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RESUMEN

La siguiente investigacion se buscé como propdsito comparar y determinar la
capacidad antioxidante de los frutos Prunus serotina (Capuli) y Physalis peruviana
(Aguaymanto) y a la vez su contenido polifenolicos y cantidad de hierro presente en

su composicion.

Para el trabajo se utilizaron los siguientes frutos que se producen y cultivan en el
distrito de Velille, provinciade Chumbivilcas, departamento de la ciudad del Cusco y
distrito de Majes, provincia de Arequipa y departamento de la ciudad de Arequipa,
cada especie de fruto se analizé de forma morfolégica, segun la variedad del Prunus
serotina (Capuli) y Physalis peruviana (Aguaymanto) en el herbario de la Universidad
Nacional de San Agustin y asi poder confirmar su especie, los cuales fueron
recolectados procesados y seguidamente liofilizados en la Universidad catolica de
Santa Maria para su respectiva conservacion, para luego poderdeterminar y comparar

sus respectivas propiedades estudiadas.

El presente trabajo busca desarrollar alternativas alimentarias para poder disminuir la
desnutricion y ciertas patologias causadas por radicales libres, con alimentos
desarrollados en la industria alimentaria con contenido de hierro, antioxidantes y
Vitaminas para favorecer su maxima absorcion. El trabajo realizado tuvo como
objetivo principal determinar los fenoles totales, capacidad antioxidante y la
concentracion dehierro en frutos de Capuli y Aguaymanto, para lo cual, se procedio a
cuantificar los polifenoles totales por el método de Folin-Ciucalteu dando como
resultado los siguientes valores de 98.3 + 0.12 mg AG/L, 75.0 £ 0.20 mg AG/L y 26.5
+ 0.12 mg AG/L equivalentes de &cido gélico para Capuli con pepa, sin pepa y

Aguaymanto respectivamente.

Por otro lado, se determing la capacidad antioxidante por el método de Cupracy DPPH

en ambos frutos, dando como resultado 1.79 + 0.14 mg Trolox /L, 1.70 £ 0.13 mg

Trolox /L'y 1.69 + 0.12 mg Trolox/L para Capuli con pepa, sin pepa y Aguaymanto

respectivamente por método de Cuprac, en cambio se obtuvieron capacidades

antioxidantes de 89.20 + 1.21 mg DPPH/L, 97.24 = 1.15 mg DPPH /L y 78.83

+ 1.57 mg DPPH /L para Capuli con pepa, sin pepa y Aguaymanto respectivamente
1V
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porel método de DPPH.

Finalmente se determind la concentracion de hierro por Plasma de Acoplamiento
Inductivo (ICP-OES) dando como resultado concentraciones de hierro de 15.12, 4.25
y 15.67 mg/Kg para Capuli con pepa, sin pepa y Aguaymanto, respectivamente. En
sintesis, el Capuli con y sin pepa, asi como el Aguaymanto, serian una alternativa para
reforzar la alimentacién de la poblacion vulnerable a padecer anemia ya que presentan
alto contenido de hierro, ademas del poder reductor al poseer metabolitos que le

brindan dicha capacidad antioxidante.

Palabras Clave. Anemia, hierro, capacidad antioxidante, Trolox, DPPH, acido gélico.
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ABSTRACT

The following investigation sought to compare and determine the antioxidant capacity
of the fruits Prunus serotina (Capuli) and Physalis peruviana (Aguaymanto) and at the
same time their polyphenolic content and amount of iron present in their composition.

For the work, fruits that are produced in the district of Velille, province of
Chumbivilcas, department of Cusco and district of Majes, province of Arequipa and
department of Arequipa were used, each species of fruit was analyzed
morphologically, according to the variety of Prunus serotina (Capuli) and Physalis
peruviana (Aguaymanto) in the herbarium of the National University of San Agustin
and thus be able to confirm their species, which were collected, processed and then
lyophilized in the Catholic University of Santa Maria for their respective conservation,

to later be able to determine and compare their respective studied properties.

The present work seeks to develop food alternatives to be able to reduce malnutrition
and certain pathologies caused by free radicals, with foods developed in the food
industry with iron, antioxidants and vitamins content to promote their maximum
absorption. The main objective of the work was to determine the total phenols,
antioxidant capacity and the iron concentration in Capuli and Aguaymanto fruits, for
which, the total polyphenols were quantified by the Folin-Ciucalteu method, resulting
in different capacity concentrations. antioxidant of 98.3 + 0.12 mg AG/L, 75.0 = 0.20
mg AG/L y 26.5 = 0.12 mg AG/L equivalents of gallic acid for Capuli with seed,

without seed andAguaymanto respectively.

On the other hand, the antioxidant capacity was determined by the Cuprac and DPPH
method in both fruits, resulting in 1.79 £ 0.14 mg Trolox/L, 1.70 £ 0.13 mg Trolox/L
and 1.69 + 0.12 mg Trolox/L for Capuli with pepa, without pepa and Aguaymanto
respectively by Cuprac method, instead antioxidant capacities of 89.20 + 1.21 mg
DPPH/L, 97.24 + 1.15 mg DPPH /L y 78.83 + 1.57 mg DPPH /L were obtained
DPPH/L for Capuli with pepa, without pepa and Aguaymanto respectively by the
DPPH method.
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Finally, the iron concentration was determined by Inductive Coupling Plasma (ICP-
OES) resulting in the iron concentration of 15.12, 4.25 and 15.67 mg/Kg for Capuli
with pepa, without pepa and Aguaymanto respectively. In summary, Capuli with and
without pepa, as well as Aguaymanto affected an alternative to modify the diet of the
vulnerable population to suffer from anemia since they have high iron content, in
addition to the reducing power by having metabolites that provide such antioxidant

capacity.

Keywords. Anemia, iron, antioxidant capacity, Trolox, DPPH, gallic acid.
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RBC.: morfologia alterada de los glébulos rojos

RNS.: especies reactivas de nitrogeno

ROS. :especies reactivas de oxigeno

rpm. :Revoluciones Por Minuto

Trolox. :(6-hidroxi-2-5-7-8-tetrametilcromo-2-4cido carboxilico)
UNICEF:. Fondo de las Naciones Unidas para la Infancia
USP:. Farmacopea de Estados Unidos

UV. :radiacion ultravioleta
H20.:Agua
CuCl2.:Cloruro de Cobre

Xiv
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INTRODUCCION
La alta taza de problemas nutricionales como la anemiay las enfermedades producidas
por ciertos radicales libres son un problema de salud publica del estado Peruano,esto
afecta particularmente a la poblacion infantil en su temprano desarrollo y crecimiento,
a la vez puede traer complicaciones en el segundo trimestre de gestacion de la mujer
y también en la poblacion de tercera edad; Estos problemas de salud son enfermedades
muy presentes en dichos periodos del desarrollo fisiolégico humano, por lo cual son
unas de las causas patologicas mas comunes del sistema hematopoyético del ser
humano. La preminencia de la enfermedad aumenta progresivamente con la edad;
Siendo aproximadamente el 12% de la poblacion afectada, acrecentando en personas
mayores de 65 afios; y en las personas mayores de 85 afios, este porcentaje llega
incluso a duplicarse, promovida por cambios involuntarios en su organismo,
problemas fisiologicos relacionados con el proceso de envejecimiento celular,

desarrollo vital, presencia de numerosas patologias y consecuencias a futuro (1,2).

Los tratamientos actuales proponen que todos los pacientes en general participen en
su seguimiento propio de su cuidado, ayudando a su médico a identificar una dosis de
tratamiento diario; tolerable de hierro y antioxidantes necesarios para el organismo,
siendo una formulacion que vaya acuerdo a sus requerimientos y horarios de
alimentacién personal. Se recomiendan ciclos de dosificacion para el reemplazo de
hierro y otros componentes antioxidantes en funcion de la dosis diaria tolerada de cada
individuo segun sus examenes médicos realizados. Cada ciclo regular consta
aproximadamentede 500mg de hierro heminico o hemo proveniente de la ingesta de
origen animal o deingesta de hierro no heminico de origen vegetal el cual tiene que
ser en mayor porcentaje en su consumo oral, ingerido durante al menos 1 0 16.6 mg,
dosisrecomendada en un adulto promedio de su ingesta diaria con un seguimiento
reguladoy adecuado. Este enfoque deberia ayudar a los médicos y sus pacientes con
la implementacion de nuevas estrategias de tratamiento individualizadas para
pacientes con anemia por deficiencia o bajo consumo de hierro y otros componentes,
pudiendo mejorar su déficiten el cuerpo humano (3)., ademas que el hierro es un
elemento principal y esencial para el desarrollo vital de casi todos los organismos
Vivos, ya que participa en una amplia variedad de procesos metabolicos, enzimaticos,
incluidos el transporte de oxigeno, lasintesis de acido desoxirribonucleico (ADN) y el
transporte de electrones (4).
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Al igual que los antioxidantes naturales desempefian un rol importante en la
prevencion y proteccion de las células del organismo, los cuales pueden encontrarse
ampliamente en diversos alimentos y plantas medicinales existentes en la region. Estos
antioxidantes naturales, especialmente los polifenoles y los carotenoides, exhiben una
amplia gama de efectos bioldgicos positivos, que incluyen diversas propiedades como:
antiinflamatorios, antienvejecimiento, antioxidantes, anti aterosclerosis Yy

anticancerigenos (5).

Razoén por la cual, estudiar estos ciertos frutos o plantas, que busquen aportar con
cantidades importantes de hierro y antioxidantes, en la dieta, es de crucial importancia
ya que podria representar una alternativa en el tratamiento de la anemia y patologias
por carencia de hierro, por ello, en la presente investigacion se tuvo como objetivo
principal la cuantificacion de lo fenoles totales, capacidad antioxidante y contenido de

hierro total en los frutos de Capuli y Aguaymanto
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OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL
Determinar la capacidad antioxidante, polifenoles y el hierro total en frutos de Prunus

serotina (Capuli) y Physalis peruviana (Aguaymanto)

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Determinar y comparar el contenido de compuestos de polifendlicos totales en
frutos de Prunus serotina “Capuli” y Physalis peruviana “Aguaymanto”
Determinar y comparar la capacidad antioxidante de los frutos de Prunus serotina
“Capuli” y Physalis peruviana “Aguaymanto” por método de Cuprac

Determinar y comparar la capacidad antioxidante de los frutos de Prunus serotina
“Capuli” y Physalis peruviana “Aguaymanto” por método de DPPH

Determinar el contenido de hierro total en los frutos de Prunus serotina “Capuli”
y Physalis peruviana “Aguaymanto” por ICP-OES
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HIPOTESIS

Dado que los frutos del genero Prunus serotina “Capuli” y Physalis peruviana
“Aguaymanto”, presenten ciertas propiedades como antioxidantes y anti
anémicas, es posible determinar sus compuestos fendlicos, capacidad
antioxidante, contenido de hierro y comparar si existe diferencia significativa

entre ambos frutos.
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1. PRUNUS SEROTINA (CAPULI)
1.1 Descripcion
La cereza negra (Prunus serotina), también conocida como cereza negra salvaje,
cereza de ron, cereza negra de montafia o capuli llamado originariamente en las
regiones alto andinas del Perd, es un fruto nativo de diferentes paises americanos,
suelen ser de diferentes tamafios, colores, sabores; varian segin su localizacion
geogréafica, en paises americanos del norte tiene un valor comercial cotizado en los
mercados de todo el este de los Estados Unidos (6). Este fruto es conocido en
diferentes bosques de dichas regiones. En el Peru se encuentran en las regiones alto
andinas, con un nimero pequefio sectores, que se dedican a su comercializacion, la
calidad tiende a variar segun la zona geografica que se encuentran, crecen en lugares
dispersos a lo largo de toda la cordillera de los andes, las montafias, valles, Apalaches
del sur; ubicadas en las regiones de Cajamarca , Cusco , Huancayo, Ayacucho, entre
otros lugares con un ambiente propicio para su crecimiento. Los grandes arboles son
de alta calidad adecuados para la construccion de muebles, cobertizos o como material
para encender sus cocinas a base de madera o algun uso comun para sus actividades
diarias de los pobladores de dichas regiones andinas (6). En algunos lugares del Perd,
el cerezo negro o capuli es a menudo un arbol pequefio, mal formado, de valor
comercial relativamente bajo, en los mercados alto andinos de la sierra peruana, pero
es muy importante para la vida silvestre de su ecosistema ser un fruto con propiedades
carnosas Yy dulces para las especies animales como las aves y roedores presentes en su

zona (7).

