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INTRODUCCION

Nos encontramos en un periodo donde aumenta la despreocupacion por una alimentacion
saludable y las personas buscamos alimentarnos de forma rapida sin la necesidad de ocupar
tiempo en preparar nuestra racion alimentaria y recurrimos a consumir los “Fast food” o
comidas répidas, colorantes sintéticos, alimentos toxicos, alimentos instantaneos excesivos en
grasa, sodio, azucar, etc., ademéas del estrés laboral, cansancio, exposicion frecuente a
radiaciones solares y contaminaciones ambientales que son los causantes de los problemas

oxidativos de las células y otras enfermedades.

Sin embargo en el Perd, y en la region Apurimac existen productos que nos pueden ayudar a
prevenir enfermedades cardiovasculares , cancer, enfermedades neurodegenerativas, etc., los
cuales son a causa del dafio de las células que sufren por la actividad de los radicales libres, los
cuales pueden verse neutralizados o debilitados gracias a la alimentacion saludable con
productos ricos en compuestos bioactivos, ademas de eso nos permite revalorar en la industria
alimentaria dandole valor a largo plazo y en diversas formas de tratamiento para su

aprovechamiento posterior.

Estudios recientes demostraron la existencia de antocianinas, poli fenoles y por consiguiente
capacidad antioxidante en frutos silvestres en la regién Apurimac como son Machamacha
(Gaulthueria glomerata Sleumer), mio mio (Coriaria Ruscifolia L), condorpausan (Monnina
vargassi Ferreyra), alaybili (Vaccinium floribundum Kunth), etc. Frutos cuyo crecimiento se da
de forma silvestre y por tanto es poco conocido y el consumo de estos no solo puede estar
direccionado a la dieta alimentaria, sino también a la transformacion en colorantes naturales

dentro de la industria, la gastronomia entre otras transformaciones.

El aprovechamiento de estos frutos conlleva a darle valor, pero no solo en su forma natural sino
también al largo plazo cuando este no se encuentre en su temporada de fructificacion, se busca
evaluar la estabilidad a diferentes tratamientos (fresco, seco y congelado) de los antioxidantes,
antocianinas y polifenoles totales de los frutos de Machamacha (Pernettya Prostrata). En la
investigacion realizada por (Barragan, 2018) en los frutos de mio mio en tres estados fresco,
seco y congelado, estos frutos presentaron buen volumen de antocianinas y capacidad
antioxidante y un elevado contenido de antocianinas en fresco y congelado y presentd menor

cantidad y capacidad en seco el cual se vio influenciado por la accion de la deshidratacion, asi

Repositorio Institucional - UNAMBA Pert



MICAELA BASTIDAS
4 " o

-2 de 93-
mismo en la investigacion de (Villano, 2018) evalud los compuestos bioactivos en frutos
silvestres de Machamacha, Condorpausan, Alaybili y Frambuesa Silvestre, los cuales
demostraron que estos frutos contienen dichas caracteristicas, en relacion a los frutos que se
investigo tienen elevado contenido de antocianinas y capacidad inhibidora de radicales libres
con diferencias que no desestiman para darle valor para la alimentacion y reincorporacion en

nuestra racion diaria y en la industria alimentaria.
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RESUMEN

El propdsito de este estudio es evaluar el contenido de antocianinas totales, poli fenoles y
capacidad antioxidante de los frutos maduros de Machamacha (Pernettya prostrata), en tres
estados de conservacion en (fresco, seco y congelado) los cuales se evaluaron con metodologia
estandarizada y confiable ademas del uso frecuente por otros investigadores; se utilizé el la
metodologia de la diferencia de pH para antocianinas totales, Folin Ciocalteau para polifenoles
totales y TEAC DPPH para capacidad antioxidante; los datos fueron comparados con la prueba
Tukey haciendo uso del software INFOSTAT. Para el caso de antocianinas totales las muestras
presentaron las siguientes Medias, las muestras secas presentaron un 13.48 de CAT (mg/100g),
muestra fresca 17.89 CAT (mg/100g), muestra congelada 20.95 CAT (mg/100g) donde se
observa que existe diferencia significativa en muestras secas pudiendo ser afectados por altas
temperaturas de secado y pH. En contenido de poli fenoles totales, las muestras congeladas
presentaron menor contenido con 204.85 PFT (mg de &cido galico/100g), y no se encontrd
diferencia significativa entre las muestras frescas con 395.11 PFT (mg de acido galico/1009) y
451.02 PFT (mg de &cido galico/100g) en muestras secas sin embargo respecto en la capacidad
de inhibicion de radicales libres las muestras no presentan diferencia significativa mostrando
33.50 TEAC-DPPH (umol/g), congelado 37.15 TEAC-DPPH (umol/g), seca 38.35 TEAC-
DPPH (umol/g) fresco. A pesar que los datos muestran poca concentracion de estos compuestos
bioactivos en las muestras de Machamacha (fresco, seco y congelado) no desvalora su consumo
y puede formar parte de nuestra racion diaria y en la industria alimentaria ademas de que
podrian estar compuestos de otras propiedades que ain no fueron estudiados como son las

vitaminas, &cidos, flavonoides, taninos, quercetinas, acidos hidroxifilicos, etc.

Palabras clave: Antocianinas, polifenoles totales, antioxidantes, Machamacha (Pernettya

prostrata), Folin Ciocalteau, radicales libres, estrés oxidativo.
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ABSTRACT

The purpose of this study is the evaluation of the content of total anthocyanins, polyphenols
and antioxidant capacity of the ripe fruits of machamacha (Pernettya prostrata), in three states
of conservation in (fresh, dry and frozen) which were evaluated with standardized methodology
and reliable in addition to frequent use by other researchers; for the evaluation of total
anthocyanins the differential pH method was used, for the case of total polyphenols the folin
ciocalteau methodology and to evaluate the antioxidant capacity the TEAC DPPH method; the
data were compared with the Tukey test using the INFOSTAT software. In the case of total
anthocyanins, the samples presented the following means, the dry samples presented a 13.48
CAT (mg / 100g), a fresh sample 17.89 CAT (mg/ 100g), a frozen sample 20.95 CAT (mg /
100g). In the case of the content of total polyphenols, the frozen samples presented lower
content with 204.85 PFT (mg of gallic acid / 100g), and there is no significant difference
between the fresh samples with 395.11 PFT (mg of gallic acid / 100g) and 451.02 PFT (mg of
gallic acid / 100g) in dry samples, however with respect to free radical inhibition capacity, the
samples do not show significant difference, showing 33.50 TEAC-DPPH (umol / g) frozen,
37.15 TEAC-DPPH (umol / g) dry 38.35 TEAC-DPPH (umol / g) fresh. Although the data
shows a low concentration of these bioactive compounds in the machamacha samples (fresh,
dry and frozen), it does not devalue their consumption and can form part of our daily ration and
in the food industry, as well as that they could be composed of other properties that have not

yet been studied such as vitamins, acids, flavonoids, tannins, quercetins, etc.

Keywords: anthocyanins, total polyphenols, antioxidants, machamacha (Pernettya prostrata),

folin ciocalteau, free radicals, oxidative stress.
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CAPITULO |
PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

1.1 Descripcién del problema
En la actualidad los frutos de Machamacha son considerados como silvestres y por tanto
suelen ser consumidos en su mayoria por los animales terrestres y aves, ademas de
presentar en su composicion sustancias aluciondgenas si estas son consumidas en exceso
por las personas; sin embargo tienen propiedades que pueden contribuir al eventual efecto
protector, como alimentos ricos en polifenoles, poder antioxidante y contenido de
antocianinas, compuestos azufrados, isoflavonas, vitamina C, limoneno, carotenos, luteina,

licopeno, fibra dietética y vitamina E.

Asi mismo pueden ser aprovechados en la industria alimentaria como colorantes naturales
en la fabricacion de bebidas, yogurt, salchichas, etc., para obtener productos con valor
agregado con propiedades funcionales, sustancias bioactivas para prevenir procesos
degenerativos de enfermedades cardio cerebrovasculares y cancerigenas, causados por
muchos factores como el consumo de alimentos altos en calorias, grasa, bebidas

gasificadas, y dafios fisicos por los rayos solares, etc.

La region Apurimac es considerado una de las regiones mas pobres, sin embargo cuenta
con una biodiversidad, de frutos silvestres, con propiedades saludables para el ser humano,
siendo uno de ellos los frutos de Machamacha (Pernettya prostrata) que crece en las zonas
altas de nuestra region y no son aprovechados por el desconocimiento de sus propiedades
bioactivas en el organismo, en la actualidad es un producto no valorado en la industria
alimentaria asi como en la agroindustria por este motivo se propone investigar a los frutos
en diferentes estados de conservacion e incorporar en nuestra alimentacion y

aprovechamiento en la industria alimentaria.

Es por tales razones que se plantea los siguientes enunciados, como se presenta a

continuacion.

MICAELA BASTIDAS
o
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1.2 Enunciado del problema
1.2.1 Problema General
¢Cual es el contenido de antocianinas, polifenoles totales y capacidad antioxidante
de los frutos maduros de Machamacha (Pernettya prostrata) en diferentes estados
de conservacion (fresco, seco y congelado)?

1.2.2 Problema Especifico

e Cual serd el contenido de antocianinas totales de los frutos maduros de

Machamacha en diferentes estados de conservacion (fresco, seco y congelado)?

e (Cudl es el contenido de polifenoles totales de los frutos maduros de
Machamacha en diferentes estados de conservacion, (fresco, seco y congelado)?

e Cual serd la idoneidad antioxidante de las muestras de Machamacha a

diferentes estados de conservacion (fresco, seco y congelado)?

1.2.3 Justificacion

Son numerosos los estudios realizados por la importancia de consumir alimentos y
frutos pigmentados con elevada influencia bioactiva, con la finalidad de promover
su consumo por su positividad en la prevencion de enfermedades degenerativas,
como catarata, arterioesclerosis, muerte celular, céncer, enfermedades
cardiovasculares , enfermedades neurodegenerativas, y otros debido a que los
antioxidantes contienen la capacidad de neutralizar los radicales libres previniendo
que las células no sufran oxidacion y preserven el equilibrio para los procesos de
oxido — reduccion que ocurre en forma natural en el organismo. Estas propiedades
contribuyen a la obtencion de productos coloreados con valor agregado para la
alimentacion. (Barragan, 2018); (Ames y otros,1993); (Martinez, 2008)

En la presente investigacion se determinara el contenido de polifenoles totales,
antocianinas y capacidad antioxidante en diferentes estados de conservacion
(fresco, seco y congelado) de frutos maduros de Machamacha; estas se
determinaran por métodos estandarizados los cuales nos brindaran resultados de
estos componentes que reaccionan previniendo la oxidacion de las células. De
acuerdo a la investigacion de (Barragan, 2018). Los compuestos bioactivos y la

capacidad antioxidante del mio — mio (Coriaria ruscifolia L) en tres estados de

MICAELA BASTIDAS
o
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conservaciéon (fresco, seco y congelado). Se ha determinado el contenido de
antocianinas totales (CAT) por el método de pH diferencial encontrando 440.22
(mg de cianidina 3-glucdésido / 100 g), para la cuantificacion de polifenoles PFT se
utilizé el método Folin-Ciocalteu presentando un 1820.41 (mg de &cido galico / 100
g); en cuanto a capacidad antioxidante TEAC — ABTS present6 739.92 (umol trolox
/ 100 g). Los datos obtenidos de los compuestos bioactivos y la capacidad
antioxidante de los extractos de fruta (mio mio) fueron notablemente superiores a

los reportados comunmente.

De acuerdo a ello indica que estas frutas pueden usarse como fuente de
antioxidantes en forma de colorantes naturales. Los extractos de mio mio
corresponden a estructuras de antocianinas con una alta capacidad antioxidante, con
un futuro prometedor para uso agroindustrial. De acuerdo a la investigacion de
(Villano, 2017) titulado. “Capacidad antioxidante y compuestos bioactivos de los
frutos silvestres Gapltheria glomerata (cav.) Sleumer (Machamacha), Monnina
vargassi ferreyra (condorpausan), Vaccinium floribundum kunth (alaybili) y Rubus
roseus poir (frambuesa silvestre)”. Demostraron ser una fuente importante de
antioxidantes, donde la frambuesa silvestre ha demostrado que tiene mayor
capacidad antioxidante, fenoles totales en comparacion a los frutos Sleumer
(Machamacha), (Condorpausan) respectivamente. No obstante, la diferencia
minima de capacidad antioxidantes y fenoles totales presentes en estos frutos han
demostrado tener niveles elevados de capacidad antioxidante y fenoles totales en
relacion a otros frutos comerciales estudiados por otros autores por lo que nos va a

permitir preservar, revalorar estos frutos desconocidos.

Del mismo modo en la investigacién de (Price y otros, 2017) denominado “Efecto
del congelado y refrigerado en el contenido de compuestos bioactivos y capacidad
antioxidante de ardndanos (Vaccinium corymbosum, variedad “biloxi”) cultivados
en diferentes microclimas de Pert’”. Concluye que los ardndanos almacenados a
temperaturas de refrigeracion (28 dias) y congelacion (42 dias) provenientes de dos
localidades del Per( presentaron variacién en los polifenoles totales, antocianinas
totales, actividad antioxidante. Los niveles de polifenoles incrementaron en 85,5%
y 61,2%, en refrigerado y congelado; y la actividad antioxidante incremento en
56,7% en refrigeracion y 58,6% en congelacion, CAT disminuyé en 57,1% en la

fruta refrigeraday 45,2% en congelado. Los ardndanos evaluados almacenados en
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frio, pueden considerarse alimentos funcionales por el alto nivel de antocianinas
superiores a la recomendacion de 50 mg/d, contribuyendo a contrarrestar y reducir

las diferentes patologias cronicas no transmisibles.

Con estas investigaciones se contribuird al consumo de alimentos bioactivos y
benéficos, ademas de promover a los agricultores a producir dicho fruto, asi mismo
son resistentes y adaptables a climas como el de nuestra region, ademas de plagas

y enfermedades.

1.2.4 Delimitacion

1.2.4.1 Espacial
La investigacion se ejecutd en los laboratorios de la Escuela Académico
Profesional de Ingenieria Agroindustrial de la Universidad Nacional

Micaela Bastidasde Apurimac.

1.2.42 Temporal
La investigacion se realiz6 en funcion a la recoleccion de muestras de los
frutos maduros de Machamacha (Pernettya prostrata) recolectandose en el
afio 2019. Considerando tentativa los meses mas lluviosos de entre (enero
— marzo) de mayor produccion sin desestimar que la produccion se da

durante todo el afio en cantidad regular.

1.2.4.3 Tecnolbgica
Los resultados de evaluacion del contenido de bioactivos estudiados sera
a traves de la experimentacion directa con muestras de frutos maduros en
tres estados de conservacion, identificados con métodos estandarizados,

materiales y equipos de laboratorio para recopilacion de datos.
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CAPITULO 11
OBJETIVOS E HIPOTESIS

2.1 Objetivos de la investigacion
2.1.1 General
Evaluar el contenido de polifenoles totales, antocianinas, y la capacidad
antioxidante de los frutos maduros de Machamacha (Pernettya prostrata) en

diferentes estados deconservacion (fresco, seco y congelado).

