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RESUMEN

El presente trabajo de investigacion se utilizo el fruto de la Physalis peruviana
“Aguaymanto”, la muestra fue recolectada del distrito de Orcopampa, provincia de

Castilla departamento de Arequipa; las cuales se realizaron dos tipos de tratamiento.

Una primera muestra fresca se selecciono6 de acuerdo a la Norma técnica Colombiana
(NTC 4580) de acuerdo a su color y tamafio, se cortd en rodajas y se llevo al horno
desecador por un tiempo de 7 horas a una temperatura de 60°C. Se pesaron 10
gramos de dicha muestra y se realizo las extracciones con el método de Soxhlet con
los solventes: etanol, metanol y heptano, se obtuvo el porcentaje de rendimiento de
30.96%, 42,27% y 0,102% respectivamente.

La segunda muestra de aguaymanto se dio un tratamiento de liofilizacion, el cual se
cort6 en mitades y se llevo al equipo liofilizador, se peso 10 gr de dicha muestra y se
llevo al equipo de extraccion Soxhlet usando como solventes: etanol, metanol y
heptano, se obtuvo el porcentaje de rendimiento de 44.82%, 54,77% y 0,815%

respectivamente.
En el proceso de investigacion se dejo de lado el extracto con heptano ya que este

solvente es apolar y la extraccion con dicho solvente era poco significativa para la

investigacion.
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Se determind el contenido de compuesto fenodlicos totales por el método de Folin-
Ciocalteu el cual los valores son 145.92 mg GAE/10 g de extracto etanolico
desecado y de 151,053 mg GAE/10 g de extracto etanolico liofilizado obtenido por
método Soxhlet, y la muestra metanolica los valores son de 123,757 mg GAE/10 g
de extracto metanolico desecado y de 137,025 mg GAE/10 g de extracto metanolico

liofilizado obtenido por método Soxhlet.

Finalmente se determind la capacidad antioxidante mediante el método de CUPRAC
donde la mayor capacidad antioxidante se obtuvo en la muestra liofilizada, para los
extractos etanolicos liofilizado se obtuvo 13.8 mmol Eq de acido ascérbico/10 g
muestra , el extracto metanolico de la muestra liofilizada se obtuvo un valor de 12.9
mmol Eq de &cido ascorbico/10 g muestra; en la muestra desecada el extracto
etanolico tiene un valor de 8,7 mmol Eq de acido ascorbico/10 g , el extracto
metanolico de la muestra desecada se obtuvo un valor de 7,2 mmol Eq de acido
ascorbico/10 g.

La mayor capacidad antioxidante y compuestos fendlicos se determiné en la muestra
liofilizada tanto en los extractos de muestras etanolica y metanolica realizando las

extracciones de los principios activos por el método.
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ABSTRACT

The present research the fruit of Physalis peruviana "Aguaymanto" used the sample
was collected from Orcopampa district, province of Castilla department of Arequipa;

which two types of treatment were made.

A first fresh sample was selected according to the Colombian Technical Standard
(NTC 4580) according to their color and size, cut into slices and took the desiccator
oven for a time of 7 hours at a temperature of 60 ° C. 10 grams of the sample were
weighed and the extractions was performed with the Soxhlet method with solvents:
ethanol, methanol and heptane, 30.96 percent yield%, 42.27% and 0.102%

respectively was obtained.

The second sample aguaymanto treatment lyophilization, which was cut into halves
and took the lyophilizer equipment, gave 10 g of the sample was weighed and
brought to the equipment Soxhlet extraction using as solvents: ethanol, methanol and
heptane, the percentage of 44.82% yield, 54.77% and 0.815% respectively was

obtained.

In the research process was set aside extract with heptane as this is nonpolar solvent

and said solvent extraction was insignificant for research.
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the content of total phenolic compound was determined by the Folin-Ciocalteu which
values are 145.92 mg GAE / 10 g of dried ethanol extract and 151.053 mg GAE / 10
g of freeze-dried ethanolic extract obtained by Soxhlet method, and the sample
methanolic values are of 123.757 mg GAE / 10 g of dried methanol extract and
137.025 mg GAE / 10 g of freeze-dried extract obtained by Soxhlet methanolic
method.

Finally antioxidant capacity was determined by the method CUPRAC where the
highest antioxidant capacity was obtained in the lyophilized sample, for the ethanolic
extracts lyophilized 13.8 was obtained mmol Eq ascorbic / 10 g sample acid,
methanolic extract of lyophilized sample was obtained a value of 12.9 mmol ascorbic
Eq/ 10 g sample acid; in the sample dried ethanolic extract has a value of 8.7 mmol
of ascorbic Eq/ 10 g acid, methanolic extract dried sample a value of 7.2 mmol of

ascorbic Eq/ 10 g acid was obtained.

The highest antioxidant capacity and phenolics determined in the lyophilized sample
both ethanolic extract methanolic samples and performing the extractions of the

active ingredients by the method.
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INTRODUCCION

El Pert es un pais muy propicio para el cultivo de frutos, tiene una enorme variedad
de suelos y climas, hace que sea ideal para el desarrollo de estas diversidades de
frutos.

La Physalis peruviana mas conocida en ¢l Pert por el nombre de “aguaymanto” fue
una fruta nativa consumida por antiguos peruanos tales como los incas y cultura
anteriores a esta, se relata que en el jardin de los nobles emperadores incas, el
“aguaymanto ha sido una de sus plantas preferidas, que fue cultivada en el valle

sagrado de los incas con dedicacion.

A nivel de américa posee distintos nombres en varios dialectos, en quechua” topo
topo” en aymara “Uchuva” ,”’cuchuva” en espafiol se denomina “Guinda serrana”,
“aguaymanto, “tomatillo”, “uvilla” (Peru);en Bolivia se denomina “capuli o

9% ¢

motojobobo embolsado”; En Colombia “ Uchuva” “uvilla” “guchuva” en Venezuela

se conoce como ‘“cereza de judas” , “Topo-topo “en Ecuador se la conoce como
“uvilla” y en México como “cereza del Peri”; por su parte en ingles se le conoce
como Golden Berry , cape gooseberry, giant groundcherry, peruvian groundcherry,

peruvian cherry(U.S) poha (Hawai), jam fruit (india) Physalis. (1)

Numerosas publicaciones confieren a la especie propiedades beneficiosas para el ser
humano, tanto medicinales como nutricionales. Posee vitaminas A, C y complejo B
(rico en pectinas), ademds de hierro y fésforo. Por lo tanto, este fruto puede tener
mas de un uso: alimenticio, medicinal y también ornamental. En cuanto al uso
alimenticio puede optar distintas vias de comercializacion, como fruto fresco (con/sin
caliz), fruto congelado, fruto deshidratado o fruto para proceso industrial

(mermeladas, pulpa, néctares, conservas).

Los antioxidantes constituyen un grupo de sustancias que, cuando estan presentes en
bajas concentraciones, inhiben o retrasan los procesos oxidativos, a través de
mecanismos que con llevan a su propia oxidacion. Los suplementos antioxidantes de

las frutas que contienen antioxidantes, pueden ser usados para reducir los dafios
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oxidativos relacionados con la edad y con enfermedades como la arterioesclerosis

purificar la sangre, tonifica el nervio 6ptico y es benéfica para diabéticos, entre otros.

Se estudid la capacidad antioxidantes y determinacion de compuestos polifendlicos
totales que estan presentes en el fruto de Physalis peruviana, y asi fomentar el
consumo de aguaymanto en la dieta diaria y asi prevenir enfermedades causadas por

procesos oxidativos, y de contribuir a la investigacion de la flora cientifica del Pert.
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OBJETIVOS

1. Obtener extractos metanolicos y etanolicos de las muestras desecadas y
liofilizadas de Physalis peruviana “Aguaymanto” por método Soxhlet y
determinacion de componentes bioactivos por cromatografia de capa fina.

2. Determinacion de los compuestos polifendlicos totales por método de Folin-
Ciocalteu y capacidad antioxidante por método de Cuprac de los extractos
etanolicos y metanolicos del fruto de “Aguaymanto”

3. Comparacion cuantitativa de los compuestos fenolicos totales y capacidad
antioxidante de los extractos del fruto de “Aguaymanto” obtenidos en el

proceso de liofilizaciéon y desecacion por estufa.
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HIPOTESIS

Dado que algunos componentes polifenolicos presentes en el fruto de aguaymanto
podrian tener efecto antioxidante, es probable que estos componentes varien en su

composicion cualitativa y cuantitativa, luego del proceso de liofilizacion.
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CAPITULO I
MARCO TEORICO

1.1 Physalis Peruviana “Aguaymanto’

El “Aguaymanto” pertenece al género Physalis y comprende entre 75 y 90 especies
familia Solandceas, cuyos frutos se forman y permanecen dentro del caliz durante
todo su desarrollo. Existen dudas si el “Aguaymanto” (Physalis peruviana 1.) es
originaria del Peru (2) o proviene del Brasil y que ha sido adaptado en los altiplanos
de Pert y Chile (3), mientras Bartholoméus et al. (1990) (4) reportan que viene del
Ecuador y Perti. La planta crece en zonas altas entre Chile y Colombia en forma
silvestre y semisilvestre. En Colombia, las exportaciones iniciaron hace 20 afos y
durante mas de 10 afios ocupa el segundo lugar de exportacion después del banano.
(®)

No se conocen variedades o cultivares de este fruto, solo ecotipos o clones
procedentes de diferentes regiones, las que han sido seleccionadas por tamafio, color,
sabor y forma del caliz. Los mas comunes son los ecotipos denominados
“Colombia”, “Sudafrica” y “Kenia”.

Los nombres comunes con que se le conoce son:Tomatillo; Aguaymanto (centro y
sur del Pert); capuli (centro del Pert, no confundir con el capuli Prunus serétina);

uvilla (Cajamarca); Otros: topotopo ; uchuva, motojobobo, embolsado (Bolivia). (6)
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1.1.1 CLASIFICACION TAXONOMICA

La clasificacion taxondmica de Physalis peruviana L., segiin la National Plant

Center USDA (2000) es:

Figura N°1.1 Physalis peruviana “Aguaymanto’
Fuente guia de campo de los cultivos andinos (2007)

Tabla 1.1 Clasificacion taxonémica de Physalis peruviana (6)

REINO Plantae

SUBREINO | Tracheobionta
DIVISION | Angiospermae
CLASE Magnoliopsida
SUBCLASE | Asteridae

ORDEN Solanales

FAMILIA Solanaceae
GENERO Physalis

ESPECIE Physalis peruviana L.

FUENTE: Elaboracion propia, 2016
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1.1.2 DISTRIBUCION GEOGRAFICA, REQUERIMIENTOS CLIMATICOS

En el Pert se cultiva en la zona agroecologica Quechua de clima templado a
templado frio, en localidades ubicadas en la sierra de Ancash, Hudnuco, Junin,
Ayacucho, Arequipa y Cuzco, generalmente en huertos familiares, pero también en
los bordes de chacras, de zanjas y caminos o intercalados con otros cultivos. En
Cajamarca se le cultiva sobre todo en las provincias de Cajamarca, Chota,
Cajabamba y San Marcos. Se ha iniciado su cultivo en forma comercial en pequefias
areas, existiendo excelentes posibilidades de extender su cultivo.

Actualmente, se ha extendido a casi todas las tierras altas de los trépicos y a varias
partes de los subtropicos, incluyendo Malasia, China y el Caribe.

El aguaymanto prospera desde el nivel del mar hasta los 3 300 msnm. Puede soportar
bajas temperaturas, pero sufre danos irreparables por debajo de 0° C; su crecimiento
es afectado si persisten temperaturas menores a 10° C. La temperatura 6ptima es de
18° C; temperaturas muy altas pueden perjudicar la floracion y fructificacion.
Requiere gran luminosidad y debe protegerse del viento excesivo. Debe contar con
suficiente agua durante el crecimiento inicial, no asi durante la maduracion de los
frutos. Es una planta con alto potencial, ya que crece en suelos pobres, pero bien

drenados, y tiene bajos requerimientos de fertilizacion. (7)

1.1.3 DESCRIPCION BOTANICA

Se trata de una planta de tipo herbaceo a semi-arbustiva, erecta, perenne en zonas
subtropicales y que puede alcanzar una altura de entre 0,6 a 0,9 metros y en algunos

casos llega a alcanzar 1,8 metros.

Caliz: Es velloso con venas salientes y con una longitud de unos tres a cuatro cm.
Cubre completamente al fruto durante todo su desarrollo; inicia su alargamiento
cuando ha pasado la fecundacion del fruto. Durante los primeros 40 a 45 dias de su
desarrollo es de color verde, con la maduracion del fruto va perdiendo clorofila
volviéndose pergamino al final. Es importante porque protege el fruto contra

insectos, pajaros, enfermedades y situaciones climaticas extremas, ademas de servir
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como una fuente indispensable de carbohidratos durante los primeros 20 dias del
crecimiento del fruto.

Flor: Es facilmente polinizada por insectos y por el viento y la auto polinizacion
también es comun.

Fruto: Es una baya jugosa de forma globosa u ovoide con un didmetro entre 1,25 y
2,50 cm, pesa entre 4 a 10 g. Contiene unas 100 a 300 semillas pequefias. La
estructura interior del fruto se parece a un tomate en miniatura.

Hojas: El Aguaymanto presenta hojas alternas, simples, pecioladas, acorazonadas y
altamente pubescentes. Tienen un tamafo entre 5 a 15 cm de largo y 4 a 10 cm de
ancho. Una planta en condiciones de crecimiento muy favorables puede formar hasta
mil hojas o mas y este nimero depende del desarrollo del tallo y su cantidad de
nudos. Igualmente su 4rea foliar puede llegar hasta 150 dm? planta o més y el tamafio
de una hoja hasta 25 a 30 cm?.

Sin embargo, en condiciones desfavorables las hojas pueden alcanzar solamente 10
cm?. Después de la maduracion del fruto, las hojas amarillean y caen.

Raiz: La mayoria de las raices son fibrosas y se encuentran a unos 10 a 15 cm de
profundidad; el sistema radical es ramificado y profundiza con sus raices principales
hasta unos 50 a 80 cm. Las raices que se forman de estas no son pivotantes y crecen
mas superficiales, causando un sistema radical débil, una mayor precocidad de la
produccion y un ciclo de vida mas corto de la planta. El desarrollo de las raices
depende del tipo y textura del suelo y especialmente de la aireacion, la temperatura y
la humedad del mismo. En zonas altas, el Aguaymanto desarrolla un sistema de

raices mas superficiales con el fin de aprovechar mejor el calor del mediodia.

Ciclo vegetativo

El tiempo entre la iniciacion de germinacion y la primera cosecha es de
aproximadamente nueve meses y medio. El periodo util de produccion de la planta es
de nueve a once meses desde el momento de la primera cosecha, ya que a partir de
entonces disminuye tanto la productividad como la calidad de la fruta.

Variedades

En la Universidad del Cuzco se han logrado dos selecciones y se les ha asignado los

nombres de Urubamba y K’ayra. En Cajamarca se ha efectuado una evaluacion de

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




v==2 . |NIVERSIDAD
REPQSITORIO DE CATOLICA

(L :
TESIS UCSM < DE SANTA MARIA

200 ecotipos (Franco, 2000) y entre los mas relevantes se han seleccionado tres de

ellos por su mejor calidad, siendo los ecotipos Cajamarca, San Marcos y

Cajabamba.(7)

Figura N°1.2 Physalis peruviana “Aguaymanto” estadios de la planta

1, 2) Flores de Physalis peruviana; 3) Fruto; 4) Fruto; 5) Hoja; 6) Plantula.
Fuente: Datos tomados de Dostert N, Roque J, Cano A, La Torre M y Weigend M.
Hoja Botanica: Aguaymanto (2012)
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1.1.4 USOS Y PROPIEDADES MEDICINALES

El fruto de Aguaymanto, del que se puede obtener un aceite, este es muy rico en
aceites esenciales, en carotenoides (fuente excelente de pro vitamina A, 3000
unidades de caroteno por 100g) en vitamina C, vitamina E y en fitosteroles. Tiene
ademads trazas de complejos de vitamina B. Pocas proteinas (0,3%) y una cantidad
excepcional de fosforo (55%). (8)

El Aguaymanto es también bueno para reforzar el nervio dptico y aliviar dolores de
garganta. Estd recomendada para personas que sufren de diabetes tipo I y II, favorece
los tratamientos de prostata es buen diurético y purifica la sangre. Por su contenido

de flavonoides se le utiliza como tranquilizante natural. (8)

Existen numerosas plantas en nuestra medicina tradicional peruana que no han sido
estudiadas cientificamente en su mayoria. Una de estas es el Aguaymanto, que es
usada empiricamente para tratar el cancer y otras enfermedades, como asma,

hepatitis, dermatitis y malaria. (9)

Por ser digestiva, ayuda a prevenir el cancer de estobmago, colon y del intestino. El
fruto de Aguaymanto ayuda a purificar la sangre, ayuda a eliminar la albumina de los
rifiones, reconstituye el nervio Optico, limpia las cataratas, contribuye contra la
diabetes, la artritis incipiente y alivia eficazmente las afecciones de la garganta. Por
su contenido de vitamina A se le considera un fruto carotenogeno.