Su consumo en el Peru se remonta a la era preincaica, la cual estaba incluida en su dieta
alimenticia, cosechada por los habitantes de ese tiempo, por su valor nutritivo, ser un
fruto dulce y carnoso pero dificil de adquirir por su crecimiento menor y baja
poblacion de arboles en el territorio peruano, en la actualidad se sabe poco de este
valioso fruto andino con importante valor nutricional; este fruto tiende a
comercializarse en ciertos mercados peruanos de la regiones andinas pero su consumo

y conocimiento aln son escasos en otras partes del Peru (7).
5
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1.2 Clasificacion taxonémica

La clasificacion a partir de su taxonomia del material vegetal estudiado, segun
normas del Sistema Integrado de Informacion Taxonomica (ITIS):

e Reino: Plantae
e Subreino: Viridiplantae
e Infrareino: Streptophyta
e Superdivision: Embryophyta
e Division: Traqueofitas
e Subdivision: Espermatofitina
e Clase: Magnoliopsida
e Superorden: Rosanae
eOrden: Rosales
e Familia: Rosaceae - rosas
e Género: Prunus L
e Especies: Prunus serotina Ehrh.

1.3 Habitat

La cereza negra o capuli crece en lugares como la Nueva Escocia y Nuevo Brunswick
hacia el oeste hasta el sur de Quebec y Ontario hasta Michigan y el este de Minnesota;
al igual que en zonas andinas del Peri como Cajamarca, Cusco, Puno, Arequipa y todo
el sur andino. Varias especies amplian su rango de habitad de crecimiento por el
traslado de las aves silvestres al momento de su alimentacion del fruto; cada especie
de cereza negra, tiene un habitad especifico en el mundo como la del Alabama (var.
Alabamensis) que se encuentra en el este de Georgia, el noreste de Alabama y el
noroeste de Florida y al Sur; la cereza escarpa (var. eximiu) crece en la regién de la
meseta Edwards del centro de Texas; la cereza negra del sudoeste (var. rufih) se
extiende desde las montafias de Trans-Pecos Texas al oeste hasta Arizona y hacia el
sur hasta México; La cereza negra capulina (var. sulicifoliu) es nativa del centro de
México a Guatemala y capuli (Prunus serotina) se localiza en varios paises de América
del Sur como zonas alto andinas de Per(, ubicadas en los departamentos como: Cusco-
Chumbivilcas, Arequipa- Caylloma, Puno y otros (7).

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




o7 - UNIVERSIDAD
REPOSITORIO DE ChiaB CATOLICA

TESIS UCSM ~@  DE SANTA MARIA

Figura 1.1 Fruto de Prunus serétina (Capuli)
Fuente: Elaboracion propia

1.4  Clima

La cereza negra y sus variedades crecen bajo una amplia gama de condiciones
climéticas, que oscilan entre valles y quebradas , en sus lugares predecesores de origen
norteamericano se ubican en el corazon de las mesetas de Allegheny de Pensilvania 'y
Nueva York; de igual manera sucede en las regiones andinas peruanas que tengan un
ambiente con un clima fresco, himedo y templado con una precipitacion de lluvias
anuales promedio de 970 a 1120 mm (38 a 44 pulgadas) biendistribuida durante todo
el afio para un buen desarrollo y crecimiento; esté fruto incluso puede seguir creciendo

con heladas es de 120 a 155 dias que para algunas plantas es una desventaja (8).

1.5  Composicion Quimica

Contiene glucosidos cianogenéticos entre ellos estan la amigdalina y la prulauracin,
también en su composicidn tiene prunasina y flavonoles (9).
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Figura 1.2 Molécula de la amigdalina presente en el P. ser6tina
Fuente: Elaboracion propia

OH
Figura 1.3.Molécula de la prulauracin presente en P. serétina
Fuente: Elaboracion propia

OH
O
Hﬂo%%/@
OH o

[
N

Figura 1.4. Molécula de la prunasina presente en P. serétina
Fuente: Elaboracion propia

1.6 Usos

Las frutas de cerezo negro o capuli son una fuente importante de alimento para muchas
aves, ardillas, venados, pavos, ratones y topos, y otros animales salvajes. Las hojas,
ramitas y corteza de cerezo negro contienen cianuro en forma ligada como el
glucosido cianogénico, la prunasina (10). Durante el marchitamiento de la planta su
follaje, hace que libere cianuro y el ganado doméstico que come follaje marchito
tiende a enfermarse o morir en algunos casos (11). Algunos animales como los ciervos
comen el follaje marchito sin ningun dafio colateral alguno (12).

8
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La corteza tiene propiedades medicinales usadas por los habitantes del lugar. En las
montafias del sur, la corteza se despoja de los arboles de las cerezas negras jovenes
para su uso en medicamentos para la tos, tonicos y sedantes. La fruta se usa para hacer
gelatina, mermelada y vino. Los pobladores de norte América, antiguamente a veces
condimentaban sus bebidas como el ron o brandy con la fruta para poder tomarlas y
darles un sabor agradable, Ilamado a dicha brebaje, cereza rebote; A esta practica se

debe uno de sus nombres: el ron cereza (12).

La flor de en infusion y combinada con flor de alfalfa, mamey, semillas de zapallo y
restos de huesos de pescado, tiene la propiedad de acelerar las contracciones del parto
en una mujer. La tisana de las hojas de (Prunus serotina) se usa para el tratamiento de
posibles tumores. Las hojas recién brotadas de las ramas,trituradas y mezcladas con,
azucar y aceite de almendras, tienen efectos analgésicoslos cuales se aplicaban para
aliviar el dolor de cabeza. Las hojas hervidas sirven como diurético y expectorante
en enfermedades respiratorias (13). El polvo que se encuentra en la corteza al ser
aplicado en los ojos, desvanece la sensacion borrosa o efecto de nubes, aclarando la
vista y cura las inflamaciones del cuerpo. Las infusiones, extractos y jarabes
preparados con las partes de las ramas, corteza y raices, se usan como un sedante y
tonico natural en el tratamiento de tuberculosis pulmonar y en la endeblez nerviosa
(14).

2. PHYSALIS PERUVIANA L. (AGUAYMANTO)

2.1 Descripcion
La Physalis peruviana L o también nombrada como uchuva en la ciudad de Colombia,
uvilla en el pais Ecuador, aguaymanto en Peru, topotopo en el pais de Venezuela y
goldenberry en paises de idioma ingles, son unos de los cuantos tipos de apelativos que se
conoce a este tipo de fruta en todo el mundo poralto contenido particular en
antioxidantes (16).

Su crecimiento se desarrolla desde los 3,300 msnm, tolerando temperaturas bajas, no
menores a 0° C, la cual sufre dafios irreparables al exponerse a dichas temperaturas
bajas, afectando su crecimiento. Requiere ambientes de gran presencia de rayos
solares y debe protegerse del viento. Requiere tener cantidades suficientes de agua
para su desarrollo, sobre todo en los estados de maduracion de los frutos. Es una planta
congran potencial de crianza y cosecha, ya que su crecimiento puede darse en terrenos
debajos nutrientes, requiere baja fertilizacion con un buen drenaje para su crecimiento.
9
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El nombre catalogado para esta planta es P. peruviana Linnaeus, perteneciente a la
familia Solanaceae y al género Physalis, existen mas de 80 variedades que se pueden
encontrar en el desierto (15). P. peruviana L. es una planta herbacea, semi-arbustiva,
erguida y perenne en zonas subtropicales, puede crecer hasta alcanzar 0.6 a 0.9 metros
en algunos casos puede crecer hasta 1.8 m. La flor puede ser facilmente polinizada
por insectos, viento y también por autopolinizacién. La fruta es una baya jugosa con
forma ovoide y un didmetro entre 1.25a 2.50 cm, 4 y 10 g de peso, que contiene dentro
de alrededor de 100 a 200 semillas pequefias, la fruta esta protegida por el céliz o la
canasta de frutas que cubre completamente la fruta a lo largo de su desarrollo y
maduracion, protegiéndolo contra insectos, aves, enfermedades y situaciones
climaticas adversas. Ademas, esta estructura representa una fuente esencial de
carbohidratos durante los primeros 20 dias de crecimiento y desarrollo (16).

El tiempo entre el inicio de la germinacion y el primer cultivo es de aproximadamente
nueve meses. La vida atil de la produccion del aguaymanto va desde los nueve a once
meses desde el momento que se realiza la primera recoleccion, ya que a partir de ese
proceso va disminuyendo tanto la calidad como la productividad de la fruta (16). La cual es
la vida util del fruto de P. peruviana L. con la presencia de un caliz es de un mes la

duracion, mientras que sin la presencia de caliz es de 4 a 5 dias aproximadamente (15).

P. peruviana L. es una planta oriunda de la region de los Andes, que se propagdé a lo
largo de la historia peruana, en los periodos preincaico e inca en toda América del Sur.
Esta planta se ha mantenido intacta y sin cambios aparentes en la estructura de su
germoplasma. El centro de origen segun Legge en 1974 (17). Fueron en las
comunidades Andinas peruanas, pero segun una investigacion realizado por los paises
pertenecientes a la Convencion de Andrés Bello en 1983, se determiné que existe una
mayor presencia en ciertas areas extensas de las regiones andinas de Ecuador,

catalogandose como el posible origen del fruto de P. peruviana L (18).
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Figura 1.5. Fruto de Physalis peruviana L. (Aguaymanto)
Fuente: Elaboracion propia

P. peruviana L. se ha clasificado en ecotipos o plantas de diferentes regiones o paises,
que se diferencian por tamafio, color y sabor, forma de la cabeza de la flor y altura 'y
tamafio de la planta. Actualmente se cultivan tres tipos de P. peruviana L. originarios
de Colombia, Kenia y Sudéfrica (19).

El ejemplar de procedencia colombiana se caracteriza por frutas de tamafio reducido
con un peso promedio de 5 g, con colores mas llamativos, vivos y mayor contenido
de azlcares en comparacion con sus ecohermanos de Kenia y Sudéafrica, estas
caracteristicas lo hacen mas apetecible para los mercados, ademas de otras
caracteristicas morfoldgicas tan diversas como el caliz, el comportamiento y el sabor

poscosecha (19).
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2.2 Clasificacion taxonémica

La clasificacion a partir de su taxonomia del material vegetal estudiado, segun
normas del Sistema Integrado de Informacion Taxonomica (ITIS):

e Reino: Plantae
e Subreino: Viridiplantae
e Infrareino: Streptophyta

e Superdivision: Embryophyta

e Division: Traqueofitas

e Subdivision: Espermatofitina
e Clase: Magnoliopsida

e Superorden: Asteranae

oOrden: Solanales
e Familia: Solanaceas
e Género: Physalis L

e Especies: Physalis peruviana L

2.3 Composicion Quimica
Los componentes bioactivos benéficos que se encuentran en el fruto de P. peruviana
L. hacen que este fruto sea considerado como un alimento funcional y natural en la
dieta alimentaria, también conciertas propiedades farmacoldgicas y fisioldgicas
asociadas con su composicion nutricional. Ciertos componentes como los los
fitoesteroles se encuentran en altos niveles en el aceite extraido de la fruta de P.
peruviana L, estos compuestos les darian las propiedades tales como: efectos
antioxidantes e hipocolesterolémicos, antioxidantes tumorales, hepatoprotectoras,

inmunomodulatorios, antibacteriales y antinflamatorios (21).

La presencia de tres fitosteroles especificos: campesterol, 3-sitosterol y estigmasterol
serian responsables de regular los niveles mas bajos de colesterol en la sangre.
Ademas, la actividad antioxidante del fruto se veria asociada con este resultado debido
al contenido alto de ciertos tipos de polifenoles ya un alto contenido de las siguientes
vitaminas como la A (retinol y acido retinoico), complejos B (tiamina, rivoflavina y

niacina) y C (&cido ascérbico) (21).
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HO
Figura 1.6. Molécula del campestrol presente en P. peruviana L.

Fuente: Elaboracion propia

HO
Figura 1.7. Molécula del g-sitosterol presente en P. peruviana L.

Fuente: Elaboracion propia

HO
Figura 1.8. Molécula del estigmasterol presente en P. peruviana L.
Fuente: Elaboracion propia

2.4  Propiedades medicinales
Cuenta con diversas propiedades medicinales se atribuyen a P. peruviana L., tales
como antiespasmadico, diurético, antiséptico, sedante, analgésico, ayudando a
fortalecer el sistema nervioso 6ptico, alivia problemas naso bucales, eliminacién de

parasitos de las vias intestinales y ameba. También se han reportado propiedades
13
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antidiabéticas, recomendando su consumo de un minimo de cinco frutas al dia. Hasta
el momento, no hay estudios que indiquen posibles efectos adversos (22). En
diferentes regiones del Per( se indica que tienen varias propiedades medicinales como
purificar la sangre de los rifiones,disminuir la albdmina, limpiar la catarata, calcificar

y controlar la amebiasis (23).

