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RESUMEN

El presente proyecto de tesis tuvo como objetivo evaluar la capacidad antioxidante y
determinar el efecto hipolipemiante de la Fragaria ananassa (fresa) y Vaccinium
corymbosum (arandano) y su actividad sinérgica en ratas con hiperlipidemia inducida
experimentalmente.

Para el desarrollo del proyecto se utilizé la extraccion asistida por ultrasonidos de los
compuestos activos de Fragaria ananassa (fresa) y Vaccinium corymbosum
(arédndano), usando como solvente al etanol de 96°, finalmente fue concentrado por

rotavapor.

Seguidamente se realizaron los ensayos quimicos para determinar la cantidad de
antocianinas, para ello utilizo la prueba de pH diferencial donde se hall6 29.40+1.56
mg/100g de cianidina-3-glucosido de extracto de Fragaria ananassa (fresa) y
390.94+3.27mg/100g de cianidina-3-glucosido de extracto de Vaccinium corymbosum

(arédndano).

Para la determinacion de fenoles totales, se realizo la prueba de Folin Ciocalteu donde
se hall6 368.21mg GAE/50g de fruto de Fragaria ananassa (fresa) y 1122.38mg

GAE/50g de fruto de Vaccinium corymbosum (arandano).
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Finalmente, para la determinacion de la actividad antioxidante, se realiz6 por el
método CUPRAC donde se hall6 0.0747mmol de &cido ascorbico/50g de fruto de
Fragaria ananassa (fresa) y 0.3276mmol de &cido ascorbico/50g de fruto de

Vaccinium corymbosum (arandano).

Seguidamente se realizd el ensayo en las ratas inducidas con hiperlipidemia, donde
para llevarlas al estado hiperlipemiante se les administr6 una dieta compuesta de
tortillas de sesos de cordero, yemas de huevo y harina por un periodo de 30 dias, y
luego siendo tratadas con los extractos de Fragaria ananassa y Vaccinium
corymbosum, ambos en dosis de 1.5 y 3 mg/g/dia, ademas de un tratamiento sinérgico
de ambos extractos en dosis de 3/3mg/g/dia donde se realizé el analisis estadistico de
ANOVA en un nivel de confianza del 95% y se encontré mejores resultados en el
extracto sinérgico obteniendo una disminucion de 59.33% de Colesterol Total y
58.90% de Triglicéridos que fueron significativamente mayores que el mejor resultado
que fue el del extracto de Vaccinium corymbosum 3mg/g/dia que obtuvo
disminuciones del 55.70% en caso del Colesterol Total y de 44.57% de Triglicéridos
lo que demostro que si existe una actividad sinérgica hipolipemiante de los extractos.

Palabras claves: pH diferencial, Folin Ciocalteu, CUPRAC, antioxidantes, fenoles

totales, antocianinas, sinergismo, Fragaria ananassa, Vaccinium corymbosum.
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ABSTRACT

The present thesis project had like objective evaluate the antioxidant capacity and
determinate the lipid-lowering effect of the Fragaria ananassa (strawberry) and
Vaccinium corymbosum (blueberry) and their synergistic activity in rats with

hyperlipidemia induced experimentally.

For the development of this project was used the assisted extraction by ultrasounds of
the active compounds of Fragaria ananassa (strawberry) and Vaccinium corymbosum
(blueberry), using as solvent the 96° ethanol, finally it was concentrated bye the rotary

evaporator.

Then the chemist essays were realized to determinate the quantity of the anthocyanins,
for that was used the differential pH test where was found 29.40+1.56 mg/100g of
cyanidin-3-glucoside of the extract of Fragaria ananassa (strawberry) and
390.94£3.27mg/100g of cyanidin-3-glucoside of the extract of Vaccinium

corymbosum (blueberry).

For the determination of total phenols, was realized the test of Folin Ciocalteu where
was found 368.21mg GAE/50g of fruit of Fragaria ananassa (strawberry) and
1122.38mg GAE/50g of fruit of Vaccinium corymbosum (blueberry).
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Finally, for the determination of the antioxidant capacity, was made the CUPRAC
method where was found 0.0747mmol of ascorbic acid/50g of fruit of Fragaria
ananassa (strawberry) and 0.3276mmol of ascorbic acid/50g of fruit of Vaccinium

corymbosum (blueberry).

Then was made the essay in the rats with hyperlipidemia induced, where to take them
to the hyperlipidemic state, they took a diet composed of tortillas of brains of lamb,
yolk and flour by a period of 30 days and then they were treated with the Fragaria
ananassa and Vaccinium corymbosum extracts, both in the dose of 1.5 y 3mg/g/day,
besides of a synergistic treatment of both extracts in the dose of 3/3mg/g/day where
was realized the statistical analysis of ANOVA at a confidence level of 95% and were
found better results in the synergistic extract, getting a decrease of 59.33% of Total
Cholesterol and 58.90% of Triglycerides who were significativelly better than the best
result that was of the extract of Vaccinium corymbosum 3mg/g/day that had decreases
of the 55.70% in case of the Total Cholesterol and 44.57% in Triglycerides what

showed that there is an synergistic activity lipid-lowering of the extracts.

Key words: Differential pH, Folin Ciocalteu, CUPRAC, antioxidants, total phenols,

anthocyanins, synergism, Fragaria ananassa, Vaccinium corymbosum.
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INTRODUCCION

En la actualidad la poblacion mundial esta siendo testigo del desarrollo de una amplia
variedad de enfermedades cronicas como la hiperlipidemia provocadas principalmente por
la ingesta inadecuada de alimentos con poder antioxidante, sumado al incremento del estrés
oxidativo (radicales libres), producido por factores ambientales, sociales y la vida
cotidiana.

Los RL (radicales libres) son Gtiles contra bacterias y virus, pero actian sobre el organismo
aun después de haber concluido sus funciones en el metabolismo normal y en la lucha
contra las infecciones, lo cual genera consecuencias como envejecimiento prematuro,

hiperlipidemias, enfermedades degenerativas y autoinmunes, etc. (1)

Se ha visto necesario realizar este estudio debido a que las enfermedades cronicas
degenerativas causadas por radicales libres son muy preponderantes en la actualidad y una
forma de prevenirlas es con la ingesta de alimentos ricos en antioxidantes, enfocandonos

en el presente trabajo en las antocianinas.

Las antocianinas representan los principales pigmentos solubles en agua visibles al ojo
humano. Pertenecen al grupo de los flavonoides y su estructura basica es un nucleo de
flavdn, el cual consta de dos anillos aromaticos unidos por una unidad de tres carbonos Las
antocianinas estan presentes en diferentes drganos de las plantas, tales como frutas, flores,

tallos, hojas y raices. (2)

El interés por los pigmentos antocianicos en investigacion cientifica se han incrementado
en los Gltimos afos, debido no solamente al color que confieren a los productos que las
contienen sino a su probable papel en la reduccidn de las enfermedades coronarias, cancer,
diabetes; a sus efectos antiinflamatorios y mejoramiento de la agudeza visual y
comportamiento cognitivo. Por lo tanto, ademas de su papel funcional como colorantes, las
antocianinas son agentes potenciales en la obtencion de productos con valor agregado para
el consumo humano.(3)(4)

La Fragaria Ananassa (fresa) y Vaccinium Corymbosum (arandano) al ser frutos con
capacidad antioxidante pueden ser Utiles para reducir la cantidad de radicales libres y

regular los niveles lipidicos.
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La intencion es dar a conocer a la poblacion sobre la capacidad sinérgica hipolipemiante
de la Fragaria Ananassa (fresa) y Vaccinium Corymbosum (arandano) y asi fomentar su
consumo y como consecuencia mejorar la calidad de vida, ademéas de tener sabores

agradables, con muchos beneficios y accesibles para la poblacion en general.

Los antioxidantes son sustancias que ayudan a neutralizar la accion de los radicales libres
que son moléculas inestables asociadas a numerosas enfermedades tales como cancer,
enfermedades cardiovasculares, disfunciones del sistema inmune, cataratas y muchas otras.
Diversos estudios sefialan que el consumo de una dieta rica en antioxidantes de origen
vegetal tales como vitaminas antioxidantes (A, C, E), carotenoides y polifenoles es
beneficioso en la proteccion contra enfermedades cronicas entonces podemos decir que las
frutas y vegetales son fuentes naturales de antioxidantes y entre ellas los arandanos y fresas
poseen uno de los mas altos niveles de actividad antioxidante. Dentro de las sustancias con
capacidad antioxidante que se pueden encontrar en arandano se pueden sefalar
betacaroteno, vitamina C, antocianinas, fenoles, acido eleagico y acido folico.(5)
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HIPOTESIS

Dado que se conoce la presencia de antocianinas de la Fragaria ananassa (fresa) y
Vaccinium corymbosum (ardndanos), es probable que estos frutos posean un efecto
antioxidante e hipolipemiante, asi como actividad hipolipemiante sinérgica trabajando en

ratas de laboratorio con hiperlipidemia inducida experimentalmente.
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OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL.:
Evaluar la capacidad antioxidante y efecto hipolipemiante de la Fragaria ananasa (fresa)
y el Vaccinum corymbosum (ardndano) y su actividad sinérgica en ratas con hiperlipidemia

inducida experimentalmente.

OBJETIVOS ESPECIFICOS:

1. Obtener el extracto de Fragaria ananassa (fresa) y Vaccinium corymbosum
(ardndano).

2. Determinar la cantidad de antocianinas totales de los frutos de Fragaria ananassa
(fresa) y Vaccinium corymbosum (arandano).

3. Determinar la cantidad de fenoles de los frutos de Fragaria ananassa (fresa) y
Vaccinium corymbosum (arandano).

4. Evaluar la capacidad antioxidante de los frutos de Fragaria ananassa (fresa) y
Vaccinium corymbosum (arandano).

5. Provocar hiperlipidemia en ratas con sesos de ovino, yema de huevo y harina.

6. Evaluar el efecto hipolipemiante de la Fragaria ananassa (fresa) en ratas con
hiperlipidemia inducida experimentalmente.

7. Evaluar el efecto hipolipemiante del Vaccinium corymbosum (arandano) en ratas con
hiperlipidemia inducida experimentalmente.

8. Evaluar la capacidad sinérgica de los frutos Fragaria ananassa (fresa) y Vaccinium

corymbosum (arandano).
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CAPITULO I

MARCO TEORICO

1. FRAGARIA ANANASSA (FRESA)

1.1. ORIGEN Y CLASIFICACION TAXONOMICA

En Sudamérica es conocida como fresa o frutilla y en Europa es denominada fresa
a la fresa silvestre Fragaria vesca, mientras que a las cultivadas o hibridas de
Fragaria ananassa, son llamadas freson por tener frutos de gran tamafio. El fruto
recibe el nombre genérico de fresa en el Pert y en el mundo, ademas es sabido
que la produccidn de fresa en el Per se concentra en diversas localidades del norte
chico de Lima, Arequipa y Cusco.(6)

El género Fragaria se encuentra en estado silvestre en América, Asia y Europa.
En este ultimo continente existen referencias sobre su consumo desde los tiempos
de laantigua Roma. El cultivo de las especies de fruto pequefio (F. vesca, F. alpina
y F. viridis) se extendié en Europa hasta el final del siglo XIX, momento en el que
comenzaron a surgir hibridos entre las especies europeas y las americanas de
frutos grandes (F.chiloensis y F.virginiana) dando origen a los hibridos con frutos

de mayor tamafio que son conocidos como fresones. (7)(8)

La fresa (Fragaria ananassa Duch.), son derivados de dos especies octoploides
(2n=56), es un hibrido natural de Fragaria chiloensis L. (Oeste, norte y sur de

América, Hawaii) y Fragaria virginiana Duch., (Norteamérica). (8)(6)

Nombre comuan: Fresa o Frutilla.
Nombre comercial: Fresa.

Nombre cientifico: Fragaria Ananassa.
Reino: Plantae.

Familia: Rosaceae.

Subfamilia: Rosoideae.

Orden: Rosales.
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Especie: Dioica.
Género: Fragaria.
Tipo: Fruta.(6)

FIGURA N° 1: Fragaria ananassa.

Extraido de: http://www.sinavimo.gov.ar/cultivo/fragaria-ananassa.(8)
1.2. DESCRIPCION BOTANICA Y MORFOLOGICA

Planta de tipo herbaceo y perenne, formada por tallos cortos o coronas en forma
de rosetas de aproximadamente 2,5cm de diametro. Las coronas estan formadas
por entrenudos cortos y muy préximos, de 2mm aproximadamente de longitud,
donde se localizan los primordios foliares, radicales y yemas a partir de los cuales
se originan los estolones o tallos rastreros de donde se producen las plantas
hijas.(8)

Los estolones son tallos largos y delgados, los cuales se diferencian de las yemas
por la longitud que presentan los dos primeros entrenudos. Las plantas hijas se
originan del segundo entrenudo y estan en capacidad de producir sus propios
estolones. Una planta vigorosa puede producir entre 10 a 15 estolones durante el
ciclo de crecimiento y desarrollo del cultivo. Asimismo, a lo largo de los estolones
se pueden producir alrededor de 100 plantas hijas. Las plantas hijas son de gran

importancia, ya que constituyen el principal método de propagacion de la fresa.(8)
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Las hojas aparecen en forma de roseta y se insertan en la corona. Son largamente
pecioladas y provistas de dos estipulas rojizas. Presentan el limbo dividido en tres
foliolos pedunculados, de bordes aserrados.(8)

Las inflorescencias pueden desarrollarse a partir de una yema terminal de la
corona, o0 bien a partir de yemas axilares de las hojas. La ramificacién de la
inflorescencia puede ser basal o distal. En el primer caso aparecen varias flores de
porte similar, mientras que en el segundo hay una flor terminal o primaria y otras
secundarias de menor tamafo. La flor tiene entre 5 y 6 pétalos, de 20 a 35
estambres y varios cientos de pistilos sobre un receptaculo carnoso. Cada 6vulo

fecundado da lugar a un fruto de tipo aquenio.(8)

El desarrollo de los aquenios, distribuidos por la superficie del receptaculo
carnoso, estimula el crecimiento y la coloracién de éste. El sistema radical es
fibroso y adventicio, el 90% de las raices se concentran en los primeros 25cm del
suelo. Estd compuesto por raices, las cuales presentan cambium vascular y
suberoso y son perennes, y raicillas, que carecen de éste, son de color mas claro y
tienen un periodo de vida corto (dias 0 semanas).(8)

1.3. COMPOSICION NUTRICIONAL

La fresa, Fragaria ananassa es una de las frutas de mayor aceptacion mundial y

es también una de las que tiene mayores usos.(6)

La fresa es muy valorada por su delicado sabor, aroma y por su valor nutricional.
El fruto maduro se compone aproximadamente en un 90% de agua y en un 10%
de sélidos solubles que incluye numerosos componentes importantes de la dieta,
como la vitamina C (acido ascorbico). Una cantidad estandar de fresas (10 frutas
0 100 gramos) suministra el 95% de los requerimientos dietéticos diarios
recomendados de acido félico y Vitamina C, con un porcentaje de Vitamina C

incluso superior al de la naranja, ademas de aportar 1.6 gramos de fibra. (9)(10)

El color de la fresa es debido a sus pigmentos vegetales (flavonoides) que son las
antocianinas. Las antocianinas actlan como potentes antioxidantes que

neutralizan a los radicales libres. Por ese motivo, si tenemos en cuenta que el

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




REPOSITORIO DE UNIVERSIDAD

TESIS UCSM

CATOLICA .
DE SANTA MARIA

proceso oxidativo contribuye al depdsito de colesterol en las arterias, y es
responsable del envejecimiento y de ciertas mutaciones cancerigenas, se puede
decir que el consumo abundante de frutas ayuda a la proteccion de la salud
reduciendo estos efectos dafiinos. De hecho, las fresas constituyen una de las
frutas con mayor capacidad antioxidante, la cual no sdlo es debido a su contenido
en antocianinas, sino a la presencia en su composicion de cantidades de otros

polifenoles y de Vitamina C.(10)

Debido a su fibra, pigmentos y &cidos, la fresa puede favorecer las funciones
intestinales y prevenir el estrefiimiento. También su bajo aporte en sodio y su alto
contenido en potasio hace que estén indicadas en personas con hipertension
arterial. (10)

TABLA N° 1: Composicion de la Fragaria ananassa (fresa), en 100g de

fruto.
Componente Componente
Agua (g) 90.95 Almidodn (g) 0.04
Acidos organicos (g) 1.0 Fructuosa (Q) 2.5-3.5
Ceniza (g) 0.40 Glucosa (g) 2.04-3.03
Energia (kcal) 32-34 Sacarosa () 0.12-0.35
Fibra (g) 2.0 Xilitol (g) 0.03
Hidratos de carbono (g) | 4.66-7.68 | Sorbitol (g) 0.03
Lipidos () 0.3-0.5 Vitamina A (1U) 12.0
Proteina (g) 0.7 Tiamina B1(mg) 0.024
Calcio (mg) 16.0 Riboflavina B> (mg) 0.06
Cloro (mg) 14.0 Niacina Bz (mg) 0.386
Cobre (mg) 0.048 Acido pantoténico Bs (mg) | 0.125
Fosforo (mg) 24-26 Piridoxina Bs (MQ) 0.047
Fluor (ug) 25.0 Folatos totales (1g) 24.0
Hierro (mg) 0.42-0.70 | Vitamina C (mg) 58.8-60.0
Magnesio (mg) 13.0 Vitamina E (mg) 0.29
Manganeso (mg 0.386 Vitamina K (ug) 2.2
Potasio (mg) 153.0 Acido citrico (mg) 870.0
Sodio (mg) 1-2 Acido malico (mg) 140.0
Yodo (ug) 1.0 Acido oxalico (mg) 16.0
Zinc (mg) 0.14 Acido salicilico (mg) 1.4

Extraido de : https://books.google.com.pe/books.(11)

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPOSITORIO DE CATOLICA

Ll ,
TESIS UCSM < DE SANTA MARIA

Las sustancias antioxidantes de la fresa (vitamina C, E, magnesio, antocianinas),
folatos y como compuestos fendlicos son esenciales para la salud humana. Aunque
los compuestos fendlicos de fresa son conocidos principalmente por sus acciones
antiinflamatorias y antioxidantes, actian inhibiendo la oxidacion de las
lipoproteinas (sustancias transportadoras de colesterol malo). La fibra reduce la
absorcidn de colesterol exdgeno (colesterol obtenido a través de los alimentos).
Esto trae como consecuencia la reduccion de la formacién de placas de ateroma
y, por lo tanto, disminuye la aparicion de complicaciones cardiovasculares.
Ademas las antocianinas que se encuentran en las fresas, reducen la agregacion

de plaquetas, evitando enfermedades como trombosis.(12)(6)
1.4. CARACTERISTICAS ORGANOLEPTICAS

El sabor es condicionado por el balance de azucar y acidez, ya que cuenta con una
serie de azucares y acidos con diferentes grados de concentracién segin la
variedad. Generalmente son clnicas y alargadas; sin embargo, dependiendo de la
variedad puede variar la forma. Su olor es caracteristico de la fruta. La fresa en
estado maduro ha de tener un brillo intenso y un color rojizo oscuro y uniforme.
Su pulpa es de color blanco, pero también puede ser rojizo de acuerdo a la

variedad. Su textura es suave.(13)

2. VACCINIUM CORYMBOSUM (ARANDANO)

2.1. ORIGEN Y CLASIFICACION TAXONOMICA

El ardndano es una baya que crece en forma silvestre y es oriunda de América del
Norte. Generalmente se cultivan dos tipos de arandano: Lowbush blueberry
(Vaccinium angustifolium) que comprende las especies mas pequefias y Highbush
blueberry (Vaccinium Corymbosum) que abarca los arbustos mas grandes, dentro

de los cuales se encuentran muchas variedades comerciales.(14)
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El ardndano es el fruto de una planta arbustiva que forma parte, junto a la grosella,

la frambuesa y la zarzamora, del grupo de los conocidos como “frutos del

bosque”.(15)

Nombre comun: Arandano.

Nombre comercial: Arandano.

Nombre cientifico: Vaccinium Corymbosum.
Reino: Plantae.

Familia: Ericaceae.

Subfamilia: Vaccinioideae.

Orden: Ericales.

Especie: V. Corymbosum.

Género: Vaccinium.

Tipo: Fruta.(16)

FIGURA N° 2: Vaccinium corymbosum.

Extraido de: https://www.mijntuin.org/plants/13002-blauwe-bes.(17)

2.2. DESCRIPCION BOTANICA Y MORFOLOGICA

Es un arbusto perenne de hoja caduca y madera lefiosa que puede llegar a medir 3
metros. El sistema radical del arandano es superficial, fibroso, de poca extension

y esta constituido por raicillas muy finas y es moderadamente dificil de tratar en
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plantas jovenes. Las hojas del ardndano son simples, alternadas, de forma ovalada
0 lanceolada, sus bordes pueden ser enteros o ligeramente aserrados y pueden

presentar cierto revestimiento piloso en el envés.(5)

Es una especie autofértil. EI tipo mas comun de inflorescencia en arandanos es un
racimo, generalmente axilar, las que se diferencian en las yemas terminales de las
ramillas cuando se detiene el crecimiento vegetativo al inicio del otofio. Estas
flores se producen en brotes de un afio de crecimiento, las flores son gamopétalas
de forma de campana. Poseen 8 a 10 estambres insertos en la base de la corola. El
ovario es infero con 4 a 10 celdas que pueden presentar uno o mas évulos en cada
I6bulo. (5)

2.3. COMPOSICION NUTRICIONAL

La abundancia de pigmentos naturales (antocianos y carotenoides) de accion
antioxidante neutralizan la accion de los radicales libres que son nocivos para el
organismo, dando lugar a efectos fisiologicos muy diversos: Antiinflamatorios y
antibacterianos. También posee un importante aporte de vitamina C, lo que
potencia el sistema inmunolégico o de defensas del organismo y contribuye a
reducir el riesgo de enfermedades degenerativas, cardiovasculares e incluso del
cancer. Asimismo, la vitamina C tiene la capacidad de favorecer la absorcion del
hierro de los alimentos, por lo que mejora o previene la anemia ferropénica. La
fibra es un componente muy abundante en estas frutas, por lo que su consumo
habitual puede resultar beneficioso para tratar el estrefiimiento y la atonia
intestinal. También son una buena fuente de potasio, hierro, calcio, taninos de
accion astringente y de diversos acidos organicos. Por Gltimo, poseen un bajo

valor caldrico por su escaso aporte de hidratos de carbono.(18).

En la Tabla N°2 se puede observar la composicién nutricional del fruto de

arandano:
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2.4. CARACTERISTICAS ORGANOLEPTICAS

El fruto es una baya redondeada, de 7 a 15mm de didmetro, de color negro
azulado, cubierta de pruina azul y con un ribete en lo alto a modo de coronita, su
carne, de un agradable sabor agridulce, es de color vinoso, y en la parte central
contiene diversas simienes, su sabor depende de la variedad (azules, negros,

morados y rojos) y tiene secreciones cerosas. (14)(19)

TABLA N° 2: Composicion de Vaccinium corymbosum (arandano).

