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INTRODUCCION

En la actualidad existe una creciente demanda en el uso de colorantes de origen natural en remplazo de
los colorantes artificiales utilizados en la industria procesadora de alimentos; productos como el maiz
morado, camote, manzana, fresa, cebolla, entre otros contienen el colorante antocianina, que puede ser
extraido utilizando métodos de extraccion adecuados; esta realidad ha generado el interés por investigar
sobre los colorantes naturales y los métodos de extraccion a utilizar, asi como su aplicacion en la industria

de alimentos

En el Per( existen productos naturales que, en la mayoria de los casos, son consumidos solo a nivel local
o regional, entre ellos podemos encontrar: frutos, raices, tubérculos, entre otros, con nombres tan

llamativos y con altos valores nutricionales, terapéuticos y/o funcionales.

Dentro de estos productos andinos se encuentra la mashua, la cual es considerada uno de los tubérculos
mas importantes después de la papa, olluco y oca. El valor nutritivo de la mashua reside en su contenido
de carbohidratos y su valor funcional en su contenido de compuestos fitoquimicos tales como: los
compuestos fendlicos, glucosinolatos y vitamina C; ademas este tubérculo es tradicionalmente empleado

por la medicina folklérica contra problemas renales (1).

Estudios recientes indican que la mashua es fuente importante de compuestos fendlicos antioxidantes que
ofrecen al producto una elevada capacidad antioxidante, en especial los de coloracién morada, la cual es
comparada con la que presenta el arandano (Vaccinium myrtillus) que es considerada una de las frutas

con mayor capacidad antioxidante (2).

Estudios epidemioldgicos han sugerido que estos compuestos, entre los que se encuentran las
antocianinas, podrian tener un efecto protector contra muchas enfermedades degenerativas (3). Al
proporcionar al cuerpo una proteccion antioxidante. Dietas ricas en antioxidantes estdn asociadas con un
menor riesgo de padecer patologias cardiovasculares, neurodegenerativas, cancer e incluso el

envejecimiento, todas ellas vinculadas al estrés oxidativo (4).

El tubérculo que se estudié en la presente investigacién “mashua negra” (Tropaeolum tuberosum),
presenta en su composicion antocianinas, capacidad antioxidante y polifenoles, las cuales posterior a la
extraccion pueden ser utilizados como aditivos en la industria alimentaria o farmacéutica, que en gran
medida depende del conocimiento que se disponga sobre sus componentes bioactivos, fisico quimicos,
caracteristicas nutricionales que le otorgara la calidad de alimento funcional. Por esta razon es importante
que se realicen este tipo de investigaciones para que tubérculos como la mashua no tan comercializados

dejen de ser considerados como cultivos marginales.
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RESUMEN

El objetivo de esta investigacion fue determinar los parametros dptimos de extraccion de antocianinas
obtenidas de mashua negra (Tropaeolum tuberosum), determinar el contenido de polifenoles totales y
evaluar su capacidad antioxidante. Para la optimizacién del proceso de extraccion de las antocianinas se
empled la metodologia de superficie de respuesta compuesto central no aleatorio con tres factores:
Temperatura extraccion (20 a 60°C), tiempo extraccion (180 a 300 minutos) y concentracion de solvente
etanol acidificado (pH 3 a 4). La optimizacion del modelo mostré que las condiciones de extraccion
optima son; solvente acidificado (pH 3.317), tiempo de proceso de 264.564 minutos y temperatura de
37.769 °C, el cual presentd los mayores contenidos de antocianinas, alcanzando 170.36 mg cianidina 3-
glucosido/100g, el contenido de fenoles totales, es de 10.66+0.624 mg acido Galico/gr evaluados por el
método de Folin-Ciocalteu y la actividad antioxidante de 42.76+2.92 umol equivalente de Trolox/g
determinados por el método de DPPH, respectivamente.

Palabras clave: Antocianas, actividad antioxidante, mashua negra, fenoles totales, antioxidantes.
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ABSTRACT

The objective of this research was to determine the optimal parameters of anthocyanin extraction obtained
from black mashua (Tropaeolum tuberosum), determine the total polyphenol content and evaluate its
antioxidant capacity. For the optimization of the anthocyanin extraction process, the non-randomized
central composite response surface methodology was used with three factors: Extraction temperature (20
to 60 ° C), extraction time (180 to 300 minutes) and acidified ethanol solvent concentration (pH 3 to 4).
The optimization of the model showed that the optimal extraction conditions are; acidified solvent (pH
3,317), process time of 264,564 minutes and temperature of 37,769 ° C, which presented the highest
anthocyanin contents, reaching 170.36 mg cyanidine 3-glucoside / 100g, the total phenolic content, is
10.66 + 0.624 mg Gallic acid / g evaluated by the Folin-Ciocalteu method and the antioxidant activity of
42.76 + 2.92 pmol equivalent of Trolox / g determined by the DPPH method, respectively.

Key words: Anthocyanins, antioxidant activity, black mashua, total phenols, antioxidants.
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CAPITULO |
PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA'Y OBJETIVOS

1.1. DESCRIPCION DEL PROBLEMA

Las antocianinas representan el grupo méas importante de pigmentos hidrosolubles, estos pigmentos
naturales son responsables de la gama de colores que abarcan desde el rojo hasta el azul en varias frutas,
vegetales, cereales y tubérculos. El interés por estos pigmentos se han incrementado en los Gltimos afios,
debido no solamente al color que confieren a los productos que las contienen sino a su probable papel en
la reduccion de diversas enfermedades, la capacidad antioxidante y el contenido de polifenoles totales,
que a diferencia de los colorantes sintéticos que pueden provocar reacciones alérgicas, irritabilidad y en
algunos casos llegar a generar el cancer, los colorantes naturales se presentan como una opcion que

proporcionan soluciones de valor ante una creciente demanda en favor de las etiquetas limpias.

Mientras la industria alimentaria moderna genera cada vez mas productos artificiales, cientos de
productos naturales que crecen en los Andes y Selva peruanos, con excelentes propiedades benéficas para
la salud del hombre, son desconocidos fuera de los estrechos limites de sus valles y rios, desperdiciandose

de esta manera el potencial alimentario en la salud humana y la medicina.

En el Perd, existen una gran variedad de alimentos con alto contenido de antocianinas, uno de ellos es la
mashua negra (Tropaelum tuberosum), cuya produccién anual en nuestro pais es de alrededor de
31,500.00 toneladas entre sus distintas variedades, de los cuales Apurimac representa el 15% (5). La
variedad de mashua Cheara 0 negro es el de mayor importancia por su alto contenido de antocianinas y
antioxidantes en su composicion. No obstante, su extraccion se realiza generalmente por el método de
solventes tdxicos, como el acetato de sodio, cloroformo, benceno, etc. los cuales no son aceptados como

aditivos en la industria de los alimentos por no ser de grado alimentario y perjudicial en la salud humana.

En la literatura autores tales como (Temoche, 2003; Rios, 2004; Campos et al., 2006; Chirinos, et al.,
2007); han hecho evaluaciones del contenido de antocianinas, el potencial antioxidante y polifenoles
totales de diversos genotipos, clones y/o cultivares de mashua, sin embargo el problema principal se
basa en que no se cuenta con informacion precisa sobre los parametros 6ptimos de extraccion de
antocianinas ni de la composicion de sus componentes bioactivos de los tubérculos de mashua
negra materia de estudio del presente trabajo de investigacidén ya que la actualidad existe una
demanda considerable de colorantes naturales alternativos a los colorantes sintéticos, como el
rojo N° 2, N° 40 que debido a su toxicidad en alimentos, cosméticos y productos farmacéuticos

se viene reemplazando por colorantes naturales.
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1.2.  ENUNCIADO DEL PROBLEMA

En la extraccion de antocianinas con etanol acidificado (&cido citrico), la temperatura, el pH y el tiempo,
son factores que determinan el contenido total de antocianinas en los tubérculos de mashua, Los mismos
gue son parametros para optimizar el proceso de extraccion, determinar la cantidad total de antocianinas y

evaluar los compuestos bioactivos.

1.21. PROBLEMA GENERAL

La escasa informacion de procesos tecnoldgicos de extraccion del colorante y poca informacion sobre las
propiedades funcionales de la mashua, son limitantes para obtener nuevos productos como es el caso de

“antocianinas” a partir de la mashua, con caracteristicas aceptables.

¢Cudles son los parametros 6ptimos de extraccion de antocianinas, la cantidad de polifenoles totales y la

capacidad antioxidante en Mashua (Tropaeolum tuberosum)?

Para el estudio de extraccion de las antocianinas partir de mashua se considerara 3 variables:
(Temperatura, tiempo y pH).

1.2.2. PROBLEMA ESPECIFICO

En ese sentido, bajo la problemética abordada se plantean los siguientes problemas:

e ;Cudl es la temperatura, pH y tiempo 6ptimo que permite la extraccion de antocianinas en
tubérculos de mashua negra (Tropaeolum tuberosum)?

e Cual es la cantidad de polifenoles totales en el extracto 6ptimo de antocianinas en tubérculos en
tubérculos de mashua negra (Tropaeolum tuberosum)?

e ;Cudl es la capacidad antioxidante en el extracto Optimo de antocianinas en tubérculos en

tubérculos de mashua negra (Tropaeolum tuberosum)?

1.3. OBJETIVOS
1.3.1. OBJETIVO GENERAL

e Determinar los parametros 6ptimos de extraccion de antocianinas (Temperatura, tiempo y
pH), el contenido de polifenoles totales y la capacidad antioxidante en tubérculos de

Mashua (Tropaeolum tuberosum).

1.3.2. OBJETIVOS ESPECIFICO

e Determinar la temperatura, pH y tiempo 6ptimo que permite el mayor rendimiento en la

extraccion de antocianinas de los tubérculos de mashua negra.
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o Determinar la capacidad antioxidante en el extracto 6ptimo de antocianinas en tubérculos

de mashua negra

e Evaluar la cantidad de polifenoles totales en extracto Optimo de antocianinas en

tubérculos de mashua negra.

1.4. JUSTIFICACION

En los ultimos tiempos la demanda de antocianina a nivel mundial, obtenida a partir de fuentes naturales,
se calcula entre 1200 y 1300 toneladas por afio. Los principales paises consumidores son Japon y Estados
Unidos y en menor escala Francia, Inglaterra, Alemania, Espafa, Bélgica, etc. La produccion global de
antocianinas esta orientada a las empresas productoras de bebidas, saborizantes de yogur, golosinas y

otros.

La mashua (Tropaeolum tuberosum), es un tubérculo andino del Perd con un alto contenido de
antocianinas en su composicion estructural. Las propiedades funcionales de este tubérculo pigmentado
como colorantes naturales y antioxidantes se presentan como sustancias Utiles para la industria
alimentaria, debido a la preocupacién que va aumentando la seguridad toxicoldgica de sus contrapartes
sintéticas, los cuales tienen efectos colaterales, dafiinos para la salud. En los Gltimos afios se ha generado
un interés por el estudio de antioxidantes de origen natural, los cuales se encuentran en una gran variedad

de alimentos (6).

La promocién en la produccién y el desarrollo comercial de papas nativas ha mostrado interés a partir del
afio 1993, con proyectos propuestos por el ministerio de agricultura y el INIA, como INCOPA, CAPAC-
Per(, T'ikapapa, entre otros que promueven su consumo, transformacion y comercializacién. Sin embargo
se esto ha generado la perdida de interés por otros cultivos tales como el olluco, la oca y en especial la
mashua, producto que entre algunos de sus genotipos pigmentados contiene gran cantidad de colorantes,
compuestos polifendlicos que poseen propiedades antioxidantes con efectos anticancerigenos, previene el
envejecimiento, el estrés oxidativo celular, mejora la agudeza visual y ejerce una accion protectora del

sistema cardio vascular (7).

En la actualidad se estd restringiendo el uso de colorantes sintéticos debido a sus posibles efectos
adversos sobre la salud por el cual existe el interés del uso de colorantes naturales en alimentos en
bebidas, jarabes, jugos de frutas, gelatinas, mermeladas, helados, dulces de pasta y yogures, asi como en
pasta dental, productos farmacéuticos, cosméticos y otros similares (8). Las antocianinas son pigmentos

vegetales con gran potencial para el reemplazo competitivo de colorantes sintéticos debido a su
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hidrosolubilidad que facilita su incorporacion en diferentes alimentos; por tanto, es de gran importancia

conocer los aspectos bioquimicos que enmarcan estos pigmentos (8).

La presente investigacion se enfocara en estudiar los parametros 6ptimos para la extraccion de colorantes
de la mashua negra (Tropaeolum tuberosum), con el uso de solventes organicos permitidos en la industria
de los alimentos. Asi, el presente trabajo permitiria mostrar desde el punto de vista tecnoldgico reducir los
costos y tiempos de extraccion, maximizar la produccion y los margenes de ganancias generados, reducird
la contaminacion ambiental ya que durante el proceso de extraccion no se utilizaron reactivos toxicos para
la salud del consumidor y para el medio ambiente. Ademas, esto lograra no solo incrementar la cantidad
de compra sino que al mismo tiempo la mashua negra logrard obtener una posicion competitiva y la

apertura de nuevos mercados, permitiendo asi la recuperacion de la biodiversidad de este cultivo.

1.5. DELIMITACION

Categoria: Extraccion y caracterizacion de pigmentos

Sub- categoria: Antocianinas, antioxidante y polifenoles.

Area: Agroindustrial-Quimica.

Linea de investigacion: Caracterizacion, desarrollo de procesos e innovacion en la agroindustria.

Sub-Area: Extraccion de antocianinas como colorante.

Espacial: El espacio geografico en el cual se desarroll6 la investigacion es en los laboratorios de
Quimica, Procesamiento de Productos Agroindustriales, UNAMBA Apurimac y el
laboratorio de analisis quimico de la UNSAAC del Cusco.

Temporal: La investigacion formulada en el presente proyecto de investigacion no presenta una
delimitacion temporal especifica que restrinja o influya en los resultados; debido a que
la naturaleza de la investigacion y los resultados de optimizacidn no se circunscriben a
un periodo temporal, porque su evaluacion y resultados estan sujetos a la variedad del

tubérculo (mashua negra), utilizado en el estudio.
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CAPITULO II
ANTECEDENTES DE LA INVESTIGACION

En la investigacion realizada por Roxana Chirinos y David Campos, 2006 denominada
“Optimizacion de las condiciones de extraccion de antioxidantes y compuestos
fendlicos de tubérculos de mashua (Tropaeolum tuberosum Ruiz & Pavén)” (9). Las
condiciones Optimas para la extraccion de compuestos fenolicos, antocianinas, flavanoles y
actividad antioxidante ORAC para dos genotipos mashua se determinaron utilizando el método
convencional liquido-sélido. El contenido fendlico y la actividad antioxidante se vieron afectados
por el tipo de disolvente, el nivel de pH, la relacion disolvente-agua y el tiempo de extraccion. En
general, no se observaron diferencias significativas en la recuperacion fendlica total y los valores
de ORAC cuando se us6 metanol al 90% o metanol / acetona / agua (45/45/10), ambos con HCI al
0.1%. Por el contrario, la solucion de metanol al 90% con HCI al 0.1% extrajo el nivel mas alto
de antocianinas, mientras que la mezcla solvente extrajo el nivel més alto de flavanoles. Los
extractos purificados de los genotipos de mashua presentaron contenidos totales de fendlicos y
ORAC dentro de los rangos de 14.4-18.7 mg de equivalentes de &cido galico / g de materia seca
de mashua (DM) y 221-359 mol de equivalentes trolox / g mashua DM, respectivamente. Los
perfiles fenélicos de HPLC-DAD obtenidos para los extractos fendlicos purificados para ambos
genotipos mashua mostraron diferencias en las proporciones (% de area total a 280 y 520 nm)
dependiendo de los solventes seleccionados en este estudio. Se observd un total de nueve picos a
280 nm para ambos genotipos de mashua. Los perfiles de HPLC a 520 nm mostraron que los
picos 2-8 son antocianinas. Los datos espectrales DAD-UV / visible para los picos 1 y 9
mostraron absorbancias maximas a 215.0 / 231.0/ 279.4 nm y 253.0 / 287.0 nm, respectivamente.
Los picos 1 y 9 corresponden a fendémenos de los tipos de flavanol y acido benzoico. El alto
contenido de compuestos fendlicos y la actividad antioxidante que se encuentran en los extractos
purificados para ambos genotipos de mashua indicaron que los extractos de mashua podrian

considerarse como una fuente potencial de nutracéuticos en el futuro.

En la investigacion “Capacidad Antioxidante, Compuestos Fendlicos, Carotenoides y
Antocianinas de 84 Cultivares de Mashua (Tropaeolum tuberosum Ruiz y Pavon)”, realizada
por Huamén, 2016 (10), Se evalud la capacidad antioxidante hidrofilica, el contenido de
compuestos fendlicos, de antocianinas y de los carotenoides de 84 cultivares de mashua
procedentes de Cusco. Los resultados indican que los cultivares de mashua presentan una amplia
y considerable capacidad antioxidante hidrofilica medida por tres métodos de ensayo diferentes:
ABTS, FRAP y ORAC, encontrandose resultados que varian entre (20.6 - 128.2; 22.7 - 173.2 y
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35.1 - 158.8 umol TE/g respectivamente). El contenido de compuestos fenolicos varid entre 5.5y
16.7 mg Ac. Gélico Eq./g determinados por el método de Folin Ciocalteau, el contenido de
antocianinas fue determinado por el método de pH diferencial, en la que se mezclé un gramo de
muestra con 10 ml de una solucion alcoholica-acida, la cual estuvo compuesta por HCI 1.5 N y
etanol al 95% en una relacién 15:85 (v/v), el cual se dejé en maceracion por 24 horas a 4 °C, los
resultados fluctuaron entre 9 y 268 mg cianidina-3-gluc6sido(CGE)/100g dependiendo del
genotipo y la intensidad en la coloracion del tubérculo de mashua.

