y acetonitrilo en agua 80:20. Y la cuantificacién
se realiza mediante cromatografia de alta eficacia, donde tiene
acoplado un espectrofotémetro que mide la absorbancia a
250 nm (Milczarek et al., 2021).



Con los datos recopilados sobre el rendimiento de los
diferentes métodos de extraccion de elagitaninos se elabor6
una tabla para comparar los datos cuantitativa y
cualitativamente; se analizaron el efecto de los solventes
utilizados y los pardmetros de operacion de cada método de
extracciéon que pudieron tener efecto sobre el rendimiento de
elagitaninos.

2.7 Analisis estadistico

Con la informacién recolectada y aquellos datos que
presentaban desviacioén estdndar se procesaron
estadisticamente mediante ANOVA con 95 % de confianza,
mediante el Software Statatgraphics Centurion XVI.

2.8 Posibles aplicaciones

A través de la identificacion de los compuestos de interés
determinados en los objetivos anteriores, las antocianinas .

El contenido de humedad varia de 81 — 92 %, Guevara et al.
(1996) reporta el valor més alto de humedad de 91,59 % el cual
es 10 % mds alto del que reporta Dias et al. (2016) de
81,72 %. El contenido de agua permite que reacciones
quimicas y enzimadticas se lleven a cabo e interviene en la
frescura para dar la calidad final del producto (Castro, 2011).

Con respecto al contenido proteico, para diferentes autores
(Cazar et al., 2016; Dfas et al., 2016 y Guevara et al., 1998)
este varia de 0,51 — 1,02 %, el valor mas alto de 1,02 %
(Guevara et al., 1998) es el doble del que se reporta en los
ensayos de Dias et al. (2016) de 0,51 %, la mayor parte de
proteinas estd representada por enzimas que intervienen en el
proceso de maduracién (Gil, 2010).

A continuacién, en la Tabla 2 se presenta el contenido de
vitaminas y minerales presentes en la frutilla.

Tabla 2. Contenido de vitaminas y minerales de frutilla

elagitaninos presentes en subproductos de frutilla, se realizé Vitaminas Minerales Referencia
una revision bibliografica para analizar las posibles 3ug Ca 25 mg UH%S’; al,
aplicaciones de estos compuestos de interés en las diversas A Dias et al.,
industrias con base en sus propiedades. 8§ mg 2016
, Carotenos totales 20 ug Fe 0,8 mg Ull;%g; al,
3. RESULTADOS Y DISCUSION
Ulloa et al.,
E 0.2 mg P 26 mg 2007
3.1 Analisis proximal 0,02 me Mg 12 me Ull% (e):; al.,
B1 fag ot 2
En la Tabla 1 se muestran los valores de la composicién 0,02 mg Dm;oel%“l"
proximal de la frutilla, considerando pulpa y semillas, Ulloa et al.,
reportada por diferentes autores. Los valores estdn reportados B 0.04 mg Zn 0,26 mg 2007
para cada 100 g en fruta fresca (ff). 0,06 mg Dfazso?éalq
- Ulloa et al.,
Tabla 1. Composicién proximal de frutilla Niacina 0,6 mg Na 2mg 2007
Humedad Proteina Grasa Carbohidratos Fibra Cenizas Referencia Ulloa et al.
%) % (%) %) ") (%) 60 mg K 190 mg 2007
88 0,7 05 7 22 ; Cazar, ¢ Dias et al.,
2016 58.8 mg 5016
Guevara
9159 1,02 023 5.72 etal, o o
1998 Las principales vitaminas que aporta esta fruta son: A, E, B1,
8172+ o051+ 00! 1042 + 578 004+  Diaset B2y C. La vitamina C (4cido ascérbico) es esencial para el
9 - ” - + 4 - + . . .-, .
0,01 0,01 0.01 0,23 01 0.01 al. 2016 gesarrollo del organismo y mejora la absorcién de minerales

No se han encontrado datos completos de la composicién
proximal solo para la semilla. Aguirre et al. (2019) determiné
que los subproductos de esta fruta como sépalo, aquenios y
partes del pedinculo tienen un contenido de humedad
aproximado de 88 % y Grzelak et al. (2017) indic6 que
presentan un contenido de sélidos solubles de 10 - 12 °Brix.

Como se muestra en el Tabla 1, este fruto es una fuente
importante de agua y carbohidratos. Los carbohidratos de esta
fruta son principalmente azicares como sacarosa, fructosa y
glucosa, y en menor proporcién xilosa, arabinosa y manosa
(Véazquez et al., 2020). El valor reportado por Guevara et al.
(1998) de carbohidratos de 5,75 % es la mitad del reportado
por Dias et al. (2016) de 10,42 % el cual es mds parecido al
contenido de carbohidratos que se han reportado para otras
bayas como ardndanos, frambuesas y moras, que presentan
14,49 %, 11,94 % y 9,61 %, respectivamente (Bustamante,
2021).

como el hierro en los alimentos. La frutilla aporta con un
contenido de vitamina C de 58,8 - 60 mg/100 g de porcién
comestible reportado por Ulloa et al. (2007) y Dias et al.
(2016), contenido muy parecido o incluso mayor en algunos
casos al que aportan los citricos como la naranja con
75 mg/100 g pf (Hill, 2018).

Segtin Aguirre et al. (2019) la frutilla aporta con un total de
207,55 mg/100 g pf de minerales y como se indica en la Tabla
2, la frutilla es una importante fuente de potasio
(190 mg/100 g ff), que mejora la contraccién de los misculos
y del corazén (Dias et al., 2016).

3.2 Contenido de polifenoles en pulpa y semilla de frutilla

En la Tabla 3 se indican los valores de polifenoles totales
expresados en miligramos equivalentes de &dcido gdlico
(GAE)/100 g ff para la pulpa de frutilla con la informacién
recabada.



Tabla 3. Contenido de compuestos fendlicos de pulpa de frutilla
Polifenoles (mg GAE/100 g ff) Referencia

341 £ 5% Aaby et al., 2005
268,1 Cheel et al., 2007
257,1 £2.4° Klopotek et al., 2005
273 Meyers et al., 2003

* Letras mintsculas pequeiias indican diferencia estadistica entre columnas.

La pulpa de frutilla es una fuente importante de polifenoles con
actividades antioxidantes y anti proliferativas (Halvorsen et
al., 2002). Se analiz¢ la relacion estadistica que guardan estos
datos mediante un andlisis ANOVA y se determind que existe
diferencia significativa entre los datos de contenido de
polifenoles reportados por Aaby et al. (2005) y Klopotek et al.
(2005) (Anexos: Ficha técnica I).

La diferencia radica principalmente en el método de obtencién
del compuesto de interés. Aaby et al. (2005) utilizan extraccion
asistida por ultrasonido (10 min, 70 % acetona), la cual es una
metodologia més rdpida que los métodos tradicionales debido
a que la superficie de contacto entre la fase sélida y liquida
aumenta, ademds, la cavitacién acustica permite que se
produzca la ruptura de las paredes celulares, aumentando la
transferencia de masa para que el solvente penetre en el tejido
vegetal (Da Porto et al., 2013). Por el contrario, Klopotek et al.
(2005) reportan datos del contenido de polifenoles utilizando
maceracion, el cual es un proceso mas largo, que utiliza mayor
cantidad de solventes y obtiene rendimientos de extraccion
menores a los obtenidos con métodos alternativos como EUA
(Gonzalez et al., 2014).

