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RESUMEN

Hoy en dia muchos alimentos procesados con excesivos insumos quimicos,
colorantes sintéticos, grasas saturadas, estan dando lugar a generar radicales
libres en el organismo y esta relacionada con una incidencia negativa para la

salud humana.

Muchos frutos, hortalizas, legumbres con colorantes naturales de rojo, azul y
morados (Antocidnicos) son captadores de radicales libres, sin embargo no han
sido sujeto a estudios a pesar que estas podrian ser frutos preventivos de
enfermedades neurodegenerativas, disfuncion cerebral, cardiovasculares, estrés

oxidativo, envejecimiento de células, cancer, entre otras.

Es la razon que la presente investigacion establecié por objetivo determinar el
nivel de la capacidad antioxidante y compuestos bioactivos (fenoles y
antocianinas) de los frutos silvestres: Gaultheria glomerata (Cav.) Sleumer
(Machamacha), Monnina vargassi Ferreyra (Condorpausan), Vaccinium
floribundum Kunth (Alaybili) y Rubus roseus Poir (Frambuesa silvestre); estos
frutos fueron recolectados del bosque Kankarhuay ubicado en centro poblado de
Cotahuacho, Distrito de Pacucha, Provincia Andahuaylas, Regién Apurimac,
teniendo como muestra a 250 g de fruto fresco que fueron seleccionados en
completo estado de maduréz, con tamafio apropiado, colores caracteristicos de

los frutos (rojo, azul y morado), sin dafios fisicos ni biol6gicos.

Para determinar la capacidad antioxidante se utilizd la metodologia de la
decoloracién del radical DPPH y como estandar la curva de calibracion de Trolox;
para determinar los fenoles totales, el método espectrofotométrico con el reactivo
de Folin Ciocalteu y como estandar de fenoles, el acido galico, luego para

determinar el contenido de antocianinas totales el método de pH diferencial.

Los resultados obtenidos por quintuplicado, fueron tabulados y evaluados a través
del analisis de varianza de ANOVA, empleando diferencias minimas significativas
(LSD) de Fisher como método de comparacion multiple con un nivel de confianza
del 95 % vy significancia de 0.05, para ello se utilizé el paquete estadistico de
STATGRAPHICS Centurion XVI.I y Excel 2013, donde los valores obtenidos
mostraron diferencias estadisticamente significativas; el nivel de la capacidad

antioxidante mayor fue del fruto Frambuesa silvestre con 25010.87 (ug Eq* Trolox/
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100 g fruto fresco), seguido por Machamacha 23328.90 (ug Eg* Trolox/ 100 g
fruto fresco) luego, Alaybili con 22902.90 (ug Eg* Trolox/ 100 g fruto fresco) y
Condorpausan 21924.65 (ug Eg* Trolox/ 100 g fruto fresco) resultaron tener
menor nivel de capacidad antioxidante; en lo que respecta al contenido de fenoles
totales el fruto con mayor nivel fue Frambuesa silvestre con 5370.42 (mg AGE/
100 g fruto fresco) seguido por Machamacha 5187.77 (mg AGE/ 100 g fruto
fresco), los frutos silvestres de Alaybili 4817.80 (mg AGE/ 100 g fruto fresco) y
Condorpausan 4707.21 (mg AGE/ 100 g fruto fresco) resultaron con menor
contenido de fenoles totales; en cuanto al contenido de antocianinas totales en
alto nivel correspondi6 al fruto Frambuesa silvestre con 2013.967 (mg cianidina-
3-glucosido/100 g fruto fresco), seguido por Machamacha con 1033.184 (mg
cianidina-3-glucosido/100 g fruto fresco), Alaybili 914.875 (mg cianidina-3-
glucosido/100 g fruto fresco) y Condorpausan con 862.006 (mg cianidina-3-
glucosido/100 g fruto fresco), estos tres dltimos frutos (Machamacha, Alaybili y

Condorpausan) resultaron con menor nivel del contenido de antocianinas totales.

En conclusién podemos destacar que el alto nivel de capacidad antioxidante del
fruto Rubus roseus Poir (Frambuesa silvestre) permite entender como el fruto con
mayor captacion de radicales libres, de igual manera destacé por su alto contenido
de fenoles totales y antocianinas totales, no obstante, los frutos silvestres:
Gaultheria glomerata (Cav.) Sleumer (Machamacha), Vaccinium floribundum
kunth (Alaybili) y Monnina vargassi Ferreyra (Condorpausan) demostraron su
nivel elevado de la capacidad antioxidante, contenido de fenoles totales y
antocianinas totales, lo que permitird preservar, revalorar y aprovechar en la
industria alimentaria, farmacéutico a estos frutos silvestres antes desconocidas,
ya que poseen alto contenido de capacidad antioxidante y compuestos bioactivos

que puedan ser beneficiosos para la salud humana.

PALABRAS CLAVE: Frutos silvestres, Antioxidantes, bioactivos, Fenoles,

Antocianinas
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ABSTRACT

Nowadays, a lot of processed food, which contains excessive chemical inputs,
synthetic dyes and saturated fat, is generating free radicals in the body and these

are related to a negative impact on human health.

However, many fruits, vegetables and legumes, that contain natural dyes of red,
blue and purple (Anthocyanins), are free radical scavengers. Nevertheless, these
products have not been subject to studies yet, although these fruits could
preventive neurodegenerative diseases, brain dysfunction, cardiovascular, stress

oxidative, cell aging, and cancer, among others.

