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PRESENTACION

El presente trabajo de investigacion contempla el estudio de la estabilidad de las antocianinas
presentes en los frutos de capachu, huancachu, cheqche y alaybili a diferentes valores de
temperaturas (20, 30 y 40 °C) vy pH (3; 4 y 5) en un tiempo de 30 dias utilizando
espectrofotometria ultravioleta — visible, en la investigacion se realizé también la identificacion de
las antocianidinas presentes en los frutos mediante Cromatografia Liquida de Alta Resolucion
(HPLC) y cuantificacion del contenido total de antocianinas mediante el método del pH
diferencial, la estabilidad de las antocianinas se evalua en funcién a la variacién de las
absorbancias (nm) en los 30 dias, teniendo en cuenta que los factores que influyen directamente
en la estabilidad de las antocianinas como son pH y temperatura, sin embargo existen también
otros factores como disolvente, presencia de oxigeno, asi como la interaccion con otros
componentes en los alimentos como &cido ascorbico, iones metalicos, azlcares y co-pigmentos
que influyen con menor efecto.

La investigacién presenta como objetivo general evaluar la estabilidad de antocianinas
presentes en los frutos de capachu, huancachu, cheqche y alaybili frente al pH y temperatura.
Mediante la evaluacién de la estabiliad de las antocianinas de estos frutos a diferentes
temperaturas y pH se determind si es estable o inestable y bajo que condicion es estable y para
saber si influyen estos factores se realiz6 el analisis de varianza (ANOVA) de la variacién de la
absorbancia (A Abs) en los 30 dias, de esta manera se encontré temperaturas y pH donde la
antocianina presente en el fruto es estable, sabiendo estas condiciones nos facilitara incorporar a

la industria alimentaria, teniendo en cuenta que las antocianinas son inocuos y libre restricciones.
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RESUMEN

La estabilidad de las antocianinas esta influenciado directamente por los factores temperatura y
pH, sin embargo existen también otros factores que influyen con menor efecto como: oxigeno,
luz, metales y azucares.

La investigacion presentd como objetivo general evaluar la estabilidad de antocianinas
presentes en los frutos de Capachu, Huancachu, Cheqche y Alaybili frente al pH y temperatura,
para evaluar la estabilidad se utilizé la metodologia propuesta por Fuentes, 2005; se identifico
las antocianidinas de los cuatro frutos mediante la metodologia propuesta por Giusti y
Wrolstad, 2001; para lo cual se utilizd Cromatografia Liquida de Alta Resolucion (HPLC),
también se cuantific las antocianinas totales mediante el método del pH diferencial metodologia
propuesta por Giusti y Wrolstad, 2001. Para evaluar la estabilidad se aplico un disefio
experimental factorial 32, dos factores temperatura y pH cada uno con 3 niveles, valores de
temperaturas (20, 30 y 40 °C) y pH (3; 4 y 5) realizandose 9 tratamientos con 3 repeticiones (27
Unidades experimentales), para lo cual se realizd lecturas de absorbancia (nm) utilizando
espectrofotometro UV cada dos dias durante 30 dias, de estos datos se calculd la variacién de
la absorbancia (A Abs), a partir de este resultado se evalu¢ la influencia de los factores en la
estabilidad. Se utilizd6 material vegetal de estudio colectado del bosque Kankarhuay ubicado en la
localidad de Cotahuacho distrito de Pacucha, provincia de Andahuaylas. Se obtuvo resultados
después de la evaluacién de la estabilidad de las antocianinas donde se encontré menor
variacion y mejor estabilidad en el fruto Capachu, a una temperatura de 20 °C y pH de 3, en 30
dias vario en 4.53% la absorbancia, Huancachu, a una temperatura de 20 °C y pH de 5, en 30
dias varié en 7.22% la absorbancia, Cheqche, a una temperatura de 20 °C y pH de 3, en 30 dias
vari6 en 2.58% la absorbancia y Alaybili, a una temperatura de 30 °C y pH de 5, en 30 dias vari6

en 13.15% la absorbancia, después del analisis de muestras en el HPLC se obtuvieron
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cromatogramas de los frutos Capachu y Cheqche identificandose las antocianidinas (delfinidina,
cianidina, petunidina, peonidina y malvidina), para Huancachu y Alaybili se identifico solo una
antocianidina, cianidina. Cuantificandose el contenido total de antocianinas de Capachu
(2026.201 mg/100 g), Huancachu (1271.809 mg/100 g), Cheqche (2306.297 mg/100 g) y Alaybili
(319.170 mg/100 g).

Consecuentemente, se demuestra que la interaccion de los dos factores estudiados influye
significantemente en la estabilidad de las antocianinas presentes en los frutos.

PALABRAS CLAVES: Antocianinas, antocianidinas, estabilidad, HPLC y cromatogramas.
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ABSTRACT

The stability of anthocyanins is directly influenced by temperature and pH factors, but there are
also other factors that influence less effect as oxygen, light, metals and sugar.

The research presented as a general objective to evaluate the stability of anthocyanins in the
fruits of Capachu, Huancachu, Cheqche and Alaybili versus pH and temperature stability to
evaluate the methodology proposed by Fuentes, 2005 was used; anthocyanidins of the four fruits
were identified using the methodology proposed by Giusti and Wrolstad, 2001; for which High
Performance Liquid Chromatography (HPLC) was used, total anthocyanins were also quantified
by the method of pH differential method proposed by Giusti and Wrolstad, 2001. 9 treatments
carried out with three replications to evaluate the stability of a factorial experimental design 32,
two temperature and pH factors each with 3 levels, temperature values (20, 30 and 40 °C) and
pH (3; 4 and 5) vaccines (27 experimental units), for which reading of absorbance (nm) was
performed using UV spectrophotometer every other day for 30 days, from these data the change
in absorbance (A Abs) was calculated from this result is evaluated influence of factors in stability.
Plant material collected Kankarhuay study forest located in the town of Cotahuacho Pacucha
district province of Andahuaylas was used. Results were obtained after evaluating the stability of
anthocyanins which less variation and better stability was found in the fruit Capachu, at a
temperature of 20 °C and pH 3, in 30 days varied at 4.53 % absorbance, Huancachu, at a
temperature of 20 °C and pH 5, in 30 days at 7.22 % ranged absorbance, Cheqche, at a
temperature of 20 °C and pH 3, in 30 days varied at 2.58 % absorbance and Alaybili, at a
temperature of 30 °C and pH 5, in 30 days ranged 13.15% in the absorbance, after analysis of
samples in the HPLC chromatograms were obtained from the fruits Capachu and Cheqche
identifying anthocyanidins (delphinidin, cyanidin, petunidin, peonidin and malvidin) and

Huancachu and Alaybili identified only one anthocyanidin, cyanidin. Quantifying total Capachu

XXiii



anthocyanin content (2026.201 mg/100 g), Huancachu (1271.809 mg/100 g), Cheqche (2306.297
mg/100 g) and Alaybili (319.170 mg/100 g).

Consequently, it is demonstrated that the interaction of the two factors studied significantly affects
the stability of anthocyanins present in the fruits.

KEYWORDS: Anthocyanins, anthocyanidins, stability, HPLC and chromatograms.
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l. INTRODUCCION

Actualmente la industria alimentaria se ha visto sujeta a serios cambios debido a que los
consumidores estan optan por productos mas naturales y en especial sin colorantes artificiales, a
causa de los efectos perjudiciales para la salud humana. Recientemente la seguridad de los
pigmentos sintéticos ha sido cuestionada, conduciendo a la reduccion en el numero de
colorantes permitidos (Feakes, 2003), por este motivo el sector agroindustrial invierte muchos
esfuerzos y medios en la busqueda de nuevas alternativas para utilizar los colorantes naturales
como alternativa de consumo de los colorantes sintéticos, (Badui, 1993) manifiesta que el color
de los alimentos viene a ser un atributo que tiene mucho peso dentro del juicio del consumidor,
este puede llegar a ser determinante para que un producto comestible sea aceptado o
rechazado.

Por lo mencionado anteriormente las nuevas tendencias para colorear los alimentos, ha
provocado segun (Badui, 1993) que en estos Ultimos afios se eliminen del mercado los
colorantes rojos sintéticos por considerarlos toxicos; ocasionando que se incremente la demanda
de pigmentos naturales principalmente en los paises desarrollados. EI mercado de colorantes
naturales va en aumento, esto se debe principalmente a la percepcion del consumidor que “lo
natural es mejor" (Pszczola, 1998).

Entre los pigmentos naturales de interés para la industria alimentaria, estan las antocianinas y
entre los frutos que se estudia en la presente investigacién presentan las caracteristicas
similares a las plantas que tienen en su composicién antocianinas, dichos frutos de estudio son
Hesperomeles escalloniifolia Schitdl (Capachu), Berberis cummutata Eichler (Huancachu),
Berberis humbertiana J.F. Macbr (Cheqche) y Vaccinium floribundum Kunth (Alaybili), las
cuales pueden ser usadas para la extraccion de dichos pigmentos y posteriormente ser utilizados

como aditivos en la industria alimentaria o farmacéutica.



Las antocianinas son colorantes permitidos por la Comunidad Economica Europea y por la
administracion de alimentos, medicamentos y cosméticos de Estados Unidos, estos compuestos
proporcionan un amplio espectro de beneficios a la salud, debido a su capacidad antioxidante
presentan la propiedad de prevenir y combatir enfermedades del corazon y varias formas de
cancer, por ser colorantes naturales no requieren certificacion (Pszczola, 1998), con este trabajo
se pretende dar a conocer una alternativa de uso como colorante natural a las antocianinas por
que presentan tonalidades similares a los colorantes artificiales: Rojo N° 40, 3y 2.

En la actualidad por falta de conocimiento de la importancia del uso de colorantes naturales que
tienen estos frutos se viene desaprovechando este recurso potencial en esta parte del pais,
debido a que aun no han sido sujeto a investigaciones que demuestren su potencial en
colorantes naturales como las antocianinas, por lo tanto, dentro de sus objetivos en el presente
trabajo de investigacion se establecié evaluar la estabilidad de las antocianinas presentes en los
cuatro frutos a valores de temperaturas (20, 30 y 40 °C) y pH (3; 4 y 5), identificar los diferentes
tipos de antocianidinas y cuantificar el contenido total de antocianinas presentes en los cuatro
frutos estudiados y a partir de esta investigacion se puede plantear una alternativa que puede
ayudar a un mayor aprovechamiento de estos frutos, beneficiandose asi los pobladores de esa
parte del pais donde se desarrollan dichos frutos y finalmente es un aporte importante para la
industria alimentaria, debido a que los colorantes antocianicos pueden ser un sustituto eficaz de
los colorantes sintéticos: Rojo N° 40, 3y 2, brindando al consumidor final mayor seguridad en los
productos procesados que consumen.

Segun Garzon, (2008) muchos investigadores tienen interés en estos pigmentos antocianicos
gracias a sus posibles efectos terapéuticos y benéficos, dentro de los cuales se encuentra los

efectos anticancerigenos, antitumorales, antidiabéticos, antioxidante, etc. Estas propiedades han



permitido abrir una nueva perspectiva para la obtencién de productos coloreados con valor

agregado para el consumo humano.

1.1.

ANTECEDENTES

Fuentes, (2005). En su investigacion “Extraccion, cuantificacion y estabilidad de
colorantes naturales presentes en los frutos de Prunus capuli Cav. (Cereza),
Rubus urticaefolius Poir. (Mora) y Sambucus canadensis L. (Salco); como
alternativas naturales de consumo de los colorantes artificiales Rojo N° 40, Rojo
N° 3 Y Rojo N° 2, en bebidas en el rango de pH: 3, 4 y 5”, concluye en lo siguiente
que unicamente los pigmentos presentes en los frutos de Cereza pH 4y 5, MorapH 5y
Sauco pH 5, presentan las caracteristicas para ser utilizados como alternativas naturales

del colorante artificial Rojo N° 2 en bebidas comprendidas en el rango de pH 4 y 5.

Peguero, (2007). En su investigacion “Perfil de antocianinas de tres variedades de
frijol rojo (Phaseolus vulgaris L.) cultivadas en Honduras”, concluye que los
modelos cromatograficos mas las herramientas del HPLC Agilent® serie 1100 se
determind un compuesto adicional (petunidina) que mostrd6 maxima absorbancia en el
rango visible a 524 nm y 272 nm en el rango ultravioleta, tres tipos de antocianinas
(perlagonidicas, cianidicas y petunidicas) predominaron en la variedad Amadeus-77,
mientras que para las variedades Seda y Dorado se identificaron cinco (pelargonidicas,
cianidicas, petunidicas, malvinidicas y peonidicas). También con este estudio se
establecieron las bases para determinar las razones quimicas del por qué el color del
frijol se oscurece en almacén, con la finalidad posterior de desarrollar mecanismos para

mantenerlo.



v Rodriguez, (2008). En su investigacion “Identificacion y cuantificacion de
colorantes artificiales en refrescos en polvo elaborados y/o distribuidos en
Guatemala”, Concluye que los colorantes utilizados para la elaboracion de los refrescos
en polvo en estudio si se encuentran identificados en la etiqueta, y los mismos fueron

utilizados en las cantidades permitidas por las normas.

v' Cuevas, et al, (2008). En su investigacion “Analisis y caracterizacion de
antocianinas en diferentes variedades de maiz (Zea mays) Boliviano”, concluye que
la composicion de antocianinas presente en los maices originarios de Bolivia es muy
similar a la que presentan algunos mesoamericanos ya descritos en estudios anteriores.
Las antocianinas mayoritarias identificadas en los granos de maiz de las variedades
estudiadas fueron la cianidina-3-glucésido y la cianidina-3-(6"malonil)-glucésido
respectivamente.

Las técnicas de cromatografia en contracorriente y HPLC son herramientas primordiales
para la extraccion y caracterizacion de las antocianinas, ya que permiten una purificacion
y separacion a gran escala para la ejecucién de estudios y andlisis posteriores (por
ejemplo TEAC, DPPH, estudios de biodisponibilidad etc.); ademas de que permiten
enriquecer y concentrar componentes minoritarios para su completa elucidacion.

Por la naturaleza quimica de las antocianinas identificadas en las variedades de maiz
morado estudiados, su uso potencial seria como fuente de antioxidantes, mas que como

colorantes naturales.

v’ Vélez, et al., (2008). En su investigacion “Cuantificacion de antocianinas en el maiz

morado (Zea Mays L.), tratados con ultrasonido”, concluye que el pH influye de una



manera altamente significativa (p = 0,00) en el contenido de antocianinas; en el intervalo
de pH 4.0 - 4.5, se obtuvo mayor concentracion (147.812 — 219.125 mg/mL).

La mayor cantidad de antocianinas corresponde al extracto acuoso de pH 4.5 con un
tiempo ultrasénico de 7 minutos (219.1250 mg/mL), seguido del extracto acuoso de pH 4
con un tiempo ultrasénico de 3 minutos (212.9660 mg/mL).

La menor cantidad de antocianinas corresponde al extracto acuoso de pH 3.5 con un
tiempo ultrasonico de 10 minutos (36.0453 mg/mL), seguido del extracto acuoso de pH
3.5 con un tiempo ultrasénico de 7 minutos (45.4460 mg/mL).

Los cambios observados en el contenido de antocianinas estan influenciados por la
energia cinética que adquieren las moléculas, a consecuencia del tratamiento con

ultrasonido.

Aguilera, (2009). En su investigacion “Caracterizacion y estabilidad de
antocianinas de higo, variedad Mission”, concluye que las antocianinas del higo azul-
morado (Ficus carica) variedad Mission extraidas del tejido epidérmico liofilizado usando
metanol acidificado, hidrolizadas con HCI y purificadas usando un cartucho C-18 y el
contenido de antocianinas monoméricas, fue determinado por el método de diferencial
de pH, fue 162 mg (100 g de tejido epidermal (base cianidina-glucésido)). Por medio de
HPLC se separd e identificé la cianidina como Unica antocianina presente en el higo. Se
demostré que la mayor estabilidad de antocianinas extraidas de higo Mission se

presenta a un pH de 3 a4 °C y en oscuridad, conservandose durante 14 dias.

Pastrana, et al., (2009). En su investigacion “Identificacion y cuantificacion de

antocianinas en uvas muscadinas por cromatografia liquida y espectrometria de



masas”, concluye que el contenido de antocianinas totales que fue determinado
mediante un método de diferencial de pH y vari6 de 31 a 75 mg/100g de fruta fresca en
las uvas purpuras y de 0.4 a 1.3 en las uvas de color bronce y las antocianinas
individuales fueron analizadas mediante HPLC y su identidad confirmada mediante
técnicas de HPLC-MS y la Delfinidina-3,5-diglucdsido fue la antocianina més abundante
(cerca del 46% del contenido total de antocianinas) y fue encontrada en las pieles de
todas las frutas, en las semillas de 9 de los cultivares, y en las pulpas de 3. Petunidina-
3,5-diglucdsido (~23%) y malvidina-3,5-diglucésido (~20%) fueron las siguientes en
concentracion, pero solo fueron encontradas en las pieles de 8 y las semillas de 5 de los
cultivares estudiados. Cianidina-3,5-diglucésido (~6%), peonidina-3,5-diglucésido (~3%)
y petunidina-3- monoglucésido (~1%) fueron también detectadas en las pieles de las
frutas de piel parpura. En esta investigacion se reporta por primera vez la presencia de
petunidina-3-monoglucésido en uvas muscadinas. El contenido de antocianinas y la
suma de antocianinas individuales presentaron una correlacién alta (R = 0.98). El
promedio del contenido de antocianinas totales reportado en esta investigacion fue mas
bajo que los publicados para uvas de tipo europeo y otras uvas americanas de piel roja y
de otras frutas comunes. Sin embargo, las uvas muscadinas de piel purpura presentaron

niveles de antocianinas que pueden ser consideradas de importancia nutracéutica.

Leyva, (2009). En su investigacién “Determinacién de antocianinas, fenoles totales
y actividad antioxidante en licores y fruto de mora”, concluye que en el fruto maduro
de zarzamora (Rubus spp) de la regidon de Xico Veracruz tiene un contenido de

antocianinas monoméricas de 183.63 mg de cianidina 3-glucésido/100 g de fruto fresco y



el intervalo de antocianinas monomeéricas de los licores de mora se encuentra entre 3.56

y 76.95 de cianidina 3-glucésido/L.

Del Carpio, (2009). En su investigacion ‘Caracterizacion de las antocianinas de los
frutos de Berberis boliviana Lechler”, concluye que realizando un analisis preliminar
del pigmento se determiné la presencia de antocianinas, cuyo contenido fue determinado
por el método del pH diferencial, siendo de 7 g/100 g en el tejido separado de las
semillas del fruto seco y el andlisis por HPLC-PDA (Cromatografia Liquida de Alta
Resolucidn, con detector con arreglo de fotodiodos) de la muestra hidrolizada mostro la
presencia de 5 aglicones: delfinidina, cianidina, petunidina, peonidina y malvidina, las
cuales fueron identificadas por comparacion de los picos del cromatograma obtenido al
correr simultdneamente una muestra del pigmento de los frutos de uva (Vitis vinifera).

El analisis por HPLC - espectrometria de masas Tandem, confirmo la presencia de 10
picos y los pesos moleculares permitieron conocer las antocianinas presentes en
Berberis boliviana Lechler, las cuales son: delfinidina-3-glucosido, delfinidina-3-
rutinosido,  cianidina-3-glucosido,  cianidina-3-rutinosido,  petunidina-3-glucosido,
petunidina-3-rutinosido, peonidina-3-glucosido, peonidina-3-rutinosido, malvidina-3-
glucosido y malvidina-3-rutinosido.

La petunidina-3-glucosido fue identificada como el principal pigmento, en una
concentracion de 24.43%, es la primera vez que se establece el perfil de las
antocianinas de Berberis boliviana Lechler, siendo este ultimo importante, tratdndose de

una especie silvestre de nuestro pais.



v' Santacruz, (2011). En su investigacion “Analisis quimico de antocianinas en frutos
silvestres Colombianos”, reporta de los analisis realizados en el coral y el motilon,
confirmaron la presencia de la antocianina delfinidina-3-rutinésido como compuesto
mayoritario, seguido por delfinidina-3-glucésido, cianidina-3-rutinésido y petunidina-3-
rutinésido. En estas dos frutas se identificaron las mismas antocianinas, siendo mucho
mayor la concentracion en el motilon que en el coral. En la mora pequefia se confirmé la
presencia de cianidina-3-glucosido como compuesto mayoritario junto con cianidina-3-
rutindsido; y en la uva de arbol se identifico la antocianina cianidina-3-glucosido como
compuesto mayoritario junto con la antocianina delfinidina-3-glucosido.

En la evaluacion la estabilidad de los diferentes extractos frente a variaciones de pH y
durante un periodo de almacenamiento de un mes. Se confirmé que el pH es un factor
que afecta significativamente el color de los AREs y con base en las medidas de
colorimetria triestimulo a diferentes pH (1.5; 3.5; 5.5 y 7,5) se concluyé que el extracto
mas estable era el de uva de arbol porque se encontraron menores variaciones en el
croma con respecto a las otras frutas.

Con estos resultados se comprobd que las frutas estudiadas son una fuente promisoria
de pigmentos naturales, siendo mas interesantes el motildén y la uva de arbol debido a su

contenido de antocianinas, actividad antioxidante y estabilidad del color de los extractos.

v" Noriega, et al., (2011). En su investigacion “Extraccion, pruebas de estabilidad y
analisis quimico preliminar de la fraccion colorante obtenido a partir del exocarpo
del fruto de Renealmia Alpinia”, reporta un rendimiento medio de 2.13%, con un
promedio de 43 g de fraccion colorante por cada 2 kg de exocarpo usado y el perfil

cromatografico a 520 nm demuestra la presencia preponderante de una antocianina.



v" Aguilera, et al., (2011). En su investigacion “Propiedades funcionales de las
antocianinas”, concluye que actualmente, los rapidos avances en la tecnologia de
alimentos y analisis, han permitido la extraccion eficiente, procesamiento e identificacion
de compuestos de antocianinas de varias frutas, vegetales y granos para ser
incorporados a la industria de alimentos y bebidas, ya sea como colorantes naturales,
alimentos funcionales y suplementos alimenticios. Sin embargo, solamente un pequefio
porcentaje de frutas, vegetales y granos conteniendo antocianinas esta siendo integrado
en la industria de alimentos y bebidas. Una mayor publicidad de los beneficios de las

antocianinas a la salud podria incrementar el consumo de estos productos.

v' Valle, et al., (2011). En su investigacion “Evaluacion de la Estabilidad de
Antocianinas durante el Aimacenamiento de Zanahoria Purpura (Daucus carota)”,
reporta para evaluar la Estabilidad de Antocianinas durante el almacenamiento de
Zanahoria Purpura (Daucus carota) de la variedad indigo winter, fueron almacenadas en
3 diferentes temperaturas; Ambiente, 5 °C y 10 °C. Por un periodo de almacenamiento
de 11 dias, se ha comparado los mejores resultados de las muestras empacadas; siendo
la zanahoria purpura empacada en Bolsa de Polietileno de Baja Densidad y Almacenada
a 5 °C, la que conservd mejor las Antocianinas 97.03%; En comparacion de una que no
fue empacada y almacena a Temperatura Ambiente, se obtuvo un conservacion del

94.03%.

v" Martinez, et al., (2011). En su investigacion “Estabilidad de Antocianinas en Jugoy
Concentrado de Agraz (Vaccinium meridionale Sw.)”, se reporta en esta

investigacion se estudio la cinética de la estabilidad térmica y de almacenamiento de las



antocianinas en jugo y concentrado de agraz (Vaccinium meridionale Sw.) siguiendo
una cinética de primer orden. La degradacién de las antocianinas con la temperatura fue
modelada adecuadamente con la ecuacion de Arrhenius. El efecto del pH en la
estabilidad térmica de las antocianinas en los concentrados de agraz se estudio a seis
diferentes valores (3.0 - 8.0) en buffer citrato-fosfato. La degradacién de las
antocianinas fue mayor para el jugo que para el concentrado. Una disminucion
significante en la estabilidad de las antocianinas del concentrado se observé a pH

cercano a 5.0.

Cano, (2011). En su investigacion “extraccion y uso de tres pigmentos naturales a
partir de Tomate de arbol (Solanum betaceum Cav.), Mortifio (Vaccinium myttillus
L.) y Mora de castilla (Rubus glaucus) como alternativa colorante natural para
alimentos”, concluye que estos frutos poseen antocianinas, los cuales son pigmentos
naturales de interés para la industria alimentaria y para su extraccion, la estabilidad de
los colorantes en cada tratamiento fue valorada durante su proceso de almacenamiento
en el primero, décimo quinto y vigésimo octavo dias. Por dltimo los tratamientos mas
estables fueron presentados a un panel de diez catadores para su evolucidn
organoléptica final.

Los resultados indicaron que la coloracion obtenida a partir del pigmento en base de
tomate de arbol es la que mas se acerca a la del testigo y en cuanto a los cambios de
color durante el tiempo de almacenamiento fue mas estable. En cambio las coloraciones

obtenidas en base de los de los pigmentos de mora y mortifio no fueron agradables.
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v Juli, et al., (2011). En su investigacion “Antocianinas, polifenoles totales y
capacidad antioxidante en dos clones de papa nativa del genero Solanum de pulpa
azul y roja”, concluye que la concentracion de antocianinas de los dos clones de papa
nativa difieren significativamente, clon 304239 es la que presenta la mayor
concentracion de antocianinas (80.44 mg/100 g MF) con respecto al clon 303851 (16.83

mg/100 g MF).

Teves, et al., (2011). En su investigacion “Estudio comparativo de la actividad
antioxidante in vitro de los extractos antocianicos y caracterizacion de las
antocianidinas en los frutos de las especies vegetales Prunus serétina (Capuli),
Muehlenbeckia volcanica (Benth.) Endl. (Mullak’a), Monnina salcifolia R. & P.
(Aceitunilla)”, concluye que el contenido de antocianinas totales para cada extracto
antociénico, reporta la especie Muehlenbeckia volcanica (Benth.) Endl. (Mullak’a)
2000 mg/100 g en frutos secos, para Monnina salcifolia R. & P. (Aceitunilla) 100 mg/
100 g en frutos secos y para Prunus serétina (Capuli) 0.0878 mg/100 g en frutos
secos, también se identificaron las antocianidinas por HPLC y por comparacién con los
cromatogramas de los patrones de referencia de las especies Vitis vinifera (Uva) y
Fragaria vesca (Fresa) son: Monnina salcifolia R. & P. (Aceitunilla): delfinidina y
cianidina, Muehlenbeckia volcanica (Benth.) Endl. (Mullak'a): cianidina, Prunus

serétina (Capuli): cianidina.

v Almeida, (2012). En su investigaciéon “Extraccion y caracterizacion del colorante

natural del maiz negro (Zea mays L.) y determinacion de su actividad

antioxidante”, concluye las antocianinas, al igual que otros pigmentos de origen natural,
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1.2.

son sensibles a la temperatura y el pH. Se determind que el extracto colorante de las
antocianinas del maiz negro permanece estable a rangos de pH 2-6, y a temperatura de
10 °C-50 °C y el tiempo de vida Util del extracto solido de las corontas de maiz negro es
de 60 dias, si se almacena sellado al vacio en envases de color ambar y en un lugar
fresco y seco, a diferencia del extracto liquido, que debido a su elevada actividad de

agua se degrada en 30 dias.

Roldan, (2012). En su investigacion “Caracterizacion molecular, funcional y
estudio del comportamiento post cosecha del mortiiio (Vaccinium floribundum
Kunth) de la comunidad de Quinticusig del Cantén Sigchos de la provincia de
Cotopaxi”, concluye que el contenido de compuestos fendlicos en los frutos de mortifio
fue alto en comparacion con frutos como la mora, el taxo y el capuli. La concentracion de
compuestos fendlicos disminuye conforme el fruto madura, el contenido de antocianinas
en el fruto de mortifio se incrementa conforme el fruto se desarrolla, y es asi como el
fruto grado 1, en este estudio, presenta una aparente ausencia de estos compuestos, y
fruto grado 3 es el que presenta una mayor concentracion de este tipo de compuestos
fendlicos, el fruto almacenado a 2 °C mantuvo una tasa de respiracion baja y constante
durante los 20 dias de estudio. Sin embargo, para la temperatura de almacenamiento de
10 °C la tasa de respiracion no mostro el inicio de la senescencia del fruto, mientras que

a 20 °C la curva de respiracion mostro el inicio de la senescencia de fruto al dia 7.

COLORANTES NATURALES

Desde los tiempos prehistoricos hasta la mitad del siglo XIX, el tefiido fue hecho con colorantes

naturales. La importancia de estos colorantes naturales disminuy6 cuando en 1856, el inglés

William Henry Perkin, en su intento de sintetizar quinina, oxido sulfato de anilina con dicromato
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potasico y produjo el primer colorante sintético: la mauveina, de color purpura (figura 01).
Posteriormente los quimicos alemanes, perfeccionaron los colorantes derivados del alquitran de
hulla hasta tal punto que empresas de colorantes vegetales, se arruinaron totalmente antes que
finalizara el siglo XIX.

Figura 01: Mauveina

H,N N

Iz

Fuente: Lock Sing, 1997

En los ultimos 130 afos, se han sintetizado varios miles de compuestos quimicos coloridos, de
los cuales alrededor de 10000 son o han sido producidos a escala industrial, tratando en muchos
casos de sintetizar productos idénticos a los naturales como el 3-caroteno.

En 1987 se estim6 que la produccién mundial de colorantes era de alrededor de 700000
toneladas; de esta produccion, un poco mas del 50% fue destinada a la produccién textil y un
2.2%, fue destinado al sector de alimentos, medicamentos y cosméticos.

La situacion y perspectivas actuales de los colorantes naturales se pueden ejemplificar con los
carotenos, que son uno de los grupos mas importantes en el area de los alimentos
medicamentos y cosméticos. Estos compuestos en las que destaca el B-caroteno por sus
propiedades antioxidantes y ser precursor de la vitamina A, tiene un mercado actual de 19
millones de dolares, de los cuales aproximadamente 70.0% esta aplicado en el sector
alimentario, 21.1% como suplemento vitaminico, 5.3% en productos cosméticos y 3.6% para

otros productos.
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Esto ha considerado un interés mundial en el desarrollo de los colorantes naturales, un indicativo
de ello, es el numero y distribucion de las patentes reportadas a nivel mundial entre 1969 y 1984.
Los colorantes naturales pueden ser clasificados segun su naturaleza quimica en diversos
grupos (cuadro 01), sus valores de Amax (Longitud de onda méxima) correspondiente también se
muestran.

Como fuentes naturales de estos colorantes podemos considerar las plantas superiores, las
algas, hongos y liquenes, algunos insectos, asi como algunos organismos marinos invertebrados

(no estan considerando a los animales vertebrados).

Cuadro 01: Clasificacion de los colorantes naturales segun su naturaleza quimica

Naturaleza quimica Algunos ejemplos | Color predominante A max (nm)
Tetrapirroles ficobilinas ficobilinas 610-650
(lineales y ciclicos) (ficocianinas)
amarillo rojo 940-570
(ficoeritrinas)
clorofila verde 640-660
Carotenoides carotenoides amarillo - 400-500
(tetraterpenoides) anaranjado
Flavonoides flavonas blanco-crema 310-350
flavonoles amarillo-blanco 330-360
chalconas amarillo 340-390
auronas amarillo 380-430
antocianinas rojo-azul 480-550
Xantonas xantonas amarillo 340-400
Quinonas naftoquinonas rojo-azul-verde
antraquinonas rojo-purpura 420-460
Derivados indigoides indigo azul-rosado
e indoles betalainas Amarillo-rojo 470-485 (betaxantinas)
530-554 (betacianinas)
Pirimidinas sustituidas pterinas blanco-amarillo
flavinas amarillo
fenoxazinas amarillo-rojo
fenazinas amarillo-purpura

Fuente: De la Parra et al. (2007)
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Son muchas las plantas superiores que producen colorantes; a pesar de su universalidad no
estan lo suficientemente concentrados para permitir una rapida y econémica extraccion, y en
consecuencia son relativamente escasas las que tiene gran importancia comercial como fuente
de colorantes.

Aun en la actualidad muchas de las comunidades nativas de nuestro pais y de otros paises
utilizan diversas plantas en el tefiido artesanal, especialmente de fibra de lana de (oveja y
alpaca), utilizando las diferentes partes de la planta como raices, tallos, hojas, flores, corteza,
etc.