Nutriente /100g Componente 100g
Energia 56 kcal Fosforo 10mg
Proteina 0.67g Potasio 89mg
Lipidos totales 0.38g Selenio 0.60ug
Carbohidratos 14.13g Sodio 6mg
Fibra dietética 2.70g Zinc 0.11mg
Cenizas 0.21g Vitamina C 13mg
Agua 84.61mg | Tiamina 0.05mg
Calcio 6.0mg Riboflavina 0.05mg
Cobre 0.06mg | Niacina 0.36mg
Hierro 0.17mg | Acido pantoténico 0.09mg
Magnesio 5mg Vitamina Be 0.04mg
Manganeso 0.28mg | Vitamina E 1mg

Extraido de: Patrocinante P, Patrocinante PC-. Universidad Austral de Chile.
2007.(5)

3. RADICALES LIBRES

Desde el punto de vista quimico, son todas aquellas especies quimicas, cargadas o no,

gue en su estructura atdbmica presentan un electron desapareado en el orbital externo,

dandole una configuracion espacial que genera gran inestabilidad. Presentan una

estructura birradicélica, son muy reactivos, tienen una vida media corta, por lo que

actlan cercano al sitio en que se forman y son dificiles de dosificar.(20)

Desde el punto de vista molecular, son pequefias moléculas ubicuitarias y difusibles

que se producen por diferentes mecanismos entre los que se encuentran la cadena

respiratoria mitocondrial, la cadena de transporte de electrones a nivel microsomal y
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en los cloroplastos, y las reacciones de oxidacion, por lo que producen dafio celular
(oxidativo), al interactuar con las principales biomoléculas del organismo. No
obstante, lo expresado anteriormente, los radicales libres del oxigeno tienen una
funcién fisiolégica en el organismo como la de que participan en la fagocitosis,
disminuyen la sintesis de catecolaminas por las glandulas suprarrenales, favorecen la
sintesis de colageno, activan enzimas de la membrana celular, favorecen la sintesis de
prostaglandinas, favorecen la quimiotaxis y modifican la biomembrana. Existe un
término que incluye a los radicales libres y a otras especies no radicélicas, pero que
pueden participar en reacciones que llevan a la elevacion de los agentes prooxidantes

y son las especies reactivas del oxigeno (EROS).(20)

Los radicales mas perjudiciales en sistemas bioldgicos son los radicales de oxigeno (a
veces denominados especies de oxigeno reactivas), en especial superdéxido, hidroxilo,

y perhidroxilo. (21)
3.1. EFECTO NOCIVO DE LOS RADICALES LIBRES

El dafio celular producido por las especies reactivas del oxigeno ocurre sobre

diferentes macromoléculas:

a) Lipidos: Es aqui donde se va a producir el dafio mayor en un proceso que es
conocido como peroxidacion lipidica, afecta a las estructuras ricas en acidos
grasos poliinsaturados, ya que se altera la permeabilidad de la membrana
celular produciéndose edema y muerte celular. La peroxidacion lipidica
representa una forma de dafio histico que puede ser originado por el oxigeno,
el oxigeno singlete, el peroxido de hidrogeno y el radical hidroxilo. Los
acidos grasos insaturados son componentes esenciales de las membranas
celulares, por lo que son importantes para su funcionamiento normal, sin
embargo, son vulnerables al ataque oxidativo iniciado por los radicales libres

del oxigeno.(20)

b) Proteinas: Hay oxidaciéon de un grupo de aminoacidos como tirosina,
fenilalanina, metionina e histidina; ademas se forman entrecruzamientos de

cadenas peptidicas, y por ultimo hay formacion de grupos carbonilos.(20)
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¢) Acido desoxirribonucleico (ADN): Ocurren fendmenos de mutaciones y
carcinogénesis, hay pérdida de expresion o sintesis de una proteina por dafio
a un gen especifico, delecciones, modificaciones oxidativas de las bases,
interacciones estables ADN-proteinas, fragmentaciones, desmetilacion de
citosinas del ADN que activan genes y reordenamientos cromosémicos. El
dafio se puede originar por la alteracién (inactivacion/pérdida de algunos
genes supresores de tumores que pueden conducir a la iniciacion, progresion,
0 ambas de la carcinogénesis). Los genes supresores de tumores pueden ser
modificados por un simple cambio en una base critica de la secuencia del
ADN.(20)

3.2. ESTRES OXIDATIVO

El estrés oxidativo ocurre cuando hay desequilibrio en las células debido a un
aumento en los radicales libres y/o una disminucién en los antioxidantes. Con el
tiempo, este desajuste en el equilibrio entre los radicales libres y los antioxidantes
puede ser nocivo.(22)

Un radical libre es un atomo con un nimero impar de electrones o que tiene un
electrén libre y desempefian un papel importante y positivo en muchos procesos
celulares. Pero es muy reactivo y puede causar dafio a las células. Nosotros
tenemos una maquinaria enzimatica encargada de eliminarlos, pero si nuestras
defensas antioxidantes no pueden contrarrestarlos, la célula no es capaz de superar

ese dafio, ni recuperar su funcién y la célula puede morir.(23)
CAUSAS

Una alimentacion desequilibrada, el tabaco, las exposiciones solares prolongadas,
el estrés y la contaminacién entre otros, son factores que contribuyen al estrés
oxidativo como al aumento de los radicales libres, lo que aumenta los procesos de

envejecimiento.(21)

Ademas, muchas enfermedades o estados carenciales de la alimentacion impiden
el correcto aporte de nutrientes, y, por lo tanto, un déficit de vitaminas y otros
antioxidantes. Ademas, actividades deportivas de ejercicio intenso y de larga
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duracion pueden provocar estrés oxidativo. Estos dafios oxidativos causados por

el ejercicio son un factor a tener en cuenta en la fatiga muscular durante el ejercicio

de resistencia.(21)

4. ANTIOXIDANTES

Un antioxidante es una molécula capaz de prevenir o retardar la oxidacion (pérdida de

uno o mas electrones) de otras moléculas, generalmente sustratos biolégicos como

proteinas, lipidos o acidos nucleicos. La oxidacion de tales sustratos podra ser iniciada

por dos tipos de especies reactivas: los radicales libres, y aquellas especies que sin ser

radicales libres, son suficientemente reactivas para inducir la oxidacion de sustratos

como los mencionados.(24)

4.1. CLASIFICACION DE LOS ANTIOXIDANTES

Los antioxidantes se clasifican en end6genos o enzimaticos como se observa en

la Tabla N°3, fabricados por la propia célula, y exégenos o no enzimaticos, que

ingresan en el organismo a través de la dieta o de suplementos con formulaciones

antioxidantes.(25)

TABLA N° 3: Clasificacion de los antioxidantes.

EXOGENOS ENDOGENOS
Vitamina E Glutation
Vitamina C Coenzima Q COFACTOR
Betacaroteno Acido tidctico Cobre
Flavonoides ENZIMAS Zinc
Licopeno Superdxido Manganeso
dimutasa
Catalasa Hierro
Glutation Selenio
peroxidasa

Extraido de: http://www.scielo.org.ar/scielo.php?script=sci_arttext&pid
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4.1.1. ANTIOXIDANTES ENDOGENOS

También llamados enzimaticos, estan presentes en el organismo de los
seres vivos y van a proteger frente a los radicales libres producidos por el
metabolismo.(26)

Dentro de estos tenemos tres principales:

a) Catalasa (CAT): Tiene una amplia distribucién en el organismo
humano, alta concentracion en el rifion y en el higado, baja
concentracion en tejido conectivo y epitelios, casi nula en el tejido
nervioso y se localiza a nivel celular: Peroxisomas, Mitocondrias,
citosol (eritrocitos); presenta dos funciones fundamentales:
peroxidativa y catalitica y forma parte del sistema antioxidante CAT
/SOD este actla en presencia de altas concentraciones de peroxido de
hidrogeno.(26)

b) Glutation peroxidasa (GPx): Es una enzima selenio-dependiente,
cataliza la reduccion de peroxido de hidrogeno a lipoperdxido (L-
OOH), usa como agente reductor el glutatién reducido (GSH) y se
localiza en: Lisosomas (neutréfilos, macréfagos y otras células del
sistema inmune), Citosol (eritrocitos). Existen tres formas GPx: GPx-
¢ forma celular, tiene mayor afinidad por el per6xido de hidrogeno que
por el lipoperoxido; GPx-p o forma extracelular, presenta afinidad
semejante para ambos sustratos; GPx-PH, tienen afinidad especifica

para los lipoperoxidos.(26)

c) Superoxido dismutasa: Su distribucion es amplia en el organismo,
estd formada por un grupo de enzimas metaloides: Cu-SOD y Zn-SOD
gue contienen cobre y zinc en su sitio activo y se encuentran en el
citosol y el espacio intermembranoso mitocondrial, Fe-SOD, que
contiene hierro y se localiza en el espacio periplasmatico de la E. Coli,
Mn-SOD que contiene manganeso y se localiza en la matriz

mitocondrial. Estas enzimas dismutan el oxigeno para formar peréxido
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de hidrégeno y su principal funcién es la proteccion contra el anion
superoxido.(26)

4.1.2. ANTIOXIDANTES EXOGENOS

También llamados no enzimaticos, estan presentes en la dieta ingerida por
los seres vivos, en las frutas y verduras. Una de sus principales
caracteristicas es que son capaces de neutralizar un unico radical libre por
molécula (cazadores estequiométricos), s6lo actGan a concentraciones
elevadas.(26)

a) Antioxidantes no enzimaticos lo constituyen las moléculas reductoras
de pequefios tamafios e hidrosolubles. Dentro de ellas tenemos al
ascorbato o vitamina C y al glutation reducido.(26)

Pueden actuar tanto como pro o antioxidantes. Asi pueden
autooxidarse, especialmente en presencia de metales, para producir
especies reactivas de oxigeno (RSOs). Al ser hidrofilicos, no son
efectivos, frente a la peroxidacion lipidica.(26)

b) Antioxidantes no enzimaticos son las vitaminas liposolubles. Aqui
estan el a- tocoferol o vitamina E, que es capaz de impedir las
reacciones en cadena, producidas por los radicales hidroperoxilo
durante la peroxidacion lipidica (la vitamina E se encuentra presente
en aceites de semilla, aceites vegetales, mani, germen de trigo, carnes,
pescados, pollo y algunas frutas y verduras) y el a-caroteno (presentes
en la zanahoria) , que ofrece una proteccién eficaz frente al oxigeno
singlete.(26)

4.2. ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE

Se conoce como actividad antioxidante total o capacidad antioxidante total a la
medicién analitica de concentraciones de radicales de diferente naturaleza, en un

sistema oxidativo controlado, en los alimentos de origen vegetal, se atribuye esta
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capacidad a la presencia de compuestos fendlicos, especialmente a los
flavonoides.(27)

Los ensayos de actividad antioxidante se pueden clasificar en general como
ensayos basados en transferencia de electrones (ET) y transferencia de &tomos de
hidrégeno (HAT).(28)

La Actividad Antioxidante es usado para un ensayo individual y muestra
solamente la reactividad quimica bajo condiciones especificas aplicadas. Para ser
consistentes en la revision, usamos "capacidad" cuando se refieren a los resultados
obtenidos por diferentes ensayos, como “Capacidad secuestradora de radicales
peroxido”, “Capacidad secuestradora de superoxido”, “Capacidad reductora del
16n férrico”, entre otros. Igualmente es importante distinguir entre capacidad
antioxidante y reactividad. La capacidad antioxidante informa sobre la duracién
de la accion antioxidante, la reactividad caracteriza el inicio dindmico de la
antioxidacion a una determinada concentracion de un antioxidante o mezcla

antioxidante.(29)

Las especies reactivas de oxigeno (ERO), entre otros radicales pueden generar
estrés oxidativo, fenémeno al cual se le atribuyen muchas enfermedades
neurodegenerativas. Se ha evidenciado que las plantas, frutas y sus constituyentes

son fuente de antioxidantes; por tanto, tienen la capacidad de capturar EROs. (30).

Quimicamente la oxidacion de un compuesto es la perdida de electrones, de
hidrogenos o la ganancia de oxigeno en una molécula. La reduccién de un
compuesto es exactamente lo contrario; es decir, la ganancia de electrones, de
hidrogenos o la perdida de oxigeno. En tal sentido, un agente oxidante es una
molécula que se reduce al reaccionar con la molécula a la cual oxida. Este par
oxido-reductor es necesario quimicamente y esencial para entender la biologia de

las 6xido- reducciones en el organismo.(31)
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42.1. DETERMINACION DE LA CAPACIDAD ANTIOXIDANTE
(CUPRAC)

Este ensayo mide la capacidad antioxidante reductora de Cu (1) a Cu (I)
por la accion combinada de los antioxidantes de la muestra. La molécula
Neocuproina forma un complejo con el Cu (I), que es muy coloreado y
muestra un maximo de absorcion a 450nm, la medida de absorbancia de la
muestra antioxidante se convierte a equivalente de acido ascorbico

mediante curvas de calibrado con estandares.(32)

Cu (ID)
Cu ()

Antioxidante Producto oxidado

FIGURA N° 3: Reaccion del método de CUPRAC.

5. COMPUESTOS FENOLICOS

Los compuestos fendlicos se originan en el mundo vegetal. Son unos de los principales
metabolitos secundarios de las plantas y su presencia en el reino animal se debe a la

ingestion de éstas. (33)

Los compuestos fendlicos constituyen las principales clases de metabolitos
secundarios de los vegetales, donde desempefian diferentes funciones fisiologicas. Se
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trata de compuestos que intervienen en la reproduccion y crecimiento de las plantas,
asi como en procesos defensivos contra agentes patdgenos, radiacion ultravioleta o
depredadores. Tradicionalmente se han considerado como sustancias antinutritivas
debido al efecto adverso de uno de sus componentes principales, los taninos, en la
digestibilidad de proteinas. Sin embargo, actualmente existe gran interés en estos
compuestos debido a la gran variedad de actividades biolégicas que presentan,
considerandose uno de los compuestos fitoquimicos alimentarios mas importantes por

su contribucion al mantenimiento de la salud humana.(34)(35)

La actividad biolégica de los polifenoles esté relacionada con su caracter antioxidante,
el cual se basa en su capacidad para quelar metales, inhibir la actividad de la enzima
lipooxigenasa y actuar como atrapadores de radicales libres. La cantidad de
compuestos polifendlicos en un alimento varia en funcién de la especie vegetal,
variedad y parte del vegetal considerada (fruto, semillas, brotes, hojas), horas de
exposicion solar, grado de madurez, condiciones de cultivo, procesado, condiciones

de almacenamiento.(34)

5.1. PROPIEDADES ORGANOLEPTICAS ATRIBUIDAS A LOS
COMPUESTOS FENOLICOS

a) Color: Como las antocianidinas, responsables de los tonos rojos, azules y
violaceos de muchas frutas, hortalizas y derivados: Fresas, arandanos,

ciruelas, uvas, berenjena, col lombarda, rabano, vino tinto, etc.

b) Sabor amargo: Como las flavanonas de los citricos (naringina del pomelo,

neohesperidina de la naranja) o la oleuropeina en las aceitunas.

c) Astringencia: Como las proantocianidinas (taninos condensados) y los

taninos hidrolizables, por ejemplo, en el vino.
d) Aroma: Fenoles simples como el eugenol en los platanos.(33)
5.2. CARACTERISTICAS QUIMICAS GENERALES

Lo més destacable de los compuestos fendlicos son sus propiedades antioxidantes.
Por un lado, son muy susceptibles a ser oxidados y por otro, impiden que los
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metales catalicen las reacciones de oxidacion. Asi, los grupos hidroxilo, al estar
unidos a un anillo bencénico, presentan la posibilidad de que el doblete del &tomo
de oxigeno interaccione con los electrones del anillo, lo que le confiere unas
caracteristicas especiales respecto al resto de alcoholes. Por otro lado, pueden
actuar de quelantes (sobre todo los fenoles no flavonoides) y formar complejos
con metales di o trivalentes, especialmente con el hierro y el aluminio, lo que

puede tener también implicaciones nutricionales.(33)
5.3. CLASIFICACION GENERAL

Los polifenoles se pueden clasificar de muchas maneras debido a su diversidad

estructural. Segun su estructura quimica tenemos 2 grandes grupos:
5.3.1. No flavonoides

Entre ellos hay dos subgrupos:

» Fenoles no carboxilicos: C6, C6-C1, C6-C3.

« Acidos fenoles: derivados del &cido benzoico C6-C1 y derivados del
acido cinamico C6-C3.(33)

5.3.2. Flavonoides (C6-C3-C6)

Formados por 2 grupos bencénicos unidos por un puente tricarbonado.

Ademas, posee los siguientes subgrupos como se observa en la figura N°4.

 Antocianos.
« Flavonas, flavononas, flavanoles y flavanonoles.

* Flavanoles, taninos condensados y lignanos.(33)
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FIGURA N° 4: Estructuras quimicas de los subgrupos de flavonoides mas

usuales.

5.4. PROPIEDADES BENEFICIOSAS: PAPEL EN LA PREVENCION DE
ENFERMEDADES

De hecho, diversas organizaciones internacionales en el ambito de la nutricidn,
recomiendan un consumo diario como minimo de cinco raciones de fruta o
verdura, para asegurar una adecuada ingesta de antioxidantes y prevenir
enfermedades relacionadas con el estrés oxidativo. Existen numerosos estudios
gue proporcionan datos que apoyan el consumo de compuestos fenolicos para
prevenir ciertas enfermedades, incluyendo las enfermedades cardiovasculares,
cancer, enfermedad de Alzheimer, cataratas y otras disfunciones relacionadas con
la edad. Ademas, también se ha estudiado su efecto antiinflamatorio y su efecto

preventivo en el tratamiento de asma. (34)

Debido al efecto adverso de los taninos sobre la digestibilidad de las proteinas que

provoca un menor crecimiento del ganado y una menor puesta de huevos por parte
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de las aves de corral, los fenoles fueron considerados como antinutrientes.
Ademas, debido a sus propiedades antioxidantes es usado como prevencion del
cancer, de enfermedades -cardiovasculares, neurodegenerativas como el
Alzheimer. Como hemos comentado anteriormente, también existen sustancias
con actividad estrogénica (fitoestrdgenos) como las isoflavonas, los lignanos y el

estilbeno resveratrol, y otras con propiedades antimicrobianas.(33)
5.5. DETERMINACION DE FENOLES TOTALES (FOLIN- CIOCALTEU)

El reactivo de Folin-Ciocalteu es una mezcla de fosfomolibdato y fosfotungstato
usado para la determinacién de antioxidantes fendlicos y polifendlicos. Sin
embargo, este reactivo no solo mide los fenoles totales, sino que reaccionara con
cualquier sustancia reductora, por lo que mide la capacidad reductora total de una
muestra. El acido fosfomolibdotingstico de color amarillo, al ser reducido por los
grupos fendlicos da lugar a un complejo de color azul, que es el que medimos a
una longitud de onda de 765nm.(32)

OH OH
Reactivo de Folin (W',
Mo™*®) color amarillo.
[VaVaVaVal VaVaVaVal
o) 0 ) e
Reactivo de Folin (W™,
Mo*®) color azul.
[VaVaVaV NaVaVaV¥s)

FIGURA N° 5: Reaccion del reactivo Folin Ciocalteu con un agente.
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6. ANTOCIANINAS

Las antocianinas representan el grupo mas importante de pigmentos hidrosolubles
detectables en la regién visible por el ojo. Estos pigmentos son responsables de la gama
de colores que abarcan desde el rojo hasta el azul en varias frutas, vegetales y cereales.
Las antocianinas poseen diferentes funciones en la planta como son la atraccion de
polinizadores para la posterior dispersion de semillas y la proteccion de la planta contra
los efectos de la radiacion ultravioleta y contra la contaminacion viral y microbiana.(3)

6.1. ESTRUCTURA DE LAS ANTOCIANINAS Y COLOR

Las antocianinas son glucosidos de antocianidinas, pertenecientes a la familia de
los flavonoides, compuestos por dos anillos aromaticos A y B unidos por una
cadena de 3 C. Estan formadas por una estructura base llamada aglicona o
antocianidina cuya estructura es un esqueleto de quince carbonos C6-C3-C6.
Variaciones estructurales del anillo B resultan en seis antocianidinas conocidas
como se observa en la Figura N°6 y Tabla N°4.(3)(37)

El color de las antocianinas depende del nimero y orientacion de los grupos
hidroxilo y metoxilo de la molécula. Incrementos en la hidroxilacién producen
desplazamientos hacia tonalidades azules mientras que incrementos en las
metoxilaciones producen coloraciones rojas. En la naturaleza, las antocianinas
siempre presentan sustituciones glicosidicas en las posiciones 3 y/o 5 con mono,

di o trisacaridos que incrementan su solubilidad. (3)(32)

R4

OH

HO a2
O X R,
Z OH
OH

FIGURA N° 6: Estructuray variaciones en la sustitucion del anillo B de las

antocinidinas.

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPOSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM =-®  DE SANTA MARIA

TABLA N° 4: Sustitucion del anillo B de las antocinidinas.

Al Sustitucion Longit_ud de onda
R1 R, maxima (nm)
Pelargomedina H H 494 (naranja)
Cianidina OH H 506 (naranja-rojo)
Delfinidina OH OH 508 (azul-rojo)
Peonidina OCHs H 506 (naranja-rojo)
Petunidina OCHs OH 508 (azul-rojo)
Malvidina OCHzs OCHs 510 (azul-rojo)

Dentro de los sacaridos glicosilantes se encuentran la glucosa, galactosa, xilosa,
ramnosa, arabinosa, rutinosa, soforosa, sambubiosa y gentobiosa. Otra posible
variacion en la estructura es la acilacion de los residuos de aztcares de la molécula
con acidos organicos. Los acidos organicos pueden ser alifaticos, tales como:
mal6nico, acético, malico, succinico u oxalico; 0 aromaticos: p-cumarico, caféico,
ferdlico, sinapico, galico, o p-hidroxibenzéico. Se demostré que el tipo de
sustitucién glicosidica y de acilacion producen efectos en el tono de las
antocianinas; es asi como sustituciones glicosidicas en la posicion 5 al igual que
acilaciones aromaticas, producen un desplazamiento hacia las tonalidades
purpura.(3)(32)

6.2. FACTORES QUE DETERMINAN LA ESTABILIDAD

A pesar de las ventajas gque las antocianinas ofrecen como posibles sustitutos de
los colorantes artificiales, su incorporacion a matrices alimenticias o productos
farmacéuticos y cosméticos son limitadas debido a su baja estabilidad durante el
procesamiento y el almacenamiento. Factores como su misma estructura quimica,
pH, temperatura, presencia de oxigeno y é&cido ascoOrbico, concentracion y

actividad de agua de la matriz determinan la estabilidad del pigmento.(38)

Efecto del pH. El pH tiene efecto en la estructura y la estabilidad de los colores
de las antocianinas, donde un pH éacido tiene un efecto protector sobre la molécula.
Dependiendo del pH las antocianinas puede existir en cuatro especies diferentes:
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base quinoidal, catién flavilo, pseudobase carbinol y chalcona. En soluciones muy
acidas (pH <0.5) el cation flavilo rojo es la tnica estructura. Con incrementos de
pH la concentracion del catién decrece al mismo tiempo que la hidratacién da
lugar a la base de carbinol incolora. Entre pH 4 y 5.5 habré poco color, debido a
que las dos formas coloreadas estaran en bajas concentraciones y el equilibrio se
desplazara a las formas incoloras. Por lo tanto, la forma chalcona es mas
susceptible a la degradacion y a la forma iénica flavilo es la mas estable. En la
figura N°7 se puede observar la estructura de las antocianinas a diferentes
pH.(38)(3)

Efecto de la temperatura: Incrementos de temperatura resultan en pérdida del
azucar glicosilante en la posicion 3 de la molécula y apertura de anillo con la
consecuente produccion de chalconas incoloras.(3)

Otros factores, la concentracién del pigmento y la actividad de agua de la matriz

afectan la estabilidad del color.(3)

Base quinoidal (azul)

Cation flavilo (forma oxonium)
pH=7

(rojo) pH=1

+H,0

Pseudobase carbinol (incoloro) Chalcona (incoloro)
pH=4.5 pH=4.5

FIGURA N° 7: Estructura de antocianinas a diferentes pH.
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6.3. CUANTIFICACION DE ANTOCIANINAS (pH DIFERENCIAL)

Para la obtencién de la concentracion de la antocianina se utiliza el método de pH
diferencial. La antocianina experimenta una trasformacion reversible con los
cambios de pH manifestado por un llamativo cambio de absorbancia. La forma
oxinium predomina a pH 1 y el hemiacetal a pH 4.5. Se prepararon diluciones del
extracto con solucién buffer pH 1.0 de cloruro de potasio y con solucion buffer
pH 4.5 de acetato de sodio. Se mide la absorbancia de cada muestra a la longitud
de onda de maxima absorbancia (Amax=510nm) y a 700nm.(39)

El pH diferencial es un método basado en esta reaccion, y permite una rapida y
exacta medida de la antocianina total, incluso en la presencia de pigmentos
degradados polimerizados y de otros compuestos interferentes. (38)

7. HIPERLIPIDEMIAS

Hiperlipidemia o también conocida como dislipidemia es cuando la cantidad de grasas
(o lipidos) en la sangre es alto. Estas grasas incluyen el colesterol y los triglicéridos,
que son importantes para la funcién del cuerpo. Sin embargo, cuando el nivel es muy
alto, estas grasas pueden propiciar el desarrollo de enfermedades cardiacas o propiciar

un derrame cerebral.(40)

La hiperlipidemia es causada por una dieta que contiene demasiado colesterol y grasa
(que se encuentran en la carne, queso, crema, huevos y mariscos), o cuando el higado
produce demasiado colesterol y grasa, o ambos. Para que las grasas puedan ser
transportadas por la sangre (que es principalmente agua), se tienen que combinar con

una proteina que se encuentra en el higado para formar una lipoproteina.(40)

Los factores de riesgo para hiperlipidemia son la obesidad, la falta de ejercicio y una
dieta con muchas grasas saturadas y colesterol, ademas de la baja ingesta de frutas,
verduras y alimentos con fibra, también puede conllevar a propiciar la

hiperlipidemia.(40)
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Ademas niveles muy altos de TG, especialmente cuando hay hiperquilomicronemia,

han sido sefialados como de riesgo en la patogenia de la pancreatitis aguda. (40)
7.1. CLASIFICACION DE LAS DISLIPIDEMIAS

Las dislipidemias también llamadas dislipemias, pueden ser clasificadas teniendo

en cuenta diferentes criterios.
7.1.1. Segun el perfil lipidico

a) Hipercolesterolemia aislado: Aumento del Colesterol Total a
expensas del colesterol de las lipoproteinas de baja densidad (C-LDL).

b) Hipertrigliceridemia aislada: Aumento de los triglicéridos de origen
endogeno (a expensas de las lipoproteinas de muy baja densidad,
VLDL), exdgeno (a expensas de quilomicrones), o0 ambos.

c) Hiperlipemia mixta: Aumento del Colesterol Total y los triglicéridos.

d) Hipoalfalipoproteinemia: Disminucién del colesterol de las
lipoproteinas de alta densidad (C-HDL). (41)

Esta clasificacién permite determinar el riesgo del paciente. Si presenta
aumento de los niveles plasmaticos del colesterol total, con incremento
moderado de triglicéridos y disminucion de C-HDL, el paciente tendra
mayor riesgo de padecer algun evento cardiovascular que otro individuo
que presente hipercolesterolemia o hipertrigliceridemia aisladas. Si el
paciente presenta una elevacion severa de los triglicéridos (>1000 mg/dl),

estara en riesgo de padecer una pancreatitis aguda.(41)

Por otro lado, esta clasificacion permite decidir cémo orientar el

tratamiento especifico de la dislipemia.(41)
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7.1.2. Segun la etiologia

a) Primarias: Son dislipemias de causa genética y son generadas por
mutaciones en uno 0 mas genes que intervienen en la sintesis y/o

metabolismo de las lipoproteinas. Se caracterizan por:
Aparecer en mas de un familiar.