Cheel et al. (2007), aseguran que Fragaria vesca contiene los
valores mds altos de polifenoles (268,1 mg GAE/100 g pf) en
comparacion con otras variedades de frutilla como Fragaria
chiloensis y Fragaria ananassa, en las cuales se reporta un
valor de 106,3 mg GAE/100 g ff con casi la mitad del
contenido de compuestos fendlicos reportado para F. vesca.
Para Grzelak et al. (2017) los elagitaninos y flavonoides
representan el 52 y 35 % respectivamente, del contenido de
polifenoles en esta fruta.

En la Tabla 4, se presentan los valores para antocianinas,
flavonoides y actividad antioxidante de la pulpa de frutilla.

Tabla 5. Contenido de flavonoides, antocianinas y capacidad antioxidante en

pulpa de frutilla
Flavonoides Antocianinas Ac.tlv.l dad Referencia
Antioxidante
60,1 mg 24,8 umol Aaby et al.,
- pelargonidina-3- ET/100 g pf 2005
glucdsido/100 g ff
189 mg 15,7 mg cianidina- - Cheel et al.,
equivalentes 3-gluc6sido/100 g 2007
quercetina/100 g pf ff
70,5 mg 41,4 mg cianidina- 36,7 pmol Meyers et
equivalentes 3-glucésido/100 g ET/100 pf al., 2003
catequina/100 g pf ff
Las antocianinas han sido ampliamente estudiadas e

identificadas como glucésidos de pelargonidina y cianindina,
determinando a pelargonidina-3-glucésido como el compuesto

dominante (Aaby et al., 2005). Sin embargo, autores como
Cheel et al. (2007) y Meyers et al. (2003) reportan los datos de
sus andlisis como equivalentes de cianidina-3-glucésido, al ser
un componente importante de las antocianinas presentes en la
frutilla. La diferencia entre estos datos puede deberse a que en
los estudios realizados por Meyers et al. (2003) se analiza
pulpa de frutilla con aquenios, por lo que la cantidad de
antocianinas recuperadas aumenta en mdas del doble de la
reportada por Cheel et al. (2007).

Cheel et al. (2007) realizaron una comparacioén del contenido
de compuestos fendlicos, antocianinas y actividad
antioxidante en diferentes variedades de frutilla: Fragaria
vesca, Fragaria ananassa y Fragaria -chiloensis ssp.
chiloensis, y determinaron que F. annanassa posee el mayor
contenido de antocianinas (30,6 mg cianidina-3-glucésido/100
g ff), seguida de F. vesca (15,7 mg cianidina-3-glucésido/100
g ff) con casi la mitad del contenido de compuestos fendlicos
y por ultimo la F. chiloensisi ssp. chiloensis (2,3 mg cianidina-
3-glucdsido/100 g pf) con un valor 7 veces menor al que posee
la frutilla silvestre (F. vesca). Sin embargo, Dzhanfezova et al.
(2020) comparé a F. vesca con 18 cultivares de F. annanassa
y determiné que la frutilla silvestre posee mayor contenido de
cianidina-3-glucésido en comparacion con 17 de los cultivares
analizados, esto posiblemente debido a los antecedentes
genéticos y condiciones de crecimiento de estos cultivares.

Del procesamiento de la frutilla se eliminan los subproductos,
constituidos principalmente por aquenios, que no son
aprovechados, pero pueden contener compuestos de interés
(Ayalaet al., 2011 y Aaby et al., 2005).

En la Tabla 5 se indican los valores de polifenoles totales
expresados en mg 4cido gdlico equivalente (GAE) para
semillas o aquenios de frutilla en peso fresco.

Tabla 5. Contenido de compuestos fendlicos de aquenios de frutilla
Polifenoles (mg GAE/100 g pf) Referencia

3907 + 544 Aaby et al., 2005
1950 Cheel et al., 2007
1747 Grzelak et al., 2017

Como se puede observar, el contenido de polifenoles reportado
para aquenios de frutilla alcanza hasta 5 veces mas que solo la
pulpa. Las semillas representan el 1 % del peso de la fruta, pero
contienen hasta 11 % de los compuestos fendlicos totales
(Grzelak et al., 2017). La semilla alberga una importante
cantidad de compuestos bioactivos que no son aprovechados
en el procesamiento de la fruta, sino que se convierten en un
residuo con un alto potencial nutracéutico (Aaby et al., 2005).

Con los datos del ensayo realizado por Aaby et al. (2005)
donde determinaron el contenido de compuestos fenélicos en
aquenios liofilizados (3907 + 18 GAE/100 g ff) y en aquenios
aislados de puré de frutillas (1 429 + 46 GAE/100 g ff) se
realiz6 el andlisis ANOVA, y se determindé que existe
diferencia estadisticamente significativa entre el contenido de
polifenoles de las muestras analizadas; presentan una
diferencia de 2 478 mg GAE/100 g ff (Anexos: Ficha técnica
II). La cantidad reducida del compuesto de interés en aquenios
aislados de puré puede deberse a la lixiviacién de compuestos
fendlicos solubles en agua durante el enjuague para poder



aislarlos del puré (Aaby et al., 2005), los polifenoles solubles
son libres, glicosilados y esterificados, y se encuentran en la
superficie de las frutas y vegetales, perdiéndose con facilidad
en el proceso (Cabrera et al., 2009).

En la Tabla 6, se presentan los valores para antocianinas,
flavonoides y actividad antioxidante de los aquenios de
frutilla.

Tabla 6. Contenido de flavonoides, antocianinas y actividad antioxidante en
aquenios de frutilla

Flavonoides Antocianinas Ac.tw.l dad Referencia
Antioxidante
67,5+9,7 mg 474 + 66 Aaby et al.,
- pelargonidin-3- umol ET/100 2015
glucdsido/100 g pf g pf
564,2 mg Lo - Cheel et al.,
equivalentes 28 mg’c.lamdma- 2007
quercitina/100 g 3-glucésido/100 g
pf of
588 mg - Grzelak et al.,
equivalentes ciir?iﬁi[lll;%- 2017
q“er‘:‘tg‘fa/loo € olucésido/100 g pf

El valor més alto de antocianinas es el reportado por Cheel et
al. (2007) quienes indican que los aquenios contienen
98 mg cianidina-3-glucésido/100 g pf y el valor mds bajo es
reportado por Grzelak et al. (2017) de
15,2 mg cianidina-3-glucdsido/100 g pf. El valor reportado por
Cheel et al. (2007) puede deberse a la utilizacién de metanol
para la recuperacién del compuesto de interés. Kajdznoska et
al. (2011) determind que la extraccién de antocianinas se ve
beneficiada al utilizar metanol como solvente en comparacion
con la acetona, solvente usado en los estudios realizados por
Grzelak et al. (2017). Otra diferencia entre estos resultados
podria deberse a la presencia de tdlamo en la muestra
analizada. El tdlamo es un subproducto del procesamiento de
frutilla con un alto contenido de compuestos bioactivos,
presenta 15 mg equivalentes cianidina-3-glucésido por cada
100 g de pf (Cheel et al., 2007).

