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RESUMEN

En el presente trabajo de investigacion se compar6 la capacidad antioxidante y el
contenido de antocianinas en los extractos fermentados de Tropaeolum tuberosum
(Mashua) frente a los extractos fermentados de Zea mays L. (Maiz morado) y Vaccinium

corymbosum L. (Arandano).

Se determind la influencia del pH, temperatura y tiempo de fermentacién en la Mashua,
Maiz morado y Arandano. Se observo que todas las variables puestas en estudio tuvieron
influencia en la cantidad de antocianinas totales extraidas.

La extraccion de las antocianinas en los fermentados se realiz6 a las 3 materias primas
aplicando iguales condiciones y parametros; para esto, se prepar6 indculos con
Saccharomyces cerevisiae, se ajustd la concentracion de solidos solubles a 12 brix y se
procedi6 a preparar los extractos durante 72 h, primero se evaluo los pardmetros de pH 'y
temperatura dando como resultados dptimos para las tres materias primas un pH entre 2-
3 y la temperatura de 30°C, un aumento o disminucion en estos rangos produjo
disminucion en la extraccion de antocianinas. Luego para la evaluacion del tiempo de
extraccion se tomaron los parametros Optimos de pH y temperatura; se procedio a

evaluarlos en el tiempo; dando como resultado 6ptimo las 72 horas.

Posteriormente se realizaron ensayos para la determinacién de la actividad antioxidante
por el método de DPPH, para esto se tomo los extractos fermentados con mayor contenido
de antocianinas totales de la Mashua, Maiz morado y Arandano. Se procedié a realizar
los ensayos a diferentes concentraciones y se encontré que la Mashua posee 180.342
mg/eq Trolox en 100 g de muestra a diferencia del Maiz morado con 179.397 mg/eq
Trolox en 100 g de muestra y el Ardndano con 98.896 mg/eq Trolox en 100 g de muestra.

Luego se procedio a la identificacion de antocianinas por HPLC, primero se purificd cada
uno de los extractos fermentados con mayor contenido de antocianinas totales, utilizando
polivinilpolipirrolidona (PVPP) seguido de cartuchos sep-pack C-18, una vez purificados
se llevo al rotavapor para disminuir el volumen, a estos extractos metandlicos se les dio
un tratamiento especifico para posteriormente ser analizados por cromatografia liquida
de alta eficiencia; las muestras fueron analizadas por comparacidon con estandares de
Cianidina-3-glucosido y Delfinidina-3-glucésido dando como resultado un tiempo de
retencion de 6.127 min y 5.757 min respectivamente para cada estandar. Se encontro la

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




REPOSITORIO DE UNIVERSIDAD

TESIS UCSM

CATOLICA ,
DE SANTA MARIA

presencia de las antocianinas antes mencionadas en las muestras de Mashua y Arandano,
pero en el maiz morado solo se encontré la Cianidina-3-glucosido. La concentracion de
Delfinidina-3-glucésido fue de 0.0195 mg/g y 0.0475 mg/g de Mashua y el Arandano
respectivamente; la concentracion de Cianidina-3-glucosido fue de 0.0298 mg/g, 0.1973

mg/g y 0.0311 mg/g de Mashua, Maiz morado y Arandano respectivamente.

En tanto, se observa que la capacidad antioxidante del extracto fermentado de
Tropaeolum tuberosum (Mashua) es similar al extracto fermentado de Zea mays L. (Maiz
morado) y mayor al de Vaccinium corymbosum L. (Ardndano). Revelando la importancia

de este producto para el consumo.
Palabras claves:

Mashua, Antioxidantes, Antocianinas, DPPH, HPLC, Cianidina, Delfinidina.
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ABSTRACT

In the present research work, the antioxidant capacity and anthocyanin content of the
ferments of Tropaeolum tuberosum (Mashua) were compared with Zea mays L. (Purple
corn) and Vaccinium corymbosum L. (Blueberry).

The influence of pH, temperature and fermentation time in the Mashua, Purple Corn and
Blueberry was determined. It was observed that all the variables put into study had an
influence on the amount of total anthocyanins extracted.

The extraction of anthocyanins in the ferments was carried out to the 3 raw materials
applying the same conditions and parameters, for this, inocula with Saccharomyces
cerevisiae were prepared, the concentration of soluble solids was adjusted to 12 brix and
the extracts were prepared for 72 h, first the pH and temperature parameters were
evaluated, giving as optimal results for the three raw materials a pH between 2-3 and the
temperature of 30 ° C, an increase or decrease in these ranges produced a decrease in the
extraction of anthocyanins. Then, for the evaluation of the extraction time, the optimal
parameters of pH and temperature were taken; they were evaluated over time; giving as
optimal result 72 hours.

Subsequently, tests were carried out to determine the antioxidant activity by the DPPH
method, for this the ferments with the highest content of total anthocyanins of Mashua,
Purple Corn and Blueberry were taken. The tests were carried out at different
concentrations and it was found that Mashua has 180.342 mg / eq Trolox in 100 g of
sample, unlike Purple Corn with 179.397 mg / eq, Trolox in 100 g of sample and
Blueberry with 98.896 mg / eq Trolox in 100 g sample.

Then the anthocyanins were identified by HPLC, first each of the ferments with the
highest total anthocyanin content was purified, using polyvinylpolypyrrolidone (PVPP)
followed by sep-pack C-18 cartridges, once purified they were taken to a rotary
evaporator to decrease volume, these methanolic extracts were given a specific treatment
to later be analyzed by high efficiency liquid chromatography; The samples were
analyzed by comparison with Cyanidin-3-glucoside and Delphinidin-3-glucoside
standards, resulting in a retention time of 6,127 min and 5,757 min respectively for each
standard. The presence of the aforementioned anthocyanins was found in the Mashua and
Cranberry samples, but only Cyanidin-3-glucoside was found in purple corn. The
concentration of Delphinidin-3-glucoside was 0.0195 y 0.0475 mg/g for Mashua and
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Blueberry respectively; Cyanidin-3-glucoside concentration was 0.0298 mg/g, 0.1973
mg/g y 0.0311 mg/g for Mashua, Purple corn and Blueberry respectively.

Meanwhile, it is observed that the antioxidant capacity of the fermented extract of
Tropaeolum tuberosum (Mashua) is similar to the fermented extract of Zea mays L.
(Purple corn) and higher than that of VVaccinium corymbosum L. (Blueberry). Revealing

the importance of this product for consumption.

Keywords:
Mashua, Antioxidants, Anthocyanins, DPPH, HPLC, Cyanidin, Delphinidin
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INTRODUCCION

Actualmente el consumo y la produccion de alimentos con alto valor nutritivo, y el mayor
interés de las personas por el cuidado de la salud, hace que se busquen alimentos que no
solo contengan cantidades adecuadas de nutrientes esenciales, sino que a su vez
contengan sustancias fisiologicamente activas que cumplan, al igual que los nutrientes
esenciales una funcion en beneficio de la salud, contribuyendo a reducir el riesgo de
padecer ciertas enfermedades y elevar la calidad de vida.

Los compuestos fenolicos y especialmente los flavonoides y antocianinas, muestran una
gran capacidad para captar radicales libres que son causantes del estrés oxidativo, y a su
vez se le atribuye un efecto beneficioso en la prevencién de enfermedades
cardiovasculares, circulatorias, cancerigenas y neuroldgicas’. Estos compuestos fendlicos

aparecen como parte de una amplia gama de alimentos funcionales.

La pigmentacion en los vegetales es una contribucion de los compuestos fenolicos y esta
reconocida a través de las antocianinas que son responsables de los colores azules, rojo,
violeta y purpura de la mayoria de los vegetales entre ellas las frutas, los tubérculos y los

granos.

Tropaeolum tuberosum (Mashua) es un tubérculo nativo de nuestro pais de menor
consumo nacional, debido al desconocimiento de su valor nutricional y su aporte en la
seguridad alimentaria. La mashua negra es un tubérculo de color negro azulado con alto
contenido de compuestos fendlicos entre ellos las antocianinas, que le proporcionan ese
color particular. Estudios realizados recientemente demostraron que la mashua negra
tiene 8 a 10 veces mayor actividad antioxidante que la mashua de color amarillo
sugiriendo asi que los compuestos fendlicos juegan un rol importante en el poder

antioxidante de este tubérculo?.

La mashua negra no es muy conocida como si lo son el Zea mays L. (Maiz morado) y el
Vaccinium corymbosum L. (Arandano) con demostrada presencia de compuestos
fenolicos y capacidad antioxidante. EI maiz morado oriundo de América tiene mayor
contenido de antocianinas en la tusa o coronta que representa el 15 % de la mazorca el
resto esta constituido por el grano, por otra parte, el fruto del arandano también es rico en

compuestos fenolicos en especial las antocianinas.
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El arandano a pesar de ser una de las especies de reciente introduccion en la fruticultura
mundial, ha tenido un gran crecimiento debido a sus cualidades. En el Peru a partir del
2008 se empieza a plantar un creciente nimero de hectareas de arandanos, y para el 2016
sierra exportadora estima una produccién de 20000 toneladas, ElI maiz morado también
tiene una produccion creciente en el Pert superando las 1500 toneladas en Arequipay a
nivel nacional supera las 20000 toneladas segln sierra exportadora; ambos cultivos
(ardndano y maiz morado) son ampliamente conocidos y producidos a nivel nacional,
aportando beneficios a los productores, En cambio el cultivo de mashua negra no supera
las 10 hectareas de produccion, siendo un cultivo con alto potencial debido a sus
propiedades, su rusticidad y la poca tecnificacion que requiere; por eso es necesario

difundir mas investigaciones para promoverla.
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1. PROBLEMA DE INVESTIGACION

1.1 Determinacion del problema

En los ultimos afios la exposicion a diferentes agentes oxidantes como sustancias
quimicas presentes en los alimentos, la radiacion ultravioleta, la polucién ambiental, etc.,
nos lleva a darle importancia al rol que cumple la alimentacion en la calidad de vida de
las personas, es por ello la necesidad de consumir antioxidantes de origen natural ya que
estos poseen la capacidad de capturar radicales libres y previenen la oxidacion celular.

Existe una escasa investigacion de Tropaeolum tuberosum (Mashua).

1.2 Enunciado del problema
Encontrar fuentes naturales con alto contenido de antioxidantes y la importancia del
consumo de estos para usarlos como agentes de prevencién de ciertas enfermedades y

mejorar la salud y la calidad de vida.

1.3 Descripcion del problema

Tropaeolum tuberosum (Mashua) es un tubérculo que presenta un alto rendimiento
productivo y rusticidad, que hacen de este un producto agricola ideal para su siembra en
zonas altoandinas donde muchas veces el agricultor no tiene acceso a la tecnificacion.
Entre sus variedades; algunas presentan tonalidades oscuras que sugieren la presencia de

antocianinas, que son conocidos agentes antioxidantes.

Actualmente se da mucha importancia al consumo de antioxidantes provenientes de
productos naturales, que se usan como agentes para la prevencién de ciertas enfermedades
y mejorar la calidad de vida.

Por lo tanto, es necesario estudiar diversas fuentes de antocianinas; que tengan alto
rendimiento, facilidad en el proceso de extraccion, facilidad de transporte y
almacenamiento y que sean de masiva produccién; generando rentabilidad al productor,
ya que productos como la mashua contienen antocianinas que no solamente son

importantes para el consumo, sino para uso industrial.

1.4 Justificacion

e Se ha demostrado que los antioxidantes sintéticos no son inocuos para la salud.

e EIl mercado actual se orienta al consumo de productos organicos o derivados de
estos.

e La escasa investigacion que existe en tubérculos andinos como Tropaeolum
tuberosum (Mashua).
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo general
Comparar la capacidad antioxidante y contenido de antocianinas en el extracto
fermentado de Tropaeolum tuberosum (Mashua) frente a los extractos fermentados de

Zea mays L. (Maiz morado) y Vaccinium corymbosum L. (Arandano).

2.2 Objetivos especificos

e Evaluar el efecto del pH, temperatura y tiempo de fermentacion en el contenido
de antocianinas totales de Tropaeolum tuberosum (Mashua) frente a Zea mays L.
(Maiz morado) y Vaccinium corymbosum L. (Arandano).

e Evaluar y comparar la capacidad antioxidante en el extracto fermentado de
Tropaeolum tuberosum (Mashua) frente a los extractos fermentados de Zea mays
L. (Maiz morado) y Vaccinium corymbosum L. (Arandano) por el método del
DPPH.

e Identificar y cuantificar las antocianinas en el extracto fermentado de Tropaeolum
tuberosum (Mashua) frente a los extractos fermentados de Zea mays L. (Maiz
morado) y Vaccinium corymbosum L. (Arandano) por el método del HPLC.

e Comparar la relacion entre contenido de antocianinas y la capacidad antioxidante
en el extracto fermentado de Tropaeolum tuberosum (Mashua) frente a los
extractos fermentados de Zea mays L. (Maiz morado) y Vaccinium corymbosum
L. (Aréandano)
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3. MARCO TEORICO
3.1 Tropaeolum tuberosum (Mashua).

3.1.1  Descripcion

Tropaeolum tuberosum (Mashua) es un tubérculo que se cultiva en los Andes centrales
del Pert, Bolivia, Ecuador, Venezuela, Colombia y el norte de Argentina. Se encuentra
distribuido entre los 2800 y 4200 msnm® y recientemente se estd cultivando
experimentalmente en Nueva Zelanda y el noroeste del pacifico para evaluar su potencial
de cultivo en todo el mundo*.

Es una planta anual, herbacea, de partes glabras, con un crecimiento inicial erecto que
luego se torna semipostrado y ocasionalmente trepador®. Su altura es de 20 a 80 ¢cm, con
tallos cilindricos de 3 a 4 mm de espesor. El follaje tiene un color que varia de amarillo
verdoso a verde oscuro; las hojas estan alternadas y varian en su forma considerablemente
teniendo de 3 a 5 I6bulos, miden de 4 a 6 cm de longitud por 5 a 7 cm de ancho como se
muestra en la Figura N°1. La flor es zigomorfa formado por 5 sépalos unidos en la base
con una corola de 5 pétalos y de 5 a 8 estambres, la floracion varia de 9 a 48 dias. El fruto
es un esquizocarpo, que cae individualmente en la madurez y forma una semilla botanica
abundante; el ciclo de cultivo de la mashua varia entre 6 a 9 meses dependiendo de la

variedad®’.

Figura N°1: Tropaeolum tuberosum (Mashua)

Fuente: Registro de investigacion
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Tubérculo

Los tubérculos de la mashua son conicos, conico alargados y alargados. El color es
variado, existen al menos 9 colores: blanco amarillento, amarillo palido, amarillo,
amarillo naranja, naranja, rojo grisiceo, rojo grisaceo oscuro, purpura grisaceo y negro®,
como se muestra en la Figura N°2. Posee “o0jos” yemas hendidas, largas de 2.5 cm que le
dan la apariencia de surcos casi circulares por lo que adquiere un perfil ondulado. El
tamario varia de 5 a 15 cm de largo y de 3 a 6 cm de ancho’.

Al corte transversal el tubérculo presenta la epidermis, con células de paredes externas
gruesas que le dan un aspecto lustroso, su parénquima es rico en almidon con una

endodermis bien desarrollada’.

Figura N°2: Colores y formas de la Tropaeolum tuberosum (Mashua)

Fuente: Registro de investigacion

3.1.2 Taxonomia
La Tabla N°1 muestra la clasificacion de Tropaeolum tuberosum (Mashua) segun el

National Center for Biotecnology Information (NCBI).

El centro internacional de la papa (CIP) conserva 113 accesiones de mashua, que fueron

colectadas en diferentes comunidades de Per(, Bolivia y Argentina®®.

En campafas consecutivas desde el 2008 hasta el 2013 se obtuvieron 107 accesiones de
mashua todas colectadas en Peru, donde se pueden distinguir 91 agrupamientos
morfolégicos (morfotipos). 77 de los 91 morfotipos estan representados por una sola
accesion, mientras que los 14 morfotipos restantes estan representados Gnicamente por 2
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0 3 accesiones, todas las accesiones del banco de germoplasma del CIP son unicas, lo que
sugiere una alta diversidad en el cultivo®,

Tabla N°1: Clasificacién taxonémica de la Tropaeolum tuberosum Ruiz & Pavon

(Mashua) National Center for Biotecnology Information (NCBI)

Clasificacion Descripcion

Reino Plantae
Subreino Tracheobionta
Division Magnoliophyta

Clase Magnoliopsida
Subclase Rosidae

Orden Geraniales
Familia Tropaeolaceae
Género Tropaeolum L
Especie Tropaeolum tuberosum

Fuente: National Center for Biotecnology Information (NCBI)

3.1.3

Valor Nutricional

En la Tabla N°2 se presenta el valor nutricional de la Tropaeolum tuberosum (Mashua)®.

Tabla N°2: Composicion de la Tropaeolum tuberosum Ruiz & Pavén (Mashua)®

Componente En 100g de Mashua Componente En 100 g de Mashua
Agua 79.2-93.8¢ Tiamina 0.1 mg
Calorias 52 keal Riboflavina 0.12 mg
Proteina 15¢ Niacina 0.67 mg
Grasas 0.7¢g Acido Ascorbico 0.1 mg
Carbohidratos 11g Lisina 35 - 69 mg/g de Proteina
Fibra 10g9 Treonina 22 - 46 mg/g de Proteina
Minerales (cenizas) 08¢ Valina 25 — 88 mg/g de Proteina
Calcio 12 mg Isoleucina 25 - 44 mg/g de Proteina
Potasio 1.5mg Leucina 35 - 56 mg/g de Proteina
Hierro 1.0 mg Tirosina 13 - 62 mg/g de Proteina
Fosforo 0.7mg Triptéfano 5 — 12 mg/g de Proteina
Vit A 10 pg Cisteina 1.4 - 29 mg/g de Proteina
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La mashua contiene una elevada cantidad de amino&cidos entre ellos la lisina, que es un

aminoacido muy limitante en muchos cereales y leguminosas™®.

El contenido de carbohidratos es aproximadamente 6 veces mayor al contenido de

proteinas, ademas posee altos niveles de calcio, fosforo y hierro'?.

3.1.4 Origen

Poco se sabe sobre los origenes de la mashua, se cree que los tubérculos andinos como la
oxalis tuberosa (Oca) y el ullucus tuberosum (Olluco) ya eran consumidos desde hace
mas de 7500 afios, la primera evidencia arqueoldgica de la mashua data de 650 — 1350 A.

C. en los sedimentos de la cueva de Huachumachay, ubicados en el valle de Jauja *2.

La mashua recibe diferentes denominaciones de acuerdo al pais y al idioma, en quechua:
afiu, apifiu, apifiamama, cubio, ubios, mashua, mashwa. En aymara: apilla, isafia, isafio,

kayacha, miswha®.

3.1.5 Usos e Importancia
Como alimento se suele consumir cocido luego de ser expuesto al sol por varios dias para
que los oxalatos de calcio se conviertan en azucares, también suele utilizarse como

alimento para cerdos de engorde*?,

En la medicina tradicional se le atribuye propiedades anafrodisiacas, y contra
enfermedades del rifién, en higado, también como depurativo, para detener hemorragias,
curar enfermedades venéreas y cicatrizante de heridas®'4. La Mashua negra se utiliza

como desinflamante de la prostata.

Muchos de los usos medicinales de la Mashua se dan por la presencia de los
isotiocianatos, al ser considerado como un antiafrodisiaco muchos hombres no lo
consumen por temor a que cause impotencia, estudios realizados en ratas macho que
fueron alimentados con mashua mostraron una disminucién del 45% en los niveles de

testosterona/dihidrotestosteronal’.