Se asocian a valores de lipidos y lipoproteinas considerablemente
alterados con respecto a los valores de referencia.

Ocasionalmente presentar manifestaciones clinicas caracteristicas,

debido al depésito de lipidos en zonas atipicas.

Se les suele asociar frecuentemente a enfermedades cardiovasculares
prematuras.(41)

b) Adquiridas: Se manifiestan debido a los habitos del paciente.(41)

c) Secundarias: Son consecuencia de la presencia de otra patologia de
base. Las dislipemias adquiridas y secundarias pueden corregirse
parcial o totalmente eliminando o controlando el factor causante. La
utilidad de este tipo de clasificacion es que permite determinar el
tratamiento. Mientras que en las dislipemias primarias los
tratamientos no sélo van a consistir en medidas higiénico-dietéticas y
farmacoldgicas sino también en terapéuticas especificas y complejas,
como trasplante de higado o aféresis de LDL, en las dislipemias
adquiridas y secundarias el tratamiento se basa en tratar el origen de

base que genera la alteracion lipidica.(41)
7.2. PERFIL LIPIDICO

Por medio de un andlisis denominado "perfil lipidico"”, el médico podra ver los
diferentes tipos de grasas presentes en la sangre. El colesterol y los triglicéridos
son dos de las sustancias lipidicas que se encuentran en mayor proporcion en la

sangre y pueden causar diversas enfermedades cardiovasculares.(42)
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El perfil lipidico permite verificar los niveles de lipidos en la sangre, y de esta
manera indicar el riesgo de una persona de padecer enfermedades cardiacas o
arterosclerosis.(42)

7.3. COLESTEROL TOTAL

El colesterol es un compuesto esteroideo aliciclico, miembro de un gran subgrupo
de esteroides Ilamados esteroles. Por lo que respecta a sus propiedades fisicas, el
colesterol es un lipido muy poco soluble en agua, ademas es un componente

ubicuo y esencial en las membranas celulares de los mamiferos.(42)

El colesterol es una sustancia similar a la grasa e indispensable para la vida. El
cuerpo necesita colesterol para fabricar hormonas, vitamina D, acidos biliares, y
otras sustancias. Sin embargo, el aumento del colesterol en la sangre y su depdsito
en las arterias puede ser peligroso y producir ateroesclerosis (estrechamiento o
endurecimiento de las arterias por deposito de colesterol en sus paredes).(43)

Valores normales
Normal: menos de 200mg/dl

Normal-alto: entre 200 y 240mg/dl. Se considera hipercolesterolemia a los niveles
de colesterol total superiores a 200mg/dl.

Alto: por encima de 240mg/dl.(44)
7.4. TRIGLICERIDOS

Los triglicéridos constituyen la familia mas abundante de lipidos y los principales
componentes de los lipidos de deposito o de reserva de las células animales y
vegetales. A los triglicéridos, que son solidos a temperatura ambiente, se les
conoce generalmente como grasas; mientras que a los que son liquidos, como
aceites. Los triglicéridos, que funcionan como lipidos de depdsito o de
almacenamiento, son activamente sintetizados en las células de los vertebrados,

particularmente en las células hepaticas y adiposas.(42)
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Los Triglicéridos son grasas que se encuentran en determinados alimentos y
también son producidas por el higado. Los triglicéridos circulan en la sangre
mediante unas lipoproteinas que se producen en el intestino y en el higado y se
transportan a los tejidos donde se utilizan como una reserva de energia para cubrir
las necesidades metabolicas de los masculos y el cerebro. Las primeras, se
encargan de transportar los triglicéridos de los alimentos que son absorbidos, y las
segundas transportan los triglicéridos que sintetiza el higado. Las causas mas
frecuentes de aumento de los triglicéridos son el sobrepeso, una dieta muy alta en
hidratos de carbono, obesidad, el exceso de alcohol, la inactividad fisica, y fumar.
También existen causas genéticas de aumento de los triglicéridos, en ocasiones

asociadas con aumento de colesterol.(43)
Valores normales
Normal: menos de 150mg/dl

Normal-alto: entre 100 y 500mg/dl. Se considera hipertrigliceridemia a los niveles
de triglicéridos superiores a 150-200mg/dl.

Alto: por encima de 500mg/dl.(44)
7.5. TRATAMIENTO Y PREVENCION

El hipercolesterolemia se puede prevenir siguiendo las siguientes

recomendaciones:

Consumir una alimentacidn equilibrada y sin grasas saturadas, siendo la dieta
mediterranea la idonea debido a que su aporte de grasas proviene
fundamentalmente de los acidos grasos monoinsaturados y poliinsaturados
presentes en el pescado y los aceites de oliva y de semillas. También es importante

el consumo de vegetales, legumbres, cereales, hortalizas y frutas.(44)

Haciendo un programa de ejercicio aerébico (caminar, carrera suave, ciclismo,
natacion, etc), a intensidad moderada (65-70% de frecuencia cardiaca maxima) y
desarrollado de manera regular (tres a cinco sesiones por semana), aumenta el

HDL (colesterol bueno) y reduce el LDL (colesterol malo) y los niveles de
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triglicéridos. Una vez diagnosticada la dislipemia, y si la dieta y el ejercicio fisico
no consiguen rebajar los niveles del perfil lipidico, se podrd optar por un
tratamiento farmacoldgico. La eleccion de los farmacos serd de acuerdo a la
anomalia dominante: elevacion del LDL (colesterol malo); elevacién de los
triglicéridos; o niveles elevados en ambos casos. Algunos de los farmacos para

pacientes con colesterol elevado son:(44)

e Estatinas.

e Resinas de intercambio.
e Fitosteroles.

e Fibratos.

e Ezetimibe. (44)

7.5.1. Estatinas

Las estatinas son una clase de medicamentos recetados que reducen el
colesterol “malo” (LDL) y aumentan el colesterol “bueno” (HDL), y
actuan mediante la inhibicion de la HMG-CoA reductasa, disminuyendo
la sintesis de colesterol y provocando un descenso de los valores de CT y
LDL. Las estatinas siempre deben acompafarse con ejercicio y una dieta

saludable para el corazdn.(45)
Mecanismo de accion:

La enzima 3-hidroxi-3-metilglutaril coenzima A reductasa (HMG CoA) es
encargada de catalizar el paso limitante en la biosintesis del colesterol; es
aqui donde precisamente actdan las estatinas para la inhibicion de esta
enzima (Figura N° 8). La mayoria de estos farmacos reducen los niveles
de colesterol, sin embargo, no han demostrado disminucién en la
mortalidad relacionada a cardiopatias en pacientes con y sin enfermedad
coronaria. Actualmente se recomienda el tratamiento con estatinas a
pacientes con alto riesgo cardiovascular, incluyendo a aquellos pacientes

con niveles lipidicos suboptimos. Actualmente existen 6 tipos de estatinas:
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Lovastatina, pitavastatina, simvastatina, fluvastatina, pravastatina,

atorvastatina y rosuvastatina.(45)

RAcatil-Caf
Rcetoacatabo

\\___,,—\___) H-:etou-:itil-{:oﬂ

Acetoacetato

Nl;idmxﬂmtiglutnril-l:oﬂ

Hidmimtililumril-l:aﬂ a—Jf— Estotinas

Acide mevalénios

Escualena

Cidopentonopearhidrofenantrano

FIGURA N° 8: Biosintesis del colesterol y mecanismo de accién de las
estatinas. Extraido de: http://www.medigraphic.com/cgibin/new.(45)

7.5.2. Resinas de intercambio

Actian impidiendo la reabsorcion intestinal de é&cidos biliares,
aumentando la eliminacion de colesterol. Producen un descenso del LDL

plasmatico.

Indicadas en el hipercolesterolemia e hipertrigliceridemia mixta, como
alternativa a las estatinas o en combinacion con ellas. De eleccion en nifios

y embarazadas.(46)

Los efectos adversos son de tipo gastrointestinal, bastante frecuentes, por
lo que pueden comprometer el cumplimiento terapéutico Interaccion con

numerosos farmacos y nutrientes a nivel de absorcidn.(46)
7.5.3. Fitosteroles

Son lipidos que se encuentran en distintos tipos de pescado y que se pueden
ingerir en una dieta equilibrada modifican el perfil lipidico y disminuyen

TG plasmaticos Sus indicaciones clinicas son:
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Hipertrigliceridemia enddgena, en monoterapia 0 asociados a estatinas
Tras un infarto de miocardio, en combinacion con los tratamientos de

referencia(47)
7.5.4. Fibratos

Actuan estimulando la actividad de la lipoproteina-lipasa, disminuyen el
LDL vy sobre todo los triglicéridos plasmaticos son de gran utilidad en las
hipertrigliceridemias e hiperlipidemia mixta con predominio de
hipertrigliceridemia. (48)

Suelen ser bastante Gtiles en combinacion con estatinas en dislipemias

familiares o graves.
Eficacia de los fibratos:

Gemfibrozilo: Ha demostrado reducir la morbimortalidad coronaria frente
a placebo a los 5 afios en ensayos de prevencion primaria (HHS) y de

prevencion secundaria (VA-HIT) frente a placebo.(48)
7.5.5. Ezetimiba

Actla impidiendo la absorcion intestinal de colesterol por un mecanismo

aun desconocido Sus indicaciones clinicas son:

Hipercolesterolemia primario: En monoterapia si no se pueden emplear

estatinas 0 en combinacion con una estatina si ésta no es suficiente.(48)

Hipercolesterolemia familiar homocigotica, en combinacion con una
estatina.(48)

Sitosterolemia homocigética, en monoterapia.(48)
Eficacia de ezetimiba:

Los ensayos clinicos con ezetimiba (sola 0 asociada a estatinas) son frente
a placebo y de corta duracién (6 meses como maximo). Ezetimiba
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incrementa la capacidad reductora del LDL de simvastatina cuando se

asocia a ella. (48)

La evidencia de eficacia de ezetimiba en hipercolesterolemia familiar

homocigobtica y en sitosterolemia homocigdtica es escasa.(48)

8. SINERGISMO

Es llamado al resultado de la accién de dos o mas sustancias que, actuando en conjunto,
provocan una respuesta mayor a la suma de los efectos que provocarian por separado.
Es la exaltacién de la capacidad de control del formulado mediante la adicion de una
sustancia que aisladamente carece de propiedades fitosanitarias. Sinergismo: La

accion de una determinada sustancia se ve favorecida por la presencia de otra.(25)
8.1. TIPOS DE SINERGISMO:

Tipos de sinergismo: Sinergismo de sumacién, sinergismo de potenciacién y
sinergismo de facilitacién.(25)

8.1.1. Sinergismo de sumacion

La accién combinada de los farmacos es igual a la suma de las acciones
individuales de cada farmaco. Ejemplo: Al unir AAS y fenacetina (se

obtiene un efecto antipirético de sumacion).(25)
A (efecto 1) + B (efecto 2) = A + B (efecto 3)

Para que exista sinergismo de sumacion se necesita que los farmacos sean
AGONISTAS, es decir que deben poseer: La misma afinidad (actdan en el

mismo receptor). La misma actividad intrinseca (mismo efecto).(25)
8.1.2. Sinergismo de potenciacion

La accion combinada de los farmacos es mayor que la suma de las acciones

individuales de cada farmaco.(25)
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A (efecto 1) + B (efecto 1) = A + B (efecto 6)

Para que ocurran sinergismo de potenciacién los farmacos deben de ser:
No agonistas (actuar en diferentes receptores). Produzcan el mismo efecto.
El resultado de esta union se le denomina ISOBOLES DE LEOWE y que
sucede al juntar: TRIMETROPIN + SULFAMETOXAZOL el cual

potencia su accion aproximadamente 300 veces.(25)
8.1.3. Sinergismo de facilitacion

Existe cuando un farmaco inactivo en un sentido puede aumentar
cualitativamente o cuantitativamente la respuesta de otro farmaco que si
es activo en ese sentido. Por ejemplo, si damos dos farmacos, un farmaco
A (efecto nulo) mas un farmaco B (efecto 1). Existira facilitacion cuando

el efecto de la asociacion sea 1 0 mayor de 1.(25)
A (efecto nulo) + B (efecto 1) =A+B>1
8.2. VENTAJAS DEL SINERGISMO

Permite administrar dosis menores de los farmacos. Puede disminuirse y evitarse
los efectos secundarios, colaterales o deletéreos de los dos farmacos al administrar
dosis menores de farmacos. Puede aliviarse la rapidez de inicio y prolongarse los
efectos. Ejemplo: asociar un efecto de accion rapida con otro de accién

prolongada, se logra inicio rapido de la accién y duracion del efecto.(25)
8.3. SINERGISMO ENTRE ANTIOXIDANTES

El sinergismo se produce cuando dos 0 mas antioxidantes presentes en un sistema
muestran un efecto total superior al que se puede estimar por una simple adicion
de sus acciones individuales. En algunas ocasiones el papel del sinergista consiste
en regenerar el antioxidante oxidado mediante una reaccién redox que cataliza su
paso al estado reducido original. Esto es lo que ocurre entre la vitamina C y la
vitamina E, cuando la primera regenera a la segunda, asi como entre el

betacaroteno y la vitamina C.(25)
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En cuanto a la potenciacion de sus acciones, la literatura recoge ampliamente el

efecto sinérgico entre el selenio y la vitamina E.(25)

También se ha mencionado el de las antocianinas (pigmentos antioxidantes de
frutas y verduras) con la vitamina C.(25)

En 1993 Circulation publica como in vitro la vitamina E inhibe la oxidacion de
las LDL, y su accion es superior si se combina con vitamina C y betacaroteno.
Tras conocer el papel que juegan los RL en la lesidn cardiaca mediada por el
mecanismo de isquemia — reperfusidn, existe un creciente interés en la posibilidad
de que los suplementos con antioxidantes nutricionales puedan tener un efecto
cardioprotector. Las investigaciones con modelos animales revelan que la
suplementacion dietética con vitamina E y &cido alfa lipoico ejerce proteccion en
contra de las lesiones I-R, probablemente debida al sinergismo entre ellos méas que
por sus cualidades antioxidantes individuales. Por ejemplo, mientras el &cido alfa
lipoico es capaz de neutralizar directamente a los RL, también regenera a la
vitamina C, que a su vez regenera a la vitamina E durante el estrés oxidativo.(25)
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CAPITULO II

MATERIALES Y METODOS

1. MATERIALES

1.1. MATERIAL BIOLOGICO

v" Ratas albinas, de la raza Wistar.

1.2. MATERIAL VEGETAL

v’ Fruto de Fresa (Fragaria ananassa).
Obtenida del mercado San Camilo de la ciudad de Arequipa.
v’ Fruto de Arandano (Vaccinium corymbosum).
Obtenida de la distribuidora BEATRIZ, adquiridos en el mercado mayorista

#2 de la ciudad de Arequipa.

1.3. EQUIPOS DE LABORATORIO

v’ Balanza analitica.
Equipo de ultrasonido.
Agitador magnético.
Equipo centrifuga.
Rotavapor.
Refrigerador.

Espectrofotémetro UV.

DN N N N N RN

pH metro.

1.4. MATERIAL DE LABORATORIO

v Luna de reloj.

v Espatulas.

v Mortero de porcelana.

v Beackers (20, 50, 100, 250 y 1000mL).
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Probetas (50, 100mL).

Matraz Erlenmeyer (50, 100mL).
Baguetas.

Pizetas.

Micropipeta automatica (25-250uL).
Pipetas (0.5, 1, 5y 10mL).
Propipetas.

Tubos de ensayo.

Gradilla para tubos de ensayo.
Fiolas (5, 10, 25, 100, 250 y 1000mL).
Tubos Eppendorf (Merck)

AN N N Y N N N N N N

1.5. MATERIAL ANEXO

Alcohol 96°.

Algodon.

Capilares.

Sonda orogastrica.

Marcador.

Barbijos.

Guantes quirdrgicos estériles.
Campos.

Escobillas.

Jaulas metalicas para ratas.
Bebederos y comedores para ratas.
Jeringas de 5mL.

Papel aluminio.

DN N N NN Y N U U N N N RN

Frascos ambar.

1.6. FARMACOS Y/O TRATAMIENTO

v Atorvastatina 10mg (Laboratorios AC Pharma)
v Extracto de Fragaria ananassa.

v Extracto de Vaccinium corymbosum.
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v' Extracto de Fragaria ananassa + Vaccinium corymbosum.
v" Suero fisioldgico (placebo).
1.7. REACTIVOS

1.7.1. METODO DE pH DIFERENCIAL (CUANTIFICACION DE
ANTOCIANINAS

v Acido clorhidrico.
v Cloruro de potasio.
v Acido acético.

v" Acetato sodico.
1.7.2. METODO FOLIN-CIOCALTEU (FENOLES TOTALEYS)

Agua destilada.
Carbonato de sodio.

v
v
v" Reactivo Folin-Ciocalteu.
v' Acido galico.

v

Alcohol etilico 96°.
1.7.3. METODO CUPRAC (CAPACIDAD ANTIOXIDANTE)

v Neocuproina.
v Cloruro de cobre Il (CuCly).
v Acetato de amonio.

v Acido ascorbico.
1.7.4. DETERMINACION DE PERFIL LIPIDICO

v Kit de determinacién de Colesterol Total (VALTEK).

v Kit de determinacién de Triglicéridos (VALTEK).

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




REPOSITORIO DE a2 - UNIVERSIDAD

e CATOLICA
TESIS UCSM DE SANTA MARIA

1.8. AMBITO DE ESTUDIO

El presente trabajo de investigacion se desarrollé en los laboratorios H-101, H-
203 y el bioterio de la Universidad Catolica de Santa Maria.

2. METODOS

2.1. ELABORACION DE LOS EXTRACTOS

Para proteger nuestras muestras de la luz se trabajo a oscuras y protegiendo las
mismas con papel aluminio.

El proceso se resume en el siguiente flujograma.
MATERIA PRIMA

Fragaria ananassa (fresa)
Vaccinium corymbosum (arandano)

Lavar = escurrir-

. Triturar en . Extraccién con etanol . Agitacion magnética
- un morters [T = Sonicar por 10 min

El sobrenadante
llevar al Rotavapor Almacenamiento
(<40°C - 4h aprox. - Frasco ambar
Hasta eliminar etanol) {185c]

FIGURA N° 9: Flujograma del procedimiento de elaboracion de los

extractos.

FUENTE: Elaboracion propia.
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Se realizo la extraccion usando etanol de 96°, ya que por bibliografia se obtiene

una mejor extraccion con dicho solvente.

FIGURA N° 10: Materia prima: Fragaria ananssa y Vaccinium

corymbosum.

Se pes6 50g del fruto (Figura N° 10), y se lavé con agua destilada, seguidamente
se enjuagd con etanol, luego se realiz6 una trituracion manual como se puede

observar en la Figura N°11, utilizando un mortero de porcelana.

La muestra triturada se colocé en un beacker con 100mL de etanol de 96° y fue

llevado al agitador magnético por 10 minutos.

FIGURA N° 11: Trituracion en el mortero para la preparacion

de los frutos.

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




w3 . |UNIVERSIDAD
REPOSITORIO DE ~ CATOLICA

TESIS UCSM e DE SANTA MARIA

Luego fue llevado al “sonicador” por un periodo de 10 minutos para extraer la

mayor cantidad de metabolitos secundarios.

Posteriormente se llevo a la centrifuga a 8000 rpm durante 5 minutos y se extrae
el sobrenadante. Se repite este procedimiento enjuagando el contenido del beacker
con etanol hasta que el precipitado del mismo sea incoloro. Posteriormente se
recolectd todo el sobrenadante y se llevé al rotavapor como se observa en la Figura

N° 12 para concentrar la muestra y asi eliminar el exceso de etanol.

FIGURA N° 13: Extracto de Vaccinium corymbosum y Fragaria ananassa.

El extracto se almacend en un frasco &mbar y a una temperatura de 10°C

aproximadamente.
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2.2. DETERMINACION DE LA CONCENTRACION FINAL DEL
EXTRACTO

Debido a que nuestra materia prima fue un fruto fresco y nuestro extracto se
encontraba en estado liquido, la concentracion final del extracto se calcul6 en base

al volumen final obtenido de la siguiente manera:

Peso inicial de la materia prima (g)
Volumen final obtenido (mL)

Concentracion final del extracto (%) =

2.3. METODO PARA DETERMINACION DE ANTOCIANINAS

El método se fundamenta en la particularidad de los compuestos antocianicos de
adoptar diferentes coloraciones y estructuras a determinados pH, siendo para este
método la concentracién de antocianinas totales proporcional a la diferencia entre
las absorbancias apH 1y pH 4.5. (4)

2.3.1. Preparacion de los buffers
Se prepard dos soluciones buffer de la siguiente manera:

Buffer pH 4.5: Se peso6 54.43g de CH3COONa, el cual se disolvié en una
fiola de 1000mL con 960mL de agua destilada, posteriormente con el uso
de un potenciémetro se llevé a un de pH 4.5 (£0.1) con HCI, luego se llevo

a volumen con agua destilada.

Buffer pH 1.0: Se pes6 1.86g de KCI, el cual se disolvié en una fiola de
1000mL con 960mL de agua destilada, luego con el uso de un
potenciémetro se llevd a pH 1.0 utilizando HCI, finalmente se llevo a

volumen con agua destilada.
2.3.2. Andlisis de la muestra

Se trabajé con el extracto obtenido en el punto N°2 y se realizo las

siguientes diluciones:
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Extracto de Fragaria ananassa: Se realizd una dilucion 1 en 80 de la

siguiente manera:
50 uL del extracto + 3950 uL del buffer.

Extracto de Vaccinium corymbosum: Se realiz6 una dilucién 1 en 160 de

la siguiente manera:
25 uL del extracto + 3975 uL del buffer.