Ayuda a combatir las siguientes enfermedades:

e Controla la amibiasis.

e Combate el asma.

e Alivia los problemas bronquiales.

e Ayuda con la formacién de los dientes y los huesos por su contenido de

calcio.

e Previene la aparicion del cancer por sus propiedades digestivas.
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e Combate el cansancio mental.

e Disminuye los niveles de colesterol en sangre.

e Combate la depresion.

e Consumir el fruto del aguaymanto ya que tiene una sustancia similar a la

insulina.

e Previene el envejecimiento.

e Alivia los problemas de la garganta.

e Favorece la cicatrizacion de las heridas.

e Alivia los sintomas caracteristicos de este periodo.

e Alivia los colicos menstruales.

e Favorece el tratamiento de las personas con problemas de la prostata gracias a

sus propiedades diuréticas.

e Combate la sinusitis.

o fortalece el sistema inmunologico.

Combate el stress. (10)

El 4cido ascorbico (presente en el fruto de Aguaymanto estd alrededor de 28,55
mg/100g) es requerido para el crecimiento y reparacion de tejidos en todo el cuerpo.
Es necesario para la formacion de coldgeno, el tejido cicatricial, los ligamentos, los
tendones y los vasos sanguineos. El acido ascérbico es un antioxidante por lo tanto es
un nutriente que actua bloqueando parte del dafio causado por los radicales libres

(RL). (11)
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Los  polifenoles  tienen  propiedades  molusquicidas,  antihelminticas,
antihepatotoxicas, antiinflamatorias, antidiarreicas, antitlcera, antivirales,
antialérgicas y vasodilatadoras. Se ha determinado que inhiben la replicacién del
virus de la inmunodeficiencia Humana (HIV) y del virus simplex humano (HSV),
inhiben las glucosil transferasas del Streptococcus mutans causante de la caries
dental, inhiben la autoxidacion del ascorbato, también inhiben efectos citotoxicos, la
promocion del crecimiento tumoral y la enzima xantina mono-amina oxidasa. La
actividad antioxidante de los fenoles es el origen de funciones biologicas tales como

la antimutagénica, anticancerigena y antienvejecimiento. (12)

La mayoria de los antioxidantes naturales, en especial los flavonoides, muestran una
amplia gama de efectos biolégicos, incluyendo antibacteriano, antiviral, anti-
inflamatorio, antitrombético y acciones vasodilatadoras antialérgicos. La actividad

antioxidante es una propiedad fundamental importancia para la vida. (13)

1.2 RADICALES LIBRES, ESTRES OXIDATIVO Y ANTIOXIDANTES

1.2.1 RADICALES LIBRES

Se define como cualquier especie quimica, esta puede ser atdbmica o molecular ya
que tiene uno o mas electrones desapareados en el orbital mas extremo (14) los
cuales daran un caracter muy inestable y altamente reactivas y con la capacidad de

atacar cualquier tipo de biomoléculas (15).

Estos tienden a captar electrones de otros atomos con el fin de alcanzar la estabilidad,
una vez que se ha conseguido sustraer el electron, la otra molécula estable al perder
su electrén se oxida y a su vez se convierte en un radical libre por quedar con un

electron desapareado dando asi el inicio de una reaccion en cadena. (16)

Ya sea por ganancia o pérdida de un electréon de un no radical o por la ruptura del
enlace quimico cada atomo participante del enlace retiene un electron par que
constituia la union formandose radicales libres de una molécula. (17)

Las fuentes de RL estos pueden ser tipo enddgeno y exdgeno:
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Los radicales libres de tipo endégeno se producen normalmente y de forma continua
en el metabolismo celular principalmente en las mitocondrias, por las diversas
reacciones redox, realizadas por las enzimas como la NADHP oxidasa,
lipooxigenasas, ciclooxigenasas y peroxidasas. Pero también existen otras fuentes
enddgenas de RL como las oxidaciones microsomales, los fagosomas, La auto
oxidacion de sustratos y los neutrofilos. Los RL enddgenos juegan un papel
importante en la defensa del organismo contra infecciones y virus si bien la
concentracion de estos puede ser controlada por los sistemas antioxidantes
enddgenos. El problema es cuando los RL provienen de fuentes exdgenas tales como
el consumo de alimentos con alto contenido de grasa, alimentos procesados también
el excesivo consumo de alcohol, la exposicion a diversos quimicos como pinturas,
pegamentos y tipos de contaminantes del medio ambiente como el humo del tabaco,

herbicidas, smog etc. .Solo al encontrarse dos radicales libres cesa el proceso.(18)

El oxigeno molecular al ser consumido por organismos aerobios va a dar la
formacion de especies reactivas de oxigeno (ROS) son considerados RL ya que son
moléculas cuyo atomo carecen de electron, esto hacen que sean mas reactivos ya que
toman el electron faltante de una molécula vecina lo que provocaria la oxidacion de
esta ultima molecula, y asi esta tomaria su electro faltante de otra y lo que se
generaria una reaccion en cadena lo cual cesaria cuando llegase a encontrar otra

molécula con un electron libre para poder estabilizarse.(18)

Estas moléculas son productos peligrosos del metabolismo celular debido a que no
hay un equilibrio entre las ROS y sustancias antioxidantes lo que generaria estrés

oxidativo, y lo que provocaria una serie de procesos patologicos.(18)

Las principales especies reactivas del oxigeno (ROS) o sustancias prooxidantes son:
Radical hidroxilo (HO)", Peréxido de hidrégeno (H202), Anion superdxido (O2),
Oxigeno singlete ('02), Oxido nitrico (NO), Peroxido (ROO), Semiquinona (Q) y el
Ozono (03). (19)

En 1954 la Doctora Rebeca Gerschman sugirié por primera vez que las ROS eran
agentes toxicos y generadores de patologias, estableciendo tres postulados basicos:

1. Los RL constituyen un mecanismo molecular comtn de dafio cuando los animales

son sometidos a altas presiones de oxigeno y a radicales ionizantes.
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2. El desequilibrio entre oxidantes y antioxidantes producian los efectos toxicos.

3. La producciéon de RL es un fendémeno continuo con implicaciones en el
envejecimiento y la carcinogénesis.

Actualmente estos postulados se mantienen vigentes y son la base para multiples

investigaciones. (20)

1.2.2 DANO PRODUCIDO POR LOS RADICALES LIBRES

Los radicales libres son elementos fundamentales en el metabolismo, también son un
riesgo especialmente para las células y biomoléculas como los acidos nucleicos, las

proteinas, y lipidos y polisacaridos. (16)

El dano celular producido por las especies reactivas del oxigeno ocurre sobre
diferentes macromoléculas:

1. Lipidos. Es donde se produce el mayor dafio en un proceso conocido como
peroxidacion lipidica, este afecta a las estructuras ricas en 4cidos grasos
poliinsaturados, alterando la permeabilidad de la membrana celular produciendo
edema y muerte celular. el enranciamiento oxidativo o peroxidacion lipidica
representa una forma de dafo histico que puede ser desencadenado por el oxigeno, el
peroxido de hidrogeno, el oxigeno singlete y el radical oxidrilo. los componentes
esenciales de las membranas celulares son los acidos grasos insaturados , por lo que
se cree son importantes para su funcionamiento normal, sin embargo, son vulnerables
al ataque oxidativo iniciado por los radicales libres del oxigeno.(21)

2. Proteinas. Hay oxidacion de un grupo de aminoacidos como fenilalanina,
tirosina, histidina y metionina; ademas la formacion de entrecruzamientos de cadenas
peptidicas, y la formacion de grupos carbonilos.(22)

3. Acido desoxirribonucleico (ADN). Ocurren fenémenos de carcinogénesis y
mutaciones, hay pérdida de expresion o sintesis de una proteina por dafo a un gen
especifico, modificaciones oxidativas de las bases, delecciones, fragmentaciones,
interacciones  estables ADN-proteinas, reordenamientos cromosdmicos y

desmetilacion de citosinas del ADN que activan genes.
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El dafio se puede realizar por la alteracion (inactivacion/pérdida de algunos genes
supresores de tumores que pueden conducir a la iniciacion, progresion, o ambas de la
carcinogénesis).

Los genes supresores de tumores pueden ser modificados por un simple cambio en
una base critica de la secuencia del ADN. (21)

4. Carbohidratos. El dafio ocasionado por los radicales libres en carbohidratos
seda en menor proporcidon que otras moléculas.

Los azucares como la glucosa, manitol o ciertos desoxiazucares reaccionan con el
radical oxidrilo para producir sustancias reactivas. Asi mismo, el ataque producido
por los radicales libres en los polisacaridos a la fragmentacion en unidades mas

sencillas como en el caso de la despolimerizacion del 4cido hialurénico. (23)

1.2.3 ESTRES OXIDATIVO

Por diversas causas se produce un desequilibrio, haciendo perder el balance entre
condiciones oxidantes y defensas antioxidantes: esto puede deberse a un aumento en
la produccion de especies reactivas de oxigeno (ERO) o a una disminuciéon en los
sistemas antioxidantes o de reparacion, o a una combinacion de estos factores. (17)

A todo esto se le se le conoce como estrés oxidativo que es la responsable de la
degeneracion celular debido a que los RL pueden reaccionar quimicamente con

proteinas, lipidos y DNA. (18)

El Estrés oxidativo produce deterioro celular el cual es responsable de diversas
enfermedades, de manera directa e indirectamente son generados por los radiales

libres.(18)

Este dafio puede ser prevenido por el uso de moléculas antioxidantes , elcual donan
electrones estabilizando y neutralizando los R.L y asi eliminando los efectos daninos

de estas moléculas. (18)

Existe un equilibrio apropiado entre prooxidantes y antioxidantes en una célula
normal. Sin embargo este balance puede alterarse cuando la produccion de
prooxidantes aumenta de modo considerable. Esta circunstancia se presenta después

de la introduccion en el organismo de ciertos farmacos o venenos insecticidas y/o
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pesticidas. También este desbalance puede presentarse, debido a una mal nutricion
disminuyendo asi la concentracion de antioxidantes por ejemplo la hipovitaminosis
E, o a un fallo funcional de alguna de las enzimas involucradas en la respuesta

antioxidante del organismo. (24)

1.2.4 ANTIOXIDANTES

Un antioxidante es una sustancia que previene o retarda la oxidacion de un sustrato
oxidable puede ser lipido, proteina, DNA, o cualquier otro tipo de molécula. (15)

Los antioxidantes que actian como mecanismo de defensa en el organismo. A
concentraciones normales poseen una afinidad mayor que cualquier otro molécula
para interactuar y neutralizar los RL, estos actian donando electrones a los RL y de

esta manera los transforman en débiles y no to6xicos.(25)

No todos los antioxidantes actian de esta manera, los llamados enzimaticos catalizan

o aceleran reacciones quimicas que utilizan sustratos que reaccionan con los RL.
Los antioxidantes se clasifican en dos grupos:

e Antioxidantes enddgenos (superoxido dismutasa ,glutation peroxidasa,

catalasa)

e Antioxidantes exogenos estos ingresan a través de la dieta (vitamina C,

vitamina E, los carotenoides, flavonoides y los licopenos). (20)

En algunas investigaciones se muestra a la terapia antioxidante como una alternativa
para prevenir y contrarrestar a las diversas enfermedades asociadas al estrés
oxidativo, manteniendo el balance entre la formacion y neutralizacion de los
radicales libres. (26)
Los antioxidantes obtenidos a través de la dieta, puede actuar de dos formas:

- Primero previniendo la generacion excesiva de los radicales libres, y asi evitar

que se produzca el dafio celular por efecto del estrés oxidativo.
- Segundo, una vez ya producido el dafio oxidativo los antioxidantes puedan

mantener los niveles de radicales libres y asi evitar que el dafio continlie
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avanzando y con ello algunos sintomas de las enfermedades producidas por el

efecto del estrés oxidativo pueden disminuir. (27)

1.2.4.1 CLASIFICACION DE LOS ANTIOXIDANTES

Los antioxidantes se pueden clasificar de manera simple en enddgenos y exogenos:

Antioxidantes Enddgenos

e Glutatién peroxidasa (GPx).- Es una seleno proteina en presencia de
glutation (GHS), como agente reductor cataliza la reduccion del peroxido de

hidrogeno.(15)

e (Catalasa.- Es una hemoproteina se encuentra en el interior de los granulos
citoplasmaticos llamados peroxisomas se encarga de catalizar Ila
descomposicion del peroxido de hidrogeno en agua 'y oxigeno. (15)

e Superoxido dismutasa (SOD).- Actia neutralizando los radicales
superoxido y asi transformarlo en peréxido de hidrogeno en presencia de

zine.(15) :
Antioxidantes Ex6genos

e Vitamina E.- Es un conjunto de compuestos fendlicos conocidos como
tocoferoles y tocotrienoles, siendo el alfa tocoferol el mas activo es de
caracter lipofilico y es el mds importante protector de las moléculas

lipidicas.(25)

e Polifenoles.- Son un conjunto heterogéneo de las moléculas que comparten
las caracteristicas de poseer en su estructura varios grupos fenodlicos, tienen
una potente actividad antioxidante estos pigmentos naturales estdn en los

vegetales. (25)

e Carotenoides.- Son hidrocarburos polienicos no contienen oxigeno y son los
mas activos por poseer un sistema de dobles enlaces conjugados mucho mas
largos lo que facilita su accidon antioxidante y son responsables del intenso

color amarillo, anaranjado o rojo de un gran niimero de vegetales. (25)
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e Vitamina C.- Es un antioxidante hidrosoluble que potencia la accion
antioxidante de otros antioxidantes como la vitamina E y el selenio, no es
sintetizado en el organismo, es consumida por medio de los alimentos; su
funcion principal es neutralizar el oxigeno singlete (O2), captura radicales
oxidrilo y aniones superoxido y realiza la regeneracion de la forma oxidada

de la vitamina E una vez que se ha unido a un RL.

Destruye eficazmente a las nitrosaminas y posee efecto anticarcinogenico

frente al humo del tabaco por concentrarse en los alveolos pulmonares. (25)

1.3 COMPONENTES BIOACTIVOS CON CAPACIDAD ANTIOXIDANTE
DE PHYSALIS PERUVIANA

1.3.1 COMPUESTOS FENOLICOS

Las plantas vasculares sintetizan una gran cantidad de moléculas orgénicas, como
consecuencia de su metabolismo secundario.

Muchos de Los fenoles son clasificados como metabolitos secundarios y estan
ampliamente distribuidos en el reino vegetal. Se localizan en todas las partes de las
plantas y su concentracion es variable a lo largo del ciclo vegetativo. Estos
compuestos participan de diversas roles, tales como la asimilacion de nutrientes, la
sintesis proteica, la actividad enzimatica, la fotosintesis, soporte mecanico de la

planta, la alelopatia y la defensa ante los factores adversos del ambiente.

Los fenoles estan asociados al color, las caracteristicas sensoriales como, sabor,
astringencia, dureza, las caracteristicas nutritivas y las propiedades antioxidantes de
los alimentos de origen vegetal. La caracteristica antioxidante de los fenoles se debe

a la reactividad del grupo fenol. (28)
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1.3.2 ACCION ANTIOXIDANTE DE LA VITAMINA C.

La vitamina C o L-ascorbato es un derivado acido de la glucosa. Su obtencion en la
dieta es esencial para la supervivencia del hombre (y los primates en general, ademas

de cobayos, murciélagos y algunas aves y peces).