La Mashua también posee propiedades antioxidantes debido al contenido de carotenos y
compuestos fenolicos. En un estudio reciente se compardé el potencial antioxidante de
ciertos cultivos andinos como papas de color, olluco y oca y se mostr6 que los tubérculos
de Mashua presentaron mayor capacidad antioxidante; méas aun los tubérculos de mashua
de color purpura presentaron una capacidad antioxidante 8 a 10 veces mayor que los
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tubérculos de Mashua de color amarillo, por lo que se sugiere que los compuestos
fendlicos estan relacionados con la mayor capacidad antioxidante de la Mashual1®2°,

El area de siembra de la mashua es mucho menor al de otros tubérculos, pero no por eso
deja de ser muy importante, pues forma parte de la seguridad alimentaria de muchas
familias de los andes, al ser una especie rustica puede crecer bien a bajas temperaturas y
suelos pobres, sin el uso de fertilizantes. Debido a su rusticidad, es resistente a nematodos,
insectos y varias plagas, como el gorgojo de la Premnotrypes ssp en la papa. Por esa razon

habitualmente se siembra como cerco perimétrico para la proteccion de otros cultivos®®.

No existen datos estadisticos sobre la produccion de mashua, pero se estima que el Peru
tiene mayor superficie de produccion, superando las 7000 Ha, Bolivia 100 ha y apenas
50 Ha en Ecuador, en Bolivia el rendimiento en campos de agricultores oscila entre 30-
60Tn/Ha, lo que demuestra su alto potencial productivo e importancia®!®, y siendo Per(
y Bolivia los mayores productores de mashua.

3.2 Zeamays L. (Maiz morado)

3.2.1  Descripcion
El Zea mays L. (Maiz variedad morado), es una planta oriunda de América que constituyd
uno de los principales alimentos de las numerosas tribus indigenas en la época

precolombina y se le atribuyen diversas propiedades medicinales?..

El Maiz morado es una de las muchas variedades de la especie de Zea mays, es una
monocotiledonea anual de 60-80 cm de altura como se muestra en la Figura N°3, sus
raices son fasciculadas cuya mision es aportar un perfecto anclaje a la planta, esta
compuesto por tres tipos de raices: raices primarias emitidos por la semilla formando
parte de las raices seminales; raices principales que se forman a partir de la corona y las
raices aéreas o adventicias que nacen en el ultimo lugar de los nudos de la base de
tallo?>23, Su tallo es simple, robusto y sin ramificaciones, con entrenudos muy cortos y
nudos que se originan de las raices aéreas y el grosor del tallo disminuye de abajo hacia
arriba con una inflorescencia masculina que corona la planta??23, Tiene hojas largas, de
gran tamafo, lanceoladas, alternas; se encuentran abrazadas al tallo y por el haz presenta
vellosidades con extremos afilados y cortantes®®. Las flores son una inflorescencia
monoica con inflorescencia masculina y femenina separada dentro de la misma planta; la
inflorescencia masculina presenta una panicula de coloracion amarilla que posee una

cantidad muy elevada de polen, de 20 a 25 millones de granos, en cambio, la
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inflorescencia femenina marca un menor contenido de granos de polen entre 800 y 1000
granos?. El fruto es una caridpside, tiene una sola semilla que esta pegada al pericarpio,

es muy rica en almidon, en el caso del maiz morado es amilaceo, por lo que también es

muy blando?2

Figura N°3: Zea mays L. (Maiz morado)

Fuente: Portal sierra exportadora

3.2.2 Taxonomia
La Tabla N°3 describe la ubicacién taxondmica del Zea mays L. (Maiz morado) reportado

por Takhtajan?2.

Tabla N°3: Clasificacion taxonémica del Zea mays L. (Maiz morado)??

Clasificacion Descripcion
Reino Plantae
Divisién Magnoliophyta
Clase Liliopsida
Subclase Lilidae
Orden Poales
Familia Poaceae
Subfamilia Panicoideae
Tribu Andropogoneae
Genero Zea
Especie Zeamaiz L

En el banco de germoplasma del programa cooperativo de investigacion de maiz (PCIM)

existen 55 grupos raciales, dentro de ellos se tiene 5 razas primitivas que se caracterizan
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por ser precoces Yy de tipo reventon , donde tenemos: en sierra (confite puntiagudo, confite
morocho, confite punefio y kcully); en selva (enano); ademas, se tiene 20 razas derivadas
de las primitivas que se caracterizan por ser de precocidad media y generalmente
amilacea, donde tenemos: en costa ( mochero, alazan, pagaladroga, rabo de zorro,
morocho, chaparrefio); en sierra (paro, huaylefio, chullpi, ancashino, huancavelicano,
shajatu, piscorunto, Cuzco cristalino amarillo, Cuzco blanco, granada, uchuquilla) en
selva (piricinco, sabanero); 10 razas de segunda derivacion que se caracterizan por
presentar mayor grado de especializacion, mayor rendimiento, mayor desarrollo
vegetativo y son generalmente amilaceos, donde tenemos en costa (chancayano,
huachano); en sierra (perla, cuzco gigante, san jerénimo huancavelicano, arequipefio); en
selva (chimlos, marafion); 6 razas introducidas, en costa (Arizona, colorado, pardo); en
selva ( chuncho, aleman, cuban yellow); 12 razas incipientes que se caracterizan por ser
especializadas y restringidas a algunos valles, donde tenemos: en costa ( coruca, jora,
tumbesino, chancayano amarillo, morochillo); en sierra ( morocho cajabambino, amarillo
huancabamba, allajara, huarmaca, morado cantefio, huanuquefio, blanco ayabaca) y dos

razas no definidas, en sierra (sarco) en selva (perlilla)®.

Las variedades de Maiz morado provienen de una raza ancestral denominada Kculli, que

esta dentro de las 5 razas ancestrales y aun se cultiva en el Per(i®.
Las variedades tradicionales méas conocidas de maiz morado son:

Arequipefio: De granos morados dispuestos en hileras regulares en la mazorca, el color
de la tusa es menos intenso que en otras variedades, la forma de la mazorca es similar a

la variedad Cuzco, pero mas pequefia; es mas precoz que otras variedades?’.

Cuzco morado: Es de granos grandes, dispuestos en mazorcas de 8 hileras muy bien
definidas, tardia, la variedad esté relacionada a la raza Cuzco gigante; el cultivo se da en

zonas de altitud intermedia en los departamentos de Cuzco y Apurimac?’.

Morado Cantefio: Sus caracteristicas son muy similares a la raza Cusco Morado, es mas
precoz, derivada de la raza Cuzco; se cultiva especialmente en las partes altas del valle
de Chillon departamento de Lima hasta los 2500 msnm?’.

Negro de Junin: Es de granos negros, grandes, dispuestos irregularmente en una mazorca
corta y redondeada, precoz, es similar en su forma a la raza San Jer6nimo

Huancavelicano?’.
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Morado de Caraz: Es més chico que las variedades de origen cuzquefio, de precocidad
intermedia, puede adaptarse a la costa, muestra mayor rendimiento y presenta la coronta
mas pigmentada; es una variedad derivada de las razas Ancashino y Alazan, se cultiva en

la localidad de Caraz Callejon de Huaylas.

Huancavelicano: Se encuentra en alturas mayores que otras variedades, en la sierra centro

y sur hasta Arequipa?’.
Existen variedades mejoradas del maiz morado como:

PMV-581: Variedad mejorada por la Universidad Nacional Agraria la Molina, es la Unica
en produccion, fue obtenida a traves de la variedad morado de Caraz, adaptada a la costa
y sierra baja, con resistencia a roya y cercospora; de periodo vegetativo intermedio?.
También tenemos la PMV-582: Variedad mejorada por la Universidad Nacional Agraria
la Molina®®, INIA -601 (INIA Negro Cajamarca): Variedad mejorada por el INIA
Cajabamba. INIA-615 Negro Canaan: variedad mejorada por el INIA%,

3.2.3  Valor nutricional
En la Tabla N°4 se muestra el valor nutricional del Zea mays L. (Maiz morado), donde
destaca el contenido de carbohidratos y fibra en el grano, la coronta destaca en fibra y

carbohidratos?®.

Tabla N°4: Composicion del Zea mays L. (Maiz morado)?®

Componente En 100 g de grano de maiz | En 100 g de la coronta
Humedad 11.40 % 11.20 %
Calorias 496.40 Kcal 694.73 Kcal
Proteina 6.70 % 3.74 %
Cenizas totales 1.70 % 3.29%
Carbohidratos 76.90 % 57.44 %
Fibra 1.80 % 24.01 %
Grasa 1.50 % 0.32 %
3.24  Origen

Mesoamérica (regiones montafiosas de México y Guatemala) es el centro primario de
origen del maiz, y el segundo centro de diversificacién esta ubicado en los Andes

centrales®,
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Debido a diversos hallazgos, en cerdmicos, litica, asi como el estudio de sedimentos y
depdsitos de restos vegetales en contextos arqueoldgicos, se cree que el maiz fue
domesticado hace aproximadamente 8000 afios en Mesoamerica (México y Guatemala).
Su evolucidn es producto de la interaccion de los procesos biologicos y ecoldgicos con

los intereses del hombre y su dinamica cultural®!,

Excavaciones hechas en Per( entre los afios 2007 y 2011 en sitios arqueoldgicos de
paredones y Huaca prieta en la Libertad, se encontraron 293 muestras de microfosiles
(entre mazorcas, tusas, granos, hojas, tallos) con una antigtiedad que va entre 6500 y 6570
afios y que a diferencia del unico tipo de maiz silvestre descubierto en México (teosintle)
en el Peru se hallaron tres tipos de razas conocidas (confite morocho, confite chavinense
y Kculli) precursoras de mas de 50 tipos existentes en el Per(i®2,

Las variedades de maiz morado provienen de la raza Kculli, esta se cruzé con otras razas,
transfiriendo sus colores caracteristicos a las razas derivadas como el Huaylefio, Cuzco,

San jeronimo, Huancavelicano, Arequipefio®®.

3.25  Usos e importancia.

La mazorca del Maiz morado (tusa y grano) esta constituida por 85 % de grano y 15% de
coronta (tusa). Contiene antocianinas que se encuentra en mayor cantidad en la coronta 'y
en menor proporcion en el pericarpio del grano, utilizado frecuentemente en la

preparacion de la chica morada y en postres como la mazamorra morada3,

El maiz morado es un antioxidante natural que retarda el envejecimiento de las células,
principalmente por accion de la cianidina-3-glucosido, pelargonidina-3-glucésido,
peonidina-3-glucdsido®. Se determind que entre los pigmentos la cianidina-3-glucésido
esta en mayor porcentaje que el resto de pigmentos, representado por un 44 %%,

Las condiciones geograficas y climaticas de las que goza el Peru, hacen propicio el cultivo
de maiz morado, y esto nos permite ser ofertantes exclusivos de un producto al que se le
atribuyen propiedades benéficas para la salud. Bajo un esquema de manejo adecuado del
cultivo, la exportacion de Maiz morado y sus derivados presenta un fuerte potencial de
crecimiento a mediano plazo que se sustenta en la creciente tendencia mundial a consumir
productos distintos a los tradicionales, ademas de poseer propiedades nutritivas y

benéficas para la salud®’.
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3.3 Vaccinium corymbosum L. (Arandano)

3.3.1  Descripcion

El Vaccinium corymbosum L. (Ardndano) constituye una especie nativa del hemisferio
norte, perteneciente a la familia de las ericaceas. El arandano alto se caracteriza por ser
una planta lefiosa, perenne, que alcanza una altura de 3 a 5 metros en estado adulto, con
una vida comercial del orden de los 20 afios, encontrandose en algunos huertos variedades

con mas de 30 afios aun en produccion38-3%40,

Posee hojas alternas, de margen entero, de unos 5 cm de longitud, caducas, de forma
lanceolada y color verde palido. Su sistema radical es fibroso y superficial, tiene raices
finas y fibrosas que se caracterizan por la ausencia de pelos absorbentes. Las flores son
pedunculadas, axilares o terminales, de color blanco, sépalos persistentes, formada por 4-

5 pétalos fusionados, 8 a 10 estambres que estan insertados en la base de la corola®!.

El Fruto: Es una baya casi esférica, que puede variar en tamafio de 0.7-1.8 cm de
didmetro, contiene 5 I6culos que son delineados por una pared de células simples, lo que
constituye el endocarpo. Los frutos a medida que maduran, pasan por distintos grados de
color hasta llegar al tono azul caracteristico al final de la maduracion, como se muestra
en la figura N°4; las semillas en su interior pueden variar entre 20 a 100 cuyo nimero

esté relacionado con el tamafio del fruto®®4°.

Figura N°4: Vaccinium Corymbosum L. (Arandano)

Fuente: Registro de investigacion

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




REPOSITORIO DE

TESIS UCSM

UNIVERSIDAD
CATOLICA

3.3.2

Taxonomia

DE SANTA MARIA

La Tabla N°5 describe Taxonémicamente el Vaccinium corymbosum L. (Arandano)

seglin Cronquist®*.

Tabla N°5: Clasificacion taxonémica del Vaccinium corymbosum L. (Arandano)*

Clasificacion Descripcion
Reino Plantae
Division Pterophytas

Clase Dicotiledonea
Subclase Dilleniidae

Orden Ericales
Familia Ericaceae

Subfamilia Vaccinioidea

Tribu Vaccinieae
Genero Vaccinium
Especie Vaccinium corymbosum L.

Existen 30 especies del género Vaccinium, pero solo un pequefio grupo tienen
importancia comercial. EXxisten 3 especies que tiene importancia econdémica: el
Vaccinium angustifolium (Arandano bajo) o “lowbush”, el Vaccinium corymbosum L.
(Arandano alto) o “highbush” y el Vaccinium ashei Reade (Arandano ojo de conejo) o

“rabbiteye”*!.

V. angustifolium; V. myrtilloides (Lowbush). Se encuentra principalmente en forma
silvestre, ha sido un gran aporte en la obtencion de clones mejorados de arandano alto,

este arandano requiere de mayores horas de frio acumuladas que los otros arandanos*4°,

V. corymbosum (Highbush): Es nativo del noroeste de Norte América, representa el 75%

del total de arandano que se cultiva a nivel mundial*>*,

V. ashei (Rabbiteye): Es nativo del sureste de Estados Unidos, este tipo de ardndano
requiere de polinizacion cruzada por ser parcialmente auto-estéril, posee mayor cantidad
de frutos y estos tienen mayor duracion post cosecha**.
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3.3.3  Valor nutricional
En la Tabla N°6 se presenta el valor nutricional del Vaccinium corymbosum L.
(Arandano) **#2, Es bajo en calorias, grasas y sodio, mientras que posee un alto contenido

en fibra y es rico en minerales como el potasio magnesio y manganeso.

Tabla N°6: Composicion del Vaccinium corymbosum L. (Arandano)34?

Componente En 100 g de | Componente En 100 g de
Arandano Arandano

Agua 82-85¢g Zinc 0.11 mg
Calorias 55 Kcal Cobre 0.06 mg
Proteina 0.7¢ Manganeso 0.27 mg
Grasas 0379 Acido Ascorbico 13 mg
Carbohidratos 14 ¢ Tiamina 0.05 mg
Fibra 13¢ Rivoflavina 0.05 mg
Sodio 6 mg Niacina 0.35mg
Calcio 6 mg Acido pantoténico | 0.09 mg
Potasio 86 mg Acido folico 6.2 mg
Hierro 0.16 mg Vitamina B6 0.03 mg
Fdsforo 10 mg Vitamina A 97 1U
Magnesio 4.7 mg

3.34 Origen

El ardndano es originario de Norteamérica, su uso como alimento se remonta a pueblos
primitivos que habitaban el area de dispersion natural de las ericaceas®. Los nativos de
Norteamérica utilizaban estos frutos silvestres en su dieta, antes de la llegada de los
colonizadores al nuevo mundo. Actualmente la cosecha de estos frutos se mantiene como
una importante industria en el este de Canada y en el Noreste de Estados Unidos. Los
Aréandanos del tipo rabbiteye fueron los primeros en cultivarse a finales del siglo XIX en
el sur de los Estados unidos. El arandano del tipo highbush (V. corymbosum L.) fue
producido en el siglo XX originado con la investigacion pionera de F.V. Coville y
Elizabeth White a comienzos de 1900%.

El arandano alto o highbush se origind de cruzamientos de una serie de especies de
vaccinium, dando asi una planta tetraploide*’. Una década después de la introduccion de
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la primera variedad mejorada, habia menos de 80 Ha cultivadas de arandano highbush,

incrementandose entre 1950 a 1965 alcanzando 8100 Ha en produccion®.

3.3.5  Usos e importancia
El ardndano se utiliza en la elaboracion de mermeladas o jaleas, tortas y postres, como
ingrediente de bebidas alcoholicas y como colorante. El jugo de arandano se utiliza en

salsas para la cocina®®.

Por su bajo contenido en calorias es importante en la dieta, tiene propiedades
antinflamatorias y ayuda a reducir el azicar en la sangre. EI consumo del fruto del
arandano esta asociado con un efecto protector cardiovascular, prevencion del cancer y

otras enfermedades*®.

El arandano es rico en polifenoles en particular antocianinas, flavonoles, catequinas y
acidos fendlicos, los cuales son compuestos con muchos efectos positivos para la salud,
debido a su accién antioxidante y eliminadora de radicales libres>*°. También tiene
propiedades astringentes, antisépticas, antidiarreicas, hipoglucemiantes, debido a su
contenido de antocianinas, se relaciona al arandano con la prevencion de enfermedades

neurodegenerativas como el alzaheimer®52%,

Recientemente Peru se ubica entre los mas importantes proveedores de arandanos,
iniciando con cifras marginales en el 2010 con 6 Tn, incrementandose en el 2013 con
exportaciones de 1513 Tn y en el 2015 alcanzando volumenes de 10210 Tn, en 5 afios el
Per se ha constituido como el tercer pais exportador en importancia en Sudamérica
después de Chile y Argentina. La produccion esta concentrada en la region La Libertad
con aproximadamente un 90% del total producido, le siguen Ancash, Arequipa,

Cajamarca, Ica, Lima y Lambayeque con volimenes poco significativos®.

3.4 Fenoles

Son compuestos quimicos que se encuentran distribuidos tanto en frutas como vegetales,
en su mayoria deriva de la fenilalanina y en menor cantidad de la tirosina®. Los
compuestos fendlicos estan relacionados con la calidad sensorial de los alimentos de
origen vegetal, actualmente estos compuestos son de gran interés nutricional por su
contribucion a la mejora de la salud humana®®.

La mayoria de las frutas y vegetales deben su color a sus correspondientes pigmentos,

que son sustancias con funcion biolégica muy importante en el tejido. Hay una gran
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cantidad de pigmentos relacionados con las frutas y vegetales, entre ellos las clorofilas,

los carotenoides, las antocianinas, los flavonoides, los taninos y otros®’.

3.4.1  Estructura quimica de los fenoles

Quimicamente los compuestos fendlicos son sustancias que poseen un anillo aromatico,
con uno o mas grupos hidroxilo que incluyen sus derivados funcionales, como se muestra
en la Figura N°5 (ésteres, metil esteres, glicdsidos, etc.). La naturaleza de los polifenoles
va desde moléculas simples como los &cidos fendlicos hasta compuestos altamente
polimerizados, como los taninos. Se presentan en las plantas en forma conjugada con uno
0 mas residuos de azucar unidos a los grupos hidroxilos, aunque en algunos casos se
pueden producir uniones directas entre una molécula de azlcar y un carbono aromatico.
Por ello, la forma més comun de encontrarlos en la naturaleza es la forma de glicésidos,
siendo solubles en agua y en solventes organicos. Los azUcares asociados a los polifenoles
pueden ser monosacaridos, disacaridos o incluso oligosacaridos. Los compuestos a los
que se encuentran unidos con mas frecuencia son: D-glucosa, D-galactosa, D-arabinosa,

L-ramnosa, D-xilosa y acidos D-glucordnico y D-galacturénico®.

OH

Figura N°5: La molécula del fenol.®

3.4.2  Fenoles como antioxidantes
Los compuestos fendlicos intervienen como antioxidantes naturales, desde un punto de
vista nutricional esta actividad antioxidante se asocia con su papel protector en las

enfermedades cardiovasculares y el cancer®.