Estas diluciones se leyeron a una longitud de onda de 510nmy 700nm por
duplicado durante 3 dias seguidos como se puede observar en la Figura N°
14.

Para determinar la cantidad de antocianinas (mg) que hay en 100g de fruto

se utilizé la siguiente formula:

mg)_AxPMdexloo

100g/) € X 1

Antocianinas (
Donde:

A: Corresponde a la absorbancia medida con un espectrofotometro, o

también llamada absorbancia corregida.

El valor “A” se obtiene de la siguiente formula:

A= (As1onm - A7zo0nm) pH1.0 - (Aszonm - A700nm) pH4.5

&: Corresponde a la absorbancia molar (26900).

I: Es la longitud de recorrido en la cubeta del espectrofotémetro (1cm).

PM: Es el peso molecular del pigmento que en este caso es glucésido-3
cianidina (449.2).

Fd: Es el factor de dilucion.
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FIGURA N° 14: Diluciones de Vaccinium corymbosum y Fragaria ananassa

por el método de pH diferencial.
2.4. DETERMINACION DE FENOLES TOTALES, FOLIN-CIOCALTEU

El ensayo Folin-Ciocalteu se utiliza como medida del contenido en compuestos
fendlicos totales en productos vegetales. Se basa en que los compuestos fendlicos
reaccionan con el reactivo de Folin-Ciocalteu, a pH basico, dando lugar a una
coloracion azul susceptible de ser determinada espectrofotométricamente a 765
nm. Este reactivo contiene una mezcla de wolframato soédico y molibdato sodico
en acido fosfdrico y reacciona con los compuestos fendlicos presentes en la
muestra. El acido fosfomolibdotungstico (formado por las dos sales en el medio
acido), de color amarillo, al ser reducido por los grupos fendlicos da lugar a un
complejo de color azul intenso, cuya intensidad es la que medimos para evaluar

el contenido en polifenoles.(34)

El mecanismo de reaccion es una reaccion redox, por lo que ademas puede
considerarse también, como un método de medida de la actividad antioxidante
total. La oxidacién de los polifenoles presentes en la muestra, causa la aparicion
de una coloracién azulada que presenta un maximo de absorcion a 765nm, y que
se cuantifica por espectrofotometria en base a una recta patron de acido galico. Se
trata de un método preciso y sensible, que puede padecer numerosas variaciones,
fundamentalmente en lo relativo a los volumenes utilizados de la muestra a

analizar, concentracion de reactivos y tiempo de reaccion.(34)
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Necesitamos las siguientes soluciones:
v Solucién madre de Acido Galico.
v' Carbonato de sodio al 20%.
v" Reactivo de Folin Ciocalteu.
v Agua destilada.
2.4.1. Preparacion de reactivos
a) Solucion madre de Acido Galico.

Se pes6 10mg de Acido Galico y se llevé a fiola de 10mL,
posteriormente fue llevado a volumen con agua destilada, lo que nos

dio una concentracion de 1000ppm.
b) Carbonato de sodio 20%.

Se pes6 20mg de Carbonato de sodio y fue disuelto en 100mL de agua
destilada.

2.4.2. Preparacion de la gréafica de calibracion

De la solucién madre de Acido Galico se tomaron las siguientes alicuotas:
0.25mL, 0.50mL, 0.75mL, 1mL, 1.5mL y se afiade a todos los tubos con
excepcion del blanco y se procedié a determinar sus concentraciones en

ppm (mg/L) de la siguiente manera:
CxV=Ci1xVy
1000ppm x 0.25mL = Cq x 25mL
C1=10ppm

De la misma manera se realizé el calculo para preparar los demas
estandares y se obtuvo las siguientes concentraciones: 10ppm, 20ppm,
30ppm, 40ppm, 60ppm, como se observa en la Tabla N°5:
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TABLA N° 5: Preparacion de estandares.

N° de estandar | Alicuota (mL) cc ppm
Stl 0.25mL 10ppm
St2 0.50mL 20ppm
St3 0.75mL 30ppm
St4 1.00mL 40ppm
St5 1.50mL 60ppm

FUENTE: Elaboracion propia.

A cada una de estas soluciones se afiadio 15ml de agua destilada y 1.25ml
de reactivo de Folin - Ciocalteu, para luego ser homogenizadas. Después
de 5 minutos se adiciond 3.75ml de la solucién de carbonato de sodio al
20%, y finalmente se llevo a volumen final de 25mL como se puede
observar en la Tabla N° 6 y en la Figura N° 15.

Se dejo las soluciones a oscuridad por 30 minutos antes de leer en el
espectrofotdmetro a una longitud de onda de 765nm.

TABLA N° 6: Preparacion de la grafica de calibracion de acido

galico.

NGmero de patrén Blanco | Stl1 St2 St3 St4 St5
Patron- 1=y | (mL) | (mL) | (mL) | (ML) | (mL)

Solucion estandar de o | 025|050/ 075 | 1.00 | 1.50

Acido Galico.

Agua destilada. 20.00 | 19.75 | 19.50 | 19.25 | 19.00 | 18.50

Folin Ciocalteu. 125 | 125 | 125 | 1.25 | 1.25 | 1.25

Carbonato de sodio 375 | 375 | 3.75 | 3.75 | 3.75 | 3.75

20%

FUENTE: Elaboracién propia.
2.4.3. Andlisis de las muestras

Se trabajo con el extracto obtenido en el punto 2.1. Para la lectura de la

muestra se reemplazo el tubo del estdndar N°2 por la muestra del extracto
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diluido a analizar y se ley6 a una longitud de onda de 765nm, las diluciones

se realizaron como se escribe a continuacion:
v’ Extracto de Fragaria ananassa: 1 en 10 (en agua destilada).

v’ Extracto de Vaccinium corymbosum: 1 en 100 (en agua destilada).

FIGURA N° 15: Fiolas con diferentes concentraciones de acido galico.
2.5. DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE (CUPRAC)

Este ensayo mide la capacidad antioxidante reductora de los antioxidantes de la
muestra. Se utiliza la Neocuproina como agente reductor y se basa en una
reduccion cuprica de Cu (1) a Cu (1) por la accién de este mismo como agente

oxidante cromogénico. EI maximo de absorcion esta a 450nm.(32)

Este método se realiza con el extracto de la muestra previamente obtenido en el

paso anterior.

Ademas, se deben preparar las siguientes soluciones para el desarrollo de la curva

de calibracion:
v" Cloruro de cobre dihidratado 1x102M (disuelto en agua destilada)
v Acetato de Amonio 1M (disuelto en agua destilada)

v" Neocuproina 7.5x10°M (disuelto en etanol)
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v' Acido Ascorbico 2x10*M (disuelto en etanol)
2.5.1. Preparacion de la gréafica de calibracion

Se dispuso de una bateria de 6 tubos y se colocé en cada uno de ellos las
siguientes soluciones en el orden mencionado: 1mL de la solucién de
cloruro de cobre, 1ImL del buffer acetato de amonio, 1mL de la solucién

de neocuproina.

Se afiadi6 0.25mL, 0.5mL, 1mL, 1.5mL y 2mL de la solucion de acido
ascorbico a los tubos 1, 2, 3, 4 y 5 respectivamente y se determind sus
concentraciones en mmol/L de la siguiente manera:

CxV=CixVy
(2x10*M) x 0.25mL = C; x 5mL
C1=0.01mmol/L

De la misma manera se realizd el calculo para los demas estandares, y se
obtuvieron las siguientes concentraciones: 0.01, 0.02, 0.04, 0.06, 0.08
mmol/L como se observa en la Tabla N°7:

TABLA N° 7: Preparacion de estandares.

N° de estandar | Alicuota (mL) | Cc mmol/L
St1l 0.25mL 0.01mmol/L
St2 0.50mL 0.02mmol/L
St3 1.00mL 0.04mmol/L
St4 1.50mL 0.06mmol/L
St5 2.00mL 0.08mmol/L

FUENTE: Elaboracién propia.

Luego se afiadié 2mL, 1.75mL, 1.5mL, 1mL y 0.5mL de agua a los tubos

Blanco, 1, 2, 3y 4, respectivamente.

El tubo blanco no contiene acido ascérbico.
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Se dejo reposar la bateria de tubos a temperatura ambiente y en la

oscuridad, por 30 minutos.
Se leyeron las absorbancias a 450nm en el espectrofotometro.

Este procedimiento se puede resumir en la siguiente Tabla N° 8 y la Figura
N° 16.

TABLA N° 8: Preparacion para grafica de calibracion de &cido ascérbico.

5 ’ Blanco | St1 | St2 | St3 | St4 | St5
Numero de patron.
(mL) [(mL)| (mL) | (mL) | (mL) | (mL)

Cloruro de cobre

o 1 1 1 1 1 1
dihidratado 1x102M.
Buffer acetato de amonio

1 1 1 1 1 1

1M.
Neucuproina 7.5x103M. 1 1 1 1 1 1
Acido ascorbico 2x10“M. 0 0.25 | 0.50 1 1.50 2
Agua destilada. 2 1.75 | 1.50 1 0.50 0

FUENTE: Elaboracion propia.
2.5.2. Anadlisis de las muestras

Se trabajé con el extracto obtenido en el punto N°2. Para la lectura de la
muestra se reemplazo el tubo del estandar N°2 por la muestra del extracto
diluido a analizar y se leyo a una longitud de onda de 450nm, las diluciones

se realizaron como se describen a continuacion:
v Extracto de Fragaria ananassa: 1 en 10 (en agua destilada).

v Extracto de Vaccinium corymbosum: 1 en 100 (en agua destilada).
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FIGURA N° 16: Tubos de ensayo con diferentes concentraciones de acido
ascorbico.

2.6. ANALISIS DEL EFECTO HIPOLIPEMIANTE

La extraccion de la muestra sanguinea (1mL aproximadamente) se obtuvo en
ayunas, mediante el método de Dartman, que utiliza la puncién capilar a nivel del
angulo interno del ojo como se observa en la Figura N°17, las muestras se
recolectaron y fueron rotuladas en envases con cierre hermético (Eppendorf).

AR

FIGURA N° 17: Obtencién de la muestra sanguinea.
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Se realizaron 5 tomas de muestra:

v La primera toma de muestra fue la basal (dia 0), la cual fue antes de inducir a
la hiperlipidemia; dio a conocer los valores iniciales de Colesterol Total y

Triglicéridos de las ratas.

v La segunda toma de muestra (dia 15) sirvi para monitorear si la induccion a

la hiperlipidemia venia siendo correcta.

v La tercera toma de muestra (dia 30) sirvi6 para saber si los valores de
Colesterol total y Triglicéridos subieron finalmente de manera significativa

para iniciar con el tratamiento hipolipemiante.

v' La cuarta toma de muestra (dia 45) ayud6 a monitorear el tratamiento

realizado con los extractos y el farmacolégico.

v Finalmente, la quinta toma de muestra (dia 60) mostr6 si los valores de
Colesterol total y Triglicéridos disminuyeron o no significativamente

mediante los tratamientos y se pudo determinar el mas apropiado.
2.7. INDUCCION A LA HIPERLIPIDEMIA

Las ratas fueron estandarizadas segun su peso y divididas en grupos de 5 en
diferentes jaulas con bebederos y comederos, bajo las mismas condiciones
ambientales tomando especial énfasis en la alimentacion, la cual consistié en una
dieta hiperlipidica que consistié de tortillas de sesos de cordero, yemas de huevo

y harina como se puede observar en la Figura N°19.

Dicha dieta se proporcion6 siempre a la misma hora durante las mafianas durante

30 dias (etapa hiperlipemiante).
2.8. GRUPOS DE RATAS

El proceso de induccidn a la hiperlipidemia y el posterior tratamiento de las ratas

se resumio en la Tabla N°9 y se puede observar en la Figura N°18 y N°19.
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TABLA N° 9: Induccién a la hiperlipidemia y Tratamiento hipolipemiante.

» - ) Tratamiento
Induccion a la hiperlipidemia - _
Grupos hipolipemiante

Dieta Dieta Tratamiento

Grupo 1

Grupo 2 | Dieta de tortillas de sesos de cordero | Dieta

Grupo3 |y yemas de huevo en un peso | habitual

Grupo 4 | promedio de 90 -100 g por dia la que | (maiz, Seogl’m Tabla
Grupo 5 | se les proporciond siempre a la misma | cebada, trigo N0,

Grupo 6 | horay agua. y agua).

Grupo 7

FUENTE: Elaboracién propia.

e Grupo 1 (Grupo Blanco negativo)
Formado por 5 ratas de la raza Wistar, las mismas que sirvieron de control
negativo; este grupo fue alimentado con una dieta de sesos de cordero y yemas
de huevo por un periodo de 30 dias, a partir de entonces su dieta fue la habitual
(maiz, cebada, trigo y agua).
Su tratamiento a partir del dia 31 consistio de suero fisioldgico (placebo),

hasta finalizar el estudio (dia 60).

e Grupo 2 (Grupos Fragaria ananassa 1)
Formado por 5 ratas de la raza Wistar, este grupo fue alimentado con una
dieta de sesos de cordero y yemas de huevo por un periodo de 30 dias, a partir
de entonces su dieta fue la habitual (maiz, cebada, trigo y agua).
Su tratamiento a partir del dia 31 consistié de una administracion por via oral
de la solucién del extracto de Fragaria ananassa a una dosis de 1.5 mg/g/dia,

antes de la comida hasta el final del estudio (dia 60).
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e Grupo 3 (Grupo Fragaria ananassa 1)

Formado por 5 ratas de la raza Wistar, este grupo fue alimentado con una
dieta de sesos de cordero y yemas de huevo por un periodo de 30 dias, a partir
de entonces su dieta fue la habitual (maiz, cebada, trigo y agua).

Su tratamiento a partir del dia 31 consistié de una administracion por via oral
de la solucion del extracto de Fragaria ananassa a una dosis de 3 mg/g/dia,
antes de la comida hasta el final del estudio (dia 60).

e Grupo 4 (Grupo Vaccinium corymbosum I)

Formado por 5 ratas de la raza Wistar, este grupo fue alimentado con una
dieta de sesos de cordero y yemas de huevo por un periodo de 30 dias, a partir
de entonces su dieta fue la habitual (maiz, cebada, trigo y agua).

Su tratamiento a partir del dia 31 consistié de una administracion por via oral
de la solucion del extracto de Vaccinium corymbosum a una dosis de 1.5
mg/g/dia, antes de la comida hasta el final del estudio (dia 60).

e Grupo 5 (Grupo Vaccinium corymbosum I1)

Formado por 5 ratas de la raza Wistar, este grupo fue alimentado con una
dieta de sesos de cordero y yemas de huevo por un periodo de 30 dias, a partir
de entonces su dieta fue la habitual (maiz, cebada, trigo y agua).

Su tratamiento a partir del dia 31 consistié de una administracion por via oral
de la solucion del extracto de Vaccinium corymbosum a una dosis de 3

mg/g/dia, antes de la comida hasta el final del estudio (dia 60).

e Grupo 6 (Grupo sinergismo; Fragaria Ananassa Il y Vaccinium

Corymbosum 11)

Formado por 5 ratas de la raza Wistar, este grupo fue alimentado con una
dieta de sesos de cordero y yemas de huevo por un periodo de 30 dias, a partir

de entonces su dieta fue la habitual (maiz, cebada, trigo y agua).
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Su tratamiento a partir del dia 31 consistio de una administracion por via oral
de la solucion del extracto de Fragaria ananassa + Vaccinium corymbosum
a una dosis de 3 mg/g/dia, antes de la comida hasta el final del estudio (dia
60).

e Grupo 7 (Grupos tratado con atorvastatina)
Formado por 5 ratas de la raza Wistar, este grupo fue alimentado con una
dieta de sesos de cordero y yemas de huevo por un periodo de 30 dias, a partir
de entonces su dieta fue la habitual (maiz, cebada, trigo y agua).
Su tratamiento a partir del dia 31 consistié de una administracion por via oral
de Atorvastatina 10mg, a una dosis de 0.06 mg/kg/dia, antes de la comida
hasta el final del estudio (dia 60).

FIGURA N° 18: Alimentacion con la dieta hiperlipidica.

FIGURA N° 19: Dieta hiperlipidica de los animales de experimentacion.
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2.9. ADMINISTRACION DEL TRATAMIENTO Y DIETA
La administracién del tratamiento se resumié en la Tabla N°10:

TABLA N° 10: Tratamiento con los extractos.

Grupos Tratamiento Dosis

Placebo (suero
Grupo 1 | Blanco (-).

fisioldgico)
Grupo 2 | Extracto de Fragaria ananassa I. 1.5mg/g/dia
Grupo 3 | Extracto de Fragaria ananassa Il. 3mg/g/dia
Grupo 4 | Extracto de Vaccinium corymbosum I. 1.5mg/g/dia
Grupo 5 | Extracto de Vaccinium corymbosum 1. 3mg/g/dia

Sinergismo (Extracto de Vaccinium corymbosum Il _
Grupo 6 o 3/3mg/g/dia
+ Extracto de Vaccinium corymbosum I1).

Grupo 7. | Blanco (+) Atorvastatina. 0.06mg/kg/dia

FUENTE: Elaboracién propia.

La administracién del tratamiento se realiz6 en horas de la mafiana y los extractos
fueron disueltos en 2mL de suero fisiologico y administrados mediante una sonda
orogastrica en dosis calculadas segun el peso de cada rata, como se observa en la
Tabla N°10.

[

FIGURA N° 20: Dosis de administracion.
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2.10. DETERMINACION DE PERFIL LIPIDICO
2.10.1. Determinacion de Colesterol Total

El colesterol se determina por accion de las enzimas Colesterol ester
hidrolasa y Colesterol oxidasa. La primera libera el colesterol de los ésteres
de colesterol, y la segunda oxida el colesterol libre produciéndose peréxido
de hidrogeno, el cual en presencia de la enzima peroxidasa reacciona con
el sistema cromogénico dando origen a un compuesto coloreado que

absorbe a 505 nm.
CEH 3
Esteres de Colesterol — Colesterol + Acidos grasos
CHOD
Colesterol + 0, — Colest —4 — en — ona + H,0,

PAP
2H,0, + 4 — AAP + p — HBA — Compuesto Coloreado + 4H,0

Técnica: Para la determinacion de colesterol total se utilizara el siguiente

procedimiento:

TABLA N° 11: Procedimiento para la determinacion de colesterol

total.
Blanco Estandar Muestra
Muestra (mL) - - 0.01
Estandar (mL) - 0.01 -
Reactivo (mL) . 1.00 1.00 1.00

FUENTE: Elaboracién propia.

Mezclar e incubar 5 minutos a 37°C. 6 10 minutos a temperatura ambiente
(>20°C.). Leer las absorbancias llevando a cero el espectrofotémetro con
el blanco de reactivo. El color resultante es estable por a lo menos treinta

minutos.
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CALCULOS

Concentraciéon estandar

Factor = p
Abs. estandar

Colesterol Total (mg/dL) = Factor x Abs. Muestra
2.10.2. Determinacion de Triglicéridos

Los triglicéridos son hidrolizados por una lipasa especifica liberando
acidos grasos y glicerol. El glicerol es fosforilado por la enzima
gliceroquinasa y posteriormente, el glicerol-1-fosfato es oxidado a
dihidroxiacetona fosfato por la enzima glicerol-fosfato oxidasa,
generandose peréxido de hidrogeno. Posteriormente el perdxido de
hidrégeno reacciona con 4- Aminoantipirina y el &cido 3,5-Dicloro-2-
Hidroxi-bencensulfénico para producir por medio de la enzima peroxidasa
un compuesto coloreado en cantidad proporcional a la concentracion de

triglicéridos presente en la muestra, midiéndose la absorbancia a 520 nm.
Lipasa -
Triglicéridos —— Glicerol + Acidos grasos
GK
Glicerol + ATP — Glicero — 3 — fosfato + ADP
GPO
Glicerol —3 — fosfato + 0O, — Dihidroxiacetonafosfato + H,0,

PAP
2H,0, +4 — AAP + DCBS — Compuesto Coloreado + 4H,0

Técnica: Para la determinacion de triglicéridos se utilizara el siguiente

procedimiento:

TABLA N° 12: Procedimiento para la determinacion de triglicéridos.

Blanco Estandar Muestra
Muestra (mL) - - 0.01
Estandar (mL) - 0.01 -
Reactivo (mL) 1.00 1.00 1.00

FUENTE: Elaboracion propia.
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Mezclar e incubar 5 minutos a 37°C. o temperatura ambiente (20° a 25°C.).
Leer las absorbancias llevando a cero el espectrofotdmetro con el blanco
de reactivo. El color resultante es estable por a lo menos treinta minutos.

CALCULOS

Concentraciéon estandar

Factor = p
Abs. estandar

Triglicéridos (mg/dL) = Factor x Abs. Muestra

2.11. ANALISIS ESTADISTICO

Para los ensayos de determinacion de antocianinas, se hallé el promedio,
desviacion estandar y coeficiente de variacion de las mediciones realizadas. Para
observar si existen diferencias significativas, entre las muestras de los extractos,
se realizaron analisis estadisticos con la prueba t de student a un nivel de
significancia del 95% (p<0.05).

Para determinar la efectividad de la induccion al estado hiperlipemiante, asi como
la del tratamiento se realizo la prueba de ANOVA (Analisis de Varianza) con un
nivel de significancia del 95% (p<0.05) para evaluar si existe variabilidad de los
niveles de Colesterol Total y Triglicéridos de cada grupo durante el estudio, asi
como una comparacion entre los grupos en cada fase del estudio. Para esto se

realizé el Test de Tuckey.

Los analisis estadisticos se hicieron en el programa Minitab v.2018.
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CAPITULO Il

RESULTADOS Y DISCUSION

1. OBTENCION DE LOS EXTRACTOS

Como se menciond en el capitulo anterior se utilizé 50g de cada fruto se prepard el
extracto asistido por ondas ultrasonicas durante 10 minutos, luego se llevo a la
centrifuga durante 5 minutos a 8000 rpm y se enjuago con etanol entre 5 a 8 veces
aproximadamente hasta obtener un precipitado incoloro-blanquesino, lo que indicé la
extraccion total de antocianinas.

El gasto de etanol se explica en la siguiente Tabla N° 13:

TABLA N° 13: Gasto de etanol para la extraccion total.

Extracto Gasto de etanol (mL)
Fragaria ananassa 225
Vaccinium corymbosum 345

FUENTE: Elaboracién propia.

Finalmente se concentré el extracto al recuperar el sobrenadante con ayuda del
Rotavapor, y se dejo en la campana de extraccion para disminuir el exceso de etanol y

finalmente se obtuvo los voliimenes indicados en la Tabla N°14:

TABLA N° 14: Concentracion final de extracto.

Extracto Volumen final (mL)
Fragaria ananassa 15
Vaccinium corymbosum 18

FUENTE: Elaboracion propia.
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Determinacién de la concentracién final del extracto:

Aplicando la formula presentada en el capitulo anterior en el punto “2.2”, para la
determinacion de la concentracion final del extracto (g/mL), se obtuvo los siguientes

resultados:
Fragaria ananassa: 3.33 g/mL

Vaccinium corymbosum: 2.78 g/mL

2. CUANTIFICACION DE ANTOCIANINAS:

Para la cuantificacion de antocianinas se realizé las diluciones del extracto obtenido
con los buffersa pH 1y pH 4.5 como se menciond en el Capitulo anterior y en la Tabla
N° 15 se presentan los valores promedio de las absorbancias leidas por duplicado en

tres dias seguidos.

TABLA N° 15: Absorbancia de las diluciones.

Dia 1l Dia 2 Dia 3
510 nm | 700 nm | 510 nm | 700 nm | 510 nm | 700 nm

Extracto / dias

Fragaria ananassa | o 302 | 0.0251 | 0.2866 | 0.0234 | 0.2864 | 0.0238

pH1
Ffaga;'l’j i”;”assa 0.0823 | 0.0386 | 0.0826 | 0.0312 | 0.0853 | 0.0377
vaccinium 1.7602 | 0.0416 | 1.7285 | 0.0398 | 1.7666 | 0.0432

corymbosum pH 1

Vaccinium

0.3264 | 0.0802 | 0.3181 | 0.0787 | 0.3352 | 0.0797
corymbosum pH 4.5

FUENTE: Elaboracidn propia.