2.1.2 Objetivos Especificos
e Evaluar los Polifenoles totales de los frutos maduros de Machamacha en
diferentes estados de conservacion (fresco, seco y congelado) por la técnica del
reactivo Folin Ciocalteau.

e Evaluar el CAT de las muestras maduras de Machamacha en diferentes estados

de conservacion (fresco, seco y congelado) a través de la diferencia de pH.

e Evaluar la eficiencia anti radical de las muestras maduras de Machamacha en
diferentes estados de conservacién (fresco, seco y congelado) utilizando el
métodode TEAC DPPH.

2.2 Hipotesis de la investigacion
2.2.1 Hipdtesis general
Si los frutos maduros de Machamacha (Pernettya prostrata) son sometidos a
diferentes estados de conservacion (seco, fresco, congelado) se veran influenciados

en su CAT, polifenoles totales, y capacidad antioxidante.

2.2.2 Hipotesis especificos
e Si los frutos maduros de Machamacha son secados entonces existe la
probabilidad de que se vean afectados en su CAT, PFT y capacidad
antioxidante.
e Los frutos maduros de Machamacha fresco contienen antocianinas totales, PFT

y actividad anti radicales.
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e Si los frutos maduros de Machamacha son congelados entonces existe la
probabilidad de que se vean afectados en su contenido de antocianinas totales,

contenido de polifenoles totales y capacidad antioxidante.

2.3 Operacionalizacion de la variable
2.3.1 Definicion de variables
De acuerdo al tipo de investigacion experimental descriptivo las variables seran de

la siguiente manera:

a) Variable independiente

e Frutos maduros frescos de Machamacha (Pernettya prostrata)

e  Frutos maduros secos de Machamacha (Pernettya prostrata)

e  Frutos maduros congelados de Machamacha (Pernettya prostrata)

b) Variable dependiente
Dependeran mucho del tipo de conservacion de los frutos maduros de
Machamacha.
e Contenido de antocianinas totales en frutos maduros (fresco, seco y

congelado)

e Contenido de polifenoles totales en frutos maduros (fresco, seco y

congelado)

e Capacidad antioxidante en frutos maduros (fresco, seco y congelado).
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2.3.2 Operacionalizacion de variables

Tabla 1 — Operacionalizacion de las variables

Variables Componente Indicador
Frutos maduros de Machamacha Gr
FRESCO
: Frutos maduros de Machamacha Gr
Independientes SECO
Frutos maduros de Machamacha Gr
CONGELADO
CAT (mg de
Contenido de antocianinas totales cianidina 3-
glucdcido/gr)
D dient PFT (mg ac.
ependientes Contenido de polifenoles totales Galico/1009)
Capacidad de antioxidante TEAC DPPH
(pmol/gr)
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CAPITULO Il
MARCO TEORICO REFERENCIAL

3.1 Antecedentes

a)

b)

En la investigacion de Barragan (2018), los “Compuestos Bioactivos Yy capacidad
antioxidante del mio — mio (Coriariaruscifolia L) en tres estados de conservacion
(fresco, seco y congelado)”. Siendo el objetivo de estainvestigacion caracterizar las
antocianinas por espectroscopia UV Vis, FTIR-ATR y HPLC, determinar el
contenido antocianinas (AT), polifenoles totales (PFT) y capacidad antioxidante en
frutos nativos de mio mio en tres estados (fresco, seco y congelado) (Coriaria
ruscifolia L) de Abancay, Apurimac-Per(. Estas determinaciones se efectuaron por
métodos de pH diferencial, Folin Ciocalteau y capacidad antioxidante TEAC DPPHy
DPPH. La extraccion de pigmentos fuerealizada con metanol acidificado con HCI al
0.01% de concentracion. Los espectros Uv Vis y FTIR mostraron caracteristicas
antocianicas, identificindose por HPLC la cianidina como antocianina mayoritaria.
El contenido de (AT) fue de 440.22 (mg cianidina 3- glucésido/100g), PFT de 371.71
(mg &cido galico/100g), TEAC DPPH 134.40 (umol trolox/g) y TEAC DPPH 82.70
(umol trolox/g). En conclusidn, los extractos del mio mio corresponden a estructuras
antocianicas con una gran capacidad antioxidante, con un futuro promisorio para uso
agroindustrial. En este trabajo también se observo correlacion significativa entre el

contenido de antocianinas totales y la capacidad antioxidante TEACDPPH.

En la presente investigacion de tesis de Villano (2017), titulado “Compuestos
bioactivos y Capacidad antioxidante (fenoles y antocianinas) de los frutos silvestres
frescos: Gapltheria glomerata (Cav.) Sleumer (Machamacha), Monnina vargassi
Ferreyra (Condorpausan), Vaccinium floribundum kunth (Alaybili) y Rubus roseus
Poir (Frambuesa silvestre)”. Determind la capacidad antioxidante utilizando la
metodologia de decoloracion del radical DPPH y como estandar la curva de calibracion
de Trolox; para determinar los fenoles totales utilizd el método espectrofotométrico
con el reactivo de Folin Ciocalteu y como estandar de fenoles, el acido galico, luego
para determinar el contenido de antocianinas totales el método de pH diferencial. Los
resultados obtenidos por quintuplicado, fueron tabulados y evaluados por la

metodologia de andlisis de varianza de ANOVA, aplicando las diferencias minimas
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significativas (LSD) de Fisher como método de comparacién multiple con un nivel de
confianza del 95 % , significancia de 0.05, para ello se utilizo el paquete estadistico de
STATGRAPHICS Centurion XVI.I y Excel 2013, donde los valores obtenidos
mostraron diferencias estadisticamente significativas; el nivel de la capacidad
antioxidante mayor fue del fruto Frambuesa silvestre con 25010.87 (ug Eq* Trolox/
xix 100 g fruto fresco), seguido por Machamacha 23328.90 (ug Eg* Trolox/ 100 g
fruto fresco) luego, Alaybili con 22902.90 (ug Eq* Trolox/ 100 g fruto fresco) y
Condorpausan 21924.65 (ug Eq* Trolox/ 100 g fruto fresco) resultaron tener menor
nivel de capacidad antioxidante; en lo que respecta al contenido de fenoles totales el
fruto con mayor nivel fue Frambuesa silvestre con 5370.42 (mg AGE/100 g fruto
fresco) seguido por Machamacha 5187.77 (mg AGE/ 100 g fruto fresco), los frutos
silvestres de Alaybili 4817.80 (mg AGE/ 100 g fruto fresco) y Condorpausan 4707.21
(mg AGE/ 100 g fruto fresco) resultaron con menor contenido de fenoles totales; en
cuanto al contenido de antocianinas totales en alto nivel correspondié al fruto
Frambuesa silvestre con 2013.967 (mg cianidina3 glucosido/100 g fruto fresco),
seguido por Machamacha con 1033.184 (mg cianidina-3-glucosido/100 g fruto fresco),
Alaybili 914.875 (mg cianidina-3- glucdsido/100 g fruto fresco) y Condorpausan con
862.006 (mg cianidina-3- glucdsido/100 g fruto fresco), estos tres ultimos frutos
(Machamacha, Alaybili y Condorpausan) resultaron con menor nivel del contenido de
antocianinas; con alto nivel de captacion de radicales libres fue el fruto Rubus roseus
Poir (Frambuesa silvestre, de igual manera destaco en su alto contenido de fenoles y
antocianinas los frutos silvestres: Gapltheria glomerata (Cav.) Sleumer
(Machamacha), Vaccinium floribundum kunth (Alaybili) y Monnina vargassi Ferreyra
(Condorpausan) demostraron su nivel elevado de la capacidad antioxidante, contenido
de fenoles totales y antocianinas totales.

En la investigacion de (Price y otros, 2017), con titulo “Efecto del congelado y
refrigerad en la cantidad de polifenoles totales, antocianinas y actividad antioxidante
de arandanos (Vaccinium corymbosum, variedad “biloxi”) cultivados en diferentes
microclimas de Per”. Determina el efecto del refrigerado a 4°C, congelado a -18°C
sobre el contenido de polifenoles totales, antocianinas y actividad antioxidante de
arandanos (Vaccinium corymbosum var. Biloxi). Utilizando los métodos de Folin
Ciocalteau, pH diferencial y Brand-Williams, respectivamente. Ademas, determind el
pH y grados Brix, asi como la cinética de degradacion de antocianinas en el tiempo.

Obtuvo las medias empleando la prueba de Tukey, con una significacion del 0.05%
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para hallar las diferencias entre los grupos, haciendo uso del programa STATISTICA.
Posteriormente encontrdé cambio significativo (p<0.05 en las variables de estudio. El
pH aumentd en 5.8% para refrigerado y 4.1% para congelado y con un incremento de
grados Brix de 37% para refrigerado y 20.4% para congelado. El contenido de
polifenoles aument6 (85.5% en refrigeracion y 61.2% en congelacion) y la actividad
antioxidante incremento (56.7% en refrigeracion y 58.6% en congelacién), mientras
que las antocianinas totales disminuyeron en ambos tratamientos (57.1% en
refrigeracion y 45.1% en congelacion). El tratamiento de congelacion presentd menor
velocidad de degradacion de antocianinas, mientras no hubo diferencia en
refrigeracion. No obstante, ambos tratamientos mantuvieron niveles éptimos de

compuestos favorables para la salud humana.

En la investigacion de Aroni (2013), titulado “Evaluacion de la estabilidad de
antocianinas de los frutos de Capachu (Hesperomeles escalloniifolia Schitdl),
Huancachu (Berberis cummutata Eichler) Cheqgche (Berberis humbertiana J.F. Macbr)
y Alaybili (Vaccinium floribundum Kunthfrente) frente al pH y temperatura”. Se
evalud la estabilidad de las antocianidinas de los frutos utilizando Cromatografia
(HPLC), cuantificd antocianinas totales a través del método del pH diferencial misma
metodologia para todos los frutos. Evalué la estabilidad, aplicando el disefio
experimental factorial en valores de temperaturas (20, 30y 40 °C) y pH (3; 4y 5).
Obteniendo un CAT de 2026.201 mg/100 g (Capachu), 1271.809 mg/100 g
(Huancachu), 2306.297 mg/100 g (Chegche) y 319.170 mg/100 g (Alaybili).

En la investigacion de Martinez (2011), titulado “Antocianinas y actividad anti
radicales libres de Rubus adenotrichus Schltdl (zarzamora)”. Se evaluaron las
antocianinas  por HPLC resultando en fenoles 29.23+1.4 mg equivalentes de acido
galico, flavonoides 5.26+0.25 mg equivalentes de catequina y antocianinas 12.3 mg
por cada gramo de fruto seco. El alto contenido de antocianinas en esta especie nos

permite recomendar su uso como antioxidante.

En la investigacion de (Heras y otros, 2013), titulado “Optimizacion del Proceso de
Extraccién de Antocianinas y Evaluacion de la Capacidad Antioxidante de Berenjena
(Solana melonera L.)”. Para la optimizacion del proceso de extraccion de las
antocianinas se emple6 la metodologia de superficie de respuesta con tres factores:

concentracion de solvente etanol acidificado 1% acido ortofosforico (50 a 90% v/v),
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temperatura extraccion (30 a 60°C) y tiempo extraccion (4 a 12 horas). La evaluacion
de la capacidad antioxidante se realizd empleando el método ABTS La optimizacion
del modelo mostro 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 el presente trabajo de investigacion Llimpe (2017), “Evalta el CA por diferencia
de pH hallando 0.519, 4.242 y 10.532 mg de Cianidina/g de muestra en estado verde,
pinton y maduro en los frutos de Machamacha (Vaccinium floribundum Kunth)”. La
AA detectada por el método radical DPPH, fue de 569.3637, 550.1427 y 323.9630
pumol TE/g muestra en estado verde, pinton y maduro siendo en verde con mayor
presencia. Las caracteristicas fisicoquimicas de Machamacha maduro presento: pH 4,
humedad 84.760%, 0.028 de acidez expresado en &cido citrico, grasa 0.536%, proteina
0.897%, cenizas 0.478%, carbohidratos totales 13.329%. Estos valores consideran al

Machamacha como promisorio, para su aprovechamiento agroindustrial e industrial.

3.2 Marco referencial

3.2.1 Machamacha (Pernettya prostrata)

“Machamacha”, arbusto pequefio, erecto o subpostrado, de hasta 50cm de altura.
Hojas simples, alternas, elipticas, coriaceas, con la margen crenada y ligeramente
revoluta, lamina aproximadamente de 0.7-1.7 x 0.3-07 cm. Flores axilares,
solitarias tendiendo a agruparse al final de las ramas, de color rosado-encendido a
rosado blanquecino, ovario supero. Caliz de 2-36mm de largo, verde claro; corola
5.6-6.8 mm de largo urceolada-cilindrica. Tiene 10 estambres, fruto bayo,
pequefia, sub globosa, carnosa y de color morado al madurar. 10. (Braul y otros,
2016)
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Figura 1 — Fotografia tomada de frutos maduros de Machamacha (Pernettya Prostrata)
Lado derecho representa un racimo y el lado izquierdo hojas y tallos con frutos maduros

3.2.2 Nombre comun
Tomando en cuenta a (Pedraza y otros, 2004), el Mortifio, Borrachera,
reventadera, venenoso, cimarron, gateadero, colorado (Cauca), chirriadera

(Cundinamarca), moridera (Narifio) o Bichacha (Santander).

3.2.3 Sindnimos
(Pedraza y otros, 2004), la Gapltheria myrsinoides Kunth; Gapltheria
sanmartensis Rusby; Pernettya leucantha Linden ex Gapltheria glomerata (Cav.)
Sleumer; Pernettya robusta Wedd; Pernettya pentlandii DC. Var. Parvifolia
(Benth). Wedd. Subvar. Humilis Planch. Wedd.

3.2.4 Distribucion y habitat
De acuerdo a (Pedraza y otros, 2004), la especie de amplia variabilidad y
distribucion, se encuentra en todo tipo de ambientes, como pajonales, escarpes,
matorrales y sitios descubiertos. Floracion- fructificaciéon: julio, agosto y
diciembre-marzo.
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Por otro lado, (Correa y otros, 1992), Es una de las familias caracteristicas de los
bosques montanos peruanos, esta representada por 22 géneros y 132 especies.
Asimismo, el género Pernettya esta constituido por un total de 20 especies, 15 de

ellas distribuida en américa.

3.2.5 Clasificacion botanica
Segun Surco, (2018) la universidad nacional de Colombia hace su clasificacion

taxondmica de Machamacha realizada en el afio 2007 por la siguiente:

3.2.6 Taxonomia
Reino : Plantae
Phylum : Magnoliophyta
Clase : Magnoliopsida

Orden : Ericales

Familia : Ericaceae
Género : Pernettya
Epiteto especifico : Prostrata
Extraido de (Surco,2018)

3.2.7 Composicion quimica del fruto de Machamacha

Tabla 2 — Composicidn quimica de los frutos de Machamacha (Pernettya prostrata)

Composicién quimica

Frutos Cantidad cada 100 gramos
Proteinas 83.36%
Lipidos 0.45¢g
Fibra cruda 2.80¢g
Cenizas 0.50¢
Carbohidratos 11.11 mg
Calcio 100.00 mg
Sodio 1.54 mg
Potasio 1.61 mg
Fosforo 42.22 mg
Hierro 0.90 mg
Tiamina 1.10 mg
Riboflavina 0.82 mg
Acido ascorbico 186.20 mg

Extraido de (Cortes, 2007)

Repositorio Institucional - UNAMBA Pert




3.2.8

3.2.9

-18 de 93-
Generalidades de los frutos de Machamacha (Pernettya prostrata)
Segun el analisis proximal del calcio, hierro, sodio, potasio, fésforo, acido
ascorbico, tiamina y riboflavina encontrado en los frutos de la (Pernettya

prostrata) muestran lo siguiente en la tabla N° 01.