1.2.1. ANTOCIANINAS

El término antocianina fue utilizado por Marquat en 1835 para designar a los pigmentos azules
de las flores, mas tarde se descubrid que no sélo el color azul, sino que también el color purpura
violeta, magenta, y que todos los tonos de rojo rosado, escarlata, que aparecen en muchas
flores, frutos y algunas hojas y raices de plantas.

Las antocianinas estan basadas quimicamente en una unica estructura aromatica, aquella de la
cianidina, y todas se consideran derivadas de ella por adicion o sustraccion de grupos hidroxilo,
por metilacién o por glicosidacién. Ellas son intensamente coloreadas y solubles en agua .Se
consideran que tienen como funcion en la planta el ser atractores de insectos y pajaros para los
procesos de polinizacion y diseminacion de las semillas.

Las antocianinas como pigmentos naturales inocuos tiene considerable potencial en la industria
alimentaria; pero a diferencia de los pigmentos rojos sintéticos que se utilizan actualmente, las
antocianinas no son estables especialmente en soluciones neutras y alcalinas, ocurriendo
faciimente cambios durante el procedimiento del material crudo y el almacenaje, los que se

manifiestan en perdida de color, oscurecimiento de producto, y formacién de precipitados en los
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extractos. Son también sensibles a las variaciones de pH, a pH 3, el pigmento esta presente
como sales de flavilo de color rojo a pH 8 es de color violeta y a pH 11 de color azul.

Ultimos estudios reportan que el color de las antocianinas se hace resistente a las variaciones
de pH cuando se encuentran como productos de condensacién con catequinas en presencia de
aldehidos, siendo en estos casos de mayor valor como agente de coloracion de alimentos.

Las antocianinas juegan un papel importante en la produccién de vinos, siendo fuente comercial
mas antigua de antocianina la “enocianina”, extracto colorado frecuentemente extraido de las
uvas y comercializado en ltalia desde 1879; originalmente fue utilizado para intensificar el color
de los vinos, pero en los ultimos afos ha encontrado aplicaciones como colorante de alimentos.
Asi mismo se esta haciendo importante la extracciéon de antocianinas de otras fuentes naturales
como el maiz morado, la col, el camote morado y los rabanitos.

Aunque la literatura reporta mas de 250 antocianinas, se hace necesaria una mayor
investigacion para darles un mejor uso y sean mas competitivas como alternativas viables a los

colorantes sintético hoy en uso.

a) ESTRUCTURA

Las antocianinas estan consideradas dentro del grupo de los flavonoides ya que poseen el
esqueleto caracteristico Ce- C3- C¢ y el mismo origen biosintético pero difieren en que absorben
fuertemente en la region visible del espectro.

Hay antocianidinas (agliconas de las antocianinas) comunes, siendo la cianidina la mas comun y
responsable del color magenta, los colores rojo-naranja se deben a la pelargonidina (con un
grupo hidroxilo menos que la cianidina); mientras que los colores violeta y azul, la delfinidina (con
un grupo hidroxilo mas). También son muy comunes tres metil-éteres: peonidina, derivadas de la

cianidina, petunidina y malvidina, basadas en la delfinidina. Cada una de las 6 antocianidinas
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ocurre con unidades de azucar, la variacion esté en el tipo del azucar, del numero y de la
posicion en los que estan unidos. Entre los monosacaridos comunes podemos mencionar a la
glucosa, galactosa, ramnosa, xilosa y arabinosa y como disacarido a la rutinosa, sambubiosa,
soforosa, gentiobiosa y latirosa.

Figura 02: Estructura de la Cianidina

OH
OH
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OH
Fuente: Lfevre M. y Cols, 2006

Las agliconas libres raramente existen en los alimentos, excepto posiblemente como

componentes traza de las reacciones de degradacion. De todas las antocianidinas que
actualmente se conocen (aproximadamente 20), las mas importantes son la pelargonidina, la
delfinidina, la cianidina, la petunidina, la peonidina y la malvidina, nombres que derivan de la
fuente vegetal de donde se aislaron por primera vez; la combinacion de éstas con los diferentes
azucares genera aproximadamente 150 antocianinas. Los hidratos de carbono que comunmente
se encuentran son la glucosa y la ramnosa, seguidos de la galactosa, la xilosa y la arabinosa y,
ocasionalmente, la gentibiosa, la rutinosa y la soforosa. Como se muestra en la siguiente (cuadro

02), el grupo fenilo en la posicién 2 puede llevar diferentes sustituyentes.
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Cuadro 02: Grupos radicales para los diferentes tipos de antocianinas

Antocianidina R R: Rs Rs Rs Rs R;

Aurantinidina -H -OH -H -OH -OH -OH -OH

Capensinidina -OCHs -OH -OCH; -OH -OCHs -H  -OH

Cianidina -OH -OH -H -OH -OH -H -OH

Delfinidina -OH -OH -OH -OH -OH -H -OH

Europinidina -OCHs -OH -OH -OH -OCHs -H  -OH

Luteolinidina -OH -OH  -H -H -OH -H -OH

Pelargonidina -H -OH H -OH -OH -H -OH

Malvidina -OCHs -OH -OCHs -OH -OH -H -OH

Peonidina -OCHs  -OH -H -OH -OH -H -OH

Petunidna ~ -OH -OH -OCHs -OH -OH -H -OH

Rosinidina -OCHs  -OH -H -OH -OH -H -OCHs

Fuente: Lfevre M. y Cols, 2006.

b) LAS ANTOCIANINAS EN LA ALIMENTACION

El interés por los pigmentos antocianicos se ha intensificado recientemente debido a sus

propiedades farmacologicas y terapéuticas. Debido a que durante el paso desde el tracto
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digestivo al torrente sanguineo de los mamiferos, las antocianinas permanecen intactas, su

consumo puede tener un impacto directo sobre la salud humana.

v BENEFICIOS
Ejercen efectos terapéuticos conocidos que incluyen la reduccion de la enfermedad coronaria,
efectos antitumorales, antiinflamatorios y antidiabéticos, ademas del mejoramiento de la
agudeza visual y del comportamiento cognitivo. Los efectos terapéuticos de las antocianinas
estan relacionados con su actividad antioxidante. Estudios con fracciones de antocianinas
provenientes del vino han demostrado que estas son efectivas en atrapar especies reactivas
del oxigeno, ademas de inhibir la oxidacion de lipoproteinas y la agregacién de plaquetas.
(Ghiselli, et al., 1998)

v OBESIDAD
Un diverso grupo de compuestos fendlicos provenientes de los denominados frutos rojos,
tales como flavonoles, elagitaninos y antocianidinas, inhiben las enzimas digestivas a-
glucosidasa, a-amilasa, proteasa y lipasa, las cuales son dianas terapéuticas para controlar la
diabetes mellitus tipo 2 y la obesidad. Las antocianinas restringen la actividad de la a-
glucosidasa, lo que determina una disminucién de los niveles de glucosa en sangre. Ademas,
junto con los elagitaninos, actian sinérgicamente para inhibir la actividad de la enzima a-
amilasa. Las pro-antocianidinas contribuyen principalmente en la inhibicién de la lipasa
gastrointestinal y limitan la digestion de las grasas después de las comidas. Las antocianinas
de la uva, por otro lado, inhibirian el desarrollo de la obesidad ya que, al menos in vitro,
producen una disminucién de la acumulacién de lipidos en los adipocitos maduros. (Lefevre

et al., 2006)
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v' FUNCIONES NEUROLOGICAS
Una dieta de 2% de bayas de Vaccinium (arandanos) suministrada a ratas de la cepa F344
durante 8 semanas fue efectiva para mejorar las deficiencias relacionadas con la edad en el
sefialamiento neuronal y parametros de comportamiento. Se ha informado que varias
antocianinas como el 3-galactdsido de cianidina, el 3-glucosido de cianidina, el 3-arabinosa
cianidina, 3-el galactésido de malvidina y el 3-galactésido de delfinidina, entre otros, pueden
localizarse en varias regiones del cerebro de las ratas tratadas de este modo. En otro estudio,
los mismos frutos, pero liofilizados, demostraron que mejoran la memoria a corto plazo de las
ratas a una dosis de 3.2 mg/dia por 30 dias.

v" SISTEMA INMUNE
La ingestién de frutos rojos también mejora el sistema inmune. Los jugos ricos en
antocianinas, como los de frutas de ardndanos o de boysenberry (Rubus ursinus  x idaeus),
cuando son suministrados como suplemento de la dieta a gente sana, incrementan la
proliferacién de linfocitos, como asi también la secrecion de citocianinas (interleucina 2) por
los linfocitos activados.

c) COLORANTES ALIMENTICIOS

El interés por los pigmentos antocianicos y su investigacion cientifica se ha incrementado en los

ultimos afios, debido no solamente al color que confieren a los productos que las contienen sino

a su probable papel en la reduccion de las enfermedades coronarias, cancer y diabetes; a sus

efectos antiinflamatorios y al mejoramiento de la agudeza visual y del comportamiento cognitivo.

Por lo tanto, ademas de su papel funcional como colorantes, las antocianinas son agentes

potenciales en la obtencién de productos con valor agregado para el consumo humano. (Garzon,

2008)
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La demanda de antocianina a nivel mundial, obtenida a partir de fuentes naturales, se calcula
entre 1200 y 1300 toneladas anuales. Los principales paises consumidores son Japdn y Estados
Unidos y en menor escala Francia, Inglaterra, Alemania, Espafia, Bélgica y Venezuela. La
produccion global de antocianinas esta orientada a las empresas productoras de productos de

bebidas, saborizantes de yogur y golosinas.

v IMPORTANCIA DE LAS ANTOCIANINAS EN LA INDUSTRIA ALIMENTARIA

Las antocianinas representan un factor muy importante en la industria alimenticia debido a las
restricciones sanitarias hacia el uso de colorantes sintéticos, adicionalmente estas sustancias
poseen un valor agregado que es su capacidad antioxidante (Lopez, 2007); por esta razon se
esta creando un excelente mercado de exportacion de frutas frescas con un alto contenido de
antocianinas.

Las antocianinas representa un grupo muy amplio de compuestos fenolicos vegetales, estos
son los pigmentos hidrosolubles rojos, azules y purpuras de las flores, frutas y verduras, estas
poseen una estructura basica en comun, quimicamente son glicosidos de las antocianinas, es
decir, estan constituidas por una molécula de antocianidina, que es la aglicona, a la que se

une un azucar por medio de un enlace B-glucosidico (Poo, 2005).

v ANTOCIANINAS EN VINOS
Los vinos estan compuestos por varias familias de compuestos quimicos. Dentro de estas
familias, las antocianinas son un importante pardmetro de calidad de uvas rojas, debido a la
importancia que estos compuestos tienen en el color de los respectivos vinos. Las
antocianinas estan en las plantas en una distribucion especifica, tanto cualitativa como

cuantitativamente, lo que las hace un marcador bioquimico muy util en quimiotaxonomia, al
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igual que un indice de control de calidad y aseguramiento de calidad en productos de origen
vegetal. En las uvas y en los vinos realizados a partir de ellas, las antocianinas presentes
estan estructuralmente basadas en cinco agliconas, denominadas malvidina, petunidina,
peonidina, delfinidina y cianidina. Las antocianidinas glicosiladas (antocianinas) existen como

3-0O-glucosidos, 3-O-acetilglucosidos y 3-O- (6-O-p-cumaroil) glucésidos.

d) EXTRACCION Y AISLAMIENTO
El método usual de extraccidn es por maceracion de la muestra con una solucion de HCl 1% en
metanol (en etanol en caso de utilizarlos para alimentos), dejandolo toda la noche en la
refrigeradora (tener cuidado de dejar el recipiente cubierto en la refrigeradora; especialmente
cuando se trata de la solucién metandlica), la solucion de antocianina asi obtenida se concentra
al vacio en una temperatura menor de 30 °C y luego se cromatografia sobre papel Whathman
N°3 ,puede utilizarse una serie de sistemas n-butanol:acido acético glacial:agua, (BAW) 4:1:5:,
fase superior, n-butanol:HCI 2N, fase superior) entre otros, si la muestra contiene apreciable
cantidad de azucares puede emplearse 1% HCI en agua, lo que produce mejores resultados que
con BAW.
Ademas de la metodologia usual de extraccion descrita, es conveniente considerar lo siguiente.
v" La extraccion puede realizarse también en frio con solventes no acidificados, como metanol
60%, n-butanol, etilenglicol, propilenglicol, acetona, mezcla de acetona/metanol/agua, o
simplemente con agua a ebullicidn, todos estos casos se espera que las antocianinas sean
extraidas en el estado mas natural posible, ya que un medio acido, HCI, podria alterar su
estado original, ademas que puede producirse perdida de grupos acido (labiles y de

azucares).

22


http://es.wikipedia.org/wiki/Petunidina
http://es.wikipedia.org/w/index.php?title=Peonidina&action=edit&redlink=1
http://es.wikipedia.org/wiki/Delfinidina
http://es.wikipedia.org/wiki/Cianidina

v Como medio acido puede utilizarse ademas de HCI, acido organicos débiles como el &cido
férmico y acido tartarico.

v" El uso de etanol, conteniendo 200 a 2000 ppm de SO incrementa el rendimiento de
extraccion, resultando un extracto que posee hasta dos veces el poder tintéreo en

comparacion al uso de etanol solamente.

e) FACTORES QUE INFLUYEN EN LA ESTABILIDAD DE LAS ANTOCIANINAS

Las antocianinas son solubles en medio acuoso, se degradan durante el almacenamiento,
cambiando el color cuanto mas elevada sea la temperatura, en cambio, presentan buena
estabilidad en medio &cido. Este tipo de pigmento es relativamente poco usado, teniendo uso en
algunos lacteos, helados, caramelos, productos de pasteleria y conservas vegetales. El
conocimiento de la quimica de las antocianinas se puede utilizar para minimizar su degradacion
mediante la adecuada seleccion de los procesos y por seleccidn de los pigmentos antocianicos
que sean mas adecuadas para la aplicacion que se desea.

Las antocianinas presentan serios inconvenientes relacionados a su estabilidad, ya que son
afectados por cambios en pH, temperatura, oxidacion, presencia de otros flavonoles y metales
(Peguero, 2007).

Debido a la deficiencia electronica del nucleo flavilio las antocianidinas tienden a reacciones que
alteran su estructura, su estabilidad se incrementa a mayor numero de grupos metoxilos y

decrece a mayor cantidad de grupos hidroxilos en la molécula (Peguero, 2007).
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v' TEMPERATURA
Los tratamientos térmicos influyen significativamente en la destruccién de las antocianinas; es
asi como se ha visto que en las fresas se presenta una relacion logaritmica entre la pérdida
de color y la temperatura (Badui, 1993).
Dada su alta hidrosolubilidad, estos pigmentos se pueden perder facilmente por lixiviacion en
el agua que se utiliza en los diferentes tratamientos; a medida que aumenta la temperatura se
acelera la decoloracion de la fruta, ya que se favorece tanto la extraccion que incluso se
puede llegar a obtener productos practicamente incoloros (Badui, 1993).
La estabilidad de las antocianinas en los alimentos se ve notablemente afectada por la
temperatura. En general las caracteristicas estructurales que conducen a un aumento de la
estabilidad del pH también llevan a la estabilidad térmica. Las antocianidinas altamente
hidrolizadas son menos estables que las metiladas, glucosiladas o acetiladas (Fennema,
2000).
Las antocianinas también cambian de color cuando forman complejos con otros compuestos
fendlicos (proantocianidinas, catequinas, taninos y flavonoides) o con algunos polisacaridos,
ya que se favorece un desplazamiento de la absorcion a longitudes de onda mayores (Badui,

1993).

v pH
Debido a una deficiencia del nucleo del flavilio, estos pigmentos funcionan como verdaderos
indicadores de pH; es decir, su color depende de las condiciones de acidez o alcalinidad del
sistema en que se encuentran: a pH acido adquiere una estructura estable del catién flavilio
de color rojo, cuando se incrementa el pH, la distribucion electrénica se modifica hasta llegar

a la forma quinoidea azul o base anhidra; tanto la sal del flavilio como la base anhidra pueden
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convertirse a la base del carbinol incolora, que predomina en el intervalo de pH de 4 a 5
(Badui, 1993).
La dependencia del color con el pH, y de la estabilidad cromatica de los pigmentos de

antocianinas tiene cierta importancia en el proceso de alimentos. (Bawerman, 1980).

f) DETERMINACION DE LAS ANTOCIANINAS

Existen distintas formas para determinar antocianinas ya sea en forma total o en forma separada
cada antocianina. Si se quiere establecer las antocianinas en forma general muchos autores de
diversos estudios utilizan el método de pH diferencial. Pero si se desea determinar las

antocianinas en forma separada se recomienda utilizar cromatografia (Rebolledo, 2007).

v' DETERMINACION DE ANTOCIANINAS DE FORMA TOTAL
La forma mas utilizada para determinar antocianinas en forma total es la basada en
diferencial de pH, el contenido total de antocianinas en extractos crudos que contiene otros
materiales fendlicos, que son determinadas por mediciones de absorcion de la solucién a una
determinada longitud de onda, esto es posible porque las antocianinas tienen una tipica
banda de absorcién entre 490 y 550 nm en la region del espectro visible. Esta banda esta
lejos de la banda de absorcidn de otros fenoles, y tiene un maximo espectro en el rango UV.
En muchas instancias, sin embargo, este simple método es inapropiado por la interferencia
de productos de degradacién de antocianinas o melanoidinas de reacciones de
pardeamiento, en ambos casos, el acercamiento debe 19 ser usado para diferenciar y/o
métodos sustractivos para cuantificar antocianinas y su producto de degradacion (Rebolledo,

2007).
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Existen otras metodologias para determinar antocianinas como mediante Cromatografia
Liquida de Alta Resolucién o High Performance Liquid Chromatography ( HPLC), utilizando la
metodologia de Giusti y Wrolstad, 2001, esta metodologia se describe a detalle en el

capitulo de materiales y métodos.

g) FUNCIONES

Las antocianinas pueden encontrarse en las hojas, haciendo que las mismas muestren un color
rojizo. Esta coloracion puede deberse a un mecanismo de defensa, para proteger a las plantas,
sus flores y sus frutas contra la luz ultravioleta (UV) y, por su propiedad antioxidante, evitar la
produccion de radicales libres. Las hojas de muchas especies muestran un color rojo bien
diferenciado durante el otofio, tales como: Amherstia, Andira, Bombax, Brownea, Calophyllum,
Cecropia, Ceiba, Cinnamomum, Coccoloba, Diospyrus, Eugenia, Gustavia, Lophira, Mangifera,
Mesua, Pachira, Persea, Saraca, Triplaris. También se hallan altas concentraciones de
antocianinas en Acalypha y en muchas especies de las familias Araceae, Bromeliaceae,
Marantaceae, Liliaceae y Euphorbiaceae, que atraen a los polinizadores a sus flores mediante
los brillantes colores provistos por estos compuestos. En algunos arboles, como el arce rojo
Americano (Acer rubrum) o el roble escarlata (Quercus coccinea), los flavonoles (un tipo de
flavonoide) incoloros se convierten en antocianinas rojas cuando la clorofila de sus hojas se
degrada. En otofio, cuando la clorofila se descompone, los flavonoides incoloros se ven privados
del &tomo de oxigeno unido a su anillo central, lo que los convierte en antocianinas, dando
colores brillantes. Esta transformacion quimica que consiste sélo en la pérdida de un atomo de
oxigeno es la responsable de nuestra percepcion de los colores del otofio. Las antocianinas que

aparecen en el otofio probablemente son las que protegen a las hojas del efecto de los rayos UV
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del Sol. Se especula que esta proteccion de las hojas aumenta su efectividad para transportar

nutrientes durante su senescencia.

h) DISTRIBUCION

Las antocianinas se encuentran principalmente en los frutos y flores de las angiospermas y
generalmente como mezcla de ellas.

Las mayores fuentes alimenticias conteniendo antocianinas pertenecen a las familias Vitaceae
(uva) y Rosaseae (fresa, cereza, manzana, pera, etc); otras familias en las que se encuentra son
las Oleaceae (olivo negro), Cruciferas (calabaza roja, repollo morado), Solanaceae (tomatillo,

papas, camotes), etc.

1.3. ESPECTROFOTOMETRIA

La espectrofotometria es una técnica que mide la interaccion de moléculas con la radiacidn
electromagnética. La luz que se encuentra en el rango visible y ultravioleta de los espectros
electromagnéticos presenta una energia de 150- 400 kJmol-1. La energia de la luz es usada
para promover electrones de un estado de excitacion a otro. Un espectro es obtenido cuando la
absorcién de luz es medida en funcion de una frecuencia o longitud. Moléculas con electrones
deslocalizados en sistemas aromaticos a menudo absorben la luz a 150-400 nm (ultravioleta) o
en la region visible de 400-800 nm (Arenas, 2004).

La espectrofotometria de absorcion es usualmente usada con moléculas disueltas en un solvente
transparente. La absorbancia de un soluto depende linealmente de la concentracién y por
consiguiente la espectrofotometria de absorcion es ideal para hacer mediciones cuantitativas. La
longitud de absorcion y la fuerza de absorbancia de una molécula no s6lo depende de la

naturaleza quimica, si no del ambiente molecular en donde se encuentre el cromoforo. La
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espectrofotometria de absorcion es por lo tanto una excelente técnica para seguir reacciones de

unién a ligando, catalisis enzimaticas y transiciones (Arenas, 2004).

El espectrofotdmetro nos permitira medir la absorbancia a la longitud de onda de méxima
absorcion para antocianinas. Ademas nos permitira saber la cantidad de antocianinas presentes

en las muestras a analizar.

1.4.  DESCRIPCION DE LAS PLANTAS EN ESTUDIO

1.4.1. Hesperomeles escalloniifolia Schitdl (CAPACHU)

Segun Blgo. Alfredo Tupayachi Herrera (profesor investigador asociado al herbario VARGAS
CUZ) (2013) y segun Cronquist (1981), compatibiliza con el grupo del sistema filogenético de las
angiospermas (Angiosperm Phylogeny Group, APG Il (2009)), su clasificacion taxondmica es el
siguiente:

a) CLASIFICACION TAXONOMICA

Divisién : Magnoliophyta (=Angiospermas)
Clase : Magnoliopsida=Tricolpados (Eudicotiledoneas)
Subclase : Rosidae
Super orden : Rosanae
Orden : Rosales
Familia : Rosaceae
Género : Hesperomeles
Especie : Hesperomeles escalloniifolia (Schitdl.) C.K.
Schneid
Sinonimias: Crataequs escalloniifolia Schitdl.; Hesperomeles pernettyoides var. Microphylla

Wedd.; Osteomeles escalloniifolia (Schitdl) Decne.

”ou

Nombres comunes: “Millucapa”, “Nut'u mayu manzana”, “Capachu”
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b) DESCRIPCION BOTANICA

Hesperomeles escalloniifolia (Schitdl.) C.K. Schneid es un arbol denso armado de espinos
simples, tiene los tallos lefiosos que alcanzan hasta los 3 metros de altura, son erectos y
ramificados con la corteza de color ceniza, las hojas segun su forma es eliptica de unos 0.5 cm
de longitud, las flores aparecen entre diciembre y enero, son pequefias y rosadas, agrupadas en
pequefios racimos colgantes, los frutos es posible encontrarlos entre los meses de marzo y junio,
son bayas de 1 a 1.5 cm de longitud de color rojo brillante, que al madurar toman un color rojo

azul oscuro o morados, son acidas pero de sabor agradable (Bernal, 1989).

1.4.2. Berberis cummutata Eichler (HUANCACHU)

Segun Blgo. Alfredo Tupayachi Herrera (profesor investigador asociado al herbario VARGAS
CUZ) (2013) y segun Cronquist (1981), compatibiliza con el grupo del sistema filogenético de las
angiospermas (Angiosperm Phylogeny Group, APG Il (2009)), su clasificacion taxondmica es el
siguiente:

a) CLASIFICACION TAXONOMICA

Divisién : Magnoliophyta (=Angiospermas)
Clase : Magnoliopsida=Tricolpados (Eudicotiledoneas)
Subclase : Magnoliidae

Super orden : Ranunculanae

Orden : Ranunculales

Familia : Berberidaceae

Género : Berberis
Especie : Berberis cummutata Eichler

Sinonimias: Berberis divariacata Rusby, Berberis trollii Diels

Nombres comunes: “T ancar ch’eqche”, “Queshua ch’eqche”, “Huancachu”, “Airampo’
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b) DESCRIPCION BOTANICA

Berberis cummutata Eichler es un arbusto denso armado de espinos simples o triples, tiene los
tallos lefiosos que alcanzan hasta los 2.5 metros de altura, son erectos y ramificados con la
corteza de color ceniza, las hojas son ovaladas, alternas, pueden medir hasta 1.5 cm de longitud,
en sus tallos podemos encontrar espinas con un largo de 1 y 1.5 cm, las flores aparecen entre
enero y febrero, son pequefias y amarillas, agrupadas en pequefios racimos colgantes, los frutos
es posible encontrarlos entre los meses de marzo y mayo, son bayas de 5 a 15 mm de longitud
de color rojo brillante, que al madurar toman un color rojo azul oscuro o morados, son &cidas

pero de sabor agradable ricas en vitamina C y antocianinas (Bernal, 1989).

1.4.3. Berberis humbertiana J.F. Macbr (CHEQCHE)

Segun Blgo. Alfredo Tupayachi Herrera (profesor investigador asociado al herbario VARGAS
CUZ) (2013) y segun Cronquist (1981), compatibiliza con el grupo del sistema filogenético de las
angiospermas (Angiosperm Phylogeny Group, APG Il (2009)), su clasificacion taxonomica es el
siguiente:

a) CLASIFICACION TAXONOMICA

Divisién : Magnoliophyta (=Angiospermas)
Clase : Magnoliopsida=Tricolpados (Eudicotiledoneas)
Subclase : Magnoliidae

Super orden : Ranunculanae

Orden : Ranunculales

Familia : Berberidaceae

Género : Berberis
Especie : Berberis humbertiana J.F. Macbr.

Sinonimias: No tiene.

Nombres comunes: “Cjata cheqche”, “Teqte”, “Cheqche”
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b) DESCRIPCION BOTANICA

Berberis humbertiana J.F. Macbr es un arbusto denso armado de espinos simples o triples,
tiene los tallos lefiosos que alcanzan hasta los 2 metros de altura, son erectos y ramificados con
la corteza de color ceniza, las hojas son ovales, alternas, con peciolo corto de unos 0.1 cm de
longitud, en los tallos presentan espinas con un largo de 0.2 y 0.4 cm, las flores aparecen entre
diciembre y febrero, son pequefias y amarillas, agrupadas en pequefios racimos colgantes, los
frutos es posible encontrarlos entre los meses de abril y junio, son bayas de 5 a 15 mm de
longitud de color rojo brillante, que al madurar toman un color rojo azul oscuro 0 morados, son

acidas pero de sabor agradable ricas en vitamina C y antocianinas (Bernal, 1989).

1.4.4. Vaccinium floribundum Kunth (ALAYBILI)

Segun Blgo. Alfredo Tupayachi Herrera (profesor investigador asociado al herbario VARGAS
CUZ) (2013) y segun Cronquist (1981), compatibiliza con el grupo del sistema filogenético de las
angiospermas (Angiosperm Phylogeny Group, APG Il (2009)), su clasificacion taxonomica es el
siguiente:

a) CLASIFICACION TAXONOMICA

Divisién : Magnoliophyta (=Angiospermas)
Clase . Magnoliopsida=Tricolpados (Eudicotiledéneas)
Subclase : Asteridae
Super orden : Asteranae
Orden : Ericales
Familia : Ericaceae
Género : Vaccinium

Especie : Vaccinium floribundum Kunth
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Sinonimias: Vaccinium thymifolium Klotzsch; V. tatei Rusby; V. ramosissimun Dunal; V.
polystachyum Benth; V. mortinia Benth; V. marginatum Dunal; V. floribundum var. tatei (Rusby)
Sleuner.

Nombres comunes: “Macha macha”, “Alqo machamacha”, “Congama”, “Alaybili”

b) DESCRIPCION BOTANICA

La planta de Vaccinium floribundum Kunth, alaybili es un arbusto enano, de 1.5 m de alto,
ramificado con hojas alternas de 2 cm de largo, con el margen aserrado o crenado, cuya
nervacion es pinnada. La inflorescencia se presenta en racimos de 6 a 10 flores. Las flores
miden 8 mm de largo, la corola es cilindrica con 4 ¢ 5 dientes, de color blanco o rosado rojizo, el
ovario es infero, el estilo es ligeramente mas largo que el tubo de la corola. Los frutos son bayas

redondeadas, miden hasta 8 mm de diametro, carnosos, de color negro-azul, morado a veces

con una cubierta cerosa (Aguilar et al., 2009; Pérez y Valdivieso, 2007).

1.5.  JUSTIFICACION

Actualmente hay un considerable interés mundial en el desarrollo de colorantes naturales, esto
se debe, a la necesidad de expansién de la variedad de los colorantes, a la implicacion de que
son naturales y por consiguiente seguros, ademas en la industria de alimentos se requiere de
productos de mayor calidad nutricional y que no presenten riesgos a la salud como demuestran
ciertos estudios realizados a algunos colorantes artificiales utilizados en la industria de alimentos.
El mercado de colorantes naturales va en aumento, esto se debe principalmente a la percepcion
del consumidor que “lo natural es mejor" Pszczola, (1998).

La falta de conocimiento de los colorantes naturales que tienen los frutos de Hesperomeles
escalloniifolia Schlitdl (Capachu), Berberis cummutata Eichler (Huancachu), Berberis

humbertiana J.F. Macbr (Cheqche) y Vaccinium floribundum Kunth (Alaybili) se viene
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desaprovechando este recurso potencial en esta parte del pais, debido a que aun no han sido
sujeto a investigaciones que demuestren su potencial en colorantes naturales como las
antocianinas, por lo tanto, dentro de sus objetivos en el presente trabajo de investigacion se
establece evaluar la estabilidad de las antocianinas presentes en dichos frutos apH: 3;4y5 vy
a temperatura: 20, 30 y 40 °C siendo estos factores que influyen en la estabilidad de las
antocianinas, a partir de esta investigacion se puede planteara una alternativa que puede ayude
a un mayor aprovechamiento de estos frutos, beneficiandose asi los pobladores de esa parte del
pais donde se desarrollan dichos frutos y finalmente es un aporte importante para la industria
alimentaria, debido a que los colorantes antocianicos pueden ser un sustituto eficaz de los
colorantes sintéticos: Rojo N° 40, 3 y 2, brindando al consumidor final mayor seguridad en los
productos que consumen, las antocianinas proporcionan un amplio espectro de beneficios a la
salud, debido a su capacidad antioxidante presentan la propiedad de prevenir y combatir
enfermedades del corazdn y varias formas de cancer, por ser colorantes naturales no requieren
certificacion.

Siendo Apurimac un departamento que basa en buena parte su economia en la agricultura, el
proyecto tendra incidencia positiva en lo social y econémico, al buscar fortalecer un rengldn
productivo de importancia estratégica para la produccién agricola forestal Apurimefia,
presentando otras aplicaciones y potenciales mercados para productos que se cultivan en el pais

aportandoles un mayor valor agregado.
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1.6. OBJETIVOS

Objetivo general

v Evaluar la estabilidad de antocianinas presentes en los frutos de Hesperomeles
escalloniifolia Schitdl (Capachu), Berberis cummutata Eichler (Huancachu), Berberis
humbertiana J.F. Macbr (Cheqche) y Vaccinium floribundum Kunth (Alaybili) frente al
pH y temperatura.

Objetivos especificos

v" ldentificar las antocianidinas presentes en los frutos de Hesperomeles escalloniifolia
Schitdl (Capachu), Berberis cummutata Eichler (Huancachu), Berberis humbertiana J.F.

Macbr (Cheqche) y Vaccinium floribundum Kunth (Alaybili).

v Cuantificar las antocianinas presentes en los frutos de Hesperomeles escalloniifolia
Schitdl (Capachu), Berberis cummutata Eichler (Huancachu), Berberis humbertiana J.F.

Macbr (Cheqche) y Vaccinium floribundum Kunth (Alaybili).

v Evaluar la estabilidad de antocianinas presentes en los frutos de Hesperomeles
escalloniifolia Schitdl (Capachu), Berberis cummutata Eichler (Huancachu), Berberis
humbertiana J.F. Macbr (Cheqche) y Vaccinium floribundum Kunth (Alaybili) a pH (3,4 y

5) y temperatura (20, 30 y 40 °C).