En la medicina tradicional peruana, el fruto de P. peruviana L., se usa empiricamente
para tratar el cancer y otras enfermedades como hepatitis, asma, malaria y dermatitis,

sin embargo, sus propiedades no han sido cientificamente comprobadas (24).

Hay estudios que indican que comer el fruto de P. peruviana L. reduce la glucosa en
sangre después de 90 minutos posprandiales en adultos jovenes, causando un mayor
efecto hipoglucémico después de este periodo (22). La parte del caliz de P. peruviana
L. es generalmente utilizado en la medicina popular por sus propiedades como
inmunomodulador  anticancerigeno, antimicrobiano, antipirético, diurético y

antiinflamatorio (25).

2.5 ESTRES OXIDATIVO

Se refiere a cierto tipo de sustancias bioguimicas que se forman por un desequilibrio
dentro de nuestro organismo, las cuales son ciertas especies reactivas de oxigeno
Ilamadas radicales libres, estos juegan un papel clave en procesos fisiologicos de
nuestro cuerpo, por lo cual tienden a perjudicar las células de todo nuestro organismo,
como la transduccion de sefiales, la division celular, la eliminacion de células dafiadas

y la defensa contra infecciones en los sistemas fisiologicos del cuerpo vivo (26,27,28).

Como su nombre indica, los radicales libres son especies bioquimicas altamente
reactivas con electrones no apareados y a menudo producidos a partir de oxigeno
(especies reactivas de oxigeno / ROS), nitrégeno (especies reactivas de nitrégeno /
RNS) e iones metélicos (26,29).

La producciéon de radicales libres es inevitable en el cuerpo, ya que los organismos
estan constantemente expuestos a estas sustancias de fuentes externas como
contaminantes atmosféricos, radiaciones de energia (UV, rayos X, rayos gamma, etc),
0 por generacion interna durante los procesos metabdélicos normales de los organulos,

tales como mitocondrias y peroxisomas u otros (28). Sin embargo, como con la
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mayoria de las sustancias su exposicion demasiada o ser ingeridos en la vida cotidiana,

en una escala mayor terminara siendo perjudicial para el organismo.

La presencia de altos niveles de radicales libres en el cuerpo da como resultado
consecuencias negativas en un fenémeno Ilamado estrés oxidativo, que podria
conducir al dafio de macromoléculas celulares sensibles como proteinas, ADN y
lipidos (30). Los organismos vivos contrarrestan los efectos nocivos de los radicales
libres produciendo una cascada de sistemas de defensa antioxidantes, que mantienen
bajo control la concentracion de estos radicales. La falla en el sistema antioxidante
conduce al estrés oxidativo, que se ha identificado como un factor de riesgo en el
desarrollo patologico de varias enfermedades relacionadas con la edad, como

canceres, inflamaciones y trastornos neurodegenerativos (30,31,32).

3. COMPUESTOS FENOLICOS

3.1  Definicion
Son sustancias las cuales poseen un anillo aromatico en su estructura que van unido a
uno o mas sustituyentes hidroxilo, incluyendo varios derivados funcionales (ésteres,
metil ésteres, glucdsidos, etc.). Los compuestos fendlicos cominmente referidos
como polifenoles estan presentes en todas las plantas y productos de nuestra dieta
alimenticia. Hay mas de 8000 estructuras fenolicas que han sido identificadas,
existiendo desde moléculas simples hasta compuestos altamente polimerizados con

diversas propiedades (33).

Los compuestos fenolicos son metabolitos esenciales para el crecimiento y
reproduccién de las plantas y actGan como agentes protectores frente a patdgenos,
siendo secretados como mecanismo de defensa a condiciones de estrés que se exponen
en su habitad, tales como infecciones, radiaciones UV, entre otros. Esta sintesis se da

a partir de fenilalanina por la via del shikimato (34).

3.2  Clasificacion
Los polifenoles son principalmente derivados de plantas. Comprenden una amplia
variedad de moléculas que tienen una estructura de polifenoles. También tienen
moléculas con un anillo de fenol, como &cidos fenolicos y alcoholes fendlicos (35,36).
Los principales grupos de polifenoles son flavonoides, acidos fendlicos,

feniletanoides, estilbenos y lignanos (35).
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3.3  Métodos de determinacion (Método de Folin Ciocalteu)

Este reactivo consiste en una mezcla de wolframato sodico (Na2WOs ) y molibdato
sodico (Na2MoOs ), en un medio de acido fosforico (HsPOa), que se reduce; por
oxidacion de los fenoles encontradas en la muestra. El acido fosfomolibdotungstico,
el cual es formado por las dos sales presentes en el medio acido, que es de color
amarillo, los cuales al ser reducidos por los grupos fenolicos dan como resultado un
complejo de color azul intenso, la cual serd evaluada segun su intensidad para la
determinacién de contenido de polifenoles. EI color azul que toma la muestra posee
un limite de absorcion a una longitud de onda aproximada de 760 nm y es proporcional
a la longitud de onda de los compuestos fendlicos, y se cuantifica por el método de
espectrofotometria con base a una curva patron de acido galico o catequinas. Por lo
tanto, los resultados de los analisis dependende la cantidad de fenoles encontrados en
la muestra obtenida (37,38).

4. CAPACIDAD ANTIOXIDANTE
4.1  Descripcion
Los diversos compuestos fendlicos son un gran grupo de antioxidantes naturales;
presentes mayormente en frutas, vegetales y cereales; presentan efectos benéficos para
el organismo (39). La asociacién entre una dieta diaria, rica en frutas y vegetales esta
relacionada a una disminucion de riesgo de enfermedades cardiovasculares, y ciertas
formas de cancer, segun evidencias epidemioldgicas que hicieron alrededor del mundo
(40,41). Estos fitoquimicos constituyen un grupo heterogéneo de ciertas sustancias
que evidencian su rol protector sobre la salud humana dando beneficios positivos por

su consumo (42).

La presencia de los radicales libres se ha ido demostrado en varios estudios que estan
presentes en nuestro organismo, los cuales causan muchos dafos, oxidando moléculas
presentes en nuestro sistema, tales como proteinas, lipidos yacidos nucleicos y son los
responsables en el inicio de muchas enfermedades degenerativas que afectan al
funcionamiento del organismo humano (40). Pero se ha encontrado la contraparte de
estos radicales libres, que son varios antioxidantes capaces de neutralizar radicales
libres, captandolos, y evitando la propagacion de estos, juegan un papel importanteen
la modulacidn de detoxificacion enzimatica, activan el sistema inmune, disminuyen la

agregacion plaquetaria y modulan del metabolismo hormonal (42).
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4.2  Método del DPPH (2,2-Difenil-1-Picrilhidrazilo).
Este método busca evaluar la capacidad de donar protones o de captar los radicales
libres de un posible molécula antioxidante en donde el radical estable DPPH el cual se
decolora en presenciade estos compuestos. El fundamento del ensayo desarrollado por
Brand-Willams et al., DPPH, consiste en la presencia de este radical libre estable; 2,2-
difenil-1-picrilhidracilo (DPPH), el cual tiene un electron desapareado y toma un
color azul-violeta en solucion metanolica, decolorandose hacia un amarillo palido por

reaccion con una sustancia antioxidante (43).

La reduccion del (DPPH) se controla por la disminucién en la absorbancia a una
longitud de onda caracteristica. En su forma de radical libre, el (DPPH¢) absorbe a
517 nm y cuando sufre reduccion por un antioxidante, esta absorbancia disminuye. La
diferencia de las absorbancias, nos permite obtener el porcentaje de captacion de
radicales libres (43).

@NO @y@

O,N NO,

Agente ant|o><|dante

NO,
DPPH DPPH
(violeta) (amarillo)

Figura 1.9. Fundamento del cambio de color del DPPH en presencia de un
antioxidante

Fuente. Adaptado de Teves y Torres (2011) (43)

4.3  Método de Cuprac
Este ensato utiliza el Cu+2 y la Neocuproina para poder reaccionar con el compuesto
en estudio, formando un quelato coloreado de Cu*: [Cu-Nc2]*?, el cual se solubiliza e
enagua y en otros medios organicos. Esta relacion se lleva a cabo a un determinado
pH de 7, controlado por acetato de amonio que es un buffer. El quelato que se forma
con el cobre reducido es medido a una longitud de onda de 450 nm. La formacion de
este complejo se completa en 30 min; Sin embargo, el antioxidante de reaccion es

lenta, por lo cual se necesita la incubacion, a unatemperatura elevada, para completar
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su oxidacion respectiva (50 °C por 20 min) (44).

2+

Antioxid Producto
Antioxidante Oxidado

(AOX) e ADX
~

Reactivo de Cuprac (azul claro) Producto reducido (Amarillo-Naranja)
A-450 nm

Figura 1.10. Reaccién de reduccion del reactivo de Cuprac en presencia de
antioxidantes (AOX). )
Fuente. Adaptado de Ozyiirek, y otros (2011) (64)

5. HIERRO

5.1  Funciones del hierro en el organismo
El hierro es un componente esencial de la hemoglobina, estas sustancias se encargan
de la transferencia de electrones en la etapa final de produccion de energia corporal,
También interviene en la replicacion celular, en el sistema inmune, es esencial durante
la vida temprana para el crecimiento y desarrollo de la médula espinal y el cerebro, y
actia como cofactor que participa en la actividad de numerosas enzimas relacionadas

con la sintesis de neurotransmisores y &cido desoxirribonucleicos (ADN) (45).

Por lo tanto, el hierro es vital para el funcionamiento celular, aunque también se sabe
que en concentraciones mayores a lo permitido es potencialmente toxico para las
células. Debido a esto, el cuerpo tiene un sistema complejo que mantiene las reservas
corporales de hierro bajo un control muy estricto, lo que facilita la acumulacién de
hierro y previene la acumulacion excesiva de este mineral. Los seres humanos
obtienen hierro principalmente de los alimentos ingeridos en su dieta diaria, y su
absorcion intestinal esta regulada por las reservas corporales reales de hierro, el
contenido de hierro en los alimentos y el equilibrio entre los factores promotores e

inhibidores de la absorcion de hierro (46).
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Existen dos tipos de hierro disponibles en la dieta: hierro hematinico y no hematinico.
El primero esta presente solo en tejidos animales, el cual es la fuente principal de
hierro; es decir, las carnes rojas, cerdo, pescado, aves y visceras. Este ultimo se
encuentra en la leche, los huevos, los cereales, las legumbres y las verduras. Ademas,
el uso de hierro de ollas y sartenes hechas de arcilla para cocinar puede aumentar el
contenido de hierro en los alimentos, en particular de aquellos alimentos con un pH
acido (45,46,47).

La cantidad de ambos tipos de hierro son absorbidos por el cuerpo, dependiendo de la
necesidad requerida por el organismo, su ingesta en la dieta alimenticia esta en
constante equilibrio, esta medida permite que su absorcion del organismo no sea
excesiva la cual esta mediada por los inhibidores de la absorcion de hierro, y el tamafio
de las reservas corporales del individuo (46,47).

El hierro se absorbe en una proporcion inversa al tamafio de las reservas corporales y
al tipo de hierro. El hierro hematinico se absorbe del 15% en individuos normales al
35% en aquellos con deficiencia de hierro. La absorcion de hierro no hematinico varia
del 8% con la presencia de factores potenciadores a aproximadamente el 3% sin su
presencia. A la larga, un bajo contenido de hierro en la dieta o su absorcion inadecuada
provoca una reduccion de la produccidon de glébulos rojos y hemoglobina en el cuerpo.
Durante los periodos de crecimiento rapido, como el crecimiento fetal, los primeros 2
afios de vida y la adolescencia, crece la masa de glébulos rojos; por lo tanto, los

requerimientos de hierro del cuerpo aumentan en consecuencia (46,48).

Cuando las reservas de hierro no son suficientes para llevar a cabo las funciones
celulares adecuadamente, los individuos se encuentran en un equilibrio negativo, que
se divide en cuatro etapas. En la etapa I, la baja disponibilidad de hierro da como
resultado reservas agotadas de este mineral. En el estadio Il, la concentracion de
ferritina sérica, la principal proteina de almacenamiento para el hierro, disminuye,
pero no se observan alteraciones en las concentraciones de hemoglobina. El estadio
I11 se caracteriza por una insuficiencia de hierro para la eritropoyesis, que disminuye
la saturacién de hierro en la transferrina, el principal transportador de plasma del
hierro, con el consiguiente aumento en el numero de receptores de transferrina sérica
y las concentraciones de protoporfirina libre de eritrocitos. En el estadio 1V, el

agotamiento de las reservas de hierro y la reduccidn de sus concentraciones circulantes
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persisten, lo que se asocia con una reduccién en la concentracion de hemoglobina
circulante y el tamafio de los eritrocitos y su contenido de hemoglobina. Dichas
alteraciones se reflejan en glébulos rojos méas pequefios (microcitosis) con un color
mas palido (hipocromia). Esta Gltima etapa se conoce como anemia por deficiencia de
hierro (46,47,48,49).