El comportamiento antioxidante de los compuestos fenolicos podria estar relacionado con
la capacidad que posee de quelar metales, manteniendo o incrementando su capacidad

catalitica, o reduciéndolo®.

Los fenoles en las plantas desempefian importantes funciones morfolégicas y fisioldgicas:
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- Juegan un papel muy importante en el crecimiento y reproduccion.

- Al acumularse en las capas mas superficiales de los vegetales, captan las
radiaciones UV.

- Pero su funcion mas caracteristica es establecer relaciones quimicas entre la planta
y su entorno: son componentes de esencias y pigmentos de las flores y frutos, asi
como de sabores o texturas desagradables®:52,

3.4.3  Biosintesis de compuestos fenolicos
Estos compuestos se sintetizan a partir de dos principales rutas metabolicas: la ruta del
shikimato la cual origina directamente fenilpropanoides como los acidos

hidroxicinamicos y la ruta del acetato, la cual produce fenoles simples y quinonas®.

El grupo mas importante de los compuestos fendlicos son los flavonoides, incluyendo
flavonas, isoflavonas y antocianidinas, estas se forman via condensacién del fenilpropano
(C6 — C3), con la participacion de 3 moléculas de malonil coenzima A, permitiendo la
formacion de chalconas, estas subsiguientemente se ciclan en condiciones &cidas. Por lo
que los flavonoides tienen la estructura basica de los difenilpropanoides (C6 — C3 — C6)
los cuales son dos anillos aromaticos unidos a 3 carbonos que van a formar un anillo
heterociclico oxigenado. El estado oxidativo de esta cadena de 3 carbonos, son las que
van a determinar las clases de flavonoides. Los flavonoides incluyen antocianinas
(glucésidos o acilglucosidos de las antocianidinas), flavanoles (catequinas), flavonoles,

flavonas, isoflavonas, flavononoles y sus derivados.

Los compuestos fendlicos se pueden agrupar en diferentes clases dependiendo de su

estructura quimica basica, se describira a continuacion a aquellos con interés nutricional®®
3.4.4  Tipos de fenoles

34.4.1 Fenoles, acidos fendlicos y fenil acéticos

Dentro de este grupo tenemos el fenol, cresol, timol y resorcinol que estan distribuidos
en todo tipo de especies vegetales. Igualmente, los acidos fendlicos tales como el galico,
vinilico, p-hidroxibenzoico, y los aldehidos como la vainillina, estos también podemos
encontrar en abundancia en plantas superiores y helechos®,

3442 Acidos cinamicos, cumarinas, isocumarinas y cromonoles
Los acidos cinamicos (caféico, feralico, p-cumarico y sindptico) se encuentran presentes

mayormente en forma de derivados y muy raramente libres.
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Los cromonoles son poco conocidos, y se forman a partir de las antocianidinas ante
incrementos del pH del medio.

Las cumarinas e isocumarinas se encuentran generalmente en forma de glicésido®’.

3443 Lignanos y neolignanos
Son metabolitos que presentan bajo peso molecular y se forman por el acoplamiento
oxidativo de unidades de p-hidroxifenilpropano, las cuales se unen mediante puentes de

hidrdgeno.

El término lignano se aplica cuando el compuesto esta formado a partir de uniones entre
el acido y/o el alcohol, mientras que cuando se unen las moléculas de propenilbenceno

y/o alilbenceno la molécula resultante se denomina neolignano®®.

3444 Taninos

Son compuestos fenolicos hidrosolubles que presentan un peso molecular que va entre
los 500D y 3000D. Estos compuestos presentan un gran numero de grupos hidroxilo,
entre otros grupos funcionales (1 a 2 por 100D), es por esto que pueden unirse a proteinas

y a otras moléculas®®.

3.4.45 Flavonoides

Constituyen el grupo més importante dentro de esta clasificacion estas se dividen en
varias subclases con mas de 5,000 compuestos. Son sustancias polifendlicas de bajo peso
molecular que comparten el esqueleto comdn de difenilpiranos; dos anillos bencenos
unidos a través de un anillo pirona heterociclico. Esta estructura bésica permite una
multitud de sustituciones y variaciones en el anillo pirona dando lugar a flavonoles,
flavonas, flavanonas, flavanololes, isoflavonoides, catequinas, chalconas,
dihidrochalconas, antocianidinas’™. En la Figura N°6 se muestra el nticleo principal de la

estructura de los principales flavonoides presentes en la naturaleza.

3.45 Clasificacion de los flavonoides en base a sus variaciones estructurales
Con doble enlace entre las posiciones 2y 3.

Flavonas: con H en la posicion 3.
Flavonoles: con OH en la posicion 3.
Sin doble enlace entre las posiciones 2 y 3.

Flavononas: con H en la posicion 3.
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Flavononoles: con OH en la posicion 3.
Chalconas: con anillo C abierto.
Isoflavonoides: con anillo B en la posicion 3 (3-fennil-gamma-croma).

Antocianidinas, que tienen unido el grupo -OH en posicion 3 pero ademas poseen un

doble enlace entre los carbonos 3 y 4 del anillo C.

Figura N°6: Nucleo principal de la estructura de los flavonoides.”*
3.5 Antocianinas

3.5.1 Estructura quimica

Las antocianinas pertenecen al grupo de los flavonoides y su estructura basica es un
nucleo de flavdn, como se muestra en la Figura N°7, el cual presenta dos anillos
aromaticos unidos por una unidad de tres carbonos. El nivel de hidroxilacion y metilacion
en el anillo “B” de la molécula nos va a determinar el tipo de antocianidina, que es la

aglicona de la antocianina, como se muestra en la Figura N°8 y en la Tabla N°7.

Figura N°7: Cianidina-3-glucésido, R=H o Cianidina-3,5-diglucosido, R=glucosa’®
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Figura N°8: Estructura basica y sustituyentes de las antocianinas’

Se han descrito doce diferentes antocianidinas, de las cuales las mas comunes en plantas
son: pelargonidina, cianidina, delfinidina, las tres son méas frecuentes en frutos. En las
plantas las antocianidinas no se acumulan como tal, sino en su forma glucosilada; esto es,
unidas a algun azucar y en cuyo caso se denominan antocianinas siendo una de las méas

abundantes la cianidina 3-glucésido’.

Tabla N°7: Estructura basica y sustituyentes de las antocianinas’

Aglicona | Sustituyente A max (hm)

R1 R2 Espectro visible

pelargonidina| H H | 494 (naranja)
Cianidina OH H | 506 (naranja-rojo)
Delfinidina | OH OH |508 (azul-rojo)
Peonidina | OCH3| H |506 (naranja-rojo)
Petunidina | OCH3 | OH |508 (azul-rojo)
Malvidina | OCH3 | OCH3 | 510 (azul-rojo)

La incorporacion de estas antocianinas mejora la apariencia de los alimentos ademas de
ser muy benéficas para nuestra salud. Muchos estudios nos dan evidencia cientifica que
los extractos ricos en antocianinas pueden mejorar la vision, actuar como antioxidante,
atrapar radicales y actuar como agentes quimioprotectores. También juegan un papel en
las propiedades antidiabéticas como; control de lipidos, secrecién de insulina y efectos

vasoprotectivos’®.

El color de estas va a depender del numero y orientacion de los grupos hidroxilo y
metoxilo de la molécula. Un aumento en la hidroxilacién produce desplazamientos hacia
tonalidades azules mientras que un aumento en las metoxilaciones produce coloraciones

rojas’.
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Color y distribucion de las principales antocianinas en algunas frutas y vegetales comunes

En la Tabla N°8 se muestra el color y distribucion de las principales antocianinas en frutas

y vegetales comunes.

Tabla N°8: Color y distribucion de las principales antocianinas en algunas frutas y

vegetales comunes’®

Compuesto Color Fruto y vegetal

Delfinidina Rojo azulado Uva concordia, mirtillo,
grosella negra

Cianidina Rojo naranja Fresa, mora, cereza, col
roja, sauco, frambuesa

Pelargonidina Naranja Fresa, maiz

Malvidina Rojo azulado Uva, mirtillo

Peonidina rojo Cereza, arandino

Contenido de antocianinas totales en frutas y vegetales comunes

En la Tabla N°9 se muestra el contenido de antocianinas en las principales frutas y

vegetales.

Tabla N°9: Contenido de antocianinas totales en frutas y vegetales comunes’’

Fruto Contenido de antocianinas totales
mg/100g

Manzana 83 - 326

Mora 83 - 326

Grosella negra 130 — 400

Mirtillo 25— 495

Col roja 25

Cereza 4 — 450

Sauco 450

3.5.2 Biosintesis de antocianinas

Los precursores de

las antocianinas son bien conocidos.

Se ha establecido

experimentalmente que al anillo A de las antocianinas se sintetiza por la ruta del &cido

maldnico con la condensacion de tres moléculas de malonil-CoA, mientras que el anillo

B se sintetiza por la ruta de acido shikimico. El &cido shikimico da paso a la fenilalanina

por accién de una fenilalanina amonia liasa (PAL), y después de una pérdida de Np se

convierte en acido p-coumarico. El p-coumaril-CoA luego participa en una reaccién de

condensacion con las tres moléculas de malonil-CoA para formar una chalcona de 15 C,
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reaccion propiciada por una chalcona sintetasa. Este compuesto intermedio de 15 C es
transformado en una flavanona en una reaccion catalizada por una chalcona isomerasa.
Finalmente, la flavanona es transformada en la correspondiente antocianina por una
reaccion de hidroxilacion en el carbono 3 seguida por una deshidratacion como se muestra
en la Figura N°9. La molécula de antocianidina se estabiliza por glicosilacion del
heterociclo; reaccién en la que interviene una glicosil transferasa y posterior posibles

reacciones de metilacion de los hidroxilos seguidas de acilaciones’®.

NH3

COOH ", -COOH COOH
.‘._.r:“._ | E =k
NHz PAL S

HO

Fenilalanina Agid o trans- cindmico Agido p coumdrico
Cha{o‘na sintetasa COSCos
3 moleculas de /G/%/ o SH
malonilCof—- HO

p-coumaril Cof

HO

o

[ B

Chalcona Flavanonas

OH o

Lihidr oflavonoles

OF.

Figura N°9: Biosintesis de antocianinas’

3.5.3  Factores que determinan la estabilidad de las antocianinas

Las antocianinas ofrecen ventajas sobre los colorantes artificiales, sin embargo, su
incorporacion a alimentos, productos farmacéuticos y cosméticos es limitada debido a su
baja estabilidad durante el procesamiento y el almacenamiento®.

Los factores mas relevantes que afectan a la estabilidad de las antocianinas son:
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3531 pH:

Dependiendo del pH las antocianinas pueden encontrarse en distintas formas quimicas,
es decir que este factor influye en su estructura y por lo tanto en su estabilidad como se
muestra en la Figura N°10. A pH 1 predomina el cation flavilio que es de color rojo y es
la forma mas estable de las antocianinas, a pH entre 2 y 4 ocurre la pérdida de un protén
y adicion de agua, encontrandose las antocianinas bajo las formas quinodales de color
azul. A pH 5y 6 se observan pseudobase carbinol, que no presenta coloracion y chalcona
de color amarillo ambas bastante inestables. A pH 7 o més se produce la degradacién
rapida de las antocianinas por oxidacion con el aire. Ademas esta reaccion se ve afectada
por la presencia de sustituyentes presentes en el anillo B8,

OR;

OH
+H0, -H

Ho 5 O -
O ¥ OR,
A 0R,

OH pH1 OH pH3
(A) (E)
-H'

pH2 pH3

®) (©

Figura N°10: Estructura de las antocianinas a diferentes valores de pH. Donde
R1=H o glicido, R2 y R3= H 0 metilo®

3.5.3.2 Temperatura

También podemos sefalar a la temperatura como otro de los factores criticos que influyen
en la degradacion de antocianinas®®. Son resistentes a procesos térmicos de altas
temperaturas pero que tengan cortos periodos de tiempo. Por efecto del calor (a
temperaturas por encima de los 60°C) se degradan segln una cinética de primer orden.
En general las caracteristicas estructurales que conducen a una mayor estabilidad al pH
son las mismas que conducen a una mayor estabilidad térmica®’. Incrementos de
temperatura provocan pérdidas del azucar glicosilante, con la consecuente produccion de

chalconas incoloras’.
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3.5.3.3 Luz

La luz es un factor que acelera la degradacion de las antocianinas. En estudios se ha
demostrado que la sustitucion del hidroxilo en el C-5 hace que la antocianina sea mas
susceptible a la fotodegradacion cuando ésta se presenta con flavonas polihidroxiladas,

isoflavonas y auronas sulfonadas’®.

3.5.4  Antocianina como colorante y antioxidante
El consumidor actual ademas de preferir un producto sano elige un producto con un valor
estético, es por eso que el color es una caracteristica que el consumidor percibe primero

y que tiene una gran influencia en la eleccion de un producto.

Existen 2 tipos de colorantes: naturales y sintéticos. Los colorantes sintéticos presentan
algunas ventajas sobre los colorantes naturales, estos proporcionan una mayor intensidad
de coloracién haciendo asi que se necesite una menor cantidad de colorante, ademas de
ser mas estables tanto a luz como al pH y la temperatura®. Pero también presentan
importantes desventajas que estan relacionadas intimamente con gastroenteritis e
hiperactividad en nifios sefialando que estas solo se dan en algunas personas®’. Es
necesario decir que los colorantes sintéticos presentan problemas de toxicidad a altas
dosis por lo que su empleo es restringido y muy observado por organismos reguladores®.
Actualmente, existe preocupacion de las personas en la ingesta de colorantes sintéticos y
es por eso que el interés de los colorantes naturales ha tomado un mayor empuje. Si bien
los colorantes sintéticos poseen mejores caracteristicas funcionales, existe una marcada
tendencia al consumo de productos naturales libres de compuestos quimicos y aun mejor
con potenciales efectos beneficiosos®. Es por este aumento de mercado que se estd
buscando desarrollar investigaciones dirigidas a la produccion de pigmentos que sean
obtenidos de materias primas de origen animal, mineral y en especial de origen vegetal;
ya que este tipo de colorantes presentan una menor toxicidad y producen un menor
impacto sobre el medio ambiente®. Sin embargo, son mas caros, menos potentes y menos

estables!®,

Los colorantes en la naturaleza estan formados por dos grupos quimicos: cromoforo y
auxocromo. El cromofero, usualmente es un anillo aromatico y esta asociado a la
propiedad colorante. Tiene enlaces insaturados como -C=C, =C=0, -C-S, =C-NH, -
CH=N, -N=N- y —-N=0, cuyo numero define la intensidad del color. Los grupos

auxocromos son sustituyentes del cromoforo que intensifican la intensidad del colort®?,
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Una de las propiedades de las antocianinas es la de conferir los colores rojo, azul y violeta
en vegetales, granos de cereales, flores y frutos'%2. De hecho, el empleo de antocianinas
como colorantes se encuentra contemplado en la lista de colorantes alimentarios

autorizados en la Union Europea®®.

Podemos enumerar diferentes fuentes de antocianinas como las uvas, arandanos, etc. Que
podrian ser utilizadas como colorantes alimenticios'®. Dichos recursos naturales que
pueden ser usados como pigmentos representan una fuente industrial importante ya que
estos podrian ser usados como aditivos tanto en alimentos como en productos
farmacéuticos y cosméticos dandole competencia a los colorantes sintéticos. Sin
embargo, queda mucho por investigar, por ejemplo, es necesario profundizar sobre su
estabilidad en matrices especificas, la relacion entre su estructura y la actividad bioldgica

de metabolitos bioactivos, los efectos sinérgicos y las dosis efectivas’.

Cabe resaltar que este tipo de pigmentos antocianinicos presentan propiedades
farmacoldgicas y esto ha aumentado el interés en ellos. En el paso del sistema digestivo
al sistema circulatorio, las antocianinas permanecen intactas y ejercen efectos
terapéuticos que influyen en la prevencion de enfermedades coronarias, cancerigenas,
neurologicas, circulatorias, inflamatorias y diabéticas; ademas de mejorar la agudeza
visual y el comportamiento cognitivo. Evidenciando asi los efectos terapéuticos de las
antocianinas que estan relacionados con su actividad antioxidante!®*. En conclusion, las
antocianinas y sus propiedades bioactivas abren una nueva perspectiva para la obtencién

de productos coloreados con valor agregado para el consumo humano’,

Las Antocianinas presentan actividad antioxidante que les permite reaccionar con
radicales libres. Estos ultimos, entre los que se encuentran los radicales OHe (hidroxilo)
y O2 « (superdxido), son capaces de atacar a proteinas, carbohidratos, grasas y ADN del
cuerpo, ejerciendo un efecto oxidativo que dafia las células'®. Asi, cuando un radical
reacciona con una molécula, la molécula resultante de esta reaccion se convierte en un
nuevo radical libre, origindndose una reaccion en cadena, que provoca un dafio en los
tejidos, que, a su vez, derivan en enfermedades degenerativas disminuyendo la calidad de
vidal®, Este tipo de actividad oxidante de los radicales libres puede ser controlada, o
incluso prevenida, por una serie de sustancias denominadas antioxidantes.

Por lo tanto, la obtencion de un producto rico en antocianinas podria tener un impacto
positivo, dado que:
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— Se obtendria un colorante natural, el cual podria suplir a los colorantes sintéticos.

— Se dispondria de una fuente de antioxidantes de origen natural.

— Se ofreceria una alternativa de industrializacion de diferentes productos que no
puedan introducirse, por distintos motivos, en el mercado de consumo en fresco,

contribuyendo a una mejor rentabilidad al productor.

3.6 Estrés oxidativo

En bioguimica se considera oxidacién a todo proceso en el que ocurre pérdida de
electrones, captacion de oxigeno o una cesion de hidrogeno (deshidrogenacion) y
reduccion a aquel otro en el cual se captan electrones o se pierden oxigenos. Todo proceso
de oxidacion va siempre acompafiado de otro de reduccion. Son reacciones de Oxido-

reduccion o reacciones redox entre pares conjugados'¥,

El oxigeno que es imprescindible para la vida, puede ser también fuente de enfermedad a
través de una produccion incontrolada de radicales libres de oxigeno (RLO) que dafian
las macromoléculas (lipidos, proteinas, hidratos de carbono y acidos nucleicos) y alteran
los procesos celulares (funcionalidad de las membranas, produccién de enzimas,

respiracion celular, induccion génica, etc.).!3!

Un exceso de RL (moléculas o porciones de ellas, que presentan al menos un electron
desapareado en su orbital mas externo y son extraordinariamente reactivos) rompe el
equilibrio produciendo el Ilamado estrés oxidativo. Se producen durante las reacciones
metabolicas, mientras las células del organismo transforman los alimentos en energia
especialmente en situaciones de hiperoxia, ejercicio intenso e isquemia y también por
exposicion a determinados agentes externos como las radiaciones ionizantes o luz

ultravioleta, polucién ambiental, humo del tabaco, etc.'*?

De los RLO inorgéanicos los més importantes son el oxigeno molecular O, el radical-
anion superéxido (O2 -), el radical hidroxilo (HO-) y su precursor inmediato el peroxido
de hidrégeno (H20.). De los secundarios u organicos, el radical peroxilo (ROO-), el

hidroperdxido organico (ROOH) y los lipidos peroxidados.'*

3.7 Radicales libres
Un radical libre es una molécula o fragmento molecular que contiene uno 0 mas
electrones desapareados en su orbital externo. También pueden ser radicales libres los

iones metalicos y el &tomo de hidrogeno como se muestra en la Figura N°11.
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Su vida es muy breve (del orden del milisegundo o menos), aunque los ndcleos
asimétricos contribuyen a la formacion de radicales de larga vida'%.