En la Tabla N° 16, se calculo la absorbancia corregida (“A”), donde “A” se obtuvo
sustrayendo el valor corregido obtenido a pH 1 del valor corregido obtenido a pH 4,5;

mas detallado en la siguiente formula:

A= (As10nm - A700nm) pH1.0 - (As1onm - A700nm) pH4.5
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TABLA N° 16: Absorbancia corregida.

Extracto / dias Dia 1 Dia 2 Dia 3

Fragaria ananassa 0.2334 0.2118 0.2150

Ve 1.4724 1.4493 1.4679
corymbosum

FUENTE: Elaboracion propia.

Luego de desarrollada la cuantificacion de antocianinas por duplicado y durante tres
dias seguidos de los extractos de Fragaria ananassa (fresa) y Vaccinium corymbosum
(arandano), los resultados fueron expresados en mg/100g teniendo como referencia la
cianidina-3-glucésido con el uso de la férmula explicada en el capitulo anterior en el

punto “2.3.2”.

La concentracién promedio de antocianinas encontradas en los extractos de Fragaria
ananassa (fresa) y Vaccinium corymbosum (arandano) se puede observar en la Tabla
N°17:

TABLA N° 17: Determinacioén de la concentracion de antocianinas durante 3

dias consecutivos.

; Dia1 Dia 2 Dia3 | Promedio | Desviacion
S § ¢ (mg/100g) | (mg/100g) | (mg/100g) | (Mg/100g) | estandar
Fragaria 31.18 28.29 28.72 29.40 1.56
ananassa.
Vaccinium 393.40 387.23 392.20 390.94 3.27
corymbosum.

FUENTE: Elaboracion propia.

Se pudo observar en la Figura N°21, que la cantidad de antocianinas del extracto de

Vaccinium corymbosum (ardndano) fue bastante mayor que de la Fragaria ananassa

(fresa).

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD
CATOLICA .
DE SANTA MARIA

REPOSITORIO DE

TESIS UCSM

ANTOCIANINAS
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FIGURA N° 21: Comparacion de las concentraciones de antocianinas
durante tres dias seguidos de los extractos de Fragaria ananassa y
Vaccinium corymbosum.

Se realiz6 una evaluacién estadistica con la prueba de t-student de los valores de
antocianinas/100g de cianidina-3-glucésido encontrados en los extractos de Fragaria

ananassa y Vaccinium corymbosum como se observa en la Tabla N°18:

TABLA N° 18: Estimacion de la diferencia.

. . . IC de 95% para
Diferencia de promedios la diferencia
-361.55 (-370.55; -352.54)

FUENTE: Elaboracién propia.

Prueba t-student:

Hipotesis nula: Ho: pa- po=10
Hipotesis alterna Hi: pi- po# 0
Valor T: -172.80

Grados de libertad: 2

Valor p: 3.36x10°
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Se pudo observar que el valor p es 3.36x10-9, mientras que el valor T es -172.80 por
lo que se acepta la Hipotesis alterna que nos indica que existe una diferencia altamente
significativa en un nivel de confianza del 95% entre los resultados de la cantidad de
antocianinas encontrados en ambos extractos donde el extracto de Vaccinium
corymbosum es aproximadamente 13 veces mayor que el del extracto de Fragaria

ananassa.

Juan Edson Villanueva en el afio 2010, realiz6 la determinacion de antocianinas en la
cascara de Myrciaria dubia (camu-camu), el estudio fue realizado en la UNAS,
Huanuco, Perd, y sus resultados fueron de 46.42 mg.L ™ expresados en cianidina-3-
glucosido, que realizando la conversion para compararlo con lo hallado en el presente
proyecto es igual a 4.462 mg/100g. De acuerdo a estos resultados, la cantidad de
antocianinas encontradas en el extracto de Fragaria ananassa fue de 29.40 mg/100g
que comparado con el Myrciaria dubia (camu-camu) es aproximadamente 7 veces
mayor que este ultimo, mientras que la cantidad de antocianinas encontradas en el
extracto de Vaccinium corymbosum fue de 390.94 mg/100g que comparado con lo
encontrado en la cascara de camu-camu es aproximadamente 84 veces mayor en su
contenido de antocianinas, esto puede ser debido a que ellos tomaron muestra de la
cascara y en el presente proyecto se trabajo tanto con la cascara como con la pulpa del
fruto. (49)

Camacho Valencia Dongo en el afio 2013, realiz6 un estudio para evaluar el contenido
de antocianinas por el método del pH diferencial del Rubus robustus (zarzamora), el
estudio fue realizado en la UCSM, Arequipa, Peru, donde los resultados fueron de 52
mg/100g expresados en cianidina-3-glucosido de Rubus robustus liofilizado. De
acuerdo a éstos resultados, los extractos de Fragaria ananassa (29.40mg/100g)
presentd menor cantidad de antocianinas comparado con el Rubus robustus
(zarzamora) liofilizado, en cambio el Vaccinium corymbosum (390.94mg/100g9)
presento resultados muy superiores de antocianinas al del Rubus robustus (zarzamora)
liofilizado. (39)
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3. DETERMINACION DE FENOLES TOTALES.

Se preparé inicialmente la gréfica de calibracion con &cido galico durante tres dias
seguidos en un rango de concentracion de 10-60 ppm obteniendo absorbancias
promedio en un rango de 0.1491 - 0.8528, con un Coeficiente de variacién menor al
5%, lo cual indicé una homogeneidad de los resultados, dichos resultados se pueden

observar en la Tabla N°19:

TABLA N° 19: Resultados de absorbancia de las graficas de calibracion.

PpmM Dia 1 Dia 2 Dia3 | Promedio |Desviacion C.V.
mg/L

10 0.1520 | 0.1498 | 0.1454 0.1491 0.0034 2.2544
20 0.3214 | 0.3145 | 0.3130 0.3163 0.0045 1.4164
30 0.4430 | 0.4326 | 0.4156 0.4304 0.0138 3.2137
40 0.5824 | 0.5712 | 0.5491 0.5676 0.0169 2.9855
60 0.8602 0.8574 | 0.8408 0.8528 0.0105 1.2296

FUENTE: Elaboracion propia.

Con los datos conseguidos se relaciond las absorbancias con los estandares en un plano
de coordenadas obteniendo que la grafica de calibracion es lineal puesto que el valor
R? es igual a 0.9981 que es mayor a 0.99; como se pudo observar en la figura N° 22.

0.9000
0.8000
0.7000
0.6000
0.5000
0.4000

y = 0.0138x + 0.0203
0.3000 L R?=0.9981

Absorvancia
@

0.2000
0.1000

0.0000
0 10 20 30 40 50 60 70

Concentracion (ppm)

FIGURA N°22: Gréfica de calibracién.
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3.1. ANALISIS DE MUESTRA

Seguidamente se relacionaron las lecturas de las muestras previamente diluidas
como fue comentado en el capitulo anterior en el punto “2.4.3”, los cuales

mostraron absorbancias plasmadas en la Tabla N°20:

TABLA N° 20: Promedio de las absorbancias durante tres dias seguidos.

Extracto Dial | Dia2 | Dia3 | Promedio | P&VIaCion | ¢y,
estandar

Fragaria | 6908 | 0.7001 | 0.6878 | 0.6978 0.0048 | 0.6929

ananassa

vaccinium | o 1665 | 01959 | 0.1929 | 0.1924 | 0.0037 | 1.9466

corymbosum

FUENTE: Elaboracion propia.

En las absorbancias encontradas durante los analisis de los extractos realizados se
pudo encontrar un coeficiente de variacion inferior a 5% lo cual indic6 una buena

homogeneidad de los resultados.
3.2. LIMITES DE DETECCION

Para la determinacion de los limites de deteccion y cuantificacion se realizo el

siguiente calculo llevando la concentracion a 0.
Para calcular Ybl se lleva la concentracion igual a 0.
y = 0.0138 (0) + 0.0203
Ybl =0.0203

Con la desviacion estandar obtenida para cada nivel de concentracion trabajado se
calculd la recta correspondiente a la concentracion con la desviacion estandar

como se observa en la Figura N°23.

Para la determinacion de Sbl se tiene que relacionar la Concentracion con la

Desviacion Estandar y nos dio la siguiente ecuacion:

y =0.0002x + 0.0039
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Finalmente se determind el calculo de la Desviacion Estandar de la absorbancia a

la concentracion 0:
y = 0.0002 (0) + 0.0039

Sbl =0.0039

0.0180
0.0160
0.0140 o
0.0120
0.0100
0.0080

0.0060
0.0040 ® y = 0.0002x + 0.0039
® R?=0.3683

Desviacion estandar

0.0020

0.0000
0 10 20 30 40 50 60 70

Concentracion (ppm)

FIGURA N° 23: Concentracion vs la desviacion estandar.

Determinacion de los Limites de deteccion:

= _Ybl+3Sle 1

= b Vn
o 0.0203 + 3(0.0039) y 1
e 0.0138 \5

LDD = 1.04 ppm
Determinacién de los Limites de Cuantificacion:

Ybl + 10 Shl 1

~0.0203 +10(0.0039) 1

0.0138 * s

LDQ = 1.92ppm

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




v . |NIVERSIDAD
REPOSITORIO DE % T

(G :
TESIS UCSM < DE SANTA MARIA

El limite de deteccion obtenido fue de 1.04ppm lo que nos indica que a esta

concentracion el analito puede ser detectado por el espectrofotometro.

El limite de cuantificacion obtenido fue de 1.92ppm lo que nos indica que a esta

concentracion el analito puede ser cuantificado.
3.3. RESULTADO DE LA MUESTRA

Realizando los calculos obtenemos los resultados de fenoles totales de los
extractos de Fragaria ananassa y Vaccinium corymbosum en equivalentes de

Acido galico como se puede observar en la Tabla N° 21:

TABLA N° 21: Cuantificacion de fenoles totales por el método Folin -

Ciocalteu.
Equivalente de Acido
Extracto -
galico/50g de fruto
Fragaria ananassa. 368.21mg
Vaccinium corymbosum. 1122.39mg

FUENTE: Elaboracién propia.

Se pudo observar que la cantidad de fenoles totales de Vaccinium corymbosum

fue aproximadamente 3veces mayor que de la Fragaria ananassa.

Juan Edson Villanueva en el 2010, en la UNAS, Huanuco, Per0 realizo un estudio
de fenoles totales, en la cascara de Myrciaria dubia (camu-camu), y encontrd
resultados que fueron de 6.02 mg GAE/g, lo cual equivale a 301mg GAE/50g de
fruto, de acuerdo a estos resultados los extractos de Fragaria ananassa y el
Vaccinium corymbosum presentaron mayor cantidad de fenoles totales que el de

Myrciaria dubia (camu-camu). (49)
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4. DETERMINACION DE LA CAPACIDAD ANTIOXIDANTE CUPRAC.

Se prepard inicialmente la gréfica de calibracién con &cido ascérbico durante tres dias
seguidos en un rango de concentracion de 0.01 - 0.08mmol/L obteniendo absorbancias
promedio en un rango de 0.1354 - 1.4905, con un Coeficiente de variacién menor al
5%, lo cual indicé una homogeneidad de los resultados, dichos resultados se pueden
observar en la Tabla N°22:

TABLA N° 22: Resultados de absorbancia de las gréaficas de calibracién de
acido ascorbico.

cc mmol/L Dia 1 Dia2 | Dia3 |Promedio| Desviacion CVv
0.01 0.1372 | 0.1334 | 0.1356 | 0.1354 0.0019 1.4091
0.02 0.3163 |0.3301 | 0.3283 | 0.3249 0.0075 2.3090
0.04 0.7237 |0.6786 | 0.7021 | 0.7015 0.0226 3.2156
0.06 1.0848 |1.0120 | 1.0645 | 1.0538 0.0376 3.5651
0.08 1.5300 1.4553 | 1.4863 1.4905 0.0375 2.5179

FUENTE: Elaboracién propia.

Con los datos conseguidos se relaciond las absorbancias con los estandares en un plano
de coordenadas obteniendo nuestra curva de calibracion es lineal puesto que el valor
R? es 0.9987 que es mayor a 0.99; como se pudo observar en la Figura N° 24,

1.6000
1.4000
1.2000
1.0000
0.8000
0.6000

Absorvancia

0.4000
- y = 19.123x - 0.062
02000 .." RZ = 09987

0.0000
0 0.02 0.04 0.06 0.08 0.1

Concentraciéon (mmol/L)

FIGURA N° 24: Gréfica de calibracién.
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4.1. ANALISIS DE MUESTRA

Seguidamente se relacionaron las lecturas de las muestras previamente diluidas
como fue comentado en el capitulo anterior en el punto “2.5.2”, los cuales

mostraron absorbancias plasmadas en la Tabla N°23:

TABLA N° 23: Promedio de las absorbancias durante tres dias seguidos.

Extracto Dia 1 Dia 2 Dia 3 | Promedio DeS\{laC|on C.V.
estandar

Fragaria |  0q0g | 0.8930 | 0.8841 | 0.8893 0.0046 | 0.5213

ananassa

Vaccinium | ya0, | 9861 | 0.2859 | 0.2868 0.0014 | 0.4844

corymbosum

FUENTE: Elaboracién propia.

En las absorbancias encontradas durante los analisis de los extractos realizados se
pudo encontrar un coeficiente de variacion inferior a 5% lo cual indicé una buena

homogeneidad de los resultados.
4.2. LIMITES DE DETECCION

Para la determinacion de los limites de deteccion y cuantificacion se realiz6 el

siguiente calculo llevando la concentracion a 0.
Para calcular Ybl se lleva la concentracion igual a 0.
y = 19.123 (0) - 0.062
Ybl =0.062

Con la desviacidn estandar obtenida para cada concentracion trabajada se calculd
la recta correspondiente a la concentracion vs la desviacion estandar como se

observa en la Figura N° 25.

Para la determinacion de Sbl se tiene que relacionar la Concentracion con la

Desviacion Estandar y nos dio la siguiente ecuacion:

y = 0.5583x - 0.002
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Finalmente determinamos el calculo de la Desviacién Estandar de la absorbancia

a la concentracion 0O:

y = 0.5583 (0) - 0.002

Sbl =0.002

0.0450
0.0400
0.0350
0.0300
0.0250
0.0200
0.0150

0.0100 y = 0.5583x - 0.002
JRc ) R?=0.9327

Desviacion estandar
@

0.0050

0.0000
0 0.02 0.04 0.06 0.08 0.1

Concentracion (mmol/L)

FIGURA N° 25: Concentracion vs la desviacion estandar.
Determinacion de los Limites de deteccion:

o YbL+3ShL 1
J e Vn

~0.062 +3(0.002) 9 1
ot 19.123 5

LDD

LDD = 0.0016mmol/L
Determinacién de los Limites de Cuantificacién:

Ybl+10Shl 1
LDQ=——""""x

b Vn
DO — 0.062 + 10(0.002) y 1
Q= 19.123 V5

LDQ = 0.0019mmol/L
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El limite de deteccidn obtenido fue de 0.0016mmol/L lo que nos indica que a esta

concentracion el analito puede ser detectado por el espectrofotometro.

El limite de cuantificacion obtenido fue de 0.0019mmol/L lo que indic6 que a esta

concentracion el analito puede ser cuantificado.
4.3. RESULTADO DE LA MUESTRA

Realizando los célculos obtenemos los resultados de la capacidad antioxidante de
los extractos de Fragaria ananassa y Vaccinium corymbosum en equivalentes de

Acido Ascorbico como se puede observar en la Tabla N° 24:

TABLA N° 24: Capacidad antioxidante por el método CUPRAC.

Equivalente de Acido
Extracto o
ascorbico/50g de fruto
Fragaria ananassa. 0.0747mmol
Vaccinium corymbosum. 0.3276mmol

FUENTE: Elaboracién propia.

Como se pudo observar la capacidad antioxidante del Vaccinium corymbosum es

aproximadamente 4 veces mayor que de la Fragaria ananassa.

Cristal Danae Mixcan Martinez en el afio 2015, en la UCSM, Arequipa, Per(
determind la capacidad antioxidante mediante el método de CUPRAC en diez
clones mejorados de papa nativa (Solanum tuberosum sp.) de la regién cusco
donde la mayor capacidad antioxidante que se encontrd en uno de sus clones fue
de 42.85umol de &cido ascOrbico/100g de muestra, que es igual a 0.0214
mmol/50g de muestra teniendo menor capacidad antioxidante que la Fragaria

ananassa Yy el Vaccinium corymbosum.(50)
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5. EVALUACION DEL EFECTO HIPOLIPEMIANTE

51. EVALUACION DE LA INDUCCION A LA HIPERLIPIDEMIA Y
TRATAMIENTO DE LOS DIVERSOS GRUPOS (COLESTEROL
TOTAL)

Se realizé el andlisis estadistico de cada grupo de estudio durante el proceso de
induccion a la hiperlipidemia (Basal-dia 30) y posteriormente se evaluo la eficacia
de cada tratamiento que comenzé el dia 31.

5.1.1. Grupo 1: Blanco negativo.

TABLA N° 25: Grupo 1: Blanco negativo.

Grupo 1 COLESTEROL TOTAL (mg/dL)
N° Rata / Dias | Basal 30 45 60
1 72.00 114.00 | 116.00 | 115.00
2 68.00 115.00 | 114.00 | 112.00
3 65.00 112.00 | 115.00 | 114.00
4 73.00 120.00 | 118.00 | 116.00
5 69.00 117.00 | 119.00 | 118.00
n 5 5 5 5
X 69.40 115.60 | 116.40 | 115.00
s 3.21 3.05 2.07 2.24
Valor F 370.57
Valor p 5.4x10"°
B A | A | A
Tuckey Las medias que no comparten una letra

son significativamente diferentes.

FUENTE: Elaboracién propia.

Se realiz6 el anélisis de varianza en un nivel de confianza al 95% donde se
encontrd que el valor p<0.01, lo que indicé que existe diferencia altamente

significativa como se observa en la Tabla N°25.

Luego se realizo el anélisis estadistico por el método de Tukey donde se
encontrd que la toma de muestra Basal difiere significativamente de los

demaés dias en un nivel de confianza al 95%, y que los niveles de Colesterol
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Total se incrementaron en un 66.57% durante la induccién a la
hiperlipidemia, lo que demostr6 que la induccion a la hiperlipidemia tuvo
éxito, mientras que en las tomas de muestra del dia 30, 45 y 60 no existe
diferencia significativa, lo cual indicd que los niveles de Colesterol Total
se mantuvieron a pesar de la dieta, sin disminuir ni incrementarse de

manera significativa.
5.1.2. Grupo 2: Fragaria ananassa 1.5 mg/g/dia

TABLA N° 26: Grupo 2: Fragaria ananassa 1.5 mg/g/dia

Grupo 2 COLESTEROL TOTAL (mg/dL)
N° Rata/ Dias | Basal 30 45 60
1 76.00 121.00 | 104.00 63.00
2 65.00 113.00 97.00 59.00
3 68.00 115.00 | 101.00 64.00
4 72.00 118.00 99.00 62.00
5 59.00 109.00 92.00 57.00
n 5 5 5 5
X 68.00 115.20 98.60 61.00
S 6.52 4.60 4,51 2.92
Valor F 141.26
Valor p 1x101
C A B C
Tuckey Las medias que no comparten una letra
son significativamente diferentes.

FUENTE: Elaboracién propia.

Se realiz6 el analisis de varianza en un nivel de confianza al 95% donde se
encontré que el valor p<0.01, lo que indicd que existe diferencia altamente

significativa como se observa en la Tabla N°26.

Luego se realizo el anélisis estadistico por el método de Tukey donde se
encontrd que la toma de muestra Basal difiere significativamente de la del
dia 30 en un nivel de confianza al 95%, y que los niveles de Colesterol

Total se incrementaron en un 69.41% durante la induccién a la
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hiperlipidemia, lo que demostr6 que la induccion a la hiperlipidemia tuvo

éxito.

Finalmente se observo que hay diferencia significativa entre el dia 30 al
45 y al dia 60, y que los niveles de Colesterol Total disminuyeron en un
47.05%, demostrando que el extracto de Fragaria ananassa en dosis de
1.5mg/kg/dia si tiene efecto hipocolesteromiante, logrando alcanzar al
final del tratamiento niveles de Colesterol Total incluso menores que los
de la muestra Basal, pero sin ser significativamente diferente a esta en un

nivel de confianza del 95%.
5.1.3. Grupo 3: Fragaria ananassa 3 mg/g/dia

TABLA N° 27: Grupo 3: Fragaria ananassa 3 mg/g/dia.

Grupo 3 COLESTEROL TOTAL (mg/dL)
N° Rata / Dias | Basal 30 45 60
1 67.00 112.00 95.00 57.00
2 70.00 119.00 | 101.00 63.00
3 79.00 127.00 | 107.00 65.00
4 74.00 123.00 | 104.00 61.00
5 69.00 120.00 97.00 58.00
n 5 5 5 5
X 71.80 120.20 | 100.80 60.80
S 4.76 5.54 4.92 3.35
Valor F 165.34
Valor p 2.99x10™*
c | A | B | D
Tuckey Las medias que no comparten una letra
son significativamente diferentes.

FUENTE: Elaboracién propia.

Se realiz6 el analisis de varianza en un nivel de confianza al 95% donde se
encontrd que el valor p<0.01, lo que indicd que existe diferencia altamente

significativa como se observa en la Tabla N°27.
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Luego se realizé el anélisis estadistico por el método de Tukey donde se
encontrd que la toma de muestra Basal difiere significativamente de la del
dia 30 en un nivel de confianza al 95%, y que los niveles de Colesterol
Total se incrementaron en un 67.41% durante la induccién a la
hiperlipidemia, lo que demostro que la induccion a la hiperlipidemia tuvo

éxito.

Finalmente se observo que hay diferencia significativa entre el dia 30 al
45 y al dia 60, y que los niveles de Colesterol Total disminuyeron en un
49.41%, demostrando que el extracto de Fragaria ananassa en dosis de
3mg/kg/dia si tiene efecto hipocolesteromiante, logrando alcanzar al final
del tratamiento niveles de Colesterol Total incluso menores que los de la
muestra Basal, siendo significativamente diferente a esta en un nivel de
confianza del 95%.

5.1.4. Grupo 4: Vaccinium corymbosum 1.5 mg/g/dia.

TABLA N° 28: Grupo 4: Vaccinium corymbosum 1.5 mg/g/dia.

Grupo 4 COLESTEROL TOTAL (mg/dL)
N° Rata / Dias | Basal 30 45 60
1 76.00 119.00 | 101.00 61.00
2 70.00 110.00 95.00 53.00
3 73.00 116.00 96.00 55.00
4 66.00 113.00 99.00 57.00
5 69.00 114.00 91.00 54.00
n 5 5 5 5
X 70.80 114.40 96.40 56.00
S 3.83 3.36 3.85 3.16
Valor F 267.13
Valor p 7.13x1014
C A | B | D
Tuckey Las medias que no comparten una letra
son significativamente diferentes.

FUENTE: Elaboracién propia.
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Se realizo el analisis de varianza en un nivel de confianza al 95% donde se
encontro que el valor p<0.01, lo que indico que existe diferencia altamente
significativa como se observa en la Tabla N°28.

Luego se realizd el anélisis estadistico por el método de Tukey donde se
encontrd que la toma de muestra Basal difiere significativamente de la del
dia 30 en un nivel de confianza al 95%, y que los niveles de Colesterol
Total se incrementaron en un 61.58% durante la induccion a la
hiperlipidemia, lo que demostré que la induccién a la hiperlipidemia tuvo

éxito.

Finalmente se observé que hay diferencia significativa entre el dia 30 al
45y al dia 60, y que los niveles de Colesterol Total disminuyeron en un
51.05%, demostrando que el extracto de Vaccinium corymbosum en dosis
de 1.5mg/kg/dia si tiene efecto hipocolesteromiante, logrando alcanzar al
final del tratamiento niveles de Colesterol Total incluso menores que los
de la muestra Basal, siendo significativamente diferente a esta en un nivel
de confianza al 95%.

5.1.5. Grupo 5: Vaccinium corymbosum 3 mg/g/dia.

Se realiz6 el analisis de varianza en un nivel de confianza al 95% donde se
encontro que el valor p<0.01, lo que indicé que existe diferencia altamente

significativa como se observa en la Tabla N°29.