Los principales flavonoides presentes en la frutilla son
glucésidos de quercitina, kaempferol y catequina (Wang et al.,
2002). Los aquenios contienen hasta 5 veces mds contenido de
flavonoides (Cheel et al., 2007) en comparaciéon con los
valores reportados para pulpa de 70,5 mg equivalentes
catequina/100 g pf (Meyers et al., 2003) y 189 mg equivalentes
quercitina/100 g pf (Cheel et al., 2007). La catequina y la
quercitina son pigmentos que se encuentran principalmente en
la zona aérea de la planta, son indispensables para el desarrollo
fisiolégico de las frutas y vegetales; ademas participan en la
via de expresion de fenilalanina amonio liasa y chalcona
sintasa, enzimas que participan en el proceso de pigmentacion
de vegetales (Quifiones et al., 2012).

La actividad antioxidante que presentan las frutillas se debe
principalmente en su contenido de elagitaninos, se reportan
valores de 474 + 66 pmol ET/100 g pf para los aquenios y
21,3 umol ET/100 pf para la pulpa (Tabla 4) (Aaby et al., 2005
y Meyers et al., 2003). Los elagitaninos se encuentran
principalmente en los subproductos de la frutilla como
aquenios y tdlamo, y en menor proporcién en la pulpa (Clifford
y Scalbert, 2000). Los aquenios contribuyen alrededor del
14 % de actividad antioxidante en esta fruta (Aaby et al., 2005)

Ademds, se han encontrado valores de capacidad antioxidante
de pulpa de frutilla de la variedad Earliglow de
134,1 pumol ET/100 g pf al analizar pulpa con presencia de
aquenios en los estudios realizados por Meyers et al. (2003),
lo que podria contribuir a que la actividad antioxidante
aumente hasta 5 veces en comparacién a 24,8 umol ET/100 pf
reportado por Aaby et al. (2005).

En los estudios realizados por Vasco et al. (2009) sobre la
composicién de los compuestos fendlicos en diferentes frutas
de la familia de las rosdceas, determinaron que la frutilla tenfa
la menor actividad antioxidante en comparacién con mora
andina, cereza capuli y ciruela, debido a las diferencias en su
composicién fendlica. La familia de las rosdceas estd formada
por especies que muestran niveles altos e intermedios de
actividad antioxidante donde la mora andina present6 la mayor
actividad con 41 + 6 umol Trolox/100 g pf, mientras que la
frutilla se encuentra dentro del grupo de actividad antioxidante
intermedia con valores de 11 + 3 umol Trolox/100 pf (Vasco
et al., 2008).

En la Tabla 7 se presentan los valores de elagitaninos de la
pulpa y semillas de frutilla.

Tabla 7. Contenido de elagitaninos en pulpa y aquenios de frutilla

Pulpa + aquenios Semilla Referencia
148,01 £25,19 - Marquez et al.,
mg/100 g pf 2020
942 mg/100 g Grzelak et al.,
pf 2017
833 +162,9 Aaby et al., 2005
) mg/100 g pf

Los elagitaninos son taninos hidrolizables presentes en frutas
y verduras que poseen 52 % del contenido fendlico de la
frutilla, los valores reportados de estos compuestos varian
dependiendo del método de extraccion, del origen del desecho
y de las condiciones climaticas de la zona (Grzelak et al.,
2017). Segtin Kahkonen et al. (2001) y Vasco et al. (2009) el
grupo mds grande de compuestos fendlicos en los géneros
Fragaria (frutilla) y Rubus (mora y zarzamora) son los
elagitaninos seguidos de antocianinas.

En esta fruta los elagitaninos se encuentran principalmente en
forma de agrimoniin (Vrhovsek et al., 2012), asi también lo
reportaron Aaby et al. (2005) al analizar los tipos de
elagitaninos presentes en diferentes cultivares de frutilla,
donde determinaron por medio de sus espectros UV que en la
mayoria de los cultivares se presentaron 6 tipos de
elagitaninos, el digaloil-tetraHHDP-diglucosa (agrimoniin)
como mds abundante, seguido de galoil-diHHDP-glucosa.

En la Tabla 7, se muestran los valores reportados para los
aquenios, los cuales son hasta 5 veces mayores (Grzelak et al.,
2017 y Aaby et. al, 2005) a los que se reportan para pulpa con
aquenios de 148,01 £ 25,19 mg/100 g pf (Méarquez et al.,
2020). En estudios realizados por Milczarec et al. (2020) se
analiz6 el contenido de 4cido eldgico libre en jugos y purés de
frutilla, donde determinaron que el contenido en puré llegaba
a ser hasta tres veces mayor que el analizado en jugos.
Oszmianski y Wojdylo (2009) también observaron una
concentracion casi 5 veces mayor de dcido eldgico en puré en
comparacién con jugo sin clarificar, esto pudo ser el resultado



de la desintegracién mecdnica de los aquenios durante el
proceso de molienda, que liberé6 mayor contenido de 4cido
eldgico (Aaby et al., 2012). Zafrilla et al. (2001) reportaron un
aumento de mds del doble en la concentracién de 4cido eldgico
libre de 10 a 25 mg/kg pf, después de transformar las
frambuesas en mermelada y se observd el mismo
comportamiento en los estudios realizados por Milczarec et al.
(2020) donde el contenido de 4cido eldgico libre aumentd en
un 350 % cuando se analizé6 mermelada de fresa (pulpa y
aquenios) en comparacion con la fruta fresca.

Marquez et al. (2020) analizaron el contenido de elagitaninos
en diferentes estados de madurez de frutillas, y obtuvieron un
mayor contenido de ET en fruta inmadura (226 mg/100 g pf)
en comparacioén con el estado maduro (128,8 mg/100 g pf ),
esto posiblemente se debe a que algunas plantas acumulan
taninos (elagitaninos) para proteger las partes vulnerables
contra el ataque de microorganismos, asi también Marquez et
al. (2019) mencioné que cuando los frutos se encuentran en los
primeros estados de madurez poseen un mayor contenido de
taninos, los cuales se reducen durante el proceso de
maduracidn.

3.3 Métodos de extraccion

3.3.1 Extraccion de antocianinas

En la Tabla 8 se muestran los resultados del contenido de
antocianinas de diferentes métodos de extraccién. El mayor
contenido de antocianinas se obtiene cuando se realiza EUA
seguida de extraccion soxhlet y por dltimo SFE, mientras que,
el método que obtiene menores rendimientos del compuesto de
interés es la maceracion. Estos tres tultimos métodos de
extraccién, en general reportan datos menores al valor mds
bajo reportado por el método de extraccién alternativo EUA
(124,3 £+ 4,1° mg/l). Se presentan como excepcién los
resultados alcanzados por Gutiérrez (2019) que emplea el
método soxhlet con metanol (65 °C, 5 h) y por Avila (2010)
con el método de extraccién por fluido super critico (200 bar,
60 °C) donde ambos reportan 125,74 mg/l, que podrian
encontrarse en el mismo grupo estadistico del menor valor
reportado por EUA.