En el estudio “Perfiles fendlicos de tubérculos mashua andino (Tropaeolum tuberosum
Ruiz & Pavén). Ildentificacion por HPLC-DAD vy evaluacién de su actividad
antioxidante”, de Roxana Chirinos y David Campos, 2007 (11), se realizé una cromatografia
liquida cualitativa de alto rendimiento con deteccién de matriz de diodos (HPLC-DAD) para
caracterizar compuestos fenélicos de no-antocianina en tres genotipos de mashua de diferentes
colores. Los compuestos fendlicos se analizaron separdndolos en cuatro fracciones principales: la
fraccion | obtenida por medio de una particion liquido-liquido con acetato de etilo y las
fracciones I, 11l 'y IV obtenidas por elucién en una columna Sephadex LH-20. Los resultados
obtenidos en el presente estudio confirman que los tubérculos de mashua constituyen una fuente
prometedora de fendlicos antioxidantes y podrian considerarse potencialmente como un alimento
funcional con efectos beneficiosos para la salud. Ademas reporta la presencia de 8 picos
predominantes. Pico 1 correspondié a &cido galico y la presencia de 11 antocianinas diferentes.
Los dos pigmentos principales (56.4-73.0% del rango de area total al 520 nm) se identificaron

como delfinidina 3-glucésido-5 acetil-ramdsido y delfinidina 3-soprésido-5 acetil-ramdsido

En la investigacion denominada “Optimizacion de la extraccion de antocianinas de ardndanos”,
(12). Realizado en la Universidad Nacional de Entre Rios (UNER) de Argentina, realizado con
arandanos de la variedad O Neal procedentes de la Provincia de Entre Rios (Argentina). se
investigd la influencia de variables del proceso de extraccién sélido-liquido de antocianinas de
arandanos realizadas en dos series experimentales. La primera, en la que se estudiaron las
variables temperatura, tiempo y pH, y una segunda en la que, a partir de los resultados obtenidos
en la primera, se estudio la proporcion materia prima/solvente y el tiempo de extraccion. Asi, se
obtuvo una combinacion de variables que maximizé su recuperacion: etanol acidificado con acido
citrico al 1% como solvente de extraccion. De la proporcion materia prima/solvente 1:3 kg/kg,
temperatura 36+1 °C y tiempo de extraccion 2 h, fue de la que se obtuvo mayor concentracién de

antocianinas totales (92.1+2.8 mg cianidina-3-glucésido/100 gr) evaluado por el método de pH
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diferencial, el contenido de fenoles totales de 1424+67 mg GAE/100 mL y la actividad
antioxidante de 5730+103 y 4872+124 mg EAA/100 mL, medidos por los métodos ABTS y
DPPH, respectivamente.

En la investigacion denominada “Optimizacion del Proceso de Extraccion de Antocianinas y
Evaluacion de la Capacidad Antioxidante de Berenjena (Solana melonera L.)”. (13). Realizada
a extractos de piel y pulpa se le realizaron analisis fisicoquimicos, contenido en fenoles y
antocianos. Para la optimizacion del proceso de extraccion de las antocianinas se empled la
metodologia de superficie de respuesta con tres factores: concentracion de solvente etanol
acidificado 1% 4acido ortofosférico (50 a 90% v/v), temperatura extraccion (30 a 60°C) y tiempo
extraccion (4 a 12 horas). La evaluacion de la capacidad antioxidante se realizé6 empleando el
método ABTS (6-sulfonato-3-etilbenzotiazolina). La optimizacién del modelo mostré que las
condiciones de extraccion con 50% de solvente acidificado, tiempo de proceso de 4 horas y
temperatura de 30 °C presentd los mayores contenidos de antocianinas, alcanzando 62 mg/100g
en cascara de berenjena. La interaccion tiempo de extraccion y temperatura afecta la capacidad
antioxidante de extractos de berenjena, de forma tal que su incremento provoca una disminucién

significativa en la actividad antioxidante.

En la investigacion denominada “Actividad antioxidante de Tropaeolum tuberosum Ruiz &
Pavén (mashua) y su aplicacion como colorante para yogur” (14). Se realiz6 la extraccion de
antocianinas por el método de solventes y evaluado por de pH diferencial. En la extraccién se
utilizaron tubérculos (4 kg) que fueron triturados y homogeneizados con una solucion de
extraccion de 4cido clorhidrico 1,5 N y etanol al 96% (15:85 v/v). La mezcla obtenida se puso en
maceracion por 72 horas a 4°C, en un frasco de color &mbar, con agitacion diaria, posterior
filtracion y concentracion en un evaporador rotatorio a 40°C. El contenido de AT y PT en los
extractos analizados fueron 192.63 + 1,28 mg de cianidina-3-glucdsido/100g peso fresco y de
31412 + 1.23 mg de acido galico/100g PF, respectivamente. La capacidad antioxidante
equivalente al trolox obtenida fue de 15.8 + 0,2 umol/g PF, aplicando el ensayo DPPH, y 17.0 +
0.2 pmol/g PF con ABTS.

En la investigacién denominada “Antocianinas, fenoles totales y actividad antioxidante de las
corontas del maiz morado (Zea mays L.) Método de extraccion”, (15). Realizado en la Facultad
de Farmacia y Bioquimica. Universidad Nacional Mayor de San Marcos, Lima, Per(. Las
antocianinas, fenoles totales y actividad antioxidante de los extractos de corontas de maiz morado

fueron evaluados en la investigacion. Las extracciones se realizaron en soluciones etandlicas al
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20 % y pH 2 acondicionadas segun un disefio factorial con los factores temperatura y tiempo
ambos en 4 niveles, bajo determinadas condiciones de tiempos de extraccion (30, 60, 120 y 240
min.) y temperaturas de extraccion (25, 60, 75 y 90 °C). El resultado determinado por el
contenido de antocianinas segin el método de pH diferencial indica que la extraccion de
antocianinas en soluciones de etanol al 20 % y pH 2 de corontas de maiz morado se realizan
eficientemente a la temperatura de 75 °C y tiempos entre los 120 y 240 minutos donde se
alcanzaron los 35.23 mg/g coronta y 37.13 mg/g corontafenoles totales expresados como GAE
entre 23.43 y 76.97 mg GAE/g de coronta, y DPPH remanente entre los 17.06 y 68.80 %. El
analisis de regresion lineal indica dependencias altamente significativas entre la actividad
antioxidante y fenoles totales (r>= 0.9974).

2.2. MARCO TEORICO
2.2.1. MASHUA, ANU O HIZANO

La mashua (Tropaeolum tuberosum), es uno de los tubérculos mas importantes después de la papa, olluco
y oca; se cultiva en los valles himedos de la zona andina de Per, Colombia, Argentina, Ecuador y
Bolivia (16). Mencionan que la planta hereditaria es de la Meseta Peruano - Boliviano. Pero ahora puede
encontrarse en lugares tan lejanos como Canada, Europa y Nueva Zelanda. Entre los tubérculos andinos,
la mashua es de mayor rendimiento, se encuentra entre 9 y 70 TM/ha (17). Crece en alturas de 3000 a
4000 msnm, pero la planta produce sus mejores cosechas y alto rendimiento entre 3500 y 3800 msnm
(18). Los rendimientos de la mashua supera a la papa de dos por uno y crece en suelos pobres y sin
fertilizantes (19).
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2.2.2. CLASIFICACION TAXONOMICA

La Mashua tiene la siguiente clasificacidén taxondmica: (20).

Tabla 1: Clasificacidn taxondmica de la mashua (Tropaeolum tuberosum)

Nombre botéanico Tropaeolum tuberosum
Reino Plantae

Division Magnoliophyta

Clase Magnoliopsida

Orden Brassicales

Familia Tropaeolaceae

Género Tropaeo/um

Especie Tuberosum

2.2.3. DESCRIPCION BOTANICA

Es una planta herbacea de 20 a 80 cm de alto, de tallos aéreos, cilindricos y delgados de 2 a 4 mm de
diametro, ramificados de color parpura. Tiene hojas de color verde oscuro brillante en el haz y verde
claro en el envés, las flores son solitarias de diferentes colores que van de anaranjadas o rojizas (18).

2.2.4. MORFOLOGIA

Las plantas de mashua es un cultivo anual de porte erecto y semi postrado que estd formado de raiz, tallo,

hojas, flores y frutos.

Figura 1: Planta de mashua (5).
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a) Tallos: Los tallos son de forma cilindrica; su crecimiento es recto o en posicion semi postrada y

presenta ciertas ramificaciones de color violeta oscuro (5).

b) Hojas: La Mashua tiene hojas delgadas con forma redondeada de color verde oscuro brillante en
el haz y un poco mas claras en el envés, lo que les permite tener un follaje compacto. Las hojas

tienen una forma redondeada. (5).

\’\I

Figura 2: Tallo y hojas de mashua (5).
a) Flores: Las flores son de varios colores que van desde las tonalidades amarillas o anaranjadas
hasta un rojo oscuro, con cinco sépalos rojos y cinco pétalos amarillos. Tienen entre 8 y 13
estambres y el tiempo en que las flores permanecen abiertas es entre 9 y 15 dias (5).

Figura 3: Flor de mashua (5).

c) Tubérculos: Son conicos, alargados y de yemas profundas; miden entre 5y 15 cm de largo y

poseen una textura arenosa debido al elevado contenido de carbohidratos y agua. Sus colores son
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variados, tales como el amarillo, anaranjado, blanco, rojo, morado, gris y negro. Su sabor es

picante (5).

Figura 4: Tubérculo de mashua (5).

2.2.5. GENERALIDADES DE CULTIVO

a) Suelos: Los sectores mas adecuados para el cultivo de la mashua, se encuentran desde los 2400 a
3 700 metros sobre el nivel del mar, especialmente donde predominan los suelos negro-andinos.

Este cultivo prefiere suelos profundos y con un buen contenido de materia organica (5).

b) Clima: El area adecuada para el cultivo de la mashua, es la misma que se requiere para el cultivo
de la papa, es decir con una temperatura media anual que fluctle entre los 6° y 14° Celsius, con
una precipitacion lluviosa de alrededor de 700 a 1200 milimetros anuales (7 000 a 12 000 metros

cubicos de agua por ciclo) (5).
2.2.6. COMPOSICION QUIMICA DE MASHUA

Debido a la cantidad de agua variable entre especies, 86% y 92% (21). Es necesario expresar los
valores en base a la materia seca, o presentar de manera simultanea el contenido de humedad (7).
Sefialan que muchos datos publicados carecen de utilidad, porgque se ha omitido este importante

aspecto.

Es importante sefialar que otros factores aparte de la variabilidad genética como son las practicas
culturales, el climay el tipo de suelo, pueden influir en las caracteristicas del material en estudio

(7). La composicion quimica se muestra en la tabla 02.
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Tabla 2: Composicion quimica de mashua (22).

Parametro Unidad Valor
Humedad g 85.26
Cenizas g 0.5
Proteina g 0.7
Fibra dietética g 2.9
Carbohidrato total g 10.6
Carbohidrato g 7.7
disponible
Grasas totales g 0.1
Ca mg 0.006
Fe mg 0.37
Zn mg 0.28
Energia Kcal/100g 32.00
Vitamina C mg 42.06
Tiamina mg 0.02
Rivoflavina mg 0.03
Niacina mg 0.82
Vitamina A mg 0.012

2.2.7. VALORNUTRITIVO DE MASHUA.

Este tubérculo posee un alto contenido en carbohidratos y calorias, y relativamente alto en proteinas y
fibras. Ademas, es rico en vitaminas A y C. La mashua se la consume como complemento nutricional con
otros tubérculos como las ocas, mellocos y papas, ademas posee varios aminoacidos esenciales para el

cuerpo humano (23).

La mashua en comparacion con la jicama, el miso y la achira presenta un mayor contenido de proteina,
los carbohidratos como el azucar y almidén se distribuyen equitativamente, es rica en caroteno que

fortalece el sistema inmunoldgico, ayudando a su vez a aumentar las defensas (23).
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2.2.8. ALIMENTOS FUNCIONALES

Los alimentos funcionales son aquellos que contienen componentes biolégicamente activos gque ejercen

efectos beneficiosos y nutricionales basicos en una o varias funciones del organismo y que se traducen en

una mejora de la salud o en una disminucion del riesgo de sufrir enfermedades (24) (25). El término

Alimento Funcional fue propuesto por primera vez en Japon en la década de los 80°s con la publicacion

de la reglamentacién que se refiere a aquellos alimentos procesados los cuales contienen ingredientes que

desempefian una funcidn especifica en las funciones fisioldgicas del organismo humano, méas alla de su

contenido nutricional (26).

2.2.8.1. APLICACION DE LOS ALIMENTOS FUNCIONALES

a)

b)

Regulacion de los procesos metabdlicos béasicos: Una alimentacion balanceada influye en todos
los procesos metabdlicos debido a que esto se expresa en funcién de su aporte energético y a su
contenido de hidratos de carbono, grasas y proteinas. Esto es muy importante para distintas
enfermedades cronicas, como la obesidad y la diabetes tipo 2, el cual se asocian con
enfermedades cardiovasculares e hipertension arterial respectivamente (27).

Defensa contra el estrés oxidativo: Los estudios cientificos han demostrado que los radicales
libres se encuentran relacionados en diferentes procesos bioquimicos que causan dafio celular
(27). El campo de radicales libres ha sido objeto de expansién masiva en los ultimos afios.
Nuevas datos indican que la generacion bioldgica y la reactividad de los oxidantes se aprovechan

para regular numerosos procesos fisioldgicos (28).

Fisiologia cardiovascular: Las enfermedades cardiovasculares estan siendo originadas por
varios factores que pueden tener relacién con la grasa ingerida. La respuesta clinica se produce a
largo plazo, aunque el problema se puede iniciar en la infancia (29). Las enfermedades los lipidos
de la dieta. Pueden estar libres o esterificados, unidos a otras moléculas o formando compuestos
mas complejos (29). Este tipo de acidos tienen propiedades curativas y determinadas funciones
fisioldgicas y actividades bioldgicas que van mas alla de su papel establecido con el crecimiento,
el desarrollo y otras funciones normales del cuerpo. Los &cidos grasos poliinsaturados de cadena
larga (AGPICL) se han ganado un espacio en el mercado considerablemente alto como un
suplemento dietético o nutracéutico (30). Los AGPICL son componentes dietarios que participan
en multiples procesos fisioldgicos, donde cumplen un rol estructural en los fosfolipidos de las

membranas celulares y son sustratos para la sintesis de diversos mediadores fisiologicos (29).
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d) Fitoesteroles: Los fitoesteroles son un tipo de compuestos naturales derivados de las plantas,
comparten similitud estructural con el colesterol que es el esterol predominante en animales
incluyendo seres humanos. Estos a su vez se clasifican como lipidos funcionales (31). Las
mejores fuentes alimenticias se encuentran en los aceites vegetales incluyendo las nueces y el

aceite de oliva, asi como los granos enteros y las legumbres (32).

Estos componentes estructurales y funcionales de las membranas celulares de las plantas, son uno de los
componentes de la dieta que tienen la capacidad de hacer la absorcion del colesterol ineficiente. Muchos
ensayos clinicos han demostrado que los fitoesteroles incorporados en diversos alimentos a dosis de
aproximadamente 2 g. dia-1 reduce sistematicamente los niveles de colesterol LDL en casi un 9% (33).

2.2.9. COLORANTES NATURALES

Los colorantes naturales son considerados en general como inocuos y consecuentemente las limitaciones

especificas en su utilizacion son menores gue las que afectan a los colorantes artificiales (34).

En sentido estricto, solo seria natural el color que un alimento tiene por si mismo. Esto puede
generalizarse a los colorantes presentes de forma espontanea en otros alimentos y extraibles de ellos, pero
puede hacer confusa la situacién de aquellas sustancias totalmente idénticas pero obtenidas por sintesis
guimica. También la de colorantes obtenidos de materiales bioldgicos no alimentarios, insectos, por
ejemplo, y la de aquellos que pueden bien afiadirse o bien formarse espontaneamente al calentar un

alimento, como es el caso del caramelo (34).

2.2.10. LAS ANTOCIANINAS

Las antocianinas representan un grupo muy amplio de compuestos fendlicos vegetales, estos son los
pigmentos hidrosolubles rojos, azules y purpuras de las flores, frutas y verduras. Estas poseen una
estructura basica en comuan, quimicamente son glicosidos de las antocianinas, es decir, estan
constituidas por una molécula de antocianidina, que es la aglicona, a la que se une un azlcar por

medio de un enlace B-glucosidico (34).

La estructura quimica basica de estas agliconas es el i6n flavilio, también llamado 2-fenil-benzopirilio
(35).

Que consta de dos grupos aromaticos: un benzopirilio (A) y un anillo fendlico (B); el flavilio

normalmente funciona como un cation (34).

Las antocianinas son compuestos fenolicos, de la familia de los flavonoides, colorantes naturales

ampliamente distribuidos en frutas, bayas y flores, ofreciendo atractivos colores, como naranja, rojo y
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azul. Estos pigmentos son solubles en agua y esta propiedad facilita su incorporacion en numerosos
sistemas alimentarios acuosos. Estas cualidades hacen que las antocianinas sean colorantes naturales

atractivos (36).

El interés por los pigmentos antocianicos en investigaciones cientificas se han incrementado en los
ltimos afos, debido no s6lo al color que confieren a los productos que las contienen sino en la
reduccion de las enfermedades coronarias, cancer, diabetes, efectos antiinflamatorios, mejoramiento de
la agudeza visual y comportamiento cognitivo; estos efectos terapéuticos positivos, estan

principalmente asociados con sus propiedades antioxidantes (36).

Las antocianinas representan los principales pigmentos solubles en agua pertenecen al grupo de los
flavonoides y su estructura basica es un nucleo de flavon, el cual consta de dos anillos arométicos unidos

por una unidad de tres carbonos (36).