Cabe sefialar que el nivel de agotamiento de hierro observado en las etapas | y Il (sin
alteracion de los niveles de hemoglobina) es reversible. Las personas en estas etapas
no desarrollan cambios funcionales. Las personas con deficiencia de hierro en la etapa
IV generalmente no experimentan ningdn sintoma; sin embargo, si la anemia persiste,
pueden mostrar algunos sintomas, como fatiga, lasitud, fatiga extrema después del
ejercicio, mucosa palida, palpitaciones (conciencia de latidos cardiacos), tinnitus
(silbidos 0 zumbidos en los oidos o la cabeza), dolor de cabeza, irritabilidad, mareos,
debilidad y alteraciones en los sistemas inmunitario y termorregulador. Las personas
mayores también pueden desarrollar dolor cardiaco (angina) e insuficiencia cardiaca.
Cuando la anemia es causada por la deficiencia de cobalamina o folato, los pacientes
pueden mostrar otros sintomas ademas de los mencionados anteriormente,
particularmente dolor de boca y lengua, debido a una posible falta de renovacion de

las células escamosas (2).

5.2 ANEMIA
La anemia es un problema generalizado de salud publica y presentes en niveles altos
en Peru sobre todo en regiones en subdesarrollo y pobreza extrema, con consecuencias
para las personas y su desarrollo fisico, social y econémico. La definicion de anemia
sigue siendo controvertida, ya que diferentes poblaciones sugieren su propio valor de
corte segun sus caracteristicas (50). En la clinica, la anemia se define como una masa
insuficiente o una morfologia alterada de los glébulos rojos (RBC) que circulan en la
sangre. En términos de salud publica, la anemia se define como una concentracion de
hemoglobina por debajo del quinto percentil de la concentracion de hemoglobina de

la poblacién normal del mismo sexo y grupo de edad (51).

La hemoglobina es la proteina responsable de transportar el 97% del oxigeno desde
los pulmones a los tejidos periféricos del organismo. El oxigeno combinado con la
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hemoglobina se transporta de manera éptima por toda la via sanguinea del cuerpo; es
30-100 veces mejor que cuando se disuelve en plasma. Cuando las concentraciones
de hemoglobina disminuyen, como en el caso de la anemia, se entrega menos oxigeno
a las células, por lo ciertos érganos son afectados como el corazon y los pulmones,
terminan incrementando su actividad para compensar la capacidad reducida de

transporte de oxigeno de la sangre (2).

La influencia mundial de esta patologia, como es de la anemia, Segun la OMS, indica
que entre 1993 y 2005 habia alrededor de 1,62 billones de personas con anemia se ven
afectadas globalmente al 24.8% total de toda la poblacion (52). Estimaciones recientes
de la carga mundial de anemia utilizando informacién de 127 paises desde 1990 hasta
2010, muestran que la prevalencia global de anemia fue del 32,9% (53). La
prevalencia de anemia alcanz cifras alarmantes en el continente de Africa (46%), el
sudeste asiatico (57%) y en los paises del Mediterraneo oriental (45%) (Consejo Indio
de Investigacion Medica, 1989). En cuanto a su distribucion por grupos de edad, se
estima que la prevalencia de anemia alcanza en nifios en edad preescolar, 47.4%, en
nifos en edad escolar 25.4%, en mujeres embarazadas, 41.8%, en mujeres no
embarazadas, 30.2%, y sin edad 23.9%; en el hombre, la prevalencia es mucho menor,
12.7% (52). Independientemente del grupo de edad, el riesgo de anemia es de dos a
siete veces mayor en los paises en desarrollo en comparacion con los paises

desarrollados, particularmente en las zonas rurales (46,48).

En un gran estudio realizado en mas de 80 paises apoyados por UNICEF, se informd
que el 45% de los nifios menores de 5 afios tenian deficiencia de hierro. La prevalencia
fue superior al 70% en 20 paises (47). La carga mas baja de la deficiencia de hierro se
encuentra en América del Norte, paises de altos ingresos, mientras que la carga més
alta de identificacion incluye a Asia Central (64.7%), Asia del Sur (54.8%) y América
Latina andina (62.3%). Las regiones de altos ingresos tienden a tener una mayor

proporcion de hemoglobinopatias, ERC y hemorragia gastrointestinal (53).

Durante los primeros 2 afios de vida, los requerimientos de hierro del cuerpo humano
aumentan progresivamente para cumplir multiples funciones relacionadas con el
desarrollo del cerebro, los sistemas inmunitario y endocrino, etc. Varios estudios han
encontrado una asociacion entre la anemia y el retraso del crecimiento. , bajo
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desarrollo cognitivo, motor y conductual, asi como una resistencia reducida a las
infecciones (49). Desafortunadamente, los efectos de la anemia durante los primeros
2 aflos de vida no son reversibles. En su primer afio de vida, del 10 al 20% de los
lactantes en paises industrializados y aproximadamente del 30 al 80% en paises no
industrializados tienen anemia y sufrirdn un desarrollo motor deteriorado
caracterizado por deficiencias en el lenguaje, la motricidad y las habilidades de
coordinacion, con un cinco a Déficit de diez puntos en su coeficiente intelectual (1Q)
(48,54,55).

En cualquier etapa de la vida, dafia la capacidad del cuerpo para regular la temperatura
interna. Puede abarcar alteraciones en la produccion de hormonas y en el metabolismo
energético, afectando la sintesis de neurotransmisores y hormonas tiroideas
relacionadas con las funciones musculares y neurologicas involucradas en la

regulacién de la temperatura corporal (2).

5.3 CAUSAS DE LA ANEMIA

La fisiopatologia de la anemia es multifactorial y la contribucion de sus causas varia
segin las regiones. La causa mas comun de anemia es la deficiencia de
micronutrientes, siendo la deficiencia de hierro la méas frecuente de todas. Las
deficiencias de acido folico, vitamina B12 y vitamina A, solas o en combinacion,
tuvieron una pequefia contribucion como causa de anemia. Las deficiencias de otras
vitaminas y minerales, como la vitamina B6, la vitamina C, la riboflavina y el cobre,
se han implicado como causas secundarias de anemia, aunque hay poca evidencia de
que esas deficiencias contribuyan significativamente a la patogénesis de la anemia
(46,47,48).

Las infecciones parasitarias (anquilostomas, esquistosomiasis) y la malaria son la
segunda causa de anemia (53). En los paises tropicales, una causa comun de pérdida
crénica de sangre son las infestaciones por parasitos hemat6fagos intestinales, como
el ancilostoma y la tricocefalia. Las condiciones ambientales juegan un papel

importante en el desarrollo de anemia en sujetos susceptibles (46,47,48).
Las hemoglobinopatias son la tercera causa de anemia (13% de todas las causas), y

estdn mas presentes en las regiones de altos ingresos (53). Otras causas de anemia,
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como la anemia de inflamacién crénica (o anemia refractaria al hierro) es menos
frecuente y se ha asociado con enfermedades crénicas, consecuencia de una
inflamacion a largo plazo, que provoca un aumento de la hepcidina, que bloquea las
proteinas involucradas en la exportacion celular de hierro. a la circulacion causando

una anemia por deficiencia de hierro refractaria (2).

Ademas de la participacion del hierro en la sintesis de hemoglobina, esta involucrado
en una gran cantidad de funciones dentro del cuerpo, incluida la cadena respiratoria,
la fagocitosis, la sintesis de prostaglandinas y el sistema citocromo P450, entre otros
(56).

5.4 METODO PLASMA DE ACOPLAMIENTO INDUCTIVO (ICP-OES)

La espectrometria de emision dptica inductivamente acoplada a plasma (ICP-OES) o
Ilamada también como espectroscopia de emision atomica (ICP-AES) es un método
muy recurrido para la expresar elementos traza, debido a su elevada sensibilidad y

ser selectivo (74).

La espectrometria de emisidn dptica inductivamente acoplada a plasma (ICP-OES), es
un provechoso mecanismo para la determinacion de distintos metales en una amplia
diversidad de matrices de muestras heterogéneas. Las camaras del ICP permiten la
atomizacién y la ionizacion casi completa de varios elementos en una diversa gama
de muestras (74).

Este método permite inyectar ejemplares liquidos en un plasma de argén inducido por
radiofrecuencia (RF) en una variedad de nebulizadores o procesos de insercién de
muestras analizadas. La bruma de muestra que alcanza al plasma se seca rapidamente,
la cual se vuelve gaseoso y se activa a través de la excitacion de los compuestos por
una colision a elevadas temperaturas. La difusion atdbmica que proviene del plasma se
ve en una configuracidn radial o axial, el resultado se concentraen una lente o espejoy se
observa en la ranurade entrada de un dispositivo que selecciona dicha longitud de
onda. La medicion de los elementos individuales se puede realizar de manera
asequible con una conjugacionsimple de un monocromador - fotomultiplicador
(PMT), permitiendo determinar de manera simultanea distintos elementos con la
presencia de un policromador y un detector de matriz (74).
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El porcentaje de efectividad analitica de tal método es equiparable o mejor con la
mayoria de los otros métodos de analisis de muestras inorganicas; en particular con

respecto al rendimiento de la muestra y la sensibilidad (74).

El plasma es un gas en masa enormemente energizado y eléctricamente neutro
compuesto de electrones, particulas neutras y iones. Habitualmente esta elaborado por
el elemento argdn que es cargado de energia, mediante un campo electromagnético de
elevada frecuencia o una corriente continua. Cuando se juntan ambas fuentes el
resultado es de alta calidad. Los plasmas producidos en estos espectrometros

generalmente alcanzan temperaturas que puedenllegar a 8.000 K (75).

La elevada temperatura que se produce por la fuente de plasma adquirida, permite
dividir varios compuestos y excitar los diferentes &tomos o iones que s e forman, estos
iones 0 atomos excitados produciran una energia a en diferentes longitudes de onda
caracteristicas de cada elemento. El monocromador direcciona estas longitudes de
onda a un detector que permite determinar eficazmente gracias a su sensibilidad (75).

Para elementos que no son posibles de determinar a traves de otros métodos analiticos

tales como, elementos de tierras raras, metales refractarios que a su vez forman 6xidos
refractarios y elementos ligeros como el boro. EI método espectrometria de emision
Optica inductivamente acoplada a plasma deberia permitir la determinacion de
cualquier elemento quimico de la tablaperiédica por teoria, pero, en la realidad,
existen varias limitaciones en el estudio de elementos producidos artificialmente en
laboratorio (75).

Este método de Espectrometria de emision Optica de plasma inductivamente
acoplado (ICP OES) se recomienda hoy en dia por su versatilidad y elevada

capacidadde deteccion (75).

Las partes del equipo se distribuye a su vez en:
e Componente de introduccion de muestra (bomba peristaltica, camara
de nebulizacion o de spray ,nebulizador,y sistema de desague).
e Componente de produccién de la emision (antorcha).
e Componente de recoleccion y deteccion de la emision (elementos de
transferenciadptica, espectrometro y detector) (75).
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Figura 1.11. Componentes del equipo ICP-OES

6. LIOFILIZACION

La liofilizacion es un proceso especializado, que se utiliza para la preservacion y
conservacion de productos, se basa en el secado, el cual el agua es sublimada del
producto después de ser congelado. Consta de dos secados; primeramente, se realiza
una sublimacion Ilamada secado primario y luego una desorcion nombrado secado
secundario. Estos procesos son aplicados en diversas areas como, la fabricacién de
productos farmacéuticos y a la vez biologicos, los cuales tienden a ser inestables o
termolabiles en ciertas soluciones acuosas segun el tiempo de almacenamiento,

necesitan estar en un estado sin presencia de humedad o agua (77).

Existe una fase involucrada en el proceso de liofilizacion, el cual se debe a un cambio
de estado de la materia catalogado como sublimacion, donde el fluido(agua) pasa de
forma directa del estado s6lido,al estado gaseoso, evitando pasar por estado liquido.
La sublimacion tiende a realizarse en caracteristicas temperaturas y presiones por
debajo del punto triple, el cual se encuentraa 4.579 mm de Hg con una temperatura
0.00999 grados centigrados (77).

25

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPOSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM ~@  DE SANTA MARIA

6.1. El proceso de liofilizacion
El proceso de liofilizacion consta de 3 fases importantes y son las siguientes
a) Primera fase - congelacion: Es la fase primordial para poder liofilizar un producto
dependiendo de su naturaleza y la cantidad que se emplea; la congelacién idénea del
producto para la formacién de cristales y la porosidad del producto estara de la mano

con la velocidad que sé que congele la materia (78).

b) Segunda fase - Sublimacién: las particulas de agua que se congelen en el producto,
se eliminan bajo la presurizacion al vacio a una determinada velocidad de
sublimacién, que es el resultado de la diferencia de la presion de vapor de agua en la
interface de hielo y la presion parcial de agua en la camara de secado, obteniendo la
sublimacién del hielo dando como resultado solo el 5% de humedad en el producto
liofilizado (78).

c) Tercera fase - Desorcion: Es cuando se elimina absolutamente el hielo del producto,
pero también existe una minima parte de agua que no llego a congelar, por lo tanto se

eleva la temperatura para disminuir la humedad al 2 % del producto liofilizado (78).