El método que obtiene mayores resultados del contenido de
antocianinas es EUA al trabajar con metanol puro como
solvente de extraccién, permitiendo extraer 12 % mads del
compuesto de interés en comparacién a lo que se obtiene
cuando se utiliza acetona como solvente (Kajdznoska et al.,
2011). En este estudio se analiz6 el rendimiento del proceso de
extraccidn al utilizar 4 mezclas de solventes: metanol — dcido
acético, metanol — 4cido férmico, acetona — dcido acético y
acetona — 4cido férmico, y se determiné que la adicién de
dcido acético en la extraccion permite obtener 20 % mads del
contenido de antocianinas al utilizarlo con metanol, en el caso
de la acetona se obtiene 12 % mads cuando se trabaja con 4cido
férmico.

Segin Nielsen et al. (2003) en el proceso de extraccién se
necesitan medios 4cidos para mantener las antocianinas en su
forma de catién flavilio estable (color rojo). El uso de
solventes acidos mas suaves como el dcido férmico o acido
acético, se ha vuelto popular en la extracciéon de estos
compuestos reemplazando al 4cido clorhidrico que puede

llegar a alterar la forma nativa de las antocianinas al causar
hidroélisis y descomposicion de éstas cuando los extractos son
concentrados por evaporaciéon rotatoria (Jackman y smith,
1996).

Tabla 8. Contenido total de antocianinas de diferentes métodos de

extraccion
Método de . Contenido de Referencia
.2 Parametros de .
extraccion .2 antocianinas
extraccion
(mg/) ]
Maceracién Metanol, 25 °C, 75,78 Avila, 2010
24 h
Etanol, 72 °C, 118,66 Gutiérrez,
Soxhlet 4h 2019
Metanol, 65 °C, 125,74
5h
150 bar, 40 °C 108,02
150 bar, 50 °C 110,21
Extraccion 150 bar, 60 °C 117,74 Avila, 2010
con fluido 5 1o 40 °C 108,37
supercritico
200 bar, 50 °C 114,78
200 bar, 60 °C 125,74
Acetona, 15 min 177,6 £1,1°
y37°C
Acetona — acido 171,4 +£3,0°
acético (99:1
v/v), 15 min y
37°C
Acetona — dcido
férmico (99:1 151,9 £3,9¢
v/v), 15 min y Kajdznoska
Extraccion 37 °C etal., 2011
asistida por ~ Metanol, 15 min 200,3 +1,5*
ultrasonido y 37°C
Metanol — 4cido 156,2 +3,5¢
acético (99:1
v/v), 15 miny
37°C
Metanol — 4cido 124,3 +4,1°
férmico (95:5
v/v), 15 min 'y
37°C

* Letras mintsculas pequefias indican diferencia estadistica entre columnas.

Dentro del andlisis de las variables de entrada del método EUA
para antocianinas, reportados por Kajdznoska et al. (2011) se
determindé que el método que emplea Unicamente metanol
como solvente, es significativamente mayor que los que tienen
mezclas con este solvente o solo acetona (Anexos: Ficha
técnica III). Si bien Naczk y Shahidi (2004) recomiendan la
mezcla de metanol con dcidos para la extraccién de
antocianinas, los mayores rendimientos se obtienen al utilizar
metanol puro como se demostré en los ensayos realizados por
Kajdznoska et al. (2011).

De acuerdo con el estudio de Gutiérrez (2019) para la
extraccion soxhlet se obtiene el mayor rendimiento del proceso
cuando se trabaja con metanol debido a su polaridad en
comparacién con la del etanol, ya que, segin Martinez et al.
(2020) la polaridad del solvente interviene en el incremento de
la solubilidad de los polifenoles, permitiendo la migracién de
estos compuestos desde la matriz al solvente, lo que permite
mejorar el rendimiento del proceso de extracciéon. Ademads, en



estudios realizados por Castafieda et al. (2009) en extracciones
de polifenoles en pulpa de uva se comprob6 que la extraccién
con metanol resulté ser 20 % mas eficiente que con etanol, y
73 % mas eficiente que con agua.

La EUA presenta mayores rendimientos y rdpida tasa de
extraccion de componentes termolabiles al trabajar en rangos
de temperaturas de 35 — 40 °C durante el procesamiento
(Vilkhu et al., 2008), lo que no ocurre en el proceso soxhlet ya
que al momento de eliminar el solvente las temperaturas
aumentan hasta 80 °C y se produce la degradaciéon de
antocianinas (Ameer et al., 2017).

Con la metodologia soxhlet propuesta por Gutiérrez (2019) se
obtuvo 37 % menos contenido del compuesto de interés en
comparacién a lo que se obtiene por EUA, principalmente
debido al proceso de eliminacién del solvente, donde puede
existir degradacién de antocianinas, ya que, Capuzzo et al.
(2013) ha demostrado que estos compuestos sufren
degradacion a temperaturas sobre los 60 °C.

La extraccién con fluidos supercriticos reporta un contenido
de antocianinas 27 % menos de lo que se obtiene al EUA. En
los ensayos realizados por Avila et al. (2010) se obtiene el
mayor contenido de antocianinas (114,78 mg/l) al trabajar a
presiéon de 200 bar y 60 °C de temperatura. Esto puede ser
debido a que la temperatura es inversamente proporcional a la
densidad del solvente; al incrementar la temperatura, la
densidad disminuye y a su vez el vapor aumenta la presion del
soluto. Mientras que, al aumentar la presion, la distancia entre
las moléculas se acorta y permite una mejor interaccion entre
las moléculas del soluto y del solvente, beneficiando el
proceso de extraccion (Marszalek et al., 2017).

SFE con diéxido de carbono reporta bajos rendimientos debido
a la baja polaridad que presenta este compuesto al ser un
solvente de naturaleza no polar (Herrero et al., 2010). Para
superar estas limitaciones se suelen realizar modificaciones al
agregar otros compuestos junto con el CO, como acetona,
metanol, etanol para asi mejorar la solubilidad y las tasas de
recuperacién de los compuestos fendlicos (Pereira y Meireles,
2009). Ademds, se debe tomar en cuenta que es un proceso
costoso al necesitar una infraestructura compuesta por bombas
de CO; y recipientes a presion (Ameer et al., 2017).

La maceracion es un proceso largo que tarda 20 h més que la
extraccion soxhlet y 24 horas mas que el EUA, ademas de ser
un proceso largo requiere de una etapa adicional a la
extracciéon para eliminar el solvente mediante evaporacién
donde las antocianinas pueden llegar a degradarse (Ameer et
al., 2017). En el ensayo realizado por Avila (2010) la
eliminacién del solvente se realizé a 65 °C y como ya se
menciond anteriormente en los ensayos realizados por
Capuzzo et al. (2013) las antocianinas sufren degradacién a
temperaturas elevadas. En el método por maceracién se
obtiene 75,78 mg/1 de antocianinas, es decir, 60 % menos del
obtenido por EUA, segin Brglez et al. (2016), los métodos
convencionales como maceracién son conocidos por su baja
eficiencia y potencial peligro ambiental debido a la gran
cantidad de solventes orgdnicos usados.