De todas las antocianidinas que actualmente se conocen (aproximadamente 20), las mas importantes son
la pelargonidina, la delfinidina, la cianidina, la petunidina, la peonidina y la malvidina, nombres que
derivan de la fuente vegetal de donde se aislaron por primera vez; la combinacién de éstas con los

diferentes azlcares genera aproximadamente 150 antocianinas (34).

2.2.10.1. Estructura quimica

La estructura bésica de las antocianinas es el 2-fenilbenxopirilo de la sal de flavilio (figura 5). Las
antocianinas existen como glucosidos de polihodroxi/polimetoxi derivados de la sal. Difieren en el
numero de grupos hidroxilo y/o metoxilo presentes, sitio, tipo y numero de uniones de los azucares a la
molécula, ademas del tipo y numero de acidos alifaticos o aromaticos unidos a los azucares. Los azucares
mas comunes son glucosa, galactosa, arabinosa y xilosa. Estos azucares puedes encontrarse en forma de
di y trisacaridos formados por la combinacion de las mismas. Los acidos mayormente encontrados son el

acido cafeico, p-cumarico, sinaptico, p-hidrixibenzoico, feralico, mal6nico, succinico y acético (37).

Cuando el azlcar es hidrolizado de la antocianidina, el producto es una aglicona denominada
antocianidina, de las cuales existen diversa en la naturaleza. Las antocianidinas mas importantes son 6
(figura 7): pelargonidina, clanidina, cianidina, delfinidina, peonidina, petunidina y malvinidina. Cada una
de ellas genera una intensidad de rojo diferente. El incremento de color es originado por la presencia de
grupos auxdcromos, los cuales se caracterizan por ser electrodonadores, y cuando estan en contacto con la

antocianina producen el efecto mencionado (38).
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5 3 OR,
Figura 5: Estructura general de la Figura 6: Estructura de antocianina,
antocianina, nucleo flavan (37). cation flavilio (38)

Debido a la poca solubilidad de las antocianinas en agua, estas no se encuentran de manera libre en la
naturaleza, sino en su forma glicosilada (antocianidinas). En esta estructura encontramos que el grupo
hidroxilo de la posicion 3 esta siempre glicosilada, lo que le dara estabilidad y solubilidad al cromoforo.

En cuanto a los residuos de glucosa, estos siempre estaran acilados en su posicién 6 (39).
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Figura 7: Estructura de las diferentes antocianinas (38).
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2.2.10.2. Estabilidad de las antocianinas

Las antocianinas son sustancias relativamente estables Unicamente en medio acido. Se degradan
cambiando el color, por el pH, el calor, oxigeno, luz, hidrolisis de gliconas, sulfitos, acido ascorbico,

degradacion enzimatica y no enzimatica (40).
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Figura 8: Relacion de absorbancia y longitud de onda en antocianinas (34).

a) pH: Este parametro es uno de los principales factores del medio que hace que la molécula pueda
mantener su color. En condiciones acidas conserva un color intenso, ya que existira un equilibrio
entre las cuatro estructuras de la misma (41). La protonacion de la base quinoidalazul origina al
cation flavilio rojo, que al hidratarse produce la pseudobase carbinol incolora, la cual existe un

equilibrio con su chalcona incolora también (41).

En soluciones muy acidas (pH < 0.5) el catién flavilio rojo es la Unica estructura. Con
incrementos de pH la concentracién del catién decrece al mismo tiempo que la hidratacion da
lugar a la base incolora del carbinol incolora. Entre pH 4 y 5.5 habra poco color, ya que las dos
formas coloreadas estaran en bajas concentraciones y el equilibrio se desplazara a las formas
incoloras. Por lo tanto, la forma chalcona es la méas susceptible a la degradacion, y la forma ionica

flavilio es la mas estable (41) (40). Con esto se sabe que una de las desventajas de las
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antocianinas como colorantes de alimentos es la ausencia de color a soluciones ligeramente acidas

0 neutras (41).

Temperatura: La estabilidad de la antocianina esté directamente relacionada con la temperatura,
las conversiones estructurales de las antocianinas son relaciones endotérmicas. Resisten bien los
procesos térmicos alta temperatura —corto tiempo. Por efecto del calor (a temperatura por encima
de 60 °C) se degradan segun 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. Por lo tanto, las antocianinas altamente hidrolizadas son menos

estables térmicamente que las metiladas, glicosiladas o acetiladas (38).

Dad su alta hidrosolubilidad, estos pigmentos se pueden perder facilmente por lixiviacién en el
agua que se utiliza en los diferentes tratamientos; a medida que aumenta la temperatura se acelera
la decoloracion de la fruta, ya que se favorece tanto la extraccion gque incluso se puede llegar a

obtener productos practicamente incoloros (34).

Las antocianinas también cambian de color cuando forman complejos con otros compuestos
fendlicos (proantocianidinas, catequinas, taninos y flavonoides) o con algunos polisacaridos, ya

gue se favorece un desplazamiento de la absorcién a longitudes de onda mayores (34).

Luz: Se ha reconocido que la luz es un factor que acelera la degradacion de las antocianinas. Se
ha observado que la sustitucion de hidroxilo en C-5 hace que la antocianina sea mas susceptible a
la fotodegradacion. Sin embargo, la copigmentacion puede retrasar esta fotodegradacion, cuando

esta se presenta con flavonas pilihidroxiladas, isoflavonas y auronas asulfonadas (42).

Oxigeno: EIl oxigeno molecular hace muy susceptible a la molécula insaturada de la antocianina.
Las antocianinas son rapidamente oxidadas y degradadas cuando esas se encuentran
principalmente en su forma quinoidal (40). Por lo tanto la remocion de dicho oxigeno genera una
prevalencia mas amplia del color, por lo que el procesado de los alimentos con antocianinas se

lleva a cabo bajo condiciones de vacio o nitrdgeno (38).

Metales: los complejos con metales son caracteristicas de cada una de las plantas, con los cuales
se determina un espectro de colores Unico de cada una de ellas. lones metalicos tales como el
aluminio, estafio y hierro pueden formar complejos con las antocianinas que contengan grupos
hidroxilo en el anillo fendlico. EI acomplejamiento puede formar efectos batocrémicos hacia el

azul con el hierro y aluminio (38).
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Se ha demostrado que el acomplejamiento con metales puede incrementar y estabilizar el color de
las antocianinas en los alimentos, pero los mismos pueden también provocar pérdidas del color,
ya que considerando la habilidad de los metales como cobre y hierro de actuar como catalizadores
redox generan un resultado neto negativo (39).

f) Azlcares: los azucares a altas concentraciones estabilizan a las antocianinas (43). Esto es debido
a que a altas concentraciones se tiene una baja actividad de agua, que es uno de los factores de
degradacion de las antocianinas, por el ataque nucleofilico al catién flavilio que ocurre en el C-2
tomando la base carbinol incolora, por otro lado, cuando los azucares estdn en bajas
concentraciones no tendran efecto sobre la actividad del agua, provocando que sus productos de
degradacion (hidroximetilfurfural y furtural) aceleren la degradacion de las antocianinas (44).

g) Agua: El agua puede actuar como nucleéfilo y atacar el catién flavilio en el C-2 formando la
base carbinol incolora sin embargo, esta degradacion puede variar, dependiendo de la

concentracion de azUcares o con el fenémeno denominado copigmentacion (43).

Cuando los azUcares se encuentran a altas concentraciones, la actividad de agua es baja, por lo
gue las moléculas de agua tienen menores posibilidades de atacar el catién flavilio para
formar la base carbinol. Sin embargo, cuando los azlicares estan en bajas concentraciones la
actividad de agua no se ve afectada, por lo que sus productos de degradacién

(hidroximetilfurfural y furfural) aceleran la degradacion de las antocianinas (45).

Dado que la molécula de agua interviene en reacciones que deterioran las antocianinas, resulta
conveniente su eliminacion para disminuir las probabilidades de ataque nucleofilico al catién
flavilio (43).

2.2.10.3. Importancia y propiedades de las antocianinas

Las antocianinas son compuestos considerados fisiolégicamente activos y/o promotores de la salud desde
que su contribucién a la buena salud y la reduccion de enfermedades crénicas ha sido cientificamente

documentada. Entre las principales propiedades destacan:
a. Propiedades anticancerigenos.

Segun los estudios de la Universidad del Estado de Ohio (EE.UU.), la antocianina juega un rol importante
en la prevencién de la degeneracion de células de 6rganos en mamiferos y humanos. En combinacion con

el &cido elagico desarrolla una potencia preventiva contra ciertos tipos de cancer (46).
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b. Actividad antioxidante

Es evidente que las antocianinas encontradas en frutas y verduras, tienen propiedades antioxidantes
potentes en el combate de los radicales libres (46). Compararon las propiedades antioxidantes de las
antocianinas con antioxidantes ampliamente conocidos y encontraron mayor capacidad en comparacion a
la vitamina E, &cido ascorbico y B-caroteno. El tipo y la pigmentacion tienen gran influencia en el
contenido de actividad antioxidante (47).

c. Prevencién de otras enfermedades

Su labor fundamental es la proteccion de los capilares de la retina, desempefiando un papel fundamental
en la conservacion de la buena vista, facilita la regeneracion de la purpura retiniana, mejora la vision
nocturna y la agudeza visual. Ademas parecen tener propiedades antivirales, hemostaticas, por lo que
pueden desemperfiar un papel positivo en las infecciones y la detencion del sangrado. Protegen el corazén

de las enfermedades cardiovasculares (47).
d. Propiedades farmacolégicas

Las antocianinas poseen conocidas propiedades farmacoldgicas utilizadas para la terapia de un amplio
espectro de enfermedades. Las investigaciones realizadas con extractos de Vitis vinifera ricos en

antocianinas, han mostrado efectos antiinflamatorios y actividad anti edema (48).

En la actualidad no se ha reportado toxicidad de antocianinas, por lo que se consideran inofensivas para la
salud, siendo una alternativa potencial como un aditivo seguro y afectivo, ademas de su poder terapéutico
(49).

Las antocianinas son consideradas como colorantes potenciales en la industria alimentaria, sin embargo,
no han sido extensivamente usadas por su inestabilidad inherente, baja fuerza tintorial, propiedades
organolépticas del material vegetal, asi como también la dificultad de la purificacion, su limitada

disponibilidad comercial y la posible precipitacion de combinacion de antocianinas con proteinas (48).

2.2.11. METODOS DE EXTRACCION DE ANTOCIANINAS

Las antocianinas son moléculas polares y consecuentemente son mas solubles en solventes polares que en
no polares. A valores de pH donde las moléculas de antocianinas estan no ionizadas, pueden ser solubles
en éter y no son estables en soluciones neutras y alcalinas: por tanto, los métodos convencionales
empleados para la extraccion de antocianinas implican el uso de solventes acidos como se muestra en el

siguiente cuadro (50).
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Tabla 3: Métodos de extraccién de antocianinas (50).

METODO CARACTERISTICAS

0.001% HCI en metanol Este método es el método més efectivo, pero el HCI
es corrosivo y el metanol tiene efectos toxicos en la

salud humana.
0.001% HCI en etanol 80% tan efectivo como el metanol.
0.001% HCIl en agua 27% tan efectivo como el etanol.
Metanol acidificado con &cido citrico  Este es el mas eficiente de los &cidos organicos.

Agua acidificado con &cido acético En eficiencia es seguido por el &cido citrico, tartarico

y clorhidrico.

Agua con 1000 ppm de SO, La extraccion es mejor que la obtenida por el uso de
la extraccion tradicional los cuales implica sistemas

de etanol &cido acético: agua.

También para la extraccion de estos pigmentos se ha utilizado la maceracion del tejido en acido féormico-
metanol 2 a 10%, &cido clorhidrico 1 a 3% o &cido trifluoro acético-metanol 0.5 a 3% (51). Otro método
de extraccion utilizado es la extraccion mediante una solucion de agua acetona (30.70 v/v), el cual se
agrega la muestra y es re-extraida con la misma hasta obtener una sustancia clara, realizando filtrados
combinados llevandolos a una pera de decantacion agregandose cloroformo, es recolectada la porcion
acuosa y colocada en un rotavapor Buchi a 40°C durante 5 a 10 minutos, hasta evaporar la acetona
residual (52)

De las técnicas fotoquimicas, como las cromatografias en papel (CP), capa fina (CCP), columna (CC) y
gas liquido (CGL) el color y comportamiento en las cromatografias (polaridad) proporcionan datos
relevantes para su separacion e identificacion (valores de Rf). Para completar la identificacion existen
técnicas fisicas como la espectrofotometria de ultravioleta — visible (UV-Vis), espectrofotometria de
masas, resonancia magnética nuclear y cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC): y en otras menos

usadas como polarografia y ESR (Electron Spin Resonance). (51)
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2.2.12. CARACTERIZACION DE ANTOCIANINAS

Los andlisis de antocianos se realizan frecuentemente por técnicas cromatograficas, como la
cromatografia liquida de alta resolucién con deteccion por fotodiodos (HPLC-DAD). Por el alto precio de
los reactivos necesarios y el tiempo de andlisis de muestra, cercano a los 75 minutos, como por la
necesidad de personal experto en la técnica (50). Teniendo en cuenta que esta técnica presenta varias
ventajas, el fendmeno de absorcién es mas intenso por lo que se requieren muestras menores, el
equipamiento es mas sencillo y de uso mas flexible y por ultimo no presenta interferencias con otros

fendmenos fisicos (por ejemplo, la fluorescencia).

Esta técnica también presenta una mejor relacion sefial/ruido ya que la luz no pasa por un monocromador,
se miden todas las frecuencias a la vez lo que da mucha mayor rapidez, puede tener una resolucion de
menos de 0.01 cm?, y los espectros pasan necesariamente por una computadora lo que facilita el analisis

y manejo espectral (50).

Actualmente los espectrofotdémetros FT-IR han desplazado a espectrofotometros con monocromador

(dispersivos).

a. Maétodos espectrales. Una antocianina pura en metanol tiene dos absorciones maximas importantes,
una en el espectro visible en el rango de 465 a 550 nm y una pequefia en la regidn ultravioleta cerca
de los 275 nm. La absorcion maxima en el espectro visible da una clara indicacién de su patrén
hidroxilado de una antocianidina derivada de una antocianina. Por ejemplo, la pelargonidina tiene un
méaximo en 520 nm, la cianidina de 535 nm y la delfinidina a 546 nm. La introduccién de una
molécula de azucar en la posicion 3 de la antocianidina tiene un cambio hipsocromico en el espectro
(53).

Las dos clases mas comunes de antocianinas, la -3- y 3,5-diglucésido, tienen similar espectro de
absorcién maximo pero muestran diferencias de intensidad en el rango de los 400 a 460 nm. De este
modo, -5- y 3,5-glucdsidos tienen solo un 50%. de absorcion a 440 nm cuando se compara con su
correspondiente -3-glucésido. Los pigmentos que contienen azucares en las posiciones 5,7 y 3,7
tienen diferentes absorciones maximas y pueden ser facilmente distinguidos. El espectro de una
antocianina acilada muestra dos picos en la region ultravioleta debido a la superposicion de la
absorcién del grupo acilado. La presencia de un nuevo pico entre los 310 a 350 nm indica la
acilacion aromatica (53). Los métodos espectrales no son considerados suficientes para la absoluta
caracterizacion de la naturaleza de las antocianinas y la posicion de la glucosilacion. Otros anélisis

quimicos son necesarios para establecer la estructura de la antocianina.
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b. Cromatografia Liquida de Alta Resolucion (HPLC). Desde el trabajo de Mnaley y Shubiak 1975,
quienes fueron los primeros en aplicar la HPLC a anélisis de antocianinas, numerosas técnicas de
HPLC han sido desarrolladas para la separacion y cuantificacion de antocianinas y antocianidinas.
Hoy en dia la HPLC ha llegado a ser el método de eleccion debido a que esta ofrece la ventaja de ser
un método répido, sensitivo y cuantitativo. La cuantificacion de cromatogramas es, sin embargo,
complicado por la falta de disponibilidad de estandares puros de antocianinas. Aunque en el pasado
algunos estandares de antocianinas han estado comercialmente disponibles, en muchos casos el
aislamiento preparativo de antocianinas puras es todavia necesario. Dicho de otra manera, esto es
una practica comun que solamente un estandar de antocianina es usado (malvidina 3-glucdsido) y
que todos los otros picos de antocianinas son cuantificados en contra de este estdndar. Como hay
diferencias considerables en los valores cuantitativos de absorbancia y la absorcion méxima, esta
practica dara ligeramente resultados incorrectos (54). La separacion por HPLC de antocianinas ha
sido llevada a cabo casi exclusivamente en columnas C18. Ocasionalmente columnas de silice
enlazadas con octil (C8) y hexil (C6) han sido también usadas. EI promedio de didmetro de particula
de los empaques para HPLC es tipicamente entre 3 y 10 um, con 5 um siendo el mas frecuentemente
usado. En la RP-HPLC las antocianinas eluyen de acuerdo a sus polaridades
(delfinidina<cianidina<petunidina<pelargonidina<peonidina<malvidina). Sistemas solventes para
analisis de antocianinas por HPLC siempre incluyen un acido para alcanzar valores bajos de pH (<
2.0), el cual asegura que la mayoria de las antocianinas estan presentes en forma del cation rojo
flavilium. EIl &cido férmico (hasta 10%) es mas ampliamente usado. Este es, sin embargo, bastante
corrosivo y el acido perclérico y el acido trifluoroacético son igualmente agresivos. Comunmente
alternativas usadas son el &cido acético 15%, el acido fosférico 3-4%, el buffer de fosfatos. Esto
debe, sin embargo, ser considerado que el uso prolongado de solventes mas acidos que pH 2
pudieran resultar en una pobre reproducibilidad y corta vida de uso de la columna debido a la pérdida
de fases de enlace de la superficie del soporte de silice de la fase estacionaria (54).