760 —t ﬂ Congelacién P
A 1/1
/\ > Secado con aire caliente
Az Fase liguida ,'/ 3
of \_/ // d
o [ 100 — " Secado normal al vacio
E [ B il | / A
Fase solida /
8 TN /_/ Fase de vapor
‘n
£l 10— ,./
A . SR o—tivssseresanuaranssansy :A’ Punto triple 0.0098°C a
Bs 4.58 mmHg
1 7 Sublimacién por liofilizacion
—f- /. C .
/ | li (-
[ | B
-40 0 Temperatura (°C) 100
0.0098

Figura 1.12. Diagrama de fases del proceso de sublimacion
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CAPITULO I

2. MATERIALES Y METODOS
2.1. LUGAR DE LA INVESTIGACION
La dicha investigacion se llevd a cabo en las instalaciones de los Laboratorio de Ensayo y

Controlde Calidad de la Universidad Catélica de Santa Maria.

2.2 MATERIALES
22.1 EQUIPOS
o Agitador Vortex Thermo SCIENTIFIC Modelo: Maxi Mi x Il
e  Agitador magnético ACS-160.
o Purificador de agua ELGA Lab Water con Modelo: PURELAB Classico
o Bomba de aspiracion Lab Companion Modelo: VE-11
o Balanza de analitica OHAUS Modelo: Discovery Sensibilidad: 0.1 mg
. Batidora OSTER .
o Espectrofotometro UV Shimadzu UV- 1700.
o Equipo pH metro.
o Pipetas automaticas.
o Bafo Ultrasonido Branson 2510-E.

o Refrigerador Samsung

2.2.2 MATERIALES
. Botellas de vidrio 50, 100, 250 mL.
o Pipetas volumétricas de 1, 2, 5 mL
. Probetas de 100 mL.
o Vasos de precipitado de 25, 50 y 100 mL
o Celdas de cuarzo (Purshee)
o Espatulas.
o Papel filtro
o Gradillas para tubos Falcon y para microtubos.
. Guantes de latex.

o Imanes agitadores
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e Matraces Erlenmeyer 50, 100, 250 mL.

o Microtubos de plastico de 1,5y 2 ml

o Papel de filtro convencional (Afora)

o Pinzas y tijeras de acero inoxidable

o Pipetas de plastico estériles de 5, 10 y 25 ml.
. Embudo

o Puntas de pipeta automatica.

o Tubos Falcon de 15 y 50 ml.

. Baguetas.

o Jeringas descartables de 10 mL

2.2.3 REACTIVOS

o Cloruro de cobre (11) Aldrich.

o Acetato de amonio  Sigma.

e  Acido Galico P.A. Merck

o Neocuproina Sigma.

. Etanol.Merck.

. Trolox Aldrich.

o Metanol P.A Diproquim

o DP Reactivo DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazilo) P.A.(Calbiochem)

. Carbonato de sodio Merck .
. Reactivo de Folin-Ciocalteu Merck

e Hierro patron ICP 170326 Merck

2.3. TECNICAS DE PROCESAMIENTO Y ANALISIS DE DATOS
RECOLECTADOS
Para el analisis de los datos se utilizaron softwares como Microsoft Excel Professional
2016 y para el disefio de graficos se utiliz6 el software Prisma 6.0
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2.4. METODOLOGIA
RECOLECCION Y PROCESAMIENTO DEL MATERIAL BIOLOGICO
2.4.1 RECOLECCION

Las muestras de fruto de Capuli (Figura 2.1) fueron obtenidas del distrito Velille
perteneciente a la provincia de Chumbivilcas ubicada en el Departamento de Cuzco

cuyas coordenadas geogréaficas son -14.509582,-71.885331.

Figura 2.1. Recoleccion del fruto de Capuli

Por otro lado, las muestras de fruto de Aguaymanto (Figura 2.2) fueron recolectadas
del distrito de Majes ubicada en la provincia y departamento de Arequipa con
coordenadas geograficas -16.360574,-72.186896

Figura 2.2 Recoleccion del fruto de Aguaymanto
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2.42 IDENTIFICACION TAXONOMICA

Una vez recolectadas las muestras que comprendian los (frutos, tallos, hojas y flores)
de las diferentes especies frutales de las regiones de Arequipa (Majes) y Cusco
(Velille) fueron trasladadas con el méximo cuidado posible a la ciudad de Arequipa
debidamente conservadasen un cooler de Tecnopor para evitar su degradacion o
oxidacion por parte del medio externo y asi poder realizar su respectiva identificacion y
ubicacion taxondmica enel Hervarium Argvipence de la Universidad Nacional de San
Agustin.

2.43 SELECCION

Para el desarrollo de los analisis, las muestras de estudio se seleccionaron
cuidadosamente los frutos maduros ( Prunus serotina “Capuli”) y (Physalis peruviana
“Aguaymanto”) aptos y sanos en ambas especies para su debida conservacion y
procesamiento para luego realizar su respectivo anlisis en los laboratorios de la

Universidad Cat6lica de santa Maria.

2.4.4 LIOFILIZACION

Los frutos de Prunus serotina “Capuli” y Physalis peruviana “Aguaymanto” se lavaron
debidamente con agua destilada , picaron y licuaron de forma homogénea .
Seguidamente se continuo a colocar el extracto licuado en varios frascos &mbar para
proteger de la luz del medio ambiente, los frascos se llenaron con una jeringa cuyo
volumen fue de 5 mL y por ultimo se taparon con una abertura, para que toda la
presencia de agua pueda evaporar del frasco y se trasladéd a la bandeja interna del
liofilizador de la UCSM modelo Triad ambiente H — 203.

Los frutos liofilizados fueron conservados en bolsas de propileno de 20cm x 25 cm de
longitud con cierre hermético, se agrego bolsas de silica gel para captar la humedad,

estos fueron almacenados a una temperatura de 4° C hasta su respectivo uso.
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2.4.5 DETERMINACION DE FENOLES TOTALES, POR EL METODO DE FOLIN
CIOCALTEU

Este método se utiliza para determinar la cantidad total de fenoles presentes. La
muestra estudiada se mezcla con el reactivo Folin-Ciocalteu anticipadamente diluida
con agua destilada ultra pura. Seguidamente se deja reposar la solucion obtenida
durante un tiempo determinado a una temperatura ambiente para luego agregar una
solucién saturada de carbonato de sodio. Finalmente dejamos reposar la solucién por
determinados minutos antes de proceder con la lectura de la absorbancia a de 760 nm.

El acido galico se utilizd como estandar para la respectiva curva de calibracién (78).

Solucién de carbonato de sodio

La solucién de carbonato de sodio se prepard de la siguiente manera, primeramente, se
sometié a desecado en una mufla por 24 horas a una temperatura de 70 °C,
seguidamente se prepard una solucion al 20 % con carbonato de sodio anhidro,
utilizando 2 g del reactivo colocando en una fiola de 10 ml de volumen, finalmente

se enrazo con agua destilada y se agito para homogenizar la solucion.

Solucién stock de acido galico

La solucidn de stock del acido galico, se prepard con una solucion de 100 mg/L, se
pes6 10 mg de &cido galico, disolviendo en 1 ml de etanol al 96%, se enrazo con agua
destilada, en una fiola de 100 ml para obtener asi la concentracion mencionada. El
grafico de calibracion fue preparado usando las soluciones estandar de acido gélico de
2.0,4.0,6.0,8.0y10.0 mg/L, dichas solucionesse enrazaron en unas fiolas de 2mL con

agua destilada y fueron tratadas de la misma manera que la muestra.
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Preparacion de la curva de calibracion.

La curva de calibracion se prepard 5 patrones en fiolas de 2 mL, los cuales se
agregaron estandares de acido galico, H20, reactivo de Folin Ciocalteu, dejando
reposar 5 min en oscuridad, luego se agregé carbonato de sodio al 20% Yy se enrazo a
2 ml con H20 destilada, como se presenta en la siguiente tabla, se dejo reposar por

dos horas en la oscuridad.

Tabla N° 2.1 Preparacion de la curva de calibracion de Folin Ciocalteu

Vol. De Agua Reactivo Carbonato
Patrones Concentracion estandares destilada Folin de sodio
(mg/L) (uL) (uL) Ciocalteu 20 %(uL)
(uL)
1 2 40 460 200 800
2 4 80 420 200 800
3 6 120 380 200 800
4 8 160 340 200 800
5 10 200 300 200 800
Blanco 0 0 1000 200 800

La preparacion de las muestras de los diferentes extractos liofilizados y sonicados, de
Capuli “Prunus serétina Ehrh” y al aguaymanto “Physalis peruviana L.” obtenidas, se
hicieron por triplicado agregando 460 uL de agua destilada, 200 uL de reactivo de
Folin Ciocalteu, carbonato de sodio 800 uL y el extracto 200 uL enrazando en fiolas
de 2 ml y finalmente se procedio a leer en el espectrofotometro a una longitud de onda
de 765 nm.
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DETERMINACION DE LA CAPACIDAD ANTIOXIDANTE

2.46 METODO DE CUPRAC

El método CUPRAC es un ensayo muy util y sencillo para una gran variedad de
compuesto polifenolicos, tanto lipofilicos u otras sustancias afines al agua que
contengan capacidad antioxidante como, tales como, flavonoides, carotenoides,
acidos fenolicos, acidos hidroxicindmicos, antocianinas, al igual que antioxidantes

sintéticos, también incluye vitaminas como la Cy E.

Preparacion de los reactivos de Cuprac

Primeramente, preparamos la solucion etanolica de CuCl, a una concentracion de 0.01
M, pesando 17 mg de reactivo la cual se enrazo en una fiola de 10 ml volumen,
seguidamente se prepar6 una solucién etanélica de Neocuproina al 0.0075 M, pesando
15.6 mg de del reactivo y al igual que el primero se enrazo en una fiola de 10 ml de
volumen, finalmente se prepard la solucion de buffer de acetato de amonio a 1 M de
concentracion a un pH de 7 neutro.

Preparacion de la solucién de stock de Trolox
la solucion de stock de Trolox al 2 x 10 se prepard pesando 2.5 mg de reactivo,
seguidamente se coloco en una fiola de 50 ml, enrazando con etanol al 96% y se

homogenizo la solucion respectivamente.

Preparacion de la curva de calibracion.

Para la construccidn de la curva de calibracion se prepararon 5 estandares de diferentes
concentraciones de Trolox en fiolas de 5 ml, afiadiendo el reactivo mencionado como
indica la tabla 2.4, se enraso con etanol al 96 %, se homogenizo las soluciones, se
llevé a oscuridad por 30 minutos, para luego leer su absorbancia a una longitud de
onda de 450 nm en el espectrofotometro.
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Tabla N° 2.2 Preparacion de curva de calibracion Cuprac

Patrones Concentracion Trolox CuCl2 Buffer Neocuproina

(mg/L) (uL) (ml) (ml) (ml)
1 0.625 100 1 1 1
2 1.250 200 1 1 1
3 1.875 300 1 1 1
4 2.500 400 1 1 1
5 3.125 500 1 1 1
blanco 0 0 1 1 1

Se pesaron aproximadamente 1 g de muestra liofilizada y se agregd 9 mL de etanol
(1/10), se llevo al Vortex, sonicador y se centrifug6 a 10 0000 rpm hasta que la muestra
se disuelva por completo y se extrajo el sobrenadante.

En tubos se midieron 1 mL de Buffer acetato de amonio pH=7.0, 1 mL de
Neocuproina, 1 mL de CuCl2, 0.5 mL de muestra y se complet6 a 5 mL con agua
destilada. Finalmente, se deja en reposo durante 30 minutos en la oscuridad y luego

se procede a leer a 450 nm.

2.47 METODO DE DPPH
Se preparo la solucion madre de DPPH de la siguiente manera, se peso 3 mg de reactivo y
seguidamente se enrazo en unafiola de 25 mL de volumen, protegiéndola de la luz del
ambiente, se preparo otra solucién Stock deTrolox a 1598 uM con etanol al 96 %, con
4 mg de reactivo y se enrazo en una fiola de 10 mL, luego se preparo los estandares de
concentraciones 20.0, 40.0, 60.0, 80.0 y 100.0 mg/L agregando 1.25, 2.50, 3.75, 5.00

y 6.35 uL de nuestra solucidn Stock de Trolox preparada anteriormente.
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Tabla N° 2.3 Preparacion de estandares de trolox para el método DPPH.