1.7.  PROBLEMA

¢De qué manera el pH y la Temperatura influyen en la estabilidad de antocianinas presentes en
los frutos de Hesperomeles escalloniifolia Schitdl (Capachu), Berberis cummutata Eichler
(Huancachu), Berberis humbertiana J.F. Macbr (Cheqche) y Vaccinium floribundum Kunth

(Alaybili)?
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1.8.  HIPOTESIS
El pH y la Temperatura influyen en la estabilidad de antocianinas presentes en los frutos de
Hesperomeles escalloniifolia Schitdl (Capachu), Berberis cummutata Eichler (Huancachu),

Berberis humbertiana J.F. Macbr (Cheqche) y Vaccinium floribundum Kunth (Alaybili).
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Il. MATERIALES Y METODOS

2.1. LUGAR DE EJECUCION

El desarrollo de la investigacion se llevd a cabo en los laboratorios de quimica y procesos
agroindustriales de la Escuela Profesional de Ingenieria Agroindustrial de la Universidad
Nacional José Maria Arguedas (UNAJMA), ubicada en el barrio de Santa Rosa del distrito de
Talavera, provincia de Andahuaylas del departamento de Apurimac y en el Laboratorio de
Cromatografia de la Facultad de Ingenieria Quimica de la Universidad Nacional San Antonio

Abad del Cusco (UNSAAC), ubicada en la provincia de Cusco del departamento de Cusco.

2.2. MATERIAL DE ESTUDIO

Para la investigacion se recolectaron los frutos de Hesperomeles escalloniifolia Schitdl
(Capachu),  Berberis cummutata Eichler (Huancachu), Berberis humbertiana J.F. Macbr
(Cheqche) y Vaccinium floribundum Kunth (Alaybili), 250 gramos de cada uno, entre los meses
de febrero y abril del 2013, meses en los cuales los frutos se encuentran completamente
maduros y presentan la maxima coloracion morada, se colectaron del bosque Kankarhuay
ubicado en la localidad de Cotahuacho distrito de Pacucha, provincia de Andahuaylas,
departamento de Apurimac y posteriormente estos frutos fueron deshidratadas hasta alcanzar
una humedad de 15-18% aproximadamente, fue una forma de conservar los frutos hasta el
momento de su estudio.

El bosque Kankarhuay se encuentra al Noreste de la ciudad de Andahuaylas limitado entre los
puntos geograficos 13°33'20.13”; 13°33'565.53” LS, 73°18'33” LO y 13°34'28.53"; 13°34'57.4”
LS, 73°16'40.2” LO del meridiano de Grenwich, entre los 2 500 y 4 080 msnm; con un area

aproximada de 415.80 Has (Reynaga, 2003).
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2.21.

2.2.2.

Universo y/o Poblacion

Se considerd como universo y/o poblacién a los frutos de las plantas Hesperomeles
escalloniifolia Schltdl (Capachu), Berberis cummutata Eichler (Huancachu),
Berberis humbertiana J.F. Macbr (Cheqche) y Vaccinium floribundum Kunth
(Alaybili), las cuales crecen en el bosque Kankarhuay, ubicado en la localidad de
Cotahuacho distrito de Pacucha, provincia de Andahuaylas, departamento de Apurimac,

frutos que se encuentran completamente maduros con una maxima coloracion morada.

Muestra

Para obtener la muestra se realizé un muestreo estratificado al azar, esto consistio en
recolectar los frutos con las siguientes caracteristicas: los frutos deben encontrarse
completamente maduros con una maxima coloracion morada y ser de buen tamafio, una
vez obtenido los frutos con estas caracteristicas se tomé muestras al azar de 1

kilogramo para cada fruto.

2.3. EQUIPOS, MATERIALES Y REACTIVOS E INSUMOS DE LABORATORIO

2.3.1.

Equipos
Cuadro 03: Equipos
CANTIDAD EQUIPOS MARCA
01 Cromatograflq quuida de Alta Resolucién o High AGILENT
Performance Liquid Chromatography ( HPLC)
01 Espectrofotdmetro UV-Visible GENESIS
01 pH-metro digital LOVIBOND
03 Estufa (Incubadora), temperatura maximo 75 °C MEMI\Z%ORT”NB
01 Refrigeradora INRESA
Balanza digital de precision Cap. 100 g. Sensibilidad
01 0.01g. ABS 200-4
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01 Centrifuga de 4000 rpm. LW-
SCIENTIFIQUE
01 Analizador de humedad 0.01%, precisién 0.001 g. ADAM
03 Termometro digital
2.3.2. Materiales
Cuadro 04: Materiales

CANTIDAD MATERIALES MARCA
45 Botellasdevidio | e
20 Vialesde20mL | e
05 Fiolas de 250 mL FORTUNA
05 Gradilla para tubos de ensayo SIM
05 Embudo de vidrio FORTUNA
05 Bal6n de vidrio de 250 mL FORTUNA
05 Varilla de vidrio FORTUNA
02 Espétula de acero inoxidable mango de madera SIM
05 Matraz Erlenmeyer de 250 mL SCHOTT
04 Mortero con pildn SCHOTT
02 Pizetas SIM
05 Probetas de 100 mL KYNTEL
04 Vasos precipitados de 100 mL FORTUNA
08 Papel filtro.589/2 (Watman -40). @ 11 cm S&S
05 Pipetas de 1 mL FORTUNA
02 Pro pipetas D&N
04 Parafilm
01 Cubeta de cuarzo
01 Rotulador FABER-CASTELL
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2.3.3. Reactivos e insumos

Cuadro 05: Reactivos e insumos

CANTIDAD REACTIVOS E INSUMOS
21 Etanol 95%
10mL | Acido clorhidrico concentrado
50 mL | Hidroxido de sodio
04 Cartuchos (C-18)
200 mL | Metanol acidificado
100 mL  |Acetona
100 mL | Cloroformo
29. Cloruro de potasio
30 g. Acetato de sodio
31 Agua destilada

2.3.4. Material vegetal

Cuadro 06: Material vegetal

CANTIDAD MATERIAL VEGETAL ORIGEN
Colectado del
bosque

Hesperomeles escalloniifolia Schitdl (CAPACHU) | Kankarhuay
250 g ubicado en el
' distrito de
Pacucha,
Prov.Andahuaylas,
Depart. Apurimac.
Colectado del
bosque
Berberis cummutata Eichler (HUANCACHU) Kankarhuay
250 ubicado en el
9. distrito de
Pacucha,
Prov.Andahuaylas,
Depart. Apurimac.
Berberis humbertiana J.F. Macbr (CHEQCHE) Colectado del
250 g. bosque
Kankarhuay
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ubicado en el

distrito de
Pacucha,
Prov.Andahuaylas,
Depart. Apurimac.
Colectado del
bosque
Kankarhuay
250g. | Vaccinium floribundum Kunth (ALAYBILI) gzﬁgo en dee:
Pacucha,
Prov.Andahuaylas,

Depart. Apurimac.

2.4. METODOLOGIA

241,

METODO PARA LA IDENTIFICACION DE LAS ANTOCIANIDINAS POR
CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA RESOLUCION (HPLC).

La metodologia propuesta por (Giusti y Wrolstad, 2001) se utilizo para identificar las
antocianidinas presentes en los frutos de Hesperomeles escalloniifolia Schitdl
(Capachu), Berberis cummutata Eichler (Huancachu), Berberis humbertiana J.F.
Macbr (Cheqche) y Vaccinium floribundum Kunth (Alaybili), en dicha metodologia se
utilizé el equipo de Cromatografia Liquida de Alta Resolucién o High Performance Liquid

Chromatography (HPLC) y ésta se realizé de la siguiente manera:

HIDROLISIS ACIDA DE LAS ANTOCIANINAS

Este método se basa en obtener los aglicones que son las antocianidinas, por
separacion de los azucares y otras sustancias como &cidos ligados a la estructura
antocianica, con el unico prop6sito de identificar las antocianidinas presentes en el

pigmento.
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PROCEDIMIENTO

v

v

Se tom6 1 g de muestra de cada uno de los frutos 'y se trituré con un mortero.

La muestra triturada de cada uno de los frutos fue transferida a un beaker de 50 mL
luego se agregd acetona 20 mL y se dejo macerar en un tiempo suficiente hasta
que el solvente se sature.

Cada una de las muestras maceradas fueron transferidas a los tubos de ensayo
de la centrifuga de cada una de las muestras y posteriormente fue centrifugada a
4000 rpm por 10 minutos, la finalidad fue de separar el solvente con antocianinas
de la parte solida (residuo).

El sobrenadante de las muestras después de la centrifugacion fue transferido a
viales de 20 mL y luego se adicioné cloroformo para hacer la separacion liquido-
liquido, después la porcién acuosa (parte superior) fue colectada de cada muestra
en dos viales de 20 mL, una muestra para hacer la hidrolisis, que esta muestra
servira para identificar antocianidinas y la otra muestra para hacer la identificacion
de las antocianinas.

Para realizar la hidrdlisis acida a las muestras, se adicioné 10 mL &cido clorhidrico
HCI 6N en muestras de 5 mL y posteriormente los viales fueron sellados.

Las muestras en viales sellados se llevo a una estufa a 80 °C por 30 minutos para
realizar la hidrdlisis &cida.

Las muestras hidrolizadas fueron transferidos a las tubos de la centrifuga y luego se
centrifugd a 4000 rpm por 10 minutos, el sobrenadante se separd, la parte solida es
la antocianina hidrolizada (antocianidina).

A la antocianina hidrolizada (antocianidina) fue transferida a un beaker de 50 mL y

se adiciono 5 mL de agua acidificada con HCI 0.01%, de esta muestra se tomé 5
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mL y se pasé por C-18 para hacer la purificacion de la antocianidina, la
antocianidina fue retenida por la silicagel que existe en el C-18 posteriormente fue
lavado con metanol acidificado con HCI 1%, para eliminar algunas impurezas, la
antocianidina fue purificada, para desprender la antocianidina de C-18 se adicion6
agua acidificada con HCI 0.01% finalmente se obtuvo antocianidina purificada.

Las muestras fueron transferidos a viales de 1 mL donde estas muestras serviran
para hacer el analisis en el HPLC.

La identificacion de las antocianidinas por Cromatografia Liquida de Alta
Resolucién o High Performance Liquid Chromatography (HPLC), se realizard en un
rango de tiempo de 30 minutos para cada una de las muestras, una vez obtenida
los cromatogramas y tiempos de retencion se procedio hacer la comparacion con
los patrones que existen de los frutos de las plantas uva y fresa que nos ayudé6 a

identificar los picos del cromatograma de los frutos en estudio.
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Figura 03: FLUJOGRAMA PROCEDIMENTAL PARA LA IDENTIFICACION DE LAS
ANTOCIANIDINAS POR CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA RESOLUCION

(HPLC). FRUTOS

DESHIDRATACION
w a
SELECCION
7
TRITURADO
w i
Acetona 20 mL — MACERACION
\
CENTR|FUGAC|ON { 4000 rpm por 10 minutos
2
| SEPARACION LIQUIDO-
LIQUIDO

Cloroformo ~

\

7 w r o H
HCI 6N —_p HIDROLISIS ACIDA { 80 °C por 30 minutos

v

CENTR|FUGAC|0N { 4000 rpm por 10 minutos

!

SEPARACION

\II

Agua acicada con HCl 3 ANTOCIANINA HIDROLIZADO

P
Metanol acidificado con HCI 1% % PURI F|CACION

W

ANTOCIANIDINA
PURIFICADA

\Il

v
ACONDICIONAR MUESTRAS
EN VIALES DE 1 mL

ri

\Il

ANALISIS DE LAS
ANTOCIANIDINAS POR EL { 4000 rpm por 10 minutos
HPLC

COMPARACION DE
CROMATOGRAMAS CON
PATRONES PARA IDENTIFICAR EL
TIPO DE ANTOCIANIDINA

Fuente: Elaboracién propia.
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IDENTIFICACION DE ANTOCIANIDINAS POR HPLC

EI HPLC es el método mas comun para realizar el andlisis de antocianidinas. La muestra
fue purificada usando un cartucho C-18 y la fraccion fendlica (conteniendo antocianinas)
fue eluida con metanol acidificado con HCI 1%, se utilizé agua acidificada con HCI 0.01%
para lograr un volumen conocido.

La separacion de las antocianidinas se llevé a cabo en una columna C-18 eclipse XDB-
C18 (2.1 mm x 15 mm, 5 um) usando un sistema HPLC AGILENT TECHNOLOGIES,
equipado con un detector con arreglo de diodos (DAD).

La presion de trabajo fue de 400 bar el maximo, el rango de flujo fue de 0.5 mL/min; la
fase movil fue una mezcla de eluyente A (acido férmico al 7% en agua grado HPLC) y B
(acetonitritlo al 7%); la gradiente a utilizar fue: 0 min 96%A y 4% de B; 2 min 96% Ay
4% B; 2.01 min 92% A 'y 8% B; 3 min 92% y 8% B: 4.01 min 88% Ay 12% B; 20 min
84% Ay 16% B; 25 min 84% Ay 16% B: 25.01 min 0.0% Ay 100% By a los 30.01 min
96% Ay 4% B.

Se establecié un rango de flujo adecuado para obtener la separacién adecuada de las
antocianidinas presentes y se monitorizo a 520 nm, con un volumen de inyeccion de 5
uL de muestra.

Se establecié como rango de flujo 0.5 mL/min, usando como fase mévil dos solventes:

A: acido férmico al 7% en agua de grado HPLC y B: acetonitrilo al 7%.
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Cuadro 07: Preparacién de los gradientes.

Tiempo (min) Porcentaje de A Porcentaje de B
0.00 96.00 4.00
2.00 96.00 4.00
2.01 92.00 8.00
3.00 92.00 8.00
4.01 88.00 12.00
20.00 84.00 16.00
25.00 84.00 16.00
25.01 0.00 100.00
30.01 96.00 4.00

Fuente: Elaboracion propia.

Cuadro 08: Condiciones para el andlisis de HPLC.

INSTRUMENTO HPLC con detector DAD
COLUMNA Eclipse XDB-C18 column, 2.1 mm x 15 mm, 5 um)
Tipo Diadmetro de Longitud de Tamafio de la
la columna la columna esfera de relleno
RANGO DE FLUJO 0.5 mL/min
A: acido férmico al 7% en agua de grado HPLC y B:
FASE MOVIL
acetonitrilo al 7%.
0 min 96%A y 4% de B; 2 min 96% A 'y 4% B; 2.01 min
92% Ay 8% B; 3 min 92% y 8% B: 4.01 min 88% Ay
GRADIENTE 12% B; 20 min 84% Ay 16% B; 25 min 84% Ay 16% B:
25.01 min 0.0% Ay 100% B y a los 30.01 min 96% Ay
4% B.

Fuente: Elaboracion propia.
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La identificacion de los picos del cromatograma de los frutos en estudio fue realizada en
base a la comparacion de los cromatogramas de los frutos de las plantas de uva y fresa,
corridos bajo las mismas condiciones especificadas.

Los 5 aglicones (antocianidinas) patrén fueron de las especies Vitis vinifera (Uva), y son
cianidina, delfinidina, malvidina, peonidina y petunidina, en tanto que la antocianidina
presente en Fragaria vesca (Fresa) es la pelargodina que no se encuentra presente en

la Vitis vinifera (Uva).

REPORTE DE RESULTADOS:

Cuadro 09: Reporte de resultados de la identificacion de las antocianidinas por
Cromatografia Liquida de Alta Resolucion (HPLC).

PATRONES PARA COMPARAR TIPO DE
MUESTRAS DE | CROMATOGRAMAS PARA IDENTIFICAR EL ANTOCIANIDINA
LOS FRUTOS TIPO DE ANTOCIANIDINA IDENTIFICADA
Hesperomeles
esca”oniifo’ia :iwi:: CIANIDINA _ ziAirz PEONIDINA ‘/ _________________
Schitdl : Y S
(CAPACHU) il Y S —
Berberis o / ' , , / )
cummutata :iﬂi%:s:gﬁz:::ﬁ. 50:” = :;Aj:?:ssrﬁcr::::{g.c sxr. = ‘/ _________________
Eichler || = R
(HUANCACHU) [ Y
Berberis s i I
humbertiana | FEE E dl % & Y G —
J.F. Macbr > B e Y S
(CHEQCHE) ol 2 [\ NV ——
Vaccinium % N3
floribundum , 2% o oo o ool 200 300 400 S® __nnf \/ -----------------
Kunth (ALAYBILI) \‘i """""""""

Fuente: Elaboracion propia.
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2.4.2. METODO PARA LA CUANTIFICACION DEL TOTAL DE ANTOCIANINAS MEDIANTE
EL METODO DEL pH DIFERENCIAL.
Para cuantificar el contenido total de antocianinas se aplicé la metodologia descrita por
Giusti y Wrolstad (2001), a través del método del pH diferencial, ésta se describe de la

siguiente forma:

FUNDAMENTO
Las antocianinas desarrollan transformaciones estructurales reversibles con el cambio
de pH manifestado por el espectro a diferentes absorbancias. La forma de oxonio

coloreado predomina a pH 1y la forma hemicetal incolora a pH 4.5.

El método de pH diferencial se basa en esta reaccién y permite segura y rapidamente
medir el total de antocianinas monoméricas, incluso en presencia de pigmentos

degradados, polimerizados y otros componentes interferentes.

Se utilizé un espectrofotdmetro UV-visible, las mediciones fueron realizados a 520 nm
(maxima longitud de onda determinada) y a 700 nm.

El contenido de antocianinas monoméricas fue calculado como Cianidina -3-glucésido,
usando como coeficiente de extincion molar 26900 I*cm-"*mol-' y como peso molecular

449.6 g*mol-".

PREPARACION DE BUFFERS

v Buffer pH 1.0 (cloruro de potasio 0.025 M): Pesar 1.86 g de KCI en un beaker,
agregar agua destilada hasta los 980 mL. Medir el pH y ajustar a 1.0, con HCI
concentrado (toma alrededor de 6.3 mL). Transferir a una probeta de 11y enrasar

con agua destilada.
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v

Buffer pH 4.5 (acetato de sodio 0.4 M): Pesar 54.43 g de CH3CO2Na*3H.0 en un
beaker, agregar 960 mL de agua destilada. Medir el pH y ajustar a 4.5, con HCI
concentrado (toma alrededor de 20 mL). Transferir a una probeta de 11y enrasar

con agua destilada.

PROCEDIMIENTO

v

Se peso una cantidad conocida (0.5 g) de frutos deshidratados de las especies en
estudio.

Las muestras fueron triturados con un mortero, finalizada la operacion las muestras
trituradas fueron transferidas a matraces de 100 mL.

Se adicion6 disolvente extractor (etanol 95%, &cido clorhidrico 0.1 N en proporcidn
85:15) y se aford a volumen conocido (50 mL) de solucion y se dejé macerar en un
tiempo suficiente hasta que el solvente se sature, de esta forma se realiz6 la
extraccion solido-liquido de antocianinas.

Se filtrd las muestras maceradas utilizando papel Whatman N° 1.

Las muestras filtradas fueron transferidas 5 mL a un beaker de 50 mL,
posteriormente se medi6 las absorbancias de las muestras y dicha absorbancia se
debe encontrarse por debajo de 0.8 y asi cumplir con la ley de Beer, para ello las
muestras que se encontraban por encima de 0.8 fueron diluidas.

Se determiné el factor de dilucién apropiado para cada una de las muestras
mediante la dilucién con el buffer de cloruro de potasio pH 1 hasta que la
absorbancia de cada una de las muestras a la maxima longitud de onda se
encuentre dentro del rango lineal del espectrofotometro. Se divide el volumen final

de la muestra entre el volumen inicial para obtener el factor de dilucion.
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v' Se prepararon 2 diluciones de cada una de las muestras, una usando el buffer
cloruro de potasio pH 1, y la otra usando buffer acetato de sodio pH 4.5, diluyendo
cada uno con el factor de dilucion previamente determinado. Dejando equilibrar
estas diluciones durante 15 minutos.

v' Se midi6 la absorbancia de cada dilucion y la maxima longitud de onda
determinada, en nuestro caso a 520nm y a 700nm, usando como blanco agua
destilada, todas las lecturas se realizaron entre 15 y 60 minutos luego de realizada
la preparacion.

v" Se calculé la absorbancia de la muestra diluida con la siguiente formula:

A= (Anvis-max = A700nm)pH 1.0 = (Anvis-max = A700nm)pH 4.5

Donde:
Anismax  :Lectura del pico mas altoa pH 1.0 y pH 4.5
A7onm  :Lecturaa700nmapH 1.0 ypH4.5

v Se calculé la concentracion de antocianinas usando la siguiente formula:

Contenido de antocianinas (p/p)= (A/eL)*MW*DF*(V/Wt)

Donde:

A : Absorbancia de la muestra.

MW : Peso molecular de la Cianidina-3-glucosido (449.6 g/mol).

DF : Factor de dilucion.

' : Volumen final en |.

Wt : Peso de la muestra en g.

£ : Coeficiente de extincion molar de la Cianidina-3-glucosido (26900 I*
cm' * mol1).

L : Grosor de la cubeta (1 cm).

49



Figura 04: FLUJOGRAMA PROCEDIMENTAL PARA LA CUANTIFICACION DEL
TOTAL DE ANTOCIANINAS MEDIANTE EL METODO DEL pH DIFERENCIAL.
FRUTOS

\ 4
DESHIDRATACION
w ,
SELECCION
Vi
TRITURADO

.
PESADO

Disolvente extractor (etanol 95%, é&cido w

clorhidrico 0.1 N en proporcion 85:15) —: p M AC E R AC | O N

v

Utilizar papel Whatman N° 1 } F | LTRADO

\
EXTRACTO CON
ANTOCIANINAS

\Il

Deferminar f factordo dilucién } ACONDICIONAMIENTO CON
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v
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]

CALCULAR LA ABSORBANCIA DE LA
MUESTRA DILUIDA: A= (Anvis-max -
A700nm)pH 1.0 = (Ahvis-max = A700nm)pH 4.5

CALCULAR LA CONCENTRACION
DE ANTOCIANINAS: Contenido de
antocianinas (p/p)= (A/eL)*MW*DF*(V/Wt)

Fuente: Elaboracion propia.
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REPORTE DE RESULTADOS:

Cuadro 10: Reporte de resultados de la cuantificacidn del total de antocianinas mediante
el método del pH diferencial.

MUESTRAS DE
LOS FRUTOS

ECUACIONES UTILIZADOS PARA CALCULAR EN
CONTENIDO DE ANTOCIANINAS (p/p)

CONTENIDO DE
ANTOCIANINA (mg/100
g muestra)

Hesperomeles
escalloniifolia
Schitdl
(CAPACHU)

Berberis
cummutata
Eichler
(HUANCACHU)

A= (Anvis-max = A700nm)pH 1.0 = (Anvis-max = A700nm)pH 4.5

v -(mg/100 g)

Berberis
humbertiana
J.F. Macbr
(CHEQCHE)

v' -(mg/100 g)

Contenido de antocianinas
(p/p)= (AleL)*MW*DF*(V/Wt)

Vaccinium
floribundum ’
Kunth (ALAYBILI)

v -(mg/100 g)

v' -(mg/100 g)

Fuente: Elaboracion propia.

2.4.3. METODO PARA LA EVALUACION DE LA ESTABILIDAD DE ANTOCIANINAS

PRESENTES EN LOS FRUTOS Hesperomeles escalloniifolia Schitdl (CAPACHU),

Berberis cummutata Eichler (HUANCACHU), Berberis humbertiana J.F. Macbr

(CHEQCHE) Y Vaccinium floribundum Kunth (ALAYBILI).

Para evaluar la estabilidad de antocianinas de los frutos se aplico el método utilizado

por Fuentes (2005), describiendo de la siguiente forma:

FUNDAMENTO

La estabilidad de las antocianinas depende de factores como pH, Temperatura, oxigeno,

luz, metales, etc., pero sin embargo los factores que influyen directamente en la

estabilidad son el pH y la temperatura, las antocianinas tienen cambios importantes de
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color con las variaciones de pH, cuando el pH es acido su color es rojo intenso mientras

que a pH neutro se encuentra de manera incolora y a pH alcalino su coloracion es

amarilla y pasa posteriormente a ser azul (Cuevas et al., 2008).

Los tratamientos térmicos influyen significativamente en la destruccion de las

antocianinas; es asi como se ha visto que en las fresas se presenta una relacion

logaritmica entre la pérdida de color y la temperatura (Badui, 1993).

Para evaluar la estabilidad de antocianinas presentes en los frutos, se evaluaron a

diferentes condiciones de pH y temperatura; como valores de pH (3,4 y 5) y valores de

temperatura (20, 30 y 40°C).

PROCEDIMIENTO SEGUN FUENTES, (2005).

v

v

Se pesd una cantidad conocida de frutos deshidratados de las especies en estudio.
Las muestras fueron triturados con un mortero, finalizada la operacion las muestras
trituradas fueron transferidas a matraces de 250 mL.

Se adicion6 disolvente extractor (etanol 95%, &cido clorhidrico 0.1 N en proporcién
85:15) y se afor6 a volumen conocido (250 mL) de solucion y se dejé macerar en
un tiempo suficiente 12 -14 horas a temperatura de 4 °C, de esta forma se realizd
la extraccion solido-liquido de antocianinas.

Se filtrd las muestras maceradas utilizando papel Whatman N° 1.

Las muestras filtradas fueron transferidas a los beaker de 100 mL, posteriormente
se medi6 las absorbancias de las muestras y dicha absorbancia se debe
encontrarse por debajo de 0.8 y asi cumplir con la ley de Beer, para ello las
muestras que se encontraban por encima de 0.8 fueron diluidas utilizando el

solvente extractor.
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v De las muestras se midieron sus pHs y luego se acondicioné a pH: 3, pH: 4 y pH: 5
con hidréxido de sodio (NaOH a 0.1 N), posteriormente las muestras fueron
transferidas a botellas de vidrio de 15 mL, finalmente las botellas con muestras
fueron rotulados y sellados.

v’ El acondicionamiento de temperatura fueron en incubadoras de 20, 30 y 40 °C, las
muestras fueron acondicionadas a estas temperaturas.

v' La estabilidad de las antocianinas se evalud mediante la lectura de las
absorbancias a una longitud de 520 nm, dichas lecturas se realizaron cada dos dias

por 30 dias.
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Figura 05: FLUJOGRAMA PROCEDIMENTAL PARA LA EVALUACION DE LA
ESTABILIDAD DE ANTOCIANINAS PRESENTES EN LOS FRUTOS Hesperomeles
escalloniifolia Schitdl (CAPACHU), Berberis cummutata Eichler (HUANCACHU),
Berberis humbertiana J.F. Macbr (CHEQCHE) Y Vaccinium floribundum Kunth

(ALAYBILI).

Disolvente extractor (etanol 95%, é&cido
clorhidrico 0.1 N en proporcién 85:15), por
12-14hrs a Temperatura de 4°C en
refrigerador
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\
ANALISIS ESTADISTICO

Fuente: Elaboracién propia.
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REPORTE DE RESULTADOS:

Cuadro 11: Reporte de resultados de la Evaluacién de la estabilidad de antocianinas
presentes en los frutos Hesperomeles escalloniifolia Schitdl (Capachu), Berberis
cummutata Eichler (Huancachu), Berberis humbertiana J.F. Macbr (Cheqche) Y
Vaccinium floribundum Kunth (Alaybili)..

MUESTRAS DE EVALUACION DE LA ESTABILIDAD A;%g:;:‘N%fALSASE ANALISIS
LOS FRUTOS DE CADA UNA DE LAS MUESTRAS LOS 30 DIAS Y EST/‘&%I?IECO
A Abs
Hesperomeles
escalloniifolia
Schitd o
(CAPACHU) pros et oy
Berberis
cummutata S
Eichler o3 T I
(HUANCACHU) N
. T:30°C pH: 4 T5
Berberis
humbertiana
J.F. Macbr s Herr Il
(CHEQCHE) tT:élO °C } pH: 4 T8 =19
Vaccinium
floribundum i
Kunth (ALAYBILI)

Fuente: Elaboracion propia.

METODOLOGIA DEL ANALISIS ESTADISTICO.

DISENO FACTORIAL 3x3: 32

El disefio experimental, consistente en 32, igual a 9 tratamientos diferentes, que

corresponde a todas las posibles maneras en que se pueden combinar dos factores pH'y

temperatura (T°), cada uno con tres niveles.

En muchos experimentos se interviene el estudio de los efectos de dos o mas factores,

por disefio factorial se entiende, que en cada ensayo o réplica completa del experimento

se investigan todas las combinaciones posibles de los niveles de los factores, por

ejemplo, si el factor A tiene a niveles y el factor B tiene b niveles, cada réplica contiene
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todas las ab combinaciones de los tratamientos. Cuando los factores estan incluidos en
un disefo factorial, es comUn decir que estan cruzados (Montgomery, 2004).

En esta investigacion se consideraron los siguientes variables: variables de entrada o
independiente: el pH 'y Temperatura, en el que se considerara los siguientes niveles pH:
3; 4 y 5y Temperatura: 20, 30 y 40 °C, como variable de respuesta, salida o
dependiente: Estabilidad (absorbancia (nm)), realizada lectura de las absorbacias a 520
nanometros.

Figura 06: Diagrama de contrastacion y variables

Variable de Variable de
entrada/lndependiente salida/Dependiente
v’ Estabilidad
v pH Antocianinas (absorbancia(nm))
v' Temperatura a 520 nm y A Abs
de los 30 dias

4

La interaccién de las variables (tratamientos) se analizaron mediante el analisis de
varianza (ANOVA).
Los nueve tratamientos se expresaron en el siguiente cuadro.

Cuadro 12: Matriz de disefio experimental

N° Estabilidad de antocianinas
Tratamiento pH Temperatura (°C) | Absorbancia (nm) a longitud de onda
a 520nm y A Abs de los 30 dias

1 3 20

2 4 20

3 5 20

4 3 30

5 4 30

6 5 30

7 3 40

8 4 40

9 5 40

Fuente: Elaboracion propia.
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El modelo estadistico para el disefio 32 corresponde al disefio individual de cada factor

en la ecuacion 01 segun Gutiérrez, (2008).

Yij=u+vyi+6+ @i+ €ijk v verive e e Ec (01)
Con:i=123; j=123;k=1,...n.
Donde:
U : Media general.
Yi : Efecto del factor A con su nivel i.
5; : Efecto del factor B con su nivel j.

(y6);; - Efecto de la interaccion de ambos tratamientos en los niveles ij.
&ijx - Error aleatorio, que se supone que sigue una distribucion normal con media cero

varianza constante 2(N (0, ) ) y son independientes entre si.

n : NUmero de repeticiones en cada tratamiento.

v' Variables independientes:
Indicadores:
- pHcon 3 niveles 3,4y 5.

- Temperatura (T) en °C con 3 niveles 20, 30 y 40 °C.

v' Variable dependiente: Estabilidad de antocianinas presentes en los frutos.
Indicadores:

- Absorbancia (nm) a longitud de onda a 520 nm y A Abs de los 30 dias.

HIPOTESIS EXPERIMENTALES:
Se estimo las siguientes hipétesis sobre estabilidad de antocianinas presentes en los
frutos: pH, temperatura (T) y la interaccion del pH y temperatura (pH — T) mediante el

analisis de varianza (ANOVA).
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Respecto al pH

v" Hipétesis nula (Ho): Si el P valor del pH es mayor a 0.05, entonces el pH no
influye en la estabilidad de antocianinas presentes en los frutos.

v" Hipétesis alterna (Ha): Si el P valor del pH es menor a 0.05, entonces el pH

influye en la estabilidad de antocianinas presentes en los frutos.

Respecto a la temperatura (T)

v" Hipétesis nula (Ho): Si el P valor de la T es mayor a 0.05, entonces la T no
influye en la estabilidad de antocianinas presentes en los frutos.

v" Hipétesis alterna (Ha): Si P valor de la T es menor a 0.05, entonces la T influye

en la estabilidad de antocianinas presentes en los frutos.

Respecto a la interaccion de pH y la temperatura (T)

v' Hipétesis nula (Ho): Si el P valor de la interaccién pH — T es mayor a 0.05,
entonces se deduce que la interaccién no influye en la estabilidad de antocianinas
presentes en los frutos.

v" Hipoétesis alterna (Ha): Si el P valor de la interaccion pH — T es menor a 0.05,
entonces se deduce que la interaccion influye en la estabilidad de antocianinas

presentes en los frutos.
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3.1

3.1.1.