El método alternativo como la EUA permite recuperar hasta
60 % mas del contenido de antocianinas (Kajdznoska et al.,

2011), en comparacién con un método tradicional como la
maceracion. Ademads, es un proceso corto con una duracién de
varios minutos (5 — 15 min), mientras que, la maceracién tarda
24 h para obtener el compuesto de interés, lo que ocasiona que
se vuelva un proceso ineficiente (Avila, 2010).

3.3.2  Extraccion de elagitaninos

En la Tabla 9, se muestra el contenido de elagitaninos
reportados de los diferentes métodos de extraccidn, los valores
estan expresados como mg cido elagico (AE)/100 g pf.

Tabla 9. Contenido total de elagitaninos por diferentes métodos de

extraccion
Método' Ele Parémetr_o's de AE/Iig(:l;l;g)eso Referencia
extraccion extraccion fresco)
Extraccién por H,S0,4, 2N, 70 °C, 148,01 + 24,68" Mairquez et
hidrélisis quimica 30h al., 2020
Acetona 60 % +
Extraccioén por Acido férmico 0,1 Milczarek et
maceracion % (1:5), enzima 183 +£1,7* al., 2021
enzimatica pectinolitica, 6 h,
25 °C, 150 rpm
Acetona 40 %, 15 90,1 +2,0°
min, 35 °C, 125 W
Acetona 80 %, 10 122,9 +4,6¢
Extraccion min, 20 °C, 125 W Milczarek et
asistida por Acetona 60 %, 15 109,6 + 5,7¢ al., 2020
ultrasonido min, 20 °C, 125 W
Acetona 60 %, 10 85,7 +6,2"

min, 35 °C, 125 W

* Letras mintsculas pequefias indican diferencia estadistica entre columnas.

El mayor rendimiento de elagitaninos se obtiene por el método
de extraccion por maceracion enzimatica. Esta metodologia se
basa en el uso de enzimas pectinoliticas y una solucién acetona
(60 %): acido férmico (1 %) (Milczarek et al., 2021), por lo
que los mayores resultados de este proceso pueden estar
relacionados a la actividad de la enzima y al solvente.
Salminen (2003) y Klimczak et al. (2010) determinaron que el
solvente mas efectivo para la extraccién de elagitaninos es la
acetona, y la concentracion de este solvente entre 60 — 80 %
permite obtener rendimientos mucho mayores de elagitaninos
(Milczarek et al., 2020). Ademas, la adicién de 4cido férmico
al solvente de extracciéon mejora el proceso, ya que, Séjka et
al. (2018) demostré que estos compuestos son mucho mds
estables a valores de pH 4cido entre 2 y 4.

Marquez et al. (2019) propusieron la recuperacion de
elagitaninos de frutillas mediante hidrélisis enzimdtica
utilizando 3 tipos de enzimas: tanasa, [-glucosidasa y
elagitanasa, enzimas provenientes de microorganismos del
género Aspergillus. Mingshu et al. (2006) determiné que la
tanasa es la enzima que permite obtener una mayor
recuperacion de elagitaninos para la familia de las Roséceas.

En un estudio realizado por Galarza (2017) se analizé la
influencia del uso de diferentes enzimas (tanasa y proteasa) en
la extraccién de 4cido eldgico en frambuesa, guayaba y mora,
y se determiné que la mora presenta una mejor interaccién con



la tanasa, logrando que aumente el contenido del compuesto
de interés recuperado. La tanasa es una enzima hidrolitica de
enlaces ésteres que tiene la capacidad de actuar sobre
diferentes taninos como galotaninos, elagitaninos y taninos
complejos, su actividad 6ptima se encuentra entre 20 y 40 °C
(Battestin y Macedo, 2007), lo que evitaria la degradacion de
estos compuestos de interés al trabajar a temperaturas menores
de 60 — 80 °C, ya que como indica Sdjka, et al. (2018) los
elagitaninos se degradan con mucha facilidad a estas
temperaturas.

La extracciéon por hidrdlisis quimica es el método
convencional para la determinaciéon del contenido de
elagitaninos en material vegetal. En los ensayos realizados por
Mirquez et al. (2020) se obtiene 148,01 £ 24,68 mg AE/100
pf de elagitaninos al trabajar con acido sulfirico durante 30 h
a 70 °C. Con esta metodologia se obtiene 20 % menos de
elagitaninos en comparacion al obtenido mediante maceracion
enzimatica; ademads, el tiempo empleado para el proceso de
hidrdlisis quimica es 5 veces mayor que el utilizado en la
maceracion enzimatica.

En un estudio realizado por Ascacio et al. (2013) determinaron
el rendimiento de elagitaninos en plantas del semidesierto
mexicano por hidrdlisis quimica utilizando dcido sulftrico 2 N
y 4cido clorhidrico metandlico, se observé que cuando se
trabajaba con 4cido clorhidrico metandlico se obtenian
rendimientos mayores debido a que este agente hidrolizante es
mds fuerte que el HxSOq, lo que permite una liberaciéon mayor
de 4cido elagico.

El proceso de extraccién que obtiene menores resultados de
elagitaninos fue la EUA cuando se usa acetona (60 %) como
solvente y temperatura de 35 °C. Se obtiene 54 % menos
contenido de elagitaninos que con el método de extraccién por
maceracion enzimdtica. Esto puede deberse a que un aumento
de temperatura sobre los 25 °C favorece la degradacién de
fracciones fendlicas y grupos hidroxilo en ciertos grupos
polifendlicos (Akowuah et al., 2009); mientras que, cuando se
utiliza EUA con 60 y 80 % de acetona a temperatura de 20 °C
los resultados aumentan significativamente a valores de
109,6 +£5,7 y 122,9 £ 4,6 mg/100 g de pf, respectivamente.

Segin Chirinos et al. (2007) al utilizar concentraciones de
acetona, por debajo de 60 % se adiciona mayor cantidad de
agua, lo que afecta la capacidad de extraccion de polifenoles y
disminuye la eficiencia del proceso; una mayor proporciéon de
agua beneficia la extraccién de compuestos como azticares o
proteinas y no de compuestos fendlicos. Da Silva et al. (2008)
en sus ensayos utilizaron 2 solventes a diferentes
concentraciones con la finalidad de determinar el mejor
solvente para la extracciéon de 4cido eldgico en frutilla.
Utilizaron acetona al 80 % y 3 concentraciones de metanol (70,
80 y 100 %) y demostraron que al utilizar acetona a esta
concentracion la extraccion se ve beneficiada obteniendo el
valor mas alto de acido elagico (48,3 mg/100 g de pf), mientras
que, al usar metanol puro la eficiencia de la extraccién
disminuye (19,3 mg/100 g de pf).

En el ensayo realizado por Da Silva et al. (2008) se demostré
que aumentar el tiempo de extraccién no contribuye a un
aislamiento mds eficiente de los polifenoles, segiin Mane et al.
(2007) reducir el tiempo de sonicacién reduce el riesgo de
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degradacion de taninos. El proceso EUA contribuye a
aumentar el drea de contacto del tejido vegetal con el solvente
extractor, debido a la formacién de burbujas dentro de las
células vegetales, la cavitacién generada produce un aumento
tanto de la temperatura como de la presién (Japon et al., 2006).