RADICAL LIBRE ATOMO NORMAL

Buscara conseguir su ’ .
electrén faltante

o®
@ T
e

Figura N°11: Diferencia de un radical libre y un a&tomo normal.1%

3.7.1  Produccion de radicales libres de oxigeno

Estas se forman de manera ilimitada durante el metabolismo celular normal, por lo que
entre las fuentes enddgenas de radicales libres del oxigeno se pueden mencionar las
cadenas de transporte de electrones mitocondrial y microsomal, reacciones catalizadas
por oxidasas y oxigenasas, reacciones de auto oxidacion de metales, actividad de células
fagociticas (granulocitos, macréfagos, células endoteliales) y transporte de oxigeno por

la hemoglobina®®’,

3.7.2  Reactividad de los radicales libres

Los radicales libres presentan reactividades diferentes, algunos presentan estabilidad,
pero la mayoria de estos son muy reactivos o inestables, es por este hecho que
normalmente presentan una vida corta. Por ejemplo, el radical hidroxilo siendo el mas

reactivo de los radicales oxigenados su radio de accién es de masomenos 30 A°.

Estos radicales libres pueden tener una actividad de tanto oxidantes como reductores por
ejemplo la peroxidacion lipidica que es una reaccion en cadena. Aunque el primer radical
libre presenta efectos locales este va a producir radicales secundarios derivados de él que
van a producir efectos distantes, y es posible que cuando dos de estos radicales actien

entre si se forme una molécula estable dando por terminado esta reaccion en cadenal®,

3.7.3  Dafio molecular inducido por radicales libres
Estos radicales libres pueden ejercer efectos Gtiles o nocivos: dentro de los nocivos
podemos sefialar numerosos efectos por causar dafio lipidico, proteico, en carbohidratos

y otros.

Dentro de sus efectos Utiles podemos mencionar los producidos por los fagocitos que

ayudan e n la destruccion de organismos invasores'®,
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3.8 Antioxidantes
Se llama “antioxidante" a "cualquier sustancia que retarda, previene o elimina el dafio
oxidativo hacia una molécula” o bien, "a la capacidad que tienen determinados

compuestos para neutralizar los radicales libres”!°,

Se han clasificado en dos principales sistemas, el sistema enzimatico y no enzimatico.

Cuando estos sistemas antioxidantes fracasan se produce un exceso de radicales libres. '3

El sistema de antioxidantes no enzimético o exdgeno esta determinado por una serie de
compuestos llamados depuradores de radicales libres, los cuales intervienen logrando
retrasar la produccién y accion de los radicales libres. Algunos antioxidantes no
enzimaticos de las células son el glutation, acido lipoico, la bilirrubina, las ubiquinonas,
los bioflavonoides, la vitamina E (alfa tocoferol), la vitamina C (acido ascorbico), la
vitamina A, los carotenoides, acetil-L- carnitina, coenzima Q10, curcumina, Nacetil-
cisteina (NAC), resveratrol, selenio, vitamina B; mientras que los minerales selenio,
cobre, zinc y magnesio forman parte de la estructura molecular de algunas de las enzimas
antioxidantes. Las vitaminas C y E, los carotenoides, el selenio y flavonoides son las

moléculas quimicas antioxidantes mas conocidas.!®

El sistema de defensa correspondiente a las enzimas antioxidantes o endogenas incluye a
enzimas como superéxido dismutasa (SOD), catalasa (CAT), glutation perdxidasa (GSH-
PX), tiorredoxina reductasa y glutatién reductasa. La superoxido dismutasa es una
metaloenzima ampliamente encontrada en células procariontes y eucariontes, que permite
la dismutacion del i6n superdxido en peroxido de hidrégeno y cuya acumulacion se evita
por el sistema de catalasa/glutation peroxidasa, transformandolo en oxigeno no
molecular, agua y glutation oxidado.**® En las Tablas N°10 y 11 se muestran algunos

antioxidantes enzimaticos y las funciones fisiologicas de algunos antioxidantes.

Tabla N°10: Antioxidantes enzimaticos.136

Antioxidantes Enzimaticos

Antioxidante Ubicacién celular Funcion fisioldgica
Superéxido dismutasa | Citoplasma (SOD-1) Dismutacion  de  radicales
Mitocondria (SOD-2) superoxido

Extracelular (SOD-3)
Glutation peroxidasa | Citoplasma y mitocondria | Elimina perdxido de hidrégeno
y los hidroperdxidos orgéanicos
Catalasa Citoplasma y mitocondria | Elimina perdxido de hidrogeno
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Tabla N°11: Funciones fisiolégicas de algunos antioxidantes.'3*

Antioxidante Funcion fisioldgica

Vitamina E Capta los radicales libres en membrana evitando la
lipoperoxidacion

Vitamina C Efecto eliminador de radicales y recicla la vitamina E. Ambas
vitaminas C y E trabajan como antioxidantes

Glutation Tiene varios efectos en la defensa antioxidante celular

Acido lipoico Antioxidante eficaz y sustituto eficaz del glutation

Carotenoides Antioxidante de lipidos

Ubiquinonas CoQ10 | Efectos de gran utilidad como antioxidantes

3.8.1  Niveles de la accion antioxidante
Los antioxidantes capaces de neutralizar a los radicales libres o sus acciones, actlan a

diferentes fases. Actuan a niveles de prevencion, interceptacion y reparacion.

— Laaccion preventiva evita la formacion de los radicales libres de oxigeno (ROS).
Estos incluyen a la SOD, que cataliza la dismutacion Oz* a H,0O> vy la catalasa que
lo transforma en agua'*?.

— La accién de intercepcion de los radicales libres es principalmente por secuestro
del radical, los radicales peroxilo son los principales afectados en esta etapa. Los
efectores incluyen a varios antioxidantes como las vitaminas A y E, glutation,
otros compuestos con grupo tiol, carotenoides, flavonoides, entre otros'?,

— La accion de reparacion y reconstitucién estdn comprometidos sistemas

enzimaticos principalmente!!?.

La deficiencia de electrones de las antocianinas las hace muy reactivas frente a los
radicales libres presentes en el cuerpo es por esta configuracion que pueden ser potentes
antioxidantes naturales!®?, Una de las propiedades principales de las antocianinas para
mejorar la salud esta asociada intimamente a la actividad antioxidante o secuestrar
radicales libres en sistemas biologicos'!3. Pueden donar hidrégenos o electrones a los

radicales libres o bien atraparlos y desplazarlos en su estructura aromatica*,

En este momento hay un gran interés en aumentar los antioxidantes naturales en el
consumo humano, para lograr esto, una buena idea es enriquecer los alimentos con

antioxidantes!®®.

Por las caracteristicas que presentan las antocianinas como el hecho de ser hidrosolubles,
estas podrian incorporarse en alimentos acuosos'®. Pero también hay que tener en cuenta,
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que hay factores que afectan la actividad antioxidante de los productos, por ejemplo: el
grado de madurez de la cosecha, condiciones de almacenamiento, condiciones de

transporte, tipos de procesamiento, etc!®.

3.8.2  Propiedades funcionales

Una de las caracteristicas de las antocianinas que favorecen a su interés es que, durante
el paso del tracto digestivo al torrente sanguineo de los mamiferos, estas permanecen
intactas, ademas de presentar propiedades farmacoldgicas y terapéuticas'’. Estas son
muy consideradas en la reduccién de enfermedades cardiacas, efectos anticancerigenos y
antitumorales, también en la mejora de la agudeza visual las cuales estan relacionadas
con la capacidad antioxidante como las provenientes de las antocianinas del vino!®.
Gracias a esto podemos decir que la paradoja francesa tiene base en las antocianinas
presentes en el vino el cual estd asociada al alto consumo de vino en Francia y al bajo
riesgo de enfermedades coronarias*'®. Estudios demostraron que hubo una supresion de
tumores en ratas de laboratorio al suministrarle papas purpuras dulces y repollo
morado®?°, Se reportd que hubo efectos antitumorales con el uso de extractos de frijoles
rojos de soya que contenian cianidina conjugada con glucosa y ramnosa*?. Para el estudio
de la actividad anticancerigena se suministraron fracciones de antocianina de vino tinto
las cuales produjeron supresion de células cancerigenas de colon humano*??. En cuanto a
la actividad antiinflamatoria se encontraron en extractos concentrados de antocianas
efecto inhibitorio de la produccién de 6xido nitrico en macréfagos activados'?®. En cuanto
a la actividad antidiabética de las antocianinas. Se realizaron estudios que revelaron que
79% de los pacientes diabéticos consumidores de extracto de bayas rojas mostraron alivio
en los sintomas de retinopatia diabética'?*. También, se reportd mejoramiento de la
agudeza visual como resultado del consumo extractos de frutas ricas en antocianinas por
parte de ratas con deficiencia ocular, y también se reporté un efecto antiinflamatorio y de

aumento de la agudeza visual'?.

3.8.3  Actividad antioxidante por DPPH
Se han descrito diversas técnicas para evaluar la capacidad antioxidante de alimentos y
plantas medicinales, una de ellas es la técnica que utiliza el radical libre 1,1-difenil-2-

picrilhidrazilo conocido por las siglas DPPH. *¥7

Este radical libre es susceptible a reaccionar con compuestos antioxidantes a través de un
proceso caracterizado por lacesiéndeunatomode hidrégeno proporcionado por el agente

antioxidante.

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPOSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM DE SANTA MARIA

Los estudios cinéticos muestran que este proceso ocurre a través de una reaccion de
pseudo primer orden laque puede seguirse midiendo ladisminucion de la absorbancia en

funcion del tiempo.t3®

Esta medicion permite observar una primera fase muy rapida, seguida ulteriormente por
una reaccion lenta, lo que podria ocurrir debido a un proceso de dimerizacion de los

productos de la reaccion o a reacciones de los productos de ésta.'%

Cuando la solucion de DPPH reacciona con el sustrato antioxidante que puede donar un
atomo de hidrdgeno, el color violeta cambia al color amarillo o transparente, como se
muestra en la Figura N°12. El cambio de color es monitoreado espectrofotométricamente

y es utilizado para cuantificar la actividad antioxidante que poseen distintas sustancias.

Los resultados se pueden expresar como porcentaje de captacion y mg /Equivalentes de

Trolox (cuando es comparado con estandares Figura N° 13).

NO, Q NO,
OZN@hN o _—% OZN@

1,1-difenil-2-picrilhidrazilo (radical libre) 1,1-difenil-2-picrilhidrazilo (no radical)

=—I

O

(Morado) (Amarillo)

Figura N°12: Molécula de DPPH0

HO

OH

Figura N°13: Molécula de Trolox

3.9 HPLC

La HPLC o Cromatografia Liquida de Alta Performance ha tenido una creciente difusion
desde comienzos de la década del 70°s hoy representa una de las herramientas mas
empleadas en el laboratorio analitico moderno, ya sea este dedicado a la investigacion

basica o aplicada, industrial, biolégico o bromatoldgico.
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Bésicamente, los equipos de HPLC pueden clasificarse integrados y modulares. En los
primeros, cada una de sus partes estan reunidas en sus gabinetes y su intercambio o
conexion con otros componentes de la misma o diferente marca es dificil. Permiten en
cambio un mejor aprovechamiento del espacio, menos cables, tuberias y conexiones
expuestas y quiz& menor riesgo frente a operadores ocasionales 0 poco experimentados.
En los segundos, los médulos son instrumentos individuales que no solo permiten armar
el equipo segun la necesidad del analista sino aumentar su complejidad segin esa

necesidad varie!®s,

Reservorio de la fase mévil

El reservorio es el recipiente que contiene la fase movil. Puede ubicarse “dentro de la caja
negra” de un equipo integrado o externamente e un equipo modular, y en general algunos
centimetros sobre el nivel de la bomba para que la fuerza de gravedad dirija el solvente

hacia ésta, manteniendo llenas las conexiones®®3.

Puede emplearse como reservorio de fase maévil cualquier frasco de laboratorio de buena
calidad, con una tapa adecuada para prevenir el riesgo de particulas ambientales al
sistema, Es incluso una préactica corriente el empleo del mismo envase comercial en que
se expenden los solventes, a cuya tapa se practican algunos orificios, al menos uno para
el tubo de salida y otro para venteo, y simplemente se intercambia el frasco del solvente

al agotarse el que esta en uso*>,
Tuberias

La fase movil empleada en el HPLC debe circular por tuberias que conectan al reservorio
de solventes con la bomba, la bomba con el inyector, éste con uno o més detectores
conectados en serie, y eventualmente con un colector de fracciones o valvulas de
distribucion. Es evidente que estas tuberias deberan ser inertes, y de acuerdo a su
ubicacién en el sistema cromatografico, resistente a altas presiones. Asi, se emplean tubos
de acero inoxidable o poliméricas, siendo las tuberias de acero 316 y la de teflon las méas
comunmente utilizadas. Las tuberias de acero se utilizan para conectar los componentes
sometidos a alta presion, y los materiales poliméricos para conectar los componentes
donde la presion es atmosférica o ligeramente superior'®,
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Uniones

Las uniones permiten conectar las tuberias, y con ellas, los distintos componentes del
sistema cromatogréfico. Una unién consiste en dos piezas de acople perfecto, la union
“macho”, consiste en una férula que se afirma a la tuberia conectora y un tornillo que se
ajusta a la union “hembra”, presente en un conector o componente de un modulo, dejando
un volumen interno libre al solvente practicamente nulo. Al fabricar una unidn, la férula

queda fijada a la tuberia al realizar el primer ajuste y luego no se puede mover®®3,
Las uniones deben reunir determinadas caracteristicas, entre ellas:

e Deben ser inertes a fases moviles y muestras
e Deben cerrar herméticamente
e No deben contribuir en forma notable al ensanchamiento de banda extracolumnar

por la presencia de volumenes muertos
Bomba

La bomba de HPLC impulsa la fase mdvil proveniente del reservorio del solvente hacia
el inyector, y desde alli hacia la columna. Su caudal de trabajo puede ser muy variable,
segun la escala de trabajo escogida. Existen bombas capaces de entregar caudales muy
pequefios, del orden de microlitros/minuto para la cromatografia analitica convencional
hasta valores mucho mayores para las separaciones semipreparativas y preparativas,
basicamente existen dos tipos de bombas: las de piston y las de desplazamiento

continuo®?,

Las bombas estan construidas de materiales muy resistentes tanto al ataque quimico como
al desgaste mecénico. Los componentes en contacto con el solvente son acero inoxidable,

zafiro, rubi y teflon.
Las bombas de HPLC presentan las siguientes caracteristicas.

- Caudal. - Los equipos convencionales operan con caudales entre 0.1 y 10 mL/min
y trabajan con presiones de hasta 6000 psit®.
- Exactitud del caudal. - La exactitud en la medicion del caudal se refiere a la

divergencia entre el caudal de trabajo establecido y el caudal real entregado, esto

es muy importante para la determinacion de los tiempos de retencion.
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- Ruido. - Se refiere a las variaciones denominadas pulsaciones que presentan las
bombas del tipo reciprocante, y que conducen a variaciones en el caudal de
solventes entregados en intervalos cortos de tiempo®,

- Deriva. - Laderiva es un cambio continuo en la entrega de solvente que se produce
en intervalos de tiempo muy largos. La deriva en el caudal conduce a diferencias
en las &reas de los picos durante operaciones automaticas en periodos de tiempo
muy largos®®3,

- Sistema de corte. - es conveniente que la bomba posea sistemas de corte de caudal

cuando se superen valores limites de presion tanto superior como inferior. Este
sistema de corte evita, en el primer caso, que excesos en la presion del sistema
cromatografico pueden dafiar los componentes mas sensibles como columnas y

celda de los detectores®®®,

Bombas reciprocantes. - En la actualidad la mayor parte de los equipos cromatografico

utilizan bombas con pistones de tipo reciprocante. Existe varios tipos de bomba

reciprocantes: de un solo pistén, de dos pistones, de tres pistones, bomba tandem, y

bomba a piston diafragma®®3.

Bomba jeringa. - La bomba jeringa es, a diferencia de las bombas reciprocantes, un
dispositivo de desplazamiento continuo. Es decir, el disolvente contenido en un cilindro
es impulsado hacia el inyector por medio de un movimiento continuo y hacia adelante del
piston. El recorrido del piston, y el volumen desplazado es, en los casos en los que se
aplica, suficiente para efectuar un nimero determinado de ensayos completos, sin

necesidad de recargar su camara'®.

Sistema de gradientes

El HPLC isocrético es capaz de separar un numero limitado de picos, tipicamente de 10
0 12, para sistemas mas complejos, o cuando la polaridad de los complejos a separar es
muy diferente, es posible que la modalidad isocratica no sea capaz de resolverlos. En
estos casos el analista puede optar por dos alternativas: la corrida multidimensional, o la

utilizacion de una gradiente de solventes®,

El gradiente de solventes es comparable a la programacién de temperaturas en
cromatografia gaseosa. En GC se veria la temperatura en funcion al tiempo. En HPLC se
varia la composicion de la fase movil, comenzando la elucion con un solvente debil y

aumentando progresivamente la proporcion del componente fuerte, esta variacion puede
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seguir un perfil lineal céncavo, convexo 0 una mezcla de estos perfiles en un mismo
cromatograma. El gradiente de solvente se gradia por el intervalo de variacion, es decir,

por la velocidad de cambio del solvente débil al fuerte®®3,

Inyectores

El inyector es el dispositivo que permite introducir la muestra en solucion sin interrumpir
el caudal de solvente a través del sistema. El inyector debe reunir una serie de

caracteristicas®.

Debe ser facil de operar.

- Debe ser inerte al ataque quimico y capaz de soportar altas presiones.

- Debe ser preciso en cuanto a la cantidad de muestra introducida al sistema.
- No debe provocar diluciones importantes de la solucion inyectada.

- En casos especiales se puede requerir que opere a altas temperaturas.
Detectores

El detector es la parte del equipo cromatografico que permite “ver” y ubicar en tiempo y
espacio la posicién de cada componente de una muestra a la salida de la columna

cromatografical®?,

Deben reunir algunas caracteristicas como

- Tener un amplio rango dindmico de respuesta.

- Poseer una respuesta lineal.

- No contribuir al ensanchamiento de banda extracolumnar.
- Responder a todos los solutos.

- Tener la sensibilidad apropiada.

- Poseer una buena relacion sefial/ruido.

- No destruir la muestra.

- Tener una constante de tiempo baja.

Detectores generales

Detectores de indice de refraccion. - Este detector mide la diferencia de indice de
refraccion entre el solvente puro y el solvente que contiene la muestra. Es un detector
universal y no destructivo. Como contrapartida es muy poco sensible, lo cual limita su
campo de accion y es muy afectado por cambios de temperatura. EXisten tres tipos
diferentes de detectores de indice de refraccion: Fresnel, Deflexion, Interferométrico®,
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Detectores selectivos

Detector UV. - Es el detector mas empleado en HPLC. Posee buena sensibilidad y rango
lineal, y permite detectar analitos en el orden de los nanogramos. No es destructivo y
puede emplearse con gradiente de solventes, Con la Gnica limitacion de que estos sean
transparentes en la longitud de onda de trabajo. El detector UV opera en el rango de 190
a 350 nm y en algunos equipos se puede extender a la zona visible del espectro (350 a
700nm), recibiendo asi el nombre de detector UV/Visible!®,

Existen dos tipos de detectores UV: los de longitud de onda fija y los de longitud de onda

variable®®3,

- Detectores de onda fija o fotométrico. - este detector opera a longitudes de onda

prefijadas, determinadas por las lineas de emision de su lampara, habitualmente
de mercurio de baja presion.

- Detector de ondas variables o espectrofotométrico. - Este detector es simplemente

un espectrofotometro, en el cual se reemplaza el compartimiento de cubetas por

una celda de flujo, es mucho mas versatil que el detector de onda fija.

Detector de fluorescencia. - se utiliza para el anlisis de sustancias que presentan

fluorescencia natural o conferida por derivatizacion con un reactivo fluorogénico. Su alta
sensibilidad y selectividad lo convierte en un detector adecuado para el anélisis de trazas.

La selectividad se debe a dos factores:

- Existen pocas sustancias de fluorescencia nativa y la reaccion de derivatizacion
implica la presencia de un grupo funcional.

- Se utilizan dos longitudes de onda, una de excitacion y otra de emision.