Las elusiones de antocianinas son monitoreadas con sistemas de deteccion UV-Vis o matriz de
fotodiodo. Usualmente la longitud de onda de deteccion es fijada en el rango de entre 510 y 545 nm.
Dependiendo de la sensitividad del sistema detector y del pigmento antocianina, un limite de
deteccion de 0.5-1.0 mg/L de antocianina puede ser asumido generalmente. La identificacion de
antocianinas puede ser llevada a cabo por cromatografia de conocimiento, estandares disponibles o
basados en tiempos de retencion, los cuales son cominmente comparados con datos de la literatura.
Por escaneo del espectro de absorcion en linea, deteccion de matriz de fotodiodo hacen una

caracterizacion estructural adicional de posibles pigmentos. Quimicamente las antocianinas pueden
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ser identificadas por hidrélisis acida y la subsecuente determinacién de la antocianidina y el azlcar
mayoritario o por una hidrélisis alcalina suave y la subsecuente determinacion del componente acil.
Ademés de la elucidacion de la estructura, especialmente para antocianinas aciladas, puede ser
confirmada por espectrometria de masas de bombardeo rapido de atomos y espectroscopia NMR
(54).

Cuando las muestras contienen altas cantidades de material de interferencia (azucares, coloides) un
procedimiento de limpieza de muestra es recomendado. Una preparacion de muestra con cartuchos
de extraccion de fase solida (C18) fue encontrado a ser bastante util y efectivo. Previo al anélisis por
HPLC todas las muestras deben ser filtradas a través de un filtro de membrana de 0.45 pm o mas

pequefio (54).

Para demostrar el potencial de esta técnica una separacion por RP-HPLC de jugo de grosella negra es
mostrado en la Figura 9. A pesar de los altos costos de adquisicion y mantenimiento, la técnica por
RP-HPLC probablemente permanecera como el mejor método calificado para analisis de
antocianinas comparada con otros métodos, tiempos de analisis mas cortos, mejor selectividad, alta

versatilidad y mejor sensibilidad.

Repositorio Institucional - UNAMBA - PERU



-29 de 85-

04

>0 1 3

\a—-J.ULJMf - ~——— -

Pico 1 = delfinidina 3-glocdésido;
Pico 2 = delfinidina 3-rutinosido;
Pico 3 = cianidina 3- glucésido;
Pico 4 = cianidina 3-rutinésido;
Pico 5 = pelargonidina 3-glucésido (= int. Std);
Pico 6 = pelargonidina 3-rutindsido (54).

Figura 9: Separacién por RP-HPLC de Jugo de Grosella Negra.

2.2.13. CUANTIFICACION DE ANTOCIANINAS

Considerando el pH como uno de los principales factores de medio que afecta la estabilidad del color de
las antocianinas, los espectros de UV-Vis a diferentes valores de pH también varian y ayudan a
determinar si las antocianinas estdn o no polimerizadas. La concentracion de antocianinas se determina
con la absorbancia a un pH diferencial. Teniendo en cuenta dos bandas de absorcion de la region UV
(260-280 nm) y la regién visible (490-550 nm) para este tipo de compuestos. Los resultados se expresan

con pigmentos de antocianinas manomeétricas, generalmente expresados como cianidina-3-glucosido (50).

El método de pH diferencial permite la estimacion alternativa del contenido de antocianinas totales,
incluso en la presencia de pigmentos polimerizados y otras interferencias mediante el uso de sistemas

tampon, el empleo de un agente blanqueador, bisulfito, y la medicidn por espectroscopia de UV-Vis. Este
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Gltimo consiste en el uso de un agente blanqueador que decolorara a las antocianinas sin afectar a los
compuestos interferentes. Se obtiene una medida de la absorbancia méxima en la region visible, seguida
por la decoloracion. Los agentes blanqueadores més empleados son sulfito de sodio y perdxido de
hidrogeno (50).

2.2.14. CAROTENOIDES

Los carotenoides estdn ampliamente distribuidos entre las plantas, ciertas bacterias y animales, son
pigmentos naturales sintetizados por las plantas y microorganismos fotosintéticos, algunos de los cuales,
al igual que el caroteno, son precursores de la vitamina A. (55). Estan presentes en forma de micro-
componentes en frutas y verduras y son responsables de los colores amarillo, naranja y rojo. Al igual que
en caso de los compuestos fendlicos, hay investigaciones que avalan que los carotenoides son
responsables de las propiedades beneficiosas que presentan las frutas y verduras en la prevencion de
enfermedades humanas, incluyendo las enfermedades cardiovasculares, cancer y otras enfermedades

crénicas, ademas de ser importantes en la dieta como fuentes de vitamina A. (56).

Los carotenoides son compuestos liposolubles que se asocian con las fracciones lipidicas. Desde el punto
de vista quimico, los carotenoides son compuestos del tipo poliisoprenoides y se puede dividir en dos
grupos principales: (a) carotenos o carotenoides hidrocarburos, ellos sélo se componen de atomos de
carbono e hidrégeno y (b) xantéfilas, que son derivados oxigenados de hidrocarburos que contienen al
menos un oxigeno, tales como la hidroxi, ceto, grupos de &cido epoxi, metoxi o carboxilicos. Su
caracteristica estructural es un sistema de dobles enlaces conjugados, lo que influye en sus propiedades

quimicas, bioquimicas y fisicas (57).
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Figura 10: Estructura de algunos carotenoides importantes (57)

Las estructuras de algunos carotenoides comunes se muestran en la Figura 10; actualmente hay mas de
800 carotenoides naturales conocidos, cada uno de los cuales pueden formar varios isémeros cis-trans y
pueden ser objeto de nuevas modificaciones. Quimicamente, la mayoria de los carotenoides son
tetraterpenos C40 (H), constituidos por unidades mdaltiples de isopreno con un anillo de ciclohexano
sustituido e insaturado en cada uno de los extremos. A menudo, este esqueleto basico carbono C40 esta
bien conservado, o se encuentra ligeramente modificado, por ejemplo, por ciclaciéon en uno o ambos
extremos. Sin embargo, las modificaciones son mucho mas amplias, incluyendo isomerizacion,
reordenacion de los dobles enlaces, la introduccion de oxigeno conteniendo grupos funcionales y su

glicosilacion o acilacion (57).

Las acciones antioxidantes de los carotenoides se basan en sus propiedades de extincion del oxigeno
singulete y su capacidad para atrapar los radicales pirdxilos (56). La mejor accion antioxidante
documentada de los carotenoides es su capacidad de extinguir al oxigeno singulete. Esto resulta en un
carotenoide excitado, que tiene la capacidad para disipar energia recientemente adquirida a través de una
serie de interacciones de rotacion y de vibracion, por lo tanto se produce la regeneraciéon de los
carotenoides a su forma original y asi puede ser reutilizado para nuevos ciclos de extincion del oxigeno
singulete. La actividad extintora de un carotenoide depende en gran medida del nimero de dobles enlaces
conjugados de la molécula y se ve influenciada, en menor medida, por los grupos finales de carotenoides

(ciclico o aciclico) o la naturaleza de los sustituyentes en los carotenoides que contienen grupos ciclicos
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finales. El licopeno (once conjugados y dos dobles enlaces no conjugados) es uno de los extintores de

oxigeno singulete mas eficiente dentro del grupo de los carotenoides naturales (58).

La composicion de carotenoides en las plantas puede verse afectada por muchos factores, es decir,
cultivar, origen geografico, el grado de madurez y las condiciones del proceso, de otro lado, la estabilidad
de los carotenoides se ve afectada por diferentes tratamientos de secado (10), encontraron que sélo el 10
por ciento de pérdida de carotenoides se produjo cuando se sumergen en una solucién de sulfito de sodio
antes del secado con aire caliente. Sin embargo, una pérdida del 50 por ciento de los carotenoides se
muestra para el tratamiento sin remojo. La estabilidad de carotenoides varia también con el

procesamiento, el cocinado y esterilizado, y el tiempo de almacenamiento (59).

2.2.15. CAPACIDAD ANTIOXIDANTE

La capacidad antioxidante (CAOX) de los alimentos depende de muchos factores, incluyendo las
propiedades de los sustratos, las condiciones y etapas de la oxidacion y, la localizacion de los
antioxidantes en diferentes fases: hidrofilica o lipofilica (60). De otro lado la CAOX medida en una
muestra también depende de la tecnologia empleada, del generador de los radicales libres u agente
oxidante que se utiliza en la medicion y, de las condiciones de ensayo (61).

Se ha evaluado la capacidad de diferentes antioxidantes en numerosos estudios por diferentes métodos y
en diferentes condiciones, pero muy a menudo hay una falta de correlacion entre los resultados
encontrados para las CAOX determinadas en el mismo material por diferentes ensayos y entre las
capacidades determinadas por el mismo ensayo en laboratorios diferentes. Esto es comprensible, dada la
presencia de varias especies activas, las caracteristicas de la reaccion y los mecanismos que estan
implicados en el proceso oxidativo, haciendo que no exista un método simple universal por el cual se

puede evaluar con precision la CAOX y cuantificarla (61).

Segun Huang et al. (2005), los métodos para medir la CAOX se clasifican basicamente en dos grupos
dependiendo del mecanismo de reaccion asi se tiene a los métodos basados en la transferencia de un
atomo de hidrogeno (TAH) y métodos basados en la transferencia de electrones (TE). La mayoria de los
ensayos basados en TAH aplica un esquema competitivo en el cual el antioxidante y el sustrato compiten
por estabilizar a los radicales generados (ejemplo: radical peroxilo) a través de la donacién de un atomo
de hidrégeno. Los ensayos basados en la TE miden la capacidad de un antioxidante en la reduccion de un
oxidante, que cambia de color cuando se reduce (62); asi, el grado de cambio de color se correlaciona con

las concentraciones de antioxidantes de la muestra (63).
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2.2.16. METODOS DE EVALUACION DE CAPACIDAD ANTIOXIDANTE

La cantidad de métodos para la evaluacion de la capacidad antioxidante son variados y acorde pasan los

afios se muestran métodos aun mas sofisticados para la evaluacion, a continuacion se muestran 4 métodos

mas usados.

a)

b)

Método DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazilo): La molécula 1,1-difenil-2-picril-hidrazilo
(DPPH) es un radical libre estable en medio metandlico por tener un electron desapareado sobre
su molécula que no se dimeriza. La deslocalizacion del electron intensifica su color violeta
intenso, el cual absorbe a 515 nm al reaccionar con el sustrato antioxidante, por que éste le dona
un &tomo de hidrégeno y su color violeta se desvanece, este cambio de color en absorbancia es
cuantificado como capacidad antioxidante TEAC DPPH después de 30 a 120 minutos de reaccion
redox (64).

El Fundamento del método desarrollado por Brand-Willams et al, DPPH, consiste en que este
radical tiene un electron desapareado y es de color azul-violeta, decolordndose hacia amarillo
palido por reaccibn con wuna sustancia antioxidante; la absorbancia es medida
espectrofotométricamente a 517 nm. La diferencia de absorbancias, permite obtener el porcentaje

de captacion de radicales libres (65).

HSyants

(Agente Antioxidante)

DPPH DPPH
VIOLETA AMARILLO

Figura 11: Método del 2, 2-difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH) (65).

Método ABTS (2,2-azinobis-3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonate): EI método de inhibicién de
radicales ABTS fue desarrollado por Rice-Evans y Miller en 1994 y fue luego modificado por Re
et al., en el afio 1999. EI método para la deteccién de la CAOX se informa como un ensayo de
decoloracion. El radical mono cation preformado el 2,2 -azinobis-(3-etilbenzotiazolina-6-acido
sulfonico) (ABTSe+) se genera por la oxidacion de ABTS con persulfato de potasio y se reduce

en presencia de donantes de hidrégenos antioxidantes (66).
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El cation ABTS++, que es intensamente coloreado, disminuye de color al reaccionar directamente
con el antioxidante. La CAOX se mide como la capacidad de los compuestos de ensayo para
disminuir el color al reaccionar directamente con los radicales ABTSe+ (67). y se mide

espectrofotométricamente a 734 nm (68).

El trolox, un analogo hidrosoluble de la vitamina E, se utiliza como control positivo. La actividad
se expresa en términos de la capacidad antioxidante equivalente trolox del producto (TEAC/g o
L) (68).

Método ORAC (Oxygen Radical Absorbance Capacity): La actividad antioxidante se
cuantifica de acuerdo a la metodologia descrita por Cao et al. (1993), la que posteriormente fue
modificada por Ou et al. (2001). EI método se basa en la medicion de la fluorescencia de una
molécula a la que se le somete a la accidén de un generador de radicales libres (como el AAPH
(2,2’-azobis (2-amidino-propane) dihydrochloride)). A medida que la molécula fluorescente es
atacada y dafiada por los radicales peroxil va perdiendo su fluorescencia. La labor de los
antioxidantes es la de proteger la molécula y cuanto mas CAOX tiene un compuesto o alimento
mas se preserva la capacidad de emitir luz fluorescente de la molécula en cuestién. El grado de

proteccion se mide con un medidor de fluorescencia (69).

Los valores de ORAC se expresan generalmente como equivalente Trolox. EIl ORAC ha sido
adaptado para medir los antioxidantes lipofilicos, asi como hidrofilicos y en la actualidad el
ensayo ORAC se ha automatizado (70). En este ensayo los radicales peroxilo reaccionan con un
agente fluorescente para formar un producto no fluorescente, el cual es cuantificado facilmente
por la fluorescencia. La CAOX se determina por una disminucion de la frecuencia y la cantidad

de producto formado en el tiempo (67).

Método FRAP (Ferric Reducing Ability of Plasma): Benzie y Strain (1996), indican que un
potente antioxidante de radicales libres a menudo actia como un potente agente reductor tal es el
caso del principio del método FRAP. El ensayo FRAP, se presenta como un método que evalla la
reduccion del i6n férrico a ferroso, a pH bajo, provocando la formacién de un complejo coloreado
ferroso-tripyridyltriazine (Fell-TPTZ) a partir del complejo férrico-tripyridyltriazine (Felll-
TPTZ), formando un color azul intenso con un maximo de absorcion a 593 nm. Las condiciones
del ensayo favorecen la reduccion del complejo y, por lo tanto, el desarrollo de color, siempre que

un agente reductor (antioxidante) esté presente (71).
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El cambio de absorbancia es lineal en un amplio rango de concentraciones con soluciones que
contengan una mezcla de antioxidantes, incluyendo el plasma, y con soluciones que contienen un
antioxidante en forma purificada. El ensayo FRAP es econdmico, los reactivos son féciles de
preparar, los resultados son altamente reproducibles y el procedimiento es sencillo y rapido (71).

2.2.17. RADICALES LIBRES

Los radicales libres son &tomos o grupos de atomos que tienen un electrén desapareado o libre, por lo que
son muy reactivos ya que tienden a captar un electrén de moléculas estables con el fin de alcanzar su
estabilidad electroquimica. Una vez que el radical libre ha conseguido sustraer el electron que necesita, la
molécula estable que se lo cede se convierte a su vez en un radical libre por quedar con un electron
desapareado, iniciandose asi una verdadera reaccion en cadena que destruye nuestras células. La vida
media bioldgica del radical libre es de microsegundos, pero tiene la capacidad de reaccionar con todo lo
que esté a su alrededor provocando un gran dafio a moléculas, membranas celulares y tejidos. Los
radicales libres no son intrinsecamente deletéreos; de hecho, nuestro propio cuerpo los produce en

cantidades moderadas para luchar contra bacterias y virus (72).

Desde el punto de vista quimico los radicales libres son todas aquellas especies quimicas, cargadas o no,
que en su estructura atbmica presentan un electrén desapareado o impar en el orbital externo, dandole una
configuracion espacial que genera gran inestabilidad, sefializado por el punto situado a la derecha del
simbolo. Poseen una estructura birradicélica, son muy reactivos, tienen una vida media corta, por lo que

actlian cercano al sitio en que se forman y son dificiles de dosificar (73).

2.2.18. COMPUESTOS FENOLICOS

Los componentes fendlicos constituyen uno de los grupos de micronutrientes presentes en el reino
vegetal, que forman parte importante de la dieta humana. Dentro de la clasificacion general se encuentran
los fenoles, acidos fendlicos y flavonoides, que constituyen un amplio grupo de sustancias quimicas
consideradas metabolitos secundarios de la planta, con diferentes estructuras quimicas y propiedades.
Existe un interés en estudiarlos debido a sus propiedades antioxidantes, su participacion en procesos
sensoriales de los alimentos naturales y procesados, ademas de sus posibles aplicaciones para la salud
humana (73).

Los compuestos fendlicos intervienen como antioxidantes naturales en los alimentos, por lo que la
obtencion y preparacién de productos con un alto contenido de estos compuestos supone una reduccion en

la utilizacion de aditivos antioxidantes, pudiendo incluso englobarlos dentro de los llamados alimentos
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funcionales. Esta actividad antioxidante se asocia con su papel protector en las enfermedades

cardiovasculares y el cancer (74).

Los Polifenoles son un conjunto heterogéneo de moléculas que comparten la caracteristica de poseer en
su estructura varios grupos bencénicos sustituidos por funciones hidroxilicas; se encuentran en muchas

plantas, algunas de uso comun y por sus propiedades antioxidantes merecen mayor atencion (75).

Los Polifenoles son fitoquimicos, es decir, compuestos que abundan en los alimentos vegetales naturales
con propiedades antioxidantes. Se han identificado mas de 80 000 polifenoles, que se encuentran en
alimentos como el té, vino, chocolate, frutas, vegetales y aceite de oliva extra virgen, por nombrar

algunos (75).

Los compuestos fendlicos en los alimentos y productos nutracéuticos se originan a partir de la
fenilalanina y, en menor medida en algunas plantas, también a partir de tirosina (75) (19). Quimicamente,
los compuestos fendlicos pueden ser definidos como sustancias que poseen un anillo aromatico que lleva
uno o0 mas grupos hidroxilo, incluyendo sus derivados funcionales. Su presencia en los tejidos animales y

otros materiales es generalmente debido a la ingestidn de alimentos de origen vegetal.