. RESULTADOS

RESULTADOS DE LA IDENTIFICACION DE LAS ANTOCIANIDINAS POR
CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA RESOLUCION (HPLC).

Las muestras fueron analizadas por HPLC bajo las condiciones establecidas en el
Cuadro 08, después del analisis se obtuvo cromatogramas para cada uno de las
muestras, para determinar la identidad de los picos presentes en el cromatograma
obtenido, se realiz6 la comparacién con los cromatogramas de los frutos de las plantas
uva y fresa, que fuerdn experimentados bajo las mismas condiciones especificadas
anteriormente para tener patrones de comparacion que ayudaron a identificar los picos
del cromatograma de los frutos en estudio.

Los cinco aglicones (antocianidinas) patron fueron de las especies Vitis vinifera (Uva) y
son cianidina, delfinidina, malvidina, peonidina y petunidina, en tanto que la antocianidina
presente en Fragaria vesca (Fresa) es la pelargodina que no se encuentra presente en
la Vitis vinifera (Uva), por lo tanto tuvimos 6 patrones de antocianidinas que se utilizaron

para la comparacion de las cromatogramas de las plantas en estudio.

RESULTADOS DE LA IDENTIFICACION DE LAS ANTOCIANIDINAS DE
Hesperomeles escalloniifolia Schitdl (CAPACHU) POR CROMATOGRAFIA LIQUIDA
DE ALTA RESOLUCION (HPLC).

En Hesperomeles escalloniifolia Schitdl (Capachu) se encontré 10 picos como se
muestra en el cromatograma en la figura 07, por lo tanto esta planta en su fruto tiene 10

tipos de antocianidinas.
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Figura 07: Cromatograma de Hesperomeles escalloniifolia Schitdl (Capachu).

DAD1 B, Sig=520,4 Ref=off (ANTOCIANIDINAS\2013-09-09 08-20-00\042-0301.D)

mAU

Hesperomeles escalloniifolia Schitdl (CAPACHU)

8.6089.382

11.193 14.598

12.523

zzzzz

A). COMPARACION DE LOS PICOS CON PATRONES PARA DETERMINAR LA

IDENTIDAD

Para identificar las antocianidinas se realiz6 la comparacién de los picos presentes
en el cromatograma de la Hesperomeles escalloniifolia Schitdl (Capachu) con los

patrones obtenidos de las especies (uva, fresa) de la siguiente manera:
v" COMPARACION E IDENTIFICACION DEL PRIMER PICO

Figura 08: Primer pico del cromatograma y la comparacién con el patron
antocianidina (peonidina).

*DAD1,7.127 (47.4 mAU,-)Ref=6.900& 8.160 of 042-0301 *DADL,7.127 (474 mAU,-)Ref=6.900 & 8.160 0of 042-0301
AU *STD PEONIDINA

0 0

T T T T T T T L T T T T T T T
250 300 350 400 450 500 550 600 250 300 350 400 450 500 550 600 nm

Interpretacion: El primer pico fue retenido en el tiempo 7.129 minutos y se
encuentra en un 16.3414 % del total de las antocianidinas presente en el fruto
de Hesperomeles escalloniifolia Schitdl (Capachu), este pico fue comparado

con patrén antocianidina (peonidina) por que presentd mayor similitud en
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comparacion con las otras antocianidinas, hecha la comparacion con el patrén
no coincide como se muestra en la figura 08 el pico de la muestra es de color
azul y la del patron antocianidina (peonidina) es de color rojo, por lo tanto este

pico no fue identificado.

COMPARACION E IDENTIFICACION DEL SEGUNDO PICO

Interpretacion: El segundo pico fue retenido en el tiempo 7.876 minutos y se
encuentra en un 5.4496 % del total de las antocianidinas presente en el fruto de
Hesperomeles escalloniifolia Schitdl (Capachu), este pico no fue comparado
con ningun patrén antocianidina por que no presentd ninguna similitud, por lo

tanto este pico no fue identificado.

COMPARACION E IDENTIFICACION DEL TERCER PICO

Figura 09: Tercer pico del cromatograma y la comparacion con el patrdn
antocianidina (peonidina).

*DAD1,8.607 (31.0 mAU ,Apx)Ref=8.167 & 10.554 of 042-0 *DAD1,8.607 (31.0 mAU Apx)Ref=8.167 & 10.554 0f 042-0
mAU A *STD PEONIDINA

30

4 = \
0 0 ~

T T T T T T T
250 300 350 400 450 500 550 600 nm 250 300 350 400 450 500 550 600 nm

Interpretacion: El tercer pico fue retenido en el tiempo 8.608 minutos y se
encuentra en un 15.8197 % del total de las antocianidinas presente en el fruto
de Hesperomeles escalloniifolia Schitdl (Capachu), este pico fue comparado
con patrén antocianidina (peonidina) por que presenté mayor similitud en

comparacién con las otras antocianidinas, hecha la comparacién con el patron
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no coincide como se muestra en la figura 09 el pico de la muestra es de color
azul y la del patron antocianidina (peonidina) es de color rojo, por lo tanto este

pico no fue identificado.

COMPARACION E IDENTIFICACION DEL CUARTO PICO

Figura 10: Cuarto pico del cromatograma y la comparacion con el patron
antocianidina (delfinidina).

*DAD1,9.380 (32.2 mAU,-)Ref=8.167 & 10.554 0f 042-030 *DAD1,9.380 (32.2 mAU,-)Ref=8.167 & 10.554 0f 042-030
mAU 4 *STD DELFINIDINA

0 0 4

T T T T T T T T T T T T T T
250 300 350 400 450 500 550 600 nm 250 300 350 400 450 500 550 600 nm

Interpretacion: El cuarto pico fue retenido en el tiempo 9.382 minutos y se
encuentra en un 15.6670 % del total de las antocianidinas presente en el fruto
de Hesperomeles escalloniifolia Schitdl (Capachu), este pico fue comparado
con patrén antocianidina (delfinidina) por que presentd mayor similitud en
comparacién con las otras antocianidinas, hecha la comparacién con el patron
coincide como se muestra en la figura 10 el pico de la muestra es de color azul
y la del patron antocianidina (delfinidina) es de color rojo, por lo tanto este pico
fue identificado y se puede decir que en el fruto de Hesperomeles
escalloniifolia Schitdl (Capachu) existe la antocianidina (delfinidina) en un

porcentaje de 15.6670 % del total de las antocianidinas.

62



v/ COMPARACION E IDENTIFICACION DEL QUINTO PICO

Figura 11: Quinto pico del cromatograma y la comparaciéon con el patron
antocianidina (cianidina).

*DAD1,10.047 (5.7 mAU,-)Ref=8.167 & 10.554 of 042-030| *DAD1,10.047 (5.7 mAU,-)Ref=8.167 & 10.554 0f 042-030
*STD CIANIDINA

Interpretacion: El quinto pico fue retenido en el tiempo 10.043 minutos y se
encuentra en un 3.7083 % del total de las antocianidinas presente en el fruto de
Hesperomeles escalloniifolia Schitdl (Capachu), este pico fue comparado con
patrén antocianidina (cianidina) por que presentdé mayor similitud en
comparacién con las otras antocianidinas, hecha la comparacion con el patron
no coincide como se muestra en la figura 11 el pico de la muestra es de color
azul y la del patron antocianidina (cianidina) es de color rojo, por lo tanto este

pico no fue identificado.

v' COMPARACION E IDENTIFICACION DEL SEXTO PICO

Figura 12: Sexto pico del cromatograma y la comparacion con el patron
antocianidina (delfinidina).

*DAD1,11.194 (13.9 mAU,-)Ref=10.560& 11.827 of 042-0 *DADI,11.194 (139 mAU,-)Ref=10.560 & 11.827 of 042-0]
*STD DELFINIDINA
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Interpretacion: El sexto pico fue retenido en el tiempo 11.193 minutos y se
encuentra en un 12.3675 % del total de las antocianidinas presente en el fruto
de Hesperomeles escalloniifolia Schitdl (Capachu), este pico fue comparado
con patrén antocianidina (delfinidina) por que presentd mayor similitud en
comparacion con las otras antocianidinas, hecha la comparacién con el patron
no coincide como se muestra en la figura 12 el pico de la muestra es de color
azul y la del patrén antocianidina (delfinidina) es de color rojo, por lo tanto este

pico no fue identificado.

COMPARACION E IDENTIFICACION DEL SEPTIMO PICO

Figura 13: Séptimo pico del cromatograma y la comparaciéon con el patrén
antocianidina (cianidina).

*DAD1,12.527 (9.5 mAU Apx)Ref=11.827 & 13.593 of 042~ *DAD1,12.527 (9.5 mAU Apx)Ref=11.827 & 13.593 of 042-

mAU T *STD CIANIDINA

0 o 04

T T T T T T T T T T T T T T
250 300 350 400 450 500 550 600 nm 250 300 350 400 450 500 550 600 nm

Interpretacion: El séptimo pico fue retenido en el tiempo 12.523 minutos y se
encuentra en un 7.1910 % del total de las antocianidinas presente en el fruto de
Hesperomeles escalloniifolia Schitdl (Capachu), este pico fue comparado con
patron antocianidina (cianidina) por que presentdé mayor similitud en
comparacion con las otras antocianidinas, hecha la comparacién con el patron
coincide como se muestra en la figura 13 el pico de la muestra es de color azul
y la del patron antocianidina (cianidina) es de color rojo, por lo tanto este pico

fue identificado y se puede decir que en el fruto de Hesperomeles
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escalloniifolia Schitdl (Capachu) existe la antocianidina (cianidina) en un

porcentaje de 7.1910 % del total de las antocianidinas.

COMPARACION E IDENTIFICACION DEL OCTAVO PICO

Figura 14: Octavo pico del cromatograma y la comparacion con el patrdn
antocianidina (petunidina).

*DAD1,14.600 (144 mAU,-)Ref=13.607 & 15.980 of 042-0 *DADI1,14.600 (144 mAU,-)Ref=13.607 & 15.980 of 042-0]
mAU 7 *STD PETUNIDINA

14 Norm

0 0 4

T T T T T T T T T T T T T T
250 300 350 400 450 500 550 600 nm 250 300 350 400 450 500 550 600 nm

Interpretacion: El octavo pico fue retenido en el tiempo 14.599 minutos y se
encuentra en un 11.9153 % del total de las antocianidinas presente en el fruto
de Hesperomeles escalloniifolia Schitdl (Capachu), este pico fue comparado
con patron antocianidina (petunidina) por que presenté mayor similitud en
comparacién con las otras antocianidinas, hecha la comparacion con el patron
coincide como se muestra en la figura 14 el pico de la muestra es de color azul
y la del patron antocianidina (petunidina) es de color rojo, por lo tanto este pico
fue identificado y se puede decir que en el fruto de Hesperomeles
escalloniifolia Schitdl (Capachu) existe la antocianidina (petunidina) en un

porcentaje de 11.9153 % del total de las antocianidinas.
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v/ COMPARACION E IDENTIFICACION DEL NOVENO PICO

Figura 15: Noveno pico del cromatograma y la comparacién con el patrén
antocianidina (peonidina).

*DAD1,20.194 (3.2 mAU,-)Ref=19.474 & 21.380 0f042-03 *DAD1,20.194 (3.2 mAU,-)Ref=10.474 & 21.380 0f 042-03]
*STD PEONIDINA

mAU ]

3 4

2.5 -

Interpretacion: El noveno pico fue retenido en el tiempo 20.198 minutos y se
encuentra en un 3.6915 % del total de las antocianidinas presente en el fruto de
Hesperomeles escalloniifolia Schitdl (Capachu), este pico fue comparado con
patron antocianidina (peonidina) por que presentdé mayor similitud en
comparacién con las otras antocianidinas, hecha la comparacién con el patron
coincide como se muestra en la figura 15 el pico de la muestra es de color azul
y la del patron antocianidina (petunidina) es de color rojo, por lo tanto este pico
fue identificado y se puede decir que en el fruto de Hesperomeles
escalloniifolia Schltdl (Capachu) existe la antocianidina (peonidina) en un

porcentaje de 3.6915 % del total de las antocianidinas.

COMPARACION E IDENTIFICACION DEL DECIMO PICO

Figura 16: Décimo pico del cromatograma y la comparacion con el patrén
antocianidina (malvidina).

*DAD1,22.673 (6.8 mAU,-)Ref=21.680 & 24.427 0f042-03 *DAD1,22.673 (6.8 mAU,-)Ref=21.680 & 24.427 0f 042-03]
*STD MALVIDINA




Interpretacion: El décimo pico fue retenido en el tiempo 22.678 minutos y se
encuentra en un 7.8487 % del total de las antocianidinas presente en el fruto de
Hesperomeles escalloniifolia Schitdl (Capachu), este pico fue comparado con
patron antocianidina (malvidina) por que presentd mayor similitud en
comparacion con las otras antocianidinas, hecha la comparacién con el patron
coincide como se muestra en la figura 16 el pico de la muestra es de color azul
y la del patrén antocianidina (malvidina) es de color rojo, por lo tanto este pico
fue identificado y se puede decir que en el fruto de Hesperomeles
escalloniifolia Schltdl (Capachu) existe la antocianidina (malvidina) en un

porcentaje de 7.8487 % del total de las antocianidinas.

B). CROMATOGRAMA CON PICOS IDENTIFICADOS DE Hesperomeles

escalloniifolia Schitdl (CAPACHU).

Figura 17: Cromatograma con picos identificados de Hesperomeles escalloniifolia

“DADI B, 51g=520,4 Ref=off (ANTOCIANIDINAS\2013-09-09 08-20-001042-0301 D - ANTOCIANIDINAS\2013-09-09 08-20-00\011-0201
mAU

°°°°°°° Hesperomeles escalloniifolia Schitdl (CAPACHU)

\\\\\\\\\\\

aaaaaaaaa

nnnnnnnnnn

Interpretacion: Después de haber realizado la comparacion de todos los 10 picos
presentes del cromatograma del Hesperomeles escalloniifolia Schitdl (Capachu) se

identificaron 5 picos: delfinidina que fue retenida en un tiempo 9.382 minutos y se
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3.1.2.

encuentra en 15.6670 %, cianidina que fue retenida en un tiempo 12.523 minutos y se
encuentra en 7.1910 %, petunidina que fue retenida en un tiempo 14.599 minutos y se
encuentra en 11.9153 %, peonidina que fue retenida en un tiempo 20.198 minutos y se
encuentra en 3.6915 %, malvidina que fue retenida en un tiempo 22.678 minutos y se
encuentra en 7.8487 %, de los otros 5 picos se desconoce su identidad por falta de
patrones para realizar la comparacién, los tiempos de retencion y % de area de los picos
del cromatograma de Hesperomeles escalloniifolia Schitdl (Capachu) se muestran en

anexo 19.

RESULTADOS DE LA IDENTIFICACION DE LAS ANTOCIANIDINAS DE Berberis
cummutata Eichler (HUANCACHU) POR CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA

RESOLUCION (HPLC).

En Berberis cummutata Eichler (Huancachu) se encontrd 6 picos como se muestra en
cromatograma en la figura 18, por lo tanto esta planta en su fruto tiene 6 tipos de

antocianidinas.

Figura 18: Cromatograma de Berberis cummutata Eichler (Huancachu).
DAD1 B, Sig=520,4 Ref=0ff (ANTOCIANIDINAS\2013-09-09 08-20-00\044-0701.D)

Huancachu 12.364

07 ﬂ Berberis cummutata Eichler (HUANCACHU)
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DA0LB Sg-504Re=df (ANTOOANDINAS 20130909 0820000407010
mAU 7415 12.
3 Heencachu
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A). COMPARACION DE LOS PICOS CON PATRONES PARA DETERMINAR LA
IDENTIDAD
Para identificar las antocianidinas se realiz6 la comparacién de los picos presentes
en el cromatograma de la Berberis cummutata Eichler (Huancachu) con los

patrones obtenidos de las especies (uva, fresa) de la siguiente manera:

v/ COMPARACION E IDENTIFICACION DEL PRIMER PICO

Figura 19: Primer pico del cromatograma y la comparacién con el patrdn
antocianidina (cianidina).

*DAD1,7.414 (127 mAU,-)Ref=6.641& 11.8410f044-070 *DADL, 7.414 (127 mAU,-)Ref=6.6412& 11.841 of 044-070
mAU | *STD CIANIDINA

120 —

Interpretacion: El primer pico fue retenido en el tiempo 7.415 minutos y se
encuentra en un 24.8133 % del total de las antocianidinas presente en el fruto

de Berberis cummutata Eichler (Huancachu), este pico fue comparado con
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patron antocianidina (cianidina) por que presentdé mayor similitud en
comparacion con las otras antocianidinas, hecha la comparacion con el patron
no coincide como se muestra en la figura 19 el pico de la muestra es de color
azul y la del patron antocianidina (cianidina) es de color rojo, por lo tanto este

pico no fue identificado.

COMPARACION E IDENTIFICACION DEL SEGUNDO PICO

Figura 20: Segundo pico del cromatograma.

*DAD1,7.827 (6.0 mAU,-)Ref=6.641 & 11.841 0f044-0701

0

T T T T T T
250 300 350 400 450 500 550

Interpretacion: El segundo pico fue retenido en el tiempo 7.832 minutos y se
encuentra en un 0.3133 % del total de las antocianidinas presente en el fruto de
Berberis cummutata Eichler (Huancachu), este pico no fue comparado con
ningun patron antocianidina por que no present6 ninguna similitud, por lo tanto

este pico no fue identificado.

COMPARACION E IDENTIFICACION DEL TERCER PICO

Interpretacion: El tercer pico fue retenido en el tiempo 8.177 minutos y se
encuentra en un 0.2097 % del total de las antocianidinas presente en el fruto de
Berberis cummutata Eichler (Huancachu), este pico no fue comparado con
ningun patron antocianidina por que no present6 ninguna similitud, por lo tanto

este pico no fue identificado.
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v' COMPARACION E IDENTIFICACION DEL CUARTO PICO
Interpretacion: El cuarto pico fue retenido en el tiempo 9.327 minutos y se
encuentra en un 0.2306 % del total de las antocianidinas presente en el fruto de
Berberis cummutata Eichler (Huancachu), este pico no fue comparado con
ningun patron antocianidina por que no present6 ninguna similitud, por lo tanto

este pico no fue identificado.

v/ COMPARACION E IDENTIFICACION DEL QUINTO PICO

Figura 21: Quinto pico del cromatograma y la comparacién con el patrdn
antocianidina (cianidina).

*DAD1,12.367 (163 mAU Apx)Ref=11.841& 14.734 0f 044 *DAD1,12.367 (163 mAU Apx)Ref=11.841& 14.734 of 0441
*STD CIANIDINA

mAU
160 o

140 4
120 -

100 4

Interpretacion: El quinto pico fue retenido en el tiempo 12.364 minutos y se
encuentra en un 74.0942 % del total de las antocianidinas presente en el fruto
de Berberis cummutata Eichler (Huancachu), este pico fue comparado con
patrén antocianidina (cianidina) por que presentdé mayor similitud en
comparacion con las otras antocianidinas, hecha la comparacién con el patron
coincide como se muestra en la figura 21 el pico de la muestra es de color azul
y la del patron antocianidina (cianidina) es de color rojo, por lo tanto este pico

fue identificado y se puede decir que en el fruto de Berberis cummutata Eichler
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(Huancachu) existe la antocianidina (cianidina) en un porcentaje de 74.0942 %

del total de las antocianidinas.

v' COMPARACION E IDENTIFICACION DEL SEXTO PICO
Interpretacion: El sexto pico fue retenido en el tiempo 16.873 minutos y se
encuentra en un 0.3390 % del total de las antocianidinas presente en el fruto de
Berberis cummutata Eichler (Huancachu), este pico no fue comparado con
ningun patron antocianidina por que no presentd ninguna similitud, por lo tanto

este pico no fue identificado.

B). CROMATOGRAMA CON PICOS IDENTIFICADOS DE Berberis cummutata

Eichler (HUANCACHU)

Figura 22: Cromatograma con picos identificados de Berberis cummutata Eichler
(Huancachu).
DADLB Sgr5204 Ref=dff (ANTAOANDINAS 20130909 (B 2D(004-070LD)

12.34 Berberis cummutata Eichler (HUANCACHU)

140

T T T
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Interpretacion: Después de haber realizado la comparacién de todos los 6 picos
presentes del cromatograma del Berberis cummutata Eichler (Huancachu) se identifico
solo un pico: cianidina que fue retenida en un tiempo 12.364 minutos y se encuentra en

74.0942 %, de los otros 5 picos se desconoce su identidad por falta de patrones para
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3.1.3.

realizar la comparacion, los tiempos de retencion y % de érea de los picos del

cromatograma de Berberis cummutata Eichler (Huancachu) se muestran en anexo 20.

RESULTADOS DE LA IDENTIFICACION DE LAS ANTOCIANIDINAS DE Berberis

humbertiana J.F. Macbr (CHEQCHE) POR CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA

RESOLUCION (HPLC).

En Berberis humbertiana J.F. Macbr (Cheqche) se encontré 10 picos como se muestra

en cromatograma en la figura 23, por lo tanto esta planta en su fruto tiene 10 tipos de

antocianidinas.

Figura 23: Cromatograma de Berberis humbertiana J.F. Macbr (Cheqche).

DAD1. B, Sig=520.4 Ref=off (ANTOCIANIDI

mAU
Cheqche

INAS\2013-09-09 08-20-

-00\043-0501

D)

9330 Berberis humbertiana J.F. Macbr (CHEQCHE)

A). COMPARACION DE LOS PICOS CON PATRONES PARA DETERMINAR LA

IDENTIDAD

Para identificar las antocianidinas se realiz6 la comparacion de los picos presentes

en el cromatograma de la Berberis humbertiana J.F. Macbr (Cheqche) con los

patrones obtenidos de las especies (uva, fresa) de la siguiente manera:
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v/ COMPARACION E IDENTIFICACION DEL PRIMER PICO

Figura 24: Primer pico del cromatograma y la comparacién con el patron
antocianidina (peonidina).

*DADIL,7.108 (15.8 mAU ,Apx)Ref=6.888& 8.108 0f043-05 *DADL,7.108 (158 mAU Apx)Ref=6.688 & 8.108 0f 043-05(
1 *STD PEONIDINA

Interpretacion: El primer pico fue retenido en el tiempo 7.106 minutos y se
encuentra en un 8.5736 % del total de las antocianidinas presente en el fruto de
Berberis humbertiana J.F. Macbr (Cheqche), este pico fue comparado con
patron antocianidina (peonidina) por que presentd mayor similitud en
comparacién con las otras antocianidinas, hecha la comparacién con el patron
no coincide como se muestra en la figura 24 el pico de la muestra es de color
azul y la del patron antocianidina (peonidina) es de color rojo, por lo tanto este

pico no fue identificado.

v" COMPARACION E IDENTIFICACION DEL SEGUNDO PICO

Figura 25: Segundo pico del cromatograma y la comparacién con el patron
antocianidina (cianidina).

*DADL,7.854 (26 mMAU,-)Rei=6.868 & 8.108 01043-0501 DADI,7.854 (2.6 mAU,-)Ref=6.866 & 8B.108 of 043-0501.1
*STD CIANIDINA

mAU |

2.5 -
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Interpretacion: El segundo pico fue retenido en el tiempo 7.843 minutos y se
encuentra en un 1.6169 % del total de las antocianidinas presente en el fruto de
Berberis humbertiana J.F. Macbr (Cheqche), este pico fue comparado con
patron antocianidina (cianidina) por que presentdé mayor similitud en
comparacion con las otras antocianidinas, hecha la comparacién con el patron
no coincide como se muestra en la figura 25 el pico de la muestra es de color
azul y la del patron antocianidina (peonidina) es de color rojo, por lo tanto este

pico no fue identificado.

COMPARACION E IDENTIFICACION DEL TERCER PICO

Figura 26: Tercer pico del cromatograma y la comparacion con el patron
antocianidina (peonidina).

“DAD1,8.568 (9.0 mAU,-)Ref=8.108 & 8.995 0f043-0501 *DAD1,8.568 (3.0 mAU,-)Ref=8.108 & 8.995 0f 043-0501.1
m AU 1 *STD PEONIDINA

s
7 4
=
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4 3
3
2 4
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0 3

Interpretacion: El tercer pico fue retenido en el tiempo 8.566 minutos y se
encuentra en un 7.1796 % del total de las antocianidinas presente en el fruto de
Berberis humbertiana J.F. Macbr (Cheqche), este pico fue comparado con
patron antocianidina (peonidina) por que presentdé mayor similitud en
comparacion con las otras antocianidinas, hecha la comparacién con el patron
no coincide como se muestra en la figura 26 el pico de la muestra es de color
azul y la del patron antocianidina (peonidina) es de color rojo, por lo tanto este

pico no fue identificado.
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v" COMPARACION E IDENTIFICACION DEL CUARTO PICO

Figura 27: Cuarto pico del cromatograma y la comparacion con el patron
antocianidina (delfinidina).

*DAD1,9.335 (32.9 mAU Apx)Ref=8.995& 11.868 of 043-0 *DAD1,9.335(32.9 mAU Apx)Ref=8.995& 11.868 0f043-0¢
*STD DELFINIDINA

o 0

T T T T T T T T T T T T T T
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Interpretacion: El cuarto pico fue retenido en el tiempo 9.330 minutos y se
encuentra en un 25.1358 % del total de las antocianidinas presente en el fruto
de Berberis humbertiana J.F. Macbr (Cheqche), este pico fue comparado con
patron antocianidina (delfinidina) por que presentd mayor similitud en
comparacién con las otras antocianidinas, hecha la comparacién con el patron
coincide como se muestra en la figura 27 el pico de la muestra es de color azul
y la del patron antocianidina (delfinidina) es de color rojo, por lo tanto este pico
fue identificado y se puede decir que en el fruto de Berberis humbertiana J.F.
Macbr (Cheqche) existe la antocianidina (delfinidina) en un porcentaje de

25.1358 % del total de las antocianidinas.

v' COMPARACION E IDENTIFICACION DEL QUINTO PICO
Interpretacion: El quinto pico fue retenido en el tiempo 9.974 minutos y se
encuentra en un 1.0725 % del total de las antocianidinas presente en el fruto de

Berberis humbertiana J.F. Macbr (Cheqche), este pico no fue comparado con
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ningun patron antocianidina por que no present6 ninguna similitud, por lo tanto

este pico no fue identificado.

COMPARACION E IDENTIFICACION DEL SEXTO PICO

Figura 28: Sexto pico del cromatograma y la comparacion con el patron
antocianidina (delfinidina).

*DADI1,11.108 (7.5 mAU,-)Ref=8.995 & 11.868 of 043-050 *DADI1,11.108 (7.5 mAU,-)Ref=8.995 & 11.868 of 043-050
*STD DELFINIDINA

mAU A

7 4

Interpretacion: El sexto pico fue retenido en el tiempo 11.113 minutos y se
encuentra en un 10.4263 % del total de las antocianidinas presente en el fruto
de Berberis humbertiana J.F. Macbr (Cheqche), este pico fue comparado con
patrén antocianidina (delfinidina) por que presentd mayor similitud en
comparacién con las otras antocianidinas, hecha la comparacion con el patron
no coincide como se muestra en la figura 28 el pico de la muestra es de color
azul y la del patrén antocianidina (delfinidina) es de color rojo, por lo tanto este

pico no fue identificado.
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v' COMPARACION E IDENTIFICACION DEL SEPTIMO PICO

Figura 29: Séptimo pico del cromatograma y la comparaciéon con el patrén
antocianidina (cianidina).

"DADIL,.12.428 (12.4 mAU Apx)Ref=11.875 & 13621 of 043 "DADI, 12428 (124 mAU Apx)Ref=11875& 13.621 01043
*STD CIANIDINA

mAU ]
12 —

Interpretacion: El séptimo pico fue retenido en el tiempo 12.428 minutos y se
encuentra en un 14.5984 % del total de las antocianidinas presente en el fruto
de Berberis humbertiana J.F. Macbr (Cheqche), este pico fue comparado con
patrén antocianidina (cianidina) por que presentdé mayor similitud en
comparacién con las otras antocianidinas, hecha la comparacion con el patron
coincide como se muestra en la figura 29 el pico de la muestra es de color azul
y la del patron antocianidina (cianidina) es de color rojo, por lo tanto este pico
fue identificado y se puede decir que en el fruto de Berberis humbertiana J.F.
Macbr (Cheqche) existe la antocianidina (cianidina) en un porcentaje de 14.5984

% del total de las antocianidinas.

v' COMPARACION E IDENTIFICACION DEL OCTAVO PICO

Figura 30: Octavo pico del cromatograma y la comparaciéon con el patrén
antocianidina (petunidina).

*DADI1,14.481 (11.2 mAU,-)Ref=13.741 & 15.828 of 043-0 *DADI1,14.481 (11.2 mAU,-)Ref=13.741 & 15.828 0f 043-0
*STD PETUNIDINA




Interpretacion: El octavo pico fue retenido en el tiempo 14.482 minutos y se
encuentra en un 14.6663 % del total de las antocianidinas presente en el fruto
de Berberis humbertiana J.F. Macbr (Cheqche), este pico fue comparado con
patron antocianidina (petunidina) por que presentd mayor similitud en
comparacion con las otras antocianidinas, hecha la comparacién con el patron
coincide como se muestra en la figura 30 el pico de la muestra es de color azul
y la del patron antocianidina (petunidina) es de color rojo, por lo tanto este pico
fue identificado y se puede decir que en el fruto de Berberis humbertiana J.F.
Macbr (Cheqche) existe la antocianidina (petunidina) en un porcentaje de

114.6663 % del total de las antocianidinas.

COMPARACION E IDENTIFICACION DEL NOVENO PICO

Figura 31: Noveno pico del cromatograma y la comparacién con el patrén
antocianidina (peonidina).

*DAD1,20.034 (1.0mAU,-)Ref=19.308 & 21.208 0f043-05 *DADL,20.034 (1.0 mAU,-)Ref=19.308 & 21.208 0f 043-05
*STD PEONIDINA

mAU Ao
14 Norm

T T T T T T T T T T T T
250 300 350 400 450 500 550 nm 250 300 350 400 450 500 550 nm

Interpretacion: El noveno pico fue retenido en el tiempo 20.038 minutos y se
encuentra en un 1.9088 % del total de las antocianidinas presente en el fruto de
Berberis humbertiana J.F. Macbr (Cheqche), este pico fue comparado con
patron antocianidina (peonidina) por que presentdé mayor similitud en

comparacién con las otras antocianidinas, hecha la comparacién con el patron
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coincide como se muestra en la figura 31 el pico de la muestra es de color azul
y la del patron antocianidina (petunidina) es de color rojo, por lo tanto este pico
fue identificado y se puede decir que en el fruto de Berberis humbertiana J.F.
Macbr (Cheqche) existe la antocianidina (peonidina) en un porcentaje de 1.9088

% del total de las antocianidinas.

COMPARACION E IDENTIFICACION DEL DECIMO PICO

Figura 32: Décimo pico del cromatograma y la comparacion con el patrdn
antocianidina (malvidina).

“DAD1,22.488 (8.1 mAU,-)Ref=21.388 & 24.274 0f 043-05 *DAD1,22.488 (8.1 mAU,-)Ref=21.388 & 24.274 0f043-05
*STD MALVIDINA

mAU
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Interpretacion: El décimo pico fue retenido en el tiempo 22.484 minutos y se

encuentra en un 14.8219 % del total de las antocianidinas presente en el fruto
de Berberis humbertiana J.F. Macbr (Cheqche), este pico fue comparado con
patrén antocianidina (malvidina) por que presentd mayor similitud en
comparacion con las otras antocianidinas, hecha la comparacién con el patron
coincide como se muestra en la figura 32 el pico de la muestra es de color azul
y la del patrén antocianidina (malvidina) es de color rojo, por lo tanto este pico
fue identificado y se puede decir que en el fruto de Berberis humbertiana J.F.
Macbr (Cheqche) existe la antocianidina (malvidina) en un porcentaje de

14.8219 % del total de las antocianidinas.
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B). CROMATOGRAMA CON PICOS IDENTIFICADOS DE Berberis humbertiana J.F.