Estandar  Vol. De solucion de
Stock de Trolox (uL)
1 1.25
2 2.50
3 3.75
4 5.00
5 6.35

Concentracion (mg/L)

20
40
60
80

100

A continuacion, se preparo 5 patrones en fiolas de 5 mL adjuntando 1.2 mL de estandar

de Trolox preparado anteriormente y 1.5 ml de reactivo de DPPH, ya preparado y se

enrazo con etanol al 96%, se dejo reposar en la oscuridad por 30 minutos y se procedio

a leer a una longitud de onda de 515 nm en el espectrofotometro.

Figura 2.3. Soluciones de calibracion para la determinacion de la capacidad
antioxidante por el método de DPPH

En cuanto a las muestras preparadas, se pes6 1 g de cada muestra liofilizada de cada

fruto (capuli conpepa, capuli sin pepa y Aguaymanto), en un tubo Falcon luego se

agregd 3 mL de etanol al 96 %, se sonicd por 15 min, se centrifug6 a 10 0000 rpm, se

separ0 el sobrenadante en una fiola de 10 mL (repetir por dos veces) recolectando

sobrenadante.Luego se enrazo el sobrenadante hasta 10 ml con etanol al 96% (realizar

por
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triplicado). A 1.5 mL de la solucion resultante se agregd 1.5 ml de DPPH y enrazo en
una fiola de 5 mL con etanol al 96%, se dejo durante 30 minutos en la oscuridad y se

realizaron las lecturas a 515 nm en un espectrofotémetro.

Tabla N° 2.4 Preparacién para la curva de calibracién DPPH

Patrones Concentracion(mg/L)  Estandares DPPH Etanol
(mL) (mL) (mL)

1 20 1.2 15 2.3

2 40 1.2 1.5 2.3

3 60 1.2 15 2.3

4 80 1.2 1.5 2.3

5) 100 1.2 1.5 2.3
Blanco 1 - B 2.5
Blanco 2 - 5

2.4.8 DETERMINACION DE HIERRO POR PLASMA DE
ACOPLAMIENTOINDUCTIVO (ICP-OES)

Preparacion de la solucion patrén de hierro

Se disolvieron 0,100 g de Hierro patron ICP 170326 (Merck) en 5mL de acido
clorhidrico y se calenté suavemente en una estufa, bajo la campana de extraccion,
hasta lograr una disolucion total.

Posteriormente, se evaporo la solucion hasta estar casi seco y se agrego una solucion
de 4&cido nitrico al 1 % v/v. La solucion obtenida anteriormente se transfirid
cuantitativamente a un matraz de 100mL y se llevé a volumen con agua bidestilada.
A partir de éste patrdn, se procedid a realizar las diluciones correspondientes para

lograr las concentraciones requeridas.
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Preparacion de las muestras.

Para la cuantificacion de hierro en las muestras de capuli con pepa, capuli sin pepa 'y
Aguaymanto se pesO 1 gr de cada muestra de Aguaymanto y Capuli con pepa y sin
pepa, a dichas muestras de agregaron 7 mL de HNOs cc. y se dejo digiriendo las
soluciones a una temperatura de 50 °C por 60 minutos abiertas, para luego cerrarlasy
dejarlas reposar por 48 horas en el digestor. Acabados los tiempos de digestion se
enrazaron las muestras en fiola de 50 mL. Una vez obtenidas las muestras finales, se

colocaron en el equipo ICP-OES, la medicién se llevo a cabo a 238.304nm.

Figura 2.5 Plasma de Acoplamiento Inductivo (ICP-OES)
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CAPITULO 111

3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 IDENTIFICACION TAXONOMICA
El resultado de la clasificacion taxondmica se observa en la Tabla 3.1 donde se
identificaron al Capuli como “Prunus ser6tina Ehrh” en adelante P. ser6tina y al
aguaymanto como “Physalis peruviana L. ” en adelante P. peruviana como se observa

en la Tabla 3.1, Tabla 3.2; respectivamente Anexo 1 y Anexo 2

Tabla 3.1. Clasificacion taxonémica del fruto de Capuli identificados en el Hervarium
Arqgvipence del area de biologia de la Universidad Nacional de San Agustin

Reino Plantae
Division Magnoliophyta

Clase Magnoliopsida
Subclase Rosidae
Orden Rosales
Familia Rosaceae
Género Prunus
Especie Prunus serotina Ehrh.

Fuente. Hervarium Argvipence (HUSA) de la Universidad Nacional de San
Agustin. (Anexo 1)
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Tabla 3.2. Clasificacion taxonomica del fruto de Aguaymanto identificados en el

Hervarium Areqvipense del area de biologia de la Universidad Nacional de San

Agustin
Reino Plantae
Division Magnoliophyta
Clase Magnoliopsida
Subclase Asteridae
Orden Solanales
Familia Solanaceae
Género Physalis
Especie Physlis peruviana L.

Fuente. Hervarium Areqvipense (HUSA) de la Universidad Nacional de San
Agustin.(Anexo 2)

3.2 DETERMINACION DE FENOLES TOTALES POR EL METODO FOLIN-
CIUCALTEU
En la Tabla 3.3 se observan las absorbancias y absorbancias promedio de las
soluciones de calibracion a concentraciones de acido gélico de 2.0, 4.0, 6.0, 8.0 vy
10.0 mg/L las cuales fueron leidas en un espectrofotometro. Dichas soluciones
calibracion fueron graficadas dando como resultado la Figura 3.1 donde se presenta el

grafico de calibracién que presenta una tendencia lineal.

En la Figura 3.1 se observa también la ecuacion de larecta y = a + bx que se presenta

a continuacion:

y = 0.0005x + 0.0034  [1]

Donde y corresponde a la absorbancia y x a la concentracion de acido galico en mg/L,
ademas que el coeficiente R? es mayor que 0.995 lo cual segun la USP es considerado
lineal (57).
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Tabla 3.3. Absorbancias obtenidas de las diferentes soluciones de calibracion preparadas para cada determinacién de fenoles totales por el método
de Folin Ciocalteu en muestras de capuli y aguaymanto.

Absorbancia 1 Absorbancia 2 Absorbancia 3
Concentracion AG (mg/L) x S DSR
2.0 0.0090 0.0100 0.0100 0.0097 0.0006 5.97
4.0 0.0155 0.0150 0.0150 0.0152 0.0003 1.90
6.0 0.0270 0.0260 0.0260 0.0263 0.0006 2.19
8.0 0.0380 0.0360 0.0370 0.0370 0.0010 2.70
10.0 0.0530 0.0528 0.0528 0.0529 0.0001 0.22

“x : Promedio, s: Desviacion estandar, DSR: Desviacion Estandar Relativa, AG: Acido galico

44
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Figura 3.1. Grafico de calibracion para la determinacion de fenoles totales por el
método de Folin Ciucalteu

Para la cuantificacion de la concentracion de acido galico en las muestras de Capuli
y Aguaymanto se despejo la concentracion de la ecuacion de la recta obtenida [1]
dando como resultado la siguiente formula que fue utilizada para realizar el calculo

de los fenoles totales en las muestras.

- Absorbancia — 0.0034
Concentraciéon = 0.0005

En la Tabla 3.4 se presentan los resultados luego de determinar los fenoles totales
en las muestras dando como resultado concentraciones de 98.3 = 0.12 mg AG/L,
75.0 £0.20 mg AG/L y 26.5 + 0.12 mg AG/L de Capuli con pepa, sin pepa y

Aguaymanto respectivamente.
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Tabla 3.4. Determinacion de fenoles totales por el método de Folin Ciocalteu en
muestras de capuli y aguaymanto

Concentracién mg acido _

Muestra N Absorbancia galico/L X t s
Canul 1 0.0526 98.4

p:g’:' con 5 0.0525 98.2 98.3+0.12
3 0.0525 08.2
1 0.0410 75.2

Capuli  sin 75.0+0.20
pepa 2 0.0409 75.0
3 0.0408 74.8
1 0.0167 26.6

Aguaymanto 2 00167 26.6 265+0.12
3 0.0166 26.4

*x : Promedio, s: Desviacion estandar, N: NUmero de muestras

Con el objetivo de comparar si existe desigualdad significativa en cuanto a los
fenoles totales entre los grupos de muestras estudiadas se prosiguio a realizar la
determinacion del analisis de varianza (Anexo 3) de los resultados obtenido dio
como resultado una probabilidad menor de 0.05 (p<0.05) por lo tanto, indica que
al menos un grupo es diferente al 95 % de confianza. Por lo que, fue necesario hacer
un test de confirmacion de Tukey.

Tabla 3.5. Test de Tukey de la comparacion del contenido de fenoles totales

Concentracioén

Factores Casos mg acido Grupos
Homogéneos
galico/L
Aguaymanto 3 26.5 X
Capuli sin pepa 3 75.0 X
Capuli con pepa 3 98.3 X

En la Tabla 3.5 Se observa que luego de la comparacion de los grupos mediante el
test de Tukey se observa que todos los grupos difieren en el contenido de fenoles

totales.
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Figura 3.2 Grafico de comparacion de medias del contenido de fenoles totales

En la Figura 2.7 se observa el grafico de comparacion de medias donde se nota que
el Capuli con pepa presenta mayor contenido de fenoles totales, seguido del Capuli
sin pepa y finalmente el Aguaymanto con menor contenido de fenoles totales.

3.3 DETERMINACION DE LA CAPACIDAD ANTIOXIDANTE

3.3.1 DETERMINACION DE LA CAPACIDAD ANTIOXIDANTE POR EL
METODO DE CUPRAC
En la Tabla 3.6 se observan las absorbancias y absorbancias promedio de las
soluciones de calibracion a concentraciones de Trolox de 0.625, 1.250, 1.875, 2.500
y 3.125 mg/L las cuales fueron leidas en un espectrofotometro. Dichas soluciones
calibracion fueron graficadas dando como resultado la Figura 2.8 donde se presenta
el grafico de calibracion que presenta una tendencia lineal.

En la Figura 2.8 se observa también la ecuacion de la recta y = a + bx que se

presenta a continuacion:
y =0.0918 x — 0.0113  [3]

Donde “y” corresponde a la absorbancia y “x” a la concentracion de Trolox en
mg/L. ademas que el coeficiente R? es mayor que 0.995 lo cual segin la USP es

considerado lineal (57).
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Tabla 3.6.Absorbancias de las diferentes soluciones de calibracién preparadas para la cuantificacion de la capacidad antioxidante por el método
de Cuprac en las muestras de capuli y aguaymanto.

., Absorbancia 1 Absorbancia 2 Absorbancia 3
Concentracion de Trolox ) s DSR
(mg/L) !
0.625 0.051 0.050 0.050 0.0503 0.0006 1.15
1.250 0.100 0.098 0.099 0.0990 0.0010 1.01
1.875 0.160 0.158 0.158 0.1587 0.0012 0.73
2.500 0.221 0.218 0.218 0.2190 0.0017 0.79
3.125 0.278 0.277 0.277 0.2773 0.0006 0.21

“x : Promedio, s: Desviacion estandar, DSR: Desviacion Estandar Relativa
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Figura 3.3 Gréfico de calibracion para la determinacion de la capacidad
antioxidante por el método de Cuprac

Para la cuantificacion de la capacidad antioxidante en las muestras de Capuli y
Aguaymanto se despejo la concentracion de la ecuacién de la recta obtenida [3]
dando como resultado la siguiente formula que fue utilizada para realizar el calculo
de la capacidad antioxidante en las muestras.

Absorbancia + 0.0113
0.0918

Concentracion =

En la Tabla 3.7 se presentan los resultados luego de determinar la capacidad
antioxidante en las muestras dando como resultado de 1.79 + 0.14 mg Trolox /L,
1.70 £ 0.13 mg Trolox /L y 1.69 £ 0.12 mg Trolox/L de Capuli con pepa, sin pera

y Aguaymanto respectivamente
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Tabla 3.7. Determinacién de la capacidad antioxidante en muestras por el método

Cuprac
Muestra N Absorbancia COncentracionmgacido - -
galico/L L

1 0.140 1.65

Capuliconpepa 2 0.154 1.80 1.79+0.14
3 0.165 1.92
1 0.153 1.79

Capuli sin pepa 2 0.151 1.77 170+0.13
3 0.131 1.55
1 0131 155

Aguaymanto 2 0.148 1.74 1.69+£0.12
3 0.152 1.78

*x : Promedio, s: Desviacion estandar, N: Nimero de muestras

Con la finalidad de comparar si existe diferencia significativa en cuanto a la
capacidad antioxidante por el método de Cuprac entre los grupos de muestras
estudiadas se procedi6 a realizar el analisis de varianza (Anexo 4) de los resultados
obtenido, que dio como resultado una probabilidad mayor de 0.05 (p>0.05) lo cual,
indica que no existe diferencia significativa entre la capacidad antioxidante
determinada por el método de Cuprac al 95 % de confianza.