Tanto la hidrélisis quimica como la maceraciéon enzimatica
permiten obtener altos resultados del contenido de
elagitaninos, sin embargo, la principal diferencia radica en el
tiempo de extraccion de cada método. La hidrélisis quimica
propuesto por Marquez et al. (2020), requiere de 30 horas de
extraccion, que es un tiempo 5 veces mayor al empleado por
Milczarek et al. (2021) al realizar la maceracion enzimatica.
Ademais, por el método convencional (hidrélisis quimica) se
pueden degradar los elagitaninos por las temperaturas
empleadas (Séjka, et al., 2018), mientras que el método
alternativo emplea temperatura ambiental (25 °C).

3.4 Posibles aplicaciones

34.1 Antocianinas

Las antocianinas son un grupo de pigmentos naturales
hidrosolubles, que abarca colores desde el rojo hasta el azul,
de una gran variedad de vegetales, cereales y frutas (Garzon,
2008). El interés por los pigmentos de antocianinas ha
aumentado en los tdltimos afios debido a su color intenso, pero
también a su posibilidad de reducir enfermedades coronarias,
cancer de colon, células cancerigenas gdstricas, y diabetes;
también debido a sus efectos antiinflamatorios principalmente
de prostaglandina EG», mejoramiento de la agudeza visual y
del comportamiento cognitivo mejorando las funciones
neuronales (Cevallos y Cisneros, 2004).

El color que presenten estos compuestos depende tanto del
nimero como de la orientacién de los grupos hidroxilo y
metoxilo de la molécula, cuando existe una mayor cantidad de
hidroxilacién se presentan tonalidades azules y cuando los
incrementos son metoxilaciones las tonalidades que se
presentan son de color rojo (Garzén, 2008). El pH interviene
en la estructura y estabilidad de las antocianinas, cuando el pH
es menor a 2, estos compuestos se encuentran en su forma mas
estable como i6n oxonio o catién flavilio (AH*) con su color
rojo intenso debido a que la acidez tiene efecto protector sobre
la molécula, también pueden ser incoloras e inestables al
incrementar el valor de pH presentando su forma chalcona o
hemicetal, y son de color violeta cuando el pH es > 7 en sus
formas quinoidales que se degradan féicilmente por la
oxidacién con el aire (Garzén, 2008 y Hutchings, 1999).

De acuerdo con Ochoa y Ayala (2004) estos compuestos son
utilizados en la industria alimenticia como colorantes de jugos
de frutas, vinos y otras bebidas con la finalidad de mejorar la
apariencia y también por los beneficios para la salud humana.

En el afio 2018 las antocianinas fueron responsables del 9,5 %
de los ingresos en la industria alimenticia y se espera que sigan
siendo componentes claves en la fabricacién de colorantes
alimenticios naturales (Iorizzo et al., 2020). Estos pigmentos
biodegradables, libres de toxinas y de carcinégenos, han
demostrado tener propiedades antitrombdticas, antioxidantes y
la capacidad de disminuir el colesterol (Garzén, 2008). Brown
(2007) demostré que las antocianinas en la forma de cianidin-



3-glucdsido tienen efecto antioxidante sobre la oxidacién del
colesterol bueno (LDL) inducida por el Cu II.

En una encuesta realizada a consumidores de jugos de frutas,
se determind que 8 de cada 10 personas prefieren ver en la
etiqueta del producto “extracto de frutas”, en lugar de
colorante sintético (lorizzo et al., 2020). Sin embargo, es
importante tomar en cuenta que estos compuestos son
inestables a cambios de pH, altas temperaturas y luz, pero su
rendimiento puede mejorar mediante una copigmentacion, la
cual consiste en la adiciéon de antoxantinas, glucésidos de
flavonoides, que son compuestos mads estables (Ochoa y
Ayala, 2004).

En la industria alimenticia es cada vez mds comun la adicién
de antioxidantes para prolongar el tiempo de vida de los
alimentos (Ochoa y Ayala, 2004). En estudios realizados por
Muraleedharan y Nair (2002) demostraron que el uso de
antocianinas logré una inhibicién del 93,5 al 100 % en
comparacién con antioxidantes sintéticos como BHT (94,3 %),
TBC (90 %) y BHA (87,1 %), Ademds, estos autores
realizaron estudios en carne molida para con tejidos de cereza
y en los resultados se logré una disminucién de la peroxidacién
lipidica, inhibicién de la formacién de aminas arométicas
heterociclicas y la oxidacién del colesterol durante la fritura
(Muraleedharan y Nair, 2002).

En estudios realizados en ratas de laboratorio por Shukitt et al.
(2005) demostraron que el comportamiento cognitivo y las
funciones neuronales mejoraron mediante suplemento
nutricional con extractos de ardndanos y frutillas. Ademads,
Ohgami et al. (2005) determinaron que la inflamacién
disminuye y la agudeza visual se beneficia cuando se
administra extractos de frutas con alto contenido de
antocianinas por via oral a ratas con deficiencia ocular.

De acuerdo con los estudios realizados por Kajdazanoska et al.
(2011) se determiné que la extraccidn asistida por ultrasonido
utilizando metanol como solvente permite obtener los mejores
resultados en la obtencién de antocianinas, sin embargo, para
utilizarse en la industria alimenticia deben concentrarse en un
rotavapor. Asi pueden ser utilizados como colorantes naturales
o por su efecto antioxidante para alargar el tiempo de vida de
los alimentos (Ochoa y Ayala, 2004).

3.4.2  Elagitaninos

Los elagitaninos son compuestos de gran importancia, y en la
actualidad se ha ampliado su estudio debido a sus propiedades
como anti mutagénico, antiviral, accién contra el céancer,
antitumoral, antioxidante, antiinflamatorio, antibacteriano,
antiaterosclerosis,  antihiperglucémico, antihipertensivo,
efectos antifibrosis y cardioprotectores (Santos et al, 2013 y
Stoner y Gupta, 2001). El 4cido elagico posee actividad nociva
contra los radicales libres, responsables de la oxidacion que
promueve el envejecimiento de las células del organismo y
representan un riesgo en la formacion de diferentes formas de
cancer (Martens-Talcott et al., 2003).

El 4cido eldgico debido a sus propiedades es utilizado para la
elaboracion de suplementos alimenticios y bebidas
nutracéuticas (Mdrquez et al., 2019). Ademds, es de gran
importancia en la conservaciéon de diferentes alimentos
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perecederos, ya que, tiene la capacidad de inhibir el
crecimiento de microorganismos patégenos (Saucedo et al.,
2009). Este compuesto se ha utilizado para la elaboracién de
peliculas comestibles para aguacate, manzanas y bananas con
la finalidad de mantener su calidad fisicoquimica y
microbiolégica (Saucedo, 2007), protege contra la luz
ultravioleta, ataques de insectos y microorganismos patogenos
(Vasconcellos, 1994).

Las peliculas comestibles usando un potente agente
nutracéutico como el 4cido eldgico como aditivo
antipardeamiento en frutas, mostré mejores resultados en el
aspecto interno y externo, asi como también en la reduccién de
la pérdida de peso y la firmeza de aguacates, en comparacion
con otros frutos con recubrimientos sin el principio activo y
mds aun de frutos sin la aplicacién del film (Saucedo et al.,
2009). Saucedo et al. (2007) demostr6 que recubrimientos
comestibles elaborados con cera de candelilla y dcido eldgico
mejoraron el color y la textura de rodajas frescas de manzana,
banana y aguacates. Asi también, Ruiz (2002) demostr6 las
ventajas de la adicién de antioxidantes sobre la inhibicién del
dorado de rodajas de pifia fresca y determiné que utilizar
antioxidantes combinados con diferentes tecnologias como
atmosferas modificadas y controladas, peliculas comestibles,
radiaciones gamma y pulsos eléctricos, permite inhibir el
pardeamiento de este fruto.