Macbr (CHEQCHE)

Figura 33: Cromatograma con picos identificados de Berberis humbertiana J.F. Macbr

=520,4 Ref=off (ANTOCIANIDINAS\2013-05-09 08-20-001043-0501.D)

(Cheqche)

Berberis humbertiana J.F. Macbr (CHEQCHE)

nnnnnnnnnnnnnnnnnnn

Interpretacion: Después de haber realizado la comparaciéon de todos los 10 picos
presentes del cromatograma del Berberis humbertiana J.F. Macbr (Cheqche) se
identificaron 5 picos: delfinidina que fue retenida en un tiempo 9.330 minutos y se
encuentra en 25.1358 %, cianidina que fue retenida en un tiempo 12.428 minutos y se
encuentra en 14.5984 %, petunidina que fue retenida en un tiempo 14.482 minutos y se
encuentra en 14.6663 %, peonidina que fue retenida en un tiempo 20.038 minutos y se
encuentra en 1.9088 %, malvidina que fue retenida en un tiempo 22.484 minutos y se
encuentra en 14.8219 %, de los otros 5 picos se desconoce su identidad por falta de
patrones para realizar la comparacion, los tiempos de retencién y % de area de los picos
del cromatograma de Berberis humbertiana J.F. Macbr (Cheqche) se muestran en

anexo 21.
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3.1.4. RESULTADOS DE LA IDENTIFICACION DE LAS ANTOCIANIDINAS DE Vaccinium
floribundum Kunth (ALAYBIL)) POR CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA

RESOLUCION (HPLC).

En Vaccinium floribundum Kunth (Alaybili) se encontré 3 picos como se muestra en
cromatograma en la figura 34, por lo tanto esta planta en su fruto tiene 3 tipos de

antocianidinas.

Figura 34: Cromatograma de Vaccinium floribundum Kunth (Alaybili).

4 Ref=off (ANTOCIANIDINAS\2013-09-09 08-20-00\041-0101.D)

Alaybili

(\ Vaccinium floribundum Kunth (ALAYBILI)

A). COMPARACION DE LOS PICOS CON PATRONES PARA DETERMINAR LA
IDENTIDAD
Para identificar las antocianidinas se realiz6 la comparacién de los picos presentes
en el cromatograma de la Vaccinium floribundum Kunth (Alaybili) con los patrones

obtenidos de las especies (uva, fresa) de la siguiente manera:

v" COMPARACION E IDENTIFICACION DEL PRIMER PICO
Interpretacion: El primer pico fue retenido en el tiempo 7.460 minutos y se
encuentra en un 6.5804 % del total de las antocianidinas presente en el fruto de

Vaccinium floribundum Kunth (Alaybili), este pico no fue comparado con
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ningun patron antocianidina por que no present6 ninguna similitud, por lo tanto

este pico no fue identificado.

COMPARACION E IDENTIFICACION DEL SEGUNDO PICO

Interpretacion: El segundo pico fue retenido en el tiempo 9.396 minutos y se
encuentra en un 5.5405 % del total de las antocianidinas presente en el fruto de
Vaccinium floribundum Kunth (Alaybili), este pico no fue comparado con
ningun patron antocianidina por que no present6 ninguna similitud, por lo tanto

este pico no fue identificado.

COMPARACION E IDENTIFICACION DEL TERCER PICO

Figura 35: Tercer pico del cromatograma y la comparacion con el patron
antocianidina (cianidina).

*DAD1,12.603 (8.3 mAU,-)Ref=11.957 & 25.957 of 041-01 *DAD1,12.577 (9.1 mAU,-)Ref=11.957 & 25.957 of 041-01
*STD CIANIDINA

0 (= ~

1 T T T T T T T
300 350 400 450 500 550 600 nm 250 300 350 400 450 500 550 600 nm

Interpretacion: El tercer pico fue retenido en el tiempo 12.536 minutos y se
encuentra en un 87.8791 % del total de las antocianidinas presente en el fruto
de Vaccinium floribundum Kunth (Alaybili), este pico fue comparado con
patron antocianidina (cianidina) por que presentdé mayor similitud en
comparacion con las otras antocianidinas, hecha la comparacién con el patron

coincide como se muestra en la figura 35 el pico de la muestra es de color azul

83



y la del patron antocianidina (cianidina) es de color rojo, por lo tanto este pico
fue identificado y se puede decir que en el fruto de Vaccinium floribundum
Kunth (Alaybili) existe la antocianidina (cianidina) en un porcentaje de 87.8791

% del total de las antocianidinas.

B). CROMATOGRAMA CON PICOS IDENTIFICADOS DE Vaccinium floribundum

Kunth (ALAYBILI)

Figura 36: Cromatograma con picos identificados de Vaccinium floribundum Kunth
(Alaybili).

“DADL B, SIg5204 Ref=clf (ANTOCIAN DINASIZ013.08.08 06 20 00041-010L D- ANTOOANDINASIZ013 0909 08 2000011201
mU | 12536

Ay W Vaccinium floribundym Kunth (ALAYBILI)
danidina

8 \

T T T T T T
25 5 75 10 125 15 175 20 25 i

Interpretacion: Después de haber realizado la comparacion de todos los 3 picos
presentes del cromatograma del Vaccinium floribundum Kunth (Alaybili) se identifico
solo un pico: cianidina que fue retenida en un tiempo 12.536 minutos y se encuentra en
87.8791 %, de los otros 2 picos se desconoce su identidad por falta de patrones para
realizar la comparacion, los tiempos de retenciéon y % de éarea de los picos del

cromatograma de Vaccinium floribundum Kunth (Alaybili) se muestran en anexo 22.
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3.2.

3.2.1.

RESULTADOS DE LA CUANTIFICACION DEL TOTAL DE ANTOCIANINAS
MEDIANTE EL METODO DEL pH DIFERENCIAL.

Se cuantificd el contenido total de antocianinas para cada uno de los frutos expresados
en miligramos de antocianina en 100 gramos de fruto, para ello se utilizé las ecuaciones

que se detallaron en la metodologia.

RESULTADOS DE LA CUANTIFICACION DEL TOTAL DE ANTOCIANINAS
MEDIANTE EL METODO DEL pH DIFERENCIAL DE Hesperomeles escalloniifolia

Schitdl (CAPACHU).

Cuadro 13: Resultados del célculo de la absorbancia de Hesperomeles escalloniifolia
Schitdl (Capachu).

pH 1.0 pH 4.5 ABSORBAN
MUESTRA A(520nm) | A700nm) | A(s20nm) | A700nm) | SODELA
Xt$ Xt$S Xt$S Xt$S
(A)
Hesperomeles
escalloniifolia  Schitdl 0.538+0.04 | 0.001+0.00 | 0.051+0.00 | 0.004+0.00 0.489
(CAPACHU)
X: Promedio de 3 repeticiones S: Desviacion estandar

Fuente: Elaboracion propia

Cuadro 14: Resultados del calculo del contenido de antocianinas de Hesperomeles
escalloniifolia Schitdl (Capachu).

CONTENIDO DE
MUESTRA DATOS VALORES
ANTOCIANINAS (p/p)

A 0.489
MW (mg/mol) 449600

Hesperomeles escalloniifolia | DF 12.5

Schitdl (CAPACHU) E (L/cm*mol) 26900 2026.201 mg/100 g

L (cm) 1
V(L) 0.05
Wt (g) 0.5021

Fuente: Elaboracion propia

Interpretacion: En cuadro 13 se muestra los valores de absorbancia de los extracto

antocianico de Hesperomeles escalloniifolia Schitdl (Capachu) leidas a longitudes de
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3.2.2.

onda a 520 nm y 700 nm a diferente pH (1.0 y 4.5), estos datos se utilizaron para
calcular la absorbancia de la muestra A= 0.489, en el cuadro 14 se muestra el resultado
del calculo del contenido total de antocianinas de Hesperomeles escalloniifolia Schitdl
(Capachu) que es de 2026.201 mg/100 g, quiere decir que en 100 gramos de fruto sin
semillas deshidratado de Hesperomeles escalloniifolia Schitdl (Capachu) podemos
encontrar 2026.201 miligramos de antocianina.

RESULTADOS DE LA CUANTIFICACION DEL TOTAL DE ANTOCIANINAS
MEDIANTE EL METODO DEL pH DIFERENCIAL DE Berberis cummutata Eichler

(HUANCACHU).

Cuadro 15: Resultados del calculo de la absorbancia de Berberis cummutata Eichler
(Huancachu).

pH 1.0 pH 4.5 ABSORBAN
MUESTRA A(520 nm) | A(700nm) | A(520nm) | A(700 nm) ﬁ'ﬁéﬁ'ﬁ:
XtS Xt$S Xt$S Xt$S
(A)
Berberis cummutata | 0.320£0.02 | 0.002+0.00 | 0.039+0.00 | 0.004£0.00 0.284
Eichler (Huancachu).
X: Promedio de 3 repeticiones S: Desviacion estandar

Fuente: Elaboracion propia

Cuadro 16: Resultados del calculo del contenido de antocianinas de Berberis
cummutata Eichler (Huancachu).

CONTENIDO DE
MUESTRA DATOS VALORES
ANTOCIANINAS (p/p)

A 0.284

MW (mg/mol) 449600

Berberis cummutata Eichler DF 14
(Huancachu). E (L/cm*mol) 26900 1271.809 mg/100 g

L (cm) 1

V(L) 0.05

Wt (g) 0.5111

Fuente: Elaboracion propia

Interpretacion: En cuadro 15 se muestra los valores de absorbancia de los extracto

antocianico de Berberis cummutata Eichler (Huancachu) leidas a longitudes de onda a
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3.2.3.

520 nm y 700 nm a diferente pH (1.0 y 4.5), estos datos se utilizaron para calcular la
absorbancia de la muestra A= 0.284, en el cuadro 16 se muestra el resultado del calculo
del contenido total de antocianinas de Berberis cummutata Eichler (Huancachu) que es
de 1271.809 mg/100 g, quiere decir que en 100 gramos de fruto sin semillas
deshidratado de Berberis cummutata Eichler (Huancachu) podemos encontrar

1271.809 miligramos de antocianina.

RESULTADOS DE LA CUANTIFICACION DEL TOTAL DE ANTOCIANINAS
MEDIANTE EL METODO DEL pH DIFERENCIAL DE Berberis humbertiana J.F.

Macbr (CHEQCHE).

Cuadro 17: Resultados del calculo de la absorbancia de Berberis humbertiana J.F.
Macbr (Cheqche).

pH 1.0 pH 4.5 ABSORBAN
MUESTRA A(520nm) | A(700nm) | A(520nm) | A700nm) | SPDELA
Xt$ Xt$S Xt$S Xt$S
(A)
Berberis humbertiana | 0.633x0.00 | 0.002+£0.00 | 0.083+0.00 | 0.002%0.00 0.549
J.F. Macbr (Cheqche).
X: Promedio de 3 repeticiones S: Desviacion estandar

Fuente: Elaboracion propia

Cuadro 18: Resultados del calculo del contenido de antocianinas de Berberis
humbertiana J.F. Macbr (Cheqche).

CONTENIDO DE
MUESTRA DATOS VALORES
ANTOCIANINAS (p/p)

A 0.549

MW (mg/mol) 449600

Berberis humbertiana J.F. DF 14
Macbr (Cheqche). E (L/cm*mol) 26900 2306.297 mg/100 g

L (cm) 1

V(L) 0.05

Wt (g) 0.5277

Fuente: Elaboracion propia
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3.24.

Interpretacion: En cuadro 17 se muestra los valores de absorbancia de los extracto
antocianico de Berberis humbertiana J.F. Macbr (Cheqgche) leidas a longitudes de onda
a 520 nm y 700 nm a diferente pH (1.0 y 4.5), estos datos se utilizaron para calcular la
absorbancia de la muestra A= 0.549, en el cuadro 18 se muestra el resultado del célculo
del contenido total de antocianinas de Berberis humbertiana J.F. Macbr (Cheqche) que
es de 2306.297 mg/100 g, quiere decir que en 100 gramos de fruto con semillas
deshidratado de Berberis humbertiana J.F. Macbr (Cheqche) podemos encontrar

2306.297 miligramos de antocianina.

RESULTADOS DE LA CUANTIFICACION DEL TOTAL DE ANTOCIANINAS
MEDIANTE EL METODO DEL pH DIFERENCIAL DE Vaccinium floribundum Kunth

(ALAYBILI).

Cuadro 19 Resultados del calculo de la absorbancia de Vaccinium floribundum Kunth
(Alaybili).

pH 1.0 pH 4.5 ABSORBAN
MUESTRA A520nm) | A(T00nm) | A(520nm) | A(oonm) | SODELA
Xt$S Xt$S Xt$S Xt$S
(A)
Vaccinium
floribundum  Kunth | 0-111£0.00 | 0.0010.00 | 0.016+0.00 | 0.003+0.00 0.096
(Alaybili).
X: Promedio de 3 repeticiones S: Desviacion estandar

Fuente: Elaboracion propia

Cuadro 20: Resultados del calculo del contenido de antocianinas de Vaccinium
floribundum Kunth (Alaybili).

CONTENIDO DE
MUESTRA DATOS VALORES
ANTOCIANINAS (p/p)
A 0.096
Vaccinium floribundum Kunth l\D/ll\zN (mgfmol) 4‘1;262 0
(Alaybili). E (L/em*mol) 26900 319.170 mg/100 g
L (cm) 1
V(L) 0.05
Wt (g) 0.5605

Fuente: Elaboracién propia
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3.3.

Interpretacion: En cuadro 19 se muestra los valores de absorbancia de los extracto
antocianico de Vaccinium floribundum Kunth (Alaybili) leidas a longitudes de onda a
520 nm y 700 nm a diferente pH (1.0 y 4.5), estos datos se utilizaron para calcular la
absorbancia de la muestra A= 0.096, en el cuadro 20 se muestra el resultado del calculo
del contenido total de antocianinas de Vaccinium floribundum Kunth (Alaybili) que es
de 319.170 mg/100 g, quiere decir que en 100 gramos de fruto con semillas
deshidratado de Vaccinium floribundum Kunth (Alaybili) podemos encontrar 319.170
miligramos de antocianina.

RESULTADOS DE LA EVALUACION DE LA ESTABILIDAD DE ANTOCIANINAS
PRESENTES EN LOS FRUTOS Hesperomeles escalloniifolia Schitdl (CAPACHU),
Berberis cummutata Eichler (HUANCACHU), Berberis humbertiana J.F. Macbr

(CHEQCHE) Y Vaccinium floribundum Kunth (ALAYBILI).

Para evaluar la estabilidad de las antocianinas presentes en los frutos se realizé lecturas
de absorbancias (nm) utilizando espectrofotometro UV-Visible cada 2 dias durante 30
dias a continuacion se muestran los resultados de la evaluacién de la estabilidad de las

antocianinas de los 4 frutos en estudio.
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3.3.1.

RESULTADOS DE LA EVALUACION DE LA ESTABILIDAD DE ANTOCIANINA PRESENTE EN EL Hesperomeles escalloniifolia Schitdl

(CAPACHU).

Cuadro 21: Resultados de la lectura de las absorbancia de Hesperomeles escalloniifolia Schitdl (Capachu).

TRATAMIENTOS PARA Hesperomeles escalloniifolia Schitdl (CAPACHU)

T1(20°C,3pH) | T2(20°C,4pH) | T3 (20°C,5pH) | T4 (30°C,3pH) | T5(30°C,4pH) | T6 (30°C,5pH) | T7(40°C,3pH) | T8 (40°C,4pH) | T9 (40°C,5pH)

DIAS ["Aps-(PROM) | Abs-(PROM) | Abs-(PROM) | Abs-(PROM) | Abs-(PROM) | Abs-(PROM) | Abs-(PROM) | Abs-(PROM) | Abs-(PROM)
X+S X+S X£S X£S X£S X+S XtS Xt$S XtS

1 |o729 * 0012|0731 * 0001|0707 * 0002|0722 * 0001|0665 * 0002|0677 * 0002|0723 * 0002|0625 * 0002065 * 0002
3 |o77 * 0001|0725 * 0002|0682 * 0001|0707 ¥ 00020645 * 0002|0643 * 0002|0718 T 0002|0585 * 0001|0626 * 0001
5 |o714 T 0001|0713 * 0002|0665 * 0001|0683 T 0001|0633 * 0002|0615 ¥ 0002|0713 T 0002|0534 * 0001|0605 * 0002
7 |o76 T 0005|0695 * 00030653 * 00020666 T 0002|0584 * 00020604 T 0001|0703 * 0002|0454 * 0003|0597 T  0.002
9 |o0712 * 0001|0683 * 0002|0637 * 0001|0653 ¥ 0001|0562 * 0002|0588 * 0002|0704 * 0001|0406 * 0002|0582 * 0002
11 |o708 * 0001|0674 * 0001|0625 * 0001|0646 * 0001|0404 * 0002|0576 * 0002|0702 * 0001|0365 * 0002|0573 T 0002
13 | 0705 * 0001 [0664 * 0001|0613 * 0002|0641 * 0002 0426 * 0001|0563 * 0002|0698 * 0001|0325 T 0003|0564 * 0001
15 [0703 * 0001|0652 * 0001|0591 * 0002|0636 * 0002]0395 * 0002|0557 * 00010695 T 0002|0305 * 0002056 * 0001
17 | 0702 * 0001 [ 0644 * 0002|0586 * 0002|0636 * 0002|0381 * 0002|0546 * 0002|0686 * 0001|0283 T 0002|057 * 0001
19 |o0702 * 0001|0635 * 0002|0575 * 0002|0636 * 0002|0373 * 0001|0542 * 0002|0674 * 0002 [ 0277 * 0002|0543 ¥ 0002
21 o701 * 0001|0620 * 0002|058 * 0001|0633 T 0002]0357 * 000205% * 0003|0663 T 00020253 * 0003|057 * 0001
23 | 0700 T 0001|0623 * 0002|0565 * 0002|0633 * 0002|0342 * 00020534 T 0002|0657 * 0002|0246 * 0001|0534 T 0002
25 [o0700 * 0001|0618 * 0001|0544 * 0001|0629 * 00020335 * 0001|0527 * 0001|0652 ¥ 00020220 * 0002053 * 0002
21 [o0698 * 0001|0615 * 0002057 * 0002|0627 ¥ 00020327 * 0001|0527 * 0002|0645 = 00020213 * 0002|0529 * 0004
29 [o0697 * 0001|0605 ¥ 00020527 * 0002|0624 T 00020318 * 0001|0523 * 0002|0645 T 0001|0195 * 0002|0527 * 0002
30 [o0696 * 0001|0598 * 0001|055 * 0001|0624 * 00020316 * 00020524 * 0002] 0643 F 00020472 F 0001056 F 0002

X: Promedio de 3 repeticiones
Fuente: Elaboracion propia

S: Desviacion estandar
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Cuadro 22: Resultados del célculo de la variacion de absorbancia (A Abs) y el
porcentaje de la variacidn de la absorbancia en 30 dias de Hesperomeles
escalloniifolia Schitdl (Capachu).

TRATAMIENTOS | T (°C) pH A Abs %(A Abs) en 30 dias
T1 20 3 0.0330 4.53
T2 20 4 0.1327 18.15
T3 20 5 0.1823 25.79
T4 30 3 0.0977 13.53
T5 30 4 0.3497 52.56
T6 30 5 0.1527 22.55
T7 40 3 0.0793 10.98
T8 40 4 0.4533 72.49
T9 40 5 0.1267 19.41

Fuente: Elaboracion propia

Figura 37: Comparacion de la media de las absorbancias (nm) de los 30 dias de
tratamientos de Hesperomeles escalloniifolia Schitdl (Capachu).

Grafica de intervalos de T1, T2, T3, T4, T5, T6, T7, T8, T9
95% IC para la media

S
o

o

o

=
"
1

Absorbancia (nm)
o
N

=
w
1

0.2

T1 T2 T3 T4 TS T6 T7 T8 T9

Fuente: Elaboracion propia

Interpretacion: En el cuadro 21 se muestran las absorbancias obtenidas desde el dia 1
hasta el dia 30 para cada tratamiento, en el cuadro 22 se muestran el calculo de la

variacion de absorbancias (A Abs) del dia 1 al dia 30, para calcular se utilizo la siguiente
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ecuacion: A Abs= Absgia 1-Absaia 30, también se calculo el porcentaje de la variacion de
la absorbancia en 30 dias (%(A Abs) en 30 dias)), de los resultados obtenidos se
puede apreciar que los tratamientos T1, T4 y T7 presentan valores de variacion de
absorbancias menores en comparacion a los demas tratamientos como se puede ver en
|la figura 37 y el porcentaje de variacion de absorbancia de estos tratamientos es 4.53%,
13.53% y 10.98% respectivamente; por ello podemos mencionar que el tratamiento que
presento menor variacion es el T1 a una temperatura de 20 °C a pH de 3, en 30 dias

vario en 4.53%.

ANALISIS DE VARIANZA (ANOVA) DE LA VARIACION DE ABSORBANCIA (A Abs)

CON NIVEL DE SIGNIFICANCIA o =0.05

Cuadro 23: Analisis de varianza (ANOVA) de la variacién de absorbancia (A Abs) de
cada factor temperatura (T °C) y pH, para Hesperomeles escalloniifolia Schitd
(Capachu).

Fuente Suma de cuadrados | GL | Cuadrado Medio | Cociente-F | P-Valor

Efectos Principales

A: T (°C) 0.018217 2 0.009108 0.93 0.465
B: pH 0.090512 2 0.045256 4.63 0.091
Residuos 0.03911 4 0.009778

Total (Corregido) 0.147839 8

Fuente: Elaboracion propia

Interpretacion: El P-valor para temperatura (T °C) es mayor a 0.05 y el P-valor para
pH es mayor a 0.05, entonces no existe una diferencia estadisticamente significativo,
por lo tanto podemos decir que no influyen en la estabilidad de las antocianinas
presentes en el fruto Hesperomeles escalloniifolia Schitdl (Capachu), con un nivel del

95.0 % de confiabilidad.
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Figura 38: Efectos principales para la variacion de absorbancia (A Abs) de
Hesperomeles escalloniifolia Schitdl (Capachu).
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Fuente: Elaboracion propia

Interpretacion: A temperaturas mayores y pH mayor, la variaciéon de la absorbancia
(A Abs) de las antocianinas de Hesperomeles escalloniifolia Schitdl (Capachu) es
mayor, por lo tanto podemos decir que a esas condiciones es inestable la antocianina

presente en dicho fruto, por la variacién que presenta.

ANALISIS DE VARIANZA (ANOVA) DE LA INTERACCION DE FACTORES CON
NIVEL DE SIGNIFICANCIA a =0.05
Cuadro 24: Anélisis de varianza (ANOVA) de la variacion de absorbancia (A Abs) de la

interaccidn de los factores temperatura (T °C) y pH, para Hesperomeles escalloniifolia
Schitdl (Capachu).

Origen de las | Suma de SIS | A D - Valor critico
variaciones | cuadrados | ,. e 25 7 Al para F
libertad | cuadrados
Entre grupos | 4739.758 2 2369.879 [93.834 0.000 3.403
De”tmg‘:jp'gz 606.148 | 24 25,256
Total 5345.906 26

Fuente: Elaboracion propia
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Interpretacion: El P-valor de la interaccion de la temperatura (T °C) y pH es menor a
0.05, entonces existe una diferencia estadisticamente significativo, por lo tanto podemos
decir que la interacciéon de los dos factores si influyen en la estabilidad de las
antocianinas presentes en el fruto Hesperomeles escalloniifolia Schitdl (Capachu),

con un nivel del 95.0 % de confiabilidad.

Figura 39: Interaccién de los factores en la variacion de absorbancia (A Abs) de
Hesperomeles escalloniifolia Schitdl (Capachu).
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Fuente: Elaboracion propia

Interpretacion: La menor variacion de la absorbancia (A Abs) que presenta las
antocianinas de Hesperomeles escalloniifolia Schitdl (Capachu) es a temperatura de
20 °C y un pH de 3, por lo tanto podemos decir que a medida que la temperatura y el

pH baja, variacion sera minimo.
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3.3.2. RESULTADOS DE LA EVALUACION DE LA ESTABILIDAD DE ANTOCIANINA PRESENTE EN EL

Berberis cummutata Eichler

(HUANCACHU).
Cuadro 25: Resultados de la lectura de las absorbancia de Berberis cummutata Eichler (Huancachu).
TRATAMIENTOS PARA Berberis cummutata Eichler (HUANCACHU)
T1(20°C,3pH) | T2 (20°C,4pH) | T3 (20°C,5pH) | T4 (30°C,3pH) | T5 (30°C,4pH) | T6 (30°C,5pH) | T7 (40°C,3pH) | T8 (40°C,4pH) |  T9 (40°C,5pH)
DIAS [~ Abs-(PROM) | Abs-(PROM) | Abs-(PROM) | Abs-(PROM) | Abs-(PROM) | Abs-(PROM) | Abs-(PROM) | Abs-(PROM) Abs-(PROM)
XS XS XS X+$S X+$S X+$S XS XS X+$S

1 |03 * 0002|0485 * 0001|086 * 0001|1277 * 0001|0454 * 0001|0868 * 0001|1222 * 0002|0419 * 0002|0854 * 0.002
3 |o0316 * 00020463 * 0002|0876 * 0002|1227 * 0002|0387 * 0002|0856 * 0001|1103 * 0002|0396 * 0002|083 * 0.002
5 [o0282 * 0002|0457 * 0001|087 * 0002|1157 * 0002|0354 * 0002|0835 * 0002|0956 * 0001|0377 * 0002|0823 * 0.002
7 |o0255 * 0002|0454 * 0002|082 * 0002|1107 * 0002|0327 * 0002|0823 * 0002|0835 * 0001|0326 * 0003|0797 * 0.002
9 [0213 * 0002|0414 * 0002|088 * 0001|0995 * 0002|0313 * 0001|0814 * 0003|0746 * 0003|0253 * 0002|0773 * 0.001
11 0192 * 00000386 * 0001|0853 * 0002|0983 * 0001|0204 * 0001|0798 * 0002|0645 * 0002|0235 * 0002|0765 * 0.002
13 0173 * 0002|0344 * 0002|0848 * 0001|0952 * 0001|0278 * 0002|0793 * 0002|0582 * 0002|0212 ¥ 0002|0758 * 0.001
15 [0153 * 0001|0334 * 0003|0845 * 0001|0934 * 0001|0242 * 0002|0785 * 0002|0554 * 0001|0157 * 0002|0757 * 0.001
17 o146 * 0002|0332 * 0002|0842 * 0001|0883 * 0001|0235 * 0001|0774 * 0002|055 * 0001|0127 * 0002|0745 * 0.001
19 [o0144 * 0001|0331 * 0001|0838 * 0001|0842 * 0001|0222 * 0001|0764 = 0001|0447 = 0002|0113 * 0001|0738 * 0.001
21 | 0137 * 0002|0327 * 0002|084 * 00020818 * 00020206 * 0003|0752 * 0001|0397 * 0001|0095 * 0002|0733 * 0.002
23 | 013 * 0002|0327 * 0001|083 * 0002|0752 * 0001019 * 0003|0746 * 0001|0345 * 0002|0075 * 0002|0726 * 0.002
25 | 0125 * 0002|0327 * 0001|081 * 00010708 * 0003|0168 * 0001|0737 * 0002|0258 * 0001|0056 * 0002|0722 * 0.001
27 | 0123 * 0002|0327 * 0001|089 * 0001|0658 * 00020162 * 0002|0723 * 0002|0104 * 0002|0046 * 0002|0719 * 0.002
20 | o117 % 0001|0326 * 0002|085 * 0001|0627 ¥ 00020157 * 0001|0697 * 0003|0017 * 0002|0038 * 0002|0711 * 0.002
30 Jo114 * 0001 [0326 * 0003|082 * 0001|0615 * 0002|0152 * 0002|0663 * 0002]0008 * 0002)0027 * 0002]0703 * 0.002

X: Promedio de 3 repeticiones S: Desviacion estandar

Fuente: Elaboracion propia
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Cuadro 26: Resultados del célculo de la variacion de absorbancia (A Abs) y el
porcentaje de la variacion de la absorbancia en 30 dias de Berberis cummutata
Eichler (Huancachu).

TRATAMIENTOS | T (°C) pH A Abs %(A Abs) en 30 dias
T1 20 3 0.221 66.00
T2 20 4 0.159 32.85
T3 20 5 0.064 7.22
T4 30 3 0.662 51.81
T5 30 4 0.302 66.45
T6 30 5 0.205 23.58
T7 40 3 1.215 99.37
T8 40 4 0.392 93.56
T9 40 5 0.152 17.75

Fuente: Elaboracion propia

Figura 40: Comparacion de la media de las absorbancias (nm) de los 30 dias de
tratamientos de Berberis cummutata Eichler (Huancachu).
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Fuente: Elaboracion propia

Interpretacion: En el cuadro 25 se muestran las absorbancias obtenidas desde el dia 1
hasta el dia 30 para cada tratamiento, en el cuadro 26 se muestran el calculo de la
variacion de absorbancias (A Abs) del dia 1 al dia 30, para calcular se utilizo la siguiente

ecuacion: A Abs= Absia 1-Absaia 30, también se calculo el porcentaje de la variacién de

96



la absorbancia en 30 dias (%(A Abs) en 30 dias)), de los resultados obtenidos se
puede apreciar que los tratamientos T3, T6 y T9 presentan valores de variacion de
absorbancias menores en comparacion a los demas tratamientos como se puede ver en
la figura 40 y el porcentaje de variacion de absorbancia de estos tratamientos es 7.22%,
23.58% y 17.75% respectivamente; por ello podemos mencionar que el tratamiento que
presento menor variacion es el T3 a una temperatura de 20 °C a pH de 5, en 30 dias

varié en 7.22%.

ANALISIS DE VARIANZA (ANOVA) DE LA VARIACION DE ABSORBANCIA (A Abs)

CON NIVEL DE SIGNIFICANCIA o =0.05

Cuadro 27: Analisis de varianza (ANOVA) de la variacién de absorbancia (A Abs) de
cada factor temperatura (T °C) y pH, para Berberis cummutata Eichler (Huancachu).

Fuente Suma de cuadrados | GL | Cuadrado Medio | Cociente-F | P-Valor

Efectos Principales

A:T(°C) 0.28874 2 0.14437 2.36 0.21
B: pH 0.50548 2 0.25274 4.14 0.106
Residuos 0.24441 4 0.0611

Total (Corregido) 1.03863 8

Fuente: Elaboracion propia

Interpretacion: El P-valor para temperatura (T °C) es mayor a 0.05 y el P-valor para
pH es mayor a 0.05, entonces no existe una diferencia estadisticamente significativo,
por lo tanto podemos decir que no influyen en la estabilidad de las antocianinas
presentes en el fruto Berberis cummutata Eichler (Huancachu), con un nivel del 95.0

% de confiabilidad.
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Figura 41: Efectos principales para la variacion de absorbancia (A Abs) de Berberis
cummutata Eichler (Huancachu).

Grafica de efectos principales para AAbs
Medias de datos

T (°C) pH

e
N
1

=
()]
1

o
o
1

o
H
1

Me Aa (? Absorbancia)
o
w
1

=
N
1

0.1

20 30 40 3 4 5

Fuente: Elaboracion propia

Interpretacion: A temperaturas mayores y pH menor, la variacién de la absorbancia
(A Abs) de las antocianinas de Berberis cummutata Eichler (Huancachu) es mayor,
por lo tanto podemos decir que a esas condiciones es inestable la antocianina presente

en dicho fruto, por la variacién que presenta.

ANALISIS DE VARIANZA (ANOVA) DE LA INTERACCION DE FACTORES CON

NIVEL DE SIGNIFICANCIA a =0.05

Cuadro 28: Andlisis de varianza (ANOVA) de la variacion de absorbancia (A Abs) de la
interaccion de los factores temperatura (T °C) y pH, para Berberis cummutata Eichler
(Huancachu).

it Suma de CLEs Promedio de los UL
las cuadrados de cuadrados F Probabilidad | critico
variaciones libertad para F
Entre grupos | 4700.425 2 2350.213 92918 | 5.01E-12 | 3.403
Dentrodelos | gy7039 | 24 25293
grupos
Total 5307.464 26

Fuente: Elaboracion propia
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Interpretacion: El P-valor de la interaccion de la temperatura (T °C) y pH es menora
0.05, entonces existe una diferencia estadisticamente significativo, por lo tanto podemos
decir que la interaccion de los dos factores si influyen en la estabilidad de las
antocianinas presentes en el fruto Berberis cummutata Eichler (Huancachu), con un

nivel del 95.0 % de confiabilidad.