Los polifenoles son un grupo de sustancias gquimicas encontradas en plantas y caracterizadas por la
presencia de mas de un grupo fenol por molécula. Los polifenoles son generalmente subdivididos en
taninos hidrolizables, que son ésteres de acido gélico de glucosa y otros azlcares; y fenilpropanoides,
como la lignina, flavonoides y taninos condensados. Los polifenoles son un conjunto heterogéneo de
moléculas que comparten la caracteristica de poseer en su estructura varios grupos bencénicos sustituidos
por funciones hidroxilicas. Los polifenoles son importantes para la fisiologia de las plantas pues
contribuyen a la resistencia de microorganismos e insectos y ayudan a preservar su integridad por su
continua exposicion a estresantes ambientales, incluyendo radiaciones ultravioletas y relativamente altas
temperaturas. En el ser humano, parte de la actividad bioldgica de los polifenoles se debe a su capacidad

de formar parte del sistema antioxidante celular (19).
2.2.18.1. TIPOS DE POLIFENOLES

Los polifenoles pueden separarse en otras cuatro categorias, con subgrupos adicionales con base en el
namero de anillos de fenol que contengan y segun los elementos estructurales que unan a estos anillos

entre si.

Como regla general, los alimentos que contienen mezclas complejas de polifenoles con niveles mas altos

en las capas externas de las plantas, que en las internas, son: (75).
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o Flavonoides: que tienen propiedades tanto antioxidantes como antinflamatorias, se
encuentran en las frutas, vegetales, leguminosas, vino tinto y té verde.
o Flavonas
o Flavonoles
o Flavononas
o Isoflavonas
o Antocianidinas
o Chalconas
o Catequinas
o Estilbenos: que se encuentran en el vino tinto y en los cacahuates (el resveratrol es el
mas conocido)
e Lignanos: se encuentran en semillas como la linaza, leguminosas, cereales, granos,
frutas, algas y ciertos vegetales
« Acidos fendlicos:
o Acidos hidroxibenzoicos, que se encuentran en el té.
o Acidos hidroxicinamicos, presentes en la canela, en el café, moras azules, kiwis,

ciruelas, manzanas y cerezas. (75).

2.2.19. METODOS DE CUANTIFICACION DE POLIFENOLES TOTALES

a)

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

en polifenoles (76).
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Figura 12: Mecanismo de accion del reactivo de Folin-Ciocalteu (76).

2.2.20. METODOLOGIA DE LA SUPERFICIE DE RESPUESTA

La metodologia de superficie de respuesta (MSR) es un conjunto de técnicas matematicas y estadisticas
Gtiles para modelar y analizar problemas en los cuales una respuesta de interés es influenciada por varias

variables, siendo el objetivo optimizar esta respuesta (77).

El método de superficie de respuesta permite formular y desarrollar productos, habiendo demostrado ser
una excelente herramienta para simplificar disefios experimentales, permitiendo trabajar simultdneamente
con varias variables (78). La MSR permite seleccionar previamente un nimero discreto de factores que se
saben que son los que mas influyen en una funcion objetivo, que para el caso de la industria alimentaria
pueden ser en el producto y en su aceptacion global. A partir de la variacién de estos factores y siguiendo
disefios experimentales adecuados, se obtienen datos cuantitativos de la variable respuesta (aceptacion)
gue, ajustados a un modelo matematico, proporcionan una ecuacion multivariante que resume los
resultados del estudio y permite predecir las respuestas para valores que no fueron determinados en el

experimento (79).

Segun Elias (80), la optimizacién mediante superficies de respuesta le permite al tecndlogo de alimentos
minimizar los costos, maximizar las ganancias, reducir el empleo de ingredientes o preservantes costosos,
incrementar las caracteristicas deseables del alimento sin comprometer su inocuidad durante el desarrollo
de un nuevo producto o para el mejoramiento de uno existente, tal como fue empleada en la presente

investigacion.
2.2.20.1. OPTIMIZACION DE UNA SUPERFICIE DE RESPUESTA

En la fase inicial del estudio de una superficie de respuesta se trata de identificar la region de respuesta
Optima y para ello se utilizan experimentos factoriales completos 2 k (nimero de niveles por cada factor)

o fraccionarios 2k-p, con el fin de estimar las respuestas medias para un modelo lineal o de primer orden.
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Se recomienda generalmente agregar dos o mas observaciones en el nivel medio de cada uno de los
factores para estimar el error experimental y tener un mecanismo de evaluacion con el fin de establecer si

el modelo lineal es apropiado (77).

Ya identificada la region de respuesta optima, los disefios factoriales completos o fraccionarios a dos
niveles no son suficientes, pues se requieren al menos tres niveles para cada factor y el disefio debe de
tener 1+2k+k (k-1)/2 puntos distintos para estimar los parametros de un modelo de regresion cuadrética.
Sin embargo utilizar factoriales 3k requiere un nimero de combinaciones de tratamientos poco practico,
pues si se tienen k =2, factores se necesitarian 9 combinaciones de tratamientos y agregar un factor mas,

esto es, tener un disefio factorial 3% requiere 27 combinaciones de tratamientos (77).

Existen varias clases de disefios desarrollados para la aproximacién a una superficie de segundo orden,
gue no requieren tantas combinaciones de tratamientos como los disefios factoriales 3k y donde cada uno
de ellos posee ciertas caracteristicas y propiedades. Entre estos estan los disefios centrales compuestos
propuestos por Box y Wilson, citado por Montgomery (77), que no crecen tanto como los disefios

factoriales 3Kk, y los disefios Box- Behnken.

2.2.20.2. DISENO CENTRAL COMPUESTO

El disefio central compuesto es el experimento disefiado de superficie de respuesta que mas se utiliza. Los
disefios centrales compuestos son un disefio factorial o factorial fraccionado con puntos centrales,
ampliado con un grupo de puntos axiales (también denominados puntos de estrella) que permiten estimar

la curvatura. Puede utilizar un disefio central compuesto para: (77)

o Estimar eficientemente los términos de primer orden y segundo orden.
e Modelar una variable de respuesta con curvatura al agregar puntos centrales y axiales a un disefio

factorial previamente ejecutada.

Los disefios centrales compuestos son especialmente Utiles en los experimentos secuenciales, porgque
frecuentemente permiten ampliar experimentos factoriales anteriores al agregar puntos axiales y centrales.
(77)

Cuando es posible, el disefio central compuesto tiene las propiedades convenientes de bloques

ortogonales y rotabilidad.
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Figura 13: Representacion grafica de un disefio central compuesto (77)

Bloques ortogonales

Con frecuencia, los disefios centrales compuestos se ejecutan en mas de un bloque. Los disefios
centrales compuestos pueden crear bloques ortogonales, 1o que permite estimar los términos del
modelo y los efectos de bloque de manera independiente y minimizar la variacion en los
coeficientes de regresién (77).

Rotabilidad

Los disefios rotables ofrecen varianza de prediccién constante en todos los puntos que estan
equidistantes del centro del disefio (77).
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2.3. MARCO CONCEPTUAL

e Optimizar: Es un verbo que designa la accion de buscar la mejor forma de hacer algo. Como tal,
es un verbo transitivo que se conjuga como “realizar”. obtener los mejores resultados posibles

obtenidos por medio de una actividad o estrategia.

e Parametro: Dato o factor que se toma como necesario para analizar o valorar una situacion.
Variable que, en una familia de elementos, sirve para identificar cada uno de ellos mediante su

valor numérico.

e Solvente: Dicho de una sustancia: Que puede disolver y producir con otra una mezcla

homogénea.

e Etanol: En el campo quimico, el etanol es un compuesto quimico, mejor conocido como alcohol
etilico que en situaciones de temperatura normal se caracteriza por ser un liquido incoloro e
inflamable en punto de ebullicién de 78 grados centigrados. Desde la antigliedad el etanol era
utilizado credndolo a partir de la fermentacién y disolucién combinada de azlcares y levadura

gue luego eran sometidos a destilacion.

e Acido citrico: Es un 4cido organico tricarboxilico, presente en la mayoria de las frutas, sobre

todo en citricos como el limdn y la naranja. Su formula molecular es C6H807.

Es un buen conservante y antioxidante natural que se afiade industrialmente como aditivo en el

envasado de muchos alimentos como las conservas de vegetales enlatadas.

En bioquimica aparece como un metabolito intermediario en el ciclo de los &cidos tricarboxilicos,

proceso realizado por la mayoria de los seres vivos.

e Azlcar reductor: Monosacarido o disacarido que puede ceder electrones a otras moléculas y
puede por tanto, actuar como agente reductor. La presencia de un grupo cetona (-CO-) no
aldehido (-CHO) libre permite a la mayoria de los monosacéridos y polisacaridos actuar como
azucares reductores. Los azucares reductores se pueden detectar por el test de *Benedict.

Comparar con azucares no reductores.

e pH: Medida de acidez o alcalinidad de una disolucién. El pH indica la concentracion de iones
de hidrégeno presentes en determinadas disoluciones. La sigla significa potencial de
hidrégeno o potencial de hidrogeniones. Esta expresion es Gtil para disoluciones que no tienen

comportamientos ideales, disoluciones no diluidas.
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Tiempo: Es unamagnitud fisicacon la que medimos la duracibn o separacion de
acontecimientos. El tiempo permite ordenar los sucesos en secuencias, estableciendo un pasado,
un futuro y un tercer conjunto de eventos ni pasados ni futuros respecto a otro. En mecénica
clasica a esta tercera clase se llama "presente” y estd formada por eventos simultdneos a uno
dado.

Su unidad basica en el Sistema Internacional es el segundo, cuyo simbolo es (s) (debido a que es
un simbolo y no una abreviatura, no se debe escribir con mayuscula, ni como "seg", ni agregando

un punto posterior).

Temperatura: Magnitud referida a las nociones comunes de calor medible mediante
un termometro. En fisica, se define como una magnitud escalar relacionada con la energia
interna de un sistema termodindmico, definida por el principio cero de la termodindmica. Mas
especificamente, estad relacionada directamente con la parte de la energia interna conocida
como energia cinética, que es la energia asociada a los movimientos de las particulas del sistema,
sea en un sentido traslacional, rotacional, o en forma de vibraciones. A medida que sea mayor la
energia cinética de un sistema, se observa que este se encuentra mas «caliente»; es decir, que su

temperatura es mayor.
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CAPITULO Il
DISENO METODOLOGICO

3.1. DEFINICION DE VARIABLES:

En la investigacion “Optimizacién de las condiciones de extraccion de compuestos fenélicos
antioxidantes de tubérculos mashua (Tropaeolum tuberosum Ruiz & Pavén)”, realizado por
Chirinos et al. (9), se determind que los factores que afectan significativamente la extraccion de
antocianinas y compuestos fendlicos de los diferentes genotipos de mashua son el nivel de pH,
tiempo de extraccion relacion, tipo de disolvente y la relacion de la misma, ademas de que la
temperatura afecta degradando los componentes en mencién. Por lo cual, para el presente trabajo
de investigacion se tomara Temperatura, Tiempo y la variacion de pH como variable
independiente y la cantidad de antocianinas como variable dependiente, usando como solvente
extractor etanol acidificado con acido citrico.

a) VARIABLE INDEPENDIENTE:
Se considera como variables independientes los siguientes factores de extraccion.

e Temperatura (T°)
e Tiempo (min)

e Variacion de pH
b) VARIABLE DEPENDIENTE:

Se considera como variable dependiente la Cantidad de antocianinas totales obtenidas de la extraccion
(CAT), la capacidad antioxidante y polifenoles totales en el extracto 6ptimo.

3.2. OPERACIONALIZACION DE VARIABLES.

Tabla 4: Representacion esquematica de la operacionalizacion de variables de la investigacién

Variables Nombres de variables Indicadores indices
Temperatura T °C
Variables Potencial de hidrogeniones pH Acido - Alcalino
independientes  Tiempo t Minutos
Contenido de antocianinas CAT (mg cianidina 3 —
. totales glucosido/100 g)
Variable . L
. * Actividad antioxidante CAOX TEAC DPPH (umol
dependiente
trolox/g)
* Polifenoles totales PFT (mg &cido gélico /g)

* Se evaluard al extracto 6ptimo.
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3.3. FORMULACION DE HIPOTESIS
3.3.1. HIPOTESIS GENERAL

Hi: los parametros de extraccion (Temperatura, Tiempo y pH), influyen en el rendimiento de
antocianinas de tubérculos de mashua negra (Tropaelum tuberosum), asi como la capacidad
antioxidante y polifenoles totales.

3.3.2. HIPOTESIS ESPECIFICOS

e Si los tubérculos de mashua negra (Tropaelum tuberosum), contienen antocianinas entonces s
posible determinar los pardmetros 6ptimos de temperatura, pH y tiempo para su extraccion.

o Si los extractos 6ptimos tubérculos de mashua negra (Tropaelum tuberosum), contienen
compuestos bioactivos entonces es posible determinar su capacidad antioxidante.

e Si los extractos Optimos tubérculos de mashua negra (Tropaelum tuberosum), contienen

compuestos bioactivos entonces es posible evaluar la cantidad de polifenoles totales.

3.4. TIPO Y DISENO DE INVESTIGACION

El tipo de investigacion es aplicada con un disefio de Investigacién experimental porque contribuye a
optimizar el proceso de extraccion de antocianinas y nivel de estudio explicativo correlacional, en el
disefio de la investigacién se observa el efecto causado por la variable independiente (T, pH, tiempo)

sobre la variable dependiente y su posterior evaluacion del producto optimizado

3.4.1. METODO DE INVESTIGACION

El método a emplear en el presente estudio es hipotético-deductivo, porque durante la prueba
experimental se podré evaluar los efectos de la variable independiente mediante la observacion directa a
fin de verificar que dichos efectos cubran las expectativas a las hipétesis planteadas. Durante la ejecucion

de este proyecto de investigacion se usara diversos equipos, materiales y reactivos de laboratorio.
3.5. POBLACIONY MUESTRA
3.5.1. Poblacién

La poblacion en esta investigacién son los tubérculos de mashua (Tropaelum tuberosum), variedad
Cheara o negro en una cantidad de 10 kg recolectado en la feria dominical del Arco-Tamburco,

proveniente de la comunidad de Kishuara distrito de Huancarama provincia de Andahuaylas.

3.5.2. Muestra

La muestra se extrajo de los tubérculos de mashua variedad Cheara o negro, de acuerdo al estado de

madurez principalmente se seleccion6 los tubérculos de color negro ya que en ella se encuentra la mayor
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cantidad de antocianinas, se efectuaron los analisis en una sola variedad por lo se considera una poblacion
uniforme.
3.6. PROCEDIMIENTO DE LA INVESTIGACION

En el siguiente diagrama de secuencia de procesos se presenta el procedimiento del trabajo de
investigacion.

é - N
Eleccion de la
especie
\ y
]
( -7 - - \
Seleccion y limpieza
de materia prima
\ y
il
Extraccion del
pigmento
]
(" N
Filtracion del
extracto acuoso = Torta
Il
( ifugado del |
Centrifuga _
| extracto acuoso ):? Sedimento
|

Cuantificacion de
antocianinas totales

g

Extracto optimo de
antocianinas

Figura 14: Diagrama de secuencia de procesos para la obtencion y evaluacion del pigmento de mashua
negra
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Tubérculos de mashua
negra

4
4 4

Identificacion por Extraccion optima
HPLC-liquido de antocianinas
J
{
Anélisis de polifenoles Analisis de la capacidad
totales antioxidante

Figura 15: Diagrama de secuencia de procesos para evaluacion HPLC y compuestos bioactivos de
mashua negra

3.6.1. ELECCION DE LA ESPECIE
La especie seleccionada fueron tubérculos de mashua negra recién cosechados y sin soleado., el cual fue

recolectado en la feria dominical del Arco-Tamburco, proveniente de la comunidad de Kishuara distrito

de Huancarama provincia de Andahuaylas.

3.6.2. SELECCIONY LIMPIEZA DE LA MATERIA PRIMA.

La muestra previamente seleccionada de acuerdo a la variedad Cheara o negro, fue lavada a chorro
continuo con agua potable, con la finalidad de eliminar la presencia de material solido (tierra y
piedrecillas) y secado a temperatura ambiente apartada de la luz del sol.

Figura 16: Muestra de tubérculos en mashua negra
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3.6.3. EXTRACCION DEL PIGMENTO:

Los tubérculos de mashua negra fueron congelados a -20°C y triturados en una extractora giratoria marca

OSTER, modelo SKU. 592187 para asi lograr obtener una masa pastosa homogénea.

La extraccion de las antocianinas se realizé de la siguiente forma: bajo condiciones de oscuridad, en un
frasco de vidrio forrado con papel aluminio, se mezclé 1 gramo de muestra con 20 ml de una solucion
alcohdlica-acida, la cual estuvo compuesta por &cido citrico C¢HsO- y etanol en una relacion 1:20 (g/ml),
respectivamente. Luego, el conjunto se homogenizo, rotuld y llevé a los tratamientos establecidos en el

disefio experimental de optimizacion que se representa en la tabla 6.

e Los tratamientos térmicos de extraccion se llevaron a cabo en bafio maria marca MEMMENT,
tipo WNE14 controlable y programable, sin embargo para alcanzar los tratamientos térmicos
establecidos en los puntos axiales del disefio experimental (6.36414 °Cy 73.6359 °C), se utiliz6
una refrigeradora con control de temperatura marca BOSCH, modelo KDN42BW121/03 y una
Mufla marca VENTICELL, tipo L SIS-B2V/VC 111 programable. En todos los tratamientos los
frascos fueron rotulados y cubiertos con papel aluminio para evitar la incidencia de la luz.

e Las soluciones acidas fueron preparadas con la adicion de acido citrico a una solucion de etanol
quimicamente puro controladas por un pH-metro marca SI ANALYTICS, modelo Lab 850 en

agitacion constante y refrigerados inmediatamente a 6°C.