En una investigacion farmaco dindmico y toxicoldgico elaborado por Mezey en
1943, llega a que la naturaleza quimica de la sustancia activa de la planta es soluble
en agua caliente y fria, menos soluble en alcohol, no se precipita en sales
metalicas, tampoco reaccion a alcaloides ni glucésidos. Esta actitud quimica, méas
el efecto toxico (salivacion, vomito, tambaleo, convulsiones y paralisis
progresiva) relacionan al veneno comin de un gran numero de plantas de la
familia Ericaceae, y por ende el principio toxico de la Pernettya prostrata era este
tipo de sustancia (andromedotoxina). (Torrenegra y otros, 1995)

Compuestos fenolicos

Principales metabolitos secundarios de las plantas, su presencia en el reino animal
se debe a la ingestion de éstas, sintetizados y regulados genéticamente por las
plantas. Ademas, actian como fitoalexinas y contribuyen a la pigmentacion de
muchas partes de la planta (p. ej. los antocianos son los responsables del color
rojo, naranja, azul, parpura o violeta que encontramos en las pieles de las frutas y
hortalizas). Por otro lado, cuando los fenoles son oxidados, dan lugar a las

quinonas que dan un color pardo que muchas veces es indeseable. (Creus, 2004)

3.2.9.1 Estructura quimicay clasificacion
El fenol, que es la molécula basica (Figura 02) y se compone de un anillo
aromatico (fenil) unido a un grupo hidroxilo (OH). La disposicién del
anillo aromatico hace que los acidos debiles, generen un efecto inductivo

en el género hidroxilo. (Pefiarrieta, 2014)

OH

Figura 2— Estructura quimica del fenol

Extraido de (Pefarrieta,2014)
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Los polifenoles se pueden clasificar de muchas maneras debido a su
diversidad estructural y biodisponibilidad. La estructura de los
polifenoles se define por el numero de anillos fendlicos. Siendo los
principales los acidos fenolicos (estilbenos, lignanos, alcoholes fendlicos
y flavonoides. La asimilacion de los polifenoles da lugar a la ruta del
acido si quimico que confiere la sintesis de fenilalanina o tirosina, y de
los acidos cindmicos y sus derivados y finalmente la ruta de los
poliacetatos que suminitra las quinonas y las xantonas. Las rutas mixtas
del &cido si quimico y poli acetatos da lugar a los flavonoides siendo sus
subgrupos los flavonoles, flavonas, flavanonas (dihidroflavonas),
isoflavonas, antocianidinas y flavanoles.
a) No flavonoides

Entre ellos hay dos subgrupos:

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

e Acidos fenoles: derivados del 4cido benzoico C6-C1y derivados

del &cido cindmico C6-C3.

b) Flavonoides (C6-C3-C6)
Formados por 2 grupos bencénicos unidos por un puente
tricarbonado.Subgrupos:

e Antocianos.
e Flaconas, flavononas, flavanoles y flavanonoles.
e Flavanoles, taninos condensados y lignanos.

A. Acidos fenolicos
Los acidos fendlicos se agrupan en: los acidos hidroxibenzoicos y los
acidos hidroxicinamicos. Es necesario recordar que la presencia de
mas de un grupo hidroxilo y una mayor separacion del grupo carbonilo
al anillo aromatico aumentan la capacidad antioxidante de estos

compuestos. (Pefarrieta, 2014)
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B. Flavonoides

Son compuestos fenolicos y se encuentran en vegetales, semillas,
frutas y bebidas como el vino y cerveza, ademas identificandose 5.000
flavonoides diferentes, inicialmente considerados como sustancias sin
accion beneficiosa para la salud, no obstante, més tarde demostraron
multiples efectos positivos por su accion eliminadora de radicales
libres. (Martinez y otros, 2002)

Son responsables del color natural de los alimentos, como las
antocianinas de los colores rosa, escarlata, malva, rojo, violeta y azul
de los vegetales, jugos de fruta y vinos. (Martinez y otros, 2002)
Se pueden clasificar en:
a) Flavanos
Existen tres tipos flavandioles: leucocianidina (platano);
leucopelargonidina (alfalfa de secano) y leucodelfinidina

(castafio de indias).

b) Flavanonas
Son analogos de las flavonas con el anillo C saturado.

Constituyen un grupo minoritario en los alimentos.

c) Isoflavonas
Se encuentran en la soja y los lupinos andinos y clasificados como
fito-estrogenos debido a sus efectos estrogénicos, su consumo
genera efectos en la salud, combatiendo enfermedades

cardiovasculares y el cancer. (Steiner y otros, 2008)

d) Flavonoles
Son sustanciales las quercetinas, miricetina y kaempferol con

aspecto sin color o pajizo y se ubican en las hojas.

e) Flavonas
Son amarillas y pueden estar en algunas flores y frutos. Siendo

indispensables la tricetina, apigenina y luteolina.
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f) Antocianinas

colorantes hidrosolubles concurrente en el liquido vacuolar de las
células, responsables de las coloraciones rojas, azules y violetas

de las flores y hojas.

3.2.10 Antocianinas

Son un grupo de pigmentos de color rojo, hidrosolubles, ampliamente
distribuidos en el reino vegetal, quimicamente las antocianinas son glucosidos
de lasantocianidinas, constituidas por una molécula de antocianidina, que es la
aglicona, unido por un azucar por medio del enlace B-glucosidico. La estructura
quimica basica de estas agliconas es el ion flavilio, también llamado 2-
fenilbenzopirilio agrupado en dos grupos aromaticos: un benzopirilio (A) y un

anillo fendlico (B); el flavilio funciona como un cation. (Aguilera, 2011)

3.2.10.1 Clasificacion
Se han reportado 635 antocianinas distintas. Las cuales son
pelargonidina, peonidina, cianidina, malvidina, petunidina y
delfinidina. La tabla N° 02 muestra los sustituyentes de las
antocianinas.
e La pelargonidina, responsable del color rojo por los dos

sustituyentes de hidrogeno.

e Lacianidina, es la més comun, posee un sustituyente hidroxilo y un

hidrégeno, impartecolor magenta.

e La delfinidina contiene dos sustituyentes hidroxilo y es

responsable del color azul.

e La peonidina deriva de la cianidina, petunidina y malvidina.

(Mosquera y otros, 2015)

Se distribuye en un 30% de cianidina, 22% delfinidina, 18% de
pelargonidina, peonidina y malvidina en un 7.5% y petunidina en un

5% en promedio en los vegetales.
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OH

OH

Figura 4 — Estructura basica de las antocianinas

Extraido de (Crozier y otros, 2009)

Tabla 3 — Sustituyentes de las antocianinas

Aglicona Substitucion A Max (nm)
R1 R2 Espectro visible
Pelargonidina H H 494 (naranja)
Cianidina OH H 506 (naranja — rojo)
Delfinidina OH OH 508 (azul — rojo)
Peonidina OCH3 H 506 (naranja — rojo)
Petunidina OCH3 OH 508 (azul — rojo)
Malvidina OCH3 OCH3 510 (azul — rojo)

Extraido de (Crozier y otros, 2009) y (Garzén, 2008)

Por otro lado, las antocianinas presentan sustitutos glucésidos que son
moléculas adicionales de azlcar que pueden unir en las posiciones 5y
7 y raramente en las posiciones 3" y 5"y un 90% de las antocianinas
contienen glucosa como Unico azlcar acompafiante. (Mosquera y
otros, 2015)

OH CH OH
] ] 8
HO 0. O HOD o) O HO ¥ ‘
O \ O X OH O X OMe
& CH & OH & OH
OH OH OH
Felargonidina Cianidina Peonidina
CH OMe OMe
OH OH OH
& 3 @
HO 0. O HO 0. O HO. 4 ‘
O X OH 0 X OH O X OMel
2 OH 7 OH 7 OH
OH OH OH
Delfinidina Petunidina Malvidina

Figura 5— Principales antocianinas de importancia en alimentos

Extraido de (Castafieda, 2009)
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3.2.10.2 Componentes que afectan a la estabilidad de las antocianinas

A. Efecto del pH

A pH 1 predomina el cation flavilio, siendo la forma més estable

de las antocianinas y a valores de pH 2 y 4 ocurre la pérdida de un

proton, encontrdndose las antocianinas preferentemente bajo las

formas quinodales de color azul. A pH 5y 6 se ubican las

pseudobase carbinol y chalcona, que son incoloras y de color

amarillo; ambas bastante inestables. A pH superiores a 7, las

antocianinas se degradan rapidamente por oxidacion con el aire.
(Francis, 1982)

p ¥ pH 5 PH &

-]
L]
oty
o, p— Degradation reaction
o e 2 =
(B) o ™
Prlen — O ¢ o OO
(=3 R
Wl b - -

pH &

o Lol
o oH H
+ +H . [ e O L
o, —_— R, S Oft
o, T o, (=
oH o
{E} iF)

(T} (F) aldehyde phenolic acid
i Oz when R, is H: /
Ry
L™ o, oy
pH 3 o o
{C)
O =171 HO =]
(=125 —_— OF
u 7] (=]
=", O oH
o dilkcetome
O
| Oz

rH S
(D)

Figura 6 — Conformacion de las antocianinas a diferentes valores de pH
Extraido de (Durst y otros, 2001)
B. Asociacidn con otros compuestos e iones

El intervalo de pH en las plantas y sus derivados es de 3 a 7, se
encuentran como estructuras incoloras (Salvador, 2006).
Pueden cambiar de color cuando forman complejos con otros
compuestos fendlicos (catequinas, taninos o flavonoides)
favoreciendo la absorcion a mayores longitudes de onda. La
pigmentacion intramolecular y copigmentacion favorecen la

intensidad y su estabilidad del color.
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C. Efecto de las enzimas
Las enzimas polifenoloxidasas, peroxidasas, glicolasas vy
estearasas degradan a los compuestos fendlicos a través del
oscurecimiento enzimatico a causa del deterioro del tejido de los
alimentos y reacciona con las o-quinonas generados por la

oxidacion enzimatica de fenoles. (Salvador, 2006)

D. Efecto de los acidos
Cuando el &cido ascorbico se degrada, forman el peréxido quienes
reaccionan con el azlcar a un pH 2 decolorando a las antocianinas
en presencia del ion cobre o fierro cuando estas se almacenan por

tiempos prolongados.

E. Sulfitado

El proceso de sulfitado de frutas es preponderante para almacenar
las frutas antes de producir jaleas o conservas. Sin embargo, puede
quitar el color de las antocianinas, debido a la adicion de sulfito,
anhidro sulfuroso para la conservacion de los frutos, no obstante,
las formas sulfénicas ejercen un efecto estabilizador sobre el
enlace glucosidico y evitan la hidrolisis de la antocianina.
(Salvador, 2006)

F. Temperatura
El tratamiento térmico influye en la destruccion de las
antocianinas; presentando pérdida del color. La figura 06
demuestra la degradacién de las antocianinas del jugo de uva
cuando es calentado en diferentes condiciones; observandose una
desigualdad entre la absorbancia de los productos tratados

térmicamente. (Salvador, 2006)
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ahsorbancia

.00 440 480 520 S680 [s1ale]
longitud de onda (nm)

Figura 7 — Curva espectrofotométrica de degradacion de antocianinas del jugo de uva
durante el almacenamiento: (a) control sin calentar; (b) calentando a 90°C por 1 hora;(c)
calentando a 99°C por dos horas; (d) jugo de uva comercial

Extraido de (Salvador, 2006)

3.2.10.3 Antocianinas en frutas
Quimicamente son glucosidos de las antocianidinas y pueden ser
encontradas en ciertos vegetales y cereales. Dentro de los frutos que
contienen estos compuestos se pueden citar a la uva, fresa, arandano,

cereza, mortifio, grosella. (Martinez y otros, 2008)

Tabla 4 — Antocianidinas que predomina en las principales bayas

Especie Antocianina dominante
Aréndano (Vaccinium myrtillus) Malvidina-3-glucdsido
Cianidina-3-glucésido
Mirtilina
Cianidina-3-galactésido
Mora (Rubus fruticosus) Cianidina-3-glucdsido
Grosella negra (Ribes nigrum) Delfinidina-3-runitésido
Aréndano azul (Vaccinium Malvidina-3-arabindsido
corymbosum)

Malvidina-3-glucésido
Malvidina-3-galactésido

Frambuesa (Rubus idaeus) Cianidina-3-soforésido
Frutilla (Fragaria x ananassa) Pelargonidina-3-glucésido
Mortifio a (Vaccinium floribundum Delfinidina hexdxido
Kunth)

Cianidina hexosido

Extraido de (Francis, 1982)
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Propiedades funcionales
El atractivo de estos pigmentos se ha desarrollado por los resultados
terapéuticos y beneficiosos, como las reducciones de enfermedades
coronarias, prevencion de cancer, tumores, inflamaciones y diabetes,

dificultades visuales y el proceder intelectual. (Crozier y otros, 2009)

El consumo de alimentos ricos en antocianinas se esta incrementando
de manera significativa debido a los beneficios en la salud que

Ilegaron a ser evidentes. (Zapata, 2014)

Extraccion de las antocianinas

Se utiliza con frecuencia el metanol o etanol con una pequefia cantidad
de acido (15%, HCI 1M) a fin de obtener la forma del catién flavilio,
el cual es estable en un medio altamente &cido. (Vasco, C. et al. 2009)
Es aconsejable usar etanol por ser menos toxico, generalmente en usos

alimenticios y ensayos clinicos. (Durst y otros, 2001)

A. Factores que influyen en la extraccion de las antocianinas

El proceso de extraccion se ve afectado por varios factores como:
a) Tamafio de particula
El acortamiento del tamafio facilita la extraccion de un
constituyente deseado y por ello es importante el grado de
molienda o fineza del producto para una buena difusion.
difusion del solutoen el solvente. Cuanta mas pequefios sean
las particulas mucho mejor es el contacto entre es el area

interfacial entre el sélido y el liquido. (Abdel y otros, 2003)

b) Temperatura
El calor permite el transcurso del agua a través de las
membranas de las células vegetales. Debiendo ser lo
suficientemente alta para una buena solubilidad del
pigmento, previniendo la hidrolizacion y solubilizacion del
pigmento. (Abdel y otros, 2003)
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¢) Disolvente
Se utiliza etanol con frecuencia para extraer los principios
activos de las plantas, no obstante, el agua es considerada el
solvente universal por su capacidad de extracciéon en fase
solido-liquido. (Abdel y otros, 1993)

d) Tiempo de extraccion
Tiene menor incidencia en la extraccion del colorante, sin
embargo, dependiendo de la técnica empleada, los
volimenes a tratar, y la temperatura utilizada, sera un factor
importante que debera ser tomado en consideracién en los
procesos industriales y evaluar la incidencia en los costos,

tanto de operacion como de inversion. (Ibarz y otros, 2002)

e) Solventes para extraccion

e Agua destilada

La capacidad del agua para diluir solventes idnicas y
substancias polares suministra la polaridad de la molécula
interactuando sus dipolos con ella. Los solutos polares
actuan como donadores y en otros como receptores, en los
puentes de hidrégeno que establecen entre sus moléculas
y las del agua. Esta hidratacion ayuda a su separacién y
solubilizacion de las substancias iénicas. (Ibarz y otros,
2002)

e Etanol
El etanol, cuya formula quimica es CH3-CH2-OH,
producto quimico organico sintético mas empleado por el
hombre, es importante por sus usos mas comunes en la
industria, doméstico y medicinales, la industria emplea el