Detector electroguimico. - Es un detector muy sensible, unas 1000 veces mas sensible

que el detector UV, y altamente selectivo. La selectividad se debe, no solo a que detecta
compuestos capaces a ser oxidados y reducidos, sino que pueden reducirse el nimero de
es0s compuestos detectados por una cuidadosa eleccion del potencial aplicado®®.

Bases de la separacién

La cromatografia liquida es en esencia, como todos los métodos cromatograficos, un
método separativo. Asi, el lugar donde se produce la separacion, la columna, puede

considerarse el corazon del sistema cromatografico, alrededor del cual se monta un equipo
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de mayor o menor complejidad, en el caso méas simple, el cromatdgrafo liquido estd

constituido por®®3:

- Un reservorio de solvente que alimenta al sistema con fase movil.

- Un sistema que permite la introduccion de la muestra: el inyector.

- Un sistema para forzar el pasaje de la muestra y la fase movil a través de la
columna: bomba.

- Un sistema de monitoreo de la solucién que emerge de la columna: detector

- Un sistema de registro de datos.
Como resultado del analisis cromatogréafico se obtienen dos productos:

- Un gréfico el cromatograma, que relaciona la concentracion de soluto en funcion
del tiempo.

- Un eluido o eluato, el flujo proveniente de la columna.

Bases de la separacion. - Cuando la muestra y la fase mdvil son forzados a atravesar la

fase estacionaria, entran en juego distintos tipos de interacciones entre cada uno de estos
componentes. Interacciones hidrofébicas, puentes de hidrogeno, interacciones dipolares
y electrostaticas, son las responsables de la mayor y menor afinidad de cada uno de los
componentes de la muestra por la fase mavil o la fase estacionaria. Asi, el componente
mas afin a la fase estacionaria se retiene mas y tarda mas en eluir, y el méas afin a la fase

movil se retiene menos y eluye antes®®3,

Solventes

La fase mévil en HPLC cumple un rol fundamental, ya que puede por si misma modificar
completamente la selectividad de las separaciones en fase normal y es, a su vez, el
verdadero motor de las separaciones de fase reversa. De hecho, esta es la principal
diferencia que existe entre GC y la HPLC. La Unica herramienta para modificar la
selectividad de una separacion es la columna'y, por ello, suele utilizarse una columna para

cada tipo de separacion®®3,
Propiedades de los solventes. -

- Alto poder solubilizante de las muestras.
- Bajareactividad.
- Compatibilidad con el detector utilizado.

- Adecuado punto de ebullicion.
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- Baja viscosidad.
- Seguridad.

- Alto grado de pureza.
Solventes de fase reversa

- Agua

- Metanol

- Acetonitrilo

- Tetrahidrofurano

- dioxano

Solventes de fase normal

- Eteres

- Hidrocarburos alégenos

- Hidrocarburos alifaticos
Para la preparacion de las fases moviles se deben tener en cuenta: pH y pH aparente, la
filtracion de la fase mévil como tratamiento preventivo, desgasificacion; ya que el gas

disuelto en la fase mévil puede producir varios inconvenientes®®,

Cromatografia de fase ligada

Actualmente el método dominante es la cromatografia de fase ligada que puede
clasificarse en fase normal y fase reversa, de acuerdo a la polaridad relativa de la fase

movil y de los grupos funcionales quimicamente ligados a la matriz'*,

Cromatografia en fase reversa: La difusion de la fase reversa se debe a un factor clave: la

silicagel, es un material fuertemente higroscopico. El agua adsorbida, que forma capas
simples o multiples alrededor de la particula y llega a tapar sus poros, es responsable de
la perdida de actividad de la fase estacionaria en fase normal, o al menos, conduce a
mecanismos mixtos de retencion: por una parte, fendmenos de adsorcion debidos a los
silanoles superficiales de la fase estacionaria y por otra, a mecanismos de particién entre

la fase movil y el agua retenida sobre la fase estacionaria®®?.
Las ventajas de la cromatografia en fase reversa son:

- Compuestos no idnicos, idnicos e ionizables pueden ser separados en la misma
columna, con la misma fase.

- La fuerza de atraccion superficie no polar-soluto es débil.
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- Laadsorcion irreversible, frecuente en silicagel, raramente ocurre.

- La fase movil predominante es agua, abundante y econémica.

- El modificador inorganico predominante, metanol, es asequible en calidad y
precios.

- El orden de elucion es predecible, en funcion a la hidrofobicidad del analito.

- Se necesita poco tiempo para el equilibrio del sistema luego de un cambio de fase

movil.

Cromatografia en fase normal. - Esta se realiza sobre fases estacionarias hidrofilicas como

la silice o alimina y con solventes de mediana a baja polaridad como fase movil. Es un
método apropiado para la separacién de solutos de polaridad mediana a alta y es de suma
utilidad para la separacion de isobmeros posicionales con sustituyentes polares. De hecho,
es importante que la cromatografia en fase normal es el inico modo de HPLC que puede
separar eficientemente isdbmeros posicionales con sustituyentes polares. Por el contrario,
la cromatografia en fase normal resulta ser poco apropiada para la separacion de
homdlogos o sustancias cuyas diferencias estructurales se encuentran en la zona no polar

de la molécula®?.

Cromatografia de intercambio i6nico. - En esta, la fase estacionaria contiene grupos
funcionales idnicos Yy retiene el soluto, de caracteristicas ionicas, pero de signo opuesto,
intercambiandolo por un proceso reversible con iones de la fase movil*>3. El proceso se
denomina de intercambio i6nico si el analito tiene carga negativa y cationico si el analito

tiene carga negativa positiva.

Cromatografia de exclusion molecular. - Se utiliza para el anélisis de compuestos de peso

molecular mayor a 2000, los cuales, de hecho, suelen presentar problemas en los otros
modos cromatografico. Sin embargo, también se puede emplear para el anélisis de
compuestos de bajo peso molecular, en particular para la separacion de metil y
propilparahidroxibenzoatos!®.

La cromatografia de exclusion molecular separa sustancias en base a su tamafio efectivo
en solucién, Como el tamafio efectivo de una molécula en solucion y su peso molecular
son pardmetros proporcionales, esta modalidad cromatografica suele utilizarse tanto para

la determinacion del peso molecular y como la distribucion de pesos moleculares®.
Entre sus ventajas tenemos:

- Separacién por dimensiones moleculares.
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- Picos angostos.

- Tiempo de separacion corto y predecible.
- Elucion predecible.

- No hay pérdida de muestra.

- No hay desactivacion de la columna
Presenta también algunas desventajas:

- Limitada capacidad de picos.

- Incapacidad de resolver muestras de peso molecular similar.

- Laresolucion no puede manipularse.
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4. HIPOTESIS
Si la pigmentacion oscura en los vegetales es caracteristica de la presencia de antocianinas
con propiedades antioxidantes es posible que el extracto fermentado de Tropaeolum

tuberosum (Mashua) presente capacidad antioxidante.
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CAPITULO II
PLANTEAMIENTO OPERACIONAL
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1. MATERIALES Y METODOS

1.1 Lugar de ejecucion
La parte experimental de la tesis se realizo en los laboratorios H-101, H-301 y H-202 de

la Universidad Catélica de Santa Maria
1.2 Materiales

1.2.1  Material biologico

e Saccharomyces cerevisiae

e Tropaeolum tuberosum (Mashua)

e Vaccinium corymbosum L (Arandano)
e Zeamays L (Maiz morado)

1.2.2  Material de laboratorio

e Baguetas

e Beakers de 250 mL

e Fiolas de 25 mL y 50 mL

e Gradilla

e Matraces de 25 mL, 50 mL, 250 mL y 1000 mL
e Micropipeta de 200 pL

e Mortero

e Papel aluminio

o Papel filtro #1

e Papel indicador de pH

e Picetas

e Pipetasde 1 mLy 10 mL

e Probeta de 100 mL

e Propipeta

e Puntas de micropipeta

e Tubos de ensayo 15 x 125 mm
e Tubos para centrifuga de 15 mL

1.2.3 Reactivos e insumos

e Acetato de sodio (0.4 M) MQ200 MERCK

e Acetonitrilo (ACN) MS Fisher Chemical

e Acido acético MQ200 MERCK

e Acido citrico TraceSELECT Fluka

e Acido clorhidrico (0,02 M) MQ200 MERCK

e Acido clorhidrico concentrado HCI MQ200 MERCK
e Acido Trifluoracetico (TFA) 99% ACROS ORGANIC
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e Agua acidificada

e Agua destilada

e Agua ultra pura

e Buffer citrato

e Buffer fosfato

e Cartucho C-18 de fase reversa QUIMLAB

e Cloruro de potasio (0.025 M) MQ200 MERCK

e DPPH

e Estandar de antocianinas 1: (Definidina-3-glucésido) CARBOCIL
e Estandar de antocianinas 2: (Cianidina-3-glucésido) CARBOCIL
e Fosfato de amonio MQ200 MERCK

e Metanol acidificado

e Metanol grado analitico DIPROQUIM

e PVPP QUIMLAB

e Sacarosa

1.2.4  EqQuipos

e Balanza analitica OHAUS Pioneer.

e Balanza OHAUS Scout Pro.

e Centrifuga GEMMY INDUSTRIAL PLC Series.
e Cocinilla eléctrica MAGEFESA MGF 8022.

e Equipo de bafio termostatico VICKING Modelo Masson.
e Equipo de Vacio

e Espectrofotometro SPECTRUM SP 1105.

e HPLC (MERK Hitachi)

e Potencidmetro JENWAY 3510.

e Refractometro SD SDS100

e Refrigeradora BOSCH.

¢ Rotavapor BUCHI RII.

1.25 Otros

e Cinta Masking Tape

e Contenedor de aluminio
e Frascos ambar

e Lapicero

e Licuadora

e Termostatos

1.3 Métodos
1.3.1  Obtencion y preparacion de la materia prima

En el presente trabajo de investigacion se compar6 el contenido de antocianinas y la
capacidad antioxidante en el extracto fermentado de Tropaeolum tuberosum (Mashua)
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procedente de Huancayo frente a los extractos fermentados de Zea mays L. (Maiz morado)
procedente del valle de Majes, region Arequipa y Vaccinium corymbosum L.(Aréndano)

procedentes de la region La Libertad.

La preparacion de la materia prima fue a partir de cosechas recientes, en buen estado y en
su forma fresca; se realizo el lavado de la materia prima en bandejas con agua potable y
luego se dejo escurrir poco a poco por accion de la gravedad para evitar su maltrato;
después se inicid la etapa de trituracién con la ayuda de un mortero hasta reducirlo a

fracciones pequefias para posteriormente ser pesadas.

1.3.2  Obtencion de los extractos fermentados de antocianinas.
Para la extraccion de antocianinas de la Mashua, Maiz morado y Arandano primero se

prepard un indculo y posteriormente se realizo la fermentacion.

1.3.2.1 Preparacion del inéculo

Se prepar6 un inéculo, para cada materia prima (Mashua, Maiz morado y Arandano). Para
esto se colocd 15 g de materia prima triturada, se ajustd la concentracion de azlcares a
12 Brix mediante la adicion de sacarosa y se le agregé 0.05 g de Fosfato de amonio como
fuente de Nitrégeno y Fosforo, luego se inoculé 0.05 g de Saccharomyces cerevisiae
liofilizada y se procedi6 a incubacion a 30 °C por 24 h; se realizd el mismo procedimiento

para cada materia prima.

Luego de obtener los indculos, se procedi6 a la preparacién de los extractos de

antocianinas y la evaluacion del efecto del pH y temperatura.

1.3.2.2 Preparacion de los extractos fermentados de antocianinas a diferentes
pH y temperaturas.
Se evaluo6 5 diferentes pH y 5 diferentes temperaturas para cada materia prima (Mashua,
Maiz morado y Arandano). Para esto se preparé 250 mL de buffers Citrato (pH 2, pH 3,
pH 4, pH 5y pH 6) a continuacion a cada buffer se le agreg6 40 g de la materia prima
previamente triturada, se les ajustd la concentracion de solidos solubles a 12 Brix
mediante la adicién de sacarosa y se homogeniz6 por agitacion durante 30 min; cada
mezcla (buffer + materia prima) fue distribuida en 5 frascos de vidrio color ambar para la
evaluacion de las temperaturas (15°C, 21°C, 30°C, 35°C y 45°C) y a cada uno se le agreg6
1.2g del in6culo preparado anteriormente; obteniéndose asi 25 frascos con los extractos
para la evaluacion del pH y la temperatura. Se realiz6 el mismo procedimiento para cada
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materia prima, obteniéndose un total de 75 extractos que fueron llevados a incubacion por
3 dias. Este procedimiento se realiz6 por triplicado.

1.3.3  Evaluacion del efecto del pH y la temperatura en la extraccion de
antocianinas

Finalizado el tiempo de incubacion, se procedid cuantificar las antocianinas totales por el

método del pH diferencial’?®. Una alicuota de una solucién acuosa de antocianinas fue

ajustada a pH 1 y otra a pH 4.5. La diferencia en la absorbancia a la longitud de onda de

maxima absorcion es proporcional al contenido de antocianinas?’.

Para esto se centrifugd cada uno de los extractos a 12000 rpm por 20 min en una
Centrifuga GEMMY INDUSTRIAL PLC Series, se descarto el residuo y se conservo el
sobrenadante. Se preparé 500 mL de tampon pH 1 de Cloruro de potasio 0.025 M
ajustado con Acido clorhidrico y 500 mL de tamp6n pH 4.5 de Acetato de sodio 0.4 M
ajustado con Acido acético. Seguidamente se tom6 una alicuota de 100 uL del
sobrenadante al que se le agregd 5 mL del tampdn pH 1y se midid la absorbancia a 510
nm (que es la longitud de onda de méaxima absorcion de antocianinas) en un
espectrofotometro (SPECTRUM SP 1105), ademas para efectuar la correccién de la
medida por la presencia de compuestos degradados o sustancias interferentes se midio la
absorbancia a 700 nm, el mismo procedimiento se realizé con el tampon pH 4.5 y para
cada uno de los 75 extractos. Cabe sefialar que se utilizo como blanco los buffers

anteriores para cada tipo de muestra.

La concentracién de antocianinas se expreso en mg de cianidina-3-glucosido/100 mL de

extracto calculada de acuerdo a la siguiente ecuacion®?®:

AA = (A510 - A700) pH 1 — (A510 — A700) pH 4.5

m AA. PM. FD. 1000
AT() =

€. 1

DONDE:

AT: Antocianinas totales

AA: Cambio en la absorbancia

PM: Masa molecular de cianidina-3-glucosido, 449,2 g/mol

FD: Factor de dilucion
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€ : Coeficiente de extincion molar para cianidina-3-glucosido 25900
I: Longitud de paso de celda
1000: Factor de conversion de gramos a miligramos

1.3.4  Evaluacion del tiempo de fermentacion en el contenido de antocianinas

Una vez obtenido el pH 6ptimo y temperatura Optima en la extraccion, se procedié a
analizar la variable tiempo, para esto se preparé previamente cada indculo como se
describe en el punto 3.3.2.1 y posteriormente se prepararon cada uno de los extractos
(Mashua, Maiz morado y Arandano) como se describe en el punto 3.3.2.2 con la
diferencia que en esta ocasion se trabajé con el pH y temperatura 6ptimos para cada uno
de los extractos antes mencionados, obteniéndose 3 extractos; para la determinacién del
contenido de antocianinas totales (AT) se procedid igual manera que en el punto 3.3.3
para cada uno de los extractos. Se evalud la extraccion de antocianinas cada dia durante

4 dias. Este ensayo se realizo por triplicado.

1.3.5 Actividad antioxidante

La determinacion de la actividad antioxidante se realizd por el método de captacion del
radical DPPH. Se prepard una solucion de 1,1-difenil-2-picrilhidrazilo (DPPH) a una
concentracion de 20 mg/L en metanol grado analitico y se cubrié con papel aluminio para

evitar su degradaciont?,

Se utilizé cada uno de los extractos fermentados (Mashua, Maiz morado y Arandano) con
mayor contenido de antocianinas totales (AT) y con cada uno de estos se prepard una
solucién madre de 12 g/L en metanol grado analitico, a partir de esta solucion se preparo
4 diluciones: 1 g/L, 2 g/L, 3 g/L, 4 g/L para cada uno de los extractos.

Posteriormente de cada dilucién se retird 0.8 mL y se llevé a un tubo de ensayo cubierto
con papel aluminio y se afiadié 1.6 mL de solucion DPPH, se incub6 a temperatura
ambiente por 30 min y se midi6 la absorbancia a 515 nm en un espectrofotdmetro
(SPECTRUM SP 1105). A partir de las absorbancias obtenidas se determind el porcentaje
de la actividad antioxidante. Se prepard un blanco con metanol y un blanco muestra con
0.8 mL de muestra y 1.6 mL de metanol; también se midi6 la absorbancia del DPPH a
una concentracion de 20 mg/L. Con estos datos se procedié a evaluar la actividad
antioxidante de las tres muestras (Mashua, Maiz morado y Arandano).
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Para la preparacion de los estandares de Trolox, se procedio de la misma forma, es decir,
se colocd en un tubo 0,8 mL de la solucién estdndar con 1,6 mL de la solucion de DPPH.

La capacidad antioxidante se expreso en porcentaje de acuerdo a la siguiente ecuacion:

abs (m)—abs (b)

0, =
NCA=1+ abs (DPPH)

DONDE

%CA = Porcentaje de capacidad antioxidante
Abs (m) = Absorbancia de la muestra

Abs (b) = Absorbancia del blanco muestra
Abs (DPPH) = Absorbancia del DPPH.

1.3.6  Purificacion de antocianinas

La purificacion de los extractos fermentados (Mashua, Maiz morado y Arandano) con
mayor contenido de antocianinas, se realizé en 2 fases solidas: polivinilpolipirrolidona
(PVPP) y el cartucho Sep-pack C-18 de fase reversa, ademas se utilizé metanol

acidificado al 0.01%, agua acidificada al 0.01% y papel filtro.

Con la ayuda de un matraz kitasato, una bomba de vacio y un embudo buchner se procedio
a realizar la purificacion de los extractos fermentados; para esto se coloco el papel filtro
en el embudo buchner y se cubrid con el PVPP hasta una altura de 0.4 cm, posteriormente
se acondiciond al PVPP filtrando al vacio 5 mL de agua acidificada, seguido de 5 mL de
metanol acidificado; una vez acondicionado, se agreg6 10 mL de extracto fermentado y
también agua acidificada, se homogenizo y se filtr6 al vacio; se descartd el filtrado y se
conservo la torta, posteriormente se agregd a la torta metanol acidificado y se filtré al
vacio; este procedimiento se realizd 4 veces hasta obtener un volumen adecuado del

extracto metandlico y se llevo a un rotavapor BUCHI RII a 39°C para su concentracion.

Al igual que el PVPP el cartucho Sep-pack C-18 tiene que acondicionarse; para esto se
filtré a través del cartucho 5 mL de agua acidificada seguido de 5 mL de metanol
acidificado; una vez acondicionado, se filtrd el extracto metanolico a través del cartucho
seguido de agua acidificada, con la finalidad de arrastrar los compuestos de alto caracter
hidrofilico (&cidos, azlcares), finalmente se filtr6 metanol acidificado y se conservé el
filtrado. Este procedimiento se realizé 4 veces hasta obtener un volumen adecuado del
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extracto metandlico y se llevd a un rotavapor BUCHI RII a 39°C hasta casi sequedad y
luego se resuspendio en 10 mL de metanol acidificado.

El procedimiento descrito es una de las técnicas empleadas con mayor frecuencia por

diversas investigaciones de identificacion de antocianinas.

1.3.7  Identificacion de las antocianinas por HPLC
Se realiz6 la identificacion de dos tipos de antocianinas: cianidina-3-glucésido y
delfinidina-3-glucosido en Mashua, Maiz morado y Arandano. Para esto se realiz un

tratamiento a los estandares y a las muestras.

Tratamiento de los estandares: Los estandares (cianidina-3-glucosido y delfinidina-3-
glucosido) se obtuvieron del laboratorio Carbocil; estos se encontraban en fase solida con
un aspecto arenoso. Se procedid a suspenderlos a 500 ppm con metanol acidificado al

0.02% con HCI y se mantuvieron a -20°C.