Figura 42: Interaccién de los factores en la variacion de absorbancia (A Abs) de
Berberis cummutata Eichler (Huancachu).
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Fuente: Elaboracidn propia

Interpretacion: La menor variacién de la absorbancia (A Abs) que presenta las
antocianinas de Berberis cummutata Eichler (Huancachu) es a temperatura de 20 °C y
un pH de 5, por lo tanto podemos decir que a medida que la temperatura baja y el pH

sube, variacion sera minimo.
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3.3.3. RESULTADOS DE LA EVALUACION DE LA ESTABILIDAD DE ANTOCIANINA PRESENTE EN EL Berberis humbertiana J.F. Macbr

(CHEQCHE).
Cuadro 29: Resultados de la lectura de las absorbancia de Berberis humbertiana J.F. Macbr (Cheqche).
TRATAMIENTOS PARA Berberis humbertiana J.F. Macbr (CHEQCHE)
T1(20°C,3pH) | T2(20°C,4pH) | T3 (20°C,5pH) | T4 (30°C,3pH) | T5(30°C,4pH) | T6 (30°C,5pH) | T7 (40°C,3pH) | T8 (40°C,4pH) | T9 (40°C,5pH)
DIAS ["Abs-(PROM) | Abs-(PROM) | Abs-(PROM) | Abs-(PROM) | Abs-(PROM) | Abs-(PROM) | Abs-(PROM) | Abs-(PROM) | Abs-(PROM)
XS X+$S XS X+$S X+$S X+$S XS XS X+$S
1 |o74 % 0001|0764 * 0001|0667 ¥ 0003|0774 * 0001|0704 * 0001|0636 * 0002|0777 * 0002|0693 * 0002|0635 * 0002
3 |o73 * 0002|0724 * 0002|0637 * 0001|0762 * 0002|0662 * 0002|0612 * 0002|0774 * 0002|0613 ¥ 0002|0614 * 0002
5 |ort * 0001|0657 * 0002|0626 * 0002|0754 * 0001|0598 * 0001|0587 * 0002|0767 * 0002|055 * 0002|0507 * 0002
7 (o770 £ 0001|0562 * 0002|0623 * 0002|0742 * 0001|0544 T 0001|0564 * 0001|0766 * 0002|0466 * 0002|055 F 0001
9 |o768 * 0001|0524 * 0002|0597 * 0002|0744 * 0001|0487 * 0002|0514 * 0002|0764 * 0002|0387 * 0002|0514 * 0002
11 o767 * 0001|0514 * 0002|053 * 0002|0746 * 0001|0438 * 0002|0407 * 0001|0764 * 0002|036 * 0002|0408 * 0001
13 (0765 * 0001|0402 * 0002|054 * 0003|0741 * 0002|0367 * 0002|057 * 0002|0762 * 0001|0314 * 0002|0454 * 0002
15 | 0764 * 0001|0486 * 0001 [052 * 0002|0737 * 0002|0327 * 0002|0453 * 0002|0758 * 0002|0278 * 0001|0433 * 0002
17 0763 * 0001|0473 * 0002|0518 * 0002|0733 * 0002|0319 * 0004|0448 * 0002|0745 * 0002|0215 * 0002|0427 * 0002
19 o762 * 0001|0463 * 0002|0515 * 0002|0727 * 0002|0312 * 0003|0442 * 0002|0735 * 0002|0198 * 0002|0414 * 0001
21 | 0761 £ 0002|0458 * 0002|0509 * 0002|0724 * 0001|0206 * 0002|0437 * 0002|0724 * 0002|0164 * 0002|0408 * 0002
23 o761 T 0001|0454 * 0003|0503 * 0002|0722 * 00020277 * 0002|0428 T 0003|0714 * 0002|0156 * 0002|0397 * 0002
25 | 0758 * 0001|0437 * 0003|0498 * 0002|0718 £ 0001|0273 * 0002|0423 * 0001|0687 * 0003|0144 * 0002|0373 * 0002
27 | 0757 £ 0001|0446 * 0004 | 0497 * 0001|0716 * 0002|0266 * 0002|0418 * 0002|0677 * 0002|0137 * 0002|0368 * 0001
20 | 0756 * 0001|0437 * 0002|0487 * 0002|0714 * 0003|0254 * 0002|0415 * 0002|0675 * 0002|0123 * 0002|0354 * 0002
30 | o754 * 0001 ] 0432 * 0002 [o0485 * 0003) 0702 * 0001|0241 * 0001|0413 * 0001|0673 * 0002|0104 * 0002 0345 * 0002

X: Promedio de 3 repeticiones
Fuente: Elaboracion propia

S: Desviacion estandar
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Cuadro 30: Resultados del célculo de la variacion de absorbancia (A Abs) y el
porcentaje de la variacion de la absorbancia en 30 dias de Berberis humbertiana J.F.
Macbr (Cheqche).

TRATAMIENTOS | T (°C) pH A Abs %(A Abs) en 30 dias
T 20 3 0.020 2.58
T2 20 4 0.332 43.41
T3 20 5 0.182 27.24
T4 30 3 0.072 9.30
T5 30 4 0.463 65.77
T6 30 5 0.223 35.06
T7 40 3 0.105 13.46
T8 40 4 0.589 85.03
T9 40 5 0.289 4559

Fuente: Elaboracion propia

Figura 43: Comparacion de la media de las absorbancias (nm) de los 30 dias de
tratamientos de Berberis humbertiana J.F. Macbr (Cheqche).
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Fuente: Elaboracion propia

Interpretacion: En el cuadro 29 se muestran las absorbancias obtenidas desde el dia 1
hasta el dia 30 para cada tratamiento, en el cuadro 30 se muestran el calculo de la
variacion de absorbancias (A Abs) del dia 1 al dia 30, para calcular se utilizo la siguiente

ecuacion: A Abs= Absia 1-Absadia 30, también se calculo el porcentaje de la variacion de
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la absorbancia en 30 dias (%(A Abs) en 30 dias)), de los resultados obtenidos se
puede apreciar que los tratamientos T1, T4 y T7 presentan valores de variacion de
absorbancias menores en comparacion a los demas tratamientos como se puede ver en
|la figura 43 y el porcentaje de variacion de absorbancia de estos tratamientos es 2.58%,
9.30% y 13.46% respectivamente; por ello podemos mencionar que el tratamiento que
presento menor variacion es el T1 a una temperatura de 20 °C a pH de 3, en 30 dias

varié en 2.58%.

ANALISIS DE VARIANZA (ANOVA) DE LA VARIACION DE ABSORBANCIA (A Abs)
CON NIVEL DE SIGNIFICANCIA o =0.05

Cuadro 31: Analisis de varianza (ANOVA) de la variacién de absorbancia (A Abs) de
cada factor temperatura (T °C) y pH, para Berberis humbertiana J.F. Macbr (Cheqche).

Fuente: Fuente: Elaboracion propia

Fuente Suma de cuadrados | GL | Cuadrado Medio | Cociente-F | P-Valor
Efectos Principales
A:T(°C) 0.0337 2 0.01685 7.52 0.044
B: pH 0.236883 2 0.118442 52.87 0.001
Residuos 0.008962 4 0.00224
Total (Corregido) 0.279545 8

Interpretacion: El P-valor para temperatura (T °C) es menor a 0.05 y el P-valor para
pH es menor a 0.05, entonces existe una diferencia estadisticamente significativo, por lo
tanto podemos decir que influyen en la estabilidad de las antocianinas presentes en el
95.0 % de

fruto Berberis humbertiana J.F. Macbr (Cheqche), con un nivel del

confiabilidad.
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Figura 44: Efectos principales para la variacion de absorbancia (A Abs) de Berberis
humbertiana J.F. Macbr (Cheqche).
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Fuente: Elaboracidn propia

Interpretacion: A temperaturas mayores y pH mayor, la variacion de la absorbancia
(A Abs) de las antocianinas de Berberis humbertiana J.F. Macbr (Cheqche) es mayor,
por lo tanto podemos decir que a esas condiciones es inestable la antocianina presente

en dicho fruto, por la variacidén que presenta.

ANALISIS DE VARIANZA (ANOVA) DE LA INTERACCION DE FACTORES CON
NIVEL DE SIGNIFICANCIA a =0.05
Cuadro 32: Andlisis de varianza (ANOVA) de la variacion de absorbancia (A Abs) de la

interaccion de los factores temperatura (T °C) y pH, para Berberis humbertiana J.F.
Macbr (Cheqche).

Origen de , Valor
s | Sumade | Gradosde | Promediode || prbatiaad| aric

variaciones para F

Entre grupos | 4724.832 2 2362.416 93.518 | 4.68E-12 3.403

Bg”;:ﬁpdoes 606280 | 24 25.262

Total 5331.111 26

Fuente: Elaboracion propia
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Interpretacion: El P-valor de la interaccion de la temperatura (T °C) y pH es menora
0.05, entonces existe una diferencia estadisticamente significativo, por lo tanto podemos
decir que la interaccion de los dos factores si influyen en la estabilidad de las
antocianinas presentes en el fruto Berberis humbertiana J.F. Macbr (Cheqche), con un

nivel del 95.0 % de confiabilidad.

Figura 45: Interaccién de los factores en la variacion de absorbancia (A Abs) de
Berberis humbertiana J.F. Macbr (Cheqche).
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Fuente: Elaboracién propia

Interpretacion: La menor variacién de la absorbancia (A Abs) que presenta las
antocianinas de Berberis humbertiana J.F. Macbr (Cheqche) es a temperatura de 20
°C y un pH de 3, por lo tanto podemos decir que a medida que la temperatura y el pH

baja, variacion sera minimo.
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3.3.4. RESULTADOS DE LA EVALUACION DE LA ESTABILIDAD DE ANTOCIANINA PRESENTE EN EL Vaccinium floribundum Kunth

(ALAYBILI).
Cuadro 33: Resultados de la lectura de las absorbancia de Vaccinium floribundum Kunth (Alaybili).
TRATAMIENTOS PARA Vaccinium floribundum Kunth (ALAYBILI)
| T1(20°C,3pH) | T2(20°C,4pH) | T3 (20°C,5pH) | T4 (30°C,3pH) | T5(30°C,4pH) | T6 (30°C,5pH) | T7(40°C,3pH) | T8(40°C,4pH) | T9 (40°C,5pH)
DIAS ["Abs-(PROM) | Abs-(PROM) | Abs-(PROM) | Abs-(PROM) | Abs-(PROM) | Abs-(PROM) | Abs-(PROM) Abs-(PROM) | Abs-(PROM)
XS XS X+$S X+$S XS X+$S XS XS X+$S

1 |o0805 * 0001|0706 * 0002|0394 * 0002|0977 * 0001|0678 * 0002|0378 * 0002 | 0843 = 0002|0693 * 0002 | 0367 * 0002
3 |o7s5 £ 0001|0685 * 00020384 * 0001|084 * 0003|0662 * 00020373 * 0003| 0754 * 0003|0648 * 0001 [ 0364 * 0.002
5 0635 * 0003|0677 * 00030375 * 0002|0656 * 0002|0645 * 0002|0367 * 0003 | 0673 * 0002|0627 * 0002 [ 0354 * 0002
7 |os76 T 0002|0656 * 0002|0368 * 0001|0572 ¥ 0001|0625 * 0002|0365 * 0003 | 0545 F 0003|0597 * 0002 | 0344 * 0.003
9 |0524 £ 0001|0628 * 00010363 ¥ 0002|0502 * 0002|0604 * 00030364 * 0003 | 0452 * 0002|0578 * 0002 [ 0337 * 0003
11 [0478 * 0002|0614 * 0002|0357 * 0001|0457 * 0001|0586 * 0002|0363 ¥ 0002 | 0337 * 0002|0558 * 0002|035 * 0003
13 [0375 * 0002 | 0587 * 0002 | 0346 * 0001 | 0405 * 0002 [ 0543 * 0002|0362 * 0001 | 0254 * 0002|0543 * 0002|0326 * 0002
15 [0316 * 0005|0565 * 00020343 * 0001|0377 ¥ 0002|0516 * 0004|0357 * 0002 | 0148 * 0002|0532 * 0002|0324 * 0001
17 [0312 * 0001|0556 * 0002|0338 * 0002|035 * 0001|0512 ¥ 0002|0352 * 0004 | 0143 * 0002|0529 * 0002|0321 * 0002
19 [0296 * 0002|0546 * 0001|0337 * 0001|0314 * 0003|0504 * 0002|0347 £ 0002 0138 * 0002|0521 * 0003|0319 * 0002
21 0265 * 0002|0537 * 0002|0331 * 0002|0278 * 0002|0497 * 0002|0342 * 0002 | 0133 = 0002|0515 * 0003 | 0317 * 0002
23 |0255 * 0002 |05% * 0001|0327 * 00020227 * 00020485 ¥ 00030337 ¥ 0002 0129 * o0003[ 053 * 0002|0315 * 0002
25 0216 * 0002|0533 * 0002|032 * 0002|0219 * 0003|0483 * 0002|035 * 0001 | 0127 £ 0008|0498 * 0002|0312 * 0002
27 |019 * 0002|0528 * 0001|0318 * 0002|0215 * 0002|0478 * 0002|032 * 0002 | 0120 £ 0001|0494 * 0002 | 0307 * 0002
20 |0168 * 0002|0527 * 0001|0314 * 0003|0195 * 0002|0471 * 0003|0328 * 0001 | 0115 = 0001|0476 * 0002 | 0305 * 0002
30 0158 = 00020526 * 0001|0305 * 0002|0183 * 0001|0468 * 0002|0328 * 0001 | 0112 = 0001|0468 = 0001 | 0302 * 0.001

X: Promedio de 3 repeticiones
Fuente: Elaboracién propia

S: Desviacion estandar
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Cuadro 34: Resultados del célculo de la variacion de absorbancia (A Abs) y el
porcentaje de la variacion de la absorbancia en 30 dias de Vaccinium floribundum
Kunth (Alaybili).

TRATAMIENTOS | T (°C) pH A Abs %(A Abs) en 30 dias
T1 20 3 0.647 80.37
T2 20 4 0.180 25.46
T3 20 5 0.089 22.65
T4 30 3 0.794 81.27
T5 30 4 0.210 30.99
T6 30 5 0.050 13.15
T7 40 3 0.731 86.71
T8 40 4 0.225 32.44
T9 40 5 0.065 17.79

Fuente: Elaboracion propia

Figura 46: Comparacion de la media de las absorbancias (nm) de los 30 dias de
tratamientos de Vaccinium floribundum Kunth (Alaybili).
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Fuente: Elaboracion propia

Interpretacion: En el cuadro 33 se muestran las absorbancias obtenidas desde el dia 1
hasta el dia 30 para cada tratamiento, en el cuadro 34 se muestran el calculo de la
variacion de absorbancias (A Abs) del dia 1 al dia 30, para calcular se utilizo la siguiente

ecuacion: A Abs= Absia 1-Absadia 30, también se calculo el porcentaje de la variacion de
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la absorbancia en 30 dias (%(A Abs) en 30 dias)), de los resultados obtenidos se
puede apreciar que los tratamientos T3, T6 y T9 presentan valores de variacion de
absorbancias menores en comparacion a los demas tratamientos como se puede ver en
la figura 46 y el porcentaje de variacion de absorbancia de estos tratamientos es
22.65%, 13.15% y 17.79% respectivamente; por ello podemos mencionar que el
tratamiento que presento menor variacién es el T6 a una temperatura de 30 °C a pH de

5, en 30 dias vario en 13.15%.

ANALISIS DE VARIANZA (ANOVA) DE LA VARIACION DE ABSORBANCIA (A Abs)
CON NIVEL DE SIGNIFICANCIA o =0.05

Cuadro 35: Analisis de varianza (ANOVA) de la variacién de absorbancia (A Abs) de
cada factor temperatura (T °C) y pH, para Vaccinium floribundum Kunth (Alaybili).

Fuente Suma de cuadrados | GL | Cuadrado Medio | Cociente-F | P-Valor

Efectos Principales

A:T(°C) 0.00345 2 0.00172 0.74 0.531
B: pH 0.71846 2 0.35923 154.83 0
Residuos 0.00928 4 0.00232

Total (Corregido) 0.73119 8

Fuente: Elaboracion propia

Interpretacion: El P-valor para temperatura (T °C) es mayor a 0.05, entonces no
existe una diferencia estadisticamente significativo, sin embargo el P-valor
correspondiente al pH es menor a 0.05, entonces existe una diferencia estadisticamente
significativo, por lo tanto podemos decir que la temperatura (T °C) no influyen en la
estabilidad de las antocianinas presentes en el fruto Vaccinium floribundum Kunth
(Alaybili), pero si influye significativamente pH en la estabilidad de las antocianinas

presentes en el fruto, con un nivel del 95.0 % de confiabilidad.
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Figura 47: Efectos principales para la variacion de absorbancia (A Abs) de Vaccinium
floribundum Kunth (Alaybili).
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Fuente: Elaboracion propia

Interpretacion: A temperaturas mayores y pH mayor, la variacion de la absorbancia
(A Abs) de las antocianinas de Vaccinium floribundum Kunth (Alaybili) es mayor, por
lo tanto podemos decir que a esas condiciones es inestable la antocianina presente en

dicho fruto, por la variacion que presenta.

ANALISIS DE VARIANZA (ANOVA) DE LA INTERACCION DE FACTORES CON
NIVEL DE SIGNIFICANCIA a =0.05
Cuadro 36: Andlisis de varianza (ANOVA) de la variacion de absorbancia (A Abs) de la

interaccion de los factores temperatura (T °C) y pH, para Vaccinium floribundum Kunth
(Alaybili).

Origen de ; Valor
las Sumade | Gradosde | Promediode | o g piiieal erico
s cuadrados | libertad | los cuadrados

variaciones para F

Entre grupos | 4708.874 2 2354.437 93.133 4.89E-12 3.403

Dentrodelos | - gng 734 24 25.280

grupos

Total 5315.605 26

Fuente: Elaboracion propia
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Interpretacion: El P-valor de la interaccion de la temperatura (T °C) y pH es menora
0.05, entonces existe una diferencia estadisticamente significativo, por lo tanto podemos
decir que la interaccion de los dos factores si influyen en la estabilidad de las
antocianinas presentes en el fruto Vaccinium floribundum Kunth (Alaybili), con un
nivel del 95.0 % de confiabilidad.

Figura 48: Interaccién de los factores en la variacion de absorbancia (A Abs) de
Vaccinium floribundum Kunth (Alaybili).
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Fuente: Elaboracion propia

Interpretacion: La menor variacion de la absorbancia (A Abs) que presenta las
antocianinas de Vaccinium floribundum Kunth (Alaybili) es a temperatura de 30 °C y
un pH de 5, por lo tanto podemos decir que a medida que la temperatura sube vy el pH

sube, variacion sera minimo.
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41.

IV.  DISCUSION DE RESULTADOS

DISCUSION DE RESULTADOS DE LA IDENTIFICACION DE LAS ANTOCIANIDINAS
POR CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA RESOLUCION (HPLC).

Se identifico a las antocianidinas que tenian patrones para realizar la comparacion, los
tiempos de retencion y los porcentajes de las antocianidinas estan relacionados con la
polaridad que presenta cada antocianidina con la columna que es la fase estacionaria, la
fase movil permite hacer la separaciéon de los compuestos de la muestra, también la
fase movil evita que se quede el compuesto en la columna, ésta es el mecanismo que
ocurre durante el andlisis de la muestra en el HPLC, previo al analisis de la muestra con
el HPLC se realizé la hidrdlisis acida a la muestra con la finalidad de eliminar el azicar
de la estructura de la antocianina, por lo tanto se reduce la polaridad de la molecula,
volviéndola mas compatible con la fase estacionaria (columna), de modo que la elucién
con la fase mévil tarda mas tiempo. (Strack y Wray, 1989).

Se identificaron las antocianidinas y sus respectivos porcentajes por HPLC, en el fruto de
Hesperomeles escalloniifolia Schitdl (Capachu), la delfinidina 15.6670 %, cianidina
7.1910 %, petunidina 11.9153 %, peonidina 3.6915 % y malvidina 7.8487 %, en
Berberis cummutata Eichler (Huancachu) se identific una sola antocianidina cianidina
74.0942 %, en Berberis humbertiana J.F. Macbr (Cheqche), la delfinidina 25.1358 %,,
cianidina 14.5984 %, petunidina 14.6663 %, peonidina 1.9088 % y malvidina 14.8219
%) y en Vaccinium floribundum Kunth (Alaybili) se identificé una sola antocianidina
cianidina 87.8791 %).

Peguero, (2007). Identifico 5 antocianidinas (pelargonidicas, cianidicas, petunidicas,
malvinidicas y peonidicas) en frejol rojo (Phaseolus vulgaris L) en las variedades seda

y dorado, si comparamos este resultado con el resultado obtenido en la presente
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invstigacion, los cuatro frutos no presentan la antocianidina pelargonidina, por lo tanto
esta antocianidina si se encuentra en frejol variedad seda como también en fresa.
Cuevas, et al., (2008). Realizd el analisis y caracterizacion de antocianinas en diferentes
variedades de maiz (Zea mays) donde encontrd las antocianinas mayoritarias
identificadas en los granos de maiz de las variedades estudiadas fueron la cianidina-3-
glucésido y la cianidina-3- (6"malonil)-glucésido respectivamente, sin embargo en los
cuatro frutos investigados se encuentra esta antocianidina al igual que en el maiz, pero
esta antocianidina se encuentra en mayor porcentaje en los frutos de Vaccinium
floribundum Kunth (Alaybili) en un 87.8791 % del total de la antocianidina presente vy
en Berberis cummutata Eichler (Huancachu) en un 74.0942 % del total de la
antocianidina presente en dicho fruto.

Aguilera, (2009). Por medio de HPLC separ6 e identific la cianidina como Unica
antocianina presente en el higo, en esta investigacion los cuatro frutos presentan la
cianidina, pero esta antocianidina se encuentra en mayor porcentaje en los frutos de
Vaccinium floribundum Kunth (Alaybili) y Berberis cummutata Eichler (Huancachu)
en porcentajes 87.8791 y 74.0942 % respectivamente, pero sin embargo aun existen
antocianidinas no identificadas en estos frutos, si comparamos con la antocianidina
presente en fruto de higo con los frutos estudiados, dichos frutos lo superan.

Del Carpio, (2009). Realiz6 la caracterizacién de las antocianinas de los frutos de
Berberis boliviana Lechler y analizo por HPLC-PDA (Cromatografia Liquida de Alta
Resolucién, con detector con arreglo de fotodiodos) de la muestra hidrolizada mostré la
presencia de 5 aglicones: delfinidina, cianidina, petunidina, peonidina y malvidina, las
cuales fueron identificadas por comparacion de los picos del cromatograma obtenido al

correr simultdneamente una muestra del pigmento de los frutos de uva (Vitis vinifera).
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El andlisis por HPLC - espectrometria de masas Tandem, confirmo la presencia de 10
picos y los pesos moleculares permitieron conocer las antocianinas presentes en
Berberis boliviana Lechler, las cuales son: delfinidina-3-glucosido, delfinidina-3-
rutinosido,  cianidina-3-glucosido,  cianidina-3-rutinosido,  petunidina-3-glucosido,
petunidina-3-rutinosido, peonidina-3-glucosido, peonidina-3-rutinosido, malvidina-3-
glucosido y malvidina-3-rutinosido y la petunidina-3-glucosido fue identificada como el

principal pigmento, en una concentracion de 24,43%.

Las antocianidinas identificadas en los frutos de Hesperomeles escalloniifolia Schitdl
(Capachu), fue la delfinidina 15.6670 %, cianidina 7.1910 %, petunidina 11.9153 %,
peonidina 3.6915 % y malvidina 7.8487 % y Berberis humbertiana J.F. Macbr
(Cheqche), la delfinidina 25.1358 %, cianidina 14.5984 %, petunidina 14.6663 %,
peonidina 1.9088 % y malvidina 14.8219 %), realizado la comparacién de estos dos
frutos con el de Berberis boliviana Lechler presentan las mismas antocianidinas con la
diferencia de los porcentajes de cada una de las antocianidinas, es asi que en Berberis
boliviana Lechler la antocianidina predominante es la petunidina-3-glucosido y se
encuenra en 24.43% mientras en Berberis humbertiana J.F. Macbr (Cheqche) es la
delfinidina y se encuentra en 25.1358 %.

Teves, et al., (2011). Identificaron las antocianidinas por HPLC y por comparacion con
los cromatogramas de los patrones de referencia de las especies Vitis vinifera (Uva) y
Fragaria vesca (Fresa) son: Monnina salcifolia R. & P. (Aceitunilla): delfinidina y
cianidina, Muehlenbeckia volcanica (Benth.) Endl. (Mullak’a): cianidina, Prunus
serdtina (Capuli): cianidina, sin embargo en las cuatro especies investigados se
identificaron las antocianidinas que existen en estas tres especies, en Hesperomeles

escalloniifolia Schitdl (Capachu) y Berberis humbertiana J.F. Macbr (Cheqche) se
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4.2,

identifico delfinidina, cianidina, petunidina, peonidina y malvidina, mientras en Berberis
cummutata Eichler (Huancachu) y Vaccinium floribundum Kunth (Alaybili) se
identifico la cianidina, por lo tanto se asemeja con las especies Muehlenbeckia

volcanica (Benth.) Endl. (Mullak’a): cianidina, Prunus serédtina (Capuli): cianidina.

DISCUSION DE RESULTADOS DE LA CUANTIFICACION DEL TOTAL DE
ANTOCIANINAS MEDIANTE EL METODO DEL pH DIFERENCIAL.

El contenido de antocianinas en los frutos evaluados varia de acuerdo a la especie
vegetal en fruto seco sin semillas de Hesperomeles escalloniifolia Schitdl (Capachu)
tiene un contenido total de antocianinas de 2026.201 mg/100 g, en el fruto seco sin
semillas de Berberis cummutata Eichler (Huancachu) tiene un contenido total de
antocianinas de 1271.809 mg/100 g, en el fruto seco con semillas de Berberis
humbertiana J.F. Macbr (Cheqche) tiene un contenido total de antocianinas de
2306.297 mg/100 g, en el fruto seco con semillas de Vaccinium floribundum Kunth
(Alaybili) tiene un contenido total de antocianinas que es de 319.170 mg/100 g.
Comparado el contenido de antocianinas en los cuatro especies la que presenta mayor
contenido es Berberis humbertiana J.F. Macbr (Cheqche) con 2306.297 mg/100 g
seguido por Hesperomeles escalloniifolia Schitdl (Capachu) con 2026.201 mg/100 g,
Berberis cummutata Eichler (Huancachu) con 1271.809 mg/100 g y finalmente por
Vaccinium floribundum Kunth (Alaybili) con 319.170 mg/100 g.

Los frutos maduros de cada planta estudiada presentan diferentes coloraciones e
intensidades de color lo cual esta relacionado con la cantidad de antocianinas
(pegmentos responsables del color de los frutos) determinadas para cada una de ellas,

teniendoce para los frutos de  Berberis humbertiana J.F. Macbr (Cheqche),
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Hesperomeles escalloniifolia Schitdl (Capachu) y Berberis cummutata Eichler
(Huancachu) un color morado intenso tanto para la capa epidérmica como la pulpa, para
el fruto de Vaccinium floribundum Kunth (Alaybili) un color rojo oscuro solo en la capa
epidérmica, estas caracteristicas influyen en el contenido de antocianinas, por lo tanto
podemos concluir en lo siguiente aquellos frutos que tienen una coloracion morado
intenso, rojo intenso presentan mayor contenido de antocianinas.

Segln los resultados encontrados, podemos inferir que las especies Berberis
humbertiana J.F. Macbr (Cheqche), Hesperomeles escalloniifolia Schitdl (Capachu)
son una de las especies promisorias de los cuatro estudiados en esta investigacion,
pues tienen un contenido de antocianinas de 2306.297 mg/100 g y 2026.201 mg/100 g
respectivamente, si comparamos con algunas otras fuentes ricas en antocianinas como
arandanos (Vaccinium myrtillus) que es una fuente de antocianinas muy conocida y
con un alto contenido de antocianinas que varia entre 300 — 320 mg/100 g de fruto
también el sauco (Sambucus nigra) que tiene 450 mg/100 g de fruto (Wrolstad, 2002),
los cuatro frutos estudiados superan, por lo tanto podemos decir que estos frutos tienen
alto contenido de antocianinas.

Vélez, et al., (2008). Cuantifico el contenido de antocianinas en el maiz morado (Zea
mays L.) y obtuvo una concentracion 219. 1250 mg/ mL, Aguilera, (2009). Utilizando la
misma metodologia cuantifico el contenido de antocianinas de higo morado (Ficus
carica) que fue 162 mg/ 100 g de tejido epidermal, Pastrana, et al., (2009). Cuantificé
el contenido de antocianinas en la uva mascadinas por cromatografia y espectrometria
de masas que fue de 75 mg/100g de fruta fresca en las uvas purpuras, Leyva, (2009).
Cuantificd el contenido de antocianinas en mora (Rubus spp) que fue 183.63 mg de

cianidina 3-glucésido/100 g de fruto fresco, Del Carpio, (2009). Cuantifico el
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4.3.

contenido de antocianinas en Berberis boliviana Lechler con la misma metodologia
que es 7 g/100 g en el tejido separado de las semillas del fruto seco, si comparamos
con la cuantificacién de los frutos estudiados existe una diferencia muy grande, sin
embargo en la cuantificacién de antocianinas de Berberis boliviana Lechler se utiliz6
para dicho andlisis fruto seco sin semillas mientras que para Berberis humbertiana J.F.
Macbr (Cheqche) se utilizé frutos con semillas esta es la que hace que exista una
diferencia grande debido aque este fruto tien mas semilla en comparacién a la pulpa o el
tejido epidermal donde se encuentra las antocianinas, Juli, et al., (2011). Cuantificé el
contenido de antocianinas en dos clones de papas nativas pulpa azul y roja (80.44
mg/100 g) y (16.83 mg/100 g) respectivamente, Teves, et al., (2011). Cuantificé el
contenido de antocianinas en Muehlenbeckia volcanica (Benth.) Endl. (Mullak’a) 2000
mg/100 g en frutos secos, para Monnina salcifolia R. & P. (Aceitunilla) 100 mg/ 100 g
en frutos secos y para Prunus serétina (Capuli) 0.0878 mg/100 g en frutos secos.

Comparados el contenido de antocianinas de las especies ya estudiadas el Berberis
humbertiana J.F. Macbr (Cheqche) y Hesperomeles escalloniifolia Schitdl (Capachu)

superan en contenido de antocianinas presentes sus frutos.

DISCUSION DE RESULTADOS DE LA EVALUACION DE LA ESTABILIDAD DE
ANTOCIANINAS PRESENTES EN LOS FRUTOS Hesperomeles escalloniifolia
Schitdl (CAPACHU), Berberis cummutata Eichler (HUANCACHU), Berberis

humbertiana J.F. Macbr (CHEQCHE) Y Vaccinium floribundum Kunth (ALAYBILI).

Resultados obtenidos de la evaluacién de la estabilidad de las antocianinas presentes en

Hesperomeles escalloniifolia Schitdl (Capachu), después de evaluar la estabilidad
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durante 30 dias se encontré tratamientos como T1, T4 y T7 que presentan valores de
variacion de absorbancias menores en comparacion a los demas tratamientos y el
porcentaje de variacion de absorbancia de estos tratamientos es 4.53%, 13.53% vy
10.98% respectivamente; por ello podemos mencionar que el tratamiento que presento
menor variacion es el T1 a una temperatura de 20 °C a pH de 3, en 30 dias varié en
4.53%.

Segun el analisis de varianza los valores de P-valor es superior a 0.05 para los dos
factores esto nos indica que la temperatura a 20, 30 y 40 °C y el pHa 3; 4 y 5 no
influyen en la estabilidad de la antocianina presente en el fruto Hesperomeles
escalloniifolia Schitdl (Capachu), evaluado los efectos principales para la variacion de
absorbancia (A Abs) nos indica que a temperaturas mayores y pH mayor, la variacion
de la absorbancia (A Abs) de las antocianinas de Hesperomeles escalloniifolia
Schitdl (Capachu) es mayor, por lo tanto podemos decir que a esas condiciones €s
inestable la antocianina presente en dicho fruto, por la variacion que presenta, sin
embargo el P-valor de la interaccion de la temperatura (T °C) y pH es menor a 0.05,
entonces existe una diferencia estadisticamente significativo, por lo tanto podemos decir
que la interaccién de los dos factores si influyen en la estabilidad de las antocianinas
presentes en el fruto Hesperomeles escalloniifolia Schitdl (Capachu), con un nivel del

95.0 % de confiabilidad.