En la Figura 2.9 se observa el grafico de comparacion de medias donde se nota que
el Capuli con pepa, Capuli sin pepa y finalmente el Aguaymanto no presentan
diferencia significativa en cuanto a la capacidad antioxidante determinada por

método de Cuprac.
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Figura 3.4 Grafico de comparacion de medias de la capacidad antioxidante
determinada por el método Cuprac

3.3.2 DETERMINACION DE LA CAPACIDAD ANTIOXIDANTE POR EL
METODO DE DPPH

En la Tabla 3.8 se observan las absorbancias y absorbancias promedio de las
soluciones de calibracion a concentraciones de DPPH de 20.0, 40.0, 60.0, 80.0 y
100.0 mg/L las cuales fueron leidas en un espectrofotometro. Dichas soluciones
calibracion fueron graficadas dando como resultado la Figura 2.10 donde se
presenta el grafico de calibracion que presenta una tendencia lineal de pendiente

negativa.

En la Figura 2.10 se observa también la ecuacion de la recta y = a + bx que se

presenta a continuacion:
y = —0.0043 x + 0.9027  [5]

Donde “y” corresponde a la absorbancia y “x” a la concentracion de DPPH en mg/L.
ademas que el coeficiente R? es mayor que 0.995 lo cual segun la USP es

considerado lineal (57).
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Tabla 3.8. Absorbancias de las soluciones de calibracion (n=5) del grafico de calibracién para la cuantificacién de la capacidad antioxidante por
el metodo de DPPH

Absorbancia 1 Absorbancia 2 Absorbancia 3
Concentracion (mg/L) x S DSR
20 0.735 0.737 0.736 0.7360  0.0010 0.14
40 0.645 0.646 0.645 0.6453  0.0006 0.09
60 0.557 0.555 0.556 0.5560  0.0010 0.18
80 0.479 0.4781 0.479 04787 00005 0.1
100 0.3564 0.3548 0.3658 0.3590  0.0059 1.65

“x : Promedio, s: Desviacion estandar, DSR: Desviacion Estandar Relativa
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Figura 3.5. Grafico de calibracion para la determinacion de la capacidad
antioxidante por el método de DPPH

Para la cuantificacion de la capacidad antioxidante por el método de DPPH en las
muestras de Capuli y Aguaymanto se despejo la concentracion de la ecuacién de la
recta obtenida [4] dando como resultado la siguiente formula que fue utilizada para

realizar el célculo de la capacidad antioxidante en las muestras.

Absorbancia — 0.9027
—0.0043

Concentracion =

En la Tabla 3.9 se presentan los resultados luego de determinar la capacidad
antioxidante en las muestras dando como resultado concentraciones de 89.20 +
1.21 mg DPPH/L, 97.24 £ 1.15 mg DPPH /L y 78.83 £ 1.57 mg DPPH /L de
Capuli con pepa, sin pera y Aguaymanto respectivamente
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Tabla 3.9. Determinacién de la capacidad antioxidante en muestras por el método

Cuprac
Muestra ~ N Absorbancia Concgr;t;zla_(l:/il(zn L

1 0.428 87.9

Capuli con pepa 2 0.417 90.3 8920 + 1.21
3 0.421 89.4
1 0389 96.4

Capuli sinpepa 2 0.387 96.8 97.24 £ 1.15
3 O 98.5
1 0.478 77.0

Aguaymanto 2 0.466 79.6 78.83 +1.57
3 Qe 79.8

*x : Promedio, s: Desviacion estandar, N: NUmero de muestras

Con la finalidad de comparar si existe diferencia significativa en cuanto a la
capacidad antioxidante por DPPH entre los grupos de muestras estudiadas se
procedio a realizar el andlisis de varianza (Anexo 4) de los resultados obtenidos
dieron como resultado una probabilidad menor de 0.05 (p<0.05) lo cual, indica que
al menos un grupo es diferente al 95 % de confianza. Por lo que, fue necesario hacer

un test de confirmacion de Tukey.

Tabla 3.10. Test de Tukey de la comparacion de la capacidad antioxidante de los
frutos de aguaymanto y Capuli por el método de DPPH

Factores Casos Media Grupos Homogéneos
Aguaymanto 3 78.83 X
Capuli con pepa 3 89.20 X
Capuli sin pepa 3 97 24 X
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En la Tabla 3.9 se observa que luego de la comparacion de los grupos mediante el
test de Tukey dio como resultado que todos los grupos difieren en la capacidad

antioxidante por el método de DPPH.
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Figura 3.6 Grafico de comparacion de medias de la capacidad antioxidante
determinada por el método de DPPH

En la Figura 2.11 se observa el grafico de comparacion de medias donde se nota
que el Capuli sin pepa, presenta la mayor capacidad antioxidante seguido del Capuli

con pepa y finalmente el Aguaymanto.

34. DETERMINACION DE HIERRO POR PLASMA DE ACOPLAMIENTO

INDUCTIVO (ICP-OES)
3.4.1 LINEADE CALIBRACION

El contenido de hierro de los frutos de Capuli y Aguaymanto fue determinado por
ICP-OES vy los resultados de la elaboracion del grafico de calibracion se presentan
en la Tabla 3.10, donde se observa que para las concentraciones de hierro de 0.00,
2.45,4.00 y 8.00 mg/L de hierro dieron como resultado intensidades de 0.0, 1.2, 2.0
y 4.0.

Grafican los datos de la Tabla 3.10 se obtiene la Figura 2.11 donde se observa que

los datos presentan una tendencia lineal.
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Tabla 3.11. Test de Tukey de la comparacion de la capacidad antioxidante de los
frutos de aguaymanto y Capuli por el método de DPPH

N Concentracion mg/ml  Intensidad (M)
1 0.00 0.0
2 2.45 1.2
3 4.00 2.0
4 8.00 4.0

En la Figura 2.11 se observa también la ecuacion de la recta y = a + bx que se
presenta a continuacion:

y = 0.5009x — 0.0094 [7]

Donde “y” corresponde a la absorbancia y “x” a la concentracion de hierro en mg/L.

ademas que el coeficiente R?> es mayor que 0.995 lo cual segin la USP es
considerado lineal (57).

LT

y = 0.5009x - 0.0094
R? = 0.9999

=
1

Intensidad (M)

D L L] L]

0 2 4 6 8
Concentracion (mg/L)

Figura 3.7 Gréfico de calibracién correspondiente a las intensidades respecto a
las concentraciones de hierro obtenidas en el ICP-OES

El interés en las propiedades antioxidantes de las frutas es relativamente reciente
(58,59) algunas de las propiedades medicinales de la fruta de P. peruviana L. estan
asociadas con la capacidad antioxidante de los polifenoles presentes en la fruta.

Algunos autores han reportado valores de capacidad antioxidante de la fruta de P.
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peruviana L., determinada en términos de actividad del eliminador de radicales
libres DPPH (método DPPH), la concentracion de fenoles totales (método Folin-
Ciocalteu) y el ensayo FRAP (reduccion ferrica / Poder antioxidante). Estos
resultados pueden cambiar durante el almacenamiento debido a la degradacion de
la vitamina C y los compuestos fendlicos, disminuyendo la capacidad de eliminar
los radicales libres (60,61). Otros autores han encontrado que la metodologia DPPH
se ve afectada por la reducciéon de la vitamina C y algunos acidos organicos
presentes naturalmente en las frutas (62,63). El proceso de oxidacion del &cido
ascorbico depende de la presencia de metales de transicion como el cobre o el hierro
(64), temperatura, concentracion de sales, azucares y pH, ademas de la presencia de
oxigeno, enzimas, metales. catalizadores, aminoacidos, oxidantes y reductores
inorgéanicos (65), asi investigaciones encontraron que el fruto de P. peruviana L
presenta una capacidad antioxidante por DPPH de 210.82 + 9.45 umol trolox/100
g muestra segun Restrepo (2008) (66) y 192.51 + 30.13pumoltrolox/100 g segin
Botero (2008) (67) y un contenido de fenoles totales de 40.45 £+ 0.93 mg &cido
galico/100 g y 39.15 + 5.43 mg &cido galico /100 g respectivamente.

3.4.2 DETERMINACION DE HIERRO EN MUESTRAS

Para la cuantificacion de hierro por ICP-OES en las muestras de Capuli y
Aguaymanto se despejo la concentracion de la ecuacion de la recta obtenida [7]
dando como resultado la siguiente férmula que fue utilizada para realizar el calculo

de la concentracion de hierro en las muestras.

Absorbancia + 0.0094
0.5009

Concentracion =

En la Tabla 3.11 se presentan los resultados luego de determinar el contenido de
hierro en las muestras dando como resultado concentraciones de 15.12, 4.25y 15.67

mg hierro/Kg de Capuli con pepa, sin pepa y Aguaymanto respectivamente.
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Tabla 3.12. Concentracion de hierro en mg/Kg de muestras de Capuli y

Aguaymanto.
. Concentracion Concentracion
Muestra Intensidad
(mg/L) (mg/kg)
Capulicon 59, 0.30 15.12
pepa
Capuli sin pepa 0.03 0.08 4.25
Aguaymanto 0.15 0.31 15.67

En la determinacion de compuestos polifenolicos totales por el método de Folin
Ciocalteu (Tabla 3.4) se presentan los resultados luego de determinar los fenoles
totalesen las muestras dando como resultado concentraciones de 98.3 + 0.12 mg
AG/L, de Capuli con pepa, 75.0 £ 0.20 mg AG/L de Capuli sin pepay 26.5 + 0.12
mg AG/L, de Aguaymanto indicando que hay una mayor concentracién de
compuestos polifendlicos a diferencia de las demas muestras con menor
concentracion, esta diferencia se debe al tipo de muestra usada en su forma completa
del fruto.

La capacidad antioxidante por el método de Cuprac se realizd con los extractos
etanolicos y metanolicos de la muestra liofilizada siendo su mayor capacidad
antioxidante 1.79 £ 0.14 mg Trolox /L Capuli con pepa 1.70 £ 0.13 mg Trolox /L
capuli sin pepa y 1.69 + 0.12 mg Trolox/L , Aguaymanto, llegando a la conclusion que

el capuli en fruto entero contiene un alto porcentaje de antioxidantes.

Se determind y comparo la capacidad antioxidante del extracto del fruto liofilizado de
Prunus serotina “Capuli” y Physalis peruviana “Aguaymanto” por los métodos DPPH,
CUPRAC. Al comparar la capacidades antioxidantes entre los métodos para Capuli y
Aguaymanto, se infiere que el método mas idoneo es CUPRAC en dichas especies de
los frutos en comparacion con el método DPPH, aconteciendo diferencias menormente

significativas entre los 2 ensayos analiticos. Siendo el de superior capacidad
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antioxidante para Capuli por el método de CUPRAC con 1.79 + 0.14 mg Trolox /L
(Capuli con pepa)

Contrastando la capacidad antioxidante in vitro o entre las tres muestras respectivas
de Los frutos de Prunus serotina “Capuli” y Physalis peruviana “Aguaymanto” en
diferentes métodos, se concluy6 que existe diferencia entre los frutos investigados
mediante los dos métodos utilizados (CUPRAC Y DPPH).

Por ello, la suplementacién y complementacion es el método mas frecuentemente
recomendado para tratar la deficiencia de hierro y otros elementos para un correcto
desarrollo de cada individuo (68). Sin embargo, implementar un planteamiento de
suplementacion no es facil. Primero, se debe establecer la cantidad de hierro y otros
elementos, suplementado para no exceder la cantidad de hierro requerida
principalmente, ademas de la adherencia al consumo de suplementos por parte de la
poblacion objetivo también es esencial, particularmente cuando los suplementos
deben ser consumidos por largos periodos (68,69). Asi pues, el consumo de
Aguaymanto y Capuli seria una alternativa a tomar en cuenta para suplementacion
de hierro en la dieta. sin embargo, la distribucion defectuosa de los suplementos y la
baja adherencia son los principales obstaculos para el éxito de los programas de

suplementacién (68).

Un estudio realizado en India entre mujeres que consumieron 60, 120 y 240 mg de
hierro/dia informé efectos gastrointestinales adversos en el 32%, 40% y 75% de los
casos, respectivamente, y concluy6 que los efectos adversos aumentaron a medida
gue aumentaron las dosis de suplementos de hierro. Es posible que las personas que
experimentan mas efectos adversos sean menos propensas a adherirse a la
suplementacion artificial (70). Esto nos indicaria, que el consumo natural de hierroy
otros elementos, seria una alternativa viable y asi poder optar por frutos de la region
gue contengan ciertos beneficios que ayuden a la suplementacion con hierroy otros
elementos necesarios para el organismo, por medio del consumo de Capuliy
Aguaymanto, ya que algunos estudios demostraron la eficacia y el impacto positivo
por consumir productos naturales, incluidas en su dieta principal deconsumo,
también se recalca que se debe tener en cuenta ciertas condiciones fisioldgicas o

patoldgicas para su consumo, eso podria ser influyente para la absorcion de hierro
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por parte del organismo, la composicion de dichos elementos en los productos
organicos ,mejoraran en forma progresiva, viendo cambios positivos desde su
ingesta, comparados a su carencia inicial por la deficiencia de ciertos elementos
imprescindibles para el organismo (68).