Presenta una configuracion de lactona, en la que los grupos oxidrilos asociados al
doble enlace funcionan como agentes con alto potencial reductor, lo que le permite,
incluso, participar en la reduccion directa del oxigeno, funcionando asi como sustrato

donante en las reacciones de las peroxidasas. (29)

Las vitaminas C y E, asi como la A, clasifican como antioxidantes interruptores,
porque actuian interrumpiendo la reaccion en cadena de formacion de radicales libres,
atrapandolos y reduciéndolos, a diferencia de los antioxidantes preventivos (entre los
que se encuentran las enzimas peroxidasas), que evitan la iniciacion de la secuencia

de reacciones. (30)

El 4cido ascorbico es oxidado en dos pasos en los que pierde cada vez un electron,
pasando por una forma ascorbilo de radical libre . Este intermedio es seguidamente
oxidado de acido dehidroascorbico que es irreversiblemente hidrolizado para dar

acido 2,3-dicetogulonico. (31)

HOCH, HO CH, HO-CH, Ho—cl:H2
HC‘\\\OH HC“\\\OH HC"\\OH HC“‘\\\\OH )
0 [ o P
H
o 0

Figura N° 1.3 Ascorbato, radical ascorbil, &cido dehidroascorbico y

2,3dicetogulonico

FUENTE: Elaboracién propia, 2016
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1.3.3 CAROTENOIDES

Los carotenoides son pigmentos orgdnicos del grupo de los isoprenoides compuestos
responsables de la coloracion de gran nimero de alimentos vegetales y animales,
como zanahorias, zumo de naranja, tomates, salmén y yema de huevo. Desde hace
muchos afos, se sabe que algunos de estos compuestos, como o y B caroteno, asi
como la B-criptoxantina, son provitaminas A. No obstante, estudios recientes han
puesto de manifiesto las propiedades antioxidantes de estos pigmentos, asi como su
eficacia en la prevencion de ciertas enfermedades del ser humano, como la
aterosclerosis o incluso el cancer. Todo ello ha hecho que desde un punto de vista

nutricional, el interés por estos pigmentos se haya incrementado notoriamente.

La principal funciéon de los pigmentos carotenoides, tanto en vegetales como en
bacterias, es captar energia luminosa, energia que es luego transferida a las clorofilas

para ser transformada durante la fotosintesis. (32)

Proporcionan color a las frutas y verduras. Debido a la presencia en su molécula de
un cromoforo consistente total o principalmente en una cadena de dobles enlaces
conjugados dando colores amarillos, anaranjados y rojizos a los frutos. Estian
presentes en todos los tejidos fotosintéticos, junto con las clorofilas, asi como en
tejidos vegetales no fotosintéticos, como componentes de cromoplastos, que pueden
ser considerados como cloroplastos degenerados. Los carotenoides siempre
acompafian a la clorofila en una relacion de tres a cuatro partes de clorofila por una
parte de carotenoide. Estos pigmentos se encuentran en frutas y vegetales amarillos y
en los cloroplastos de tejidos verdes, donde estan enmascarados por la clorofila hasta
que el tejido envejece. El contenido en carotenoides de las frutas aumenta durante la
maduracion, si bien parte de la intensificacion del color se debe a la pérdida de

clorofila.(33)

Algunos pigmentos carotenoides poseen actividad provitaminica A por lo que hasta
hace unos afios han tomado importancia nutricional, si bien recientemente se ha
puesto de manifiesto que la importancia de estos compuestos va mas alla, y se ha
demostrado que juegan un papel importante en la prevencion de diversas

enfermedades degenerativas humanas. (33)
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La funcion biologica principal de los carotenoides es servir como pigmentos
accesorios en la recoleccion de la luz durante el proceso fotosintético, y como
sustancias fotoprotectoras, inhibiendo la propagacion de especies reactivas de
oxigeno y otros radicales libres, por tanto impiden la accidon nociva de éstos a nivel
celular. En los animales, este conjunto de pigmentos presenta varias actividades

biologicas muy importantes desde el punto de vista nutricional y fisiologico. (34)

Y-taroteno

Zemxanting
Figura N° 1.4 Estructura de los principales carotenoides

Fuente: Importancia nutricional de los pigmentos carotenoides Antonio J. Meléndez-

Martinez
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1.3.4 FLAVONOIDES

Los flavonoides comprenden un grupo de compuestos polifendlicos ampliamente
distribuidos en las frutas y en los vegetales, asi como en el té negro, el café, la cocoa,
la cerveza y el vino rojo. (35)

Pueden aparecer desde simples moléculas fendlicas hasta compuestos muy

polimerizados con pesos moleculares superiores a los 30 000 Da. (35)

De todas sus propiedades biologicas las de mayor interés han sido sus efectos
antioxidantes, los cuales han sido blancos de un sin namero de estudios
principalmente de corte clinico y nutricional, teniendo en cuenta que a menudo dosis
farmacoldgicas de antioxidantes dietéticos comunmente como es el caso de las
combinaciones vitaminicas (vitamina E mas vitamina C y b-caroteno), no producen
los efectos esperados o estos resultan daninos, por lo que para lograr una mejor
accion antioxidante se prefiere incluir en la dieta una mezcla de flavonoides y

taninos. (36)

Figura. N° 1.5 Estructura basica de los flavonoides y sistema de numeracion
FUENTE: Elaboracién propia, 2016
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Flavonoide Estructura basica
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Dihidrechalconas

Auromas
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Flavanol

Flavandioles o
Levcoantocianidinas
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Biflavonoides

Proamtocianidinas o
Tanines condensados

Figura. N° 1.6 Subclase de flavonoides

Fuente: Los flavonoides: antioxidantes o prooxidantes, Instituto de Ciencias Bésicas
y Preclinicas "Victoria de Giron" Gilberto Pérez Trueba
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135 ACCION ANTIOXIDANTE DE LOS FLAVONOIDES FRENTE A
RADICALES LIBRES

Los flavonoides son sustancias beneficiosas para la salud ya que un elevado
consumo de frutas, vegetales y sus derivados ayudan a eliminar numerosos radicales
libres. Numerosas investigaciones demuestran que los flavonoides son poderosas
sustancias antioxidantes. Los mecanismos de acciéon descriptos que definen la
capacidad antioxidante de los flavonoides son: a) el atrapamiento de especies activas
del oxigeno y del nitrégeno; y b) la quelacion de metales de transicion (hierro,
cobre) que pueden iniciar reacciones de oxidacion. La capacidad antioxidante de los
flavonoides depende, del numero de localizacion de sus grupos hidroxilo. Se han
determinado otros mecanismos por el cual los flavonoides podrian proteger a los
lipidos del dafio por sustancias oxidantes o por otros compuestos que podrian afectar

la estructura y/o funcion de las membranas bioldgicas.(37)

La accién antioxidante de los polifenoles vegetales actiian en los sistemas biologicos,
esto provocd un gran interés en estos flavonoides ya que tienen una actividad
farmacoldgica amplia, pueden unirse al ADN en enzimas como ademas producir
quelacion de iones metalicos como el Fe™ Cu*? y Zn' ademas de eliminar radicales
libres. Es usado para enfermedades como diabetes mellitus, cancer, cardiopatias,
infecciones virales, ulcera estomacal y duodenal y en inflamaciones, su capacidad
antioxidante se debe a que los flavonoides presentan en su estructura los
sustituyentes dihidroxilicos en posiciones 3' y 4' en el anillo B se muestran mas
actividad como antioxidantes y que este efecto antioxidante es potenciado por la
presencia de enlaces dobles entre los carbonos 2 y 3, un grupo hidroxilo (OH) libre
en la posicion 3 y un grupo carbonilo en la posicion 4; como sucede con la

quercetina. (38)(39)(40)
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Figura N° 1.7 Formacion de radical flavinico por la captura de radicales libres por

los polifenoles.

FUENTE: Elaboracion propia, 2016

1.3.6 WITHANOLIDOS

Son un grupo de esteroides naturales construidos sobre un esqueleto de tipo
ergostano. Se caracterizan por poseer una cadena lateral de nueve atomos de
carbono, con una lactona de seis miembros formada por los carbonos 22 a 26.

Los primeros constituyentes de este grupo fueron descubiertos de la planta a la cual
deben su nombre withania somnifera. Estos han sido hallados ademas en otras
plantas del genero withania, y también en plantas de los generos acnistus (dunalia),
jaborosa, nicandra, physalis, datura, lycium, etc, todas ellas pertenecientes a la
familia de las solanaceas encontrandose principalmente en las hojas de los vegetales

mencionados.(41)
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Figura. N° 1.8 Esqueleto withanolido
FUENTE: Elaboracion propia, 2016

1.3.7 FISALINAS
Son de estructuras muy complejas, porque ademas de la lactona presentan otro anillo

de y-lactona fusionada al anillo D. Se derivan de los seco esteroides 16,24 13,14

ergostano ciclo de tipo carbonilado C-15.

Han sido utilizadas como sustancias inmunosupresoras para evitar respuestas del
sistema inmune, por ejemplo cuando se hace un trasplante de 6rganos, presencias de
alergias y enfermedades autoinmunes. Los principales compuestos activos en el

aguaymanto son las fisalinas A, B, D, F y glucdsidos.(42)
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R ; SRR
(75} figalina D53 (26) fisaling E

Figura. N° 1.9 Tipos de fisalinas
Fuente: Género Physalis - uma revisao sobre vitaesterdides Therezinha C. B.

Tomassini

1.4 LIOFILIZACION

Se conoce como liofilizacion al proceso de conservacidn que utiliza a la sublimacion
con el fin de reducir pérdidas de los componentes volatiles o termo sensibles. Es el
proceso mas noble de conservacion de productos biologicos, porque junta dos
métodos de conservacion que son muy fiables, la congelacion y la deshidratacion.
Sin utilizar productos quimicos o conservantes, este proceso es el mas adecuado para
preservar células, enzimas, vacunas, virus, levaduras, sueros, derivados sanguineos,
algas, asi como frutas, vegetales, carnes, peces y alimentos en general. En este
proceso de secado los productos que se obtienen no se ven alterados y se pueden

hidratar facilmente. (43)
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Las principales ventajas de la liofilizacion son:

J Al aplicar bajas temperaturas al producto las sustancias inestables presentes no

sufren cambios por lo que la perdida de compuestos volatiles es minima.

o Durante el proceso de liofilizacion no hay formacion de burbujas ni espumas, lo

que hace suponer procesos de desnaturalizacion de las proteinas.

. Los compuestos presentes permanecen uniformemente disperso y distribuido sin

sufrir cambio de su concentracion ni tendencia a la congelacion.

o El producto liofilizado se presenta como un armazén solido sumamente poroso y
ocupa esencialmente el mismo espacio total que ocupaba la soluciéon original; el
residuo final consta de una estructura desmenuzable, entrelazada y
extraordinariamente porosa. Como resultado de estas caracteristicas, su

solubilidad es extremadamente rapida y completa.

J El producto final tiene después del proceso de liofilizacién un contenido muy

bajo en humedad pudiendo llegar a ser inferior al 0.5%.

o El desarrollo de bacterias y cambios enzimaticos no se puede realizar durante el

proceso de la liofilizacion ni cuando el producto esta desecado.

o Dado que durante todo el proceso de sublimacidén se efectua un elevado vacio,
el cual puede ser conservado una vez liofilizado el producto, por tanto la
cantidad de oxigeno presente es nula, con lo que los constituyentes facilmente

oxidables quedan protegidos. (44)
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CAPITULO II

MATERIALES Y METODOS

2.1 LUGAR DE INVESTIGACION
El presente trabajo de investigacion se llevo a cabo durante los meses de diciembre a

marzo 2016, en los Laboratorios (Laboratorio de control de Calidad H-203 y H103)

de la Facultad de Farmacia y Bioquimica de la Universidad Catolica De Santa Maria.

2.2 MATERIALES

2.2.1 MATERIAL VEGETAL

El material de investigacion usado para este trabajo es el fruto de Aguaymanto.

2.2.2 REACTIVOS QUIMICOS

Estandar de acido ascorbico (Merck)
Alcohol metilico

Alcohol etilico

Heptano

Reactivo de Follin-Ciocalteau

Acido Galico
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e Carbonato de Sodio

e Acetato de etilo

e Cloruro de cobre (II)

e Neocuproina 98%

e Agua destilada

e Hidréxido de amonio.
e Amoniaco

e Vainillina

e Acido sulfurico

e Tricloruro de aluminio
e Solucién de Dragendorff
e Estandar de Quercetina
e [Estandar de rutina

e C(Cloruro férrico

2.2.3 MATERIAL DE LABORATORIO

e Fiolas (5,10, 25, 50,10 y 250 ml) (Marca Kimax).

e Frascos ambar tapa rosca.

e Micropipetas de 0-100 ul y 100 — 1000 ul (Marca Transderpette)
e Papel Aluminio

e Papel filtro (Marca Whatman).

e Pipetasde 0.5, 1, 2, 5, y 10 ml (Marca Hirschmann).
e Probetas de 10y 100 ml.

e Tubos de ensayo

e Vaso de precipitado de 10 y 100 ml. (Marca Pirex)
e Capilares de vidrio.

e Cubade TLC.

e Placas de Silica Gel 60 F254 (Marca Merck).

e Bagueta de vidrio

e Pizetas
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2.2.4 EQUIPOS

e Balanza Analitica (Marca

e Equipo de extraccion Soxhlet

e Lampara de Luz UV (Marca Camag).

e Equipo de liofilizacion labconco

e (Camara para Cromatografia de capa Fina.
e Espectrofotometro UV/V

e Rotavapor (Marca Buchi).

e Agitador

e Refrigerador.

e Cocina eléctrica.

e Bano Maria.

2.3 METODOS

2.3.1 RECOLECCION, SELECCION Y ALMACENAMIENTO DE LA
MUESTRA

La recoleccion de aguaymanto se realizd en horas de la mafiana en un vivero

ubicado en el departamento de Arequipa provincia de Castilla distrito de Orcopampa.

La seleccion de los frutos de aguaymanto fueron clasificados segun el color, teniendo
en cuenta la carta de color establecida por la Norma Técnica Colombiana 4580, el

cual se usos el tipo 6 para la recoleccion de la muestra (45)

Una vez que se selecciono se procedio a lavar la fruta con agua potable corriente y se
enjuago con agua destilada luego, se procedid al secado del fruto con tela de
algodon; se procedid a guardarlos a refrigeracion a 4°C para luego ser llevadas al

laboratorio H-103 para su respectiva investigacion.
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Figura N° 2.1 Tabla de color de la Physalis peruviana “Aguaymanto”

Fuente: NTC 45800s)

2.3.2 OBTENCION DE EXTRACTO

Los métodos de extraccion para obtener los principios activos o metabolitos
secundarios del fruto se usé el método de extraccion por Soxhlet, la extraccion solo
separa las sustancias que pueden ser disueltas en liquidos o mezcla de estos llamados

en laboratorio como solventes.

Los solventes empleados para la extraccion por método de Soxhlet son: Etanol,
Metanol y Heptano; el cual se hicieron por duplicado y se determind el porcentaje de

rendimiento por diferencia de pesada.
2.3.2.1. METODO: SISTEMA DE EXTRACION POR EQUIPO SOXHLET

La obtencion de extractos con los diversos solventes se empled el método de
extraccion Soxhlet, el cual se hicieron por duplicado y después determinar su

rendimiento por diferencia de pesadas.
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2.3.2.1.2 FUNDAMENTO

Se define como la accidon de separar con un solvente una fraccion especifica de una
muestra, dejando el resto lo mas integro posible. Se pueden realizar desde los tres
estados de la materia, y se llaman de la siguiente manera. La extraccion Soxhlet se

fundamenta en las siguientes etapas
1) Se afiade el solvente en un balon.
2) Ebullicion del solvente que se evapora hasta un condensador a reflujo.

3) El solvente condensado cae sobre un recipiente que contiene un cartucho poroso

con la muestra en su interior en la que es cubierta por el solvente.

4) Ascenso del nivel del solvente cubriendo el cartucho hasta un punto en que se

produce el reflujo que vuelve el solvente con el material extraido al balon.

5) Se vuelve a producir este proceso la cantidad de veces que sea necesaria para que
la muestra quede agotada. Lo extraido se va concentrando en el balén del solvente.

(40)
2.3.2.1.3 PROCEDIMIENTO

Para la extraccion de los principios activos de la muestra de aguaymanto se hicieron
2 extracciones, se usaron dos tipos de muestras, una muestra fresca que se la
estabilizo y deseco, y otra muestra liofilizada, en ambas muestras se tomaron 10 g,
luego se procedid a envolver con papel filtro formando unos pequeiios cartuchos que
fueron colocados en el cuerpo del equipo de extraccion. En el balon del equipo de
extraccion se colocod 150 ml de solvente; los solventes usados fueron etanol, metanol

y heptano.

El proceso de extraccion se controlo la temperatura a bafio maria para no exceder el

punto de ebullicion del solvente.

Una vez que el solvente llego a su punto que ebullicidon, asciende por el conducto
lateral en estado gaseoso y al pasar por los refrigerantes, estos vapores se condensan

y caen al cuerpo del equipo estando en contacto con la muestra (cartucho de papel
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filtro con 10 g de muestra) cubriendo el solvente toda la muestra, una vez que el
solvente alcance el nivel del sifon del equipo este solvente desciende retornando al
balon con los principios activos extraidos, inicialmente contenian el solvente puro,
este procedimiento se repite varias veces hasta agotar la muestra con el fin de poder

asi extraer la mayor cantidad de sustancias activas que contiene el fruto.