El 4cido eldgico es capaz de actuar contra patdgenos como
Staphylococcus aureus 'y 18 cepas patogenas de este
microorganismo a concentraciones minimas inhibitorias de
61,5 pg/ml (Akiyama et al., 2001 y Machado et al., 2002).
Ademds, este compuesto es capaz de inhibir el desarrollo de
microrganismos indeseables como  Escherichia coli,
Salmonella enteritidis y Geotrichum candidum (Klewicka et
al., 2016), ha reducido en un 84 % el crecimiento de estos
agentes patdgenos en los frutos con las peliculas estudiadas
(Saucedo et al., 2009).

El 4cido eldgico también es utilizado en la industria
farmacéutica (Santos et al, 2013 y Stoner y Gupta, 2001). Este
componente reacciona con el carcinogénico benzo[a]pireno-
7,8-diol-9,10-epoxido (BPDE), donde se comporta como un
quimioprotector contra diferentes tipos de cancer causados por
compuestos aromdticos policiclicos (PAHs) mediante la
inhibicion de mutacién de células sanas (Huetz et al., 2005).
Ademais, se ha probado como agente farmacéutico mediante
administraciéon via oral para el tratamiento de tumores de
vejiga en ratones (Kellof at al., 1994). El 4cido eldgico a
concentraciones de 1 - 100 pg/l presenta fuerte actividad
antiproliferativa ante células cancerigenas de préstata, pulmén
y colon (Losso et al., 2004).

Se ha comprobado la capacidad del acido eldgico en la
inhibicidén de la replicacion del VIH (Mérquez et al., 2019). En
estudios realizados por Ruibal et al. (2003) demostraron una
reduccion del 5 al 30 % de la replicacion del VIH mediante la
administraciéon via oral de elagitaninos extraidos de
Phyllanthus amarus con concentraciones inhibitorias de
0,48 a 2,65 pg/ml.

El 4cido eldgico es ampliamente utilizado en la industria
cosmética como agente despigmentante para la elaboracion de
diferentes productos como perfumes, maquillaje, cremas,
corrector de ojeras, agua de tocador, entre otros al presentar un



efecto aclarador en la piel (Przewloka y Shearer, 2002), debido
a la accién inhibidora de este compuesto en la enzima tirosina
cinasa que es responsable de la formacién de melanina, la cual
cuando se produce de manera excesiva causa
hiperpigmentacién como melasmas, pecas, efélidos y 1éntigos
solares (Ortiz et al., 2015).

Se determiné que los mejores rendimientos de elagitaninos se
obtienen cuando se realiza extraccién con maceracion
enzimatica con acetona (Milczareck et al., 2021). Se analiz6 el
efecto inhibitorio de este compuesto sobre las células de
carcinoma hepatocelular HepG2 y también se determiné que
los elagitaninos pueden ser utilizados como aditivos
alimentarios para inhibir el crecimiento de microorganismos
patégenos, o para fortificar alimentos en la produccién de
suplementos dietéticos (Marquez et al., 2019). Se prob6 un
extracto de frutilla con acetona como solvente para estudiar la
inhibicion de Staphylococcus aureus y se determind que la
inhibicién lograda fue mucho mayor que la que ofrecen ciertos

antibidticos como penicilina, cefalotina, dicloxcina vy
ampicilina (Marquez et al., 2020).
4. CONCLUSIONES

Las semillas (aquenios) de frutilla son subproductos que tienen
una fuente importante de polifenoles con valores por encima
de 1 000 mg de GAE/100 g pf, siendo hasta 3 veces mayor en
comparacion con los valores que se han reportado para la pulpa
de esta fruta.

Las antocianinas y los elagitaninos son los compuestos
fendlicos mds importantes que posee esta fruta con valores
mucho mas altos en semilla en comparacién con los reportados
para la pulpa.

La frutilla es una fruta rica de vitaminas y minerales,
predominando vitamina C (58 mg/100 g pf) y potasio (190

mg/100 g pf).

El proceso de extraccién por ultrasonido usando metanol como
solvente permite obtener mejores rendimientos del contenido
de antocianinas de 200 mg/l en comparacién con métodos
convencionales como maceracion y extraccion Soxhlet.

La extraccién por maceracién enzimdtica usando acetona
como solvente y enzimas pectinoliticas es el método que
permite obtener la concentracién mas alta de elagitaninos de
183 mg AE/100 g pf en comparacion con otros métodos como
ultrasonido e hidrélisis quimica.

Las antocianinas son utilizadas en la industria alimenticia
principalmente como colorantes naturales al no ser nocivas
para la salud y también como antioxidantes con la finalidad de
prolongar la de vida de los alimentos.

Los elagitaninos tienen aplicaciones en la industria alimenticia
debido a su capacidad antioxidante, en la industria
farmacéutica por su accion contra el cincer y antitumoral, y en
la industria cosmética al permitir un efecto aclarador en la piel.
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FICHA TECNICA I

ANALISIS ESTADISTICO DE LA CONCENTRACION DE COMPUESTOS FENOLICOS EN PULPA DE
FRUTILLA

Objetivo: Analizar estadisticamente las diferencias en el contenido de compuestos fenélicos en pulpa de frutilla.

Fundamento: Se empled el andlisis de varianza ANOVA con un nivel de confianza de 95 % en el software Statgraphics
Centurion.

A continuacion, se muestran las tablas de ANOVA donde se descompone la varianza de las variables de salida en dos: entre
grupos e intra-grupos, ademds, la razon-F que representa el cociente entre los dos grupos ya mencionados anteriormente. Cuando
el valor-P de la razén-F es mayor o igual a 0,05 % no existe una diferencia estadisticamente significativa entre los valores
analizados con un nivel de confianza del 95 %. También se muestran las tablas de prueba de multiples rangos y los gréficos de
medias para cada disefio factorial. Para el andlisis de las medias que son estadisticamente diferentes de otras se realiza el
procedimiento de diferencia minima significativa (LSD) de Fisher.

Tabla Al. Tabla ANOVA para polifenoles (mg GAE/100 g ff)

Suma de GI Cuadrado Razon-F Valor-P
Fuente .
cuadrados medio
Entre grupos 10 308,6 1 10 308,6 1 099,99 0,0000
Intra grupos 37,52 9,38
Total (Corr) 10 346,1 5

Tabla A2. Prueba de muiltiples rangos para polifenoles (mg GAE/100 g ff) por experimento

Experimento Casos Media Grupos homogéneos
1 3 340,0 X
2 3 257,1 X

Tabla A3. Diferencia de polifenoles (mg GAE/100 g ff) entre niveles
Contraste Significancia Diferencia +/- Limites
1-2 * 82,9 6,94298

* indica una diferencia significativa

Figura A1l. Gréfico de medias

Medias y 95,0% de Fisher LSD
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FICHA TECNICA II

ANALISIS ESTADISTICO DE LA CONCENTRACION DE COMPUESTOS FENOLICOS EN PURE Y FRUTILLA
LIOFILIZADA

Objetivo: Analizar estadisticamente las diferencias en el contenido de compuestos fendlicos en puré y frutilla liofilizada

Fundamento: Se empled el andlisis de varianza ANOVA con un nivel de confianza de 95 % en el software Statgraphics
Centurion.