Luego se realizo el analisis estadistico por el método de Tukey donde se
encontrd que la toma de muestra Basal difiere significativamente de la del
dia 30 en un nivel de confianza al 95%, y que los niveles de Colesterol
Total se incrementaron en un 68.06% durante la induccion a la
hiperlipidemia, lo que demostrd que la induccion a la hiperlipidemia tuvo

éxito.

Finalmente se observd que hay diferencia significativa entre el dia 30 al
45 y al dia 60, y que los niveles de Colesterol Total disminuyeron en un
55.70%, demostrando que el extracto de Vaccinium corymbosum en dosis
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de 3mg/kg/dia si tiene efecto hipocolesteromiante, logrando alcanzar al
final del tratamiento niveles de Colesterol Total incluso menores que los
de la muestra Basal, siendo significativamente diferente a esta en un nivel

de confianza del 95%.

TABLA N° 29: Grupo 5: Vaccinium corymbosum 3 mg/g/dia.

Grupo 5 COLESTEROL TOTAL (mg/dL)
N° Rata / Dias | Basal 30 45 60
1 75.00 124.00 | 106.00 | 52.00
2 69.00 117.00 99.00 50.00
3 65.00 114.00 97.00 56.00
4 72.00 121.00 | 104.00 | 54.00
5 79.00 129.00 | 108.00 | 56.00
n 5 5 5 5
X 72.00 121.00 | 102.80 | 53.60
s 5.39 5.87 4.66 2.61
Valor F 196.96
Valor p 7.12x1013
C A | B | D
Tuckey Las medias que no comparten una letra

son significativamente diferentes.

FUENTE: Elaboracién propia.

5.1.6. Grupo 6: Fragaria ananassa — Vaccinium corymbosum 3/3 mg/g/dia

(Sinergismo).

Se realiz6 el analisis de varianza en un nivel de confianza al 95% donde se
encontré que el valor p<0.01, lo que indicd que existe diferencia altamente

significativa como se observa en la Tabla N°30.

Luego se realizo el anélisis estadistico por el método de Tukey donde se
encontrd que la toma de muestra Basal difiere significativamente de la del
dia 30 en un nivel de confianza al 95%, y que los niveles de Colesterol
Total se incrementaron en un 63.01% durante la induccion a la
hiperlipidemia, lo que demostr6 que la induccion a la hiperlipidemia tuvo

éxito.
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Finalmente se observo que hay diferencia significativa entre el dia 30 al
45 y al dia 60, y que los niveles de Colesterol Total disminuyeron en un
59.33%, demostrando que el extracto de Fragaria ananassa+Vaccinium
corymbosum en dosis de 3/3mg/kg/dia si tiene efecto hipocolesteromiante,
logrando alcanzar al final del tratamiento niveles de Colesterol Total
incluso menores que los de la muestra Basal, siendo significativamente

diferente a esta en un nivel de confianza del 95%.

TABLA N° 30: Grupo 6: Fragaria ananassa — Vaccinium
corymbosum 3/3 mg/g/dia (Sinergismo).

Grupo 6 COLESTEROL TOTAL (mg/dL)
N° Rata / Dias | Basal 30 45 60
1 69.00 115.00 91.00 52.00
2 74.00 121.00 96.00 50.00
3 72.00 117.00 95.00 47.00
4 77.00 124.00 99.00 48.00
5 73.00 118.00 93.00 45.00
n 5 5 5 5
X 73.00 119.00 94.80 48.40
s 2.92 3.54 3.03 2.70
Valor F 485.30
Valor p 6x10716
C A | B | D
Tuckey Las medias que no comparten una letra
son significativamente diferentes.

FUENTE: Elaboracién propia.
5.1.7. Grupo 7: Blanco positivo

Se realiz6 el anélisis de varianza en un nivel de confianza al 95% donde se
encontrd que el valor p<0.01, lo que indicé que existe diferencia altamente

significativa como se observa en la Tabla N°31.

Luego se realizo el anélisis estadistico por el método de Tukey donde se
encontro que la toma de muestra Basal difiere significativamente de la del

dia 30 en un nivel de confianza al 95%, y que los niveles de Colesterol
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Total se incrementaron en un 66.58% durante la induccion a la
hiperlipidemia, lo que demostro que la induccion a la hiperlipidemia tuvo

éxito.

Finalmente se observo que hay diferencia significativa entre el dia 30 al
45 y al dia 60, y que los niveles de Colesterol Total disminuyeron en un
62.15%, demostrando que el tratamiento farmacol6gico con Atorvastatina
en dosis de 0.06mg/kg/dia si tiene efecto hipocolesteromiante, logrando
alcanzar al final del tratamiento niveles de Colesterol Total incluso
menores que los de la muestra Basal, siendo significativamente diferente

a esta en un nivel de confianza del 95%.

TABLA N° 31: Grupo 7: Blanco positivo (Atorvastatina 0.06

mg/kg/dia)
Grupo 7 COLESTEROL TOTAL (mg/dL)
N° Rata / Dias | Basal 30 45 60
1 78.00 125.00 96.00 50.00
2 75.00 128.00 93.00 46.00
3 75.00 123.00 95.00 48.00
4 68.00 116.00 88.00 43.00
5 72.00 121.00 90.00 45.00
n 5 5 5 5
X 73.60 122.60 92.40 46.40
S 3.78 451 3.36 2.70
Valor F 386.24
Valor p 3.9x10"°
C A | B | D
Tuckey Las medias que no comparten una letra
son significativamente diferentes.

FUENTE: Elaboracién propia.
5.2. EVALUACION INTERGRUPOS (COLESTEROL TOTAL)

Se realiz6 el andlisis de varianza para ver si existe diferencia significativa entre

los niveles finales de Colesterol Total de los grupos y con la prueba de Tuckey
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para determinar si existe diferencia significativa entre cada tratamiento en un nivel

de confianza al 95%.

TABLA N° 32: Evaluacion final del tratamiento.

COLESTEROL TOTAL (mg/dL) Dia 60
Grupos X Tuckey
Grupo 1 115.00 A
Grupo 2 61.00 B
Grupo 3 60.80 B
Grupo 4 56.00 C
Grupo 5 53.60 C
Grupo 6 48.40 D
Grupo 7 46.40 D
Valor F 347.18
Valor p p<0.01

Tuckey Las medias que no comparten una
letra son significativamente diferentes

FUENTE: Elaboracién propia.

Se realizo el andlisis de varianza en un nivel de confianza al 95% donde se
encontrd que el valor p<0.01, lo que indicé que existe diferencia altamente

significativa como se observa en la Tabla N°32.

Para determinar si realmente los extractos utilizados poseen actividad
hipocolesteromiante se analiza si existe una diferencia significativa entre los
grupos que recibieron tratamiento y el grupo blanco (-), y con el grupo control (+)

para medir el efecto hipolipemiante de los extractos.

Finalmente, a los 30 dias de tratamiento la diferencia de medias de los grupos
tratados en comparacién con el grupo blanco (-) es altamente significativa
(p<0.01), pero ademas se encontré que entre los grupos de tratamiento también

hubo diferencias significativas:

Se observd que entre los grupos 2 y 3 no hubo diferencia significativa, lo que
indicd que no existio una diferencia significativa del efecto hipocolesteromiante
del extracto de Fragaria ananassa en las dosis que fueron administradas.
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Seguidamente se observd que entre los grupos 4 y 5 tampoco hubo diferencia
significativa, lo que indicd que no existio una diferencia significativa del efecto
hipocolesteromiante del extracto de Vaccinium corymbosum en las dosis que

fueron administradas.

También se observo que existe diferencia significativa entre los grupos 5y 3 lo
que demostrd que un extracto fue mas efectivo que el otro, en este caso el extracto
de Vaccinium corymbosum fue el mas efectivo como se puede observar en la
Figura N°26.

Finalmente se observo que si existe diferencia significativa entre el grupo 6 que
fue el que recibi6 el tratamiento sinérgico con los demas grupos, asi como también
fue el que tuvo el mejor efecto hipocolesteromiante como se puede observar en la
Figura N°26, lo que demostro la existencia de la actividad sinérgica entre los
extractos de Fragaria ananassa y Vaccinium corymbosum, ademas que no existe

diferencia significativa entre los grupos 6y 7.

Gréfica de caja de bigotes del dia 60
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FIGURA N° 26: Niveles de COLESTEROL TOTAL al final de tratamiento
de los distintos grupos de estudio.
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Al final del tratamiento se obtuvieron niveles de Colesterol Total menores que los
del estado basal, con excepcidn del grupo blanco (-) que mantuvo sus niveles altos
de Colesterol Total lo que demostro la efectividad que poseen los extractos de
Fragaria ananassa y Vaccinium corymbosum, asi como de su efecto sinérgico en

la actividad hipocolesteromiante.

5.3. EVALUACION DE LA INDUCCION A LA HIPERLIPIDEMIA Y
TRATAMIENTO DE LOS DIVERSOS GRUPOS (TRIGLICERIDOS)

Se realizé el andlisis estadistico de cada grupo de estudio durante el proceso de
induccidn a la hiperlipidemia (Basal-dia 30) y posteriormente se evalud la eficacia

de cada tratamiento que comenzé el dia 31.
5.3.1. Grupo 1: Blanco negativo.

TABLA N° 33: Grupo 1: Blanco negativo.

Grupo 1 TRIGLICERIDOS (mg/dL)
N° Rata / Dias | Basal 30 45 60
1 36.00 69.00 68.00 68.00
2 43.00 73.00 71.00 69.00
3 38.00 70.00 72.00 74.00
4 41.00 72.00 75.00 73.00
5 37.00 68.00 67.00 67.00
n 5 5 5 5
X 39.00 70.40 70.60 70.20
S 2.92 2.07 3.21 3.11
Valor F 150.32
Valor p 6.25x1071?
B A | A | A
Tuckey Las medias que no comparten una letra
son significativamente diferentes.

FUENTE: Elaboracién propia.

Se realiz6 el andlisis de varianza en un nivel de confianza al 95% donde se
encontrd que el valor p<0.01, lo que indicd que existe diferencia altamente
significativa como se observa en la Tabla N°33.
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Luego se realizd el anélisis estadistico por el método de Tukey donde se
encontré que la toma de muestra Basal difiere significativamente de los
demés dias en un nivel de confianza al 95%, y que los niveles de
Triglicéridos se incrementaron en un 80.51% durante la induccion a la
hiperlipidemia, lo que demostr6 que la induccion a la hiperlipidemia tuvo
éxito, mientras que en las tomas de muestra del dia 30, 45 y 60 no existe
diferencia significativa, lo cual indicd que los niveles de Triglicéridos se
mantuvieron a pesar de la dieta, sin disminuir ni incrementarse de manera

significativa.
5.3.2. Grupo 2: Fragaria ananassa 1.5 mg/g/dia.

TABLA N° 34: Grupo 2: Fragaria ananassa 1.5 mg/g/dia.

Grupo 2 TRIGLICERIDOS (mg/dL)
N° Rata / Dias | Basal 30 45 60
1 33.00 59.00 56.00 45.00
2 35.00 71.00 63.00 550.00
3 40.00 73.00 67.00 59.00
4 33.00 68.00 60.00 54.00
5 39.00 64.00 58.00 48.00
n 5 5 5 5
X 36.00 67.00 60.80 51.20
s 3.32 5.61 4.32 5.45
Valor F 40.10
Valor p 1.14x107
C A | A | B
Tuckey Las medias que no comparten una letra

son significativamente diferentes.

FUENTE: Elaboracién propia.

Se realiz6 el analisis de varianza en un nivel de confianza al 95% donde se
encontrd que el valor p<0.01, lo que indicd que existe diferencia altamente

significativa como se observa en la Tabla N°34.

Luego se realizé el anélisis estadistico por el método de Tukey donde se

encontro que la toma de muestra Basal difiere significativamente de la del
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dia 30 en un nivel de confianza al 95%, y que los niveles de Triglicéridos
se incrementaron en un 86.11% durante la induccidn a la hiperlipidemia,

lo que demostro que la induccién a la hiperlipidemia tuvo éxito.

Finalmente se observé que no existe diferencia significativa después de 15
dias de tratamiento, pero si hay diferencia significativa entre el dia 30 al
dia 60 en un nivel de confianza del 95%, y que los niveles de Triglicéridos
disminuyeron en un 23.58%, demostrando que el extracto de Fragaria
ananassa en dosis de 1.5mg/kg/dia si tiene efecto hipolipemiante, luego
de 30 dias de tratamiento.

5.3.3. Grupo 3: Fragaria ananassa 3 mg/g/dia

TABLA N° 35: Grupo 3: Fragaria ananassa 3 mg/g/dia.

Grupo 3 TRIGLICERIDOS (mg/dL)
N° Rata / Dias | Basal 30 45 60
1 39.00 74.00 63.00 53.00
2 32.00 69.00 52.00 41.00
3 35.00 68.00 60.00 46.00
4 34.00 71.00 59.00 48.00
5 36.00 65.00 55.00 50.00
n 5 5 5 5
X 35.20 69.40 57.80 47.60
s 2.59 3.36 4.32 4.51
Valor F 80.21
Valor p 7.41x10710
Db | A | B | c
Tuckey Las medias que no comparten una letra

son significativamente diferentes.

FUENTE: Elaboracién propia.

Se realiz6 el analisis de varianza en un nivel de confianza al 95% donde se
encontrd que el valor p<0.01, lo que indicd que existe diferencia altamente

significativa como se observa en la Tabla N°35.
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Luego se realizé el anélisis estadistico por el método de Tukey donde se
encontrd que la toma de muestra Basal difiere significativamente de la del
dia 30 en un nivel de confianza al 95%, y que los niveles de Triglicéridos
se incrementaron en un 97.16% durante la induccidn a la hiperlipidemia,

lo que demostré que la induccion a la hiperlipidemia tuvo éxito.

Finalmente se observo que hay diferencia significativa entre el dia 30 al
45 y al dia 60 en un nivel de confianza del 95%, y que los niveles de
Triglicéridos disminuyeron en un 31.44%, demostrando que el extracto de
Fragaria ananassa en dosis de 3mg/kg/dia si tiene efecto hipolipemiante.

5.3.4. Grupo 4: Vaccinium corymbosum 1.5 mg/g/dia.

TABLA N° 36: Grupo 4: Vaccinium corymbosum 1.5 mg/g/dia.

Grupo 4 TRIGLICERIDOS (mg/dL)
N° Rata / Dias | Basal 30 45 60
1 38.00 74.00 68.00 48.00
2 36.00 65.00 60.00 40.00
3 30.00 68.00 54.00 36.00
4 42.00 70.00 63.00 48.00
5 34.00 66.00 55.00 35.00
n 5 5 5 5
X 36.00 68.60 60.00 41.40
s 4.47 3.58 5.79 6.31
Valor F 44.42
Valor p 5.54x10
B | A | A | B
Tuckey Las medias que no comparten una letra

son significativamente diferentes.

FUENTE: Elaboracién propia.

Se realiz6 el analisis de varianza en un nivel de confianza al 95% donde se
encontrd que el valor p<0.01, lo que indicd que existe diferencia altamente

significativa como se observa en la Tabla N°36.
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Luego se realizé el anélisis estadistico por el método de Tukey donde se
encontrd que la toma de muestra Basal difiere significativamente de la del
dia 30 en un nivel de confianza al 95%, y que los niveles de Triglicéridos
se incrementaron en un 90.51% durante la induccidn a la hiperlipidemia,

lo que demostré que la induccion a la hiperlipidemia tuvo éxito.

Finalmente se observé que no existe diferencia significativa después de 15
dias de tratamiento, pero si hay diferencia significativa entre el dia 30 al
dia 60 en un nivel de confianza del 95%, y que los niveles de Triglicéridos
disminuyeron en un 41.11%, demostrando que el extracto de Vaccinium
corymbosum en dosis de 1.5mg/kg/dia si tiene efecto hipolipemiante luego
de 30 dias de tratamiento, logrando alcanzar al final del tratamiento niveles
de Triglicéridos que no difieren significativamente de la muestra Basal en
un nivel de confianza del 95%.

5.3.5. Grupo 5: Vaccinium corymbosum 3 mg/g/dia.

TABLA N° 37: Grupo 5: Vaccinium corymbosum 3 mg/g/dia.

Grupo 5 TRIGLICERIDOS (mg/dL)
N° Rata / Dias | Basal 30 45 60
1 37.00 74.00 57.00 42.00
2 32.00 65.00 53.00 38.00
3 30.00 63.00 52.00 37.00
4 35.00 71.00 50.00 34.00
5 41.00 77.00 59.00 43.00
n 5 5 5 5
X 35.00 70.00 54.20 38.80
S 4.30 5.92 3.70 3.70
Valor F 63.21
Valor p 4.33x10°°
C A | B | c
Tuckey Las medias que no comparten una letra
son significativamente diferentes.

FUENTE: Elaboracién propia.
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Se realizo el analisis de varianza en un nivel de confianza al 95% donde se
encontrod que el valor p<0.01, lo que indico que existe diferencia altamente
significativa como se observa en la Tabla N°37.

Luego se realizé el anélisis estadistico por el método de Tukey donde se
encontrd que la toma de muestra Basal difiere significativamente de la del
dia 30 en un nivel de confianza al 95%, y que los niveles de Triglicéridos
se incrementaron en un 100% durante la induccion a la hiperlipidemia, lo

que demostrd que la induccion a la hiperlipidemia tuvo éxito.

Finalmente se observéd que hay diferencia significativa entre el dia 30 al
45 y al dia 60, y que los niveles de Triglicéridos disminuyeron en un
44.57%, demostrando que el extracto de Vaccinium corymbosum en dosis
de 3mg/kg/dia si tiene efecto hipolipemiante, logrando alcanzar al final del
tratamiento niveles de Triglicéridos que no difieren significativamente que

los de la muestra Basal en un nivel de confianza del 95%.

5.3.6. Grupo 6: Fragaria ananassa — Vaccinium corymbosum 3/3 mg/g/dia
(Sinergismo).

Se realiz6 el analisis de varianza en un nivel de confianza al 95% donde se
encontro que el valor p<0.01, lo que indic6 que existe diferencia altamente

significativa como se observa en la Tabla N°38.

Luego se realizo el analisis estadistico por el método de Tukey donde se
encontrd que la toma de muestra Basal difiere significativamente de la del
dia 30 en un nivel de confianza al 95%, y que los niveles de Triglicéridos
se incrementaron en un 99.44% durante la induccidn a la hiperlipidemia,

lo que demostré que la induccion a la hiperlipidemia tuvo éxito.

Finalmente se observd que hay diferencia significativa entre el dia 30 al
45 vy al dia 60, y que los niveles de Triglicéridos disminuyeron en un
58.90%, demostrando que el extracto de Fragaria ananassa+Vaccinium
corymbosum en dosis de 3/3mg/kg/dia si tiene efecto hipolipemiante,
logrando alcanzar al final del tratamiento niveles de Triglicéridos incluso
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menores que los de la muestra Basal, pero sin ser significativamente

diferente a esta en un nivel de confianza del 95%.

TABLA N° 38: Grupo 6: Fragaria ananassa — Vaccinium corymbosum
3/3 mg/g/dia (Sinergismo).

Grupo 6 TRIGLICERIDOS (mg/dL)
N° Rata / Dias | Basal 30 45 60
1 38.00 72.00 58.00 38.00
2 31.00 71.00 55.00 36.00
3 37.00 68.00 56.00 37.00
4 38.00 71.00 58.00 33.00
5 34.00 73.00 60.00 30.00
n 5 5 5 5
X 35.60 53.60 57.40 34.80
s 3.05 1.67 1.95 3.27
Valor F 228.03
Valor p 2.46x1013
C A | B | cC
Tuckey Las medias que no comparten una letra

son significativamente diferentes.

FUENTE: Elaboracién propia.
5.3.7. Grupo 7: Blanco positivo 0.06 mg/kg/dia.

Se realizo el analisis de varianza en un nivel de confianza al 95% donde se
encontré que el valor p<0.01, lo que indicé que existe diferencia altamente

significativa como se observa en la Tabla N°39.

Luego se realizo el analisis estadistico por el método de Tukey donde se
encontrd que la toma de muestra Basal difiere significativamente de la del
dia 30 en un nivel de confianza al 95%, y que los niveles de Triglicéridos
se incrementaron en un 80.30% durante la induccion a la hiperlipidemia,

lo que demostré que la induccion a la hiperlipidemia tuvo éxito.

Finalmente se observd que hay diferencia significativa entre el dia 30 al
45 vy al dia 60, y que los niveles de Triglicéridos disminuyeron en un
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47.90%, demostrando que el tratamiento farmacoldgico con Atorvastatina
en dosis de 0.06mg/kg/dia si tiene efecto hipolipemiante, logrando
alcanzar al final del tratamiento niveles de Triglicéridos incluso menores
que los de la muestra Basal, pero sin ser significativamente diferente a esta

en un nivel de confianza del 95%.

TABLA N° 39: Grupo 7: Blanco positivo 0.06 mg/kg/dia.

Grupo 7 TRIGLICERIDOS (mg/dL)
N° Rata / Dias | Basal 30 45 60
1 41.00 71.00 54.00 35.00
2 43.00 73.00 52.00 37.00
3 34.00 68.00 49.00 34.00
4 44.00 76.00 58.00 44.00
5 36.00 69.00 54.00 36.00
n 5 5 5 5
X 39.60 71.40 53.40 37.20
s 4.39 3.21 3.29 3.96
Valor F 88.04
Valor p 3.68x10°
C A | B | cC
Tuckey Las medias que no comparten una letra

son significativamente diferentes.

FUENTE: Elaboracién propia.
5.4. EVALUACION INTERGRUPOS (TRIGLICERIDOS)

Se realizo el analisis de varianza para ver si existe diferencia significativa entre
los niveles finales de Triglicéridos de los grupos y con la prueba de Tuckey para
determinar si existe diferencia significativa entre cada tratamiento en un nivel de

confianza al 95%.

Se realizd el analisis de varianza en un nivel de confianza al 95% donde se
encontré que el valor p<0.01, lo que indic6 que existe diferencia altamente

significativa como se observa en la Tabla N°40.
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TABLA NF° 40: Evaluacion final del tratamiento.

TRIGLICERIDOS (mg/dL) Dia 60
Grupos X Tuckey
Grupo 1 70.20 A
Grupo 2 51.20 B
Grupo 3 47.60 B-C
Grupo 4 41.40 C-D
Grupo 5 38.80 D
Grupo 6 34.80 D
Grupo 7 37.20 D
Valor F 37.23
Valor p p<0.01

Tuckey Las med_ias_q_ue no comparten una
letra son significativamente diferentes

FUENTE: Elaboracién propia.

Para determinar si realmente los extractos utilizados poseen actividad
hipolipeminate se analiza si existe una diferencia significativa entre los grupos
que recibieron tratamiento y el grupo blanco (-), y con el grupo control (+) para
medir el efecto hipolipemiante de los extractos.

Finalmente, a los 30 dias de tratamiento la diferencia de medias de los grupos
tratados en comparacion con el grupo blanco (-) es altamente significativa
(p<0.01), pero ademas se encontrd que entre los grupos de tratamiento también

hubo diferencias significativas:

Se observd que entre los grupos 2 y 3 no hubo diferencia significativa, lo que
indico que no existié una diferencia significativa del efecto hipolipemiante del

extracto de Fragaria ananassa en las dosis que fueron administradas.

Seguidamente se observd que entre los grupos 4 y 5 tampoco hubo diferencia
significativa, lo que indicd que no existié una diferencia significativa del efecto
hipolipemiante del extracto de Vaccinium corymbosum en las dosis que fueron

administradas.
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También se observd que existe diferencia significativa entre los grupos 5y 3 lo
que demostro que un extracto fue mas efectivo que el otro, en este caso el extracto
de Vaccinium corymbosum fue el mas efectivo como se puede observar en la
Figura N°27.