La extraccion se realizd por igual y con las mismas condiciones para los tres

solventes evitando que cada solvente sobrepase su punto de ebullicion.

24 METODO GRAVIMETRICO: DETERMINACION DEL EXTRACTO
SECO

2.4.1 FUNDAMENTO

Para la determinacion del porcentaje de solido soluble conocido como %RE

(Porcentaje de rendimiento de extraccion) se basa en el método gravimétrico.

Este método consiste en la determinacion de la diferencia de peso al evaporar todo el

solvente del extracto obtenido con el peso inicial de la muestra antes de la extraccion.
2.4.2 PROCEDIMIENTO

Primeramente se tomd un balon previamente tarado y se coloco las muestras de los
extractos obtenidos por diferentes solventes, para su evaporacion mediante el equipo
de rotavapor, luego se llevo el balon al horno desecador a una temperatura de 40°C
por 4 horas para la eliminacion total del solvente por evaporacion hasta la aparicion
del residuo con un peso constante, al término del cual se procedi6 a determinar el

porcentaje de rendimiento de los extractos secos.
El porcentaje de rendimiento del extracto seco se realiza con la siguiente formula:
%ES = Pf/ Pi x 100

Doénde:
Pi = Peso inicial
Pf = Peso Final

%ES = Porcentaje de extracto seco
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2.5 LIOFILIZACION
2.5.1 PROCEDIMIENTO

M¢étodo de Liofilizacion

El fruto de aguaymanto se lavo y se cortd en mitades, luego fueron colocadas en una

bandeja y esparcidas por toda la bandeja

Figura. N° 2.2 Aguaymanto colocado en la banef ibfiizci()n
Fuente: Elaboracion propia, 2016

Luego se colocd dentro del liofilizador y se le coloco el sensor de temperatura
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Figura. N° 2.3 Colocando el sensor de temperatura en la bandeja de liofilizacion

Fuente: Elaboracion propia, 2016

Luego se graduo el liofilizador, se le aplico a la muestra de aguaymanto un pre

congelamiento por 8 horas

Un primer segmento se llevo a una temperatura de congelacion por -50°c por un

tiempo de 24 horas.

En el segundo segmento se llevo a una temperatura de congelacion de -20°C por un

tiempo de 20 horas.

Y por ultimo en el tercer segmento se llevé a una temperatura de congelacion de 5°C

por un tiempo de 10 horas.
2.6 ANALISIS POR CROMATOGRAFIA DE CAPA FINA (CCF)

La cromatografia de capa fina (en inglés Thin Layer Chromatography o tlc) es una

técnica analitica rapida y sencilla.

Permite determinar el grado de pureza de un compuesto, comparar muestras, realizar

el seguimiento de una reaccion.(46)
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2.6.1 FUNDAMENTO

Es un procedimiento que se utiliza para separar moléculas relativamente pequefias.
Al igual que otras cromatografias, consiste de una fase estacionaria y una fase movil.

(47)

La muestra se desplaza con una fase movil que es un liquido. Esta fase movil se hace
pasar a través de una fase estacionaria de gel de silice o alumina con la que es
inmiscible, y que se fija a una superficie solida como una lamina de vidrio, pléstico,

o0 aluminio. (48)
2.6.2 PROCEDIMIENTO

Se procedi6 a cortar placas de Silica gel con dimensiones de 10 x 3 cm y trazamos
con lapiz dos margenes: superior ¢ inferior, cada uno a 1 cm del borde de la placa.
Sobre la linea de la base inferior sembramos en banda, con los capilares pequefias

cantidades de muestra, dejando secar bien antes de la siguiente siembra.

Secar bien la placa y colocarla en la cuba de desarrollo con su respectiva fase movil

(previamente saturada 30 min antes).

Se hizo desarrollar el cromatograma hasta que la fase movil llego a la linea

horizontal superior marcada anteriormente.

Si la mezcla de muestras que se esta analizando presenta color, se veran los distintos

colores migrando a distintas velocidades.

Se retir6 la placa de la cuba de desarrollo y se dejo secar por 30 minutos
aproximadamente y se observo a luz UV/V a 254 nm, procediéndose a marcar las

cuidadosamente las manchas donde se podia visualizar un componente de la muestra.

Si son incoloras hay que someter la placa a algun tratamiento con una sustancia
reveladora para poder determinar la presencia de sustancias sobre el silicato. El tipo

de revelador dependera del tipo de moléculas que se analizan.
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2.6.3 FACTOR DE RETRASO

La constante RF (Ratio of Front) es simplemente una manera de expresar la posicion
de un compuesto sobre una placa como una fraccion decimal, mide la retencion de un

componente. Se define como:

Rf= Distancia recorrida desde el origen por el compuesto

Distancia recorrida desde el origen por el frente del eluyente

La distancia recorrida por el compuesto se mide generalmente desde el centro de la
mancha, los célculos se simplifican si el denominador es 10. Para que los RF sean
reproducibles deben ser fijadas una serie de condiciones (Espesor de la placa, fase
movil, fase estacionaria, cantidad de muestra). El maximo valor de RF que se puede

alcanzar es de 1, lo ideal es un RF entre 0.65 y 0.7.(49)

2.6.4 IDENTIFICACION DE METABOLITOS SECUNDARIOS

Para la identificacion de taninos por cromatografia de capa fina se utilizd6 como fase
moévil, metanol y acetato de etilo (50:50) y revelador FeCls al 1% en etanol,

pudiendo dar un color azul negruzco o color verde.

Para el caso de flavonoides se aplicd cromatografia de capa fina, se utilizo como fase
moévil metanol y acetato de etilo (50:50) y reveladores AICIz al 1% en etanol: a luz
UV a 366nm y vapores de amoniaco a luz UV a 366 Nm. En la placa cromatografica
colocamos estandar de quercetina y rutina, ademas se coloco muestra de extracto
etanolico de fruto desecado y extracto etanolico liofilizado donde se espera la

aparicion de manchas fluorescentes amarillas.

En la identificacion de alcaloides por cromatografia de capa fina se utiliz6 como fase
moévil metanol y acetato de etilo (50:50) que es adecuado como sistema de screening
para muchos alcaloides y revelador Dragendorff, si hay presencia de alcaloides se

evidenciara manchas de color marrén o anaranjado intenso.
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2.7 DETERMINACION DE COMPUESTOS POLIFENOLICOS TOTALES
(CPT)

El método que se utilizd para la determinacion de compuestos fendlicos totales

(CPT) se realizo el ensayo de Folin-Ciocalteau.
2.7.1 METODO DE FOLIN-CIOCALTEU

El Fundamento del método Folin-Ciocalteu se utiliza como medida del contenido en
compuestos fendlicos totales en productos vegetales. Estd basado que los compuestos
fenolicos reaccionan con el reactivo de Folin-Ciocalteu, a pH basal, el cual da lugar a
una coloracién azul susceptible de ser determinada espectrofotométricamente a 765
nm. Este reactivo contiene una mezcla de wolframato sédico y molibdato so6dico en
acido fosforico y reacciona con los compuestos fenolicos presentes en la muestra. El
acido fosfomolibdotungstico (formado por las dos sales en el medio acido), de color
amarillo, al ser reducido por los grupos fenolicos da lugar a un complejo de color
azul intenso, cuya intensidad es la que medimos para evaluar el contenido en

polifenoles. (50)

OH OH
El reactivo de Folin inicialmente (W6*,
Mo®*) es de color amarillo.
NV Vs VAV vy

O O Luego de la reaccién este reactivo
queda reducido (W 5*, Mo>*) dando
una coloracion azul, el cual se lleva a
lectura al espectrofotometro
N VaVs NaVavy

Figura N° 2.4 Mecanismo de accion del reactivo de Folin-Ciocalteu.

Fuente: Elaboracion propia, 2016

El mecanismo de reaccion es una reaccion redox, por lo que ademds puede
considerarse también, como un método de medida de la actividad antioxidante total.

La oxidacion de los polifenoles presentes en la muestra, causa la aparicion de una
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coloracion azulada que presenta un maximo de absorcion a 765 nm, y que se
cuantifica por espectrofotometria en base a una recta patron de acido galico. Se trata
de un método preciso y sensible, que puede padecer numerosas variaciones,
fundamentalmente en lo relativo a los volimenes utilizados de la muestra a analizar,

concentracion de reactivos y tiempo de reaccion.

COOH COO
Na,COs3
>

HO OH HO OH

OH OoH

COO 010)

+2 M@%" — +2Mo> + 2 H*
7z

HO OH (0] OH

OH o

Figura N° 2.5 Reaccion del acido gélico con el reactivo de folin-ciocalteu
FUENTE: Elaboracion propia, 2016

También se pueden producir variaciones en el modo de expresar los resultados, sin
embargo, el patron recomendado es el acido galico. Este ensayo de andlisis de los
polifenoles totales, se utiliza con frecuencia en el estudio de las propiedades
antioxidantes de alimentos vegetales, como zumos de fruta, al tratarse de un
parametro que generalmente, muestra una estrecha correlacion con los diferentes

métodos de medicion de la actividad antioxidante. (50)
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2.7.2 DETERMINACION DE COMPUESTOS POLIFENOLICOS POR
ESPECTROFOTOMETRIA

El uso del método de Folin-Ciocalteau se utiliza para determinar compuesto

fenolicos, el cual necesariamente utiliza los siguientes reactivos.

e Se prepara una solucion de carbonato de sodio al 20% (Na2CO3) en una fiola,
para lo cual se peséd 10 g de carbonato de sodio y se disolvio en 50 ml de agua
destilada.

e Se prepard una solucion de madre de acido galico de 1000 ppm lo cual se
pes6 0.05 g de &cido galico y se transfirid a una fiola de 50 ml se disolvid y se
enraz6 con agua destilada. A partir de esta solucion madre se prepard 5
diluciones de diferentes concentraciones en un rango de 2 ppm-10 ppm

siguiendo la siguiente ecuacion de dilucion.

CXV=Ci XV

1000 ppm X V1 =2 ppm X 10 ml
V1=0.02 ml=20ul
e Se prepararon 05 diluciones con concentraciones de 2, 4, 6,8 y 10 ppm a
partir de la solucion madre de 1000 ppm los cuales son llevados a fiolas de 10

ml a partir del cual se utilizara para obtener la curva de calibracion de 4cido

galico.
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TABLA N° 2.1 Diluciones Para La Curva De Calibracién De Acido Galico

Concentracion de Solucién Patron de
Acido Gaélico Acido Gaélico
(ppm) 1000 ppm (ul)
2 ppm 20
4 ppm 40
6 ppm 60
8 ppm 80
10 ppm 100

FUENTE: Elaboracion propia, 2016

En la Tabla N° 2.2 se muestran los valores a utilizarse para la preparacion de la curva
de calibracion. Luego de realizada la mezcla se dejo reaccionar por 2 horas en

oscuridad, se prepar6 un blanco para ajustar la absorbancia a cero.

TABLA N° 2.2 Valores para preparar la curva de calibracion de acido galico

N° Patrén Blanco Stdl Std2 Std3 Std4 Std5
(,:o_ncen'frfelcién de 0 2 4 6 8 10
acido galico ppm

Solucién patrén de
acido galico 0 i 1 1 L 1
1000 ppm (ml)
Agua destilada (ml) 4 4 4 4 4 4
FEREIE € Fallin- 250 250 250 250 250 250
Ciocalteau (ul)
Carbonato de Sodio 2 2 2 2 2 2
al 20% (ml)
VELmED e et 725 725 725 725 725 125

los tubos de ensayo

FUENTE: Elaboracion propia, 2016
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Los volimenes finales de todos los tubos al momento de mesclar los reactivos es de
7.25, en el tubo blanco se siguen las indicaciones de la Tabla N°2.2 se le agrega 1 ml

de agua destilada para poder trabajar también a un volumen de 7.25 ml.

Luego se procedié a medir las absorbancias a 765 nm en el espectrofotometro, se
traz6 la Absorbancia Vs Concentracion para obtener la curva de calibracion

estandar.

La determinacion de los compuesto fenolicos en las muestras extraidas por el equipo
de extraccion se hizo el mismo procedimiento en la tabla N°2.2 en lugar de usar
acido galico se adiciono las muestras en estudio. Estas muestras fueron leidas en el
espectrofotdmetro contra un blanco a 765 nm, trabajando en condiciones oscuridad y

temperatura ambiente.

FIGURA N° 2.6 Tubos con estandares para hacer la lectura en el espectrofotometro

Fuente: Elaboracion propia, 2016
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2.8 DETERMINACION DE LA CAPACIDAD ANTIOXIDANTES

La determinacion de la capacidad antioxidante de muestras naturales o sintéticas,
existe muchos métodos, para este trabajo de investigacion se realizé el método

CUPRAC (Cupric Ion Reducing Antioxidant Capacity).

281 METODO CUPRAC (ION CUPRICO REDUCCION DE LA
CAPACIDAD ANTIOXIDANTE)

Método de Cuprac

En el presente trabajo se determinara la capacidad antioxidante del aguaymanto.
Para ello se utilizara un procedimiento en que consiste en utilizar el reactivo Cu(II)-
Neocuproina[Cu(II)-Nc] como agente oxidante cromogénico. El procedimiento se
denomina CUPRAC, acronimo del inglés “copper reducing antioxidant capacity”.
Los protones liberados pueden neutralizarse con la solucion de acetato amonico. En
esta reaccion los polifenoles (-OH) se oxidan a las correspondientes formas
quinonicas (= O) y el Cu (II)-Nc es reducido a Cu(I)-Nc que es muy coloreado y

muestra un maximo de absorcion a 450 nm.

OH
OH

Complejo de Cu*?  Antioxidante Complejo de Cu*?
Representativo

Figura N° 2.7 Reduccion del cobre y formacion de complejo
Fuente: Elaboracion propia, 2016

Las ventajas del método de Cuprac para la evaluacion de la capacidad antioxidante
son:
e EIl método Cuprac actua lo suficiente rapido para oxidar antioxidantes que

poseen grupo tiol, que no son detectados por otros métodos.
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e Este reactivo (Cuprac) esta disponible en la mayoria de laboratorios.

e El reactivo es mucho mas estable y facilmente accesible que los reactivos
cromogénico radicales.

e El quelato producido por el Cu'! no puede actuar como un prooxidante por lo
que no se podria dar un error negativo en la determinacion antioxidante del
Cu*!

e La absorbancia CUPRAC frente a las curvas de concentracion estan
perfectamente lineal en un amplio intervalo de concentracion, a diferencia de
los de otros métodos que producen curvas polindmicas.

e Los valores de TAC (Capacidad antioxidante total de antioxidantes) que se
encuentran con CUPRAC son perfectamente aditiva, es decir, los TAC de una
mezcla fendlica es igual a la suma de los valores de TAC de sus polifenoles
constituyentes.

e Este método mide simultaneamente antioxidante lipofilicos e hidrofilicos.(51)

Reactivos a Preparar:

e Acetato de Amonio: Solucion Buffer 1M a pH7.

e Neocuproina: Solucién 7.5 x 10 M en Etanol.

e Cloruro de cobre Di hidratado: Solucién 1.2 x 102 M en Agua.
e Acido Ascorbico: Stock 2.0 x 10* M en Etanol.

2.8.2 DETERMINACION DE LA CAPACIDAD ANTIOXIDANTE POR
ESPECTROFOTOMETRIA

Para la determinacion de la capacidad antioxidante se prepard una curva de
calibracion de acido ascorbico para lo cual se usaron 6 tubos de ensayo, de los cuales
un tubo es el tubo blanco y 5 tubos son los estandares, a los cuales se le afadio las
siguientes soluciones: 1 ml de Buffer Acetato de Amonio, 1 ml de Neocuproina, 1 ml
de CuCly, Acido Ascérbico 0.25ml, 0.5ml, Iml, 1.5ml, 2ml, con excepcion del
blanco, finalmente se agregaron 2ml, 1.75ml, 1.5ml, Iml, 0.5ml excepto al tubo

nimero 5.(Tabla N°4)

Luego de ser mezcladas y dejadas en reposo a temperatura ambiente por 30 minutos

en oscuridad, y fueron leidas en el espectrofotometro a 450 nm.
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TABLA N°2.3 Valores para preparar la curva de calibracion con acido ascorbico

Blanco Std.1 Std.2 Std.3 Std.4 Std5

Buffer Acetato (ml) 1 1 1 1 1 1
Neocuproina (ml) 1 1 1 1 1 1
CuClz (ml) 1 1 1 1 1 1
Acido Ascorbico (ml) - 025 0.5 1 1.5 2

Agua Destilada (ml) 2 1.75 1.5 1 0.5
FUENTE: Elaboracion propia, 2016

FIGURA N° 2.8 Tubos con estandares para hacer la lectura en el espectrofotometro

FUENTE: Elaboracion propia, 2016

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPQSITORIO DE CATOLICA

(L :
TESIS UCSM < DE SANTA MARIA

CAPITULO Il
RESULTADOS Y DISCUSION
3.1.- RECOLECCION

La recoleccion del fruto de aguaymanto fue recolectada en un vivero del distrito de
Orcopampa, provincia de Castilla departamento de Arequipa se recolectaron en horas

de la mafiana aproximadamente 6 kilos de fruto de aguaymanto.