Etanol como disolvente. (Ibarz y otros, 2002)

e Metanol
Compuesto quimico del grupo de los alcoholes, conocido
como alcohol metilico, y el mas sencillo del grupo. Su
formula es CH30OH, cuando esta a temperatura ambiente,
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se presenta en estado liquido e incoloro, siendo bastante
toxico e inflamable. Con poca viscosidad y olor intenso,
perceptible a partir de los 2 ppm. Puede ser usado como
disolvente o combustible, siendo bastante miscible en
agua, y otros solventes de tipo orgénico. (Ibarz y otros,
2002)

3.2.10.6 Cuantificacion total de antocianinas mediante el método del pH

diferencial

La metodologia de pH-diferencial ayuda a la estimacion del contenido
de antocianinas totales, y en la presencia de pigmentos polimerizados
y otras interferencias a través del uso de sistemas tampdn que decolora
a las antocianinas sin afectar a los compuestos interferentes
obteniendo una medida de absorcion méxima en la region visible. Los
agentes blanqueadores méas empleados son sulfito de sodio y peroxido
de hidrogeno. (Ullauri, 2010)

Se determind el contenido de antocianinas totales a través del uso del
método de pH diferencial, de acuerdo a la decoloracién y al pH en el
que se encuentran, quienes presentan mas coloracion en su forma
oxonio a pH 1.0 (KCI 0.025 M) e incoloro en su forma hemicetal a pH
4.5 (CH COONa 0.4 M), esta diferencia de color nos permitird medir
las antocianinas a longitudes de onda de 520 y 700 nm y como blanco

agua destilada. (Barragan, 2018)

Los célculos para cuantificar las antocianinas totales se efectuaron de

acuerdo a la férmula:

Calculo de absorbancia de la muestra
A= (As20 — A700) pH — (As20 pH — A700) pH 45

Calculo del contenido de antocianinas

mg cianidina —3—gluc 6sido AXPM X FD X 100

CAT ( L ) - ExL
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Donde:

A :esel cambio de absorbancia
CAT: contenido de antocianinas totales (mg/L)
PM : masa molecular para cianidina-3-glucocido 444.2/mol

e :coeficiente de extincién molar para cianidina-3-glucésido 26900
L/mol. cm I: camino Optico de celda 1cm

FD : factor de dilucion

3.2.11 Polifenoles
Agrupado por sustancias con estructuras diversas, simples, como los derivados de
acidos fenolicos, hasta moléculas poliméricas de elevada masa molecular, como los

taninos hidrolizables y condensados. (Centeno, 2013)

Los polifenoles al tener un grupo alcohol y estar glicosilados por los monosacaridos y
oligosacaridos dan lugar a una amplia variedad de compuestos, uniones formadas
mediante enlaces glicosidicos por la pérdida de una molécula de azlcar y aglicdn; estos
glicésidos son solubles en agua, en etanol, metanol, o mezclas de ellos en agua. (Rafael,
2017)

3.2.11.1 Anabolismo de los polifenoles
Son producto del metabolismo secundario de las plantas que da lugar a la ruta
del &cido siquimico que proporciona la sintesis de los aminoacidos aromaticos
(fenilalanina o tirosina), ademas de sus derivados (fenoles sencillos, acidos
fendlicos, cumarinas, lignanosy derivados del fenilpropano) y los poliacetatos

proporcionan las quinonas y las xantonas. (Quifiones y otros, 2012)

3.2.11.2 Biodisponibilidad de los polifenoles
Referente a la proporcién de nutrientes que se digieren, se absorben y se
metabolizan a través de las rutas metabolicas habituales de asimilacion.
Siendo importante también conocer la cantidad de polifenoles que es
biodisponible, dentro del contenido total de un alimento. (Quifiones y otros,
2012)
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3.2.11.3 Factores que afectan al contenido de polifenoles de los alimentos
Por su gran valor en la prevencién de enfermedades es importante conocer los

factores que influyen en su distribucién y contenido en los alimentos.

A. De origen genetico
Las variedades de los productos conllevan a que la composicion sea
diferente en géneros o especies; siendo uno de ellos la lechuga y manzana
de variedades romana contienen minimas sustancias fendlicas, en el caso
de la manzana pueden verse afectados por las enzimas. (Giusti y otros,
2001)

B. Factores agroambientales y condiciones de conservacion posterior a
la cosecha
Los factores agroambientales como el suelo, nutrientes, riego, minerales
(calcio, boro), sustancias nitrogenadas, pueden ser causa del déficit de la
disposicion fotoquimica en las frutas y verduras ademas de la oxidacién
de los mismos (Giusti y otros, 2001). En la siguientes (tabla 4,5).
Observamos a todos los alimentos con contenido fendlico e imparten
calidad, aceptabilidad y estabilidad actuando como como colorantes,

antioxidantes.

Tabla 5 — Caracteristicas organolépticas atribuidas a los compuestos fenélicos

Propiedades organolépticas

Como las antocianidinas, responsables de los tonos rojos, azules y violaceosde muchas
Color frutas, hortalizas y derivados: fresas, ciruelas, uvas, berenjena, col lombarda, rabano,

vino tinto, etc.

Sabor Como las flavanonas de los citricos (naringina del pomelo, neohesperidina de la

amargo naranja) o la oleuropeina en las aceitunas.

) ) Como las proantocianidinas (taninos condensados) y los taninos hidrolizables, por
Astringencia

ejemplo, en el vino.

Aroma Fenoles simples como el eugenol en los platanos

Extraido de (Creus, 2004)
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Alimento | Cantidad de polifenoles totalesPFT (mg acido galico/100 g)

Especies molidas
Clavo de olor 16550
Menta 491
Orégano 4980
Romero

Frutas
Arandanos 311
Banana 155
Cerezas 259
Ciruelas 332
Duraznos 133
Frambuesas 414
Frutillas 332
Kiwis 211
Limones 51
Manzanas 250
Melones 56
Naranjas 57
Peras 178
Uvas 170

Vegetales
Ajo 92
Apio 42
Berenjena 63
Brécoli 316
Cebollas 23
Coliflor 93
Papas 163
Pepino 22
Perejil 77
Pimiento rojo 255
Remolachas 188
Repollo colorado 231
Tomate 80
Zanahorias 35

Legumbres
Lentejas 628
Manies 396
Porotos 94

Bebidas
Jarabe de chocolate 417
Vino blanco 20
Vino tinto cabernet 203

Extraido de (Garcia, 2012)
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3.2.11.4 Andlisis de polifenoles totales por el método de Folin Ciocalteau
Se puede analizar por varios métodos conocidos, sin embargo, en esta
investigacion esta basado en la reaccion de los fenoles al folin en pH bésico

originando un color azul y ser determinada a 765nm en espectrofotometria.

Contiene una mezcla de wolframato sodico y molibdato sodico en acido
fosforico que reacciona con los fenoles presentes en la muestra. El acido
fosfomolibdotlngstico de color amarillo, al ser reducido por los grupos
fendlicos da lugara un complejo de color azul intenso, cuya intensidad es la

que se mide para evaluar el contenido en polifenoles (Figura 7). Tomas, F.

2003)
OH OH
= Reactivo de Folin
(W, Mo®") color
= amarillo
o o
Reactivo de Folin
| l reducido (W~
Mo>*) color azul
TAnn VAV Vel

Figura 8 — Formas de accion del reactivo del Folin Ciocalteu

Extraido de (Tomas, 2003)

Este mecanismo es una reaccion Redox, ademas puede considerarse, como un

método de medida de la actividad antioxidante total.

La oxidacion de los polifenoles presentes en la muestra, genera la aparicién
de una coloracion azulada que se muestra 765 nm de absorcidn, y se cuantifica
por espectrofotometria en relacion a un patron de &cido galico (Figura 7).
(Tomas, 2003)

Para la determinacion del contenido de polifenoles totales se usé como patrén
de referencia el &cido galico desde 0 a 5 (mg/L) cuyo R2 fue 0.969 a partir de
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la curva de calibracion con una pendiente de Y = 2.701X - 0.0354.000. Los

calculos se efectuaron con la siguiente ecuacion: (Barragan, 2018)

. mg .ir.'z'.dp gilico. _ [.ﬂ.bs.muesrra—ﬂ} ¢ FD
litro
Donde:
Abs. Muestra : Absorbancia de la muestra
A . Intercepto
B : Pendiente
FD : Factor de dilucion

Compuestos antioxidantes

Son compuestos de sustancias moleculares capaces de retardar y prevenirla oxidaciony
cede electrones (agente reductor). Los seres humanos y los seres vivos en general
estamos compuestos de células, que con el tiempo y otros factores (luz solar, problemas
de alimentacion, etc.) causan efectos secundarios como el estrés oxidativo a causa de la

liberacion de radicales libres y se componen de la siguiente forma:

e Enddgenos: son bio-sintetizados por el organismo: catalasa,superdxido dismutasa y
el glutation peroxidasa, glutation S-transferasas, tioredoxina- reductasas y

sulfoxido-metionina-reductasas. (Haytowitz y otros, 2010)

e Exdgenos: conforman la parte activa del nucleo de las enzimas antioxidantes a
través de la dieta no enzimaticos como las vitaminas E y C, los flavonoides,
licopenos, beta-carotenos, fitoestrogenos, polifenoles, glutation, &cido urico, y
melatonina, las vitaminas los oligoelementos como el cobre, zinc, manganeso,
selenio y hierro deben ser afiadidos al organismo a través de la dieta. (Haytowitz y
otros, 2010)

Radicales libres
Atomos que tienen un electron desapareado que ocasiona alta inestabilidad quimica
confiriéndole reactividad oxidante para otras especies quimicas que se encuentren

cercanas las cuales reaccionan rpidamente. (Garcia y otros, 2015)
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Son muy reactivas y tienen una vida breve, por lo que acttan en el lugar donde se forman
y son dificiles de dosificar, son pequefias moléculas difusibles producidas por diferentes
mecanismos, a nivel microsomal y en los cloroplastos, al interactuar con las

biomoléculas del organismo producen dafio celular (oxidativo). (Barragéan, 2017)

3.2.13.1 Consecuencias nocivas de los radicales libres
Las diferentes macromoléculas se ven afectados por sustancias reactantes por

el oxigeno y por ende el dafio celular.

a) Lipidos.
Los lipidos afectan las estructuras de los acidos grasos poliinsaturados,
alterando la permeabilidad de la membrana celular, produciendo la muerte
celular. Los acidos grasos insaturados son féciles de oxidarse por los
radicales libres del oxigeno. (Salinas, 2006)
Los factores que influyen en la peroxidacién lipidica son:
o Accesibilidad de las membranas en acidos grasos poliinsaturados.
o Presencia de hierro.
o Naturaleza del agente inicializador cuali y cuantitativa.
. La tension de oxigeno.
o Los betacarotenos, alfa tocoferoles,glutation.
o La activacion de enzimas del glutation peroxidasa. (Venereo,

2002)

b) Proteinas
La oxidacion de los aminoacidos como la fenilalanina, tirosina, histidina
y metionina; forman entrecruzamientos de cadenas peptidicas y grupos
carbonilos. (Salinas, 2006)

¢) Acido desoxirribonucleico (ADN)
Las modificaciones de las bases oxidativas, fragmentaciones de citosinas
del ADN activadores de genes, son a causa de la perdida de una proteina
por dafio, produciendo la inactivacion y pérdida de genes supresores de
tumores que producen la iniciacion, progresion de carcinogénesis. (Really
y otros, 1990)
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d) Estrés oxidativo
Se produce debido a la exposicion de la materia viva a fuentes que
producen ruptura del equilibrio e incremento excesivo de especies
reactivas de oxigeno. Provocando alteraciones en el organismo, sistema o
grupo celular, conocido como mecanismo general de dafio celular,
relacionado a numeros crecientes de sindrome y anomalias médicas

involucrado en la génesis. (Ames y otros, 1993)

3.2.14 Capacidad antioxidante
Sustancia que permite la inhibicion o degradacion oxidativa, donde un antioxidante
actla reaccionando con los radicales libres; debemos distinguir la actividad
estabilizadora de radicales libres que hace mencion a la reactividad de un antioxidante
frente a los radicales libres midiéndose por la velocidad de reaccién y actividad
antioxidante evalla la capacidad para retardar la degradacion oxidativa. (Rangan y
otros, 1993)

Las metodologias usadas para determinar la actividad antioxidante buscan cerciorarse
si un agente oxidante produce dafio oxidativo a un sustrato oxidable, deterioro que es

frenado en presencia de un anti radical. (Rangan y otros, 1993)

Los métodos directos se basan en el efecto de un antioxidante sobre la degradacion
oxidativa de un sistema, como: proteinas, acidos nucleicos, plasma sanguineo, grasas,
lipoproteinas, membranas bioldgicas. Los métodos indirectos estudian la habilidad del
antioxidante para estabilizar algin radical libre, como las metas estables, coloreadas,
con fuerte absorcion en el espectro visible DPPH y ABTS.

3.2.14.1 Capacidad antioxidante con la técnica (2,2-Difenil-1-Picrilhidrazilo

(DPPH))

La molécula 1,1-difenil-2-picril-hidrazilo (DPPH) es un radical libre estable
en medio metanolico el cual tiene un electrén desapareado sobre su molécula
que no se dimeriza. La ausencia de electrén intensifica su color violeta intenso
al reaccionar con el sustrato antioxidante, donando un 4&tomo de hidrégeno y
su color violeta se desvanece, este cambio de color se lee a 515 nm de
absorbancia y cuantificado como capacidad antioxidante TEAC DPPH

después de 30 a 120 minutos de reaccion redox. (Barragén, 2018)
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Se han descrito diversas técnicas para evaluar la capacidad antioxidante de
alimentos y plantas medicinales, sin embargo, el méas usado es la técnicadel

radical libre 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo conocido por las siglas DPPH.

Para la determinacién de la capacidad antioxidante de los extractos de
Machamacha, se han usado como patrén de referencia el trolox, por lo que
tanto los extractos como el estdndar actuaron reduciendo el radical 2,2-
difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH). Para ello se ha preparado a 50 uM en 100
ml y esta solucion se ajusta a una pendiente de 0.7 (£ 0.02) con etanol.
(Barragan, M. 2018)

Los calculos se efectlan con la siguiente ecuacion:

umel rro!oxj _ |Abzmuestra—4A

TEACDPPH | -
litre B

] FD

Donde:
Abs. Muestra : Absorbancia de la muestra

A . Intercepto
B : Pendiente
FD : Factor de dilucién

3.3 Marco conceptual

a)

b)

Antocianinas: responsables de la gran cantidad de colores de las frutas, vegetales y
cereales. Se intensifico la atraccion por estos pigmentos por sus beneficios preventivos
a enfermedades coronarias, anticancerigenos, antitumorales, antiinflamatorias y
antidiabéticas, mejoramiento de la agudeza visual. Ademas de nuevas alternativas
para la obtencion de productos coloreados con gran valor agregado para la

alimentacion saludable.