-
Figura 17: Extraccion de pigmentos en tubérculos en mashua negra
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3.6.4. FILTRACION DEL EXTRACTO ACUOSO
Después del proceso de extraccion del pigmento, se procedié a filtrar al vacio los frascos de extracto
acuoso utilizando doble papel filtro whatman # 40, para separar las partes sélidas del extracto acuoso,

eliminando asi la torta sélida que son componentes no deseables y dejando solo el extracto.

3.6.5. CENTRIFUGADO DEL EXTRACTO ACUOSO

Luego, el extracto acuoso se llevé a la centrifugadora, donde se centrifugé a 4200 rpm por un tiempo de
10 minutos, el cual con un movimiento de rotacién origina una fuerza giratoria que produjo la separacion
de los solidos que pudieron haberse filtrado y de esta manera obtener un extracto mas limpio por
diferencia de densidades, en la parte superior del tubo se encontré el pigmento (sobrenadante) debido a
que tiene menor densidad y en la parte de abajo el sedimento lo cual se elimina con otras sustancias con

mayor densidad.

3.6.6. CUANTIFICACION DEL TOTAL DE ANTOCIANINAS MEDIANTE EL METODO
DEL PH DIFERENCIAL (Método de Giusti y Wrolstad (81).)

Los extractos obtenidos fueron diluidos independientemente en los buffers a pH 1.0 y pH 4.5 y se los dejé

reposar por 10 min bajo oscuridad a temperatura ambiente. Transcurrido el tiempo se calibrd el

espectrofotometro con el buffer de pH uno y se leyé todos los tubos que contenian este buffer a 520 y 700

nm; luego se procedid a calibrar el equipo con el buffer pH 4.5 y se leyd todos los tubos que contenian

este buffer a 520 y 700 nm.

El contenido de antocianinas totales se determind segin el método de pH diferencial, el mismo que se
basa en el cambio de coloracion de las antocianinas de acuerdo al pH en la que se encuentran, quienes
presentan mas coloracion en su forma oxonio a pH 1.0 (KCI 0.025 M) e incoloro en su forma hemiacetal
a pH 4.5 (CH;COONa 0.4 M), esta diferencia de color permite la cuantificacion de antocianinas
mediante la medida de sus absorbancias a diferentes longitudes de onda como son 520 y 700 nm
respectivamente usando como blanco agua destilada (81). Las soluciones buffer empleadas para el ajuste

del pH fueron:

o Buffer a pH 1.0: Se pes6 1.86 gramos de KClI, se disolvié en 980 ml de agua destilada y se ajustd
el pH a 1.0 con HCI concentrado y luego se enraz6 a un litro con agua destilada.

e Buffer a pH 4.5: Se pes6é 32.812 gramos de acetato de sodio, se disolvié en 980 ml de agua
destilada y se ajustd el pH a 4.5 con HCI concentrado y luego se enraz6 a un litro con agua
destilada.

Los célculos se efectuaron de acuerdo a lo establecido por Giusti y Wrolstad (81), el cual se basa en la

aplicacion de las siguientes formulas:
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A = (As20 — A700)pH 1.0 — (As20 — A700)pH 4.5 -+ - +ov e .. ECuacion 1.
AXPMXxFD x 1000
cat(™8/) = e eeeeee e e Ecuacion 2.
exl

e Paraconvertir el CAT en (mg/100g) se usa la siguiente ecuacion:

cAT ("8/;90g) = W N (%) 1000 ................ Ecuacién 3.
Donde:
A : Cambio en la absorbancia
CAT : Contenido de antocianinas totales (mg/L)
PM : Masa molecular para cianidina-3-glucésido, 449,2 g/mol
£ : Coeficiente de extincién molar para cianidina-3-glucoésido, 26900 L/mol.cm
| : Camino Optico de celda, 1 cm
FD : Factor de dilucién (volumen de aforo/volumen alicuota)
Vv : Volumen de aforo de extracto (mL)
W : Peso muestra (g)

3.6.7. IDENTIFICACION POR HPLC-LIQUIDO

La identificacion por HPLC-liquido se llevo a cabo en los laboratorios la Universidad Nacional San
Antonio Abad del Cusco, Laboratorio de Cromatografia y Espectrometria, mediante un Cromatégrafo
Agilent serie 1200, Software: Chemstation V03.02. La fase movil estaba compuesta de solvente (A) agua:
acido acético HsPO, y solvente (B) Acetonitrilo (10%:5%:1%), con un sistema de Analisis gradiente 0 a 2
min 0% de B, a 10 min 15% de B, a 15 min 20% de B, a 17 min 50% de B hasta 100% de B en 18 min a
una temperatura del horno de 30.0 °C y un tiempo de analisis de 18 minutos a la que se inyecto caudal de
0,5 ml/min y un volumen de 1.0 uL, el colorante cuya extraccion se realiz6 con metanol a tubérculos de
mashua negra congelados a -20°C en una relacion de 1:10, posteriormente se filtrd y concentrd y se
adiciono cloroformo para separar los componentes apolares que no son de interés en el presente estudio

de investigacion.

Se separaron utilizando una columna de HPLC de fase inversa en un modulo de separacion Waters,
equipado con un autoinyector, un detector de matriz de fotodiodos 996 (DAD) y el software Empower.

Los datos espectrales se registraron de 200 a 700 nm durante todo el ciclo.

Los compuestos fendlicos se identificaron y cuantificaron comparando su tiempo de retencién y los datos

espectrales UV-visibles con los estandares inyectados previamente conocidos.
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3.6.8. CAPACIDAD ANTIOXIDANTE METODO TEAC DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazilo).

La capacidad antioxidante de extractos de mashua fue evaluado por el método DPPH planteado por

Brand — Williams (65), el mismo que fue evaluado en el extracto 6ptimo.

Para la determinacion de la capacidad antioxidante de los extractos de mashua, se han usado como patrén
de referencia el Trolox, por lo que tanto los extractos como el estandar actuaron reduciendo el radical 2,2-
difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH).

El procedimiento para evaluar la capacidad antioxidante fue, a 1.2 ml de solucion de DPPH previamente
ajustada a absorbancia de 0 a 700, se le adicion6 100 uL del extracto acuoso de mashua negra, luego se
agito y se leyo la absorbancia inicial DPPH a 515 nm de longitud de onda y dejo incubar por 10 minutos a
temperatura ambiente en oscuridad, luego se ley6 en un espectrofotometro UV/VIS GENESYS 10S

(Thermo Scientific) a 515 nm de longitud de onda.

La calibracion fue hecha con una solucién de trolox (&cido (%)-6-hidroxi-2, 5, 7,8-tetrametil-croman-2-
carboxilico de EMD Chemicals Carbiochem USA) y la actividad antioxidante total fue expresada como

micromoles de equivalentes trolox por gramo de mashua negra. Usando el solvente etanol como blanco.

Para el factor de dilucién se tom6 500 pL del extracto de mashua negra y se aforé en 1500 uL de agua
destilada; por lo que el factor de dilucion es igual al FD = (2000/500) = 4.

Con respecto al radical DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazilo, Free radical Calbiochem Merck) se ha
preparado a 50 um en 100 ml y de esta solucion se ajusta a una absorbancia de 0.7 (x 0.02) con etanol

(82), siendo la curva patron siguiente:

0.700
y = 0.0008x + 0.0101 -0
0.600
R? = 0.9918 o
0.500
8
4, 0.400 L
oM
< 0300 e
e
0.200 .
0.100 o®
o
0.000
0 200 400 600 800 1000

(umol trolox/L)

Figura 18: Curva de calibracion de Trolox para la determinacion de la capacidad antioxidante por
DPPH
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La capacidad antioxidante se calculé usando la curva estdndar de Trolox determinados por Barragan
Condori, 2017 (82). Que se us6 como patron de referencia el trolox desde 100 a 800 (umol/L) por lo que,
tanto los extractos como el estandar actuaran reduciendo el radical DPPH (50 um) (65). Los resultados se

expresan como (equivalente Trolox umol/g de muestra).

Se determind por triplicado, considerando la absorbancia a 515 nm de longitud de onda.

Los célculos se efectuaron con la siguiente ecuacion.

umol trolox) _ [Abs.muestm —A

TEAC DPPH ( B

- ] * FD ... vov vev ee e Ecuacion 4.
litro

Donde ADbs. muestra: @bsorbancia de la muestra
A intercepto

B pendiente

FD factor de dilucion.

3.6.8. ANALISIS DE POLIFENOLES TOTALES (PFT):

El contenido de polifenoles totales se determind segun el método de Folin Ciocalteu con algunas
modificaciones, el cual se basa en la oxidacién de compuestos fendélicos con el reactivo Folin Ciocalteu
formado por &cido fosfomolibdotingstico (W*¢, Mo*®) de color amarillo en medio acido, el mismo que al
ser reducido a (W*°, Mo*®) por los grupos fendlicos en medio bésico, emite un complejo color azul, cuya
intensidad medida en absorbancia a 765 nm, da como resultado el contenido total de polifenoles usando

como patrén el &cido galico.

Para esta determinacion se mezclaron 100 uL del extracto con 1.6 ml de agua y 100 pL de reactivo de
Folin Ciocalteu, posteriormente se afiadieron 200 uL de una solucion de carbonato de sodio Na2COs (7%)
para aforar a 2 ml, se tomd la lectura inicial previamente calibrado a 0 con (1.7 ml de agua y 100 pL de
reactivo de Folin Ciocalteu y 200 pL de una solucidn de carbonato de sodio Na;COs (7%) para aforar a 2
ml), se guard6 por 30 min en oscuridad y luego se realiz6 la lectura de absorbancias a 765 nm. Para el
contenido de polifenoles se us6 como patrén de referencia el acido galico desde 0 a 5 (mg/L) cuyo R? fue
0.969 a partir de la curva de calibracion y = 2.701x - 0.0354 (83) (82). Este procedimiento se efectud por

triplicado para cada muestra. Obteniéndose la absorbancia a 765 nm.

Para el factor de dilucién se tom6 500 pL del extracto de mashua negra y se aforé en 1500 uL de agua

destilada; por lo que el factor de dilucion es igual al FD = (2000/500) = 4.

Los célculos se efectuaron con la siguiente ecuacion.

Repositorio Institucional - UNAMBA - PERU



-52 de 85-

mg acido galico Abs. —A
PFT ( g - g ) = [ muestra ] *FD ................. Ecuacion 5.
litro B
Donde:

PFT : Polifenoles totales

ADS muestra : Absorbancia de la muestra

A : Intercepto

B : Pendiente

FD : Factor de dilucién

a) Preparacion de la curva de calibracion

Se utilizd una solucion estandar de acido galico del cual se tomaron volimenes de 0; 50; 100; 150 y
200 pL y se completd el volumen de cada uno a 2000 pL con solucion de NaoCOs (7%), reactivo
Folin (1N). Posteriormente se determind la curva de calibracién estandar del &cido gélico, a 765
nm, en un espectrofotometro después de 30 min de reposo, en oscuridad a temperatura ambiente,

efectuando con estos datos la curva de calibracion el mismo que se presenta a continuacién (82).

0.600

0.500 y=2.701x - 0.0354 _,’
R?=0.969 a

0.400 o
3 0.300
2 o.

0.200

0.100 .

0.000
0 0.05 0.1 0.15 0.2 0.25

(mg acido galico/mL)

Figura 19: Curva de calibracion de acido galico para la determinacion de fenoles totales por el método
de Folin-Ciocalteu.

3.7. MATERIAL DE INVESTIGACION

a) Materia prima:
Para la preparacion de la masa homogénea se empled tubérculos congelados a -20°C de mashua negra
fresca (Tropaelum tuberosum), la misma que se adquiri6 en la feria dominical del Arco-Tamburco,

proveniente de la comunidad de Kishuara distrito de Huancarama provincia de Andahuaylas.
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b) Material de vidrio

e Tubos de ensayo tapa rosca capacidad 20 ml.

e Matraz de Erlenmeyer

e Embudo de vidrio

e Mortero de porcelanato

e Frascos de vidrio con tapa hermética

e Vaso de precipitado con capacidad de 1000 ml y 100 ml
e Pipeta con capacidad de 10 ml, 5 ml, 1 ml.

e Decantador de cristal
¢) Equipos

e Micro pipeta marca BOECO con escalas de 10 a100 um y 100 a 1000 um.

¢ Bafio maria marca MEMMENT, tipo WNE14 de temperatura maxima 95°C.

e Extractor marca OSTER, modelo SKU. 592187, tipo HEB69.

e Centrifuga marca CENTURION SCIENTIFIC, serie C2, modelo C 2006.

¢ Balanza analitica marca ENTRIS, modelo Entris 224-15 de capacidad méaxima 220 gr.

¢ Rota evaporador marca BUCHI LABORTECHNIK A6, modelo CH-9230, tipo R-200Vv300,
voltaje 280VAC.

e Espectrofotdbmetro marca  THERMO SCIENTIFIC, modelo Genesys 10S UV-VIS
spectrophotometer G10S, voltaje 240VAC.

e HPLC marca Agilent, serie 1200 Software, Chemstation VV03.02, Columna Zorbax Eclipse
XDB-C18 4.6 x 250mm, 5 um, Pre Columna Zorbax Eclipse XDB-C18 4.6d x 12.5 mm X
5um.

e Congeladora marca MAXFRIO, modelo Maxfrio (MX) Max Lujo, voltaje 230VAC.

e Bomba de vacio marca VACUUBRAND, modelo ME2NT, capacidad 20/2.2 m%h, 70 Mbar.

e pH-metro marca SI ANALYTICS, modelo Lab 850, tipo D-SS122

e Refrigeradora marca BOSCH, modelo KDN42BW121/03, voltaje 220VAC.

e Mufla marca VENTICELL, serie D132739, tipo L SIS-B2V/VC 111, voltaje 230 VAC.

o Destilador de agua marca ELGA, modelo Pc210EVBPM1, voltaje 155VAC.

e Agitador magnético marca CAT, modelo M6, serie 60266-00-0156, tipo D-79219 Staufen.
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d) Reactivos

e Etanol al 95% (quimicamente puro)

e Acido citrico al 80% m/m

e Trolox (6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethyl chroman-2-carboxylic acid) (Sigma Aldrich)
e Reactivo de DPPH (2,2- difenil- 1- picrylhydrazyl) (Merck).
e Buffer de disolucion (pH 1y pH 4.5)

e Folin Ciocalteu 2N (Merck).

e Acido Acético : (Fermont)

e Acetonitrilo: H3PO* (10%:5%:1%)

e Cloroformo CHCI 3 (1% en acetona-d ¢ (99.9 atomo% D)

e Acido fosforico al 85% (Merck).

e Aceite de 4cido glacial al 99.97%

e Metanol al 80%

e) Materiales para el procesamiento de datos

e Computadora marca HP.
e Hardware: Pentium IV.
e Software: Microsoft Office 2013.

e Programa Statgraphics centurion XVII
f) Otros materiales

e Bolsa de pléastico

o Papel toalla

e Frasco descartable

e Cuchillos, cucharas, pinzas

e Puntas desechables de micropipeta
e Papel whatman N° 40

e Mesas de trabajo

e Marcadores de tinta indeleble
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3.8. PLAN DE TRATAMIENTO DE DATOS

El disefio experimental del proceso de optimizacién de extraccién de antocianinas de mashua
(Tropaeolum tuberosum), se efectud con tres variables que son Temperatura (T), pH y tiempo (t), El

orden de los experimentos no ha sido aleatorizado para mantener un orden en el procedimiento.

3.8.8. TECNICAS ESTADISTICAS

Se usé el software estadistico STATGRAPHICS CENTURION XVII con disefio experimental aplicando
el método superficie de respuesta compuesto central 23 + principal, rotable no aleatorizado usando como
variable respuesta el contenido de antocianinas totales CAT expresado en (mg cianidina 3 —

glucdsido/100g de extracto) cuyos disefios se presenta a continuacion en las tablas 5y 6.

e NIVELES PARA CADA UNA DE LAS VARIABLES:
T=20a60°C

pH=3a4
t = 180 a 300 minutos

Tabla 5: Representacion de Disefio experimental con variables y niveles

Variables Nombres de variables Niveles
Bajo Alto

Temperatura (°C) 20 60

Variables pH 3 4

independientes ) .
Tiempo (min) 180 300
Contenido de antocianinas (mg cianidina 3 — gluc6sido/100 g)

) totales
Variable
dependiente * Actividad antioxidante TEAC DPPH (umol trolox/g)

* Polifenoles totales (mg acido gélico /g)

* Se evaluard al extracto 6ptimo.
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Tabla 6: Disefio experimental de optimizacion.

. CAT (m
bloque Tem(pz)tg;a tura pH T(lrir;:]r;o cianidiglagB—
G/100g)
1 20 3 180
1 60 3 180
1 20 4 180
1 60 4 180
1 20 3 300
1 60 3 300
1 20 4 300
1 60 4 300
1 6.36414 35 240
1 73.6359 35 240
1 40 2.6591 240
1 40 4.3409 240
1 40 35 139.092
1 40 35 340.908
1 40 35 240
1 40 35 240
1 40 35 240
2 20 3 180
2 60 3 180
2 20 4 180
2 60 4 180
2 20 3 300
2 60 3 300
2 20 4 300
2 60 4 300
2 6.36414 35 240
2 73.6359 35 240
2 40 2.6591 240
2 40 4.3409 240
2 40 35 139.092
2 40 35 340.908
2 40 35 240
2 40 35 240
2 40 35 240
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Tabla 7: Relacion de factores de la investigacion

Factores Bajo Alto Unidades Continuo
Temperatura 20 60 °C Si
pH 3 4 Acido - Alcalino Si
Tiempo 180 300 min Si
Respuestas Unidades
CAT (mg cianidina 3-glucosido/L)
* Actividad antioxidante TEAC DPPH (umol trolox/g)
* Polifenoles totales (mg acido gélico /g)

* Se evaluard al extracto 6ptimo.
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OPERACIONES VARIABLES DE EXTRACCION CON NIVELES OPTIMIZACION PRODUCTO
Materia Prima o EXTRACTO
Sele_cplon_y > oH:
clasificacion T,

.. . —> —>
Acondicionamiento —
—PpH;
Tubérculos —_—,
de Mashua Q 5 Q
O — =
™ ”DpH:
_ —>
T, " +—t
L »pH,

Temperatura: T= 20a 60 °C
pH: 3.0a4.0
Tiempo: 180 a 300 minutos

* Evaluado en el extracto optimo

CAT (mg cianidina 3 — gluc6sido/100g)
* CAOX TEAC DPPH (umol Trolox/g)
* PFT (mg écido galico /g)
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CAPITULO IV
RESULTADOS Y DISCUSIONES

4.6. EXTRACCION DE ANTOCIANINAS A DIFERENTES CONDICIONES

La tabla N° 9 muestra la matriz experimental y los resultados que se obtuvieron en base a la
concentracion de antocianinas a diferentes tratamientos de acuerdo al disefio experimental
planteado, el contenido de antocianinas fue determinado por el método de pH diferencial y la

variacién de absorbancias a pH 1y 4.5 se muestra en el anexo 1.