Luego se lavaron los frutos con agua corriente y se finalmente se enjuagaron con
agua destilada se secaron con tela de algodon, una vez estando seco se procedio a
seleccionar el fruto por su tamano, su estado de maduraciébn y que no estén
golpeadas, no deben recolectarse cuando estan bafiadas por el rocid o lluvia y deben
desecharse si estan descoloridos o atacados por insectos, luego se almaceno bajo una
temperatura de 4C° para luego llevarlas a la ciudad de Arequipa a los laboratorios de

la Universidad Catolica de Santa Maria.

Estas muestras del fruto de aguaymanto en los laboratorios de la Universidad
Catolica de Santa Maria se procedieron a cortarlos en rodajas para llevarlas el horno

desecador a una temperatura de 60°C por un tiempo de 7 horas hasta sequedad, luego
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se pesd 10 g del fruto desecado, se procedidé a realizar las extracciones con los

respectivos solventes.

En el caso de la liofilizacién también se procedid a cortar el fruto en mitades con un
cuchillo de plastico para evitar la oxidacion del fruto y se procedio6 a colocarlas en la
bandeja del liofilizador para qué empiece su tratamiento, luego terminado el mismo
se procedid a pulverizar el producto para también realizar las extracciones con los

respectivos solventes.

Para la identificacion taxonomica del fruto se envid una muestra al laboratorio de

biologia de la Universidad Nacional de San Agustin.

3.2. PREPARACION DE LOS EXTRACTOS Y LA DETERMINACION DEL
PORCENTAJE DE RENDIMIENTO

Se realizaron extracciones con diversos solventes (etanol, metanol y heptano) por
duplicado bajo las mismas condiciones, lo cual se emple6 el método de extraccion

por Soxhlet.

Luego para evaluar la capacidad antioxidantes y la determinacion de compuesto
fenolicos totales se usaron los métodos de CUPRAC y FOLIN-CIOCALTEU
respectivamente, se realizaron extracciones continuas la cual se usaron el método de

extraccion Soxhlet usado los solventes etanol, metanol y heptano.
3.2.1 OBTENCION DE EXTRACTOS

3.2.1.1 EXTRACTO ETANOLICO OBTENIDO POR EL METODO DE
EXTRACCION SOXHLET

Para realizar la extraccién con etanol se realizo el método de extraccion Soxhlet la
cual se realizo 2 veces, en las mismas condiciones en 2 dias consecutivos de manera

independientes.

Para la extraccion de los principios activos de la muestra de aguaymanto se usaron
dos tipos de muestras, una muestra fresca la cual se estabilizo y se deseco, y otra
muestra que se liofilizo, en ambas muestras se tomaron 10 g, luego se procedio a

envolver con papel filtro formando unos pequefios cartuchos de papel filtro que
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fueron colocados en el cuerpo del equipo de extraccion. En el balon del equipo de
extraccion se coloco 150 ml de etanol como menstruo, la extraccion hasta el
agotamiento de la muestra que duro aproximadamente 5 horas, obteniéndose al final

del extracto etanolico una coloracién dorado.

Para la obtencion del extracto seco se llevo el extracto etanolico al equipo de
rotavapor a una temperatura de 78°C (punto de ebullicion del etanol) hasta obtener
un volumen menor a 20 ml, luego se llevé el balon al horno desecador hasta realizar

desecacion completa a un peso constante.

Una vez realizada la desecacion individual de cada muestra tanto la muestra,
desecada y liofilizada se procedié a calcular el porcentaje de rendimiento de cada una

de las extracciones. (Tabla N° 3.1)

Una vez que se determiné el porcentaje de rendimiento en los dos tipos de muestras,
se realizo la reestructuracion de las muestras en los balones con el mismo tipo de
solvente de extraccion (etanol) a un volumen final de 150 ml para luego colocarlos
en un frasco color ambar rotulados y llevarlos a refrigeracion de 4°C, se reserva estos

extractos para luego ser usados.

Tabla N° 3.1 Porcentaje de rendimiento de los extractos etanolicos de las muestras

desecada y muestra liofilizada del fruto de aguaymanto obtenidos por método soxhlet

Peso del Extracto Porcentaje de

()] Rendimiento (%)
3,265 32.65
g Desecada 2,928 29,28
é Promedio 30,965
4,704 47,04
Liofilizada 4,261 42,61
Promedio 44,825

FUENTE: Elaboracion propia, 2016
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3.2.1.2 EXTRACTO METANOLICO OBTENIDO POR EL METODO DE
EXTRACCION SOXHLET
Para realizar la extraccion con metanol se usd extraccion por Soxhlet, esto se realizo

2 dias consecutivos de manera independiente, usando una muestra de 10g.

Para la extraccion de los principios activos de las muestra de aguaymanto se usoé la
misma técnica de extraccion con etanol la que se usé 10 g de muestra, tanto desecada
como liofilizada del cual se envolvid en papel filtro formando cartuchos pequeiios

para que puedan ser colocados dentro del cuerpo del equipo de extraccion.

En el balon del equipo de extraccion se colocd 150 ml de metanol como menstruo, la
extraccion se realizé hasta agotamiento de la muestra que aproximadamente duro 5

horas y asi obteniéndose un extracto metanolico con una coloraciéon amarillo claro.

Para la obtencion del extracto seco se llevo el extracto metanolico al equipo de rota
vapor a una temperatura de 64°C (punto de ebullicién del metanol) hasta obtener un
volumen menor a 20 ml, luego se llevo el balon al horno desecador hasta realizar

desecacion completa a un peso constante..

Una vez realizada la desecacion tanto en la muestra liofilizada y desecada se

procedio a realizar el porcentaje de rendimiento de la muestra (Tabla N° 3.2).

Después de calcular el porcentaje de rendimiento se procedi6 a disolver la muestra
desecada y liofilizada a un volumen de 150 ml y se guardé en frascos color Ambar,

se almaceno a temperatura menor de 4°C hasta ser empleado.
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Tabla N° 3.2 Porcentaje de rendimiento de los extractos metanolicos de la muestra

desecada y muestra liofilizada del fruto de aguaymanto obtenidos por método soxhlet

Peso del Extracto Porcentaje de

(9) Rendimiento (%)
4,432 44,32
g Desecada 4,022 40,22
é Promedio 42,27
5,928 59,28
Liofilizada 5,026 50,26
Promedio 54,77

FUENTE: Elaboracion propia, 2016

3.2.1.3 EXTRACTO HEPTANICO OBTENIDO POR EL METODO DE
EXTRACCION SOXHLET

La extraccion con heptano se realizo como en las extracciones anteriores durante 2

dias consecutivos de manera independiente usando una muestra de 10 g.

Para los principios activos de la muestra de aguaymanto se us6é el mismo tipo de
técnica realizada anteriormente, el cual se usé también 10 g de muestra liofilizada y

desecada, siguiendo el procedimiento anteriormente descrito.

Se colocd 150 ml de heptano como solvente de extraccidon, se trabajo  hasta
agotamiento de la muestra, esto duro aproximadamente 6 horas, obteniendo un

extracto heptanico.

La coloracion de los extractos tanto liofilizado y desecado mostro dos coloraciones
distintas, en el caso del extracto con muestra desecada y liofilizada se obtuvo una

coloracidn casi transparente pero ligeramente amarillo muy tenue.

Los extractos heptanicos se llevaron al equipo de rotavapor a una temperatura de

98°C (punto de ebullicion del Heptano) hasta obtener un volumen menor a 20 ml, el
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balon se llevd al horno desecador para la eliminacion total del solvente a una

temperatura de 40°C hasta sequedad.

Luego de realizar la desecacion de las muestras liofilizada y desecada se realizo el

calculo del porcentaje de rendimiento de la muestra (Tabla N°© 3.3).

Una vez determinada su porcentaje de rendimiento, las dos tipos de muestras se
volvieron a reconstituir con sus respectivo solvente, se le agrego 150 ml de solvente

(heptano).

TABLA N° 3.3 Porcentaje de rendimiento de los extractos heptanico de la
muestra desecada y muestra liofilizada del fruto de aguaymanto obtenidos por

meétodo soxhlet

Peso del Extracto Porcentaje de
(9) Rendimiento (%)
© 0,011 0,11
b Desecada 0,0094 0,094
§ Promedio 0,102
0,085 0,85
Liofilizada 0,078 0,78
Promedio 0,815

FUENTE: Elaboracion propia, 2016

3.3 LIOFILIZACION DE MUESTRA DE PHYSALIS PERUVIANA

Inicialmente se pesé 750 g de muestra el cual se coloco en la bandeja del liofilizador,
luego de terminada la liofilizacidon se volvid a pesar la muestra ya estando dentro de
una bolsa herméticamente cerrada para que dicha muestra liofilizada no tome

humedad, el cual se calculo la perdida de agua después de la liofilizacion:
Pi = Peso inicial de la muestra cortada en mitades: 750 g
Pf =Peso de la muestra liofilizada: 105 g

Pi-Pf=645g
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El cual se puede observar que la liofilizacion realizo la extraccion del 86 % del peso

inicial el cual se puede concluir que se eliminé el agua contenida en el fruto.
3.4 CROMATOGRAFIA EN CAPA FINA

3.4.1 ANALISIS FITOQUIMICO PRELIMINAR: CROMATOGRAFIA DE
CAPA FINA

La cromatografia en capa fina del extracto etanolico de Aguaymanto, se realizd con
el objetivo de identificar algunos de los principales metabolitos secundarios que

serian los responsables del efecto Fito farmacologico.

IDENTIFICACION DE TANINOS

o
Rf. 0.89
\
\ -
-
1 e,

FiguraN° 3.1 IDENTIFICACION DE TANINOS LUZ VISIBLE
Fuente: Elaboracion Propia, 2016

La placa cromatografica para taninos que utilizo como fase movil una mezcla de
metanol y acetato de etilo (50:50) y como revelador cloruro férrico en etanol;
muestra en detalle una banda que podria corresponder a este tipo de metabolito se

observa mancha color verde (Rf de 0.89)
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IDENTIFICACION DE FLAVONOIDES
Fase Movil : metanol y acetato de etilo (50:50)

Revelador: AICIs al 1% en etanol a luz UV a 366 nm

1. Fruto desecado Rf=0.91
2. Fruto liofilizado Rf=0.91
3.Quercetina Rf=0.87

4. Rutina Rf=0.10

Figura N° 3.2 IDENTIFICACION DE FLAVONOIDES
Fuente: Elaboracion Propia, 2016

Tabla N° 3.4 Cuadro de identificacion de flavonoides

< Muestra Muestra Estandar Estandar rutina
4;; extracto Extracto Quercetina
x Desecado Liofilizado
>
N° color Rf Color Rf color R Color Rf
1 Azul- 0.91 - - - -
turqueza
2 - Azul- 0.91 - -
turqueza
3 - Amarillo | 0.87 -
4 - - Amarillo- 0.10
naranja

Fuente: Elaboracion propia, 2016
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La placa cromatografica para flavonoides utilizo como fase movil una mezcla de
metanol y acetato de etilo (50:50) y como revelador AlICIs al 1% en etanol a luz UV a
366 nm, muestra en detalle las bandas que podria corresponder a este tipo de
metabolitos, se observan manchas azul turquesa(Rf de 0.91) en muestra desecada y
liofilizada y se observa mancha color amarillo (Rf de 0.87) en estandar de Quercetina

y mancha color naranja café(Rf de 0.10) para estandar de Rutina.

IDENTIFICACION DE FLAVONOIDES ESTANDAR QUERCETINA'Y
RUTINA

Fase Movil : metanol y acetato de etilo (50:50)
Revelador: vapores de amoniaco a luz UV a 366 nm

1. Fruto desecado Rfl=0.91

Fruto desecado Rf2 = 0.57
Fruto liofilizado Rf = 0.91
Quercetina Rf = 0.87

> » b

Fuente: Elaboracion Propia, 2016

Tabla N° 3.5 Identificacion de flavonoides estandar quercetina y rutina

© Muestra Muestra Estandar Quercetina
2 extracto Extracto
3 Desecado Liofilizado
N° Color Rf Color Rf color Rf
1 Azul-turqueza 0.91 - - - -
2 Azul-turqueza 0.57 - - - -
3 - - Azul-turqueza 0.91 - -
4 - - - - Amarillo 0.87

Fuente: Elaboracion Propia, 2016
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La placa cromatografica para flavonoides que utilizo como fase movil una mezcla de
metanol y acetato de etilo (50:50) y como revelador vapores de amoniaco a luz UV a
366 nm, muestra en detalle las bandas correspondientes a este tipo de metabolito, se
observan manchas azul turquesa (Rfs 0.57, 0.91) en muestra desecada y muestra
liofilizada se observa una mancha color azul-turqueza (0.91), Se observa una

mancha color amarillo (Rf de 0.87) para estandar de quercetina.

IDENTIFICACION DE ALCALOIDES

—

Figura N° 3.4 IDENTIFICACION DE ALCALOIDES
Fuente: Elaboracion Propia, 2016

La placa cromatografica para alcaloides que utilizo como fase mévil una mezcla de
metano: acetato de etilo(50:50) y como revelador reactivo Dragendorf a luz UV a
366 nm el cual tiene un color naranja muy intenso el cual se observo que no contiene

sustancias alcaloides (negativo)

3.5 DETERMINACION DE COMPUESTOS POLIFENOLICOS TOTALES
(CPT)

Para la determinacion de compuestos fenolicos totales (CPT) se realizé un ensayo de
FOLIN-CIOCALTEU. Este método es usado para la determinaciéon de compuesto
fendlicos ya que es un método bastante facil de usar y ademds se usa técnicas
espectrofotométricas usando como curva de calibracion el acido galico previamente

calibrado como solucion patron.
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Se procedi6 en primer lugar a obtener la curva de calibracion de acido gélico, para
ello se utilizo 6 tubos de ensayo previamente rotulados en los cuales se le agregaron
en forma ordenada primero 4cido gélico, agua destilada, reactivo de Folin-Ciocalteu
y finalmente Carbonato de sodio al 20% obteniendo un volumen final de 7.25 ml en
este caso el tubo blanco no se le agrego acido galico, mas detallado se describid en el
Capitulo Il una vez terminado el procedimiento se llevo a reposar a oscuridad para
que reaccionaran por 2 horas, luego de concluido se llevd al pabellon H 201
(laboratorio de control de calidad) para las lecturas en el espectrofotometro UV/V a

765nm.(Tabla N° 3.6)

Este procedimiento se realiz6 por triplicado en dias consecutivos, usando las mismas

condiciones que la primera vez.

Tabla N°3.6 Datos de la curva de calibracion de acido galico

Concentracion Absorbancias a760 nm Absorbancia  Desviacion
(mg/L) Absl Abs2 Abs3 Promedio Estandar
1 9 0.025 0.024 0.026 0.025 0.00100
2 4 0.054 0.054 0.055 0.054 0.00058
3 6 0.083 0.086 0.084 0.084 0.00153
4 8 0.112 0.113 0.112 0.112 0.00058
5 10 0.142 0.147 0.143 0.144 0.00265

FUENTE: Elaboracién Propia, 2016

Estos datos de la tabla N° 3.6 fueron sometidos a un analisis estadistico de regresion
lineal, el objetivo de este andlisis es poder obtener una curva de calibracion del
método y que la ecuacion sea capaz de vincular las dos variables (concentracion y
absorbancia). El analisis de la regresion va permitir obtener un modelo de relacion la
que se obtiene una variable dependiente “Y” (absorbancia) y una variable
independiente “X” (concentracion de Acido Gélico mg/L), el coeficiente de
determinacion r? va a indicar cual es el porcentaje de variabilidad en que la variable

“Y” pueda ser explicada por la variable “X”.
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Se puede observar en la Figura N° 3.5 que la respuesta es lineal ya que el coeficiente
de determinacion es cercano a la unidad, lo que indica que hay una relacion directa
entre la concentracion de los compuestos fendlicos del extracto de aguaymanto y la

absorbancia.