Antioxidantes: son compuestos de sustancias moleculares capaces de retrasar y
contribuir a la prevencion de la oxidacién de un sustrato, actuando como un donador

de electrones.

Machamacha: arbusto pequefio, de hasta 50 cm ckaltura con hojas simples, flores

axilares de color rosado-encendido a rosado blanquecino. Céliz de 2-36 mm de
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largo, verde claro. Tiene 10 estambres, fruto baya, pequefa, subglobosa, carnosa y

de color morado al madurar.

Radicales libres: Atomos que tienen un electron desapareado que ocasiona alta
inestabilidad quimica confiriéndole reactividad oxidante para otras especies
quimicas que se encuentren cercanas las cuales reaccionan rapidamente. (Garcia 'y
otros, 2015)

Estrés oxidativo: ocasionado por la exposiciéon de la materia viva a fuentes que
producen ruptura del equilibrio, por un incremento excesivo de la produccién de
especies reactivas del oxigeno. Provocando alteraciones en el organismo, sistema o
grupo celular, conocido como mecanismo general de dafio celular. (Ames y otros,
1993)

Compuestos fendlicos: son moléculas que tienen uno 0 mas grupos hidroxilo unidos
a un anilloaroméatico como las vitaminas, compuestos considerado importantes
antioxidantes en la dieta, estan presentes en frutas, hortalizas, raices y cereales.
Ademas, juegan una serie de funciones metabdlicas en las plantas, en el
crecimiento, reproduccion, y proteccién contra patdgenos externos y el estrés, como
la radiacion UV. Son responsables también del color y las caracteristicas sensoriales

de las plantas y alimentos.

Flavonoides: son responsables de la coloracion de las flores y frutas, haciendo un

compuesto muy particular de polifenoles.

TEAC DPPH: 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. Funcionan como herramienta eficiente para la

evaluacion de la actividad antioxidante de los frutos de Machamacha.

Meétodo Folin ciocalteu: Es un ensayo utilizado para comprobar los compuestos

fenolicos presentes en los productos naturales.
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CAPITULO IV
DISENO METODOLOGICO

4.1 Tipoy nivel de investigacion

411

41.2

Tipo de investigacion
Esta investigacion corresponde al tipo descriptivo, donde se estableceran los
efectos causados de las variables independientes (tratamientos), frente a las

variables dependientes (componentes de evaluacion).

Nivel de investigacion

Explicativo correlacional esta orientado a estudiar la relacion causa y efecto que
tiene los tratamientos de conservacién de Machamacha (Pernettya prostrata)
frente al contenido de antocianinas totales, contenido de polifenoles totales y

capacidad antioxidante.

4.2  Método y disefio de investigacion

421

4.2.2

Meétodo de investigacion

El método empleado es de caracter hipotético — deductivo de naturaleza
experimental y cuantitativa donde se podra evaluar los efectos de la variable
independiente mediante la observacion directa de los resultados que nos ayuden

a responder las hipotesis planteadas.

Disefio de investigacién

Corresponde al disefio experimental donde podemos identificar, medir y evaluar
estadisticamente los efectos causados en el contenido de antocianinas totales,
polifenoles totales y capacidad antioxidante por procesos de secado, congelado

y en fresco de los frutos maduros de Machamacha.
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4.3  Poblacion y muestra
4.3.1 Poblacion
Considerada poblacion a los frutos maduros de Machamacha (Pernettya
prostrata) los cuales se recolectaron 2000 gr (constan de frutos, hojas, materia
extrafia y frutos sin madurar y dafiados) frutos maduros de Machamacha de la

zona de Sulimana del centro poblado de Sotapa del distrito de Huancarama,

provincia de Andahuaylas region Apurimac. Observamos en la siguiente figura:

Figura 9 — Frutos de Machamacha maduros y pintones recolectados en envases de vidrio

4.3.2 Muestra
Se tomaron 1500gr de frutos de Machamacha con las siguientes caracteristicas
(maduros y pintones de color morado), posteriormente se fraccionaron 500 gr

para cada tipo de estado de conservacion (fresco, seco, congelado).
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Figura 10 — Frutos maduros secos en envases

Figura 11 — Frutos maduros secos (izquierdo), frutos frescos (medio) y frutos congelados
(derecha)
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Etapa 1

Etapa 2

[Etapa 3

[Etapa 4

Etapa 5

Etapa &

Frutos maduros de Machamacha (2000gr)

Frutos maduros de Machamacha

Cantidad = 1500 gr

Fresco (T°=5°C)

L J

—_—

—_—

Extraccion de pigmento

~* Torta

h

Recoleccion de la materia prima

!

Seleccion de la materia prima

- Materia extrana

- Frutos no pigmentados
- Frutos podridos
reventados

k4

Pesado de las muestras

}

Tratamiento de conservacion de las
muestras

k4

Secado (T°= 40°C)

Y

Extraccion de pigmento

™ Torta

L J

¥

- 500 gr (fresco)
- 500 gr (seco)

Frutos con las
siguientes
caracteristicas
{maduros y de color
maorado)

- 500 gr (congelado)

Congelado (T°=-20°C}

L J

Extraccion de pigmento

™ Torta

L J

Evaluacion del Evaluacion Evaluacidn de
contenido de del la capacidad
antocianinas contenido antioxidante
totales CAT de TEAC -

{mg Cianidina pelifencles DPPH{umol
3- totales PFT trolox /g)
glucosido/100 {mg acido

g) galicof100g)

Evaluacidén del Evaluacion Evaluacion de
contenido de del la capacidad
antocianinas contenido antioxidante
totales CAT de TEAC -

{mg Cianidina polifencles DPPH(umaol
3- totales PFT trolox /g)
glucdsido/100 (mg dcido

g) galico/100g)

Evaluacion del Evaluacion Evaluacion de
contenido de del la capacidad
antocianinas cantenido antioxidante
totales CAT de TEAC -

(mg Cianidina polifenales DPPH{umol
3- totales PFT trolox fg)
glucésido,/100 {mg acido

£) galico/100g)

Figura 12 — Diagrama del procedimiento del trabajo de investigacion




-43 de 93-

Etapa 1: Recoleccidn de materia prima (frutos maduros de Machamacha)
Se recolectaron 2 kg forma manual en envases de vidrio los frutos maduros de
Machamacha de la zona de Sulimana perteneciente a la comunidad de Sotapa

pararani distrito de Huancarama provincia de Andahuaylas.

Etapa 2: Seleccion de materia prima (frutos maduros de Machamacha)
Se selecciond 1500 gr de los frutos maduros y pigmentados de color morado de
Machamacha de forma manual retirando aquellos frutos podridos, aplastados,

no pigmentados y ademas de materia extrafa (hojas secas, paja, piedrecilla, etc.)

Etapa 3: Pesado de los frutos (muestras) de Machamacha
Se peso los frutos maduros de Machamacha seleccionados en fracciones iguales
de 500 gr para muestras frescas, 500 gr para muestras secas y 500 gr para
muestras congeladas almacenandose en frascos de vidrio para una mejor

proteccion.

Etapa 4: Proceso de conservacion de los frutos maduros de Machamacha
e Machamacha fresco: se seleccionaron los frutos en estado de madurez
optimo (color morado) pigmentado y fueron conservados a una

temperatura de 5°C por 48 horas para después extraer.

e Machamacha seco: los frutos maduros de Machamacha fueron secados en

una estufa a una temperatura de 40°C, durante 16 horas.

e Machamacha congelado: los frutos maduros de Machamacha fueron

congelados a una temperatura de -20°C por un tiempo de 48 horas.

Tabla 7 — Condiciones de conservacion de la materia vegetal para analisis

Muestra Estado Temperatura Tiempo

°C
Frutos maduros Machamacha Fresco 5°C 48 horas
Frutos maduros Machamacha Seco 40 °C 16 horas
Frutos maduros Machamacha Congelado -20°C 48 horas

MICAELA BASTIDAS
L " o
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Etapa 5: Extraccion del pigmento de las muestras de Machamacha

El extracto se obtuvo siguiendo la metodologia usada por (Barragan, 2018) con

algunas modificaciones:

A. Procedimiento

1. Se tomo en forma ordenada tomando primero las muestras de frutos de
Machamacha, frescos, secos y congelados asi respectivamente, se peso
20gr de frutos maduros de cada estado, fueron triturados en un mortero
de forma independiente, posteriormente se pesaron 2 gr de muestra
triturada por quintuplicado de forma independiente para cada estado de

conservacion.

2. Se utilizd etanol acidificado con é&cido acético concentrado
(quimicamente pura) como solvente, en una proporcion materia prima
/solvente 2:10 gr/gr, triturando en un mortero para su extraccion solido -

liquido y posteriormente se filtrd con papel Whatman ndmero 40.

3. Seguido la muestra filtrada se almaceno en tubos conicos de taba rosca
y llevadosa la centrifuga para separar el sobre nadante del liquido

muestra.

4. Seguido se afor6 a 10 ml ver figura 10. completando la cantidad perdida
en el centrifugado y posteriormente fueron preservados en la
refrigeradora a una temperatura de 3° C.

.t
L

‘.TDPI,r)“

il

"y

il 4
|
-8
s +
-

58
1

Figura 13 — Muestras filtradas de Machamacha fresco (izquierdo), Machamacha seco
(medio), Machamacha congelado (derecha) por quintuplicado
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Etapa 6: Evaluacion y analisis de compuestos bioactivos de las muestras de
Machamacha.
A. Determinacion de antocianinas totales
El total de antocianas monoméricas se determiné por el método de pH
diferencial propuesto por (Giusti y otros, 2001). Para eso se cogié una
alicuota de extracto de antocianina, y seguido se mezclé con solucion
tampdn pH 1.0 cloruro de potasio 0.025 M y otro, contampon a pH 4.5
acetato de sodio 0.4 M. Siendo un método espectrofotométrico basado enla
transformacion estructural de las antocianinas con la variacion de pH
hipercloridias adquiere una estructura estable de cation colorido y cuando
el pH va disminuyendo su acidez tiendena mostrarse incoloras (pH 1
coloreados y pH 4.5 incoloras). Esta variedad de color nospermitié
cuantificar las antocianinas midiendo su captacion a 520 nm y 700 nm,
usando como blanco agua destilada (Barragan, 2018). Los resultados de
diferencia de absorbancia se obtuvieron haciendo uso de los siguientes
calculos:

Los célculos se efectuaron de la siguiente manera:

Calculo de la absorbancia de la nmestra
A= (As2o— Aqoo) pz 10— (Aszo — A7oo) pi 45

Calculo del contenido de antocianinas

mg cianiding - 3 —giucacfdo)_ AXPMXFDX 1000

CAT(

003 a0
Donde:
A : Es el cambio de absorbancia
CAT : Contenido de antocianinas totales (mg/L)
PM  : Masa molecular para cianidina-3-glucocido = 444.2/mol
€ : Coeficiente de extincibn molar para cianidina-3-
glucésido = 26900 L/mol. cm

I : Camino 6ptico de celda 1cm

FD  : Factor de dilucion
\/ : Volumen de aforo de extracto (ml)
W : Peso muestra (gr)
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a) Procedimiento

Se preparo los reactivos buffer pH 1.0 y pH 4.5, con una cantidad
de 0.1863 gr de cloruro de potasio en estado solido, mezclado en
100 ml de agua destilada, agitando de forma permanente, seguido
se ajusto con &cido clohidrico (HCI) a pH 1.0 concentrado y se

aford a 100 ml.

Asi mismo se prepar6 buffer pH 4.5 pesédndose 5.44 gr de
etanoato de sodio y se mezclé con agua destilada seguidamente a
un aforo de 100 ml, se ajust6 con etil acetato gota a gota hasta

obtener un pH 4.5.

Para la dilucién se tomaron 100 ul de muestra pura (fresco, seco,
congelado) de forma independiente para cada estado de
conservacion en diferentes tubos y 1200 ul de buffer cloruro de
potasio (pH 1.0); seguido se hizo el mismo procedimiento con
buffer etanoato de sodio (pH 4.5), dejando estas diluciones

durante 15 min en un ambiente oscuro. ver anexo 05.

Posterior a los 15 min se calculé la absorbancia en
espectrofotdmetro cada dilucion a 520 nmy a 700 nm de longitud
de onda, usando como blanco agua destilada.

Se calculé la concentracion de pigmentos antocianicos

monomeéricos en las muestras diluidas.

B. Determinacion del contenido de poli fenoles totales

Los polifenoles totales se evaluaron por la metodologia Folin Ciocalteau

con algunas modificaciones el cual se fundamenta en la reaccion de 6xido

reduccién entre compuestos reductores y el reactivo Folin Ciocalteau

formado por el acido fosfomolibdotingstico (W+¢, Mo0*¢) en medio acido

(color amarillo), el mismo al ser reducido a (W, Mo*®) por los grupos

fendlicos en medio basico causa un cambio a color azul el cual es medido

la intensidad de la absorbancia en espectrofotdbmetro a 765 nm,

cuantificando en base a la curva patron de acido galico. (Barragan, M.
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2018)
a) Procedimiento
e Elprocedimiento de extraccion de muestras de Machamachaes la
misma para todos los estados de conservacion (fresco, seco,
congelado) segun la descripcion anteriormentemencionada en el

punto (extraccion de pigmento).

e Paraevaluar el contenido de polifenoles totales se tom6 100 pl de
muestra extraida pura (alicuota liquida), 1600 pl de agua
destilada, 100 pl de Folin Ciocalteau, 200 ul de carbonato de
sodio (NaCz) por quintuplicado para los tres estados de
conservacion (fresco, seco y congelado), de forma independiente,
agitando de forma continua, dejando inactivo por 30 min en un

lugar fresco y oscuro. ver anexo 07.

e Pasado el tiempo de reposo se evalta la reduccién de color

(absorbancia) a 765 nm. Ver anexo 08

e Para evaluar el contenido de polifenoles totales se tomd como
patrén de referencia elacido galico desde 0 a 5 (mg/L) cuyo R2

fue 0.969 a partir de la curva de calibracion

Y =2.701x - 0.0354 (Barragan, 2018); (Fernandez y otros,
2006)

Seguidamente se efectuaron los calculos con la ecuacion.

mg dcido ga’!:’ao) _ Abs.muasr:—'ﬁ—ﬂ] « FD

PFT -
. litro B

C. Determinacion de la capacidad antioxidante TEAC DPPH
La capacidad antioxidante se evalué por el método TEAC DPPH
(molécula 1,1-difenil-2- picril-hidrazilo) el cual es un radical estable en
medio metanolico por tener un electrén desapareado (color azul — violeta)
sobre su molécula que no se dimeriza. En presencia de una sustancia

antioxidante este dona un atomo de hidrégeno y su color (azul — violeta)
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se desvanece tomando un color amarillo palido después de 30 minutos en

conservacion en unambiente fresco y oscuro, esta diferencia de color

absorbancia se mide a 515 nm en un espectrofotémetro al cual llamaremos

capacidad antioxidante.