Tratamiento de las muestras: A partir de los extractos metandlicos resuspendidos en
metanol acidificado se tom6 1 mL de cada una de estas y se colocé en un tubo de ensayo

para secarlas por aireacion.

Las antocianinas fueron separadas utilizando un sistema HPLC Merk Hitachi D-7000. Se
utiliz6 una columna de fase reversa Chromolith RP-18e. La fase movil A estuvo
compuesta por Acetonitrilo: Acido trifluoroacético (TFA) (99.98: 0.02) y la fase mévil B
estuvo compuesta por Agua: TFA (99.95: 0.05). El gradiente de los solventes en las
corridas fue de 5% a 20% de A en los primeros 2 min, seguido por una disminucién a 5
% de A en 7 min y finalmente mantenerlo por 2 min en 5% de A. El tiempo total de la
corrida fue de 11 min. El flujo utilizado fue de 1 mL/min. Las corridas se llevaron a
temperatura ambiente y se inyectd 20 uL de muestra. Las antocianinas eluidas fueron
monitoreadas a 520 nm. Las muestras y las fases mdviles fueron filtradas y desgasificadas
previas a la inyeccion al HPLC. Las antocianinas fueron identificadas comparando los
tiempos de retencion y sus espectros de absorcidn frente a estdndares previamente

identificados.

Para el analisis de estandares por HPLC se tomd 40 pL de estandar suspendido en metanol
acidificado y se enrasé a 2 mL en una fiola con fase mévil (15% de A: 85% de B), se
homogenizo, se filtro a través de un Millipore tipo GV de 22 um y se inyectd 20 pL en el
HPLC.
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Posteriormente se procedio a analizar las muestras purificadas y secas; estas fueron
resuspendidas en fase mavil (15% de A : 85% de B) a diferentes proporciones para cada
una de ellas; para la Mashua, se sac6 1 mL de muestra purificada y se resuspendié con
800 pL de fase movil; para el Maiz morado, se sac6 1 mL de muestra purificada y se
resuspendio en 4000 pL de fase movil; para el Ardndano, se sac6 1 mL de muestra
purificada y se resuspendio en 800 pL de fase movil; se homogenizo y se filtro a través
de un Millipore tipo GV de 22 um y se inyecté 20 pL en el HPLC. Todos los ensayos

fueron realizados por triplicado.
1.3.8  Desarrollo de parametros para el analisis por HPLC.

1.3.8.1 Determinacion de los tiempos de retencion

Para la determinacion de los tiempos de retencion de la cianidina-3-glucosido y de la
delfinidina-3-glucosido, se inyect6 estandares de referencia consecutivamente, para asi
identificar cada uno de ellos y determinar que estos coincidan.

La inyeccion de estos estandares se hizo en forma de mix a una concentracion de 10 ppm

cada una, estos se hicieron por triplicado.

1.3.8.2 Linealidad
La linealidad del método define la habilidad de este para obtener resultados de la prueba

proporcionales a la concentracion del analito.

La linealidad se determind empleando estandares de referencia en un rango de 5
concentraciones (2, 4, 6, 8 y 10 ppm), estos se prepararon a partir de una solucion madre
de 10 ppm de la siguiente manera:

Solucién 8 ppm: en una fiola de 2 mL se le agregé 1600 uL de solucién madre y se enraso
con fase movil (15% de A: 85% de B).

Solucién 6 ppm: en una fiola de 2 mL se le agregd 1200 uL de solucién madre y se enraso
con fase movil (15% de A: 85% de B).

Solucién 4 ppm: en una fiola de 2 mL se le agregd 800 uL de solucion madre y se enrasé
con fase movil (15% de A: 85% de B).

Solucién 2 ppm: en una fiola de 2 mL se le agregd 400 uL de solucion madre y se enrasé
con fase movil (15% de A: 85% de B).
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Estas soluciones se analizaron por HPLC y se generd sus curvas de linealidad, este ensayo

se realiz6 por triplicado.

1.3.8.3 Precision

La precision es medida mediante la repetibilidad y precision intermedia:

Repetibilidad. Estudia la variabilidad del método efectuando una serie de analisis sobre
la muestra en las mismas condiciones operativas (un mismo analista, mismos equipos y

reactivos, etc.) en un mismo laboratorio y en un tiempo corto.

Precision intermedia. Estudia la variabilidad del método efectuando una serie de analisis
sobre la misma muestra, pero en condiciones operativas diferentes (diferentes analistas,

equipos, dias, etc.) y en un mismo laboratorio.

La repetibilidad se evalud en 5 niveles de concentracion (2, 4, 6, 8 y 10 ppm) y cuatro
réplicas de cada nivel. Para la reproducibilidad se evalu6 dos analistas, dos dias diferentes

y solvente nuevo.

1.3.84 Exactitud

La “exactitud” expresa la cercania de un resultado al valor verdadero (ISO 3534-1). La
validacion de un método busca cuantificar la exactitud probable de los resultados
evaluando tanto los efectos sisteméaticos como los aleatorios sobre los resultados. La
evaluacion practica de este parametro se fundamenta en la comparacion de la media de
los resultados de un método con relacion a valores conocidos, es decir, se determina

contra un valor de referencia.

La evaluacion de este pardmetro se determind mediante el porcentaje de recuperacion del
agregado de estandar (concentracién conocida) a una muestra, la cual consiste en afadir

a la muestra una cantidad conocida de patron, para calcular el porcentaje de recuperacion.
Se aplico la ecuacion:
% de recuperacion = (C fortificada — C sin fortificar) * 100/C afiadido

1.3.85 Limites de cuantificacidon y de deteccidn

El limite de deteccion se define como el menor contenido que puede medirse con una
certeza estadistica razonable (Asociacion de quimicos analiticos oficiales, 2003). Se
determina mediante el analisis de muestras con cantidades o concentraciones conocidas

de analito
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El limite de cuantificacion (LOQ) es la concentracién mas baja del analito que puede ser
determinada con un nivel aceptable de precision de repetibilidad y veracidad. También se
define por diversas convenciones, como la concentracion del analito correspondiente al
valor del blanco de muestra mas 5, 6 o 10 desviaciones estandar de la media del blanco.

Algunas veces también se conoce como “limite de determinacion”.
LOQ es un valor indicativo y no deberd usarse en la toma de decisiones.
Se realiz6 mediante el método de curvas de calibracion a baja concentracion.

El limite de deteccion se calcula mediante la siguiente formula

i 2 4 3Sh
Lim deteccion = 135b]

Donde:
Sb: desviacion estandar
B: valor de la pendiente

Para el limite de cuantificacion se utilizo la siguiente formula

¢ » . 10Sb
Lim cuantificacion = i

Donde:

Sb: desviacion estandar

B: valor de la pendiente
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CAPITULO III
RESULTADOS
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RESULTADOS Y DISCUSION

1. Extraccidn de antocianinas

1.1 Evaluacién del contenido de antocianinas totales (AT) en los extractos
fermentados en Tropaeolum tuberosum (Mashua), Zea mays L. (Maiz morado)

y Vaccinium corymbosum L. (Arandano) a diferente pH y temperatura.

: Contenido de antocianinas totales (AT)
Variables o
(mg Cianidina/100 mL extracto)
Tem[()oecr?tura pH Mashua | Maiz morado| Arandano
2 159.6831 159.4743 29.9188
3 154.2559 164.0665 13.8462
15 4 100.4716 158.4307 36.9463
3] 69.3004 185.8447 17.7426
6 74.3796 221.6777 6.2621
2 167.8934 240.6031 34.4414
3 176.3820 179.0260 40.2861
21 4 139.0878 180.6263 13.5678
& 115.5006 91.5656 19.8995
6 103.6027 143.1234 18.0905
2 165.3885 260.9897 32.7020
3 191.7589 139.5053 46.5481
30 4 122.8760 107.4295 21.9869
5 116.4051 131.5037 26.7878
6 73.6143 84.2598 20.8040
2 73.8230 222.8605 26.7182
3 116.0572 170.3982 30.6146
35 4 126.4245 123.0151 28.9447
5 128.3031 162.2575 8.8365
6 98.1059 151.8903 30.3363
2 161.0747 225.0175 16.6989
3 148.5505 127.0507 15.1682
45 4 128.9989 108.1949 12.0371
5 103.8810 97.3406 3.1310
6 108.5428 94.9749 11.6196

Tabla N°12: Contenido de Antocianinas totales (AT) en los extractos fermentados
de Tropaeolum tuberosum (Mashua), Zea mays L. (Maiz morado) y Vaccinium
corymbosum L. (Arandano) a diferente pH y temperatura.
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Se realizd 3 repeticiones para la evaluacion del contenido de antocianinas en la Mashua,
Maiz morado y Arandano, en la Tabla N° 12 se trabaj6 con el promedio del contenido de

antocianinas totales (AT). Obtenidas frente a los diferentes parametros.
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Figura N°14: Contenido de antocianinas totales en el extracto fermentado de

Tropaeolum tuberosum (Mashua) a diferente pH y temperatura.
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Figura N°15: Contenido de antocianinas totales en el extracto fermentado de Zea

mays L. (Maiz morado) a diferente pH y temperatura.
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Figura N°16: Contenido de antocianinas totales en el extracto fermentado de
Vaccinium corymbosum L. (Arandano) a diferente pH y temperatura.

En los ensayos se encontr6 que el mayor contenido de antocianinas totales esta en el rango
de pH de 2 a 3 y la temperatura de 30 a 45°C, observandose que a pH 3 y 30°C se obtuvo
una mayor extraccion de antocianinas totales para la Mashua y el Arandano, pH 2y 30°C
para el Maiz morado como se muestra en las Figuras N° 14, 15y 16. En la extraccion de
antocianinas se considerd dos aspectos: los factores que influyen en la estabilidad de las
antocianinas y los factores que influyen en el crecimiento de la levadura Saccharomyces
cerevisiae, y consecuentemente la produccién de etanol por parte de la levadura. Tanto la
temperatura y el pH son muy importantes en este aspecto, se pudo observar que la
temperatura Optima para la extraccion de antocianinas de las muestras esta dentro del
rango oOptimo del crecimiento de la levadura descrito por Pitt y Hocking™® quien
menciona que el incremento de la temperatura hasta 34°C favorece el crecimiento de las
levaduras y por lo tanto la produccién de etanol en el medio, esto a su vez, incrementa la
extraccion de antocianinas asi como también su solubilidad y su coeficiente de
difusion®™!. Temperaturas mayores afectan al crecimiento de las levaduras y, en
consecuencia, a la produccion de etanol. Ademas, favorecen la produccion de chalconas
debido a que las reacciones de deterioro de las antocianinas son endotérmicas.’*#’
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En investigaciones utilizando otros métodos de extraccion de antocianinas, Gutiérrez et
al,% reportaron que en el maiz morado trabajando a temperaturas entre 25 - 90°C, el
mayor rendimiento de extraccion se produjo a temperaturas entre 75°C y 90°C. También
en estudios de optimizacion de la extraccion de antocianinas de batata morada (camote)
Fan et al,% reportaron que a temperaturas entre 40 - 80°C se logrd la mejor extraccion a
80°C.

De lo expuesto anteriormente, se puede inferir que la extraccion de antocianinas por el
método fermentativo se da a la mayor temperatura posible, pero sin que esta afecte el

crecimiento de la levadura Saccharomyces cereviciae.

El pH también se encuentra en el rango de crecimiento de la levadura, ya que este
presenta un efecto contrapuesto a la temperatura. Es asi que, cuanto menor es el pH, mas
se ve favorecida la estructura del cation flavilio (forma més estable de las antocianinas);
a pH 5 se ve favorecida la formacion de especies pseudobase carbinol que son incoloras®,
En el estudio de la extraccion de antocianinas de frutillas en el rango de pH de 1.0 a 13.0

el resultado fue que la mejor extraccion se dio al valor mas bajo de pH®.

De lo expuesto en el punto anterior, se observé que a pH bajo hay una mejor extraccion
de antocianinas, pero se debe considerar que este no afecte el crecimiento de la levadura

Saccharomyces cereviciae, ya que a pH extremos se limita su crecimiento.

Se aplicd la prueba estadistica de t-student para evaluar si existe diferencia significativa
entre el par de valores méas cercanos para cada una de las muestras. Para la Mashua se
tomo los valores 191.7589 y 176.3820 que se observan en la Tabla N°12 y la Figura N°14;
estos valores son el promedio de las 3 repeticiones de los tratamientos a pH 3, 30 °C y
21°C respectivamente. En la Tabla N°13 se muestra las repeticiones de estos valores.

Tabla N°13: Influencia del pH en la extraccion de antocianinas en el fermentado de

Tropaeolum tuberosum (Mashua)

Mashua
Contenido de antocianinas totales (AT)
(mg Cianidina/100mL extracto)

. Temperatura (°C)
pH | Repeticiones 30 1
lra 190.9935 171.1636
3 2da 192.0372 178.6781
3ra 192.2459 179.3043
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El nivel de confianza utilizado fue del 95% (P<=0.05). El valor P de la prueba F fue de
0.0429 lo que indica que las varianzas son distintas.

En la Tabla N°14 se muestran los datos de la prueba t suponiendo que las varianzas son
distintas en la Mashua.

Tabla N°14: Prueba t para dos muestras suponiendo varianzas desiguales en

Tropaeolum tuberosum (Mashua)

Variable 1 Variable 2

Media 191.7589 176.3820
Observaciones 3 3
Grados de libertad 2
Estadistico t 5.8158
P(T<=t) dos colas 0.0283
Valor critico de t (dos colas) 4.3027

El nivel de confianza utilizado para la prueba de t-student fue del 95% (P<=0.05). El valor
P fue de 0.0283, lo que indica que si existe diferencia estadisticamente significativa entre

los 2 datos cercanos en la Mashua.

Para el Maiz morado se tomd los valores 260.9897 y 240.6031 que se observan en la
Tabla N°12 y la Figura N°15; estos valores son el promedio de las 3 repeticiones de los
tratamientos a pH 2, 30 °C y 21°C respectivamente. En la Tabla N°15 se muestra las

repeticiones de estos valores.

Tabla N°15: Influencia del pH en la extraccion de antocianinas en el fermentado de

Zea mays L. (Maiz morado)

Maiz morado
Contenido de antocianinas totales (AT)
(mg Cianidina/100mL extracto)

. Temperatura (°C)
pH | Repeticiones 30 1
lra 263.6336 235.4543
2 2da 257.5803 239.2115
3ra 261.7550 247.1435

El nivel de confianza utilizado fue del 95% (P<=0.05). El valor P de la prueba F fue de
0.4247 lo que indica que las varianzas son iguales.

En la Tabla N°16 se muestran los datos de la prueba t suponiendo que las varianzas son
iguales en el Maiz morado.
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Tabla N°16: Prueba t para dos muestras suponiendo varianzas iguales en Zea maiz

L. (Maiz morado)

Variable 1 Variable 2

Media 260.9897  240.6031
Observaciones 3 3
Grados de libertad 4
Estadistico t 5.2514
P(T<=t) dos colas 0.0063
Valor critico de t (dos colas) 2.7764

El nivel de confianza utilizado para la prueba de t-student fue del 95% (P<=0.05). El valor
P fue de 0.0063, lo que indica que si existe diferencia estadisticamente significativa entre

los 2 datos cercanos en el Maiz morado.

Para el Arandano se tomo los valores 46.5481 y 40.2861 que se observan en la Tabla
N°12 y la Figura N°16; estos valores son el promedio de las 3 repeticiones de los
tratamientos a pH 3, 30 °C y 21°C respectivamente. En la Tabla N°17 se muestra las

repeticiones de estos valores.

Tabla N°17: Influencia del pH en la extraccion de antocianinas en el fermentado de

Vaccinium corymbosum L. (Arandano)

Arandano
Contenido de antocianinas totales (AT)
(mg Cianidina/100mL extracto)

pH | Repeticiones Temperatura (°C)
30 21
lra 46.3394 38.6162
3 2da 46.1307 41.7472
3ra 47.1743 40.4948

El nivel de confianza utilizado fue del 95% (P<=0.05). El valor P de la prueba F fue de
0.2188 lo que indica que las varianzas son iguales.

En la Tabla N°18 se muestran los datos de la prueba t suponiendo que las varianzas son
iguales en el Arandano.
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Tabla N°18: Prueba t para dos muestras suponiendo varianzas iguales en Vaccinium

corymbosum L. (Arandano)

Variable Variable
1 2

Media 46.5481 40.2861
Observaciones 3 3
Grados de libertad 4
Estadistico t 6.4952
P(T<=t) dos colas 0.0029
Valor critico de t (dos colas) 2.7764

El nivel de confianza utilizado para la prueba de t-student fue del 95% (P<=0.05). El valor
P fue de 0.0029, lo que indica que si existe diferencia estadisticamente significativa entre

los 2 datos cercanos en el Arandano.

Si existe diferencias estadisticamente significativas en cada par de datos cercanos para

cada una de las muestras.

1.2 Evaluacion del contenido de antocianinas totales (AT) en Tropaeolum
tuberosum (Mashua), Zea mays L. (Maiz morado) y Vaccinium corymbosum L.
(Arandano) por dias de fermentacion

En la Tabla N° 19 se muestra que la mayor extraccion de antocianinas totales (AT) se da

al tercer dia, esto debido al desarrollo de la levadura y a su produccion de alcohol, ademas

se observo una menor extraccion de antocianinas totales al cuarto dia. En las Figuras N°

17, 18 y 19 se muestra una mejor representacion sobre la evaluacion del contenido de

antocianinas por dia de fermentacion.

Tabla N°19: Contenido de antocianinas totales en Tropaeolum tuberosum (Mashua),
Zea mays L. (Maiz morado) y Vaccinium corymbosum L. (Arandano) por dias de

fermentacion

Variables Contenid(? de: a_ntocianinas totales (AT)
(mg Cianidina/100 mL extracto)
Temperatura | Tiempo Mashua Maiz morado Arandano
(°C) (Dias) pH 3 pH 2 pH 3
1 175.0600 157.3870 31.7279
30 2 181.6700 163.9970 45.7828
3 202.1261 208.1794 90.6010
4 189.0453 113.9003 49.4704
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Figura N°17: Contenido de antocianinas totales en Tropaeolum tuberosum
(Mashua) por dias de fermentacion
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Figura N°18: Contenido de antocianinas totales en Zea mays L. (Maiz morado) por

dias de fermentacion.
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Figura N°19: Contenido de antocianinas totales en Vaccinium corymbosum L.

(Arandano) por dias de fermentacion.

En la evaluacion de extraccion de las antocianinas totales a diferentes tiempos, como se
muestran en las Figuras N° 17, 18 y 19 se observo que la extraccion en los 3 extractos
(Mashua, Maiz morado y Arandano), se fue incrementando hasta llegar a su pico mas alto

al tercer dia, para luego presentar una disminucion.

Un tiempo de extraccion adecuado permite que el solvente utilizado en la extraccion
ingrese y se difunda en las particulas de la Mashua, Maiz morado y Arandano; hasta que
las antocianinas entren en contacto, se difundan hacia el solvente, y se produzca la
transferencia de éstas desde la superficie de la particula hacia el seno del solvente
extractivo. La transferencia de masa se produce hasta que el conjunto (particula -solvente)

alcance una concentracion de antocianinas uniforme!®?,

La accion de las levaduras se da a partir de los azlcares presentes en el sustrato a
fermentar y asi obtener una solucién alcohdlica que va a permitir la solubilizacion de las
antocianinas;**! al utilizar el método de extraccion fermentativa es necesario considerar
la accion del agua en la degradacion de las antocianinas, cuando los azlcares se
encuentran a altas concentraciones, la actividad de agua es baja, por lo que las moléculas
de agua tienen menores posibilidades de atacar el cation flavilio para formar la base
carbinol. Sin embargo, cuando los azlcares estan en bajas concentraciones la actividad
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de agua no se ve afectada, por lo que sus productos de degradacion (hidroximetilfurfural
y furfural) aceleran la degradacion de las antocianinas'#2. Por otro lado, las antocianinas
pueden oxidarse por reaccion directa con el oxigeno, o bien a través de una oxidacion
indirecta en la que éstas reaccionan con compuestos que han sido previamente oxidados,
dando lugar a la formacién de productos de color marrén o incoloro. También, pueden

reaccionar con radicales de oxigeno actuando como antioxidantes.*

Por lo tanto, se podria inferir que la capacidad de extraccion que brinda el alcohol
producido por la Saccharomyces cerevisiae es mayor que el proceso de degradacion hasta
el tercer dia, luego, la accion de otras variables como el agua y el oxigeno aumentan el

proceso de degradacion de antocianinas.
2. Evaluacion de la capacidad antioxidante

2.1 Evaluacion de la capacidad antioxidante de los extractos fermentados de
Tropaeolum tuberosum (Mashua), Zea mays L. (Maiz morado) y Vaccinium
corymbosum L. (Arandano).