Finalmente se observé que si existe diferencia significativa entre el grupo 6 que
fue el que recibi6 el tratamiento sinérgico con los grupos 2 y 3 que recibieron el
extracto de Fragaria ananassa, ademas que el grupo 6 fue el Unico que tuvo
resultados un tanto mejores que los del grupo 7 que fue el control positivo como
se puede observar en la Figura N°27, lo que demostro la existencia de la actividad
sinérgica entre los extractos de Fragaria ananassa y Vaccinium corymbosum,

ademas que no existe diferencia significativa entre los grupos 5, 6 y 7.
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FIGURA N° 27: Promedios de TRIGLICERIDOS de los distintos grupos

durante el estudio.
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Pauccara Hilario, Tania Veronica en el afio 2015, realizé la evaluacién del efecto
hipolipemiante de los extractos de las semillas de Salvia hispénica L. (chia)
administrado en animales de experimentacion, luego de 30 dias de tratamiento
logré disminuir los niveles de Colesterol Total en un 30.99% vy los de Triglicéridos
en un 27.98%, siendo nuestros extractos mas efectivos que este en el mismo

periodo de tiempo. (51)

Valdivia Tejada, Laura Alejandra en el afio 2013, determind el efecto
hipolipemiante del alga macrocystis pyrifera “aracanto” en ratas de la variedad
wistar, logré disminuir los niveles de Colesterol Total en un 72%, y los de
Triglicéridos en un 67.80%, teniendo mayor éxito que nuestro extracto, lo cual
puede ser debido a que en ese trabajo el tratamiento fue durante un periodo de 45

dias mientras que el nuestro de 30 dias. (52)
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CAPITULO IV

CONCLUSIONES

1. Se pudo obtener un extracto con una concentracion final en el caso de la

Fragaria ananassa de 3.33 g/mL y del Vaccinium corymbosum de 2.78 g/mL.

2. La cantidad de antocianinas totales obtenidas en el extracto de Vaccinium
corymbosum fue de 390.94mg/100g de cianidina-3-glucosido siendo
aproximadamente 13 veces mayor que el hallado en el extracto de Fragaria

ananassa que fue de 29.40mg/100g de cianidina-3-glucésido.

3. La cantidad de fenoles totales encontrados en el extracto de Vaccinium
corymbosum fue de 1122.39mg GAE/50g de fruto el cual fue
aproximadamente 3 veces mayor que el del extracto de Fragaria ananassa que
fue de 368.21mg GAE/50g de fruto.

4. La capacidad antioxidante del extracto de Vaccinium corymbosum fue de
0.3276mmol de acido ascorbico/50g de fruto lo que fue aproximadamente 4
veces mayor que el del extracto de Fragaria ananassa que fue 0.0747mmol de

acido ascorbico/50g de fruto.

5. Luego de 30 dias de dieta hiperlilipidica se logro el incremento en el nivel de
Colesterol Total en un 66.07% y Triglicéridos en un 90.25% de los grupos de
ratas, por lo cual concluimos que una dieta hiperlipidica en este caso compuesta
de sesos de cordero, yemas de huevo y harina logra un efecto hiperlipemiante

significativo en un periodo de 30 dias.

6. Después de recibir el tratamiento a dos dosis diferentes del extracto de
Fragaria ananassa se determind que no existe diferencia significativa en la
disminucidon del Colesterol Total y Triglicéridos, teniendo un efecto un tanto
mayor el grupo 3 que fue el que recibié la mayor dosis con una disminucion
del Colesterol Total en un 49.41% y de Triglicéridos en un 31.44%.

7. Después de recibir el tratamiento a dos dosis diferentes del extracto de

Vaccinium corymbosum se determind que no existe diferencia significativa en

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




=== . |INIVERSIDAD
REPOSITORIO DE . T

(el :
TESIS UCSM =  DESANTA MARIA

la disminucion del Colesterol Total y Triglicéridos, teniendo un efecto un tanto
mayor el grupo 5 que fue el que recibié la mayor dosis con una disminucion
del Colesterol Total en un 55.70% y Triglicéridos en un 44.57%, obteniendo

mejores resultados que los del extracto de Fragaria ananassa.

8. Ademas, se pudo encontrar un mayor efecto hipolipemiante en el grupo que se
trabajo con los dos extractos de manera sinérgica, logrando una disminucion
del 59.33% de Colesterol Total y Triglicéridos en un 58.90% ademas que
difiri6 significativamente de los demas grupos lo que confirmo la actividad
sinérgica en la disminucién de Colesterol Total y Triglicéridos de los extractos

de Fragaria ananassa+Vaccinium corymbosum.
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RECOMENDACIONES

1. Confirmando el efecto hipolipemiante de ambos extractos, y mas aun cuando
trabajan de manera sinérgica, se recomienda la elaboracién de preparados
magistrales e incluso industriales de estos dos frutos para reducir los niveles
Colesterol y Triglicéridos de los pacientes hiperlipemiantes, u en su defecto su

actividad antioxidante.

2. Realizar estudios liofilizados con los extractos de Fragaria ananassa y
Vacciniun corymbosum y compararlo con este estudio.

3. Fomentar el consumo de la fresa, y sobre todo del arandano que no es muy

consumido por nuestra poblacion para asi tener una poblacion mas sana.
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ANEXOS

1. PREPARACION DE LA GRAFICA DE CALIBRACION FOLIN CIOCALTEU

St1; 10ppm:

CxV=Ci1xV;
1000ppm x 0.25mL = Cy x 25mL
C1=10ppm

St2; 20ppm:

CxV=CyxVy

1000ppm x 0.5mL = Cq x 25mL
C1= 20ppm

St3; 30ppm:

CxV=CixV1

1000ppm x 0.75mL = Cy x 25mL
C1 = 30ppm

St4; 40ppm:

CxV=CixVy

1000ppm x 1mL = Cy x 25mL
C1=40ppm

St5; 60ppm:

CxV=C1xV;

1000ppm x 1.5mL = C1 x 25mL

C1=60ppm

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPOSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM - DE SANTA MARIA

2. DETERMINACION DE FENOLES TOTALES

Fragaria ananassa:

y = 0.0138(x) + 0.0203

0.6978 = 0.0138(x) + (0.0203)

mg

49.0942mg X 25mL
1000mL

1.227mg  0.5mL
y  10mL

=1.227mg

y = 24.547mg

24.547mg  1mlL
z  15mL

g GA

—36821m Ed t
z= g 509 e fruto

Vaccinium corymbosum:

y = 0.0138(x) + 0.0203

0.1924 = 0.0138(x) + (0.0203)

mg

= 12.4710
g L

12.4710mg X 25mL
1000mL

0.3118mg _ 0.5mL
y ~100mL

= 0.3118mg

y = 62.36mg

62.36mg  1mL
z  18mL

mg GAE
z=112239———

509 de fruto
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3. PREPARACION DE REACTIVOS CUPRAC
a) Cloruro de cobre dihidratado 1x102 M
(PM=169.54q)

Para preparar 25mL de la solucion:

n
0.025L

1x1072M =

2.5x10%x169.549=0.042385¢
0.042385g a mg = 42.385 mg
b) Acetato de Amonio 1M
(PM=77.08g)

Para preparar 25mL de la solucion:

L7y n
~0.025L

0.025x77.08¢=1.9270625g

1M

1.9270625g a mg = 1927.0625 mg
¢) Neocuproina 7.5x10°% M
(PM=208.26)

Para preparar 25mL de la solucion:

n
7.5%x 1073 =
0.025L

1.875x10* x208.269=0.03904875¢g

0.03904875g a mg = 39.04875 mg
d) Acido Ascorbico 2x10* M
(PM=176.12q)

Para preparar 100mL de la solucion:
2X107*M = L
S 01L

2x10°x176.129=3.5224x103g
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3.5224x10°3g a mg = 3.5224 mg

4. PREAPRACION DE LA GRAFICA DE CALIBRACION CUPRAC

Stl: Alicuota de 0.25mL.:

CxV=CixVy

(2x10*M) x 0.25mL = Cy x 5mL

C1=0.01mmol/L

St2: Alicuota de 0.50mL.:

CxV=CixV;

(2x10*M) x 0.50mL = C; x 5mL

C1=0.02mmol/L

St3: Alicuota de 1.0mL:
CxV=CixV1
(2x10*M) x 1.0mL = Cy x 5mL

C1=0.04mmol/L

St4: Alicuota de 1.50mL:
CxV=CixV;
(2x10*M) x 1.50mL = Cq x 5mL

C1=0.06mmol/L

St5: Alicuota de 2.0mL:
CxV=CixV;
(2x10*M) x 2.0mL = Cy x 5mL

C1=0.08mmol/L
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5. DETERMINACION DE LA CAPACIDAD ANTIOXIDANTE (CUPRAC)

Fragaria ananassa:

y =19.123(x) — 0.062
0.8893 = 19.123(x) — (0.062)

mmol

x = 0.0497 i

0.0497mmol X 5mL

_ -4
1000mL 2.49 x 10 *mmol

2.49 X 10~*mmol _ 0.5mL
y ~ 10mL

y = 4.98 X 10~3mmol

4.98 x 103 mmol _ 1mlL
z ~ 15mL

mmol AA

Z = 00747wd€ fruto

Vaccinium corymbosum:

y =19.123(x) — 0.062

0.2868 = 19.123(x) — (0.062)

mmol

—0.0182
X L

0.0182mmol X 5mL

= -5
1000mmL = 9.1 X 10— mmol

9.1 x 10~>mmol _ 0.5mL
y ~100mL

y = 0.0182Zmmol

0.0182mmol _ 1mL
z "~ 18mL

mmol AA

z= 0.3276Wde fruto
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6. PREPARACION DEL TRATAMIENTO (DIA 31-45)
v" Grupo 2 Fragaria ananassa 1.5 mg/g/dia
1.5mg- 1g
X -234 ¢
x=351 mg que es igual a 0.351 g de extracto por dia.
Si: 1mL -3.33g
X -0.351 g

x=0.11 mL de extracto diluido en 2mL de suero fisioldgico.

v" Grupo 3 Fragaria ananassa 3.0 mg/g/dia
3.0mg-1g
X -2279
x=681 mg que es igual a 0.681 g de extracto por dia.
Si: ImL -3.33g¢g
X -0.681 ¢

x=0.21 mL de extracto diluido en 2mL de suero fisioldgico.

v" Grupo 4 Vaccinium corymbosum 1.5 mg/g/dia
1.5mg- 1g
X -234 ¢
x= 351 mg que es igual a 0.351 g de extracto por dia.
Si: imL -2.78¢g
X -0.351¢

x=0.13 mL de extracto diluido en 2mL de suero fisiologico.
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v" Grupo 5 Vaccinium corymbosum 3.0 mg/g/dia
3.0mg-1g
X -235¢
x= 705 mg que es igual a 0.705 g de extracto por dia.
Si: ImL -2.78¢
X -0.705 g

x=0.25 mL de extracto diluido en 2mL de suero fisioldgico.

v" Grupo 6 Sinergismo 3.0/3.0 mg/g/dia
3.0mg-1g
X -2374¢
x= 711 mg que es igual a 0.711 g de extracto por dia.
Si: ImL -3.33¢g
X -0.711 ¢
x=0.21 mL de extracto diluido en 2mL de suero fisioldgico.
3.0mg-1g
X -2379
Xx= 711 mg que es igual a 0.711 g de extracto por dia.
Si: imL -2.78¢g
X -0.711 ¢

x=0.26 mL de extracto diluido en 2mL de suero fisiolégico.

v' Grupo 7 Atorvastatina 0.06 mg/kg/dia
0.06 mg- 1000g

X -238¢ ; entonces: x= 0.01 mg disuelto en 2 mL de suero fisiolégico.
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7. PREPARACION DEL TRATAMIENTO (DIA 46-60)
v" Grupo 2 Fragaria ananassa 1.5 mg/g/dia
1.5mg- 1g
X -232¢g
x= 348 mg que es igual a 0.348 g de extracto por dia.
Si: 1mL -3.33g
X -0.348 g

x=0.10 mL de extracto diluido en 2mL de suero fisioldgico.

v" Grupo 3 Fragaria ananassa 3.0 mg/g/dia
3.0mg- 1g
X -225¢
x=681 mg que es igual a 0.681 g de extracto por dia.
Si: ImL -3.33¢g
X -0.675 ¢

x=0.20 mL de extracto diluido en 2mL de suero fisioldgico.

v" Grupo 4 Vaccinium corymbosum 1.5 mg/g/dia
1.5mg- 1g
X -234 ¢
x= 351 mg que es igual a 0.351 g de extracto por dia.
Si: ImL -2.78¢g
X -0.351¢

x=0.13 mL de extracto diluido en 2mL de suero fisioldgico.

v" Grupo 5 Vaccinium corymbosum 3.0 mg/g/dia
3.0mg- 1g
X -233¢g
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x=699 mg que es igual a 0.699 g de extracto por dia.
Si: ImL -2.78¢
X -0.699 g

x=0.25 mL de extracto diluido en 2mL de suero fisioldgico.

v Grupo 6 Sinergismo 3.0/3.0 mg/g/dia
3.0mg-1g
X -236¢
x= 708 mg que es igual a 0.708 g de extracto por dia.
Si: ImL -3.33g
X -0.708 g
x=0.21mL de extracto diluido en 2mL de suero fisiologico.
3.0mg-g
X - 2369
x= 708 mg que es igual a 0.708g de extracto por dia.
Si: ImL -2.78¢g
X -0.708¢

x=0.26mL de extracto diluido en 2mL de suero fisiolégico.
v" Grupo 7 Atorvastatina 0.06 mg/kg/dia

0.06mg- 1000g
X -237¢9

x=0.01mg disuelto en 2mL de suero fisiologico.
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8. RESULTADOS DE ABSORVANCIAS DE pH DIFERENCIAL:

UNIVERSIDAD CATOLICA DE SANTA MARIA
Céatedra CONCYEC en Quimica Ambiental

Informe Analisis Concentracion

Hora Informe 13/02/2018 10:22:10

Método D:\Alex y Diana\700 nm.MCN

Nombre de Lote D:\Alex y Diana\Analisis Dia 1 a 700nm.BCN
Aplicacion Conc 5.0.0.999

Operador

Condiciones del Instrumento

Instrumento Cary 60
N° Version Intrumento. 2,00
Long.de onda (nm) 700,0
Modo Ordenadas Abs

T Prom (seg) 0,1000
Replicados 3
Media Patrén/Muestra Apag.
Correcciones de peso y volumen Apag.
Tipo Ajuste Lineal
Min R2 0,95000
Unidades Concentracion g/L

Informe Cero

Leer Abs (700,0 nm)
Cero -0,0170
Anélisis

Tiempo Coleccién 13/02/2018 10:22:12

Muestra Conc g/L F Media DE %DSR Lecturas

1FresapH1 U 0,0295
U 0,0295
U 0,0294
U 0,0295 0,00006 0,19593

2 FresapH 1 U 0,0207
U 0,0209
U 0,0206
U 0,0207 0,00015 0,73675

3 Fresa pH 4.5 U 0,0409
U 0,0397
U 0,0400
U 0,0402 0,00062 1,55348

4 Fresa pH 4.5 U 0,0351
U 0,0350
U 0,0410
U 0,0370 0,00344 9,27704

5 Arandano pH 1 U 0,0426
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U
U
U
U
U
U
U
U
U
U
U
U
U
U
U

0,0431
0,0420

0,0426 0,00055 1,29387

6 Arandano pH 1 0,0452
0,0384
0,0381

0,0406 0,00402 9,89824

7 Arandano pH 4.5 0,0754
0,0766
0,0842

0,0787 0,00477 6,06114

8 Arandano pH 4.5 0,0817
0,0820
0,0813

0,0817 0,00035 0,43003

Secuencia lectura cancelada

Leyenda Marcas Resultados

U = Sin calibrar O = Fuera de rango
N = No usado en calibracion R = Lectura repetida
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UNIVERSIDAD CATOLICA DE SANTA MARIA
Catedra CONCYEC en Quimica Ambiental

Informe Analisis Concentracion

Hora Informe 13/02/2018 10:15:57

Método D:\Alex y Diana\510 nm.MCN

Nombre de Lote D:\Alex y Diana\Analisis Dia 1 a 510nm.BCN
Aplicacion Conc 5.0.0.999

Operador

Condiciones del Instrumento

Instrumento Cary 60
N° Version Intrumento. 2,00
Long.de onda (nm) 510,0
Modo Ordenadas Abs

T Prom (seg) 0,1000
Replicados 3
Media Patrén/Muestra Apag.
Correcciones de peso y volumen Apag.
Tipo Ajuste Lineal
Min R2 0,95000
Unidades Concentracion g/L

Informe Cero

Leer Abs (510,0 nm)
Cero -0,0125
Anélisis

Tiempo Coleccién 13/02/2018 10:15:59

Muestra Conc g/L F Media DE %DSR Lecturas

1 Fresa pH1 U 0,2938
U 0,2938
U 0,2932
U 0,2936 0,00035 0,11798

2 FresapH 1 U 0,3109
U 0,3108
U 0,3108
U 0,3108 0,00006 0,01857

3 Fresa pH 4.5 U 0,0841
U 0,0840
U 0,0836
U 0,0839 0,00026 0,31535

4 Fresa pH 4.5 U 0,0808
U 0,0807
U 0,0807
U 0,0807 0,00006 0,07151

5 Arandano pH 1 U 1,7373
U 1,7342
U 1,7321
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U
U
U
U
U
U
U
U
U
U
U
U
U

1,7345 0,00262 0,15082
1,7860
1,7854
1,7863

6 Arandano pH 1

1,7859 0,00046 0,02566

7 Arandano pH 4.5 0,3117
0,3125
0,3141

0,3128 0,00122 0,39071

8 Arandano pH 4.5 0,3405
0,3401
0,3393

0,3400 0,00061 0,17971

Secuencia lectura cancelada

Leyenda Marcas Resultados

U = Sin calibrar O = Fuera de rango
N = No usado en calibracion R = Lectura repetida

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




REPOSITORIO DE UNIVERSIDAD

CATOLICA
TESIS UCSM DE SANTA MARIA

UNIVERSIDAD CATOLICA DE SANTA MARIA
Catedra CONCYEC en Quimica Ambiental

Informe Analisis Concentracion

Hora Informe 14/02/2018 9:30:10

Método D:\Alex y Diana\510 nm.MCN

Nombre de Lote D:\Alex y Diana\Analisis Dia 2 a 510nm.BCN
Aplicacion Conc 5.0.0.999

Operador

Condiciones del Instrumento

Instrumento Cary 60
N° Version Intrumento. 2,00
Long.de onda (nm) 510,0
Modo Ordenadas Abs

T Prom (seg) 0,1000
Replicados 3
Media Patrén/Muestra Apag.
Correcciones de peso y volumen Apag.
Tipo Ajuste Lineal
Min R2 0,95000
Unidades Concentracion g/L

Informe Cero

Leer Abs (510,0 nm)
Cero -0,0108
Analisis

Tiempo Coleccién 14/02/2018 9:30:12

Muestra Conc g/L F Media DE %DSR Lecturas

1 Fresa pH1 U 0,2820
U 0,2820
U 0,2815
U 0,2818 0,00029 0,10243

2 FresapH 1 U 0,2914
U 0,2913
U 0,2911
U 0,2913 0,00015 0,05245

3 Fresa pH 4.5 U 0,0797
U 0,0800
U 0,0798
U 0,0798 0,00015 0,19134

4 Fresa pH 4.5 U 0,0865
U 0,0848
U 0,0845
U 0,0853 0,00108 1,26495

5 Arandano pH 1 U 1,6972
U 1,7120
U 1,7112
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U
U
U
U
U
U
U
U
U
U
U
U
U

1,7068 0,00832 0,48767
1,7519
1,7504
1,7508

6 Arandano pH 1

1,7510 0,00078 0,04436

7 Arandano pH 4.5 0,3211
0,3214
0,3223

0,3216 0,00062 0,19418

8 Arandano pH 4.5 0,3156
0,3132
0,3137

0,3142 0,00127 0,40305

Secuencia lectura cancelada

Leyenda Marcas Resultados

U = Sin calibrar O = Fuera de rango
N = No usado en calibracion R = Lectura repetida

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis
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UNIVERSIDAD CATOLICA DE SANTA MARIA
Catedra CONCYEC en Quimica Ambiental

Informe Analisis Concentracion

Hora Informe 14/02/2018 9:38:16

Método D:\Alex y Diana\700 nm.MCN

Nombre de Lote D:\Alex y Diana\Analisis Dia 2 a 700 nm.BCN
Aplicacion Conc 5.0.0.999

Operador

Condiciones del Instrumento

Instrumento Cary 60
N° Version Intrumento. 2,00
Long.de onda (nm) 700,0
Modo Ordenadas Abs

T Prom (seg) 0,1000
Replicados 3
Media Patrén/Muestra Apag.
Correcciones de peso y volumen Apag.
Tipo Ajuste Lineal
Min R2 0,95000
Unidades Concentracion g/L

Informe Cero

Leer Abs (700,0 nm)
Cero -0,0178
Analisis

Tiempo Coleccién 14/02/2018 9:38:22

Muestra Conc g/L F Media DE %DSR Lecturas

1FresapH1 U 0,0239
U 0,0236
U 0,0229
U 0,0235 0,00051 2,18676

2 FresapH 1 U 0,0233
U 0,0237
U 0,0229
U 0,0233 0,00040 1,71674

3 Fresa pH 4.5 U 0,0319
U 0,0324
U 0,0321
U 0,0321 0,00025 0,78318

4 Fresa pH 4.5 U 0,0306
U 0,0303
U 0,0297
U 0,0302 0,00046 1,51741

5 Arandano pH 1 U 0,0358
U 0,0357
U 0,0347

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis
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U
U
U
U
U
U
U
U
U
U
U
U
U

0,0354 0,00061 1,71830

6 Arandano pH 1 0,0471
0,0457
0,0398

0,0442 0,00387 8,76533

7 Arandano pH 4.5 0,0796
0,0808
0,0829

0,0811 0,00167 2,05959

8 Arandano pH 4.5 0,0756
0,0775
0,0754

0,0762 0,00116 1,52169

Secuencia lectura cancelada

Leyenda Marcas Resultados

U = Sin calibrar O = Fuera de rango
N = No usado en calibracion R = Lectura repetida

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis
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UNIVERSIDAD CATOLICA DE SANTA MARIA
Catedra CONCYEC en Quimica Ambiental

Informe Analisis Concentracion

Hora Informe 15/02/2018 9:37:37

Método D:\Alex y Diana\510 nm.MCN

Nombre de Lote D:\Alex y Diana\Analisis Dia 3 a 510nm.BCN
Aplicacion Conc 5.0.0.999

Operador

Condiciones del Instrumento

Instrumento Cary 60
N° Version Intrumento. 2,00
Long.de onda (nm) 510,0
Modo Ordenadas Abs

T Prom (seg) 0,1000
Replicados 3
Media Patrén/Muestra Apag.
Correcciones de peso y volumen Apag.
Tipo Ajuste Lineal
Min R2 0,95000
Unidades Concentracion g/L

Informe Cero

Leer Abs (510,0 nm)
Cero -0,0191
Analisis

Tiempo Coleccién 15/02/2018 9:37:39

Muestra Conc g/L F Media DE %DSR Lecturas

1 Fresa pH1 U 0,2813
U 0,2791
U 0,2803
U 0,2802 0,00110 0,39307

2 FresapH 1 U 0,2925
U 0,2924
U 0,2927
U 0,2925 0,00015 0,05221

3 Fresa pH 4.5 U 0,0872
U 0,0864
U 0,0866
U 0,0867 0,00042 0,48002

4 Fresa pH 4.5 U 0,0819
U 0,0840
U 0,0859
U 0,0839 0,00200 2,38384

5 Arandano pH 1 U 1,7986
U 1,7983
U 1,7980

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis
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U
U
U
U
U
U
U
U
U
U
U
U
U

1,7983 0,00030 0,01668
1,7319
1,7345
1,7384

6 Arandano pH 1

1,7349 0,00327 0,18857

7 Arandano pH 4.5 0,3523
0,3510
0,3540

0,3527 0,00115 0,32698

8 Arandano pH 4.5 0,3201
0,3189
0,3140

0,3177 0,00323 1,01729

Secuencia lectura cancelada

Leyenda Marcas Resultados

U = Sin calibrar O = Fuera de rango
N = No usado en calibracion R = Lectura repetida

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




REPOSITORIO DE UNIVERSIDAD

CATOLICA
TESIS UCSM DE SANTA MARIA

UNIVERSIDAD CATOLICA DE SANTA MARIA
Catedra CONCYEC en Quimica Ambiental

Informe Analisis Concentracion

Hora Informe 15/02/2018 9:46:11

Método D:\Alex y Diana\700 nm.MCN

Nombre de Lote D:\Alex y Diana\Analisis Dia 3 700nm.BCN
Aplicacion Conc 5.0.0.999