Resultados obtenidos de la evaluacién de la estabilidad de las antocianinas presentes en
Berberis cummutata Eichler (Huancachu), después de evaluar la estabilidad durante 30
dias se encontrd tratamientos T3, T6 y T9 presentan valores de variacion de

absorbancias menores en comparacion a los demas tratamientos y el porcentaje de

116



variacidn de absorbancia de estos tratamientos es 7.22%, 23.58% y 17.75%
respectivamente; por ello podemos mencionar que el tratamiento que presento menor
variacion es el T3 a una temperatura de 20 °C a pH de 5, en 30 dias vari6 en 7.22%.

Segun el analisis de varianza los valores de P-valor es superior a 0.05 para los dos
factores esto nos indica que la temperatura a 20, 30 y 40 °Cy el pHa 3; 4 y 5 no
influyen en la estabilidad de la antocianina presente en el fruto Berberis cummutata
Eichler (Huancachu), evaluado los efectos principales para la variacion de absorbancia
(A Abs) nos indica que a temperaturas mayores y pH menor, la variacion de la
absorbancia (A Abs) de las antocianinas de Berberis cummutata Eichler (Huancachu)
es mayor, por lo tanto podemos decir que a esas condiciones es inestable la antocianina
presente en dicho fruto, por la variacion que presenta, sin embargo el P-valor de la
interaccion de la temperatura (T °C) y pH es menor a 0.05, entonces existe una
diferencia estadisticamente significativo, por lo tanto podemos decir que la interaccién de
los dos factores si influyen en la estabilidad de las antocianinas presentes en el fruto
Berberis cummutata Eichler (Huancachu), con un nivel del 95.0 % de confiabilidad.

Resultados obtenidos de la evaluacion de la estabilidad de las antocianinas presentes en
Berberis humbertiana J.F. Macbr (Cheqche), después de evaluar la estabilidad durante
30 dias se encontro tratamientos T1, T4 y T7 presentan valores de variacién de
absorbancias menores en comparacion a los demas tratamientos y el porcentaje de
variacién de absorbancia de estos tratamientos es 2.58%, 9.30% y 13.46%
respectivamente; por ello podemos mencionar que el tratamiento que presento menor
variacion es el T1 a una temperatura de 20 °C a pH de 3, en 30 dias vari6 en 2.58%.
Segun el andlisis de varianza los valores de P-valor es inferior a 0.05 para los dos

factores esto nos indica que la temperatura a 20, 30 y 40 °C y el pH a 3; 4 y 5 influyen
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en la estabilidad de la antocianina presente en el fruto Berberis humbertiana J.F.
Macbr (Cheqche), evaluado los efectos principales para la variaciéon de absorbancia (A
Abs) nos indica que a temperaturas mayores y pH mayor, la variacion de la
absorbancia (A Abs) de las antocianinas de Berberis humbertiana J.F. Macbr
(Cheqgche) es mayor, por lo tanto podemos decir que a esas condiciones es inestable la
antocianina presente en dicho fruto, por la variaciéon que presenta, sin embargo el P-
valor de la interaccion de la temperatura (T °C) y pH es menor a 0.05, entonces existe
una diferencia estadisticamente significativo, por lo tanto podemos decir que la
interaccidn de los dos factores si influyen en la estabilidad de las antocianinas presentes
en el fruto Berberis humbertiana J.F. Macbr (Cheqche), con un nivel del 95.0 % de
confiabilidad.

Resultados obtenidos de la evaluacion de la estabilidad de las antocianinas presentes en
Vaccinium floribundum Kunth (Alaybili), después de evaluar la estabilidad durante 30
dias se encontrd tratamientos T3, T6 y T9 presentan valores de variacion de
absorbancias menores en comparacion a los demas tratamientos y el porcentaje de
variacién de absorbancia de estos tratamientos es 22.65%, 13.15% y 17.79%
respectivamente; por ello podemos mencionar que el tratamiento que presento menor
variacion es el  T6 a una temperatura de 30 °C a pH de 5, en 30 dias varié en 13.15%.
Segun el analisis de varianza los valores de P-valor es superior a 0.05 para temperatura
a 20, 30 y 40 °C, entonces no existe una diferencia estadisticamente significativo, sin
embargo el P-valor correspondiente al pH es menor a 0.05, entonces existe una
diferencia estadisticamente significativo, por lo tanto podemos decir que la temperatura
(T °C) no influyen en la estabilidad de las antocianinas presentes en el fruto  Vaccinium

floribundum Kunth (Alaybili), pero si influye significativamente pH en la estabilidad de
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las antocianinas presentes en el fruto, evaluado los efectos principales para la variacion
de absorbancia (A Abs) nos indica que a temperaturas mayores y pH mayor, la
variacién de la absorbancia (A Abs) de las antocianinas de Vaccinium floribundum
Kunth (Alaybili) es mayor, por lo tanto podemos decir que a esas condiciones es
inestable la antocianina presente en dicho fruto, por la variacidn que presenta, sin
embargo el P-valor de la interaccion de la temperatura (T °C) y pH es menor a 0.05,
entonces existe una diferencia estadisticamente significativo, por lo tanto podemos decir
que la interaccién de los dos factores si influyen en la estabilidad de las antocianinas
presentes en el fruto Vaccinium floribundum Kunth (Alaybili), con un nivel del 95.0 %

de confiabilidad.

Fuentes, (2005). Evalué la estabilidad de las antocianinas en los frutos de Prunus
capuli Cav. (Cereza), Rubus urticaefolius Poir. (Mora) y Sambucus canadensis L.
(Sauco) y compara con el colorante artificial rojo N° 2 y reporta que las antocianinas en
los frutos de Cereza a pH 4 y 5, Mora pH 5 y Sauco pH 5, presentan las caracteristicas
para ser utilizados como alternativas naturales del colorante artificial rojo N° 2.
Aguilera, (2009). Evalué la estabilidad de las antocianinas de higo morado (Ficus
carica) y se demostrd que la mayor estabilidad de antocianinas extraidas de higo
Mission se presenta a un pH de 3.0 a 4 °C y en oscuridad, conservandose durante 14
dias. Valle, et al., (2011). Evalué la estabilidad de las antocianinas de zanahoria
purpura (Daucus carota) durante almacenamiento a 3 diferentes temperaturas;
Ambiente, 5 °C y 10 °C. Por un periodo de almacenamiento de 11 dias y el mejor
resultado fue a temperatura de 5 °C la que conservd mejor las Antocianinas (97.03%).

Martinez, et al., (2011). Evalu6 la estabilidad de las antocianinas de Jugo y
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Concentrado de Agraz (Vaccinium meridionale Sw) la degradacion de las
antocianinas fue mayor para el jugo que para el concentrado. Una disminucién
significante en la estabilidad de las antocianinas del concentrado se observd a pH
cercano a 5. Almeida, (2012). Evalu¢ la estabilidad la antocianina de maiz negro (Zea
mays L.) y menciona que son sensibles a la temperatura y el pH, se determind que el
extracto colorante de las antocianinas del maiz negro permanece estable a rangos de pH
2-6, y a temperatura de 10 °C - 50 °C y el tiempo de vida util del extracto solido de las
corontas de maiz negro es de 60 dias.

La interaccion de los dos factores temperatura (T °C) y pH influyen en la estabilidad de
las antocianinas presentes en los 4 frutos, sin embargo realizo el anélisis para cada
factor en algunos frutos no influyen, se debe aque los frutos se difieren en tipo de
antocinanidinas que presentan, comparados el Berberis humbertiana J.F. Macbr
(Cheqche) y Hesperomeles escalloniifolia Schitdl (Capachu) presentan las mismas
antocianidinas pero diferentes proporciones y presentan una estabilidad mejor a
temperaturas menores y a pH menor, sin embargo los frutos de Vaccinium floribundum
Kunth (Alaybili) y Berberis cummutata Eichler (Huancachu) la estabilidad es mejor a
pH: 4 y 5 y temperaturas menores, estos frutos presentan una sola antocianidina
(cianidina), por lo tanto podemos mencionar que el tipo de antocianidina en el fruto
influye en las condiciones de la estabilidad.

Estudios realizados a diferentes valores de pH muestran que a pH bajo la antocianina
esta predominantemente en forma de catién flavilio, de manera que al disminuir el pH
aumenta la concentraciéon del catién flavilio por lo que el co-pigmento interacciona
directamente con éste, este efecto brindard mayor estabilidad y capacidad a la

antocianina de actuar como colorante, ya que como se indicé a pH 3 habra mayor
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proporcion de cation flavilio que a pH 5 y en consecuencia se espera que sea mas
estable la solucion a pH 3 y que aumente el poder de tincion del colorante debido al
efecto hipercromico. Esto se observd claramente en el caso de las soluciones
preparadas con el extracto de Berberis humbertiana J.F. Macbr (Cheqche) y
Hesperomeles escalloniifolia Schitdl (Capachu) que present6d diferente valor de
variacion de absorbancia a pH 3 y pH 5, esto incidi6 en la estabilidad de las
antocianinas, en donde se observo debido a que al disminuir el pH las muestras se
hacen mas estables, segun se puede comprobar con los resultados de estabilidad en
funcion al porcentaje de variacién de absorbancias de la antocianinas presentes en los
frutos de Berberis humbertiana J.F. Macbr (Cheqche) y Hesperomeles escalloniifolia
Schitdl (Capachu) a pH 4 y pH 5 a la misma temperatura (20 °C, 30 °C vy 40 °C).
Hoshino, T. et. al. (1980). Baublis, A. et. al. (1994). Kuklindki, C. (2000).

Respecto a la temperatura, diversos estudios demuestran una relacion entre la
temperatura, la estabilidad e intensidad del color que presentan las soluciones
preparadas utilizando antocianinas. Investigaciones realizadas muestran que un
incremento en la temperatura permiten un rompimiento de la asociacion entre el cation
flavilio con el co-pigmento, esto confirma la relacién inversa entre la temperatura y el
grado de co-pigmentacién, este efecto se observo en los resultados, ya que todos los
extractos acuosos antocianicos presentaron mayor estabilidad a menores temperaturas,
esto se evidencio debido a que hubo menor decoloracion de los extractos o menor
variacion de absorbancias (A Abs), ademas, determinaciones termodinamicas
demuestran que la formacién de la especie chalcona a partir de la hemiacetalica de la
antocianina, por consiguiente, cualquier aumento en la temperatura favorece el

incremento de la forma chalcona (incolora) presente en el equilibrio, lo que se confirmd
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con cada una de las muestras, ya que a 20 °C més estable que a 40 °C al mismo valor
de pH. Brouillard, R. et. al. (1989). Brouillard, R. And Delaporte, B. (1977). Estudios
demuestran que a menor temperatura y con la adicion de azucares, se retiene por mayor
cantidad de tiempo el color de las soluciones que contienen antocianinas.Turkey, N. et.

al. (2004).
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V.  CONCLUSIONES

v’ Se identificaron las antocianidinas y sus respectivos porcentajes por HPLC, en el fruto
de Hesperomeles escalloniifolia Schitdl (Capachu), la delfinidina 15.6670 %,
cianidina 7.1910 %, petunidina 11.9153 %, peonidina 3.6915 % y malvidina 7.8487
%, en Berberis cummutata Eichler (Huancachu) se identificé una sola antocianidina
cianidina 74.0942 %, en Berberis humbertiana J.F. Macbr (Cheqche), la delfinidina
25.1358 %,, cianidina 14.5984 %, petunidina 14.6663 %, peonidina 1.9088 % y
malvidina 14.8219 %) y en Vaccinium floribundum Kunth (Alaybili) se identific una

sola antocianidina cianidina 87.8791 %).

v" El contenido de antocianinas totales en los frutos evaluados varia de acuerdo a la
especie vegetal, se reporta para el fruto de Hesperomeles escalloniifolia Schitdl
(Capachu) en fruto seco sin semillas tiene un contenido total de antocianinas de
2026.201 mg/100 g, Berberis cummutata Eichler (Huancachu) en fruto seco sin
semillas tiene un contenido total de antocianinas de 1271.809 mg/100 g, Berberis
humbertiana J.F. Macbr (Cheqche) en fruto seco con semillas tiene un contenido total
de antocianinas de 2306.297 mg/100 g, Vaccinium floribundum Kunth (Alaybili) en

fruto seco con semillas tiene un contenido total de antocianinas de 319.170 mg/100 g.

v Las antocianinas presentes en los frutos de Hesperomeles escalloniifolia Schitdl
(Capachu) presenta una mejor estabilidad a una temperatura de 20 °C a pH de 3, en 30
dias vari6 en 4.53% la absorbancia, Berberis cummutata Eichler (Huancachu)
presenta una mejor estabilidad a una temperatura de 20 °C a pH de 5, en 30 dias varié

en 7.22% la absorbancia, Berberis humbertiana J.F. Macbr (Cheqche) presenta una
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mejor estabilidad a una temperatura de 20 °C a pH de 3, en 30 dias varié en 2.58% la
absorbancia y Vaccinium floribundum Kunth (Alaybili) presenta una mejor estabilidad a

una temperatura de 30 °C a pH de 5, en 30 dias vari6 en 13.15% la absorbancia.
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RECOMENDACIONES

v Determinar los costos de produccion de los colorantes antocianicos provenientes de los
frutos de Hesperomeles escalloniifolia Schitdl (Capachu), Berberis cummutata Eichler
(Huancachu), Berberis humbertiana J.F. Macbr (Cheqche) y Vaccinium floribundum
Kunth (Alaybili) y compararlos con los costos de produccion de colorantes obtenidos a
partir de las cascaras de uva, que es la fuente principal de colorantes antocianicos a nivel
mundial.

v’ Realizar estudios sobre la estabilidad de los colorantes antocianicos presentes en los de
Hesperomeles escalloniifolia Schitdl (Capachu), Berberis cummutata Eichler
(Huancachu), Berberis humbertiana J.F. Macbr (Cheqche) y Vaccinium floribundum
Kunth (Alaybili) en productos agroindustriales alimentarios (bebidas fermentadas, bebidas
carbonatadas, néctares, confiteria, salsas, helados, etc.), en productos farmacéuticos y
cosméticos, de esta forma para determinar si es factible el uso de estos en estos
productos y evaluar la estabilidad en un tiempo mayor segun la vida util del producto.

v’ Identificar los picos que aun no han sido identificados por falta de patrones de
comparacion en los frutos de Hesperomeles escalloniifolia Schitdl (Capachu), Berberis
cummutata Eichler (Huancachu), Berberis humbertiana J.F. Macbr (Cheqche) y
Vaccinium floribundum Kunth (Alaybili).

v’ Evaluar el impacto econémico, social y ambiental que podria generar la industrializacién

de estas plantas, en las comunidades donde se desarrollan.
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ANEXO 01
CERTIFICADO DE DETERMINACION TAXONOMICA CUATRO MUESTRAS VEGETALES
HERBORIZADAS Y MONTADAS.

UNIVERSIDAD NACIONAL DE SAN ANTONIO ABAD DEL CUSCO

APARTADO POSTAL *  CIUDAD UNIVERSITARIA MUSEQO INKA
N°921 - Cusco - Peni Av. De la Cultura N° 733 - Teléfonos: 228661 - ° 103 -
e -L232226 E;L;ﬁ del Almira 1mL'N 103 T?lctono. 237380
« FAX:238156- 238173 - 222512 + CENTRALTELEFONICA:232%08-252210 ° CENTROAGRONOMICO K’AYRA
. 243835 - 243836 - 243837 - 243838 San Jer6nimo s/n Cusco - Teléfonos: 277145 - 277246

* RECTORADO « LOCAL CENTRAL * COLEGIO “FORTUNATO L. HERRERA”

Call'c Tigre N° 127 Plaza de Armas s/n Av. De la Cultura N° 721

Teléfonos: 222271 - 224891 - 224181 - 254398 Teléfonos: 227571 - 225721 - 224015 “Estadio Universitario™ - Teléfono: 227192

QUE SUSCRIBE, PROFESOR INVESTIGADOR ASOCIADO AL HERBARIO VARGAS (CUZ)
CERTIFICA:

Que el Sefior Jimmy Aroni Huaman. Bachiller en Ingenieria Agroindustrial de la
Facultad de Ingenieria, de la Universidad Nacional losé Maria Arguedas (UNAIMA) de
Andahuaylas; ha solicitado a la Direccidn del Herbario Vargas (CUZ), la determinacion
taxondmica de cuatro muestras vegetales herborizadas y montadas, la que al ser diagnosticada
utilizando bibliografia especializada, corresponde a las especies, Hesperomeles escalloniifolia,
Vaccinium floribundum, Berberis commutata y Berberis humbertiana, cuyas posiciénes
taxondmicas de acuerdo a Cronquist (1981), compatibilizada con el Grupo del Sistema

Filogenético de las Angiospermas (Angiosperm Phylogeny Group, APG il (2009), es la

siguiente:
Division Magnoliophyta (=Angiospermas)
Clase Magnoliopsida = Tricolpados (Eudicotileddneas).
Subclase Rosidae
Super orden Rosanae
Orden Rosales
Familia Rosaceae
Género Hesperomeles
Especie Hesperomeles escalioniifolia (Schitdl.) C.K. Schneid.

Sinonimias: Crataegus escalloniifolia Schitdl.; Hesperomeles pernettyoides var. microphylla
Wedd.; Osteomeles escalloniifolia (Schltdl.) Decne.
Nombres comunes: “Millucapa”,”Nut’'u mayu manzana”, “Capachu”.

Division Magnoliophyta (=Angiospermas)
Clase Magnoliopsida = Tricolpados (Eudicotileddneas).
Subclase Asteridae
Super orden Asteranae
Orden Ericales
Familia Ericaceae
Género Vaccinium
Especie Vaccinium floribundum Kunth

Sinonimias: Vaccinium thymifolium Kiotzsch; V. tatei Rusby; V. ramosissimum Dunal; V.
polystachyum Benth; V. mortinia Benth; V. marginatum Dunal; V. floribundum var. tatei
(Rusby) Sleuner.

Nombres comunes: “Macha macha”, “Alqgo machamacha”,”Congama”,”Alayhili”.
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Division Magnoliophyta (=Angiospermas)

Clase Magnaliopsida = Tricolpadas (Eudicotileddneas).
Subclase Magnoliidae
Super orden Ranunculanae
Orden Ranunculales
Familia Berberidaceae
Género Berheris
Especie Berberis cummutata Eichler

Sinonimias: Berberis divaricata Rusby, Berberis trollii Diels
Nombres comunes: “T’ancar ch’eqche”, “Queshua ch’eqche”, “Huancachu”, “Airampo”.

Division Magnoliophyta (=Angiospermas)
Clase Magnoliopsida = Tricolpados (Eudicotileddneas).
Subclase Magnoliidae
Super orden Ranunculanae
Orden Ranunculales
Familia Berberidaceae
Género Berberis
Especie Berberis humbertiana J.F. Macbr.

Sinonimias: No tiene.
Nombres comunes: “Cjata cheqche”, “Teqte”,”Cheqche”

Se expide esta certificacion para la ejecucion de tesis profesional.
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ANEXO 02
CONSTANCIA DE ANALISIS DE LA IDENTIFICACION DE ANTOCIANIDINAS POR
CROMATOGRAFIA LiQUIDA DE ALTA RESOLUCION (HPLC).

UNIVERSIDAD NACIONAL DE SAN ANTONIO ABAD DEL CUSCO
FACULTAD DE CIENCIAS QUIMICAS, FISICAS Y MATEMATICAS
LABORATORIO DE CROMATOGRAFIA — Pabelion de Control de Calidad
AV. De la Cultura 733 CUSCO —PERU Contacto 973868855

CONSTANCIA DE ANALISIS

oratorio de Cromatografia de la Facultad De
Ciencias Qu1m1cas, Fisicas, Matematicas, Farmacia e Informatica de la Universidad

Nacional San Antonio Abad del Cusco, deja Constancia.

Que el Bach. Jimmy ARONI HUAMAN, de la Escuela Profesional de Ingenieria
Agroindustrial de la Universidad Nacional José Maria Arguedas - Andahuaylas, ha
presentado al Laboratorio de Cromatografia cuatro muestras de frutos de las siguientes
especies vejetales Hesperomeles escalloniifolia Schltdl (CAPACHU), Berberis
cummutata Eichler (HUANCACHU), Berberis humbertiana J.F. Macbr (CHEQCHE)
Y Vaccinium floribundum Kunth (ALAYBILi) que forman parte del proyecto de tesis
titulado “EVALUACION DE LA ESTABILIDAD DE ANTOCIANINAS
PRESENTES EN LOS FRUTOS DE Hesperomeles escalloniifolia Schltdl
(CAPACHU), Berberis cummutata Eichler (HUANCACHU), Berberis humbertiana
J.F. Macbr (CHEQCHE) Y Vaccinium floribundum Kunth (ALAYBILI) FRENTE
AL pH Y TEMPERATURA” para la identificacion cromatografica de antocianidinas.
Dicho material ha sido caracterizado ‘{‘nilizand(;R el Cromatografo Liquido de alta
resoluciéon Agilent 1200 La identificacién se basé en la c;émparaci()n de las senales del

espectro de UV-Vis de las antocianidinas de cada componente con los espectros UV-Vis
de las antocianidinas de Uva y la Fresa =
Se expide la siguiente constancia a solicitud de las interesadas para los fines que vieran por

conveniente.

Cusco, 11 de Octubre del 2013.

Qco. Jorge Choquenaira Pari
Analista del Laboratorio de Cromatografia y
Esnectrometria — IINSAAC,

Aspeciromenry
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ANEXO 03
REPORTE DEL HPLC DEL ANALISIS DE Hesperomeles escalloniifolia Schitd|
(CAPACHU).
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ANEXO 04
REPORTE DEL HPLC DEL ANALISIS DE Berberis cummutata Eichler (HUANCACHU).
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ANEXO 05
REPORTE DEL HPLC DEL ANALISIS DE Berberis humbertiana J.F. Macbr (CHEQCHE).
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ANEXO 06
REPORTE DEL HPLC DEL ANALISIS DE Vaccinium floribundum Kunth (ALAYBILI).
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ANEXO 07
FOTOS DE LA ESPECIE Hesperomeles escalloniifolia Schitdl (CAPACHU).

o

FOTO 01: HOJAS DE CAPACHU

FOTO 03: FRUTO DE CAPACHU

NP, i "
b VR 1‘ o ST 77
FOTO 05; RAiZ DE CAPACHU FOTO 06: PERIODO DE FLORACION DE CAPACHU
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ANEXO 08
FOTOS DE LA ESPECIE Berberis cummutata Eichler (HUANCACHU)

A% X " a

FOTO 05: FRUTOS DE HUANCACHU FOTO 06: GEOREFENCIACION DEL LUGAR
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ANEXO 09
FOTOS DE LA ESPECIE Berberis humbertiana J.F. Macbr (CHEQCHE)

FOTO 04: PLANTA COMPLETA DE CHEQCHE

FOTO 05: FRUTOS DE CHEQCHE FOTO 06: GEOREFENCIACION DEL LUGAR

141



ANEXO 10
FOTOS DE LA ESPECIE Vaccinium floribundum Kunth (ALAYBILI).

FOTO 03: ALAYBILI EN SU HABITAT FOTO 04: FRUTOS DE ALAYBILI

FOTO 05: FRUTOS DE ALAYBILI FOTO 06: HOJAS Y TALLO DE ALAYBILI
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ANEXO 11
FOTOS DE LA REALIZACION DE LA PARTE EXPERIMENTAL DE LA IDENTIFICACION CON
EL HPLC.

FOTO 01: HPLC Y LAS MUESTRAS FOTO 02: MUESTRAS TRITURADOS

FOTO 05: SEPARACION LIQUIDO-LIQUIDO DE LA MUESTRA FOTO 06: MUESTRAS HIDROLIZADOS
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FOTO 08: MUESTRAS DE ANTOCIANIDINAS

- 4
e

FOTO 09: C18 CON MUESTRAS FOTO 10: PURIFICACION DE ANTOCIANIDINAS

FOTO 11: VIALES CON MUESTRAS LISTO PARA HPLC FOTO 12: COLUMNA INSTALADO EN EL HPLC
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ZORBAX Eclipse XDB-C18
Narrow-Bore 21 x 150mm 8-Micron

P.N. 993700-902 \m‘!ﬂm&w“m“ ““ \!\ “‘,
Mﬂmrlimmﬁlﬁmluﬂlmw ¢ Agilent ,

1

FOTO 13: COLUMNA

FOTO 15: SOFTWARE DEL HPLC FOTO 16: HPLC EN INICIO DEL ANALISIS

Set up Pump : UNSAAC AT-1200 DAD

L JAFORMICO 7
el _AFDRMIED 7

3
s

[Tinetabie =]

FOTO 17: CONFIGURACION DEL SOFTWARE DEL HPLC FOTO 18: CONFIGURACION DEL SOFTWARE DEL HPLC
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ANEXO 12
FOTOS DE LA REALIZACION DE LA PARTE EXPERIMENTAL DE CUANTIFICACION Y
EVALUACION DE LAS ANTOCIANINAS PRESENTES EN LOS FRUTOS.

FOTO 01: MUESTRAS TRITURADOS

FOTO 05: FILTRADO FOTO 06: DILUCION DE LAS MUESTRAS
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FOTO 07: ACONDICIONAMIENTO DEL pH FOTO 08: MUESTRAS ACONDICIONADAS

FOTO 10: ESPECTROFOTOMETRO

¢

FOTO 11: DILUCION DE MUESTRAS PARA CUANTIFICACION FOTO 12: MUESTRAS A DIFERENTES BUFFERS
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ANEXO 13
LECTURAS DE LAS ABSORBANCIAS POR TRIPLICADO DEL Hesperomeles escalloniifolia Schitdl (CAPACHU) DURANTE LA EVALUACION DE
LA ESTABILIDAD DE LAS ANTOCIANINAS.

TRATAMIENTOS PARA Hesperomeles escalloniifolia Schitdl (CAPACHU)

T=20°C T=30°C T=40°C
DIAS pH=3 pH=4 pH=5 pH=3 pH=4 pH=5 pH=3 pH=4 pH=5
T1(20°C 3pH T2(20°C 4pH) T3(20°C,5pH) T4(30°C,3pH) T5(30°C,4pH) T6 (30°C,5pH) T7(40°C,3pH) T8 (40°C 4pH) T9(40°C,5pH)

PruebatPrueba2PruebadPROMEDIOPruehat|Prueba2PruebadlPROMEDIO| Pruebat |Prueba2 [Prueba3 PROMEDIOIPruebat Prueba2| Prueba3 PROMEDIO\Pruebaf |Prueba2|Prueba3 PROMEDIO|Pruebat| Prueba2 Prueha3|PROMEDIOPruebat| Prueba2 |Prueba3 PROMEDIOIPruebat Prueba2lPruebad PROMEDIC|Pruebal | Prueba2 | Prueba3 PROMEDIO
110717 0740 {0730 0729 [ 0730 [ 0.731) 0732 | 0731 [ 0708 | 0705 [ 0708 [ 0707 | 0721 | 0722 | 0722 | 0722 | 0667 | 0663 | 0666 | 0665 | 0679 | 0677 | 0675 | 0677 | 0721 0724 | 0723 [ 0723 | 0625 | 0624 | 0627 | 0625 | 0652 [ 0851 | 0655 | 0653
3 (0760717 | 0718 0717 | 0727 | 0724 | 0723 | 0725 | 0681 | 0682 | 0683 | 0682 [ 0705 | 0.708 | 0707 | 0707 [ 0645 [ 0643 [ 0646 | 0645 [ 0643 | 0641 | 0644 | 0643 | 0716 [ 0.719 | 0.718 | 0718 | 0584 | 0586 0585 | 0585 | 0626 | 0625 | 0627 | 0626
510715 0714 (0714 0714 | 0711 [ 0715 | 0744 [ 073 [ 0665 | 0664 | 0666 | 0665 [ 0.682 [ 0.684 | 0683 | 0683 | 0633 | 0632 [ 0635 [ 0633 | 0615 | 0613 [ 0616 | 0615 | 0711 | 0713 | 0714 | 073 [ 0534 | 0533 [ 0535 [ 0534 | 0603 | 0607 0605 | 0605
7 (07210713 ) 0713 0716 | 0692 | 0697 | 0695 | 0695 | 0652 | 0655 | 0653 | (0653 [ 0668 | 0.666 | 0.664 | 0666 [ 0.584 | 0582 0585 | 0584 [ 0603 | 0605 | 0603 [ 0604 | 0705 0702 | 0703 | 0703 | 0451 | 0455 0456 | 0454 | 0.598 | 0595 | 0597 | 0597
9 [072) 071210713 0712 | 0683 | 0681 | 0.684 | 0683 | 0637 | 0638 | 0636 | 0637 [ 0652 | 0654 | 0653 | 0653 [ 0561 0562 0564 | 0562 [ 0589 | 0.586 | 0588 [ 0588 | 0703 [ 0.704 | 0705 | 0704 | 0408 | 0407 [ 0404 | 0406 | 0581 | 0582 | 0584 | 0582
110708 | 0708 | 0.707 | 0708 | 0675 | 0674 | 0673 | 0674 | 0624 | 0625 | 0626 | 0625 | 0.645 | 0646 | 0647 | 0646 [ 0493 | 0494 | 0496 | 0494 | 0575 | 0576 | 0578 | 0576 [ 0702 [ 0703 | 0701 [ 0702 | 0.363 | 0366 | 0.365 | 0365 | 0575 [ 0571 | 0573 | 0573
131 0705 0706 [ 0.704 | 0705 | 0.664 | 0663 | 0665 | 0664 [ 0611 | 0615 [ 0613 [ 0613 | 0641 | 0639 [ 0642 | 0641 | 0427 | 0425 | 0425 [ 0426 | 0562 | 0563 | 0565 | 0563 | 0698 | 0699 | 0698 [ 0698 | 0322 | 0325 | 0327 | 0325 [ 0564 [ 0563 | 0565 [ 0564
15| 0704 [ 0702 [ 0.704 ] 0703 [ 0652 | 0651 ] 0652 | 0652 [ 0590 | 0591 [ 0593 [ 0591 | 0638 | 0636 | 0635 | 0636 | 095 | 0393 | 039 | 0395 | 0556 | 0557 | 0558 | 0557 | 0693 | 0695 | 069 | 0695 | 0.306 | 0305 | 0303 | 0305 [ 0556 [ 0557 | 0555 [ 055
A7 (0703 070110702 0702 [ 0.642 | 0.644 | 0.645 [ 0644 | 0587 | 0.584 [ 0.586 | 0586 | 0.634 | 0.636 [ 0.637 | 0636 [ 0.379 | 0.382 | 0381 | 0381 | 0548 [ 0545 | 0546 | 0546 | 0.685 | 0.686 | 0.687 [ 0.686 | 0.281 | 0.284 | 0.283 [ 0.283 | 0547 | 0.546 | 0548 | 0547
19 {0702 [ 0.702 | 0.701] 0702 [ 0635 0634 0.637 [ 0635 | 0573 | 0.574 [ 0.577 | 0575 [ 0.635 | 0.638 [ 0.636 | 0636 [ 0.372 | 0374 | 0374 | 0373 | 0541 [ 0545 | 0541 | 0542 | 0673 | 0.672 | 0.676 [ 0674 | 0275 0.277 | 0.278 [ 0217 | 0541 | 0.543 | 0544 | 0543
2 (07010700 0701] 0701 [o0628)0629) 0631 | 0629 | 0567 | 0.569 [ 0.568 | 0568 [ 0.633 | 0.631 [ 0.634 | 0633 [ 0.358 | 0.357 | 0355 | 0357 | 0533 [ 0538 | 0537 | 0536 | 0.662 | 0.665 | 0.661 [ 0663 | 0.253 | 0.251 | 0.25 | 0.253 | 0537 | 0.536 | 0538 | 0537
23 (0700 0700 | 0.701] 0700 [ 0621 0625) 0.623 | 0623 | 0564 | 0.567 [ 0.565 | 0565 | 0.631 | 0.634 [ 0.635 | 0633 [ 0.341 | 0.342 | 0344 | 0342 | 0532 0534 | 0536 | 0534 | 0659 | 0.656 | 0.657 [ 0657 | 0.245 | 0.247 | 0.246 | 0.246 | 0532 | 0.534 | 0535 | 0534
25 (0700 0.701 10700 0700 [ 06180617 0.619 | 0618 | 0545 | 0.543 [ 0.544 | 0544 [ 0.628 | 0.629 [ 0.631 | 0629 [ 0.334 | 0335 | 0336 | 0335 | 0528 [ 0526 | 0527 | 0527 | 0651 | 0.652 | 0.654 [ 0652 | 0227 | 0.228 | 0.231 [ 0229 | 0532 | 0.531 | 0535 | 0533
27 (0699 [ 0.698 | 0697 069 [ 0613 0615) 0.617 [ 0615 | 0535 | 0.538 [ 0.537 | 0537 [ 0.627 | 0.625 [ 0.628 | 0627 [ 0.326 | 0328 | 0327 | 0327 | 0526 | 0527 | 0529 | 0527 | 0.647 | 0.644 | 0.645 [ 0645 | 0211 | 0215 0.224 [ 0213 | 0525 | 0533 | 0529 | 0529
29 (0697 [ 06980697 0897 [ 0603 0.605) 0.606 [ 0605 | 0527 | 0.529 [ 0.526 | 0527 | 0.622 | 0.625 [ 0.624 | 0624 [ 0319 | 0317 | 0318 | 0318 | 0524 [ 0521 | 0525 | 0523 | 0.645 | 0.645 | 0.646 | 0645 | 0.193 | 0.194 | 0.197 [ 0495 | 0527 | 0.528 | 0525 | 0527
30 (0695 [ 06960697 069 [ 0597059 0599 | 059 | 0525 | 0.525 [ 0.524 | 0525 | 0.623 | 0.623  0.626 | 0624 [ 0.316 | 0314 | 0317 | 0316 | 0523 [ 0524 | 0526 | 0524 | 0643 | 0.642 | 0.645 [ 0643 | 0171 | 0.72| 0473 [ 0472 | 0524 | 0.526 | 0528 | 0526
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ANEXO 14
LECTURAS DE LAS ABSORBANCIAS POR TRIPLICADO DEL Berberis cummutata Eichler (HUANCACHU) DURANTE LA EVALUACION DE LA
ESTABILIDAD DE LAS ANTOCIANINAS.