Se han usado como patron de referenciael trolox desde 100 a 800 (umol/L)

los extractos estandar actuaron reduciendo el radical DPPH (50 uM) y

dando como resultado la capacidad antioxidante de los extractos. (Vilafio
y otros, 2007)
a) Procedimiento

Se tomé 1200 pl de reactivo DPPH el cual fue sometido a una
lectura inicial en espectrofotdbmetro a 515nm, antes de agregar

muestra alicuota de extracto de Machamacha. VVer anexo 09.

Posterior a la lectura inicial se adicion6 100 pl de muestra
alicuota de muestra de Machamacha, para los tres estados de
conservacion (fresco, seco y congelado) por quintuplicado de
forma independiente, se almacend en un ambiente fresco y

oscuro durante 20 min. Ver anexo 10.

Posteriormente se da lectura a la absorcién a 515 nm, para la

determinacion de reduccion de los radicales libres presentes.

Para evaluar la capacidad antioxidante se utiliz6 como patrén
equivalente al trolox TEAC DPPH se determind con solucién
patron de trolox cuyo R2 fue 0.9918 y su ecuacion y =
0.0008x+0.0101. Los célculos se efectuaron con la siguiente

ecuacion. (Goupy y otros, 2003)

¥ FD)

[ trol
TEAC DPPH. (uma tro ox)

litro

Absmusstra -A]
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4.5 Material de la investigacion

45.1

45.2

45.3

Material vegetal

2kg de frutos maduros de Machamacha (Pernettya prostrata)

Material de laboratorio

Vasos precipitados de 25 ml

Vasos precipitados de 250 ml

Fiolas marca Boeco Germany de capacidad 250 ml

Fiolas marca Boeco Germany de capacidad de 50 ml a 100 ml
Gradillas

Pipetas marca Duran de capacidad 10 ml

Pipetas marca kyndel de capacidad de 5 ml

Pipetas de lectura en el espectrofotometro.

Baguetas

Pizetas

Tubos de ensayo conico con tapa rosca de 15ml de capacidad.
Mortero y pilon

Micropipetas de capacidad de 10 pl y 100 pl marca BOECO

Papel Watman N° 40

Equipos

Balanza analitica marca sartorius de capacidad maxima de 200 gr

Estufa marca memmet

Refrigeradora domestica

Congelador marca maxfrio, modelo Mapfrio (MX) max lujo, voltaje 230 VAC.
pH metro marca S| ANALYTICS

Espectrofotdémetro marca GENESYS 10S modelo UV, Rango de medicién: 450
a 770 nm.

Decantador
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e Centrifuga marca Centurion Scientific 5000 RPM X 10 MIN

454 Reactivos

e Acido acético glacial QP (Quimicamente Puro)
e Carbonato de sodio

e Cloruro de potasio

e Acido hidroclorico al 37.6%

e Acetato sodico anhidro al 99.5%

e Alcohol puro comercial al 96% (etanol)

e DPPH

e Reactivo Folin Ciocalteau

e Buffer cloruro de potasio pH=1

e Buffer acetato de sodio pH=4.5

455 Solventes
e Agua destilada

45.6 Otros materiales

e Frascos de vidrio
e Papel aluminio

e Triturador

4.6 Disefio experimental
La tabla 07 muestra una matriz de un disefio completamente al azar donde se determinaron
tres factores de investigacion (tratamientos de conservacién) y se evaluaran los efectos de
cada tratamiento en 3 niveles de estudio (compuestos bioactivos) con 5 repeticiones cada
unohaciendo un total de 45 unidades experimentales los cuales se realizaron en orden
aleatorio completo y se us6é como prueba estadistica el analisis de varianza (ANOVA) que
nos ayudda confirmar si existe desemejanzas significativas en las medias de las variables

de estudio de los tratamientos.
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Tabla 8 — Matriz de disefio experimental completamente al azar
. Variable de respuesta
Tratamiento Nro. de | Compuesto bioactivo
(variable de repeticiones Polifenoles | Capacidad
entrada) Antocianinas totales pacl
totales antioxidante
s1 CAT1 PFT 1 CA1
Machamacha S2 CAT2 PFT 2 CA2 ||
S S3 CAT3 PFT 3 CA3
S4 CAT 4 PFT 4 CA4 15
S5 CAT5 PFT5 CA5 -
F1 CAT1 PFT 1 CA1 B
Machamacha F2 CAT2 PFT 2 CA2 |
fresco F3 CAT3 PFT 3 CA3
F4 CAT 4 PFT 4 CA4 15
F5 CAT5 PFT5 CA5 |-
C1 CAT1 PFT 1 CA1
Machamacha C2 CAT?2 PFT 2 CA?2
congelado C3 CAT3 PFT 3 CA3 15
C4 CAT 4 PFT 4 CA 4
C5 CAT5 PFT5 CA5
Total de unidades experimentales 45

Variable de entrada corresponde al estado de los frutos maduros de Machamacha, las siglas
(S1, S2; Fl...... , F5; C, C5) donde S representa SECO, F representa FRESCO y C
representa CONGELADO es decir corresponden a los estados de conservacion los cuales
se analizaron por quintuplicado lo que hizo un total de 45 unidades experimentales

homogéneas y aleatorizadas.

4.7 Plan de tratamiento de datos de la investigacion
El disefio experimental utilizado para evaluar el impacto que tienen los factores
(tratamiento de conservacion) en el contenido de antocianinas totales, contenido de
polifenoles y actividad antioxidante en los frutos maduros de Machamacha (Pernettya
prostrata) fueron analizados con la técnica (ANOVA) y comprobar si las medias presentan
variabilidad los cuales fueron comparados con el método multiple Tukey haciendo uso del
software estadistico INFOSTAT version 2013 con un nivel de trascendencia de a=0.05, un

95% de confianza y una probabilidad del 5% de incurrir en error de tipo |y tipo Il.

4.8 Modelo estadistico
Anadlisis de Varianza (ANOVA) para el DCA.

El modelo estadistico de un disefio experimental completamente al azar es el siguiente:
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Yij=p+ ti + €ij =

Yij = ij — ésima variable de respuesta de la unidad experimental

u = media general de la variable de respuesta

ri = efecto del i — ésimo (tratamiento) en la variable dependiente

eij = error experimental asociado a la ij — ésima unidad experimental
La finalidad es evaluar si existe variacion significativa en los tratamientos, comparando la
“varianza del tratamiento” con la “varianza del error”, si la primera predomina claramente

sobre la segunda, entonces los tratamientos tienen impacto y por ende las medias son

diferentes.

En cambio, si los tratamientos no dominan o son igual o0 menos que el error, entonces las

medias son iguales.

El Andlisis de varianza en DCA busca demostrar la igualdad de la hipotesis de los
tratamientos respecto a la media de la variable de respuesta. Entonces describimos de la

siguiente manera las hipétesis de la investigacion:
Ho:uA= uB=uC= uD=u
Ha:pi # pj para algun i #j

Por ende, se escribe como:

Ho:ti=th=...=t=0

Ha:ti#0paraalguni

Donde ti (variable independiente) es el efecto del tratamiento i sobre la variable de
respuesta. Si se acepta HO entonces el producto de los n tratamientos son nulos
estadisticamente (iguales a cero), y si se rechaza se estaria recabando que al menos un

efecto es diferente de cero.
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Hipotesis nula (Ho)
Hol= El CAT en las muestras de Machamacha no presentan diferencia significativa en

(fresco, seco y congelado).

Ho2= El contenido de contenido de polifenoles totales en los frutos maduros de
Machamachano presentan diferencia significativa en ningan tratamiento (fresco,

seco y congelado).

Ho3= La capacidad antioxidante en los frutos maduros de Machamacha no presentan

diferencia significativa en fresco, seco y congelado.

Hipbtesis alterna (HA)
Hal = EI CAT de los frutos maduros de Machamacha presentandiferencia significativa al

menos en uno de los tratamientos (fresco, seco y congelado).

Ha2= EIl contenido de PFT en los frutos maduros de Machamacha presentandiferencia

significativa al menos en uno de los tratamientos (fresco, seco y congelado).

Ha3= La capacidad antioxidante en los frutos maduros de Machamacha presentan
diferencia significativa al menos en uno de los tratamientos (fresco, seco y
congelado).

Se efectud el analisis estadistico con el siguiente esquema de evaluacion de prueba de

hipétesis. (Kasay y otros, 2013)

Tabla 9 — Calculo para evaluar diferencias en las variables de estudio

Fuente de Grados de Suma de Cuadrados Valor Valor
variacion libertad cuadrados medios deF -p
(FV) (g (SO (C™M)
t-1 ¢ . SCrpat CM1pat p(F>
Yl CM = gl CMERROR FO)
Tratamientos & TRAT
SCrraT=>  —
Tr
tr
i=1
t(r— SCrorarL — SCrrat SCerroR
Error 1) CM =
gl
ERROR
tr—-1 t r
SCrota. = > >
Yij2
Total i-1j-1
Y2
Ctr

Extraido de (Kasay y otros, 2013)
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Tomaremos de la siguiente manera los criterios de rechazo del estadistico de prueba. Si la
HO es verdad, entonces deberia caer dentro de la region de aceptacion. Si cae fuera del
rango de valores en la region de rechazo, entonces se deduce que la HO debe ser falsa.

La ubicacion de la region de rechazo depende de si la hipdtesis es bilateral cuando la HA
es del tipo “no es igual” (#); 0 unilateral cuando la alternativa es del tipo “mayor que” (>)

0 “menor que” (<).

La probabilidad de cometer un riesgo de “error tipo I”” se da cuando se rechaza HO cuando
ésta es verdadera o un “error tipo II” cuando se acepta HO y ésta es falsa. Con o y B
denotamos las probabilidades de los errores tipo I y II.

a= P {error tipo 1} = probabilidad de rechazar Ho siendo verdadera

B = P {error tipo 11} = probabilidad de aceptar Ho siendo falsa

Por ende, utilizaremos un o = 0.05 de probabilidad de cometer error, con un grado de

confianza del 95%.

3.9 Analisis estadistico
Interpretamos el resultado a través de la comparacion de tratamientos y el error, para
determinar si los métodos de conservacion presentan diferencias o es estadisticamente
mayor a 0 de acuerdo al grado de confianza estimado; los promedios fueron cotejados con
la prueba de Tukey con un grado de significancia de p-valor de 0.05, evaluados en el
software estadistico INFOSTAT Version 2013 (Brand y otros, 1995) y el uso de Microsoft

Excel para procesamiento de datos, obtencion de promedios y desviacion estandar.
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CAPITULO V
RESULTADOS Y DISCUSIONES

5.1 Andlisis de resultados
5.1.1 Determinacion del CAT (mg cianidina 3- glucésido/100g)
El (CAT), se evalud utilizando el método de (Giusti y otros, 2001). En la Tabla
N° 09 se evalta en pH 1.0 y pH 4.5 basado en la alteracion de color de las
antocianinas donde a pH 1.0 en su forma oxonio presentan mascoloracion y
contrariamente a pH 4.5 es incoloro en su forma hemicetal, ver anexo 01, midiendo
las muestras a dos longitudes de onda a 520nm y 700nm, esta diferencia nos

permite medir los pigmentos monoméricos concentrados.

Tabla 10 — CAT en los extractos de Machamacha segun tipo de muestra (quintuplicado)

Absorbancia
Tratamient 520 nm 700 nm glucosido/100g)
0
pH=1 pH=4,5 pH=1 pH=4.
5

S1 0.363 0.309 0.104 0.179 14.00201487
S2 0.428 0.311 0.154 0.170 14.43618587
S3 0.497 0.428 0.174 0.261 16.93266914
S4 0.493 0.406 0.215 0.228 10.85427509
S5 0.481 0.379 0.197 0.198 11.17990335
F1 0.266 0.145 0.089 0.086 12.80804461
F2 0.349 0.183 0.100 0.113 19.42915242
F3 0.346 0.213 0.090 0.114 17.0412119
F4 0.340 0.204 0.088 0.107 16.82412639
F5 0.404 0.158 0.116 0.085 23.33669145
C1 0.359 0.156 0.102 0.082 19.86332342
Cc2 0.417 0.131 0.107 0.069 26.91860223
C3 0.307 0.138 0.078 0.069 17.36684015
C4 0.307 0.135 0.060 0.066 19.32060967
C5 0.325 0.137 0.063 0.071 21.27437918

Seguidamente observamos en la Tabla 10 la dispersién de los datos en relacién a
los promedios del CAT en seco, fresco y congelado haciendo uso del software

estadistico INFOSTAT, evaluandose el efecto de los tratamientos y un parametro

MICAELA BASTIDAS
L o
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de seguridad de 0=0.05 y una confianza de 95.0 %.

Tabla 11 — Diferencia significativa de CAT de Machamacha en seco, fresco y congelado
segun la prueba Tukey

Muestra n CAT (mg cianidina 3 - glucésido/100g)
Machamacha seco 5 13.48 +2.51 A
Machamacha fresco 5 17.89 + 3.86 AB
Machamacha congelado 5 20.95 £ 3.62 B

Resultados expresados en media + SD, n=5, p> 0.05

Podemos observar la diferencia significativa del contenido de antocianinas totales
segun la tabla anterior donde existe diferencia significativa del efecto del
tratamiento de conservacién sobre las variables de investigacion, las muestras
secas tienen una media de 13.48 + 2.51 CAT (mg cianidina 3 - gluc6sido/100g) es
significativamente diferente respecto a la media de muestras congeladas con 20.95
+ 3.62 CAT (mg cianidina 3 - gluc6sido/100g), no obstante las muestras
congeladas tienen similitud con las muestras frescas 17.89 + 3.86 CAT (mg
cianidina 3 - glucdsido/100g) las letras comunes indican que no existe diferencia

significativa y letras diferentes indican diferencia significativa.

5.1.2 Determinacion del contenido de polifenoles totales (PFT (mg acido

galico/100 g)

En la tabla N° 11 se observa la cantidad de PFT en las muestras de Machamacha
(seco, fresco y congelado), por quintuplicado, haciendo uso del método de Folin
Ciocalteau basado en la reaccion con el reactivo Folin a pH basico dando lugar a
un color azul susceptible a evaluacion a 765nm. El acido fosfomolibdotingstico
de color amarillo, al ser reducido por los fenoles confiere un color azul intenso
(Tomas, F. 2003) ver figura 07, cuya magnitud de color indica el contenido de
fenoles presentes en la muestra, expresado en &cido galico/100g demuestra. Para
evaluar el contenido de polifenoles totales se tom6 como patron de referencia el
acido galico desde 0 a5 (mg/L) cuyo R?fue 0.969 a partir de la curva de calibracién

segun (Barragéan, 2018; Juli y otros, 2011).
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Figura 14 — Curva patrén de referencia de acido galico para determinar PFT a través
del método Folin Ciocalteau

Extraido de (Barragén, 2018; Juli y otros, 2011)

Tabla 12 — Cantidad de PFT de muestras de Machamacha en tres tratamientos con 5
cinco repeticiones de forma aleatoria y expresados en &cido galico/100g

Tratamiento Absorbancia 765 PFT (mg &cido
nm galico/100g)
S1 2.159 406.2199185
S2 2.051 386.2273232
S3 2.427 455.8311736
S4 3.229 604.2947057
S5 2.139 402.5175861
Fl 1.602 303.1099593
F2 2.152 404.9241022
F3 2.211 415.845983
F4 2.230 419.3631988
FS 2.300 432.3213625
Cl 1.117 213.3283969
C2 1.133 216.2902629
C3 0.907 174.453906
C4 1.103 210.7367642
C5 1.096 209.4409478

Repositorio Institucional - UNAMBA Pert



-58 de 93-
Observamos las medias segun la prueba Tukey en la siguiente tabla 14 analizados
a un grado de incertidumbre a = 0.05 y un grado de seguridad del 95.0 %, dicha
prueba nos arrojo un p — valor de 0.0001 < 0.05 que nos manifiesta que existe

diferencia significativa en una a mas variables como se muestra a continuacion.