A continuacién, se muestran las tablas de ANOVA donde se descompone la varianza de las variables de salida en dos: entre
grupos e intra-grupos, ademds, la razén-F que representa el cociente entre los dos grupos ya mencionados anteriormente. Cuando
el valor-P de la razén-F es mayor o igual a 0,05 % no existe una diferencia estadisticamente significativa entre los valores
analizados con un nivel de confianza del 95 %. También se muestran las tablas de prueba de miiltiples rangos y los gréaficos de
medias para cada disefio factorial. Para el andlisis de las medias que son estadisticamente diferentes de otras se realiza el
procedimiento de diferencia minima significativa (LSD) de Fisher.

Tabla A4. Tabla ANOVA para polifenoles (mg GAE/100 g ff) en puré y frutillas liofilizadas

Suma de GI Cuadrado Razén-F Valor-P
Fuente i
cuadrados medio
Entre grupos 9.21x10° 1 9,21x10° 61,81 0,0014
Intra grupos 596 104 4 596 104
Total (Corr) 9,806x10° 3

Tabla AS. Prueba de miiltiples rangos para polifenoles (mg GAE/100 g ff) por experimento

Experimento Casos Media Grupos homogéneos
1 3 3907,0 X
2 3 1429,0 X

Tabla A6. Diferencia de polifenoles (mg GAE/100 g ff) entre niveles
Contraste Significancia Diferencia +/- Limites
1-2 * 2478,0 875,137

* indica una diferencia significativa

Figura A2. Grifico de medias

Medias y 95,0% de Fisher LSD
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FICHA TECNICA III

ANALISIS ESTADISTICO DE LA CONCENTRACION DE ANTOCIANINAS EN PULPA CON AQUENIOS DE
FRUTILLA MEDIANTE EUA

Objetivo: Analizar estadisticamente las diferencias en la concentracion de antocianinas en pulpa con aquenios de frutilla
mediante EUA

Fundamento: Se empleé el andlisis de varianza ANOVA con un nivel de confianza de 95 % en el software Statgraphics
Centurion.

A continuacidn, se muestran las tablas de ANOVA donde se descompone la varianza de las variables de salida en dos: entre
grupos e intra-grupos, ademas, la razon-F que representa el cociente entre los dos grupos ya mencionados anteriormente. Cuando
el valor-P de la razén-F es mayor o igual a 0,05 % no existe una diferencia estadisticamente significativa entre los valores
analizados con un nivel de confianza del 95 %. También se muestran las tablas de prueba de muiltiples rangos y los gréficos de
medias para cada disefio factorial. Para el andlisis de las medias que son estadisticamente diferentes de otras se realiza el
procedimiento de diferencia minima significativa (LSD) de Fisher.

Tabla A7. Tabla ANOVA para la concentracion de antocianinas mediante EUA (mg/l)

Suma de GI Cuadrado Razon-F Valor-P
Fuente :
cuadrados medio
Entre grupos 10 019,6 5 2 003,92 211,94 0,0000
Intra grupos 113,46 12 9,455
Total (Corr) 10 133,1 17

Tabla A8. Prueba de miiltiples rangos para antocianinas (mg/l) por experimento

Experimento Casos Media Grupos homogéneos
4 3 200,3 X
1 3 177,6 X
2 3 171,4 X
5 3 156,2 X
3 3 151,9 X
6 3 124,3 X

Tabla A9. Diferencia de polifenoles (mg GAE/100 g ff) entre niveles

Contraste Significancia  Diferencia +/- Limites
1-3 8 6,2 5,47024
1-3 25,7 5,47024
1-4 8 =227 5,47024
1-5 21,4 5,47024
1-6 o 53,3 5,47024
2-3 * 19,5 5,47024
2-4 * -28.9 5,47024
2-5 * 15,2 5,47024
2-6 8 47,1 5,47024
3-4 -48.,4 5,47024
3-5 -4,3 5,47024
3-6 * 27,6 5,47024
4-5 44,1 5,47024
4-6 8 76,0 5,47024
5-6 * 31,9 5,47024

* indica una diferencia significativa

Figura A3. Grifico de medias
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Medias y 95,0% de Fisher LSD
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FICHA TECNICA IV

ANALISIS ESTADISTICO DE LA CONCENTRACION DE ELAGITANINOS MEDIANTE DIFERENTES
METODOS DE EXTRACCION

Objetivo: Analizar estadisticamente las diferencias en el contenido de elagitaninos mediante hidrdlisis quimica, maceracion
enzimatica y extraccién por ultrasonido

Fundamento: Se empled el andlisis de varianza ANOVA con un nivel de confianza de 95 % en el software Statgraphics
Centurion.

A continuacidn, se muestran las tablas de ANOVA donde se descompone la varianza de las variables de salida en dos: entre
grupos e intra-grupos, ademds, la razon-F que representa el cociente entre los dos grupos ya mencionados anteriormente. Cuando
el valor-P de la razén-F es mayor o igual a 0,05 % no existe una diferencia estadisticamente significativa entre los valores
analizados con un nivel de confianza del 95 %. También se muestran las tablas de prueba de multiples rangos y los gréficos de
medias para cada disefio factorial. Para el andlisis de las medias que son estadisticamente diferentes de otras se realiza el
procedimiento de diferencia minima significativa (LSD) de Fisher.

Tabla A10. Tabla ANOVA para elagitaninos (mg EA/100 g pf)

Suma de GI Cuadrado Razén-F Valor-P
Fuente :
cuadrados medio
Entre grupos 20 569,5 5 41139 34,84 0,0000
Intra grupos 1416,83 12 118,069
Total (Corr) 21 896,6 17

Tabla A11. Prueba de multiples rangos para para elagitaninos (mg EA/100 g pf) por experimento
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Media Grupos homogéneos

Experimento Casos
2 3 183,0 X
1 3 148,01 X
4 3 122,9 X
5 3 109,6 X X
3 3 90,43 X X
6 3 85,7 X

Tabla A12. Diferencia de polifenoles (mg GAE/100 g ff) entre niveles

Contraste Significancia  Diferencia +/- Limites
1-2 -34,99 19,3305
1-3 57,5767 19,3305
1-4 o 25,11 19,3305
1-5 8 38,41 19,3305
1-6 * 62,31 19,3305
2-3 * 92,5667 19,3305
2-4 * 60,1 19,3305
2-5 o 73,4 19,3305
2-6 97,3 19,3305
3-4 * -32,4667 19,3305
3-5 -19,1667 19,3305
3-6 4,7333 19,3305
4-5 13,3 19,3305
4-6 * 76,0 19,3305
5-6 * 31,9 19,3305

* indica una diferencia significative

Figura A4. Grifico de medias

Medias y 95,0% de Fisher LSD
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