Ademas, se puede observar que a temperaturas que oscilan los 40°C, alto grado de acidez y tiempos
relativamente prolongados se obtiene el mayor contenido de antocianinas totales, sin embargo la

cantidad maxima de extraccion no indica el valor éptimo de extraccion.

Tabla 9: Concentracién de antocianinas en extractos de mashua negra

CAT (mg
Bloque Temperatura pH Tiempo cianidina 3-

G/1009)
1 20 3 180 105.634
1 60 3 180 94.646
1 20 4 180 79.365
1 60 4 180 83.351
1 20 3 300 110.897
1 60 3 300 92.181
1 20 4 300 90.954
1 60 4 300 86.314
1 6.36414 35 240 96.804
1 73.6359 35 240 73.483
1 40 2.6591 240 167.916
1 40 4.3409 240 63.03
1 40 35 139.092 156.434
1 40 35 340.908 181.913
1 40 35 240 166.645
1 40 35 240 164.025
1 40 35 240 164.641
2 20 3 180 107.367
2 60 3 180 92.926
2 20 4 180 78.43
2 60 4 180 85.581
2 20 3 300 110.506
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2 60 3 300 89.756
2 20 4 300 91.159
2 60 4 300 85.273
2 6.36414 3.5 240 95.602
2 73.6359 3.5 240 72.706
2 40 2.6591 240 166.213
2 40 4.3409 240 61.983
2 40 3.5 139.092 154.379
2 40 3.5 340.908 179.085
2 40 3.5 240 164.572
2 40 3.5 240 162.285
2 40 3.5 240 163.508

El StatAdvisor, ha creado un disefio de compuesto central: 23+estrella el cual estudio los efectos de
3 factores (Temperatura, pH y Tiempo) en 34 corridas. El disefio fue ejecutado en 2 bloques. El

orden de los experimentos no ha sido aleatorizado

4.6.8. ATRIBUTOS DE LA SUPERFICIE DE RESPUESTA

Clase de disefio: Superficie de Respuesta

Nombre del Disefio: Disefio de compuesto central: 23+estrella
Caracteristicas del disefio: Rotable

Numero de factores experimentales: 3

Numero de bloques: 2

NuUmero de respuestas: 1

Numero de corridas: 34, incluyendo 3 puntos centrales por blogue
Grados de libertad para el error: 23

Aleatorizado: No

Tabla 10: Atributos de la superficie de respuesta

Factores Bajo Alto Unidades Continuo

temperatura 20 60 °C Si
pH 3 4 - Si
tiempo 180 300 minutos Si
Respuestas Unidades
CAT mg cianidina 3-glucosido /100g
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4.7. OPTIMIZACION DE LA RESPUESTA

En la tabla 10 se muestra la combinacion en todos los niveles de los factores, cuya meta es
maximizar el contenido total de antocianinas (CAT), sobre la regién indicada. Se puede observar
gue las mejores condiciones de extraccion se da a una temperatura de 37.8 °C, un pH de 3.3 y un
tiempo de 264.6 minutos, alcanzando un valor éptimo de 170.36 mg cianidina 3-glucosido/100g de

mashua negra.

Tabla 11: Optimizacién de las antocianinas totales (CAT)

Factor Bajo Alto Optimo
Temperatura  6.36414  73.6359 = 37.769
pH 2.6591 4.3409 3.317

Tiempo 139.092  340.908 = 264.564

4.7.8. ANALISIS DE VARIANZA PARA CAT

La tabla ANOVA particiona la variabilidad de CAT en piezas separadas para cada uno de los
efectos. Entonces prueba la significancia estadistica de cada efecto comparando su cuadrado medio
contra un estimado del error experimental. En este caso, 3 efectos (un principal y dos combinado),
tienen un valor-P menor que 0.05, indicando que son significativamente diferentes de cero con un
nivel de confianza del 95.0%. Esto indica que la variacion de pH es altamente significativa en el

proceso de extraccion de antocianinas en mashua negra.

El estadistico R-Cuadrada indica que el modelo, asi ajustado, explica 83.1695% de la variabilidad
en CAT. El estadistico R-cuadrada ajustada, que es mas adecuado para comparar modelos con
diferente nimero de variables independientes, es 75.8519%. El error estandar del estimado muestra
gue la desviacion estandar de los residuos es 19.3433. El error medio absoluto (MAE) de 12.0497
es el valor promedio de los residuos. El estadistico de Durbin-Watson (DW) prueba los residuos
para determinar si haya alguna correlacién significativa basada en el orden en que se presentan los
datos en el archivo. Debido a que el valor-P es menor que 5.0%, hay una indicacion de posible

correlacion serial al nivel de significancia del 5.0%.
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Tabla 12: Tabla ANOVA de analisis de varianza

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

A:Temperatura  738.348 1 738.348 1.97 0.1735
B:pH 8266.64 1 8266.64 22.09 0.0001
C:Tiempo 476.982 1  476.982 1.27 0.2705
AA 26344.0 1 26344.0 70.41 0.0000
AB 268.19 1 268.19 0.72 0.4059
AC 79.6556 1 79.6556 0.21 0.6488
BB 12480.2 1 12480.2 33.36 0.0000
BC 36.6207 1 36.6207 0.10 0.7572
CC 504.362 1 504.362 1.35 0.2575
blogues 8.40228 1 8.40228 0.02 0.8822
Error total 8605.72 23 374.162

Total (corr.) 51131.6 33

R-cuadrada = 83.1695 porciento

R-cuadrada (ajustada por g.1.) = 75.8519 porciento
Error estandar del est. = 19.3433

Error absoluto medio = 12.0497

Estadistico Durbin-Watson = 1.30697 (P=0.0128)
Autocorrelacion residual de Lag 1 = 0.32246

La significancia estadistica de los factores sobre las variables de respuesta se realiz6 utilizando un
andlisis de varianza. Como se indica en la tabla ANOVA (Tabla 12) solamente el pH del solvente
tuvo un efecto significativo sobre el rendimiento (P<0,05). Los factores tiempo y temperatura asi
como las interacciones no mostraron efectos significativos sobre la variable de respuesta en los

niveles evaluados.

El efecto significativo del pH del solvente sobre el contenido de antocianinas totales se puede
explicar teniendo en cuenta que al haber un mayor nivel de pH las antocianinas tienden a perder su
estabilidad y romper los enlaces de hidroxilo o0 a su vez pasar a chalconas en un medio cercano al
basico, cuando se mantiene la temperatura inferior a los 60 °C, este factor no altera
significativamente el contenido total, sin embargo al incrementa la temperatura superior a ella las

antocianinas sufren una degradacion térmica de primer orden.
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Diagrama de Pareto Estandarizada para CAT

B:pH

A:Temperatura

C.Tiempo

AB

|

BC

0 0.4 0.8 12 1.6 2 24
Efecto estandarizado

Figura 20: Diagrama de Pareto en orden decreciente de importancia

En la figura 20, se puede apreciar que de las tres variables en estudio (temperatura, pH y tiempo); el
factor pH es la de mayor significancia en el estudio del contenido total de antocianinas, por lo que
la variacion de la misma ofrece una reaccion de disminucion en contenido total de antocianinas en

tubérculos de mashua negra.

4.7.9. COEFICIENTE DE REGRESION PARA CAT

La ecuacion de regresion del modelo matematico ajustado (desarrollado con los valores reales)
determina los valores constantes para la estimacion del contenido de antocianinas totales, de esta
manera se puede estimar el contenido de antocianinas en funcidn de todos los factores y sus

interacciones.

CAT = -10019 + 5.58976*Temperatura + 595.48*pH + 0.598136*Tiempo -
0.0854551*Temperatura® + 0.409413*Temperatura*pH - 0.00185937*Temperatura*Tiempo -
94.1077*pH? + 0.0504292*pH*Tiempo - 0.00131378* Tiempo?
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Tabla 13: Coeficiente de regresion estimada para CAT

Coeficiente Estimado
constante -1001.9
A:Temperatura 5.58976
B:pH 595.48
C:Tiempo 0.598136
AA -0.0854551
AB 0.409413
AC -0.00185937
BB -94.1077
BC 0.0504292
CcC -0.00131378

4.7.10. RESULTADOS ESTIMADOS PARA EL CONTENIDO TOTAL DE
ANTOCIANINAS
La figura 21 muestra la superficie de respuesta estimada en el contenido de antocianinas totales de
acuerdo a las predicciones establecidas del recorrido de ascenso y descenso para antocianinas,
mostrandose asi que la regién de mayor inflacion se da a 3.2 de pH y 37.0 °C de temperatura,

reflejando de esta manera 170.0 mg cianidina 3-glucosido/100g de mashua negra aproximadamente

Tiempo: 240.00 minutos
r’=0.8312

210F
1601
110F
60}
10F
40
90k

0 20 40 60 g0 2629%

Temperatura

CAT

Figura 21: Superficie de respuesta estimada para CAT
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4.7.11. CAMINO DE MAXIMO ASCENSO PARA CAT

La tabla 13 muestra el trayecto de maximo ascenso (0 descenso). Este es el trayecto, desde el
centro de la region experimental actual, a través del cual la respuesta estimada cambia mas
rapidamente con un cambio menor en los factores experimentales. Indica buenas caracteristicas
para ejecutar experimentos adicionales si el objetivo es incrementar o decrementar CAT.
Actualmente, 6 puntos se han generado cambiando Temperatura en incrementos de 1.0. Puede
especificarse la cantidad de cambio en cualquiera de los factores, por lo que el STATGRAPHICS
determinara entonces cuanto tendran que cambiar los otros factores para mantenerse en el trayecto
del maximo ascenso. El programa también calcula la CAT estimada en cada uno de los puntos del

trayecto, con los cuales pueden compararse los resultados si es que Se corren €sos ensayos.

Tabla 14: Trayecto méaximo de ascenso o descenso de CAT

Temperatura pH  Tiempo Prediccién para CAT
(mg cianidina 3-

G/100g)
40.0 35  240.0 166.029
41.0 3.58103 237.954 162.127
42.0 3.65797 236.38 157.168
43.0 3.73167 235.085 151.249
44.0 3.80273 233.974 144.446
45.0 3.87153 232.996 136.818

Tiempo: 240 minutos

44 CAT
-90.0--60.0
i1 . -60.0-30.0
' -30.0-0.0
0.0-300
38 e 30.0-60.0
60.0-90.0
I . 90.0-120.0
a m 120.0-150.0
150.0-180.0
32 15002100
2.9
26

Temperatura
Figura 22: Contornos de superficie de respuesta estimada para CAT
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El anélisis de superficie de respuesta (figura 22), indica que las condiciones de tiempo, temperatura
y pH que maximizan el rendimiento de extraccion de antocianinas en mashua negra en el rango

estudiado son temperatura de 37.8 °C, un pH de 3.3 y un tiempo de 264.6 minutos.
4.8. PERFIL CROMATOGRAFICO DE ANTOCIANINAS

Los perfiles fendlicos de HPLC para tubérculos de mashua negra se determinaron en la
UNIVERSIDAD NACIONAL SAN ANTONIO ABAD DEL CUSCO, LABORATORIO DE
CROMATOGRAFIA Y ESPECTROMETRIA, a través de un cromatografo Agilent serie 1200,
con un Software: Chemstation V03.02, usando como solventes Aceite de &cido glacial, Acetonitrilo

y acido fosforico en una relacion de (10:5:1).

El andlisis se realizo en tres corridas para confirmar los resultados, adicionando un volumen de 1.0
micro litro por un periodo de 18 minutos cada uno a una temperatura de horno de 30 °C.
Obteniéndose como resultado la presencia de 8 Antocianinas a los 4.510, 5.936, 6.480, 7.219,
8.080, 9.129, 9.605 y 10.058 minutos respectivamente y un pico espectral que puede corresponder a
la presencia de acido galico o fendmenos de los tipos de flavanol y &cido benzoico, respectivamente

a los 8.33 minutos., De esta manera se confirma que el extracto contiene compuestos antocianicos.
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Figura 23: Perfil Cromatogréfico de antocianinas en mashua negra

MICAELA BASTIDAS
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4.8.8. IDENTIFICACION DE ANTOCIANIDINA PREDOMINANTE EN MASHUA NEGRA

La identificacion de antocianidina predominante se llevo a cabo mediante la superposicién con un pico
patrén de antocianidina identificada por HPLC liquida, usando por comparacion con espectros
cromatograficos de uva y fresa, las mismas que se superponen con los espectros cromatograficos de la

muestra de mashua siendo las mas semejantes las antocianidinas denominada delfinidina.

1, .50

4 (15.9 m AU, -)Ref=4.250 & 4.857 of M ASHUA-000002
D ELFI

*D AD 4
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Figura 24: Perfil cromatogréfico de la mashua negra comparado con cromatogramas de uva
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Figura 25: Perfil cromatogréfico de la mashua negra comparado con cromatogramas de fresa
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4.9. DETERMINACION DE LA CAPACIDAD ANTIOXIDANTE

Para la determinacién de la capacidad antioxidante de los extractos de mashua negra, se han usado como
patrén de referencia el Trolox, por lo que tanto los extractos como el estandar actuaron reduciendo el
radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH). A 2.9 mL de solucién de DPPH previamente ajustada a
absorbancia de 0.700, se le adiciono 100 pL del extracto acuoso de mashua negra luego se agitd, se dejo
incubar por 10 minutos a temperatura ambiente en oscuridad, luego se ley6é en un espectrofotometro
UV/VIS GENESYS 10S (Thermo Scientific) a 515nm de longitud de onda. La calibracion fue hecha con
una solucién de Trolox (acido (*)-6-hidroxi-2, 5, 7,8-tetrametil-croman-2- carboxilico de EMD
Chemicals Carbiochem USA) y la actividad antioxidante total fue expresada como micromoles de
equivalentes Trolox por gramo de mashua negra. Usando el solvente etanol como blanco. Con respecto al
radical DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazilo, Free radical Calbiochem Merck) se ha preparado a 50 um en
100 mL y de esta solucion se ajusta a una absorbancia de 0.7 (£ 0.02) con etanol.

La tabla 15 muestra los resultados obtenidos de un analisis por triplicado, tomandose como resultado el

promedio de las mismas.

Tabla 15: Capacidad antioxidante TEAC DPPH (umol trolox/g)

MUESTRA TEAC DPPH PROMEDIO  SD
(umol trolox/g)
* Mashua negra 39.4
* Mashua negra 44.6 14976 2.92
* Mashua negra 44.3 '

Datos expresados en media = SD; n=3. p<0.05
* Se realizé el anélisis solo en el extracto éptimo

4.10. DETERMINACION DE POLIFENOLES TOTALES

La tabla 15 muestra la concentracién de fenoles totales en extractos de mashua negra que fue medida por
espectrofotometria, basandose en una reaccién colorimétrica de  éxido-reduccién.  El agente

oxidante utilizado fue el reactivo de Folin-Ciocalteu.

Tabla 16: Contenido de polifenoles totales PFT (mg acido galico /g)

MUESTRA PFT (mg ac. PROMEDIO  SD
Galico/g)
* Mashua negra 10.29
* Mashua negra 11.39 10.66 0.624
* Mashua negra 10.32

Datos expresados en media £ SD; n=3. p<0.05
* Se realizé el andlisis solo en el extracto 6ptimo
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4.11. DISCUSION DE RESULTADOS

411.8. DETERMINACION DE PARAMETROS OPTIMOS DE EXTRACCION DE

ANTOCIANINAS DE MASHUA NEGRA.

En el presente estudio determind las condiciones 6ptimas de extraccion de antocianinas con solvente de
grado organico (etanol acidificado con &cido citrico) a diferentes condiciones de extraccion asi como se
muestra en la tabla 9. El resultado 6ptimo de los tratamientos se muestran en la tabla 10; (temperatura
37.769 °C; pH 3.317 y tiempo 264.564 minutos, obteniéndose 170.36 mg cianidina 3-glucosido/100g de
antocianinas totales de mashua negra). Siendo el valor determinado superado con el que ha sido reportado
en cerezas rojas (223.0 mg de cianidina-3-glucésido /100g pero muy superior al encontrado en moras y
diversos cultivares de frambuesas y grosellas rojas (103.5-197.8 y 35.0-49.0 mg de cianidina-3-glucésido
/100g, respectivamente) (84).