Tabla 13 — Variacion de media de la cantidad de PFT de muestras de Machamacha en
tres tratamientos segun la prueba Tukey

Muestra n PFT (mg acido galico/100g)
Machamacha congelado 5 204.85 £17.19 A
Machamacha fresco 5 395.11 £52.35 B
Machamacha seco 5 451.02 + 89.55 B

Letras iguales no representan resultados diferentes (p>0.05), n=5; resultados expresados enmedia +

SD.

513

Las Muestras de Machamacha congelado 204.85 + 17.19 PFT (mg é&cido
galico/100g) es significativamente diferentes en relacion a las muestras de
Machamacha fresco 395.11 + 52.35 PFT (mg &cido gélico/100g) y seco 451.02 +
89.55 PFT (mg acido galico/100g) sin embargo las muestras frescas y secas

muestran una reaccién oxido-reduccion muy similar.

Determinacion de CA por DPPH (molécula 1,1-difenil-2-picril-hidrazilo

Se utiliz6 la metodologia del radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo TEAC (DPPH),
consiste en la reduccion del radical estable DPPH, leido a 515nm; el color violeta
intenso que presenta este radical disminuye en presencia de un antioxidante u otro
radical (R-). Por tanto, es realizable cuantificar la capacidad de captacion de

radicales libres. (Gutiérrez y otros, 2008)

En la tabla 12 se determiné su capacidad antioxidante se utilizé la ecuacién N° 04
y como patron el trolox ver figura 11, (Barragan, 2018; Goupy y otros, 2003) y
expresado en microsoles de trolox por gramo de muestra (umol trolox/g).
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Figura 15 — Curva patron de referencia de Trolox para determinar capacidad

antioxidante por la técnica de TEAC DPPH
Extraido de (Barragan, 2018; Goupy Y otros, 2003)

Tabla 14 — Capacidad antioxidante de muestras de Machamacha en seco, fresco y
congelado, expresados en (umol trolox /g)

_ N Abs. TEAC - DPPH
Tratamiento Abs. Inicial DPPH . (umol
Final/muestra
Trolox /g)
S1 0.871 0.128 36.65
S2 0.889 0.126 37.65
S3 0.872 0.141 36.05
S4 0.895 0.136 37.45
S5 0.904 0.135 37.95
F1 0.895 0.137 37.40
F2 0.939 0.201 36.40
F3 0.990 0.142 41.90
F4 0.940 0.147 39.15
F5 0.886 0.138 36.90
C1 0.928 0.126 39.60
Cc2 0.935 0.144 39.05
C3 0.915 0.190 35.75
C4 0.861 0.417 21.70
C5 0.874 0.236 31.40

En latabla 17, observamos los resultados arrojados por prueba Tukey con respecto
a la capacidad antioxidante expresado en media * desviacion estandar (SD) con
un grado de rechazar la hipotesis nula utilizando 0=0.05 y un grado de seguridad
del 95.0 % y un p — valor obtenido de 0.2420, donde se observa que es mayor a a
sin embargo letras iguales no son significativamente diferentes no existe variacién

en las medias de las variables de estudio.
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Tabla 15 — Comparacion de la capacidad antioxidante mediante la prueba de Tukey de
muestras de Machamacha en (fresco, seco y congelado)

Muestra n TEAC DPPH (umol trolox/g).
Machamacha congelado 5 33.50 +7.36 A
Machamacha seco 5 37.15 +0.78 A
Machamacha fresco 5 38.35 +2,24 A

Letras iguales no representan resultados diferentes (p>0.05)

El efecto del radical libre estable DPPH (difenil-picril-hidrazil) no se
vieron afectados significativamente frente a los tratamientos se secado
37.15 £ 0.78 (umol trolox/g) y congelado 33.50+ 7.36 (umol trolox/g)
no obstante son menores a las muestras frescas 38.35 £ 2.24 (umol
trolox/g), esta minima diferencia de capacidad de inhibicion de

radicales libres frente al radical DPPH.

5.2 Comparacion de hipotesis
5.2.1 Planteamiento de la hipdtesis nula (Ho) e hipdtesis alterna (Ha)Hipotesis
nula (Ho)
Hol=El C.A.T en los frutos maduros de Machamacha no presentan desemejanza
significativa en alguno de los tipos de conservacion (fresco, seco y
congelado). Ho2= el contenido de contenido de polifenoles totales en los
frutos maduros de Machamachano presentan desemejanza significativa en

ninguno de los tipos de conservacion (fresco, seco y congelado).

Ho3= La capacidad antioxidante en los frutos maduros de Machamacha no
presentan desemejanza significativa en ninguno de los tipos de conservacion

(fresco, seco y congelado).

Hipotesis alterna (Ha)
Hal = ElI CAT en los frutos maduros de Machamacha presentan diferencia
significativa al menos en uno de los tratamientos (fresco, seco y

congelado).

Ha2= EIl contenido de polifenoles totales en los frutos maduros de Machamacha
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presentan diferencia significativa al menos en uno de los tratamientos

(fresco, seco y congelado).
Ha3= La capacidad antioxidante en los frutos maduros de Machamacha presentan

diferenciasignificativa al menos en uno de los tratamientos (fresco, seco y

congelado).

5.2.2 Determinacion de CAT (mg cianidina 3- glucdsido/100g)

Tabla 16 — Analisis de varianza del efecto causado de los tratamientos de
conservacion frente a los compuestos bioactivos

F.V SC gl CM F p —valor
Modelo 140.94 2 70.47 6.15 0.0145
Machamacha 140.94 2 70.47 6.15 0.0145
Error 137.45 12 11.45
Total 278.40 14

En la tabla 15 se observa un cuadrado medio del error de 11.45 el cual implica
responder la hipdtesis nula (Ho1) donde se planted que no existe distincion en el
volumen de antocianinas en fresco, seco y congelado, sin embargo la tabla nos
muestra un F calculado de 6.15es superior a p-valor estadistico 0.0145 entonces
se niega la Hol y por lo tanto se acepta la hipotesis alterna (Hal) donde existe
variacion de contenido de antocianinas totales en muestras frescas, secas y
congelados de los extractos de los frutos de Machamacha considerando que la
temperatura y el pH degradaron las antocianinas; contrariamente en congelado
hubo incremento de antocianinas considerando que la temperatura de

congelacion de -20°C es favorable para conservar las frutas de Machamacha.

5.2.3 Determinacién de la presencia de PFT en (mg acido galico/100 g)

Tabla 17 — Analisis de varianza del efecto causado de los tratamientos de
conservacion frente a los compuestos bioactivos

F.V SC gl CM F p — valor
Modelo 166540.13 2 83270.07 22.60 0.0001
Machamacha 166540.13 2 83270.07 22.60 0.0001
Error 44219.53 12 13684.96

Total 210759.66 14

MICAELA BASTIDAS
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Se presento un cuadrado medio de error de 13684.96 y un F calculado de 22.60
siendo superior a p-valor estadistico de 0.0001 esto indica que debemos rechazar
la hipétesis nula (Ho2) y dar por verdadera la hipoétesis alterna (HA2) ya que al
menos uno de los tratamientos de conservacion causa diferencia significativa en
el volumen de polifenoles totales en los frutos de Machamacha con un nivel de

seguridad del 95% y un nivel de incertidumbre del 5%.

4.1.1. Determinacion de capacidad antioxidante DPPH (molécula 1,1-
difenil-2-picril-hidrazilo)

Tabla 18 — Anadlisis de varianza del efecto de los tratamientos evaluados frente al
contenido de bioactivos de los frutos de Machamacha

F.V SC gl CM F p — valor
Modelo 63.81 2 31.90 1.60 0.2420
Machamacha 63.81 2 31.90 1.60 0.2420
Error 239.22 12 19.93

Total 303.02 14

La tabla nos muestra un error de 19.93 el cual implica responder la hipétesis de
la investigacion planteandose como (Ho3) de que no existe diferencia
significativa en la capacidad antioxidante de los extractos de Machamacha en
fresco, seco y congelado sin embargo la tabla muestra un F calculado de 1.60 es
superior a p-valor estadistico 0.2420 entonces se rechazaria la Ho3 y por lo tanto
se aceptaria la hipotesis alterna (HA3) no obstante incurrimos en un error tipo |
donde existe la probabilidad de rechazar la hipotesis Ho siendo este verdadera
sin embargo utilizamos a=0.05 el cual representa el 5% de error que aceptamos
en la investigacion que implica poder rechazar la Ho3 pero se espera que en un
nivel de confianza de 95% tal decision sea la correcta o no, el cual podemos
controlar directamente con la comparacion de medias de la prueba Tukey
efectuado y por consiguiente se determin6é que los tratamientos de secado,
congelado y en frutos frescos no presentan diferencia significativa en su

capacidad inhibidora de radicales libres.
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5.3 Discusion de resultados
5.3.1 Determinacion de antocianinas totales

En la investigacion realizado por (Barragén, 2018) determina el CAT en fruto de
Mio mio (Coriaria ruscifolia L) mostraron 440.22 (mg cianidina 3-glucosido/100g
peso fresco), los mismos que se incrementan a 1102.88 (mg cianidina 3-
glucosido/100g peso seco) y disminuyen a 236.96(mg cianidina 3-glucosido/100g
en congelado (-20°C), las muestras de Machamacha demostraron tener menor
contenido de CAT con 13.48 mg cianidina 3-glucosido/100g en seco, 17.89 mg
cianidina 3-glucosido/100g en fresco y por el contrario existe un incrementode
20.95 mg cianidina 3-glucosido/100g en congelado, a temperaturas por encima de
los 60°C se degradan segun una cinética de primer orden y esta degradacion es
mayor a pH mayores a 3 convirtiendo al ion flavilio mas vulnerable debiéndose a
dos mecanismos uno esla hidrdlisis del enlace glucosido que da lugar a la formacion
de aglicona o por la ruptura hidrolitica que origina la formacién de chalconas,
ademas la cinética de degradacion de las Antocianinas se deben al tiempo
prolongado ocasionando reaccion degradativa por efecto delproceso de senescencia
de los frutos donde se recomienda el secado por un corto tiempo, porotro lado a pH
elevados el ion flavilio se degrada con rapidez a causa del ataque generando pseudobase
incolora carbinol y después chalcona de color amarillento, por ello esrecomendable
la aplicacién de las antocianinas en alimentos con acidez elevada a fin de que

predomine el catién flavilio.

Por otra parte, el incremento de antocianinas en congelado de -20°C favorecela
estabilidad de las antocianinas ya que la accion de las enzimas es mas
lenta, lastemperaturas que fluctGan de -18°C a -22°C son considerados
temperaturas optimas decongelacion para alimentos favoreciendo la congelacion
rapida para la formacion de cristalesde hielo pequefios sin cambiar la estructura
celular. En la investigacion de Aroni, (2013), evalu6é la estabilidad de las
antocianinas en diferentes frutos nativos de la region Apurimac utilizando la
metodologia de diferencia de pH. (Ullauri, P. 2010) Resultando 2026.201 mg/100
g en Capachu, 1271.809mg/100 g Huancachu, 2306.297 mg/100 g Cheqche y
319.170 mg/100 g Alaybili. La interaccion del pH =5 y temperatura (30°C),
influye significantemente en la estabilidad de las antocianinas presentes en la
variedad cheqche. En cambio, los frutos de (Pernettya prostrata) presentan

menor CAT en seco a causa de la temperatura de secado (40°C) y el tiempo
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prolongado de secado.

Asi mismo en la investigacion de (Villano, 2017), determind el contenido de AT
utilizando el método de pH diferencial de Giusti y determina que los frutos de
Machamacha (Gapltheria glomerata (Cav.) Sleumer) Monnina vargassi Ferreyra
(Condorpausan), Vaccinium floribundum Kunth (Alaybili), resultaron tener menor
contenido de AT en frutos frescos con 1033.184 (mg cianidina-3-glucosido/100 g
fruto Machamacha fresco) no obstante los frutos de Machamacha evaluados
presentan antocianinas y los convierte en alimentos enriquecedoras en la industria
alimentaria, y promover el aprovechamiento de frutos silvestres ricos en

compuestos bioactivos.

Determinacion del contenido de poli fenoles totales

En los frutos de mio mio investigado por (Barragan, 2018) “Antocianinas,
compuestos fendlicos y capacidad antioxidante del mio — mio (Coriaria ruscifolia
L) en tres estados de conservacion (fresco, seco y congelado)”, se encontrd la
presencia de polifenoles totales en los tres estados con resultados de 371.71 (mg
acido galico/100g), 576.25 (mg &cido galico/100g), 545.64 (mg acido galico/100g)
en fresco, congelado y seco respectivamente datos expresados con el método de
Tukey muestran diferencia significativa las muestras frescas respecto a las muestras
congeladas y secas. Los frutos congelados de Machamacha presentaron menor
contenido de polifenoles con una media de 204.85 mg acido galico/ 100 g respecto
a las muestras secas que presentaron un incremento con 451.02 mg acido galico/
100 g y en fresco con 395.11 mg acido galico/ 100 g siendo menores a los frutos de
mio mio los polifenoles son inestables a cambios de temperatura por lo cual se
vieron afectados por la temperatura baja de -20° ocasionando una peérdida de
humedad y por el contrario no fueron afectados por la temperatura de secado de
40°C, esto nos indica que algunas de las sustancias que componen a los polifenoles
totales son resistentes a temperaturas de 40°C y presentan una reaccién metabodlica

de 6xido reduccion.

En el estudio efectuado por (Villano, 2017) “Capacidad antioxidante y compuestos
bioactivos de los frutos silvestres Gapltheria glomerata (Cav.) Sleumer
(Machamacha), Monnina vargassi Ferreyra (Condorpausan), Vaccinium

floribundum Kunth (Alaybili) y Rubus roseus Poir (Frambuesa silvestre)”, en lo
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que respecta al contenido de fenoles totales el fruto con mayor nivel fue Frambuesa
silvestre con 5370.42 (mg AGE/100 g fruto fresco) seguido por Machamacha
5187.77 (mg AGE/ 100 g fruto fresco), los frutos silvestres de Alaybili 4817.80 (mg
AGE/ 100 g fruto fresco) y Condorpausan 4707.21 (mg AGE/ 100 g fruto fresco)
en relacion a los resultados obtenidos las muestras frescas estudiados son menores
a todos estos frutos con 1580.45 (mg &cido galico/100g de muestra fresca) los frutos
de Machamacha son considerablemente bajos en comparacion con estos frutos

estudiados pero no desestima su consumo y su valor en la industria alimentaria.