Operador

Condiciones del Instrumento

Instrumento Cary 60
N° Version Intrumento. 2,00
Long.de onda (nm) 700,0
Modo Ordenadas Abs

T Prom (seg) 0,1000
Replicados 3
Media Patrén/Muestra Apag.
Correcciones de peso y volumen Apag.
Tipo Ajuste Lineal
Min R2 0,95000
Unidades Concentracion g/L

Informe Cero

Leer Abs (700,0 nm)
Cero -0,0225
Analisis

Tiempo Coleccién 15/02/2018 9:46:13

Muestra Conc g/L F Media DE %DSR Lecturas

1FresapH1 U 0,0226
U 0,0221
U 0,0221
U 0,0223 0,00029 1,29645

2 FresapH 1 U 0,0254
U 0,0249
U 0,0255
U 0,0253 0,00032 1,27225

3 Fresa pH 4.5 U 0,0360
U 0,0361
U 0,0363
U 0,0361 0,00015 0,42275

4 Fresa pH 4.5 U 0,0372
U 0,0387
U 0,0418
U 0,0392 0,00235 5,97940

5 Arandano pH 1 U 0,0406
U 0,0416
U 0,0431

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis
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U
U
U
U
U
U
U
U
U
U
U
U
U

0,0418 0,00126 3,01270

6 Arandano pH 1 0,0454
0,0436
0,0449

0,0446 0,00093 2,08176

7 Arandano pH 4.5 0,0821
0,0811
0,0803

0,0812 0,00090 1,11111

8 Arandano pH 4.5 0,0800
0,0793
0,0753

0,0782 0,00254 3,24264

Secuencia lectura cancelada

Leyenda Marcas Resultados

U = Sin calibrar O = Fuera de rango
N = No usado en calibracion R = Lectura repetida

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPOSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM — DE SANTA MARIA

9. RESULTADOS DE ABOSRVANCIAS FOLIN CIOCALTEU

UNIVERSIDAD CATOLICA DE SANTA MARIA
Céatedra CONCYEC en Quimica Ambiental

Informe Analisis Concentracion

Hora Informe 19/02/2018 11:30:20

Método D:\Alex y Diana\folin.MCN
Nombre de Lote D:\Alex y Diana\Fenoles 1.BCN
Aplicacion Conc 5.0.0.999

Operador A. ldme - D.Rodriguez

Condiciones del Instrumento

Instrumento Cary 60
N° Version Intrumento. 2,00
Long.de onda (nm) 765,0
Modo Ordenadas Abs

T Prom (seg) 0,1000
Replicados 3
Media Patrén/Muestra Apag.
Correcciones de peso y volumen Apag.
Tipo Ajuste Lineal
Min R2 0,95000
Unidades Concentracion mg/L

Informe Cero

Leer Abs (765,0 nm)
Cero 0,0826
Calibracion
Tiempo Coleccién 19/02/2018 11:31:12
Estandar Conc mg/L F Media DE %DSR Lecturas
Patronl 0,1518
0,1521
0,1521
10,0 0,1520 0,00017 0,11395
Patrén2 0,3210
0,3213
0,3218
20,0 0,3214 0,00040 0,12576
Patr6n3 0,4429
0,4430
0,4430
30,0 0,4430 0,00006 0,01303
Patrén4 0,5821
0,5829
0,5827
40,0 0,5824 0,00030 0,05151
Patrén5 0,8599
0,8602
0,8604

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis
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60,0 1,8602 0,00025 0,02926
Ecuacién Calib. Abs =0,01462*Conc 0,02512
Coef. Correlacion 0,99841

Hora Calibracién 19/02/2018 11:34:55

Andlisis
Tiempo Coleccion 19/02/2018 11:35:12
Muestra Conc mg/L F Media DE %DSR Lecturas
Fresal 0,7933
0,7915
0,7910
0,7919 0,00121 0,15275
Fresa2 0,7911
0,7848
0,7928
0,7896 0,00421 0,53380
Arandanol 0,2897
0,2915
0,2885
0,2899 0,00151 0,52086
Arandano2 0,2857
0,2876
0,2874

0,2869 0,00104 0,36390

Leyenda Marcas Resultados

U = Sin calibrar O = Fuera de rango
N = No usado en calibracion R = Lectura repetida

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis
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Cétedra CONCYEC en Quimica Ambiental

Informe Analisis Concentracion

Hora Informe
Método

Nombre de Lote
Aplicacion
Operador

20/02/2018 10:20:45

D:\Alex y Diana\folin.MCN
D:\Alex y Diana\Fenoles 2.BCN
Conc 5.0.0.999

A. ldme - D.Rodriguez

Condiciones del Instrumento

Instrumento

N° Version Intrumento.
Long.de onda (nm)
Modo Ordenadas

T Prom (seg)
Replicados

Media Patron/Muestra
Correcciones de peso y volumen
Tipo Ajuste

Min R2

Unidades Concentracion

Informe Cero

Leer Abs (765,0 nm)
Cero 0,0750
Calibracion

Tiempo Coleccién 20/02/2018 10:20:42

Estandar Conc mg/L F
Patrénl

10,0
Patrén2

20,0
Patrén3

30,0
Patrén4

40,0
Patrén5

60,0

Cary 60
2,00
765,0
Abs
0,1000
3
Apag.
Apag.
Lineal
0,95000
mg/L
Media DE %DSR Lecturas
0,1496
0,1499
0,1500
0,1498 0,00021 0,13893
0,3143
0,3145
0,3146
0,3145 0,00015 0,04858
0,4326
0,4326
0,4327
0,4326 0,00006 0,01335
0,5710
0,5713
0,5713
0,5712 0,00017 0,03032
1,8572
1,8574
1,8576

0,8574 0,00020 0,02333

UNIVERSIDAD

CATOLICA .
DE SANTA MARIA

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis
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Ecuacién Calib. Abs =0,01392*Conc -0,01882
Coef. Correlacion 0,99861
Hora Calibracién 20/02/2018 10:28:45

Andlisis

Tiempo Coleccion 20/02/2018 10:29:01

Muestra Conc mg/L F Media DE %DSR Lecturas

Fresa U 0,4669
u 0,4673
u 0,4648
u 0,4663 0,00134 0,28797

Arandano U 0,6845
U 0,6821
u 0,6767
u 0,6811 0,00400 0,58655

Leyenda Marcas Resultados

U = Sin calibrar O = Fuera de rango
N = No usado en calibracion R = Lectura repetida

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis
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Catedra CONCYEC en Quimica Ambiental

Informe Analisis Concentracion

Hora Informe
Método

Nombre de Lote
Aplicacion
Operador

21/02/2018 10:12:06

D:\Alex y Diana\folin.MCN
D:\Alex y Diana\Fenoles 3.BCN
Conc 5.0.0.999

A. ldme - D.Rodriguez

Condiciones del Instrumento

Instrumento

N° Version Intrumento.
Long.de onda (nm)
Modo Ordenadas

T Prom (seg)
Replicados

Media Patron/Muestra
Correcciones de peso y volumen
Tipo Ajuste

Min R2

Unidades Concentracion

Informe Cero

Leer Abs (765,0 nm)
Cero 0,0791
Calibracion

Tiempo Coleccién 21/02/2018 10:14:00

Estandar Conc mg/L F
Patrénl

10,0
Patrén2

20,0
Patrén3

30,0
Patrén4

40,0
Patrén5

60,0

Cary 60
2,00
765,0
Abs
0,1000
3
Apag.
Apag.
Lineal
0,95000
mg/L
Media DE %DSR Lecturas
0,1451
0,1455
0,1456
0,1454 0,00026 0,18196
0,3127
0,3130
0,3132
0,3130 0,00025 0,08041
0,4155
0,4155
0,4157
0,4156 0,00012 0,02779
0,5490
0,5492
0,5492
0,5491 0,00012 0,02103
0,8406
0,8409
0,8409

0,8408 0,00017 0,02060

UNIVERSIDAD

CATOLICA .
DE SANTA MARIA

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis
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Ecuacion Calib. Abs =0,01362*Conc 0,01712
Coef. Correlacion 0,99663
Hora Calibracion 21/02/2018 10:21:36

Andlisis

Tiempo Coleccion 21/02/2018 10:21:54

Muestra Conc mg/L F Media DE %DSR Lecturas

Fresa U 0,4669
u 0,4673
u 0,4648
u 0,4663 0,00134 0,28797

Arandano U 0,6845
U 0,6821
u 0,6767
u 0,6811 0,00400 0,58655

Leyenda Marcas Resultados

U = Sin calibrar O = Fuera de rango
N = No usado en calibracion R = Lectura repetida

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis
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UNIVERSIDAD CATOLICA DE SANTA MARIA

Céatedra CONCYEC en Quimica Ambiental

Informe Analisis Concentracion

Hora Informe

28/02/2018 14:49:50

Método D:\Alex y Diana\cuprac.MCN
Nombre de Lote D:\Alex y Diana\Cuprac oficial 1.BCN
Aplicacion Conc 5.0.0.999

Operador A. ldme - D: Rodriguez

Condiciones del Instrumento

Instrumento Cary 60
N° Version Intrumento. 2,00
Long.de onda (nm) 450,0
Modo Ordenadas Abs
T Prom (seg) 0,1000
Replicados 3
Media Patrén/Muestra Apag.
Correcciones de peso y volumen Apag.
Tipo Ajuste Lineal
Min R2 0,95000
Unidades Concentracion mmol/L
Informe Cero
Leer Abs (450,0 nm)
Cero 0,0902
Calibracion
Tiempo Coleccién 28/02/2018 14:50:15
Estandar Conc mmol/L  F Media DE %DSR Lecturas
Patronl 0,1373
0,1372
0,1372
0,01 0,1372 0,00006 0,04207
Patrén2 0,3162
0,3162
0,3165
0,02 0,3163 0,00017 0,05476
Patr6n3 0,7235
0,7237
0,7239
0,04 0,7237 0,00020 0,02763
Patrén4 1,0846
1,0848
1,0851
0,06 1,0848 0,00025 0,02320
Patrén5 1,5296

UNIVERSIDAD
CATOLICA .
DE SANTA MARIA

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis
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1,5295
1,5309
0,08 1,5300 0,00078 0,05104
Ecuacion Calib. Abs =19,77730*Conc -0,07223
Coef. Correlacion 0,99884
Hora Calibracién 28/02/2018 14:52:55
Analisis
Tiempo Coleccién 28/02/2018 14:52:55
Muestra Conc mmol/L  F Media DE %DSR Lecturas
Fresal 0,8917
0,8919
0,8921
0,8919 0,00020 0,02242
Fresa2 0,8893
0,8897
0,8898
0,8896 0,00026 0,02974
Arandanol 0,2897
0,2915
0,2885
0,2899 0,00151 0,52086
Arandano2 0,2857
0,2876
0,2874

0,2869 0,00104 0,36390

Leyenda Marcas Resultados

U = Sin calibrar O = Fuera de rango
N = No usado en calibracién R = Lectura repetida

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




REPOSITORIO DE
TESIS UCSM

UNIVERSIDAD CATOLICA DE SANTA MARIA

Catedra CONCYEC en Quimica Ambiental

Informe Analisis Concentracion

Hora Informe

01/03/2018 10:42:49

Método D:\Alex y Diana\CUPRAC.MCN
Nombre de Lote D:\Alex y Diana\Cuprac oficial 2.BCN
Aplicacion Conc 5.0.0.999

Operador A. ldme - D. Rodriguez

Condiciones del Instrumento

Instrumento Cary 60
N° Version Intrumento. 2,00
Long.de onda (nm) 450,0
Modo Ordenadas Abs
T Prom (seg) 0,1000
Replicados 3
Media Patrén/Muestra Apag.
Correcciones de peso y volumen Apag.
Tipo Ajuste Lineal
Min R2 0,95000
Unidades Concentracion mmol/L
Informe Cero
Leer Abs (450,0 nm)
Cero 0,1080
Calibracién
Tiempo Coleccién 01/03/2018 10:43:17
Estandar Conc mmol/L  F Media DE %DSR Lecturas
Patronl 0,1355
0,1319
0,1327
0,01 0,1334 0,00189 1,41739
Patrén2 0,3315
0,3299
0,3288
0,02 0,3301 0,00136 0,41134
Patrén3 0,6814
0,6907
0,6637
0,04 0,6786 0,01372 2,02123
Patrén4 1,0133
1,0126
1,0102
0,06 1,0120 0,00163 0,16065
Patrén5 1,4547
1,4571
1,4540
0,08 1,4553 0,00163 0,11172

UNIVERSIDAD

CATOLICA .
DE SANTA MARIA

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos
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Ecuacién Calib. Abs =18,14134*Conc -0,04394
Coef. Correlacion 0,99233
Hora Calibracién 01/03/2018 10:46:09

Analisis
Tiempo Coleccion 01/03/2018 10:46:09
Muestra Conc mmol/L  F Media DE %DSR Lecturas
Fresa 1 0,9032
0,9015
0,8956
0,9001 0,00399 0,44314
Fresa 2 0,8872
0,8856
0,8849
0,8859 0,00118 0,13308
Arandano 1 0,2839
0,2837
0,2847
0,2841 0,00053 0,18626
Arandano 2 0,2859
0,2865
0,2919

0,2881 0,00330 1,14702

Leyenda Marcas Resultados

U = Sin calibrar O = Fuera de rango
N = No usado en calibracién R = Lectura repetida

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis
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Catedra CONCYEC en Quimica Ambiental

Informe Analisis Concentracion

Hora Informe
Método

Nombre de Lote
Aplicacion
Operador

02/03/2018 10:43:54

D:\Alex y Diana\CUPRAC.MCN
D:\Alex y Diana\Cuprac oficial 3.BCN
Conc 5.0.0.999

A. ldme - D. Rodriguez

Condiciones del Instrumento

Instrumento

N° Version Intrumento.
Long.de onda (nm)
Modo Ordenadas

T Prom (seg)
Replicados

Media Patron/Muestra
Correcciones de peso y volumen
Tipo Ajuste

Min R2

Unidades Concentracion

Informe Cero

Leer Abs (450,0 nm)
Cero 0,0986
Calibracion

Tiempo Coleccién 02/03/2018 10:33:23

Estandar Conc mmol/L F
Patrénl

0,01
Patrén2

0,02
Patrén3

0,04
Patrén4

0,06
Patrén5

0,08

Cary 60
2,00
450,0
Abs
0,1000
3
Apag.
Apag.
Lineal
0,95000
mmol/L
Media DE %DSR Lecturas
0,1354
0,1356
0,1358
0,1356 0,00020 0,14749
0,3283
0,3284
0,3283
0,3283 0,00005 0,01758
0,7023
0,7019
0,7021
0,7021 0,00020 0,02845
1,0638
1,0653
1.0646
1,0645 0,00075 0,07050
1,4872
1,4860
1,4858

1,4863 0,00075 0,05094

UNIVERSIDAD

CATOLICA .
DE SANTA MARIA

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos
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Ecuacién Calib. Abs =19,10801*Conc -0,05913
Coef. Correlacion 0,99922
Hora Calibracién 02/03/2018 10:36:09

Analisis
Tiempo Coleccion 02/03/2018 10:36:15
Muestra Conc mmol/L  F Media DE %DSR Lecturas
Fresa 1 0,8735
0,8737
0,8736
0,8736 0,00009 0,01145
Fresa 2 0,8944
0,8946
0,8948
0,8946 0,00020 0,02235
Arandano 1 0,2864
0,2862
0,2861
0,2862 0,00015 0,05336
Arandano 2 0,2856
0,2854
0,2858

0,2856 0,00020 0,07003

Leyenda Marcas Resultados

U = Sin calibrar O = Fuera de rango
N = No usado en calibracién R = Lectura repetida

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis
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11. TABLA DE PESOS DE LOS GRUPOS DURANTE EL ESTUDIO

o PESO (g)
CIRUPDE | INFHIES =i T s 30 15 60
1 | 228.00 | 231.00 | 238.00 | 236.00 | 237.00
2 | 215.00 | 217.00 | 226.00 | 224.00 | 226.00
Grupol | 3 | 216.00 | 218.00 | 228.00 | 230.00 | 229.00
4 | 227.00 | 230.00 | 236.00 | 234.00 | 232.00
5 | 222.00 | 226.00 | 234.00 | 235.00 | 234.00
6 | 225.00 | 227.00 | 235.00 | 234.00 | 232.00
7 | 224.00 | 227.00 | 233.00 | 232.00 | 231.00
Grupo2 | 8 | 232.00 | 235.00 | 240.00 | 240.00 | 241.00
9 | 222.00 | 224.00 | 232.00 | 230.00 | 229.00
10 | 216,00 | 219.00 | 228.00 | 225.00 | 224.00
11 | 225.00 | 228.00 | 236.00 | 234.00 | 232.00
12 | 223.00 | 225.00 | 235.00 | 233.00 | 231.00
Grupo3 | 13 | 221.00 | 222.00 | 232.00 | 230.00 | 229.00
14 | 226.00 | 227.00 | 231.00 | 229.00 | 228.00
15 | 218.00 | 222.00 | 232.00 | 227.00 | 226.00
16 | 231.00 | 234.00 | 241.00 | 238.00 | 238.00
17 | 224.00 | 226,00 | 232.00 | 233.00 | 232.00
Grupo4 | 18 | 221.00 | 224.00 | 233.00 | 232.00 | 231.00
10 | 224.00 | 225.00 | 234.00 | 237.00 | 236.00
20 | 219.00 | 221.00 | 229.00 | 230.00 | 229.00
21 | 224.00 | 226,00 | 234.00 | 233.00 | 232.00
22 | 218.00 | 222.00 | 224.00 | 223.00 | 220.00
Grupo5 | 23 | 223.00 | 226.00 | 235.00 | 233.00 | 230.00
24 | 231.00 | 233.00 | 234.00 | 232.00 | 230.00
25 | 240,00 | 242.00 | 247.00 | 246.00 | 242.00
26 | 220.00 | 221.00 | 231.00 | 230.00 | 226.00
27 | 231.00 | 232.00 | 242.00 | 241.00 | 239.00
Grupo6 | 28 | 221.00 | 224.00 | 232.00 | 231.00 | 230.00
20 | 234.00 | 236.00 | 245.00 | 244.00 | 241.00
30 | 220.00 | 222.00 | 236.00 | 232.00 | 231.00
31 | 234.00 | 236.00 | 243.00 | 243.00 | 240.00
32 | 230.00 | 232.00 | 241.00 | 244.00 | 243.00
Grupo7 | 33 | 226.00 | 228.00 | 237.00 | 236.00 | 235.00
34| 219.00 | 223.00 | 233.00 | 231.00 | 231.00
35 | 223.00 | 224.00 | 234.00 | 233.00 | 230.00
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12. TABLA DE COLESTEROL TOTAL DE LOS GRUPOS DURANTE EL

ESTUDIO
SR || N COLESTEROL TOTAL (mg/dL)
Basal 15 30 45 60
1 72.00 | 95.00 | 114.00 | 116.00 | 115.00
2 68.00 | 93.00 | 115.00 | 114.00 | 112.00
Grupo 1 3 65.00 | 89.00 | 112.00 | 115.00 | 114.00
4 73.00 | 98.00 | 120.00 | 118.00 | 116.00
5 69.00 | 92.00 | 117.00 | 119.00 | 118.00
6 76.00 | 106.00 | 121.00 | 104.00 | 63.00
7 65.00 | 98.00 | 113.00 | 97.00 | 59.00
Grupo 2 8 68.00 | 95.00 | 115.00 | 101.00 | 64.00
9 72.00 | 101.00 | 118.00 | 99.00 | 62.00
10 59.00 | 91.00 | 109.00 | 92.00 | 57.00
11 67.00 | 88.00 | 112.00 | 95.00 | 57.00
12 70.00 | 95.00 | 119.00 | 101.00 | 63.00
Grupo 3 13 79.00 | 106.00 | 127.00 | 107.00 | 65.00
14 74.00 | 102.00 | 123.00 | 104.00 | 61.00
15 69.00 | 94.00 | 120.00 | 97.00 | 58.00
16 76.00 | 101.00 | 119.00 | 101.00 | 61.00
17 70.00 | 91.00 | 110.00 | 95.00 | 53.00
Grupo 4 18 73.00 | 95.00 | 116.00 | 96.00 | 55.00
19 66.00 | 96.00 | 113.00 | 99.00 | 57.00
20 69.00 | 93.00 | 114.00 | 91.00 | 54.00
21 75.00 | 105.00 | 124.00 | 106.00 | 52.00
22 69.00 | 99.00 | 117.00 | 99.00 | 50.00
Grupo 5 23 65.00 | 95.00 | 114.00 | 97.00 | 56.00
24 72.00 | 102.00 | 121.00 | 104.00 | 54.00
25 79.00 | 109.00 | 129.00 | 108.00 | 56.00
26 69.00 | 90.00 | 115.00 | 91.00 | 52.00
27 74.00 | 98.00 | 121.00 | 96.00 | 50.00
Grupo 6 28 72.00 | 95.00 | 117.00 | 95.00 | 47.00
29 77.00 | 102.00 | 124.00 | 99.00 | 48.00
30 73.00 | 97.00 | 118.00 | 93.00 | 45.00
31 78.00 | 106.00 | 125.00 | 96.00 | 50.00
32 75.00 | 107.00 | 128.00 | 93.00 | 46.00
Grupo 7 33 75.00 | 102.00 | 123.00 | 95.00 | 48.00
34 68.00 | 100.00 | 116.00 | 88.00 | 43.00
35 72.00 | 104.00 | 121.00 | 90.00 | 45.00
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13. TABLA DE TRIGLICERIDOS DE LOS GRUPOS DURANTE EL ESTUDIO

S | N TRIGLICERIDOS (mg/dL)
Basal | 15 30 45 60
1 36.00 | 52.00 | 69.00 | 68.00 | 68.00
2 43.00 | 59.00 | 73.00 | 71.00 | 69.00
Grupo 1 3 38.00 | 53.00 | 70.00 | 72.00 | 74.00
4 41.00 | 57.00 | 72.00 | 75.00 | 73.00
5 37.00 | 54.00 | 68.00 | 67.00 | 67.00
6 33.00 | 49.00 | 59.00 | 56.00 | 45.00
7 35.00 | 54.00 | 71.00 | 63.00 | 50.00
Grupo 2 8 40.00 | 56.00 | 73.00 | 67.00 | 59.00
9 33.00 | 48.00 | 68.00 | 60.00 | 54.00
10 39.00 | 54.00 | 64.00 | 58.00 | 48.00
11 39.00 | 59.00 | 74.00 | 63.00 | 53.00
12 32.00 | 52.00 | 69.00 | 52.00 | 41.00
Grupo 3 13 35.00 | 55.00 | 68.00 | 60.00 | 46.00
14 34.00 | 51.00 | 71.00 | 59.00 | 48.00
15 36.00 | 50.00 | 65.00 | 55.00 | 50.00
16 38.00 | 57.00 | 74.00 | 68.00 | 48.00
17 36.00 | 49.00 | 65.00 | 60.00 | 40.00
Grupo 4 18 30.00 | 50.00 | 68.00 | 54.00 | 36.00
19 42.00 | 53.00 | 70.00 | 63.00 | 48.00
20 34.00 | 48.00 | 66.00 | 55.00 | 35.00
21 37.00 | 52.00 | 74.00 | 57.00 | 42.00
22 32.00 | 48.00 | 65.00 | 53.00 | 38.00
Grupo 5 23 30.00 | 45.00 | 63.00 | 52.00 | 37.00
24 35.00 | 50.00 | 71.00 | 50.00 | 34.00
25 41.00 | 56.00 | 77.00 | 59.00 | 43.00
26 38.00 | 55.00 | 72.00 | 58.00 | 38.00
27 31.00 | 51.00 | 71.00 | 55.00 | 36.00
Grupo 6 28 37.00 | 54.00 | 68.00 | 56.00 | 37.00
29 38.00 | 55.00 | 71.00 | 58.00 | 33.00
30 34.00 | 53.00 | 73.00 | 60.00 | 30.00
31 41.00 | 55.00 | 71.00 | 54.00 | 35.00
32 43.00 | 59.00 | 73.00 | 52.00 | 37.00
Grupo 7 33 34.00 | 52.00 | 68.00 | 49.00 | 34.00
34 44.00 | 60.00 | 76.00 | 58.00 | 44.00
35 36.00 | 53.00 | 69.00 | 54.00 | 36.00
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