TRATAMIENTOS PARA Berheris cummutata Eichler (HUANCACHU)
T0°C T=0°C T=40°C
J0IAS pH=3 pH=4 pH=S ph=3 pH=4 pH=5 ph=3 phd phe5
TH{20°C3pH) T2 (0°C4pH) T3(20°C5pH) TA(0°C,3pH) TS (30°CApH) TH(30°CSpH) T7(40°C,3pH) T8{40°CApH) TY{40°C.5pH)
Prueba! | Prueba? | Pruebad | PROMEDIO ( Pruebaf | Prueba? | Prugba3 | PROMEDIO | Prueba | Pruba? | Pruebad | PROMEDIO ( Prubaf | Prueba2 | Prueba3 { PROMEDIO | Prueba | Prugba? | Pruebad | PROMEDIO | Prubaf | Prueba | Prugba3 { PROMEDIO | Pruebad | Prueba? | Prueha | PROMEDIO | Prugbaf | Prueba? | Prueba3 | PROMEDIO | Pruebad | Prugba? | Prueba3 | PROMEDIO
1 0307 | 0334 | 0335 | 0335 | 0486 | 0484 | 0485 | 0485 | 0885 | 0867 | 0866 | 0886 | 126 | 277 | 1208 | A2 | 0454 | 0455 | 0453 | 0454 | 0868 | 0869 | 0867 | 0868 | 1224 | 121 | 1222 [ 1222 | 0418 | 042 | 0419 [ 0419 | 0853 | 0856 | 084 | 08N
S| O34 | 037 | 036 | 0316 | 0463 | 0465 | 0461 | 0483 | 0875 | 0674 | 0876 | 0876 | 1225 | 126 | 1229 | 20 | 036 | 037 | 0369 | 0367 | 085 | 0855 [ 087 | 0856 | 1105 | 401 | 402 [ 1103 | 0306 | 0304 [ 038 [ 03%6 | 0841 | 0845 | 082 | 083
5| 0282 | 0280 ) 0284 | 0282 | 0455 | 045 | 0457 | 0457 | 0865 | 0869 | 0867 | 0867 [ 457 | 455 | 1456 | M7 | 035 | 034 | 032 | 0354 | 0834 | 087 [ 0835 | 0835 | 0955 | 0957 | 0956 | 0956 | 0375 | 0379 [ 0378 [ 0377 | 082f | 0824 | 0813 | 0828
T 0253 | 0254 | 0267 | 0285 | 0452 | 0454 | 0456 | 0484 | 0864 | 0861 | 0862 | 0862 [ 407 | 405 | 1009 | 407 | 036 | 0327 | 0329 | 0327 | 0823 | 0824 | 0820 | 0825 | 083 | 083% [ 0835 [ 0835 | 0326 | 034 | 039 [ 0326 | 07% | 079 | 079 | 0797
9| 024 | 023 | 0211 | 023 | 0416 | 0415 | 0412 | 0414 | 0858 | 0857 | 0859 | 0838 | 096 | 0995 | 0993 | 0995 | 0304 [ 0312 | 033 | 0303 | 0817 | 084 [ 0811 | 0814 | 0743 | 0749 | 0747 [ 0746 | 0255 | 0293 | 0291 [ 0253 | 0778 | 0772 | O7°4 | 077
19 0492 | 0492 | 0192 | 0192 | 0365 [ 0386 | 0367 | 0386 | 0834 | 0851 | 085 | 0853 | 0362 | 0964 | 093 | 093 | 0295 [ 029 | 0293 | 0294 | 0799 | 079% [ 079 | 079 | 0845 | 0647 | 0643 | 0645 | 0236 | 023 | 02% | 0235 | 0766 | 0765 | 0763 | 0765
13 0475 | 0474 | 0170 | 0473 | 0343 [ 0344 | 0346 | 0344 | 0849 | 0847 | 0848 | 0848 | 0952 | 0983 | 090 | 0962 | 0279 | 026 | 028 | 0208 | 0793 | 079 [ 0791 [ 0798 | 0562 | 0584 | 0561 [ 0562 | 0204 | 0212 | 0201 { 0212 | 077 | 0758 | 0799 | 0758
15 0483 | 0452 | Of%4 | 0483 | 033 [ 0331 | 0306 | 033 | 0846 [ 0845 | 084 | 084 | 0935 | 0934 | 0933 | 0834 | 0241 [ 0242 | 0244 | 0242 | 0785 | 0767 | 0784 [ 0789 | 0554 | 0555 | 0583 [ 0854 | 0165 | 0189 | 0497 [ 0f67 | 07% | 075 | 077 [ 077
7] 0046 | 0448 | 0045 | 0M6 | 0332 | 033 | 0331 | 038 | 082 | 0843 | 0841 | 082 | 0882 | 0884 | 0883 | 0883 | 0235 | 02% | 0234 | 0285 | 07%6 | 0772 | 0774 | 0774 | 0504 | 0505 | 0506 | 0505 | 0426 | 0429 | 0427 | 027 | 0744 | 0745 | 0746 | 0745
19 0043 | 004 | 005 | 0144 | 0331 [ 0332 0330 | 031 | 0837 | 0839 [ 0838 | 083 | 0841 | 082 | 083 | 082 | 023 | 0222 | 0220 | 0222 | 0763 | 0765 | 0764 | O764 | 0445 | 0448 | 0447 | 0447 | 014 | 0183 | 012 | O3 [ 0739 | 0737 [ 0738 | (7%
UL 0036 [ 0430 | 0187 | OA37 | 0326 | 0327 | 0329 | 0327 | 0832 | 083 | 0835 | 084 | 0819 | 08%6 | 088 | 0818 | 0208 [ 0203 | 0207 | 026 | 0752 | 0753 | 0751 [ 0752 | 03% | 039 | 0397 | 0307 | 00% | 00% | 003 [ 0095 | 0734 | 073 | 0731 | 073%
) 0436 [ 0435 | 0138 | 043 | 0326 | 038 | 0327 | 0327 | 0834 | 0831 | 083 | 0833 [ 0750 | 0753 | 07%2 | 0782 | 0193 | 0495 | 0199 | 0196 [ 0746 | 0747 | 0745 [ 0746 | 0347 | 0344 | 035 | 035 | 0073 | 007 | 0075 [ 0075 | 0725 | 078 | 0726 | 0726
B[ 0125 | 0126 | 0125 | 0425 | 038 | 0327 | 037 | 037 | 082 | 0831 | 0830 | 0831 | 0705 [ 0708 | 072l | 0708 | 0167 | 0168 | 0169 | 0468 | 0737 | 0738 | 0735 | 073 | 0257 | 0259 | 0258 | 028 | 0055 | 0058 | 00% | 00%6 | 0723 | omt | o2 | 072
020 0424 | 0125 | 0423 | 0327 | 0326 | 038 | 0327 | 0829 | 0828 | 0830 | 0829 | 0659 | 0658 | 065 | 0658 | 061 | 0162 | 0164 | 0f62 [ 0723 | 0724 | 070 [ 0723 | 0106 | 004 | 0103 | 004 | 0047 | 004 | 006 [ 0046 | 078 | 079 | 0720 | 0719
01006 [ 018 | 0T | 07 [ 0325 | 038 | 036 | 038 | 084 | 0826 | 0825 | 0825 | 0626 | 0629 | 0627 | 0627 | 058 | 0456 | 0157 | 0f67 | 0694 | 06%9 | 0697 [ 0697 | 0019 | 0017 | 0016 | 0077 | 0036 | 0039 | 0038 [ 0038 | 0710 | 0783 | 0709 | 0741
0 0013 {05 | 014 | 014 | 033 | 036 | 038 | 036 | 0820 | 083 | 082 | 082 | 0615 | 0617 | 064 | 065 | 0050 | 0454 | 0152 | 0452 [ 0662 | 0663 | 0665 | 0663 | 0.008 | 0006 | 0009 | 0008 | 0025 | 0027 | 000 [ 0027 | 0705 | 0702 | 0701 | 0703
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ANEXO 15
LECTURAS DE LAS ABSORBANCIAS POR TRIPLICADO DEL Berberis humbertiana J.F. Macbr (CHEQCHE) DURANTE LA EVALUACION DE LA
ESTABILIDAD DE LAS ANTOCIANINAS.

TRATAMIENTOS PARA Berberis humbertiana J.F. Macbr (CHEQCHE)

T=20° T=30°C T=40°C
DIAS ph=3 pH=4 pH=5 pH=3 pH=d pH=5 pH=3 ph=d pH=5
T4 (20°C,3pH) T2(20°C 4pH) T3(20°C5pH) T4(30°C,3pH) T5(30°C4pH) T6(30°C,5pH) T7(40°C,3pH) T8(40°CApH) 79 (40°CSpH)

Pruebat|Prueba2{Prueba3{ PROMEDIO |Pruha | Prueba? |Prueha3| PROMEDIO |Pruebaf | Prueba2 |Pruebad |PROMEDIO| Prueba! Prueba2PruebadPROMEDIC| Pruebaf Prueba2|Prueba3 PROMEDIOPruebat|Prueba?|PruebadPROMEDIGPruebat | Prueba? Prueha3PROMEDIC|Pruebal |Prueba2 | Prueba3 PROMEDIPruebat |Prueba2|Pruba3| PROMEDIO
1| 0773 [ 0775 | 0774 | 0774 | 0764 | 0765 | 0763 | 0764 | 0864 | 0669 | 0668 | 0667 | 0774 | 0773 | 0775 [ 0774 | 0703 | 0704 { 0705 | 0704 | 0634 | 0636 | 0838 [ 0636 | 0777 | 0779 | 0776 | 0777 | 0695 | 0691 | 0692 | 0693 | 0.635 | 0636 | 0633 | 083
[0 [ 0ma {03 | 0773 | 0722 | 0725 | 0724 | 0724 | 0637 | 0636 | 0638 | 0837 [ 0761 | 0764 0762 [ 0762 | 0661 | 0664 [ 0662 | 06682 [ 0611 | 0614 [ 0612 | 0612 | 0772 { 0774 [ 0776 [ O774 | 0613 | 0615 | 0612 | 0613 | 0614 | 0615 | 0612 | 061
5 | 072 {0770 | 0771 [ 0774 | 0657 | 0655 | 0659 [ 0657 | 0626 [ 0625 | 0628 | 0826 | 0755 | 0754 0753 | 075 | 0597 | 0599 | 0598 | 0598 | 0.567 | 0586 | 0589 | 0587 | 0769 | 0766 | 0.765 | 0767 | 0552 | 0556 | 0554 | 0554 [ 0.59 | 0599 | 0597 [ 0597
T[ 070 {077 {0770 [ 0770 | 056¢ | 0562 | 0564 [ 0562 | 0622 | 0625 | 0623 | 0823 [ 0743 | 0742 0741 0742 | 0543 | 0544 | 0545 | 0544 [ 0563 | 0564 | 0565 | 0564 | 0764 | 0768 | 0.767 [ 0766 | 0464 | 0468 | 0467 | 0466 | 0955 | 0556 | 055 | 0.5
9 | 0768 | 0767 | 0769 [ 0768 | 0524 | 0525 | 0522 [ 0524 | 0599 [ 0595 | 0598 | 0897 | 0743 | 0745 | 0744 | 0744 | 0467 | 0486 | 0489 | 0487 | 05t4 | 0515 | 0512 | 0504 | 0762 0764 | 0.766 | 0764 | 0386 | 0367 | 0389 | 0387 [ 0516 [ 053 [ 0512 [ 051
110767 | 0766 | 0768 | 0767 | 0512 | 0504 | 055 [ 0514 | 0565 | 0563 | 0562 [ 0863 | 0746 | 0745 | 0747 [ 0746 | 0436 | 0439 | 0438 | 0438 | 0496 | 0497 [ 0498 | 0497 [ 0764 [ 0762 | 0766 | 0764 | 0358 | 0.354 | 0356 | 0356 [ 0499 | 0497 [ 0498 | 0498
13| 0764 0766 | 0765 [ 0765 | 0491 | 0494 | 0492 | 0492 | 0531 | 0537 | 0534 | 0834 | 0743 | 0740 | 0741 [ 0741 | 0365 | 0369 | 0368 | 0367 [ 0567 | 0568 | 0565 [ 0567 | 0762 | 0763 [ 0761 | 0762 | 0316 | 0314 | 0312 | 0314 | 0456 | 0433 | 0454 | 0454
15 [ 0763 | 0765 | 0764 | 0764 | 0487 | 0486 | 0485 [ 0486 | 0522 | 0524 | 0521 [ 0522 | 0738 | 0737 | 0735 [ 0737 | 0326 | 0327 | 0329 | 0327 | 0453 | 0454 | 0451 | 0453 [ 0758 [ 0756 | 0759 | 0758 | 0219 | 0208 | 0277 | 0218 | 0431 | 0435 [ 0433 | 0433
17 | 0763 | 0764 | 0762 | 0763 [ 0473 | 0472 | 0475 | 0473 | 0518 | 0519 | 0516 [ 0518 | 073 | 0733 0.731| 0733 | 0319 0323 0316 [ 0319 [ 0446 | 0449 | 0.448 | 0448 | 0743 [ 0747 | 0745 | 0745 | 0213 | 0217 | 0245 | 0215 | 0426 | 0429 | 0.427 | 0427
19| 0761 [ 0763 | 0762 [ 0762 | 0.461 | 0465 | 0462 [ 0463 [ 0517 | 0514 | 055 | 0515 | 0726 | 0727 | 0729 [ 0727 | 0309 | 0314 0312 | 0312 | 0441 [ 0.444 | 0442 [ 0442 [ 0733 [ 0737 [ 0735 [ 0735 [ 019 | 0.198 | 0.199 [ 0498 | 0.415 [ 0.424 | 0413 [ 0414
1| 0760 | 0763 | 0761 [ 0761 | 045 | 0459 [ 0458 | 0438 | 0508 | 0509 | 051t | 0509 | 0723 0725|0724 0724 [ 0295 | 0.298 | 0296 | 0296 | 0439 0437 | 0435 | 0437 | 0722 0726 | 0724 | 0724 | 0.165 | 0.164 | 0.162 | 0164 | 0.406 | 0.420 | 0409 | 0408
23| 0761 [ 0762 [ 0760 | 0761 | 045 | 0451 | 0454 | 0454 | 0503 | 0504 [ 0501 | 0503 | 0720 [0724{ 0720 | 0722 | 0278 | 0279 | 0275 | 0217 | 0428 | 0426 | 0.431 | 0428 | 076 | 0724 | 0.712 | 0714 | 0.15 | 0.158 | 0154 | 0.5 | 039 | 0.398 | 0.397 | 0397
25 [ 0798 [ 0759 [ 0798 | 0758 | 0434 0439 [ 0437 | 0437 | 0498 049 [ 0499 | 0498 | 0717 | 0719 0728 | 0718 | 0271 | 0273 | 0275 | 0213 | 0424 | 0423 | 0.422 | 0423 | 0684 | 0.687 | 0.689 | 0687 | 0.146 | 0.142 | 0144 | 0044 | 0374 ] 0371 | 0373 | 0373
| 0757 [ 0796 [ 0758 | 0757 | 0446 | 0.449 | 0442 | 0446 | 0498 | 049 [ 0497 | 0497 | 0714 | 0718|0725 0716 | 0267 | 0.266 | 0.264 | 0266 | 0.418 | 0416 | 0.419 | 0418 | 0678 | 0.675 | 0.679 | 0677 | 0.138 | 0.137 | 0135 | 0437 | 0369 | 0.368 | 0.367 | 0368
29 | 0756 | 0755 | 0757 [ 075 | 0439 0438 [ 0435 | 0437 [ 0488 | 0485 | 0.487 | 0487 | 0710 0724|0716 O714 [ 025 | 0.252( 055 | 0254 | 0414 0417 | 0415 | 0415 | 0674 | 0675 | 0677 | 0675 | 0.125 | 0.022 | 0120 | 0428 | 035 | 0353 | 0354 | 0354
30 [ 0753 [ 0795 [ 0754 | 0754 | 0432 0431 | 0434 | 0432 | 0483 | 0485 [ 0488 | 0485 | 0702 [0.701{ 0703 | 0702 | 0242 | 0241 | 0240 | 0241 | 0413 | 0414 | 0.412 | 0413 | 0673 | 0671 | 0.674| 0673 | 0.106 | 0.103 | 0102 | 0404 | 0347 | 0.345 [ 0384 | 0345
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ESTABILIDAD DE LAS ANTOCIANINAS.

ANEXO 16
LECTURAS DE LAS ABSORBANCIAS POR TRIPLICADO DEL Vaccinium floribundum Kunth (ALAYBILI) DURANTE LA EVALUACION DE LA

TRATAMIENTOS PARA Vaccinium forbundum Kunth (ALAYBIL)
TN T4 T4
JI0IAS =) =t hs5 =3 =4 ] pHd =4 pHh
TH{C3H T20CAH) T3 (0°C5oH) T4 {0°C3H) TG4 TO0°C ) T7 0G0 TH{0°CApH) T9{40°C5pH)
Prueba | Prughal | Proehad | - PROMEDIO | Pruebaf | Preba? | ruehed | PROMEDIO { Prebaf | Pruehal | Pruebad  PROMEDIO | rueh | Prueba? | Prueha3 | PROMEDIO | Pruebaf | Preba? | Pruehed | PROMEDIO | Prebaf | ruehal | Prugbay | PROMEDIO | ruehf | Prugba? { Pruebad | PROMEDIO | Pruebaf | Prueba? | Pruebad | PROMEDIO | Proeb | Prueb? | Prugba3 | PRONEDIO
1| OB04 | 0806 | 0805 | 0805 | 070 | 0707 | 0706 { 0706 | 03% | 03% | 03 | 03% | 097 | 0976 | 0978 | 0917 | 0e% | O6%6 | 0679 | 0678 | 036 | 0319 | 0378 | OF6 | 0845 | OB | 085 | 0845 | 0% | 0631 | 062 [ 068 | 0365 | 036 | 0368 | 0367
07 | O7% | 0% | 0755 | 0685 | 067 | 0684 [ 088 | 038 | 0365 | 034 | 03 | 005 | 0807 | 080 | OB04 | Oe4 | Oe6t | 062 | 066 | 03 | 03%6 | 032 | OF3 | 0754 | 070 | O7H | O7W | 0%47 | 069 | 068 | 0B | 034 | 0365 | 0362 | 034
5| 08% | 0632 | 06 083 | 0om | Qo7 | Q6m | 087 | 0375 | 0376 | 0373 | 075 | 06 | 06% | 06 | 06% | 06%5 | 0647 | 0643 | 0645 | 0368 | 0364 | 0369 [ 0367 | 0671 | 0675 | 0673 | 0673 | 0625 | 0619 | 0626 | 06 | 03% | 033 | 034 | (34
T 054 | 0317 | 0518 | 0516 | 065 | 0658 | 066 | 08% | 0368 | 0369 | 0367 | 0368 [ 0513 | 0572 | 0571 | 012 | 067 | 065 | 063 | 0615 | 0362 | 0367 | 035 | 0365 | 0542 | 0SB | 0365 | 059 | 05%5 | 0598 | 0597 0507 | 030 | 0347 | 03¢ | O3
9| 054 | 085 | 058 | 034 | 067 | 0619 | 068 | 068 | 0364 | 033 | 0361 | 0363 | 0502 | 0504 | 0500 | 0502 | o602 | 607 | Oeo4 | 0604 | 036 | 0367 | 0364 [ 0364 | 0451 | 0454 | 0452 | 0462 | 057 | 0579 | 0578 | O | 034 | 0397 | 039 [ 03
1] 0476 | 0479 | 0478 0478 | Oei4 | 0615 | 0612 | 084 | 0358 | 0357 | 036 | 037 | 046 | 0458 | 0467 | 0457 | 0584 | 058 | 0587 | 056 | 0363 | 0361 | 0364 [ 0363 | 0357 | 03%5 | 039 | 0357 | 0556 | 0559 | 0558 | 055 | 038 | 038 | 035 [ (03H
1] 034 | 0317 | 0375 0375 ] 0589 | 0585 | 0587 | 057 [ 0345 | 036 | 0347 | 036 | 0403 | 0407 | 0405 | 0405 | 0542 | 0541 | 0545 | OS5 | 0362 | 0363 | 036t | 0362 | 0253 | 025 | 024 | 0284 | 0541 | 0545 | 0543 | 0M5 | 034 | 038 | 036 | (036
150 030 | 039 | 036 | OM6 | 0563 | 0565 | 0567 | 0865 | 0302 | 033 | 03 | 0M3 | 0316 | 037 | 035 [ 037 | 052 | 059 | 057 | OK6 | 039 | 0355 | 03%8 | 037 [ 08 | 0046 | 049 [ OMB [ 053 | 0531 | 0532 | 05 | 033 | 035 | 034 | O34
7] 032 | 033 | 03t 0312 0558 | 055% | 055 | 0536 | 0336 | 0338 | 0339 | 038 | 033 | 036 | 0335 | 038 | 0544 | 0511 | 0512 | 0K2 | 0355 | 0346 | 0352 [ 032 | 0143 | 0165 | 0242 | OM3 | 0577 | 0531 | 0519 | 089 | 030 | 033 | 03 | 03U
190 0204 | 0297 | 02% 026 ] 056 | 0507 | 055 | 0S6 | 0338 | 0337 | 03% | 037 | 032 | 0307 | 03w | 034 | 0502 | 0506 | 0505 | 05 | 0349 [ 0345 | 0347 [ 07 | 013 | 039 | 038 | 0135 [ 059 | 0524 | 0520 | 0820 | 037 [ 030 | 039 | 039
1025 | 067 | 08 0265 ] 05% | 0537 | 0539 | 0851 | 0331 [ 030 | 033 | 081 | 026 | 029 | 028 | 0218 | 04% | 0499 | 0497 | 0407 | 030 | 0344 | 034L [ 032 | 030 033 | 0835 | 0f85 [ 0583 | 058 | 055 | 0515 | 0316 | 039 | 0307 | 037
3| 028 | 07 | 0283 028 05% | 053 | 0537 [ 056 | 037 039 [ 035 | 0307 | 025 | 029 | 028 | 027 | 0485 | 0482 | 0487 | 0485 | 03% | 0337 | 0339 | 037 | 0026 | 031 ) 0429 [ 0429 | 0502 | 0505 | 0501 [ 003 | 0383 | 0317 | 035 | 03fh
B 02| 026 | 028 026 ] 0533 | 05% | 0531 | 053 [ 03 [ 034 | 032 | 032 | 026 | 0220 | 029 | 0209 | 0483 | 0485 | 0481 | 0483 | 0335 | 0334 [ 036 [ 035 | 0020 | 004 | 056 | 027 | 04% | 04%9 | 048 | 0498 | 0310 | 034 | 032 | 032
) 049 | 0498 | 0497 019 ] 057 | 05 | 058 | 052 | 036 | 038 | 0319 | OMG | 025 | 023 | 026 | 025 | 04% | 0479 | 0478 | 0478 | 033 | 0334 | OBL [ 03 | 000 | 0419 | 002t | Of20 | 049 | 04% | 044 | 0484 | 0305 | 0307 | 0309 0307
9| 0166 | 0468 | 0169 (166 057 | 056 | 0528 | 087 [ 0312 | 037 { 0314 | 0304 | 0194 | 0195 | 0497 | 0495 | 0474 | 0469 | 0470 [ 0470 | 0319 | 037 | 038 | 038 | 0415 | 0%6 | 044 | 0419 | 0477 | 047 | 0476 | 0476 | 0304 | 0307 | 0305 | 0305
0 066 | 0460 | 0438 0186 ] 057 | 055 | 056 | 052 | 0307 | 0303 | 0305 | 0305 | 0182 | 0484 | 0483 | 0183 | 0de6 | 0469 | 0468 | 0468 | 039 | 038 | 037 [ 038 | 011 | 042 | 043 | M2 | 0467 | 0468 | 0469 | 0468 | 0300 | 033 | 0302 [ (02
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ANEXO 17
CALCULO DE ABSORBANCIAS POR TRIPLICADO A DIFERENTES LONGITUDES DE ONDA PARA LAS CUATRO MUESTRAS.

Muestra pH 1.0 pH 4.5 Absorbancia de la
A(520 nm) |Promedio [A(700 nm) |Promedio |A(520 nm) |Promedio |A(700 nm) |Promedio muestra (A)
; I lomiifol 0577 0.001 0.055 0.004
esperomeles escalionlirolia
Schitdl (CAPACHU) 0543| 0.538 0.001|  0.001 0.046| 0.051 0.003| 0.004 0.489
0.493 0.001 0.053 0.004
Bert ol 0.313 0.002 0.040 0.005
erberis cummutata Eichler
(HUANCACHU) 0.326| 0.320 0.001]| 0.002 0.038| 0.039 0.004| 0.004 0.284
0.321 0.002 0.039 0.004
Berboris humb iE 0.634 0.003 0.084 0.002
erberis humbertiana J.F.
Macbr (CHEQCHE) 0632 0.633 0.003| 0.002 0.083| 0.083 0.001| 0.002 0.549
0.633 0.000 0.083 0.002
Vaceinium floriband 0.111 0.001 0.016 0.003
accinium rioriounaum
Kunth (ALAYBILI) 0112 0.111 0.001|  0.001 0.017| 0.016 0.002| 0.003 0.096
0.111 0.002 0.016 0.003
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ANEXO 18

CALCULO DEL CONTENIDO TOTAL DE ANTOCIANINAS DE LAS CUATRO MUESTRAS.

Contenido de Contenido de
Muestra A | MW (mg/mol) | DF | E(L/cm*mol) | L(cm) | V(L) | Wt(g) | Promedio | Antocianinas Antocianinas
(plp) (mglg) (mg/100g)
H | loniifoli 0.5018
esperomeles escalloniifolia
Schitdl (CAPACHU) 0.489 449600 12.5 26900 1 0.05 | 0.5024 0.5021 10.1735536 2026.200678
0.5021
Berb Eich 0.5111
erberis cummutata Eichler
(HUANCACHU) 0.284 449600 14 26900 1 0.05 | 0.5112 0.5111 6.500641236 1271.809294
0.5111
Berberis humb JF nean
erberis humbertiana J.F.
Macbr (CHEQCHE) 0.549 449600 14 26900 1 0.05 | 0.5278 0.5277 12.1711014 2306.297637
0.5277
Vaccinium floribund 0.5604
accinium floribundum
Kunth (ALAYBILI') 0.096 449600 12.5 26900 1 0.05 | 0.5607| 0.5605 1.789055564 319.1702362
0.5605
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ANEXO 19

TIEMPOS DE RETENCION Y % DE AREA DE LOS PICOS DEL CROMATOGRAMA DE
Hesperomeles escalloniifolia Schitdl (CAPACHU).

Signal 2: DADL B, Sige=520,4 Refeoff
Signal has been nmodiflied after loading from rawdata flle!

Peak RetTime Type Nidth Area Helight Area
. [min] [min] [mAlU*s] (AL L
e b e s e oo —— I
1 7.129 BV 0.1358 409.3739%¢ 4E.593074 16.3414
2 7.87¢6 VB 0.1427 136.5199%¢ 14.65451 5.4456
3 8.608 BV 0.1974 396.30521 30.54827 15.8197
4 9.382 W 0.1926 392.47934 30.807€3 15.6670
5 10.043 v 0.23523 92.89€79 5.57766 3.7083
€ 11.193 BV 0.3445 309.822531 13.66495 12.3675
7 12.523 VB 0.2855 180.14458 9.49C24 7.1910
B 14.599 BB 0.3335 298.4539%¢ 13.52247 11.91S3
9 20.198 BB 0.4418 92.47723 3.15698 3.6915
10 22.678 BB 0.4698 196.62164 6.34113 7.8487
Totals : 2505.13517 174.69458
ANEXO 20

TIEMPOS DE RETENCION Y % DE AREA DE LOS PICOS DEL CROMATOGRAMA DE
Berberis cummutata Eichler (HUANCACHU).

Signal 2: DAD]1 B, 3ig=520,4 Ref=off
Peak RetTime Type Width Area Hezght Area
= [min] [(min) (mAU*s) [mAU] &
SR S [ R PR A— | A ——— —————— ———
1 7.415 BV 0.1271 1060.83€79 127.43546 24.813323
2 7.832 W 0.1¢€84 13.382%¢6 1.1457S 0.3133
3 8.177 VB 0.2014 8.5€39¢6 €.17308e-1 0.20987
4 9.327 VB .2538 §.85975 5.380SSe-1 0.2306
S 12.364 BB 0.2980 31€7.73340 1€3.S0B€E 74.0942
€ 1€.873 BB 0.3704 14.49242 S5.58€31e-1 0.3390
Totals : 4275.27926 253.84389
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ANEXO 21

TIEMPOS DE RETENCION Y % DE AREA DE LOS PICOS DEL CROMATOGRAMA DE
Berberis humbertiana J.F. Macbr (CHEQCHE).

Signal 2: DAD]l B, Sig=520,4 Ref=off
Peak RetTime Type Width Area Hexght Area
B [min] [min] (mAU*s) [mAU)] &
S S jrr e T e e l
| 7.106 BV 0.1327 134.957701 15.€369%4 8.5736
2 7.843 VB 0.1450 25.45546 2.€7497 1.€169
3 8.56€ BB 0.152€ 113.0308S5 8.87260 7.1796
4 9.330 BV 0.1%02 395.72202 31.57801 25.1358
S 8.974 VV 0.2700 1€.88552 9.4724Se-1 1.0725
€ 11.113 VB 0.340€ 164.14453 7.34920 10.4263
7 12.428 BB 0.281 225.82741 12.33350 14.5984
8 14.482 BB 0.3289 230.89703 10.5€708 14.€¢663
& 20.03¢ BB 0.441S 30.0s021 1.00318 1.908e8
10 22.484 BB 0.4592 233.34€44 7.€6€6426 14.8219
Totals : 1574.33€47 68.€2699%
ANEXO 22

TIEMPOS DE RETENCION Y % DE AREA DE LOS PICOS DEL CROMATOGRAMA DE
Vaccinium floribundum Kunth (ALAYBILI).

Peak RetTime Type Width Area Hezght Area
B [min] [min) (mAU*s] [mAU] B
P e JRAE e T o o se s i B I
1 7.460 VV 0.1343 13.71833 1.5S€51¢6 €.5804
2 8.39€ BB 0.2082 11.55047 B.5704Se-1 S.5405
3 12.53€ BB 0.252€ 183.204230 6.51484 87.8791
Totals : 208.47310 11.53704
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