Cabe sefialar que una proporcién considerable de casos de anemia no son Unicamente
la consecuencia de la deficiencia de hierro. Si el objetivo de los programas de salud
publica es mantener la anemia bajo control, el problema no puede considerarse
Gnicamente como deficiencia de hierro. Un ensayo controlado aleatorio de mujeres
de zonas rurales de Nepal, complementado con (a) acido félico, (b) &cido félico méas
hierro, (c) acido folico mas hierro mas zinc y (d) acido folico mas hierro mas zinc
mas 11 otros micronutrientes y un grupo control tratadocon vitamina A mostrd
mayores concentraciones de hemoglobina en aquellos que consumieron la
combinacién de acido félico mas hierro. La adicion de potenciadores de la absorcién
de hierro ha arrojado resultados exitosos en varios estudios. Recientemente, en
Suecia, una bebida a base de avena a la que se afiadieron acido citrico y fitasa para
mejorar la absorcion de hierro suplementado descubrié que el acido citrico mejord
la absorcion de hierro en un 54% y el tratamiento con fitasa en un 78% (47).

La fortificacion de los alimentos es la adicion deliberada de uno o maés
micronutrientes a algunos alimentos altamente consumidos por la poblacién con el
objetivo de aumentar la ingesta de micronutrientes que tienen un déficit en la dieta
de una poblacion determinada para corregir o prevenir la deficiencia identificada y
mejorar la salud de individuos. Para obtener los mejores resultados de un programade
fortificacion, se recomienda una seleccion cuidadosa de los alimentos a los que se
agregara hierro (54). Los alimentos seleccionados deben ser alimentos basicos
frecuentemente consumidos por la poblacion, de bajo costo y facilmente disponibles.
La eleccién del compuesto de hierro debe basarse en su biodisponibilidad y
estabilidad; desafortunadamente, los compuestos de hierro masbiodisponibles, es
decir, sulfato ferroso o fumarato, con frecuencia causan cambiosen el color, olor y
sabor de los alimentos durante la preparacion y el almacenamiento (2). Esto Gltimo

no se presenta en los frutos de Capuli y Aguaymanto.

Sin embargo, la industria alimentaria se ha enfrentado con éxito a este desafio, ya
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sea enmascarando los efectos sensoriales negativos de los fortificadores de hierro o
seleccionando compuestos de hierro mas sofisticados para fortificar los alimentos
para garantizar el éxito de los programas de fortificacion con resultados positivos de
costo-beneficio (2).

La fortificacion de alimentos con hierro se usa ampliamente en muchas partes del
mundo. En casi 20 paises de América Latina, se han implementado programas de
fortificacion de hierro, principalmente utilizando maiz o harina de trigo como
vehiculos alimenticios. En otras regiones del mundo, otros alimentos, como la salsa
de pescado, la salsa de soja, la leche, el arroz, los productos de cacao y los
subproductos de cereales como el pan, los cereales para el desayuno y los bocadillosse
han utilizado como vehiculo de hierro. Cabe sefialar que la ingesta diaria de hierro
depende de la cantidad de alimentos consumidos y el nivel de fortificacion (68).

Varios estudios de eficacia y efectividad han demostrado el impacto de la
fortificacién en la mejora de la ingesta de hierro y, por lo tanto, en la disminucion de
la prevalencia de anemia. Los ejemplos incluyen los programas de fortificaciénen
Chile (harina de trigo y leche en polvo para lactantes), Ghana (alimentos
complementarios para nifios), Guatemala (azucar), Indonesia (salsa de soja), India
(sal), México (alimentos complementarios para lactantes y leche en polvo) y
Venezuela (harina de maiz y trigo) (71).

En México, un estudio documenté la disminucion en la prevalencia de anemia (de
41.4% a 12.1%) durante un periodo de 6 meses en nifios de 12 a 30 meses a travésde
la ingesta de leche fortificada, que se distribuye por un programa federal a

aproximadamente 5 millones de nifios viviendo en la pobreza (72).

Otro punto importante a considerar es que, se considera que los compuestos fendlicos
(mondmeros fendlicos, polifenoles, taninos) interfieren con la absorcion de hierro
por la formacion compleja con hierro en la luz gastrointestinal, lo que haceque el
hierro esté menos disponible para la absorcién. Se sabe muy poco sobre la medida
en que diferentes tipos de compuestos fenolicos de diferente tamafio y estructura
quimica inhiben la absorcién de hierro. La relacion entre la absorcion dehierro y la
cantidad y tipo de compuestos fendlicos se estudié mediante el método de etiqueta
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extrinseca, asi un estudio revela que la inhibicion de la absorcion de hierro por el
acido tanico estuvo fuertemente relacionada con la dosis. La cantidadmas pequefia
(5 mg) inhibi6 la absorcion en un 20 por ciento, 25 mg en un 67 por ciento y 100 mg
en un 88 por ciento. El acido galico inhibid la absorcion de hierroen la misma medida
que el &cido tanico, por mol de grupos galloilo, mientras que no se observé inhibicion
cuando se afiadio catequina a la comida de prueba. El acidoclorogénico inhibié la
absorcidn de hierro en menor medida. EI orégano y el té inhibieron la absorcion de
hierro en proporcién a su contenido respectivo de grupos galloilo, mientras que el
efecto inhibidor de las espinacas fue menos marcado. El efecto inhibidor del café se
explica principalmente por su contenido de grupos galloilo, pero también por algin
otro factor, probablemente el acido clorogénico. Se concluye que el contenido de
grupos galloilo que se unen al hierro podria ser undeterminante importante del efecto
inhibidor de los compuestos fendlicos sobre la absorcion de hierro de la dieta,
mientras que los grupos fenolicos de catecol parecenser de menor importancia. Los
resultados sugieren ademas que el grupo de taninoscondensados no interfiere con la

absorcién de hierro (73).

A diferencia de los grupos funcionales que inhiben la absorcion del hierro, se sabe
que el acido ascorbico o vitamina C favorece la absorcion del hierro al ser un
reductor, la capacidad antioxidante presente en el Capuli y Aguaymanto estaria

relacionada méas con dicha vitamina que con otros metabolitos secundarios.
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CONCLUSIONES

Primera: La concentracién de fenoles totales en Capuli con pepa, sin pepa y
Aguaymanto son de 98.3 £ 0.12 mg AG/L, 75.0 £ 0.20 mg AG/L y 26.5 £ 0.12 mg
AGI/L respectivamente encontrando que todas las concentraciones son diferentes al

95 % de confianza.

Segunda: La capacidad antioxidante por el método de Cuprac en las muestras de
Capuli con pepa, sin pepa y Aguaymanto dieron como resultado 1.79 + 0.14 mg
Trolox /L, 1.70 £ 0.13 mg Trolox /L y 1.69 = 0.12 mg Trolox/L respectivamente,

no existiendo diferencia significativa entre grupos al 95 % de confianza.

Tercera: La capacidad antioxidante por el método de DPPH en las muestras de
Capuli con pepa, sin pepa y Aguaymanto dieron como resultado 89.20 + 1.21 mg
DPPHI/L, 97.24 + 1.15 mg DPPH /L y 78.83 + 1.57 mg DPPH /L respectivamente
encontrando que todos los grupos difieren estadisticamente al 95 % de confianza.

Cuarta: Las muestras de Capuli con pepa, sin pepa y Aguaymanto presentan

concentraciones de hierro de 15.12, 4.25 y 15.67 mg/Kg respectivamente.
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SUGERENCIAS

—  Se sugiere cuantificar el acido ascorbico o Vitamina C en los frutos de Capuli y
Aguaymanto y relacionarla con la absorcion del hierro.
—  Se sugiere hacer estudios bioldgicos de captacion de hierro y compuestos fendlicos.

— Se sugiere hacer estudios farmacoldgicos referidos a la absorcion de compuestos
antioxidantes y hierro
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ANEXOS
Anexo 1. Identificacion taxondmica de Capuli

UNIVERSIDAD NACIONAL DE SAN AGUSTIN /?i\ o
FACULTAD DE CIENCIAS BIOLOGICAS ,J @ :.:

7
DEPARTAMENTO ACADEMICO DE BIOLOGIA ,&./ )
HERBARIUM AREQVIPENSE (HUSA) Yery ¢

Ul
0

CONSTANCIA N2 048-2019-HUSA

El Director del Herbarium Areqvipense (HUSA) de la Universidad Nacional de San Agustin de
Arequipa.

HACE CONSTAR:

Que la muestra fresca del espécimen presentada por Watson Carlos Castillo Apaza y Daniel Tony
Manchego Vera, egresado de la de la Universidad Catdlica de Santa Maria, para la ejecucion de su
Tesis “Determinacién de hierro total, polifenoles y capacidad antioxidante del extracto de
Prunus ser6tina “CAPULI” y Physalis peruviana “AGUAYMANTO". Arequipa 2019”. La muestra
fue traida al Laboratorio de Botanica al estado fenoldgico fresco, para su determinacién en el
Herbarium Arequipense (HUSA) y corresponde a la siguiente clasificacion y especie.

Reino Plantae

Divislon Magnoliophyta

Clase Magnoliopsida
Subclase Rosidae

Orden Rosales

Familia Rosaceae

Genero Prunus

Especie Prunus serotina Ehrh.

Se expide la presente a solicitud del interesado para los fines que se estimen convenientes.

Arequipa 28 de mayo del 2019.

Blgd- Teoncio Marifio He?
DIRELTOR
Herbarium Areqvipense (

A.ven—»da Daniel Alcides Carrién s/n cercado
Teléfono: (054) 237755 / 993659045
Apartado Postal: 0028

AREQUIPA - PERU
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Anexo 2. Identificacion taxondmica de Aguaymanto

UNIVERSIDAD NACIONAL DE SAN AGUSTIN o~
FACULTAD DE CIENCIAS BIOLOGICAS /( isl\)f
DEPARTAMENTO ACADEMICO DE BIOLOGIA )

HERBARIUM AREQVIPENSE (HUSA) ;

CONSTANCIA N2 047-2019-HUSA

El Director del Herbarium Arequipense (HUSA) de la Universidad Nacional de San Agustin de
Arequipa.

HACE CONSTAR:

Que la muestra fresca del espécimen presentada por Watson Carlos Castillo Apaza y Daniel ITony
Manchego Vera, egresado de la de la Universidad Catolica de Santa Maria, para |a ejecucion de su
Tesis “Determinacién de hierro total, polifenoles y capacidad antioxidante del extracto de
Prunus serétina “CAPULI" y Physalis peruviana “AGUAYMANTO". Arequipa 2019". La muestra
fue traida al Laboratorio de Botanica al estado fenoldgico fresco. para su determinacion en el
Herbarium Areqvipense (HUSA) y corresponde a la siguiente clasificacion y especie

Reino Plantae
Division Magnoliophyta
Clase Magnoliopsida
Subclase Asteridae
Orden Solanales
Familia Solanaceae
Genero  Physalis

Especie Physalis peruviana L.

Se expide la presente a solicitud del interesado para los fines que se estimen convenientes

Arequipa 28 de mayo del 2019

~ e ’
Herbarium Areqvipense (H LU
;/emda Dan;el Alcides Carridn s/n cercado
Teléfono (054) 23 7755 / 993659045
Apartado Postal 0028
AREQUIPA - PERU
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Anexo 3. ANOVA fenoles totales

Suma de Cuadrado
Fuente Gl Razon-F Valor-P
Cuadrados Medio
Entre grupos 803603. 2 401801. 180810.60 0.0000
Intra grupos 13.3333 6 2.22222
Total (Corr.) 803616. 8

Anexo 4. ANOVA Cuprac

Suma de Cuadrado )
Fuente Gl ) Razon-F Valor-P
Cuadrados Medio
Entre grupos 0.0176889 2 0.00884444 0.52 0.6196
Intra grupos 0.102267 6 0.0170444
Total (Corr.) 0.119956 8

Anexo 5. ANOVA DPPH

Suma de Cuadrado ]
Fuente Gl ) Razon-F Valor-P
Cuadrados Medio
Entre grupos 584.611 2 292.306 146.14 0.0000
Intra grupos 12.0009 6 2.00016
Total (Corr.) 596.612 8
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