En la curva de calibraciéon se obtuvo el coeficiente de determinacion (r?) igual a

0.9997, teniendo una pendiente (b) de 0.0148 y teniendo un intercepto (o) 0.0048.

Esto indica un buen ajuste de datos por lo que la ecuacion de regresion va a quedar

de la siguiente manera:

Y =b(x) +a
y =0.0148 x - 0.0048
Curva de Calibracion Acido Galico
0.160000
0.140000 - y = 0.0148x - 0.00480
6.43P006 R2 = 0.9997262
g 0.100000 - /'
g 0.080000 - & DG
£ 0.060000 g B PROM
o _
0.040000 { —— Lineal (PROM)
0.020000 .
—— Lineal (PROM)
0.000000 . .
0 5 10 15
Absorbancia

Figura N°3.5 Grafica de calibracion usando como estandar acido galico

FUENTE: Elaboracion Propia, 2016
La determinacion de los limites de deteccion y cuantificacion se realizo el siguiente
calculo llevado la concentracion a 0

Para calcular Ybl se lleva la concentracion igual a 0.

y =0.0148 (0) - 0.0048
Por lo tanto Ybl = 0.0048
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Para la determinacion de Sbl se tiene que relacionar la Concentracion Vs Desviacion

Estandar ddndonos la siguiente ecuacion:
y =0.000165x + 0.000278

Ahora determinamos el calculo de la Desviacion Estandar de la absorbancia a la

concentracion 0:

a=0.000278
b=0.000165
y =0.000165(0) + 0.000278

Por lo tanto Sbl = 0.000278

Determinacion de los Limites de deteccion para Fenoles Totales

ioh Ybl+3Sbl 1
= X
b Vnl
0,0048 + 3(0,000278) 1
LDD = da—a
0,0148 V5
LDD =0.170

Determinacion delos Limites de cuantificacion para Fenoles Totales

Ybl+10Sbl 1
LDQ = X

b Vnl
b 00048 +10(0,000278) 1
ol 0,0148 x5

LDQ = 0,229 ppm

En la curva de calibracion obtenida (Figura N° 3.5) para la cuantificacion de fenoles
totales se determin6 que tiene un limite de deteccion de 0.170 ppm y un limite de
cuantificacion de 0.229 ppm, lo que se deduce que los valores por debajo de estas

concentraciones no seran detectables ni cuantificables con este método utilizado.
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Como se puede observar en las tablas las concentraciones de fenoles totales hallados
en la extraccion etanolica por soxhlet de la muestra de “aguaymanto”, desecada y

liofilizada se demuestra que son detectables y cuantificables.

El contenido de compuestos fenolicos totales que se encontraron en la extraccion
etanolica por soxhlet se expresa en miligramos (mg) de Acido Gélico equivalente

(GAE) /10 g de aguaymanto

En las Tabla N° 3.7 se puede apreciar las absorbancias y las concentraciones finales
de los extractos etanolicos de “aguaymanto” la que se encontré compuestos fenolicos
los cuales los valores oscilan de 145.17 a 146.64 mg GAE/10 g de extracto
Etanolico desecado obtenido por método soxhlet y valores que oscilan de 148.11 a

153.99 mg GAE/10 g de extracto etanolico liofilizado obtenido por método soxhlet.

Ademas se puede observar en las tablas las concentraciones de fenoles totales
hallados en la extraccion metanolica por soxhlet de la muestra de “aguaymanto”,

desecada y liofilizada se demuestra que son detectables y cuantificables.

En las Tabla N° 3.7 se puede apreciar las absorbancias y las concentraciones finales
de los extractos con metanol de “aguaymanto” la que se encontrd6 compuestos
fenolicos los cuales los valores oscilan de 123.12 a 124.59 mg GAE/10 g de extracto
con metanol desecado obtenido por método soxhlet y valores que oscilan de 136.35 a

137.82 mg GAE/10g de extracto con metanol liofilizado obtenido por método

soxhlet.
Tabla N° 3.7 Extraccion SOXHLET
Extraccion Etanolica

Muestra Concentracion mg GAE/ 10 g de
desecada Absorbancias (mg/L) muestra

1 0.095 6.743 146.64

2 0.094 6.675 145.17
Promedio 0.0945 6.709 145.92
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Extraccion Metanolica

Muestra Concentracion mg GAE/ 10 g de
desecada Absorbancias (mg/L) muestra

1 0.079 5.662 123.12

2 0.08 5.729 124.59
Promedio 0.0795 5.69 123.7575

Extraccion Etanolica

Muestra Concentracion mg GAE/ 10 g de
liofilizada Absorbancias (mg/L) muestra

1 0.1 7.081 153.99

2 0.096 6.162 148.11
Promedio 0.098 6.945 151.053

Extraccion Metanolica

Muestra Concentracion mg GAE/ 10 g de
liofilizada Absorbancias (mg/L) muestra

1 0.088 6.27 136.35

2 0.089 6.337 137.82
Promedio 0.0885 6,304 137.112

3.5.1 EXTRACTO ETANOLICO DESECADO POR METODO SOXHLET
Se parte desde la ecuacion de la recta del acido galico.
Y =0.0148 (x) - 0.0048
0.0945 =0.0148 (x) - 0.0048
X=6.709 mg/L
Hallando las concentraciones en cada disolucion que se realizo para la muestra
(C1)(1ml) = (6.709mg/L)(7.25ml)

C1 =48.64 mg/L

(C2)(0.5ml)=(48.64 mg/L)(10ml)
C2=972.8 mg/L
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Determinando la cantidad de compuestos fendlicos de la muestra

X= 972.8 mg x 150 ml
1000ml

X=145.92 mg GAE/10 g de muestra

Determinando la cantidad porcentual de fenoles totales obtenidos en la muestra

promedio de extraccion.

%PFenoles Totales = 145.92mg x 100
3096.5 mg

%PFenoles Totales =4.712%

3.5.2 EXTRACTO METANOLICO DESECADO POR METODO SOXHLET
Se parte desde la ecuacion de la recta del 4cido galico.
Y =0.0148 (x) - 0.0048
0.0795 = 0.0148 (x) - 0.0048
X=5.69 mg/L
Hallando las concentraciones en cada disolucion que se realizo para la muestra
(C)(Iml) = (5.69 mg/L)(7.25ml)

C1 =41.2525 mg/L

(C2)(0.5ml) = (41.2525 mg/L)(10ml)
C2 =825.05 mg/L
Determinando la cantidad de compuestos fendlicos en la muestra

X= 825.05mg x 150 ml
1000ml

X=123.7575 mg GAE/ 10 g de muestra

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




REPOSITORIO DE UNIVERSIDAD

. CATOLICA
TESIS UCSM == DE SANTA MARIA

Determinando la cantidad porcentual de fenoles totales obtenidos en la muestra

promedio de extraccion.

%Fenoles Totales = 123.7575mg x 100
4227 mg

%Fenoles Totales =2.927%
3.5.3 EXTRACTO ETANOLICO LIOFILIZADO POR METODO SOXHLET

Se parte desde la ecuacion de la recta del acido galico.
Y =0.0148 (x) - 0.0048
0.098 = 0.0148 (x) - 0.0048
X=6.945 mg/L
Hallando las concentraciones en cada disolucion que se realizo para la muestra
(C1)(Iml) = (6.945 mg/L)(7.25ml)
C1=50.351 mg/L
(C2)(0.5ml) =(50.351 mg/L)(10ml)
C2=1007.02 mg/L

Determinando la cantidad de compuestos fendlicos en la muestra

X= 1007.02mg x 150 ml
1000ml

X=151.053 mg GAE/ 10 g de muestra

Determinando la cantidad porcentual de fenoles totales obtenidos en la muestra

promedio de extraccion.

%PFenoles Totales = 151.053 mg x 100
4482.5 mg

%PFenoles Totales = 3.37%

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




REPOSITORIO DE UNIVERSIDAD

e CATOLICA
TESIS UCSM DE SANTA MARIA

3.5.4 EXTRACTO METANOLICO LIOFILIZADO POR METODO
SOXHLET

Se parte desde la ecuacion de la recta del 4cido galico.
Y =0.0148 (x) - 0.0048
0.0885=10.0148 (x) - 0.0048
X=6.304 mg/L
Hallando las concentraciones en cada disolucion que se realiz6 para la muestra
(C1)(Iml) = (6.304 mg/L) (7.25ml)
C1 =45.704 mg/L
(C2)(0.5ml) = (45.704 mg/L)(10ml)

C2 =914.08 mg/L

Determinando la cantidad de compuestos fendlicos en 10 g de muestra

X= 914.08 mg x 150 ml
1000ml

X=137.112 mg GAE/ 10 g de muestra

Determinando la cantidad porcentual de fenoles totales obtenidos en la de

muestra promedio de extraccion.

%PFenoles Totales =137.112 mg x 100
5477 mg

%PFenoles Totales = 2.50 %

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD
CATOLICA .
DE SANTA MARIA

REPOSITORIO DE

TESIS UCSM

3.6 DETERMINACION DE LA CAPACIDAD ANTIOXIDANTE POR EL
METODO DE CUPRAC

Para la realizacion de la determinacion de la capacidad antioxidante de la
aguaymanto, para este trabajo se utiliz6 el método de CUPRAC, la cual se realizd

por triplicado.

En la construccién de la curva de calibracion de este método se uso el acido
ascorbico del cual se dispuso 6 tubos del cual incluyo el blanco la cual las

absorbancias de dichos tubos se leen en el espectrofotometro a 450 nm.

Los 6 tubos que han sido leidos en el espectrofotometro contienen soluciones de
buffer acetato de amonio 1M, Neocuproina7.5 x 10> M, cloruro de cobre II 1.2 x 10-
2 M y 4cido ascérbico 2.0 x 10* M ( el tubo blanco no contiene é4cido ascorbico)
luego a final se le agrega agua destilada a todos los tubos, mas detalladamente se
explica en el capitulo II de este trabajo, luego estos tubos se colocan en una gradilla
cubiertas en papel aluminio cada tubo el cual se coloca dicha gradilla en una zona
oscura sin contacto con la luz, se deja reaccionar por 30 minutos los cuales estos
tubos presenta coloracion anaranjado claro muy tenue que luego se llevo al pabellon
H 201 (laboratorio de control de calidad) para las lecturas en el espectrofotometro
UV/V a 450nm.Esta lectura se realiz6 por triplicado en tres dias consecutivos las

cuales tuvieron las mismas condiciones para realizar la lectura en la primera vez.

Tabla N° 3.8 Absorbancias por triplicado, curva de calibracion de acido ascorbico

Concentracion Absorbancias a 450 nm Absorbancia Desviacion
(mM) Abs 1 Abs 2 Abs 3 Promedio Estandar

1 0.01 0.3570 0.3610 0.3590 0.35900 0.0020000
b 0.02 0.5480 0.5420 0.5620 0.55067 0.0102632
4 0.04 0.9270 0.9310 0.9420 0.93333 0.0077675
6 0.06 1.2920 1.2850 1.3200 1.29900 0.0185203
8 0.08 1.6820 1.6730 1.6850 1.68000 0.0062450

FUENTE ELABORACION PROPIA, 2016
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Los valores obtenidos en la Tabla N° 3.8 son sometidos estos datos a un analisis
estadistico de regresion lineal del cual se obtuvo un coeficiente de determinacion r?

igual a 0.9999393, una pendiente (b) 18.8270325, y un intercepto (a) 0.1736646

Por lo tanto esto indica un buen ajuste de los datos lo que la ecuacidon de regresion

queda de la siguiente manera:
Y=Db(x) +a
y =18.8270x + 0.17366

Se grafic6 la curva de calibracion usando como estandares las soluciones de acido

ascorbico a diferentes concentraciones.

En la Figura N° 3.6 se puede observar que esta curva de calibracion de calibracion
obtenida, presenta un valor de R* =0.9999393, muy cercano a la unidad lo que indica
que hay una relacién directa entre la absorbancia y la concentracion del acido
ascorbico, por lo tanto dicha ecuacion va a servir de referencia para la determinacion

de la capacidad antioxidante de la muestra en estudio.

Curva de Calibracion Acido Ascorbico
1,8000000 y =18.8270x + 0.173664
1,4000000 /
.8 1,2000000
c
_té: 1,0000000 /‘/
o 0,8000000 & prom abs
]
< 0,6000000 ——Lineal (prom abs)

0,4000000 -

0,2000000

0,0000000 T T T T )

0 0,02 0,04 0,06 0,08 0,1
Concentracion

Figura N° 3.6 Grafica de calibracion usando como estandar acido ascorbico

Fuente de elaboracion propia, 2016
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La determinacion de los limites de deteccion y cuantificacion se realizo el siguiente

calculo llevado la concentracion a 0
Para calcular Ybl se lleva la concentracion igual a 0.

y =18.8270 (0) + 0.173664
Por lo tanto Ybl = 0.173664
Para la determinacion de Sbl se tiene que relacionar la Concentracion Vs Desviacion

Estandar dandonos la siguiente ecuacion:
y =0.080899 x + 0.0055614

Ahora determinamos el célculo de la Desviacion Estandar de la absorbancia a la
concentracion 0:
a=0.080899
b=0.0055614

y =0.080899 (0) + 0.0055614
Por lo tanto Sbl=0.0055614

Determinacion de los Limites de deteccion.

(o YPI+3Sbl 1
= X
b vnl
_ 0.1736 +3(0.00556) 1
p 18.8270 *5

LDD= 0,0045 mM
Determinacion delos Limites de cuantificacion.

Ybl +10Sbl 1
LDQ = \ X =

LDQ = 0.0054 mM

_0.1736 + 10(0.00556) 1

18.8270 x5

LDQ = 0,0054 mM
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La curva de calibracion para determinar la capacidad antioxidante, muestra un limite
de deteccion de 0.0045 mM y un limite de cuantificacion de 0.0054 mM lo que va a
indicar que los valores por debajo de estas concentraciones no seran detectable ni

cuantificables.

Utilizando el método CUPRAC, los resultados seran expresados como capacidad
antioxidante equivalente a acido ascérbico que se reporta como mg de acido

ascorbico/ g de extracto.

Usando la ecuacion de la curva de calibracion teniendo como estandar el acido
ascorbico se realizd los calculos de contenido de mg equivalente de &cido
ascorbico/10 g de muestra el cual se puede apreciar en la tabla N° 3.9 y se determino
mg eq. Acido ascorbico/10 g de muestra desecada de los extractos etanolicos y

metanolicas, y de muestra liofilizada de los extractos etanolicos y metanolicos

La muestra usada para la determinacion de capacidad antioxidante de la aguaymanto

se usO 5 ml del extracto enrasado en una fiola de 10ml.

Tabla N° 3.9 Absorbancias De Los Extractos

Extraccion Etanolica

mg eg. Acido
Muestra Concentraciéon ascorbico/10 g de
desecada Absorbancias (mM) muestra
1 0.285 8.85 1558.66
2 0.284 8.70 1532.24
Promedio 0.2845 8.7 1532.24
Extraccion Metanolica
mg eg. acido
Muestra Concentraciéon ascérbico/10 g de
desecada Absorbancias (mM) muestra
1 0.266 7.35 1294.48
2 0.265 7.2 1268.06
Promedio 0.2655 7.2 1268.06
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Extraccion Etanolica

mg eq. Acido
Muestra Concentracion ascérbico/10 g de
liofilizada Absorbancias (mM) muestra
1 0.35 13.95 2456.87
2 0.347 13.86 2441.02
Promedio 0.3485 13.8 2430.456
Extraccion Metanolica
mg eg. Acido
Muestra Concentracion  ascorbico/10 g
liofilizada Absorbancias (mM) de muestra
1 0.338 13.05 2298.36
2 0.336 12.9 2271.94
Promedio 0.337 12.9 2271.95

Fuente de elaboracion propia, 2016

e Calculos extracto Etanolico desecado

Se parte desde la ecuacion de la curva de calibracion
ABS=0.2845 CC =0.0058 mM

Hallando las concentraciones en cada disolucion que se realizo para la muestra
(C1)(Iml) = (5 ml)(0.0058 mM)
C1=0.029 mM

(C2)(5 ml)=(10 ml)(0.0295 mM)

C2 =0.058 mM
Determinando la cantidad de capacidad antioxidante 10 g de muestra
contenidos en 150 ml de solvente
0.058 mmol x 150 sl = 8.7 mmol

A

X=8.70 mmol eq. Acido ascorbico/10 g de muestra

176,12 mg x 8.7 mmdl =1532.244 mg
m1?<§1

X= 1532.244 mg Eq. Acido ascorbico/10 g de muestra
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Determinando la cantidad porcentual de capacidad antioxidante obtenidos en la

muestra de extraccion.