En la investigacion de (Price y otros, 2017) denominado “Efecto del refrigerado y
congelado en el contenido de polifenoles totales, antocianinas y actividad
antioxidante de ardndanos (Vaccinium corymbosum, variedad “biloxi”) cultivados
en diferentes microclimas de Peri” se obtuvieron medias empleando la prueba de
Tukey, con un grado de significancia de 0.05% para hallar las diferencias entre los
grupos. Al final del almacenamiento se encontré cambio significativo p<0,05 en las
variables de estudio. Las reacciones metabdlicas celulares de 6xido— reduccion se
ven afectados en su estructura por efecto de la congelacion, los polifenoles estan
compuestos por taninos, flavonoides, quercetinas, vitaminas ademas de la pérdida
del porcentaje de humedad.

Determinacion de la capacidad antioxidante

Los resultados expresados en la investigacién de (Barragan, 2018) “Antocianinas,
compuestos fendlicos y capacidad antioxidante del mio — mio (Coriaria ruscifolia
L) en tres estados deconservacion (fresco, seco y congelado)”, determinaron la
capacidad antioxidante con la metodologia TEAC DPPH de frutos de Mio mio
arrojaron un 82.70 umol trolox/g fresco, 85.95 pumol trolox/g congelado, 44.57
pmol trolox/g seco respectivamente, la actividad antiradical de Machamacha
(Pernettya prostrata) presentaron los siguientes resultados 33.50 umol trolox/g en
congelado, 37.15 pumol trolox/g en seco, 38.15 pmol trolox/g en fresco, las muestras
evaluadas en la presente investigacion son menores a los frutos de Mio mio, la
actividad antioxidante puede incrementarse por las reacciones de polimerizacion
pero en caso de exceder, el incremento de la complejidad molecular y la reduccion
de la disponibilidad de grupos hidroxilos junto con el impedimento estérico,
reducen la disponibilidad de los mismos en la reaccion con los radicales DPPH, el

secado y congelado pueden inducir a un agotamiento enzimatico rapido de varios
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antioxidantes naturales como resultado de la interrupcion celular que permite el
contacto entre sustratos y enzimas y generalmente son méas bajos que muestras
frescas causado por exposicion al calor degradandolas enzimas y disminuye su
contenido por unidad de peso. Sin embargo, no existe considerable diferencia
significativa en su capacidad de inhibicion de radicales libres frente al radical libre

DPPH en seco, fresco y congelado.

Por otro lado en la investigacion de (Villano, 2017) nombrado Capacidad
antioxidante y compuestos bioactivos (fenoles y antocianinas) de los frutos
silvestres frescos: Gapltheria glomerata (Cav.) Sleumer (Machamacha), Monnina
vargassi Ferreyra (Condorpausan), Vaccinium floribundum Kunth (Alaybili) y
Rubus roseus Poir (Frambuesa silvestre)”; determind la capacidad antioxidante
empleando diferencias minimas significativas (LSD) de Fisher comométodo de
comparacion multiple con un nivel de confianza del 95 % y significancia de 0.05,
para ello utilizaron el paquete estadistico de STATGRAPHICS Centurion XVI.1y
Excel 2013 donde los valores obtenidos mostraron diferencias estadisticamente
significativas; el nivel de La Frambuesa silvestre presentd mayor actividad
antioxidante con 25010.87 (ug Eq* Trolox/100 g fruto fresco), seguido por
Machamacha 23328.90 (ug Eg* Trolox/ 100 g frutofresco) luego, Alaybili con
22902.90 (ug Eg* Trolox/ 100 g fruto fresco) y Condorpausan 21924.65 (ug Eq*
Trolox/ 100 g fruto fresco). Los frutos de Machamacha de la especie Pernettya
presentan menor capacidad de inhibicion de radicales libres en comparacion a los
frutos antes mencionados. Sin embargo, existe frutos como la palta con 29.44 pg
Eqg* Trolox/100 g y el chayote con 8.54 ug Eq* Trolox/ 100 g que presentan menor
capacidad antioxidante lo que permite que los frutos de Machamacha pueden ser
incluidos en nuestra dieta alimentaria y aplicados en la industria alimentaria como

productos funcionales.

Por otra parte, en el estudio “Evaluacion el contenido de antocianinas y la
capacidad antioxidante del fruto de Machamacha (Vaccinium floribundum
Kunth) en tres estados de maduracion”, (Llimpe, 2017) se obtuvo valores de
569.3637 umol TEC/g, 550.1427 pumol TEC/g y 323.9630 pumol TEC/g muestra en
estado verde, pinton y maduro, respectivamente utilizando el radical DPPH. Segun
estudio el estado de madurez de los frutos influye de manera preponderante en su

actividad antioxidante.
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CAPITULO VI
CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

6.1 Conclusiones
1. Lacalidad de los alimentos procesados es importante por el impacto en la salud de los
consumidores. Los frutos de Machamacha constituyen una fuente rica en antocianinas,
polifenoles y actividad antioxidante presentando un 13.48 (mg cianidina 3-
glucdsido/100g) en seco y 20.95 (mg cianidina 3-glucosido/100g) en congelado, el ion
Flavio de las antocianinas son inestables a temperaturas mayores a 60°C y muestran
estabilidad a pH &cidos, debiéndose tomar cuidado en estos indicadores para

extracciones a nivel industrial.

2. Los polifenoles estdn compuestas por un conjunto de sustancias y muchos de ellos son
responsables de las propiedades organolépticas de los alimentos de origen vegetal,
ademas de los derivados de acidos hidroxicindmicos, cafeico, feralico y sinépico, al
ser constituyentes mayoritarios pueden alterar la calidad, al ser oxidados por enzimas
encontrados naturalmente en los tejidos vegetales, dando lugar a polimeros pardos que
imparten un aspecto no siempre deseable, sin embargo a través del aislamiento de los

acidos hidroxicinamicos podemaos sus efectos farmacocinética y farmacodinamica.

3. El secado y congelado influyen significativamente en la biodisponibilidad de los
polifenoles, los extractos de Machamacha mostraron 204.85 (mg acido galico/100g)
en congelado, frente a 451.02 (mg acido galico/100g) en seco, presentando diferencia
significativa debido a la inestabilidad frente a temperaturas de congelado de -20°C, sin
embargo, presentan mayor contenido de polifenoles en relacion a otros frutos que
comunmente consumimos. Detrds de la causa de muchas enfermedades no
transmisibles se encuentra el poco consumo de productos ricos en antioxidantes,
llevando relacion con la cantidad de polifenoles biodisponibles en los alimentos y en
el organismo; por otro lado el consumo excesivo de sustancias fotoquimicas podria
llevar a producir efectos toxicos al tratarse de sustancias bioactivas como las que se
encuentran en los flavonoides, no obstante tenemos otras sustancias que proporcionan
proteccién al organismo del ataque de los radicales libres y su posterior estrés
oxidativo ocasionando la muerte celular. Respecto a la capacidad de inhibicion de

radicales libres en seco, fresco y congelado los frutos de Machamacha, no presentaron
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diferencia significativay por tanto se puede aprovechar su consumo en sus tres estados,
incorporando en nuestra dieta diaria, ademas del valor agregado en la industria a largo

plazo.

6.2 Recomendaciones
1. Evaluar con la metodologia de HPLC de masas el CAT, PFT y actividad antioxidante
a fin de profundizar y precisar los resultados de los frutos de Machamacha en sus tres

estados (seco, fresco, congelado).

2. Evaluar la estabilidad de las antocianinas totales, capacidad antioxidante en diferentes

tiempos y temperaturas.

3. Estudiar y evaluar las otras sustancias que lo componen a los frutos de Machamacha

en el contenido de polifenoles totales y antocianinas y la capacidad antioxidante.

4. Evaluar el efecto del proceso de maduracion con el fin de comprobar la implicancia

frente en el contenido de compuestos bioactivos.
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Anexo 01. Resultados de andlisis de varianza (ANOVA) con el disefio completamente al azar
paraevaluar la variabilidad del contenido de antocianinas totales de los frutos maduros de
Machamachaen (fresco, seco y congelado).

Tabla 19 — Anadlisis de variabilidad del contenido de antocianinas totales de frutos

maduros de Machamacha en (fresco, seco y congelado)

Muestras Tratamientos (Machamacha)
observadas Fresco Seco Congelado
(orden CAT (mg de cianidina- CAT (mg de CAT (mg de cianidina-
aleatorio) 3- cianidina- 3-
glucésido/100g) 3-glucésido/100g) glucésido/100g)
1 12.80804461 14.00201487 19.86332342
2 19.42915242 14.43618587 26.91860223
3 17.0412119 16.93266914 17.36684015
4 16.82412639 10.85427509 19.32060967
5 23.33669145 11.17990335 21.27437918

Tabla 20 — Promedio de las medias del contenido de antocianinas de los frutos frescos,
secos y congelados de Machamacha

Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
Fresco 5 89.44 17.89 14.93
Seco 5 67.41 13.48 6.32
Congelado 5 104.74 20.95 13.10

Tabla 21 — Analisis de varianza de las medias para evaluar las hipdtesis planteadas
anteriormente

Origen de Suma de Grados Promedio Valor
las cuadrado de de los F Probabilidad critico
variacione S libertad cuadrados para
S F

Entre grupos 140.927506 2 70.4637528 6.15336603 0.014478649 3.88529383
Dentro de los grupos 137.415039 12 11.4512533
Total 278.342545 14

Entonces determinamos si existe diferencia significativa de los tratamientos con la hipotesis
plateadainicialmente donde se indicaba que no hay diferencia significativa entre las medias,
observamos que 11.4512533 indica el promedio de la suma que corresponde al cuadrado medio
del error, entonces comparamos el estadistico de F calculado con el estadistico de F de valor
critico donde se observa queel F calculado es de 6.15336603 es superior al F de valor critico
con 3.88529383, por lo tanto no se puede aceptar la hipétesis nula (Hol) donde las medias son
iguales y por ende se rechaza ya que al menos una de las medias difieren significativamente y
se acepta la (Hal), se muestra en la Tabla 20 que la media de frutos congelados 20.95 (mg de
cianidina-3-gluctsido/100g) es significativamente diferente con la media de los frutos secos
13.48 (mg de cianidina-3-gluct6sido/100g) no obstante existe similitud cercana entre los frutos

congelados con las muestras frescas 17.89 (mg de cianidina-3- glucésido/100g).
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Anexo 02. Resultados de anélisis de varianza (ANOVA) con el disefio completamente al azar
para evaluar la variabilidad del contenido de polifenoles totales de los frutos maduros de
Machamacha en (fresco, seco y congelado).

Tabla 22 — Andlisis de variabilidad del contenido de polifenoles totales de frutos maduros
de Machamacha en (fresco, seco y congelado)

MUESTRAS TRATAMIENTOS (Machamacha)

observadas FRESCO SECO CONGELADO

(orden PFT (mg ac. PFT (mg ac. PFT (mg ac.

aleatorio) Galico/100g) Galico/100g) Galico/100g)

1 303.1099593 406.2199185 213.3283969

2 404.9241022 386.2273232 216.2902629

3 415.845983 455.8311736 174.453906

4 419.3631988 604.2947057 210.7367642

5 432.3213625 402.5175861 209.4409478

Tabla 23 — Promedio de las medias del contenido de polifenoles de los frutos frescos,

secos y congelados de Machamacha

Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
Fresco 5 1975.56 395.11 2740.80
Seco 5 2255.09 451.02 8018.48
Congelado 5 1024.25 204.85 295.60

Tabla 24 — Analisis de varianza (ANOVA) de las medias para evaluar las hipotesis

planteadas anteriormente

Grados Valor
Origen de Suma de de Promedio de Probabilida critico
las cuadrados libertad los F d para
variaciones cuadrados F
3.8852938
Entre grupos 166540.13 2 83270.0652 22.597273 8.5302E-05 3
Dentro de los
grupos 44219.5295 12 3684.96079
Total 210759.66 14

En la tabla N°23 observamos que nos arroja el promedio de la suma que corresponde al
cuadrado medio del error de 3684.96079 y por los tanto comparamos el estadistico de F
calculado con el estadistico de F de valor critico donde se observa que el F calculado es de
22.597273 es superior al Fde valor critico con 3.88529383, no indica que no se puede aceptar
la hipotesis nula (Ho2) donde las y por ende se rechaza ya que al menos una de las medias difieren

significativamente entonces se aceptala hipotesis alterna (Ha2) planteado.
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Anexo 03. Resultados de anélisis de varianza (ANOVA) con el disefio completamente al azar
para evaluar capacidad antioxidante de los frutos maduros de Machamacha en (fresco, seco y

congelado).

Tabla 25 — Andlisis de varianza de la capacidad antioxidante de frutos maduros de
Machamacha en (fresco, seco y congelado)

MUESTRAS TRATAMIENTOS (Machamacha)
observadas FRESCO SECO CONGELADO
(orden TEAC - DPPH (umol/g) TEAC - DPPH (umol/g) TEAC - DPPH (umol/g)
aleatorio)
1 37.40 36.65 39.60
2 36.40 37.65 39.05
3 41.90 36.05 35.75
4 39.15 37.45 21.70
5 36.90 37.95 31.40

Tabla 26 — Promedio de las medias de la capacidad antioxidante de los frutos frescos,
secos y congelados de Machamacha

Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
Fresco 5 191.73 38.35 5.01
Seco 5 185.73 37.15 0.61
Congelado 5 167.48 33.50 54.18

Tabla 27 — Analisis de varianza de las medias para evaluar las hipotesis planteadas
anteriormente

Promedio Valor
Origen de Suma de Grados de delos critico
las cuadrados libertad cuadrados F Probabilidad para
variaciones F
Entre grupos 63.8083333 2 31.9041667 1.60044312 0.24203269 3.88529383
Dentro de los
grupos 239.215 12 19.9345833
Total 303.023333 14

Observamos en la tabla N°26 nos arroja el promedio de la suma que corresponde al cuadrado
medio del error de 19.9345833 y por los tanto comparamos el estadistico de F calculado con el
estadistico deF de valor critico donde se observa que el F calculado es de 1.60044312 es inferior
al F de valor critico con 3.88529383, nos indica que se acepta la hipotesis nula (Ho3) ya que no
existe en las medias diferencia significativa por lo tanto se rechaza la hipotesis alterna (Ha3)

planteado.
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Anexo 04. Reactivos para la preparacion de buffer pH 1y buffer pH 4.5

Figura 16 — Reactivos para la preparacion de buffer pH 1y buffer pH 4.5

Anexo 05. Preparacion de muestras a pH 1y pH 4.5 (pH diferencial) para cuantificacion de
antocianinas totales
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Figura 17 — Preparacion de muestras a pH 1 y pH 4.5 (pH diferencial) para
cuantificacion deantocianinas totales
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Anexo 06. Reactivos y muestras con Folin Ciocalteau para evaluar Polifenoles totales

Figura 18 — Reactivos y muestras con Folin Ciocalteau para evaluar Polifenoles totales

Anexo 07. Muestras con folin ciocalteau seco. Fresco y congelado
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Anexo 08. Lectura de absorbancia de las muestras en espectrofotometro.

Figura 20 — Lectura de absorbancia de las muestras en espectrofotometro

Anexo 09. Reactivos utilizados para evaluar la capacidad antioxidante de las muestras de

Machamacha.

o

Figura 21 — Reactivos utilizados para evaluar la capacidad antioxidante de las muestras
de Machamacha
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Anexo 10. Muestras de Machamacha con el reactivo DPPH listo para su lectura de absorbancia.

FResto
N AHACHA

Figura 22 — Muestras de Machamacha con el reactivo DPPH listo para su lectura de
absorbancia
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