Asimismo, los parametros Optimos de extraccion concuerdan con los expresados en el estudio de
investigacion “Optimizacion de la extraccion de antocianinas de ardndanos” (12); donde se usa como
disefio experimental superficie respuesta y reporta como mejores condiciones de extraccion una
proporcién materia prima/solvente 1:3 kg/kg, temperatura 36+1 °C y tiempo de extraccion 2 h, obteniendo
asi una concentracion de antocianinas totales de 879.0£12.9 mg cianidina-3-gluc6sido/100 mL. También,
en la investigacion “Optimizacion del Proceso de Extraccion de Antocianinas y Evaluacion de la
Capacidad Antioxidante de Berenjena (Solana melonera L.) (13)” Se determiné que las mejores
condiciones para la extraccion de antocianinas con la metodologia de superficie de respuesta con tres
factores para esta especie son 50% de solvente acidificado (etanol acidificado 1% é&cido ortofosforico),
tiempo de proceso de 4 horas y temperatura de 30 °C, alcanzando 62 mg cianidina-3-gluc6sido/100g;
respecto al tiempo, el pH y la temperatura de extraccion estos resultados concuerdan con el presente
estudio de investigacion para antocianinas de mashua negra, estos valores se deben a que durante el
proceso de extraccion se evitd posibles alteraciones por factores tales como la incidencia de la luz y la
concentracion por rotaevaporador que pudieran haber alterado el contenido total de antocianinas en los

tuberculoso de mashua negra.

El estudio “Extraccion y caracterizacion del colorante natural del maiz; negro (Zea mays L) y
determinacion de su actividad antioxidante”, se determind que los extractos antocianicos muestran
mayor estabilidad en un rango de pH de 2 a 6 y temperaturas entre 10 y 50 °C; al respecto Giusti y
Wrolstad (81), consideran que 45 °C es una temperatura adecuada para la extraccion de antocianinas

debido a que temperaturas superiores a esta producen degradacion por efecto de la temperatura.
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Respecto a la cantidad de antocianinas total de mashua negra, en el presente estudio se determiné como
valor optimo 170.36 mg cianidina 3-glucosido/100g de mashua negra, este valor se encuentra proximo a
estudios tales como “Capacidad antioxidante, compuestos fendlicos, carotenoides y antocianinas de 84
cultivares de mashua (Tropaeolum tuberosum Ruiz y Pavén)” (59), donde se reporta antocianinas que
fluctuaron entre 9.0 y 267.7 mg cianidina 3-glucosido /100 g dependiendo de la variedad y genotipo de
mashua, las variedades de mashua morada o negra son las que reportan los mayores valores de
antocianinas; “Actividad antioxidante de Tropaeolum tuberosum Ruiz & Pavon (mashua) y su
aplicacion como colorante para yogur” (14), reporta 192,63 + 1,28 mg de cianidina-3-glucésido/100g y
“Evaluacion de los compuestos bioactivos (fendlicos totales, antocianinas, carotenoides totales) y
capacidad antioxidante de diferentes genotipos de mashua (Tropaelum tuberosum Ruiz & Pavon)”,
(85), reporta 205.04 mg de cianidina-3-gluc6sido/100g. Las variaciones respecto a la cantidad pueden
deberse a factores tales como la variedad del cultivo, las condiciones ambientales de cultivo, la incidencia
de la luz en el proceso de extraccién, el método y tipo de solvente de extraccion y el indice de madurez

del tubérculo tal como lo afirma David Campos (85), en su estudio de investigacion.
4.11.9. PERFIL CROMATOGRAFICO DE ANTOCIANINAS

El perfil cromatogréafico de mashua negra evaluado en el presente trabajo de investigacion, mediante la
superposicion de curvas patron muestra que el pico de antocianina de mayor similitud frente a patrones
identificados corresponde al pico 3, identificAndose la antocianidina Delfinidina como componente
mayoritario, este resultado concuerda con los obtenidos en las investigaciones “Perfiles fenolicos de
tubérculos mashua andino (Tropaeolum tuberosum Ruiz & Pavén). Identificacion por HPLC-DAD y
evaluacion de su actividad antioxidante” (11), en la que se obtiene como resultado la presencia de 8
picos predominantes. Pico 1 correspondid a &cido galico y la presencia de 11 antocianinas diferentes. Los
dos pigmentos principales (56.4-73.0% del rango de &rea total al 520 nm) se identificaron como
delfinidina 3-gluctsido-5 acetil-ramoésido y delfinidina 3-soprésido-5 acetil-ramésido. Ademéas en el
estudio de investigacion  “Optimizacion de las condiciones de extraccion de antioxidantes y
compuestos fenolicos de tubérculos de mashua (Tropaeolum tuberosum Ruiz & Pavén)” (9), se
determind la presencia de un total de nueve picos representativos a 280 nm para ambos genotipos de
mashua. Los perfiles de HPLC a 520 nm mostraron que los picos 2-8 son antocianinas. Los datos
espectrales DAD-UV / visible para los picos 1 y 9 mostraron absorbancias maximas a 215.0 / 231.0 /
279.4 nmy 253.0 / 287.0 nm, respectivamente. Los picos 1y 9 corresponden a fendmenos de los tipos de
flavanol y acido benzoico, respectivamente. En todos los casos antes mencionados se trabajaron con

tubérculos de mashua negra entera, ninguno de ellos pertenece a un tratamiento especifico de extraccion.
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4.11.10. DETERMINACION DE LA CAPACIDAD ANTIOXIDANTE

En la investigacion “Capacidad antioxidante, compuestos fendlicos, carotenoides y antocianinas de 84
cultivares de mashua (Tropaeolum tuberosum Ruiz y Pavén)” (10). Se determind que la capacidad
antioxidante para las variedades de mashua en estudio fluctua entre (4.9 y 39.5 umol TE/g.) dependiendo
de la intensidad de la coloracién en cada cultivar de mashua, asi mismo Rios en la investigacion
“Contribucion al estudio de algunos compuestos bioactivos y de la capacidad antioxidante presente en
diez genotipos de mashua (Tropaeolum tuberosum Ruiz & Pavon) y a la evaluacion de su estabilidad”
(86). Quien trabaj6 con 10 genotipos de mashua, encontré que la mayor CAOX hidrofilica fue de (69,378
umol TE/g) para el genotipo ARB 5241 de coloracién morada (la coloracion se present6 a nivel de la
cascara y pulpa); Comparado estos valores con los resultados obtenidos (42.76+2.92umol TE/g) se puede
apreciar que los resultados obtenidos se encuentran ligeramente variables a los valores antes
determinados; esta diferencia podria atribuirse a que la capacidad antioxidante estd directamente
relacionada con el contenido de pigmentos que presenta el alimento o también por las condiciones de
cultivo del producto (periodo de cultivo, riego, condiciones del suelo, exposicion al sol, etc); puesto que
los cultivares desarrollan mayor capacidad antioxidante como mecanismo de defensa a condiciones

medioambientales adversas (87).

La CAOX del arandano en diferentes estados de madurez en la investigacion “Phytochemical
accumulation and antioxidant capacity at four maturity stages of cranberry fruit” (88). Encontré en
promedio 17 pmol TE/g, comparado este resultado con los encontrados la presente investigacion
(42.76+2.92umol TE/g) se puede observar que la mashua negra tiene un poco mas del doble de CAOX
que la del fruto en mencién. Teniendo en cuenta que, las propiedades antioxidantes de los arandanos estan
bien documentadas en la literatura y que son catalogados entre los frutos que poseen CAOX altas entre
muchas otras frutas, podemos asi, indicar que la mashua negra se presenta como una muy buena fuente

de antioxidantes que fue corroborado por el analisis DPPH.

Por otra parte, la investigacion “Antioxidant activity and profiles of common vegetables in Singapore”
(89). Evaluaron la CAOX de 66 tipos de vegetales de consumo habitual en Singapur encontrando que el
cilantro y las algas marinas secas tenian la mas alta CAOX ORAC (60.45 y 61.07 umol TE/g b.h,
respectivamente) seguidas de col china, espinaca, jengibre, brotes de soya, berros, chile rojo, repollo rojo,
ajo, caupi, etc; con valores que van de (40.03, 35.53, 31.62, 31.26, 28.72, 27.75, 23.06, 22.36, 20.10 pmol
TE/qg), respectivamente. Comparando estos valores con los resultados de este estudio se puede apreciar
que el valor (42.761+2.92umol TE/g) encontrado en la mashua negra, es superado solo por el cilantro y las

algas marinas, siendo muy comprable y superior a los demas vegetales evaluados.
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4.11.11. DETERMINACION DE POLIFENOLES TOTALES

El presente trabajo de investigacion muestra que la cantidad de polifenoles totales evaluados por el
método de Folin-Ciocalteu, es de (10.66+0.624 mg acido Galico/gr), estos resultados se encuentran
ligeramente bajos del rango encontrado en la investigacion “Optimizacion de las condiciones de
extraccion de antioxidantes y compuestos fenolicos de tubérculos de mashua (Tropaeolum
tuberosum Ruiz & Pavon)” (9), donde se encontré un contenido de compuestos fenélicos totales para
10 genotipos de mashua negra (proveniente de Huancayo), comprendido entre (8.1 y 25.4 mg AGE/qg),
destacando en especial los genotipos de color morado (presentaron valores de compuestos fendlicos entre

5y 7 veces mas alto que sus pares amarillos).

Esta variacién puede deberse a que se trabajé con tubérculos congelados de mashua negra, el cual podria
afectar en contenido total de fenoles; ya que los acidos fenolicos estan presentes principalmente en forma
ligada, unidos a los compuestos estructurales de la pared celular y procesos, tales como el tratamiento
térmico, pasteurizacion, fermentacién y congelacion, contribuye a la liberacién de estos &cidos fenoélicos
unidos, haciéndolos mas sensibles al efecto térmico, lo cual podria provocar la disminucion antes
mencionada del contenido de &cido fendlicos si resulta ser estables al calor una vez liberados de la pared
celular (90)

Asimismo, Chirinos et al en su investigacion, “Perfiles fenolicos de tubérculos mashua andino
(Tropaeolum tuberosum Ruiz & Pavon). Identificacion por HPLC-DAD vy evaluacion de su actividad
antioxidante”. (11), indican que la cinética de la acumulacién o desaparicion de los compuestos
bioactivos durante la maduracién depende tanto de la variedad y el compuesto considerado. También, se
sabe que la genética, la temporada de cosecha y las condiciones geogréaficas y ambientales pueden influir
significativamente en el contenido de metabolitos secundarios de las plantas. Estos factores podrian haber
sido quienes influyeron en la cantidad total de polifenoles evaluados a mashua negra provenientes del
distrito de Kishuard. Ademas, en la investigacion, “Capacidad antioxidante, compuestos fenolicos,
carotenoides y antocianinas de 84 cultivares de mashua (Tropaeolum tuberosum Ruiz y Pavén)” (10).
Se determiné el contenido de compuestos fendlicos totales de los 84 cultivares de mashua estando los
valores comprendidos entre (5.54 y 16.75 mg AGE/qg), estos resultados coinciden con los encontrados en

el presente trabajo de investigacion.
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CAPITULO V
CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1. CONCLUSIONES

Los parametros Optimos de extraccion de antocianinas en mashua negra corresponden a
(temperatura 37.769 °C; pH 3.317 y tiempo 264.564 minutos), obteniéndose 170.36 mg cianidina
3-glucosido/100g de antocianinas totales de mashua negra a un porcentaje de variacion de la
variable respuesta de 83.1695 porciento (r2=0.8312), este ultimo resultado indica que el
contenido de antocianinas dependen en un 83% de los tres factores en estudio,

e El extracto 6ptimo de los tubérculos de Tropaeolum tuberosum Ruiz & Pavén “mashua negra”
presentan una actividad antioxidante TEAC DPPH de 42.76+2.92umol equivalente de Trolox/g

determinados por el método de DPPH.

e El contenido de polifenoles totales del extracto 6ptimo de tubérculos de Tropaeolum tuberosum
Ruiz & Pavon “mashua negra”, fue de 10.66+0.624 mg &cido Galico/gr, determinados por el
método de Folin Ciocalteu.

e El andlisis de varianza indico que de las tres variables en estudio (temperatura, tiempo y pH), la
variable pH tiene un efecto significativo en la extraccion de antocianinas (0.0001 valor-P menor
gue 0.05); el cual muestra que el pH es la variable mas importante para la extraccién de

antocianinas en tubérculos de mashua negra.

e Se identificéd un total de 8 picos antocianicos en tubérculos de mashua negra mediante HPLC

liquida, destacandose como componente mayoritario la antocianidina Delfinidina.
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5.2. RECOMENDACIONES

e Evaluar la capacidad antioxidante y el contenido de compuestos fendlicos de este tubérculo bajo
diferentes condiciones de procesamiento y determinar si estas propiedades son grandemente

dependientes de estas condiciones.

o Realizar aislamiento y purificacién de los compuestos quimicos presentes en el extracto para

determinar la capacidad antioxidante de cada uno de ellos.

e Realizar un estudio de comparacion de los fenoles totales y capacidad antioxidante total en la

cascara y la pulpa de la mashua, también estudiar la comparacion de estos por diferentes métodos

e Profundizar en el andlisis por HPLC de masas de los compuestos fendlicos y antocianinas
presente en el tubérculo de mashua negra. Para determinar especificamente que compuestos

fendlicos y antocianinas son los responsables de las propiedades funcionales del tubérculo.

e Estudiar la cinética de degradacion de los fenoles totales y la capacidad antioxidante durante la
etapa del soleado y coccién de la mashua.
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ANEXOS

Anexo 1: Diferencia en el valor “a” (variacion en la lectura de absorbancias a pH 1y pH 4.5)

Blogues  Temperatura pH Tiempo “a”
1 20 3 180 0.144
1 60 3 180 0.129
1 20 4 180 0.108
1 60 4 180 0.113
1 20 3 300 0.151
1 60 3 300 0.125
1 20 4 300 0.124
1 60 4 300 0.117
1 6.36414 35 240 0.132
1 73.6359 35 240 0.100
1 40 2.6591 240 0.229
1 40 4.3409 240 0.086
1 40 35 139.092 0.213
1 40 35 340.908 0.248
1 40 35 240 0.227
1 40 35 240 0.223
1 40 35 240 0.224
2 20 3 180 0.146
2 60 3 180 0.126
2 20 4 180 0.107
2 60 4 180 0.116
2 20 3 300 0.150
2 60 3 300 0.122
2 20 4 300 0.124
2 60 4 300 0.116
2 6.36414 35 240 0.130
2 73.6359 35 240 0.099
2 40 2.6591 240 0.226
2 40 4.3409 240 0.084
2 40 35 139.092 0.210
2 40 35 340.908 0.244
2 40 35 240 0.224
2 40 35 240 0.221
2 40 35 240 0.223

Valor “A” para determinar el contenido de antocianinas totales por el método de pH diferencial.

A = (As20 — A700)pH 1.0 — (As20 — A700)pH 4.5
Aszo = Lectura de absorbancia a 520 nm de longitud de onda.

Avoo = Lectura de absorbancia a 700 nm de longitud de onda.
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Anexo 2: Matriz de correlacién para los efectos estimados

1) @ |G |4 |6 ® | |® 9 |10 A1)
(1) |promedio 1.0000 {0.0000 |0.0000 {0.0000 |-0.6606 |0.0000 |0.0000 {-0.6606 |0.0000 |-0.6606 [0.0000
(2) |A:Temperatura |0.0000 |1.0000 |0.0000 |0.0000 (0.0000 {0.0000 |{0.0000 [0.0000 {0.0000 |0.0000 |0.0000
(3) |B:pH 0.0000 {0.0000 |1.0000 {0.0000 |0.0000 |0.0000 [{0.0000 [0.0000 |0.0000 |0.0000 (0.0000
(4) |C:Tiempo 0.0000 {0.0000 [0.0000 {1.0000 |{0.0000 |0.0000 (0.0000 {0.0000 |0.0000 |0.0000 (0.0000
(5) |AA -0.6606 {0.0000 |0.0000 {0.0000 |1.0000 |0.0000 (0.0000 [0.2954 |0.0000 |0.2954 (0.0000
(6) |AB 0.0000 {0.0000 |0.0000 {0.0000 |0.0000 |1.0000 (0.0000 [0.0000 |0.0000 |0.0000 (0.0000
(1) |AC 0.0000 {0.0000 |0.0000 {0.0000 |0.0000 |0.0000 (1.0000 {0.0000 |0.0000 |0.0000 (0.0000
(8) |BB -0.6606 {0.0000 |0.0000 {0.0000 |0.2954 |0.0000 (0.0000 {1.0000 |0.0000 |0.2954 (0.0000
(9) |BC 0.0000 {0.0000 |0.0000 {0.0000 |0.0000 |0.0000 (0.0000 [0.0000 |1.0000 |0.0000 (0.0000
(10) |CcC -0.6606 {0.0000 |0.0000 {0.0000 |0.2954 |0.0000 (0.0000 {0.2954 |0.0000 |1.0000 (0.0000
(11) |bloque 0.0000 {0.0000 [0.0000 {0.0000 |0.0000 |0.0000 [0.0000 [0.0000 |0.0000 |0.0000 (1.0000
La matriz de correlacion muestra el grado de confusién entre los efectos. Un disefio perfectamente
ortogonal mostrara una matriz diagonal con 1's en la diagonal y 0's fuera de ella. Cualquier
término distinto de cero implica que los estimados de los efectos correspondientes a esa fila y
columna estaran correlacionados. En este caso, hay 3 pares de efectos con interaccion distinta de
cero. No obstante, como ninguna es mayor o igual que 0.5, probablemente seré& capaz de interpretar
los resultados sin mucha dificultad.
Anexo 3: Grafico de probabilidad normal para CAT
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Anexo 4: Curvas estandares

Curva estandar: Método FOLIN CIOCALTEU
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Ecuacion: 2.701x - 0.0354

Y: Diferencia de absorbancia

X: umol de TE/gr

Rango de lectura: no se acepta lecturas menores a 0.200, ni lecturas mayores al blanco.

Curva estandar: Método DPPH
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Ecuacion: Y =0.0008x + 0.0101
Y: Diferencia de absorbancia.

X: mg de AGE/gr

Rango de lectura: 0.100-0.700
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Anexo 5: Representacion grafica de los procesos

Preparacion y extraccion de pigmentos antocianicos de mashua negra
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Preparacion de muestrasa pH 1y pH 4.5

Lectura de absorbancias

Folin-Ciocalteu inicial
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