%capacidad antioxidante = 1532.244p/g x 100

3096.5 ?é

% capacidad antioxidante = 49.48 %

e Calculos Extracto Metanolico desecado
Se parte desde la ecuacion de la curva de calibracion
ABS=0.2655 CC =0.0048 mM
Hallando las concentraciones en cada disolucion que se realizo para la muestra
(C1)(1ml) = (5 ml)(0.0048 mM)
C1 =0.024 mM
(C2)(5 ml)=(10 ml)(0.0245 mM)
C2=0.048 mM

Determinando la cantidad de capacidad antioxidante 10 g de muestra

contenidos en 150 ml de solvente

X=0.048 mmol x 150 4l = 7.2 mmol

A

X= 7.2 mmol eq. Acido ascorbico/10 g de muestra

176,12 mg x 7.2 mm#dl = 1268.064 mg
mlyél /

X=1268.064 mg Eq. acido ascoérbico/10 g de muestra
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Determinando la cantidad porcentual de capacidad antioxidante obtenidos en la

muestra de extraccion.

%capacidad antioxidante = 1268.064 mg x 100
4227 mg

% capacidad antioxidante = 29.99 %

e Calculos Extracto Etanolico liofilizado
Se parte desde la ecuacion de la curva de calibracion
ABS=0.3485 CC =0.0092 mM
Hallando las concentraciones en cada disolucion que se realizo para la muestra
(C1)(1ml) = (5 ml)(0.0092 mM)
C1 =0.046 mM
(C2)(5 ml)=(10 ml)(0.046 mM)
C2=0.092 mM

Determinando la cantidad de capacidad antioxidante 10 g de muestra

contenidos en 150 ml de solvente

X=0.092 mmol x 150}{1

A

X=13.8 mmol eq. Acido ascorbico/10 g de muestra
176,12 mg x 13.8 mmel = 2430.456 mg
my/ol

X=2430.456 mg Eq. Acido ascorbico/10 g de muestra
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Determinando la cantidad porcentual de capacidad antioxidante obtenidos en la

muestra de extraccion.

%capacidad antioxidante = 2430.456 mg x 100
4482.5 mg

% capacidad antioxidante = 54,22 %

e Calculos Extracto Metanolico Liofilizado
Se parte desde la ecuacion de la curva de calibracion
ABS=0.337 CC =0.0086 mM
Hallando las concentraciones en cada disolucion que se realizo para la muestra
(CH(1ml) = (5 m1)(0.0086 mM)
C1 =0.043 mM
(C2)(5 ml)=(10 ml)(0.043 mM)
C2=0.086 mM

Determinando la cantidad de capacidad antioxidante 10 g de muestra

contenidos en 150 ml de solvente

X=0.086 mmo] x 150 }rff

X=12.9 mmol eq. Acido asc6rbico/10 g de muestra

176,12 mg x 12.9 mmol =2271.948 mg
my{ol

X=2271.948 mg Eq. acido ascoérbico/10 g de muestra

Determinando la cantidad porcentual de capacidad antioxidante obtenidos en la

muestra de extraccion.

%capacidad antioxidante = 2271.948 mg x 100
5477 mg

% capacidad antioxidante = 41.48 %
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3.7 ANALISIS COMPARATIVOS DE LAS MUESTRAS

e En el presente trabajo se puede observar que la comparacion de las muestras de
los compuesto fenolicos totales usando el método de Folin-Ciocalteu, tanto de la
muestra desecada y liofilizada el cual en la tabla N° 3.10 se puede observar que
hay una variacion debido al tipo de extraccidon de los principios activos de la
muestra; el cual la muestra liofilizada contiene mayor cantidad de compuestos

fenolicos comparadas con las muestras desecadas.

e La capacidad antioxidante se analiz6 con el método de Cuprac el cual se pudo
observar que las muestras liofilizadas contienen mayor capacidad antioxidante

que las muestra desecada lo cual se puede verse en la tabla N° 3.10

e En el trabajo se observé que el contenido de fenoles y la capacidad antioxidante
se obtiene en mayor cantidad en la muestra liofilizada que la muestra desecada

en sus dos extracciones tanto etanolico y metanolico.(Figura N° 3.7)

Tabla N° 3.10 Comparacion de compuestos polifenolicos y capacidad antioxidante

Compuestos Capacidad
Polifenolicos Antioxidante
Muestra mgGAE/10g mg eq AA/10g
EtOH Desecado 145.920 1532.24
MeOH desecado 123.757 1268.06
EtOH liof 151.053 2430.45
MeOH liof 137.025 2271.95

Fuente de elaboracion propia, 2016
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Figura N° 3.7 Grafica de comparacion de compuestos polifenodlicos y capacidad
antioxidante

Fuente de elaboracion propia, 2016
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Figura N° 3.8 Grafico Comparativo de compuestos fendlicos y capacidad
antioxidante

Fuente de elaboracion propia, 2016
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3.8 ANALISIS ESTADISTICO
Compuestos fenolicos mg GAE/10g muestra

Se realizd analisis de varianza para los compuestos fenolicos mg GAE/10g de
muestra el cual se realizdé en 4 diferentes extractos (extracto desecado etanolico y

metanolico, extracto liofilizado etanolico y metanolico).

Tabla N° 3.11 Concentraciones De Los Compuestos Fenodlicos De Las Muestras

Etanolicos Liofilizadas Y Desecadas

EtOH EtOH MetOH MetOH
Desecado liofilizado Desecado Liofilizado
mg 146.64 153.99 123.12 136.35
GAE/10g
muestra 145.17 148.11 124.59 137.82

Fuente de elaboracion propia, 2016

El anélisis estadistico con estos datos se lleva a cabo el ANOVA de una sola via (mg
GAE/10 g muestra) a un nivel de confianza del 95% obteniéndose los resultados de

la tabla N° 3.12.

Tabla N° 3.12 Tabla ANOVA para Compuestos Fenolicos por Extractos

Fuente Suma de Cuadrados |Gl [Cuadrado Medio |Razon-F |Valor-P
Entre grupos (850,044 3 283,348 55,21 0,0010
Intra grupos [20,5285 4 |5,13214

Total (Corr.) |870,573 7

Fuente de elaboracion propia, 2016

Esto indica que la Razon-F (55.21) sea mayor al valor de tablas o en todo caso el

valor P < 0,05 indica que hay diferencia significativa en los 4 grupos de estudio en

relacion a su concentracion de mg GAE/10 g muestra
Para determinar cual o cuales grupos son diferentes se llevo a cabo el Test De Tukey

obteniéndose los resultados de la tabla N°3.13
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Tabla N° 3.13 Prucbas De Multiple Rangos Para Compuestos Fenodlicos Por

Extractos

M¢étodo: 95,0 porcentaje Tukey HSD

EXTRACTOS [Casos| Media Grupos
Homogéneos
MetOH Dsecado | 2 123,855 |X
MetOH liof 2 | 137,085 X
EtOH Dsecado 2 145,905 | XX
EtOH liof 2 151,05 X
Contraste Sig. | Diferencia | +/- Limites
EtOH Dsecado - EtOH liof -5,145 9,22235
EtOH Dsecado - MetOH Dsecado | * 22,05 9,22235
EtOH Dsecado - MetOH liof 8,82 9,22235
EtOH liof - MetOH Dsecado * 27,195 9,22235
EtOH liof - MetOH liof - 13,965 9,22235
MetOH Dsecado - MctOH liof i -13,23 9,22235

Fuente de elaboracion propia, 2016
* indica una diferencia significativa.

Ademas se infiere que el solvente de eleccion es el etanol ya que por su caracter
lipofilicos este tiene mas afinidad por los compuestos fendlico por lo que los
extractos de etanol liofilizado y etanol desecado no hay diferencia significativa entre
ellos de igual manera el extracto de etanol desecado y el metanol liofilizado no hay

diferencia significativa.

De acuerdo a este analisis estadistico se resuelve que los extractos etanolicos de
muestras liofilizada y desecada son mas adecuados para la extraccion de compuestos

fenolicos en este tipo de muestra.
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Figura N° 3.9 Caja de bigotes analisis de compuestos fenolicos
Fuente: elaboracion Propia, 2016
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Capacidad Antioxidante Mg Eq Acido Ascorbico/10g De Muestra

Al realizar el andlisis de varianza para Capacidad Antioxidante mg Eq acido
ascorbico/10g de muestra en la que se realizo 4 extractos diferentes (extracto

desecado etanolico y metanolico, extracto liofilizado etanolico y metanolico).

Tabla N° 3.14 Concentraciones de la capacidad antioxidante de las muestras

etanolicas liofilizadas y desecadas

EtOH EtOH MetOH MetOH
Desecado liofilizado Desecado Liofilizado
mg Eq 1558.66 2456.87 1294.48 2298.36
AA/10g
muestra 1532.24 2441.02 1268.06 2271.94

Fuente de elaboracion propia, 2016

El analisis estadistico con estos datos se lleva a cabo el ANOVA de una sola via (mg
Eq AA/10 g muestra) a un nivel de confianza del 95% obteniéndose los resultados de

la tabla N° 3.13

Tabla N° 3.15 Tabla ANOVA para Capacidad Antioxidante por Extracto

Fuente Suma de Gl| Cuadrado Razon-F Valor-P
Cuadrados Medio
Entre grupos 1,91566E6 638553, 2178,18 0,0000
Intra grupos 1172,64 293,159

Total (Corr.) 1,91683E6
Fuente de elaboracién propia, 201

s |w

Esto indica que la Razon-F (2178,18) sea mayor al valor de tablas o en todo caso el

valor P < 0,05 indica que hay diferencia significativa en los 4 grupos de estudio en

relacion a su concentracion de mg Eq AA/10 g muestra
Para determinar cual o cuales grupos son diferentes se llevo a cabo el Test De Tukey

obteniéndose los resultados de la tabla N°3.16
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Tabla N° 3.16 Pruebas de Multiple Rangos para Capacidad Antioxidante por

Extracto
Meétodo: 95,0 porcentaje Tukey HSD
Extracto Casos |Media |Grupos Homogéneos
MetOH Desc |2 1281,27|1X
EtOH Desc |2 154545 X
MetOH Liof |2 2285,15] X
EtOH Liof 2 2448.94 X
Contraste Sig. | Diferencia | +/- Limites

EtOH Desc - EtOH Liof
EtOH Desc - MetOH Desc
EtOH Desc - MetOH Liof
EtOH Liof - MetOH Desc 1167,67 69,7018
EtOH Liof - MetOH Liof 163,795 69,7018

MetOH Desc - MetOH Liof | * | -1003,88 69,7018
Fuente de elaboracion propia, 2016
*indica una diferencia significativa.

-903,495 69,7018
264,18 69,7018
-739,7 69,7018

| K| K| ¥ *

Se deduce que en las 4 muestras no hay diferencia significativa esto se puede
observar en la Tabla N° 3.16 , trambioen se puede observar que la capacidad
antioxidante se obtiene en mayor concentracion en las muestras liofilizadas de los
extractos etanolicos y metanolicos.
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Figura N° 3.10 Caja de bigotes andlisis de capacidad antiosidente
Fuente: elaboracién Propia, 2016
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IV. DISCUSION

En el extracto etanolico, metanolico y heptanico de la muestra desecada se
obtuvieron un rendimiento de 30,96% , 42,27% vy 0,102% respectivamente; en el
extracto etanolico, metanolico y heptanico de la muestra liofilizada se obtuvo un
rendimiento de 44,82%, 54,77% y 0.815% respectivamente, el cual comparando con
citado en la tesis Aparcana y Villareal(55) reportaron que el rendimiento del extracto
etanolico es de 10% el cual difiere completamente a la de este trabajo debido que la
muestra usada por Aparcana y Villareal(55) es una muestra fresca usando como
método de extraccion maceracion. En el presente trabajo se usé la muestra desecada
y método de extraccion soxhlet con el que hubo mayor rendimiento en las

extracciones.

En la determinaciéon de compuestos polifendlicos totales por el método de Folin-
Ciocalteu (tabla 3.10) el contenido de compuestos fendlicos de la muestra desecada
fueron expresadas en miligramos de acido galico por cada 10 g de muestra donde se
obtuvo 145,92 mg GAE/10g (14592 mg GAE/100g) en extracto etanolico y 123,757
mgGAE/10g (1237,57 mgGAE/100g) en extracto metanolico, lo cual lo reportado
por Aparcana y Villareal (55) es de 106 y 149 mg/Eq.AG/100g. Esta diferencia se
debe al tipo de muestra usada, siendo la muestra de Aparcana y Villareal (55) una
muestra fresca y en este trabajo se usé muestra desecada. El valor reportado por
Repo y Encina (56) fue de 154 mg Eq.AG/100g y por Mier et al. (57) 240,16 mg

Eq.AG/100g son muestras donde se han usado extracciones metanolicas.

En los extractos etanolicos y metanolicos de la muestra liofilizada se obtuvieron
valores de 151,053 mg GAE/10g y 137,025 mg GAE/10g respectivamente, las

cuales no se pudieron comparar.

La capacidad antioxidante de los extractos etanolicos y metanolicos de las muestras
desecadas y liofilizada son los siguientes valores 1532,24 mg Eq AA/10g y 1268,06
mg Eq AA/10g  respectivamente, 2430,45 mg Eq AA/10g y 2271,95 mg Eq
AA/10g muestra liofilizada el cual no se pudo comprar debido a que no se encontrd
trabajos para poder comparar, pero se determina que hay una mayor capacidad

antioxidante debido a que se conserva los principios activos en este tipo e muestra.
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V. CONCLUSIONES

1. El mayor porcentaje de rendimiento se obtuvo en el extracto metanolico tanto
en la muestra desecada como liofilizado siendo sus valores de 42.27% y
54.77% ; extracto etanolico tiene un porcentaje de rendimiento de las muestras
desecada y liofilizadas de 30.96% y 44.82% respectivamente, y por ultimo el
porcentaje de rendimiento del extracto heptanico tanto de la muestra desecada
y liofilizada es de 0.102% y 0.815% respectivamente, este extracto heptanico
no se tomd en cuenta debido a que su rendimiento es significativamente bajo
para andlisis de cuantificacion. Se logrd determinar la presencia de taninos y
flavonoides por cromatografia de capa fina a partir del extracto etanolico
desecado y liofilizado del aguaymanto.

2. El contenido de compuestos fenélicos por el método de Folin-Ciocalteu fue

mayor en los extractos etanolicos y metanolicos de las muestras liofilizadas, el
cual se obtuvieron 151,053 mg GAE /10g de muestra 'y 137.025 mg GAE /10g
de muestra respectivamente y en menor cantidad en la muestra desecada de los
extractos etanolicos y metanolicos la que se obtuvieron 145.92 mg GAE /10g
de muestra y 123.757 mg GAE /10g de muestra respectivamente.
La capacidad antioxidante por el método de Cuprac se realiz6 con los extractos
etanolicos y metanolicos de la muestra liofilizada siendo su mayor capacidad
antioxidante de 2430,45 mg Eq. Acido Ascorbico/10 g de muestra y 2271.95
mg Eq. Acido Ascorbico/10 g de muestra respectivamente y de menor
capacidad antioxidante de las muestra desecada de los extractos etanolicos y
metanolicos siendo su capacidad antioxidante de 1532.24 mg Eq. Acido
Ascorbico/10 g de muestra y 1268.06 mg Eq. Acido Ascorbico/10 g de muestra
respectivamente.

3.  La comparacion  cuantitativa de compuestos fendlicos y capacidad
antioxidante en los extractos etanolico y metanolico de las muestras desecadas
y liofilizadas es mayor en el extracto liofilizado en ambos métodos (ver Tabla
N°3.10); lo que hace suponer que en el proceso de liofilizacion los principios
activos presentes se encuentran estabilizados y no sufririan algin tipo de

cambio.
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VI. SUGERENCIAS

1.  Se sugiere un estudios de compuestos polifenodlicos y capacidad antioxidante

de la cascara del fruto del aguaymanto.

2. Se sugiere realizar la determinacion compuestos fenolicos y capacidad
antioxidante en cada estadio del fruto de aguaymanto de acuerdo a la tabla de

la norma técnica colombiana 4580.