En la Tabla N° 20 se evaluo el porcentaje de actividad antioxidante en los extractos

fermentados de Mashua, Maiz morado y Arandano, esta se realiz6 con una comparacion

entre el porcentaje de capacidad antioxidante y la concentracion del extracto, donde se
observd que la concentracion y la capacidad antioxidante son directamente

proporcionales.

Tabla N°20: Capacidad antioxidante de los extractos fermentados de Tropaeolum

tuberosum (Mashua), Zea mays L. (Maiz morado) y Vaccinium corymbosum L.

(Arandano).
Capacidad antioxidante (%)
Concentracion de Mashua Maiz morado | Arandano
extractos (g/L)
4 95.7292 84.3750 75.2083
3 83.8542 83.5417 69.4792
2 81.6667 81.3542 54.6875
1 58.7500 76.8750 51.5625
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Figura N°20: Capacidad antioxidante del extracto fermentado de Tropaeolum

tuberosum (Mashua)
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Figura N°21: Capacidad antioxidante del extracto fermentado de Zea mays L.

(Maiz morado).
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Figura N°22: Capacidad antioxidante del extracto fermentado de Vaccinium
corymbosum L. (Arandano).
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En las Figuras N° 20, 21 y 22 se observo que la mayor capacidad antioxidante de las 3
muestras, se dio en la Mashua con un 95,72 % de inhibicion del radical DPPH, seguida
por el Maiz morado con 84,37% de inhibicion del radical DPPH y por ultimo el Arandano
con 75, 20% de inhibicion del radical DPPH, indicando que la Mashua es un producto

que tiene mayor poder antioxidante

2.2 Evaluacion de la capacidad antioxidante en equivalentes Trolox.
En la Tabla N°21 se observa los porcentajes de captacion de radicales libres con respecto

a las concentraciones del Trolox.

Tabla N°21: Porcentajes de captacion de radicales libres con respecto a

concentraciones de trolox.

Concentracién de Capacidad
Trolox (ug/mL) antioxidante (%)
1 36.0417
2 57.2917
" 74.4792
4 85.5208
100.0000 -
< 90.0000 - y =16.563x +21.927
9:_; 80.0000 - R?=0.9812
£ 70.0000 -
?g 60.0000 -
2 50.0000 -
5 40.0000 -
2 30.0000 -
§ 20.0000 -
O 10.0000 -
0.0000 ; ; ; ; .
0 1 2 3 4 5
Concentracion (ug/mL)

Figura N°23: Capacidad antioxidante de Trolox

En La Figura N° 23 se observa la curva de calibracion del Trolox con respecto a sus
respectivos porcentajes de captacion de radicales libres de DPPH

En la Tabla N°22 podemos observar el porcentaje de actividad antioxidante de las
diferentes muestras expresado en mg/eq Trolox en 100g de muestra.
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Tabla N°22: Porcentaje de actividad antioxidante de las diferentes muestras

expresado en mg/eq Trolox en 100g de muestra.

Extracto Capacidad antioxidante (%) | mg/eq Trolox en 100 g de
2mg /mL muestra
Mashua 81.6667 180.342
Maiz morado 81.3542 179.397
Arandano 54.6875 98.896

En la Tabla N° 22 se observo el porcentaje de actividad antioxidante de la Mashua, Maiz
morado y Arandano expresado en mg/eq Trolox en 100 g de muestra, los cuales también
fueron estudiados por Luis A, et al,**” Actividad antioxidante de Tropaeolum Tuberosum
Ruiz & Pavon (Mashua) y su aplicacion como colorante para yogur. Bolidvar et al,'*®
Estudios estequiométricos y cinéticos de antioxidantes fenélicos de maiz morado andino
y papa dulce de pulpa roja. Por ultimo, en el caso del ardndano Rodrigues et al,*°
Compuestos fenolicos y actividad antioxidante de cultivares de arandano cultivados en

Brasil, los cuales también reportaron la capacidad antioxidante de dichos productos.

Se aplicé la prueba estadistica de t-student para evaluar si existe diferencia sifgnificativa
entre los valores de la Mashua y el Maiz morado, por ser valores cercanos entre si; para

esto se tomo los datos de las repeticiones mostrados en la Tabla N° 23.

Tabla N°23: Capacidad antioxidante en los extractos fermentados de Tropaeolum

tuberosum (Mashua) y Zea mayz L. (Maiz morado)

Capacidad antioxidante (%) en 2mg/mL de extracto
Repeticiones Mashua Maiz morado
lra 82.1853 84.375
2da 81.5025 79.6875
3ra 81.3124 80.00

El nivel de confianza utilizado fue del 95% (P<=0.05). El valor P de la prueba F fue de

0.0595 lo que indica que las varianzas son iguales.

En la Tabla N° 24 se muestra los datos de la prueba t suponiendo que las varianzas son

iguales.
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Tabla N°24: Prueba t para dos muestras suponiendo varianzas iguales en
Tropaeolum tuberosum (Mashua) y Zea mayz L. (Maiz morado).

Variable 1 Variable 2

Media 81.6667333 81.3541667
Observaciones 3 3
Grados de libertad 4
Estadistico t 0.20347496
P(T<=t) dos colas 0.84869593

Valor critico de t (dos colas) 2.77644511

El nivel de confianza utilizado para la prueba de t-student fue del 95% (P<=0.05). el valor
P fue de 0.8487, lo que indica que no existe diferencia estadisticamente significativa entre

los datos de la Mashua y el Maiz morado.
3. Evaluacion de antocianinas por HPLC

3.1 Evaluacion de los tiempos de retencion
En la Tabla N°25 se muestra los tiempos de retencion de los estandares utilizados:

Cianidina-3-glucosido y Delfinidina-3-glucdésido.

Tabla N°25: Tiempos de retencion de la Cianidina-3-glucésido y Delfinidina-3-

glucésido.
Estandar Tiempo de retencion (min)
Cianidina-3-glucésido 6,127
Delfinidina-3-glucosido 5,757

3.2 Evaluacion de la linealidad

En la Tabla N° 26 y 27 se observan los resultados de area de los picos de la Cianidina-3-
glucoésido y de la Delfinidina-3-glucdsido a 5 diferentes concentraciones y por triplicado.
En las Figuras N° 24 y 25 se muestra la regresion lineal de los estandares utilizados:
Cianidina-3-glucésido y Delfinidina-3-glucosido en las concentraciones de 2ppm, 4ppm,

6ppm, 8ppm y 10ppm.
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Tabla N°26: Linealidad de la Cianidina-3-glucdésido

Cianidina-3-glucosido
Concentracion (ppm) Area
2 522957
4 1160404
6 1722773
8 2324496
10 2899612
3500000 -
y = 295870x - 49172
3000000 - R?=0.9997
2500000 -
g 2000000 |
< 1500000 -
1000000 -
500000 -
0 ; ; ; ; ; .
0 2 4 6 8 10 12
Concentracion (ppm)

Figura N°24: Linealidad de la Cianidina-3-glucosido.

Tabla N°27: Linealidad de la Delfinidina-3-glucoésido.

Delfinidina-3-glucoésido
Concentracion (ppm) Area
2 484423
4 1121055
6 1740761
8 2353008
10 2972577
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Figura N°25: Linealidad de la Delfinidina-3-glucésido.

En la Tabla N°28 se observan los resultados de estadistica de la Cianidina-3-glucésido,
donde se observa que el coeficiente de correlacion multiple (relacion de X y Y), es
cercano a 1 lo que significa una linealidad buena. También el coeficiente de

determinacién R”2 es cercano a 1 dando confiabilidad del modelo matematico.

Tabla N°28: Estadistica de regresion lineal de la Cianidina-3-glucoésido.

Estadisticas de la regresion

Coeficiente de correlacion multiple 0.999923775
Coeficiente de determinacion R"2 0.999847556
R”2 ajustado 0.999771333
Error tipico 11361.43152
Observaciones 4

En la Tabla N°29 se observan los resultados de estadistica de la Delfinidina-3-glucosido
donde podemos observar que el coeficiente de correlacion multiple (relacion de Xy Y),
es cercano a 1 lo que significa una linealidad buena. También el coeficiente de
determinacion R”2 es cercano a 1 dandonos confiabilidad del modelo matematico.

Tabla N°29: Estadistica de regresion lineal de la Delfinidina-3-glucésido

Estadisticas de la regresion

Coeficiente de correlacion maltiple 0.999976298
Coeficiente de determinacion R"2 0.999952596
R”2 ajustado 0.999936795
Error tipico 7804.160506
Observaciones 5
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3.3 Evaluacion de la precision

3.3.1 Repetibilidad

En las Tablas N° 30 y 31 se observan tres repeticiones a 5 concentraciones diferentes con
su correspondiente desviacion estandar para luego dar como resultado su coeficiente de
variacion, la que por norma tiene que ser menor a 6, esto asegura que los analisis

realizados presentan una repetibilidad buena.

Esto fue hecho tanto para la Cianidina-3-glucésido como para la Delfinidina-3-glucésido
y se observé que, en ninguna de las dos, los valores de su coeficiente de variacion (CV)
son mayores a 6 dando la seguridad de una repetibilidad dentro de la norma, por lo tanto,

aplicable.

Tabla N°30: Repetibilidad en Cianidina-3-glucosido.

Cianidina-3-glucésido.
el RN
2 522957 7880 1.51
4 1160404 14727 1.27
6 1722773 15613 0.91
8 2324496 34419 1.48
10 2899612 22260 0.77

Tabla N°31: Evaluacion de la repetibilidad en Delfinidina-3-glucdsido.

Delfinidina-3-glucésido
Condrnadin | Area [t oy
2 484423 20399 4.21
4 1121055 47861 4.27
6 1740761 9163 0.53
8 2353008 38514 1.64
10 2972577 5687 0.19

3.3.2  Repetibilidad intermedia
En las Tablas N° 32 y 33 se observa 3 repeticiones a 5 concentraciones las cuales
presentan variables (dia del analisis, diferente analista y solvente nuevo) a estos datos se

realiz6 una desviacion estandar para luego dar como resultado el coeficiente variacion
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(CV), que por norma debe ser menor a 11 asegurando asi que los andlisis realizados

presentan una reproducibilidad buena.

Esto fue hecho tanto para la Cianidina-3-glucésido como para la Delfinidina-3-glucésido

y se observd que para ningun caso los valores de su coeficiente de variacion (CV) son

mayores a 11, dando la seguridad de una reproducibilidad dentro de la norma por lo tanto

aplicable.

Tabla N°32: Repetibilidad en Cianidina-3-glucdsido.

Cianidina-3-glucésido (area)
Concent,racmn Diadel | Analista |Solvente| Cianidina | Desviacion
del estandar . L i . Ccv
analisis | diferente | nuevo | promedio estandar
(ppm)
2 479364 | 513975 | 526190 506843 24289 4.80
4 1113445 | 1169421 | 1143409 | 1142091 28011 2.45
6 1705440 | 1711771 1715906 | 1711039 5271 0.31
8 2289006 | 2285130 |2348909 | 2307681 35756 1.55
10 2869336 | 2874160 |2909231 | 2884242 21775 0.75
Tabla N°33: Repetibilidad en Delfinidina-3-glucoésido.
Delfinidina-3-glucosido (Area)
ConcentlraCIon Dia del | Analista | Solvente | Delfinidina | Desviacion
del estandar N ) . ; CVv
analisis | diferente | nuevo promedio | estandar
(Ppm)

2 505555 | 482866 | 524748 504390 20965 4.16
4 1166485 | 1125593 | 1129396 | 1140491 22591 1.98
6 1731477 | 1741006 | 1739518 | 1737334 5126 0.30
8 2380138 | 2369961 | 2365204 | 2371768 7629 0.32
10 2979088 | 2970061 | 2970029 | 2973059 5221 0.18

3.4 Evaluacion de la exactitud

En las Tablas N° 34, 35 y 36 se puede observar la recuperacion obtenida para cada una

de las muestras, las cuales se encuentran por encima del 75% lo que da la seguridad de

gue hubo una buena recuperacién segun la Asociacion de Analistas Quimicos Oficiales

(AOAC), por lo tanto, la exactitud del analisis es considerada dentro de la norma por lo

tanto aplicable.

También se observa los espectros del HPLC para cada una de las muestras evaluadas,

como se muestra en las Figuras N° 26, 27, 28.
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Tabla N°34: Exactitud en Tropaeolum tuberosum (Mashua).

Mashua

Area
Promedio
Delfinidina | 810649 813302 | 791527 | 805159
Cianidina | 1356663 | 1375356 | 1357982 | 1363334
Delfinidina | 1121055 | 1121055 |1121055| 1121055
Cianidina | 1160404 | 1160404 | 1160404 | 1160404
Delfinidina | 1914368 | 1912568 | 1858998 | 1895311
Cianidina | 2503335 | 2486935 | 2490235 | 2493502

Recuperacion promedio %
Delfinidina | 97.2434 | Cianidina | 97.3944

Area

Antocianinas en la muestra

Estandar puro

Muestra + estandar

----------------------------------------------------------------------------------------------------

Area

.....................................................................................................

Delfinidina-3-glucésido ) '
g ____________________ Cianidina-3-glucésido

Delfinidin 9,663 810649
8 Glucdsdo 60521386663 1T

min
Figura N°26: Tropaeolum tuberosum (Mashua).
Tabla N°35: Evaluacién de la exactitud en Zea mays L. (Maiz morado).
Maiz morado
< Area
Area promedio
Antocianinas en la Delfinidina ND* ND* ND* ND*
muestra Cianidina 1806136 | 1828436 | 1813474 | 1816015
Estandar puro Delfinidina ND* ND* ND* ND*
P Cianidina 1160404 | 1160404 | 1160404 | 1160404
Muestra + estandar Delfinidina ND* ND* ND* ND*
Cianidina | 2935429 | 2939658 |2962189 | 2945759
Recuperacion promedio (%)
Delfinidina]  ND* | Cianidina| 97.3578

*ND: No se puede definir
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Area

____________________________________________________________________________________

Cianidina-3-glucésido

_________________________________________________

____________________________________________________________________________________

Figura N°27: Zea mays L. (Maiz morado).

Tabla N°36: Evaluacion de la exactitud en Vaccinium corymbosum L. (Arandano).

Arandano

Area Area
promedio

Delfinidina | 2200005 | 2198735 |2193233| 2197324
Cianidina | 1413393 | 1415155 | 1440503 | 1423017
Delfinidina | 1121055 | 1121055 |1121055| 1121055
Cianidina | 1160404 | 1160404 |1160404 | 1160404
Delfinidina | 3290268 | 3302589 | 3302588 | 3298482
Cianidina | 2532568 | 2568963 | 2545869 | 2549133

Recuperacion promedio (%0)
Delfinidina| 98.2251 | Cianidina |97.0452

Antocianinas en la muestra

Estandar puro

Muestra + estandar
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Area |

---------------------------------------------------------------------------------------------------------------

----------------------------------------------------------------------------------------------------------------

Cianidina-3-glucosido

6.233 1413393

...........................................................

Glucdzido

min
Figura N°28: Vaccinium corymbosum L. (Arandano).

3.5 Evaluacion de los limites de deteccion y cuantificacion

En la Tabla N°37 se observa que después de la integracion que se realizé entre las
concentraciones y areas de los picos, se obtienen los resultados de las concentraciones de
los estandares en las muestras tanto de Mashua, Maiz morado y Arandano. Comparando
estos resultados con los de la Tabla N° 38 se puede decir que se encuentran dentro o que
son menores que los de limites de deteccion y de los limites de cuantificacidon segun la
Asociacion de Analistas Quimicos Oficiales (AOAC), por lo tanto, son aceptables.

Tabla N°37 Concentraciones de antocianinas tanto del HPLC como de la

extraccion
., Concentracion de | Concentracion en
Concentracion ., )
la extraccion mg/g de materia
HPLC (ppm) .
(ppm) prima
Delfinidina 3.1227 3.1227 0.0195
Mashua
Cianidina 4.7683 4.7683 0.0298
Delfinidina ND ND ND
Maiz morado
Cianidina 6.3163 31.5815 0.1973
Delfinidina 7.6008 7.6008 0.0475
Arandano
Cianidina 49768 49768 0.0311
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Tabla N°38: Limites de deteccion y cuantificacion

Limite de deteccion en Limite de
(Ppm cuantificacion (ppm)

Cianidina | 0.0799 | Cianidina | 0.2663

Delfinidina | 0.1971 |Delfinidina| 0.6571

De las tres muestras (Mashua, Maiz Morado y Arandano), solo en el Maiz morado no se
encontrd Delfinidina-3-glucdsido como se muestra en la Figura N°27, estos resultados
coinciden con lo reportado por Lao et al,*** donde no se encontré dicha antocianina, pero
si Cianidina-3-glucosido, esta es representativa en el Maiz morado, se encuentra en mayor

145

proporcidn que otras antocianinas como la Peonidina y la Pelargonidina,** que no fueron

usadas en esta determinacion.

En la Mashua se encontrd las dos antocianinas estudiadas: Delfinidina-3-glucosido y
Cianidina-3-glucosido como se muestra en la Figura N°26. Chirinos et al,?° reportaron
que la mashua dependiendo de la variedad en estudio, contiene diferentes niveles de
antocianinas, evidenciandose un mayor contenido de antocianinas en variedades con
tonalidades oscuras, es por eso que en la Mashua negra que fue nuestro objeto de estudio
se logré encontrar la presencia de dichas antocianinas. Por ultimo, en el Arandano
también se encontro los dos tipos de antocianinas, como se muestra en la Figura N°28
Rihinen et al,'4® reportaron que los compuestos fendlicos mas importantes en los frutos
de Aréndanos son las antocianinas, entre las mas representativas estan las Cianidinas,
Delfinidinas, Petunidinas, Peonidinas y Malvidinas glucosiladas; a diferencia de las hojas
que contienen un bajo contenido de antocianinas y en mayor proporcion solo la Cianidina.
En el estudio no se pudo determinar mas antocianinas por el nimero limitado de

estandares
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CONCLUSIONES

1. Las variables (pH, T° y t) estudiadas en el proceso, tuvieron influencia en la
extraccion de las antocianinas: Para Tropaeolum tuberosum (Mashua) y
Vaccinium corymbosum L. (Arandano), los mejores rendimientos se obtuvieron a
pH 3y 30°C, en cambio para Zea mays L. (Maiz morado) fue a pH 2y 30°C. Para
el tiempo de extraccion en dias se encontré que los 3 productos presentan un
maximo rendimiento de antocianinas totales a los 3 dias de fermentacion por
Saccharomyces cerevisiae. En el contenido de antocianinas totales (AT) Zea mays
L. (Maiz morado) presentd 260.607 mg de cianidina/100 mL de extracto,
Tropaeolum tuberosum (Mashua) presenté 191.515 mg de cianidina/100 mL de
extracto y Vaccinium corymbosum L. (Arandano) presentd 46.653 mg de

cianidina/100 mL de extracto.

2. En cuanto a la capacidad antioxidante se observo que Tropaeolum tuberosum
(Mashua) presento 180.342 mg/eq Trolox en 100 g de muestra, seguido por Zea
mays L. (Maiz morado) con 179.397 mg/eq Trolox en 100 g de muestra y
Vaccinium corymbosum L. (Arandano) con 98.896 mg/eq Trolox en 100 g de

muestra.

3. Mediante el andlisis con HPLC se pudo identificar 2 tipos de antocianinas:
Cianidina-3-glucésido con un tiempo de retencion de 6.127 min y Delfinidina-3-
glucésido con un tiempo de retencion de 5.757 min; se observd que en
Tropaeolum tuberosum (Mashua) y Vaccinium corymbosum L. (Arandano) estan
presentes ambas antocianinas, mientras que en Zea mays L. (Maiz morado) sélo
se encuentra la Cianidina-3-glucdésido. Para Tropaeolum tuberosum (Mashua) la
concentracion de Delfinidina-3-glucésido fue de 0.0195 mg/g de materia prima,
y para la Cianidina-3-glucésido fue de 0.0298 mg/g de materia prima; para
Vaccinium corymbosum L. (Arandano) la concentracion de Delfinidina-3-
glucosido fue de 0.0475 mg/g de materia prima y para la Cianidina-3-glucésido
fue de 0.0311 mg/g de materia prima, por Gltimo, para Zea mays L. (Maiz morado)

la concentracion de Cianidina-3-glucésido fue de 0.1973 mg/g de materia prima.
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4. Larelacion que se pudo obtener de las antocianinas totales (AT) con la capacidad
antioxidante no fue proporcional ya que Tropaeolum tuberosum (Mashua) a pesar
de tener menor cantidad de antocianinas totales que Zea mays L. (Maiz morado),

presento una capacidad antioxidante muy similar.
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RECOMENDACIONES

Continuar con los estudios de Tropaeolum tuberosum (Mashua) y sus propiedades

beneficiosas para la salud, asi como sus contraindicaciones en el consumo.

Estudiar nuevos procedimientos de extraccion y purificacion de las antocianinas a partir
de Tropaeolum tuberosum (Mashua) para su produccion industrial y asi darle valor
agregado a este producto peruano.

Utilizar otros estandares de antocianina para una mejor cuantificacion de estas en

Tropaeolum tuberosum (Mashua).

Estudiar mercados para Tropaeolum tuberosum (Mashua) como fuente de antocianinas.
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Figura N°5: envasado de las muestras de Mashua, Maiz morado y Arandano a

diferentes pH para ser llevados a temperaturas de evaluacion

Figura N°6 disefio del termostato casero (termostato de pecera para la T°, aireador
para distribuir equitativamente el agua caliente, papel aluminio para el ambiente

0scuro)
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Figura N°7: se llevo a centrifuga por espacio de 20 min cada una de las muestras

para su posterior analisis

700 nm

Figuras N° 9: Se observa las diferentes tonalidades a diferentes pH 4,5y pH 1

respectivamente
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REPOSITORIO DE

CAPACIDAD ANTIOXIDANTE

DPPH

Figura N° 12: Se mantuvo en oscuridad por espacio de 30 min para que reaccione
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Figura N° 14: Como se observa después de 30 min de reaccion
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Figuras N° 16: Purificacién con PVPP 1) Mashua 2) Maiz morado 3) Arandano
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Figura N°18: Purificacion con cartucho C18 1) Mashua 2) Maiz Morado 3)
Arandano
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Figura N°19: Se llevo a un evaporador para disminuir el volumen por evaporacion

de etanol
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Figura N°20: Secado de las muestras.

Figura N°22: Estandares a diferentes concentraciones.
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Figura N°25: Linealidad de la delfinidina-3-glucdsido.
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Figura N°27: Linealidad de la delfinidina-3-glucdésido.
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Figura N°28: Linealidad de la cianidina-3-glucosido.
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Figura N°30: Espectro de los estdndares: (definidina-3-glucdésido) pico izquierdo y

(cianidina-3-glucdsido) pico derecho a 2ppm.
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Figura N°31: Espectro de los estandares: (definidina-3-glucdsido) pico izquierdo y

(cianidina-3-glucdsido) pico derecho a 4ppm.
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Figura N°33: Espectro de los estandares: (definidina-3-glucdsido) pico izquierdo y

(cianidina-3-glucosido) pico derecho a 8ppm.
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Figura N°34: Espectro de los estandares: (definidina-3-glucdsido) pico izquierdo y

(cianidina-3-glucésido) pico derecho a 10ppm.
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Figura N°35: Espectro de los estandares: (definidina-3-glucdsido) pico izquierdo y

(cianidina-3-glucosido) pico derecho a 2ppm.
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Figura N°36: Espectro de los estdndares: (definidina-3-glucésido) pico izquierdo y

(cianidina-3-gluctsido) pico derecho a 4ppm.
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Figura N°37: Espectro de los estandares: (definidina-3-glucdsido) pico izquierdo y
(cianidina-3-glucosido) pico derecho a 6ppm.
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Figura N°38: Espectro de los estandares: (definidina-3-glucdsido) pico izquierdo y

(cianidina-3-glucdsido) pico derecho a 8ppm.
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Figura N°39: Espectro de los estandares: (definidina-3-glucdsido) pico izquierdo y
(cianidina-3-glucosido) pico derecho a 10ppm.
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Figura N°40: Espectro de los estandares: (definidina-3-glucésido) pico izquierdo y

(cianidina-3-glucdsido) pico derecho a 2ppm.
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Figura N°41: Espectro de los estdndares: (definidina-3-glucoésido) pico izquierdo y

(cianidina-3-glucosido) pico derecho a 4ppm.

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD
,. CATOLICA
TESIS UCSM = DE SANTA MARIA

REPOSITORIO DE

e ————

-
Area =B
---------------------------- e
1 E |E 1
1 r\_\- |."_
| - -
1 r\_\- |"_
: @ o
i i = i i
1 flon) 1 1
C
S T~
0 = = 1 i
1 .E ] ! !
| T o : :
1 ] (=
s
____________________________ ﬁ---- .

g

----------------------------- F-—-—=fF-|---—-—=-=-========="|m==="="="------———=-==-~9-

min

Figura N°42: Espectro de los estdndares: (definidina-3-glucoésido) pico izquierdo y

(cianidina-3-glucdsido) pico derecho a 6ppm.
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Figura N°43: Espectro de los estdndares: (definidina-3-glucoésido) pico izquierdo y

(cianidina-3-glucdsido) pico derecho a 8ppm.
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Figura N°44: Espectro de los estandares: (definidina-3-glucdsido) pico izquierdo y

(cianidina-3-glucosido) pico derecho a 10ppm.
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Figura N°45: Espectro de los estandares: (definidina-3-glucésido) pico izquierdo y

(cianidina-3-glucosido) pico derecho a 2ppm.
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Figura N°46: Espectro de los estdndares: (definidina-3-glucoésido) pico izquierdo y
(cianidina-3-glucdsido) pico derecho a 4ppm.
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Figura N°47: Espectro de los estandares: (definidina-3-glucésido) pico izquierdo y
(cianidina-3-glucosido) pico derecho a 6ppm.
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Figura N°48: Espectro de los estandares: (definidina-3-glucdsido) pico izquierdo y

(cianidina-3-glucdsido) pico derecho a 8ppm.
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Figura N°49: Espectro de los estdndares: (definidina-3-glucoésido) pico izquierdo y
(cianidina-3-glucésido) pico derecho a 10ppm.
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FiguraN°50: Espectro de la muestra de Tropaeolum tuberosum (Mashua).

Area

__________________________________________________________________________________________________________

_________________________________________________________________________________________________

Delfnicin %637 813302
TGlucsido BG85 1375358 ¢

min

FiguraN°51: Espectro de la muestra de Tropaeolum tuberosum (Mashua).
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FiguraN°52: Espectro de la muestra de Tropaeolum tuberosum (Mashua).
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FiguraN°53: Espectro de la muestra de Zea mays L. (Maiz morado).
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FiguraN°54: Espectro de la muestra de Zea mays L. (Maiz morado).
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FiguraN°®55: Espectro de la muestra de Zea mays L. (Maiz morado).
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FiguraN°56: Espectro de la muestra de Vaccinium corymbosum L. (Arandano).

Area

FiguraN°57: Espectro de la muestra de Vaccinium corymbosum L. (Arandano).
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FiguraN°58: Espectro de la muestra de Vaccinium corymbosum L. (Arandano).
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TABLAS

ANTOCIANINAS TOTALES

Tabla N°1: Repeticiones de antocianinas totales del extracto fermentado de

Tropaeolum tuberosum (Mashua)

Mashua
Variables Contenidc_) de_ a_ntocianinas totales (AT)
(mg Cianidina/100 mL extracto)
Temperatura Repeticiones
(°C) PH lra 2da 3ra
2 166.3626 152.5861 160.1006
3 154.4647 153.2123 155.0909
15 4 94.1400 102.9069 104.3680
5 69.0916 68.2567 70.5528
6 70.3441 80.1546 72.6401
2 169.2849 168.8675 165.5277
3 171.1636 178.6781 179.3043
21 4 140.0619 138.3920 138.8095
5 116.0572 116.6835 113.7612
6 106.0379 100.4020 104.3680
2 168.2413 161.5617 166.3626
3 190.9935 192.0372 192.2459
30 4 128.1639 117.3097 123.1543
5 120.4407 118.5621 110.2126
6 77.2323 66.7955 76.8149
2 77.4411 69.3004 74.7275
3 113.9699 118.3533 115.8485
35 4 135.2610 110.0039 134.0086
5 130.0426 128.3727 126.4941
6 103.3243 94.3487 96.6448
2 161.5617 161.1442 160.5180
3 146.5327 150.0812 149.0375
45 4 128.3727 127.3290 131.2950
5 105.4117 98.5234 107.7078
6 113.9699 115.4310 96.2273
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Tabla N°2: Repeticiones de antocianinas totales del extracto fermentado de Zea
mays L. (Maiz morado).

Maiz morado
Variables Contenidc_) de_ a_ntocianinas totales (AT)
(mg Cianidina/100 mL extracto)
Temperatura Repeticiones

(°C) PH lra 2da 3ra
2 158.4307 163.6491 156.3433
3 164.4840 162.6054 165.1102
15 4 157.8045 159.4743 158.0132
5 188.6974 176.3820 192.4546
6 222.3039 220.8428 221.8864
2 235.4543 239.2115 247.1435
3 179.0955 179.3043 178.6781
21 4 180.7654 181.1829 179.9305
5 90.3827 91.6351 92.6788
6 145.4890 141.7318 142.1493
2 263.6336 257.5803 261.7550
3 135.4697 142.9842 140.0619
30 4 111.2563 103.5331 107.4991
5 136.9309 127.7465 129.8338
6 85.1643 82.8682 84.7468
2 228.9835 216.8768 222.7214
3 169.9112 173.6684 167.6151
35 4 125.8678 119.6058 123.5717
5 165.3190 161.7704 159.6831
6 151.7511 150.2900 153.6297
2 211.4496 234.8281 228.7747
3 122.1106 127.5377 131.5037
45 4 105.8292 110.0039 108.7515
5 95.6011 98.1059 98.3147
6 94.9749 94.1400 95.8099
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Tabla N°3: Repeticiones de antocianinas totales del extracto fermentado de
Vaccinium corymbosum L.(Arandano).

Aréandano
Variables Contenido de antocianinas totales (AT)
(mg Cianidina/100 mL extracto)
Temperatura oH Repeticiones
(°C) 1ra 2da 3ra
2 30.6842 29.6405 29.4318
3 12.7329 13.3591 15.4465
15 4 37.9900 36.3201 36.5288
5 18.3688 15.6552 19.2037
6 6.8883 5.8446 6.0533
2 35.4851 33.6065 34.2327
3 40.4948 41.7472 38.6162
21 4 15.4465 10.8543 14.4028
5 20.0387 19.2037 20.4561
6 17.1164 18.1600 18.9950
2 34.4414 31.5191 32.1454
3 47.1743 46.1307 46.3394
30 4 23.3784 20.4561 22.1260
5 28.1794 26.3007 25.8833
6 21.0823 21.2911 20.0387
2 27.1357 26.7182 26.3007
3 31.3104 30.4755 30.0580
35 4 29.2230 28.5968 29.0143
5 9.1844 8.9757 8.3494
6 30.2667 31.1017 29.6405
2 16.0727 17.1164 16.9076
3 14.6115 15.8639 15.0290
45 4 11.4805 12.9416 11.6892
5 3.3398 2.9223 3.1310
6 11.2717 12.1067 11.4805
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ANTOCIANINAS TOTALES EN EL TIEMPO

Tabla N° 4: Repeticiones de antocianinas totales del extracto fermentado de

Tropaeolum tuberosum (Mashua) en relacion al tiempo

Mashua
Variables Contenido de antocianinas totales (AT)
(mg Cianidina/100 mL extracto)
Temperatura 4 Tiempo Repeticiones
(°C) P (Dias) 1ra 2da 3ra
30 3 1 174.9208 178.2606 171.9985
30 3 2 180.7654 180.1392 184.1052
30 3 3 203.3089 202.8914 200.1779
30 3 4 189.5323 188.0711 189.5323

Tabla N°5: Repeticiones de antocianinas totales del extracto fermentado de Zea

mays L. (Maiz morado) en relacion al tiempo

Maiz morado
Variables Contenido de antocianinas totales (AT)
(mg Cianidina/100 mL extracto)
Temperatura Tiempo Repeticiones
(°C) PH (Dias) lra 2da 3ra
30 3 1 156.5520 157.3869 158.2219
30 3 2 162.3966 165.5277 164.0665
30 3 3 205.3962 210.6147 208.5273
30 3 4 101.4457 130.0426 110.2126

Tabla N° 6: Repeticiones de antocianinas totales del extracto fermentados de

Vaccinium corymbosum L.(Arandano). en relacion al tiempo

Aréandano
Variables Contenido de antocianinas totales (AT)
(mg Cianidina/100 mL extracto)
Temperatura H Tiempo Repeticiones
(°C) P (Dias) lra 2da 3ra
30 3 1 34.8589 29.0143 31.3104
30 3 2 45.2957 46.3394 45.7132
30 3 3 92.4701 88.9216 90.5914
30 3 4 48.4268 47.3831 52.6015
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CAPACIDAD ANTIOXIDANTE

Tabla N°7: Repeticiones de la capacidad antioxidante del extracto fermetado de

Tropaeolum tuberosum (Mashua)

Mashua
Capacidad antioxidante (%)
Concentracién de Repeticiones
extractos (g/L) lra 2da 3ra
4 101.8750 93.1250 92.1875
3 85.0000 79.6875 86.8750
2 82.1853 81.5025 81.3124
1 64.3750 55.6250 56.2500

Tabla N° 8: Repeticiones de la capacidad antioxidante del extracto fermentado de

Zea mays L. (Maiz morado)

Maiz morado
Capacidad antioxidante (%)
Concentracion de Repeticiones
extractos (g/L) lra 2da 3ra
4 77.1875 85.9375 90.0000
3 82.8125 83.4375 84.3750
2 84.3750 79.6875 80.0000
1 81.5625 73.7500 75.3125

Tabla N° 9: Repeticiones de la capacidad antioxidante del extracto fermentado de

Vaccinium corymbosum L.(Arandano).

Aréandano
Capacidad antioxidante (%)
Concentracién de Repeticiones
extractos (g/L) lra 2da 3ra
4 74.0625 77.1875 74.375
3 71.5625 72.1875 64.6875
2 58.4375 52.8125 52.8125
1 52.5000 50.9375 51.2500
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Tabla N° 10: Repeticiones de la capacidad antioxidante del Trolox

Trolox
Capacidad antioxidante (%)
Concentracion de Repeticiones
extractos (u/mL) lra 2da 3ra
1 36.2500 38.1250 33.7500
2 57.8125 55.6250 58.4375
3 74.0625 75.0000 74.3750
4 85.3125 87.1875 84.0625

PURIFICACION DE ANTOCIANINAS

Tabla N° 11: Repetibilidad de Antocianinas (Cianidina-3-glucdésido)

Cianidina-3-glucosido (area)
Concent,ramon Diadel | Analista |Solvente| Cianidina | Desviacion
del estandar i . . . Ccv
(ppm) analisis | diferente | nuevo | promedio estandar
2 486231 | 523498 | 505869 505199 18643 3.69
4 1123658 | 1098625 | 1158963 | 1127082 30314 2.69
6 1756982 | 1635896 | 1785693 | 1726190 79504 4.61
8 2269852 | 2285698 |2368547 | 2308032 53003 2.30
10 2896547 | 2965834 |2963587 | 2941989 39370 1.34
Cianidina-3-glucésido (area)
Concent,racmn Diadel | Analista |Solvente| Cianidina | Desviacién
del estandar i : . , Ccv
analisis | diferente | nuevo | promedio estandar
(Ppm)
2 493256 | 503569 | 523698 506841 15483 3.05
4 1135698 | 1082568 | 1125689 | 1114652 28232 2.53
6 1853269 | 1793325 | 1723659 | 1790084 64866 3.62
8 2256894 | 2356987 |2365897 | 2326593 60525 2.60
10 2836574 | 2965314 | 2864578 | 2888822 37708 234
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Tabla N° 12: Repetibilidad de Antocianinas (Delfinidina-3-glucdsido)

Delfinidina-3-glucésido (Area)
Concent,racmn Dia del | Analista | Solvente | Delfinidina | Desviacion
del estandar s . . . CVv
(ppm) analisis | diferente | nuevo | promedio | estandar
2 501526 | 506846 | 517843 508738 8321 1.64
4 1144607 | 1162292 | 1135062 | 1147320 13816 1.20
6 1736602 | 1704642 | 1707559 | 1716268 17670 1.03
8 2320168 | 2278001 | 2340562 | 2312910 31906 1.38
10 2900498 | 2867031 | 2900884 | 2889471 19435 0.67
Delfinidina-3-glucésido (Area)
Concent,ramon Dia del | Analista | Solvente | Delfinidina | Desviacion
del estandar "y . : . CVv
(ppm) analisis | diferente | nuevo | promedio | estandar
2 490532 | 513864 | 519543 507980 15375 3.03
4 1133613 | 1168310 | 1136762 | 1146228 19188 1.67
6 1725608 | 1710660 | 1709259 | 1715175 9062 0.53
8 2309174 | 2284019 | 2342262 | 2342262 29211 1.26
10 2889504 | 2873049 | 2902584 | 2888379 14800 0.51
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Carbosynth

CERTIFICATE of AMALY SIS

Cyanidin-3-0-glucoside chloride

Batch Mumber : MCD24T31602
Product Code: MCOoaT2
Synonyms: Kuromanin chloride
CAS Number: TOB4-24-4
Chemical Formula: II321H21 DH-CI
Maolecular Weight: 484 85
SPECIFICATION RESULTS
Appesarance: Red-brown powder Red-brown powder
Purity (HPLC): min BE% B0.T%

D of 5w 25 Mar 2046 Fags 1of 1
Carbosynth Limited
BE3 Oid Etation Business Park, Compton, Berkshire, RE20 SKE, UK
Tl =44 [D)1E35 5TELLL  Faon =44 (DIEIS ST5d44
Do Infodfcartoaynth com  wWaw_cartoaynth com FROOZa V2
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Carbosynth
ammm |

CERTIFICATE of ANALY SIS

Delphinidin 3-glucoside chloride

Batch Mumber : MO443851601
Product Code: MO44825
Synonyms: Myrtllin chloride
CAS Mumber: GR06-38-3
Chemical Formula: cmH;n 012':'
Malecular Weight: 500.84
SPECIFICATION RESLULTS
Appearance: Orange to dark red to black powder Black powder
Purity (HPLC): min B5% Conforms
Dae of Issue- 11 Feb 20E Fags 1of 1

Carbosymith Limited
B&% Oid Station Susiness Fark, Compton, Bemshire, RG20 SNE, UK
Tl =44 1535 5TB444 Faor +44 (01535 73444
D02z Infoicartsynth.com  waw carbesyth.com FRO02a V2

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