3. Se propone darle una forma farmacéutica al fruto de aguaymanto desecado

para ser consumido en la dieta diaria.
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Anexo 3: ABREVIATURAS

HIV Virus De La Inmunodeficiencia Humana
HSV Virus Simplex Humano

RL Radicales Libres

ROS Especies Reactivas De Oxigeno

EO Estrés Oxidativo

GSH-Prx Glutation Peroxidasa

SOD Superoxido Dismutasa

CPT Compuestos Polifendlicos Totales
CUPRAC Cupric Ion Reducing Antioxidant Capacity
GAE Equivalentes de 4cido galico

TAC Capacidad antioxidante total
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Anexo 4: mg Eq &cido gélico/10g me muestra de las Extracciones etanolica

realizadas en las muestras desecada y liofilizada

mg GAE/10g de muestra

EtOH desecado EtOH liofilizado

146.64 153.99
145.17 148.11

Anexo 5: Prueba F de varianza de las concentraciones de los extractos

etanolicos desecada y liofilizada

Prueba F para varianzas de dos muestras

EtOH
EtOH liof desecado
Media 151.05 145.905
Varianza 17.2872 1.08045
Observaciones 2 2
Grados de libertad 1 1
F 16

P(F<=f) una cola 0.155958261
Valor critico para F (una cola) 161.4476387

Anexo 6: Prueba de T-students de las concentraciones de los extractos etanolicos
desecada y liofilizada

Prueba t para dos muestras suponiendo varianzas iguales

EtOH EtOH

desecado liof
Media 145.905 151.05
Varianza 1.08045 17.2872
Observaciones 2 2
Varianza agrupada 9.183825
Diferencia hipotética de las medias 0
Grados de libertad 2
Estadistico t -1.69774938
P(T<=t) una cola 0.11582509
Valor critico de t (una cola) 2.91998558
P(T<=t) dos colas 0.23165018
Valor critico de t (dos colas) 4.30265273
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Anexo 7: mg Eq &cido gélico/10g me muestra de las Extracciones metanolica

realizadas en las muestras desecada y liofilizada

mg GAE/10g de muestra

MeOH desecado MeOH liof
123.12 136.35
124.59 137.82

Anexo 8: Prueba de T-students de las concentraciones de los extractos etanolicos
desecada y liofilizada

Prueba t para dos muestras suponiendo varianzas iguales

MeOH desecado | MeOH liof
Media 123.855 137.085
Varianza 1.08045 1.08045
Observaciones 2 2
Varianza agrupada 1.08045
Diferencia hipotética de las medias 0
Grados de libertad 2
Estadistico t -12.72792206
P(T<=t) una cola 0.003058133
Valor critico de t (una cola) 2.91998558
P(T<=t) dos colas 0.006116265
Valor critico de t (dos colas) 4.30265273
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Anexo 9: ANOVA Simple - Compuestos Fenolicos por Extractos

Variable dependiente: Compuestos Fenolicos (mg GAE/10 muestra)
Factor: Extractos

Numero de observaciones: 8
Numero de niveles: 4

El StatAdvisor

Este procedimiento ejecuta un analisis de varianza de un factor para Compuestos
Fenolicos. Construye varias pruebas y graficas para comparar los valores medios de
Compuestos Fenolicos para los 4 diferentes niveles de Extractos. La prueba-F en la
tabla ANOVA determinard si hay diferencias significativas entre las medias. Si las
hay, las Pruebas de Rangos Multiples le dirdn cuales medias son significativamente
diferentes de otras. Si le preocupa la presencia de valores atipicos, puede elegir la
Prueba de Kruskal-Wallis la cual compara las medianas en lugar de las medias. Las
diferentes graficas le ayudaran a juzgar la significancia practica de los resultados, asi
como le permitirdn buscar posibles violaciones de los supuestos subyacentes en el
analisis de varianza.

Resumen Estadistico para Compuestos Fenolicos

Extractos Recuento [Promedio |Desviacion Coeficiente de [Minimo [Maximo
Estandar Variacion
EtOH Desc 2 145,905 1,03945 0,712414% 145,17 | 146,64
EtOH Liof 2 151,05 4,15779 2,75259% 148,11 | 153,99
MetOH Desc g 123,855 1,03945 0,839245% 123,12 | 124,59
MetOH Liof 2 137,085 1,03945 0,75825% 136,35 | 137,82
Total 8 139,474 11,152 7,99578% 123,12 | 153,99
Extractos [Rango Sesgo Curtosis

Estandarizado Estandarizada

EtOH Desc | 1,47
EtOH Liof | 5,88
MetOH Desc | 1,47
MetOH Liof | 1,47
Total 30,87 -0,547103 -0,597575

El StatAdvisor

Esta tabla muestra diferentes estadisticos de Compuestos Fenolicos para cada uno de
los 4 niveles de Extractos. La intencion principal del andlisis de varianza de un
factor es la de comparar las medias de los diferentes niveles, enlistados aqui bajo la
columna de Promedio. Selecciones Grafica de Medias de la lista de Opciones
Graficas para mostrar graficamente las medias.
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ADVERTENCIA: Hay una diferencia de mas de 3 a 1 entre la desviacion estandar
mas pequeia y la mas grande. Esto puede causar problemas puesto que el analisis de
varianza asume que las desviaciones estandar de todos los niveles es igual.
Seleccione Verificacion de Varianza de la lista de Opciones Tabulares para ejecutar
una prueba estadistica formal para la diferencia entre las sigmas. Podria considerar
transformar los valores de Compuestos Fenolicos para eliminar cualquier
dependencia de la desviacion estandar de la media.

Tabla ANOVA para Compuestos Fenolicos por Extractos

Fuente Suma de Gl | Cuadrado Razén-F Valor-P
Cuadrados Medio
Entre grupos 850,044 3 283,348 55,21 0,0010

Intra grupos 20,5285 4 5,13214
Total (Corr.) 870,573 7

El StatAdvisor

La tabla ANOVA descompone la varianza de Compuestos Fenolicos en dos
componentes: un componente entre-grupos y un componente dentro-de-grupos. La
razén-F, que en este caso es igual a 55,2105, es el cociente entre el estimado entre-
grupos y el estimado dentro-de-grupos. Puesto que el valor-P de la prueba-F es
menor que 0,05, existe una diferencia estadisticamente significativa entre la media de
Compuestos Fenolicos entre un nivel de Extractos y otro, con un nivel del 95,0% de
confianza. Para determinar cuéles medias son significativamente diferentes de otras,
seleccione Pruebas de Miultiples Rangos, de la lista de Opciones Tabulares.

Pruebas de Multiple Rangos para COMPUESTOS FENOLICOS por

EXTRACTOS
M¢étodo: 95,0 porcentaje Tukey HSD
EXTRACTOS Casos Media Grupos
Homogéneos
MetOH Dsecado 2 123,855 X
MetOH liof 2 137,085 X
EtOH Dsecado 2 145,905 XX
EtOH liof 2 151,05 X
Contraste Sig. |Diferencia |+/-
Limites
EtOH Dsecado - EtOH liof -5,145 9,22235
EtOH Dsecado - MetOH Dsecado | * 22,05 9,22235
EtOH Dsecado - MetOH liof 8,82 9,22235
EtOH liof - MetOH Dsecado * 127,195 9,22235
EtOH liof - MetOH liof * 113,965 9,22235
MetOH Dsecado - MetOH liof *1-13,23 9,22235

* indica una diferencia significativa.
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El StatAdvisor
Esta tabla aplica un procedimiento de comparacion multiple para determinar cuales

medias son significativamente diferentes de otras. La mitad inferior de la salida
muestra las diferencias estimadas entre cada par de medias. El asterisco que se
encuentra al lado de los 4 pares indica que estos pares muestran diferencias
estadisticamente significativas con un nivel del 95,0% de confianza. En la parte
superior de la pagina, se han identificado 3 grupos homogéneos segln la alineacion
de las X's en columnas. No existen diferencias estadisticamente significativas entre
aquellos niveles que compartan una misma columna de X's. El método empleado
actualmente para discriminar entre las medias es el procedimiento de diferencia
honestamente significativa (HSD) de Tukey. Con este método hay un riesgo del
5,0% al decir que uno o mas pares son significativamente diferentes, cuando la
diferencia real es igual a 0.

Verificacién de Varianza

Prueba Valor-P

Levene's |1,20378E28 (0

Comparacion Sigmal |Sigma2 |F-Ratio |P-Valor
EtOH Dsecado / EtOH liof 1,03945]4,1577910,0625 [0,3119
EtOH Dsecado / MetOH Dsecado |1,03945|1,03945(1,0 1,0000
EtOH Dsecado / MetOH liof 1,03945|1,03945|1,0 1,0000
EtOH liof / MetOH Dsecado 4,15779]1,03945|16,0 0,3119
EtOH liof / MetOH liof 4,15779]1,03945|16,0 0,3119
MetOH Dsecado / MetOH liof 1,03945(1,03945|1,0 1,0000

El StatAdvisor

El estadistico mostrado en esta tabla evalia la hipotesis de que la desviacion estandar
de COMPUESTOS FENOLICOS dentro de cada uno de los 4 niveles de
EXTRACTOS es la misma. De particular interés es el valor-P. Puesto que el valor-
P es menor que 0,05, existe una diferencia estadisticamente significativa entre las
desviaciones estandar, con un nivel del 95,0% de confianza. Esto viola uno de los
supuestos importantes subyacentes en el andlisis de varianza e invalidard la mayoria
de las pruebas estadisticas comunes.

La tabla también muestra una comparacion de las desviaciones tipicas para cada par
de muestras. P-valores por debajo de 0.05, de los cuales hay 0, indican una
diferencia estadisticamente significativa entre las dos sigmas al 5% de nivel de
signifiacion.
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Anexo 10: ANOVA Simple - Capacidad Antioxidante por Extracto

Variable dependiente: Capacidad Antioxidante (mg Eq AASC/10g muestra)
Factor: Extracto

Numero de observaciones: 8
Numero de niveles: 4

El StatAdvisor

Este procedimiento ejecuta un analisis de varianza de un factor para Capacidad
Antioxidante. Construye varias pruebas y graficas para comparar los valores medios
de Capacidad Antioxidante para los 4 diferentes niveles de Extracto. La prueba-F en
la tabla ANOVA determinara si hay diferencias significativas entre las medias. Si
las hay, las Pruebas de Rangos Multiples le dirdn cuédles medias son
significativamente diferentes de otras. Si le preocupa la presencia de valores
atipicos, puede elegir la Prueba de Kruskal-Wallis la cual compara las medianas en
lugar de las medias. Las diferentes graficas le ayudaran a juzgar la significancia
practica de los resultados, asi como le permitirdn buscar posibles violaciones de los
supuestos subyacentes en el analisis de varianza.

Resumen Estadistico para Capacidad Antioxidante

Extracto Recuento |Promedio |Desviacion |Coeficiente de Variacion [Minimo |Maximo
Estandar

EtOH Desc |2 1545,45 |18,6818 1,20882% 1532,24 (1558,66
EtOH Liof |2 244894 (11,2076 0,457652% 2441,02 |2456,87
MetOH Desc |2 1281,27 |18,6818 1,45807% 1268,06 [1294,48
MetOH Liof |2 2285,15 (18,6818 0,817529% 2271,94 (2298,36
Total 8 1890,2 523,291 27,6844% 1268,06 (2456,87
Extracto Rango |Sesgo Curtosis

Estandarizado Estandarizada

EtOH Desc (26,42
EtOH Liof 15,85
MetOH Desc |26,42
MetOH Liof (26,42
Total 1188,81(-0,0949082 -1,38128

El StatAdvisor

Esta tabla muestra diferentes estadisticos de Capacidad Antioxidante para cada uno
de los 4 niveles de Extracto. La intencion principal del andlisis de varianza de un
factor es la de comparar las medias de los diferentes niveles, enlistados aqui bajo la
columna de Promedio. Selecciones Grafica de Medias de la lista de Opciones
Graficas para mostrar graficamente las medias.
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Tabla ANOVA para Capacidad Antioxidante por Extracto

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

Entre grupos [1,91566E6 3 1638553, 2178,18 0,0000

Intra grupos |[1172,64 4 293,159

Total (Corr.) |1,91683E6 7

El StatAdvisor

La tabla ANOVA descompone la varianza de Capacidad Antioxidante en dos
componentes: un componente entre-grupos y un componente dentro-de-grupos. La
razon-F, que en este caso es igual a 2178,18, es el cociente entre el estimado entre-
grupos y el estimado dentro-de-grupos. Puesto que el valor-P de la prueba-F es
menor que 0,05, existe una diferencia estadisticamente significativa entre la media de
Capacidad Antioxidante entre un nivel de Extracto y otro, con un nivel del 95,0% de
confianza. Para determinar cudles medias son significativamente diferentes de otras,
seleccione Pruebas de Multiples Rangos, de la lista de Opciones Tabulares.

Pruebas de Multiple Rangos para Capacidad Antioxidante por Extracto

Método: 95,0 porcentaje Tukey HSD

Extracto Casos |[Media  |Grupos Homogéneos
MetOH Desc |2 1281,27 |X

EtOH Desc |2 154545 | X

MetOH Liof |2 2285,15 X

EtOH Liof 2 244894 X

Contraste Sig. |Diferencia |+/- Limites

EtOH Desc - EtOH Liof
EtOH Desc - MetOH Desc
EtOH Desc - MetOH Liof
EtOH Liof - MetOH Desc
EtOH Liof - MetOH Liof 163,795 69,7018
MetOH Desc - MetOH Liof -1003,88 69,7018
* indica una diferencia significativa.

-903,495 (69,7018
264,18 69,7018
-739,7 69,7018
1167,67 69,7018

F| ®| ®| ®¥| | *

El StatAdvisor

Esta tabla aplica un procedimiento de comparacion multiple para determinar cuales
medias son significativamente diferentes de otras. La mitad inferior de la salida
muestra las diferencias estimadas entre cada par de medias. EI asterisco que se
encuentra al lado de los 6 pares indica que estos pares muestran diferencias
estadisticamente significativas con un nivel del 95,0% de confianza. En la parte
superior de la pagina, se han identificado 4 grupos homogéneos segun la alineacion
de las X's en columnas. No existen diferencias estadisticamente significativas entre
aquellos niveles que compartan una misma columna de X's. El método empleado
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actualmente para discriminar entre las medias es el procedimiento de diferencia
honestamente significativa (HSD) de Tukey. Con este método hay un riesgo del
5,0% al decir que uno o mas pares son significativamente diferentes, cuando la
diferencia real es igual a 0.

Verificacion de Varianza

Prueba Valor-P
Levene's |5,40268E26 |0

Comparacion Sigmal | Sigma2 | F-Ratio | P-Valor
EtOH Desc / EtOH Liof | 18,6818 | 11,2076 | 2,77848 | 0,6880
EtOH Desc / MetOH Desc | 18,6818 | 18,6818 1,0 1,0000
EtOH Desc / MetOH Liof | 18,6818 | 18,6818 1,0 1,0000
EtOH Liof / MetOH Desc | 11,2076 | 18,6818 | 0,359909 | 0,6880
EtOH Liof / MetOH Liof | 11,2076 | 18,6818 | 0,359909 | 0,6880
MetOH Desc / MetOH Liof | 18,6818 | 18,6818 1,0 1,0000

El StatAdvisor

El estadistico mostrado en esta tabla evalua la hipotesis de que la desviacion estandar
de Capacidad Antioxidante dentro de cada uno de los 4 niveles de Extracto es la
misma. De particular interés es el valor-P. Puesto que el valor-P es menor que 0,05,
existe una diferencia estadisticamente significativa entre las desviaciones estandar,
con un nivel del 95,0% de confianza. Esto viola uno de los supuestos importantes
subyacentes en el analisis de varianza e invalidara la mayoria de las pruebas
estadisticas comunes.

La tabla también muestra una comparacion de las desviaciones tipicas para cada par
de muestras. P-valores por debajo de 0.05, de los cuales hay 0, indican una
diferencia estadisticamente significativa entre las dos sigmas al 5% de nivel de
signifiacion.
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HERBARIUM AREQVIPENSE (HUSA) gy

“ANO DE LA CONSOLIDACION DEL MAR DE GRAU”

CONSTANCIA N2 10-2016-HUSA

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

HACE CONSTAR:

Que la muestra de los frutos frescos presentada por el Bach. Levin Arroyo Oviedo y Bach. Luis
Alonso Delgado Anyosa de la Escuela Profesional de Farmacia y Bioquimica de la Facultad de
Ciencias Farmacéuticas Bioquimicas y Biotecnoldgicas de la Universidad Catélica de Santa Maria
de Arequipa, los muestras fueron traidos al Laboratorio de Boténica al estado fenoldgico fresco,
para su determinacion en el Herbarium Areqvipense (HUSA) y corresponde a la especie:

Division Magnoliophyta

Clase Magnoliopsidae
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.

\:
apifio Herrera

BIWU
DIRECT!

\H
Herbarium Areqvipense (HUSA) e

Arequipa 02 de Junio del 2016.

Avenida Daniel Alcides Carrion s/n cercado
Teléfono: (054) 237755 / 984248674
Apartado Postal: 0028

AREQUIPA — PERU