That is why; the principal purpose of this research is to determine the level of
antioxidant capacity and bioactive compounds (phenols and anthocyanins) of wild
fruits: Gaultheria glomerata (Cav.) Sleumer (Machamacha), Monnina vargassi
Ferreyra (Condorpausan), Vaccinium floribundum Kunth (Alaybili) and Rubus
roseus Poir (wild raspberry). These fruits were harvest in the Kankarhuay forest,
that is located in Cotahuacho, Pacucha District, Andahuaylas Province and Region
Apurimac. There were 250 g of fresh fruit as samples. First of all, the different fruits
were selected, taking into account the state of ripeness, appropriate size,
characteristic color of the fruits (red blue and purple), without physical or biological
damage. The DPPH radical methodology was used in order to determine the
antioxidant capacity, and also it was used the Trolox calibration as a curve
standard. The spectrophotometric method was used to determined total phenols;
it was used Folin Ciocalteu reagent and gallic acid as a standard for phenols. The
differential pH method was used in order to determine the content of total

anthocyanins.

The different results obtained by quintuplicate were tabulated and evaluated
through the analysis of variance of ANOVA; also it was used Fisher's minimum
significant differences (LSD) as a multiple comparison method, having a
confidence level of 95% and significance of 0.05. For that method was used the
statistical package of STATGRAPHICS Centurion XVI.I and Excel 2013. The
different values have showed statistically significant differences. The highest level
of antioxidant capacity was the wild raspberry fruit 25010.87 (ug Eq * Trolox / 100
g fresh fruit), followed by Machamacha with 23328.90 (ug Eq * Trolox / 100 g fresh
fruit) then, Alaybili with 22902.90 (ug Eq * Trolox / 100 g fresh fruit). The
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Condorpausan have contained the lower level of antioxidant capacity with
21924.65 (ug Eq * Trolox / 100 g fresh fruit); As far as phenols content is
concerned, the wild raspberry have gotten the highest total content phenols with
5370.42 (mg AGE / 100 g fresh fruit) followed by Machamacha 5187.77 (mg AGE
/ 100 g fresh fruit), the wild fruits of Alaybili 4817.80 (mg AGE / 100 g fresh fruit)
and Condorpausan 4707.21 (mg AGE / 100 g fresh fruit). As regards the content
of total anthocyanins, the wild raspberry have gotten the highest level of this
compound with 2013.967 (mg cyanidin-3-glucoside / 100 g fresh fruit), followed by
Machamacha with 1033,184 (mg cyanidin-3-glucoside / 100 g fresh fruit), Alaybili
914,875 (mg cyanidin-3-glucoside / 100 g fresh fruit) and Condorpausan with
862,006 (mg cyanidin-3-glucoside / 100 g fresh fruit); these last three fruits have
gotten less content of total anthocyanins.

On the whole, it could be underlined that the highest level of antioxidant capacity
was found in the fruit Rubus roseus Poir (wild raspberry), and that result can be
understood that that fruit have the highest uptake of free radicals, likewise that
fruit have underlined because of its content of total phenols and content of total
anthocyanins. Nevertheless, the others wild fruits like a Gaultheria glomerata
(Cav.) Sleumer (Machamacha), Vaccinium floribundum kunth (Alaybili) and
Monnina vargassi Ferreyra (Condorpausan) have demonstrated their high level of
antioxidant capacity, content of total phenols and content of total anthocyanins.
These results will allow us to preserve, revalue and take advantage in the food
industry, pharmaceutical of these wild fruits that had not studied before. It is
necessary to mention that, these wild fruits have had a high content of antioxidant

capacity and bioactive compounds, and that will benefit for human health.

KEY WORDS: Wild fruits, Antioxidants, bioactive, Phenols, Anthocyanins.
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CHUMASQA

Kunan pachakunam qayllas mikunakuna gilliwan ganrakunawan ruwasqafa
kachkan, millay colorante sintéticonawanfia chapusqga, wirapa atipasqganfa
mikunakunaga, chaymi unanchachkan Radicales libres sutiyugta ukunchikpi,

kayga hatu hatun manchakuy unquykuna hatarichigmi.

Qayllas rurukuna, yuyukuna, purutukuna, kikimanta pukanig, angasniq hinataq
kulli kagkunam (Antocianina hatalligkuna) chay radicales libresta hapinku, ichaga
chay rurukuna manaragmi taripasqaraqchu kachkanku, aswanqa yagapascha
kay rurukunaga kankuman yuyay sipikuptin, yuyay chaqgwakuptin, sirkakuna
igipaptin, llakllay intuptin, célulakuna payayaptin, lunaptin, hukkunatapas

harkagnin.

Chayraykum kay taripay qillgapa gispiynin kachkan maynam Antioxidante kaynin
hinataq Compuestos Bioactivosninkuna (Fenokuna hinataq Antocianinakuna) kay
purun rurukunapa: Gaultheria glomerata (Cav.) Sleumer (Machamacha), Monnina
vargassi Ferreyra (Condorpa usan), Vaccinium floribundum Kunth (Alaybili) y
Rubus roseus Poir (kita Frambuesa ); Kay rurukunaga sacha sachayuq
Kankarwaymanta hugarimusgam kanku. , kayga kachkan Centro Poblado
Cotahuachopim, Distrito Pacucha, Provincia Andahuylaspi, gawarinapaqtagmi
chay rurukunaga akllasga kan 250 g chayllarag pallaykusqa, sumaq
pugusgankuna, akllasga sayayniyuq, niragkamalla (puka, angas, hinataq kulli),

mana ima unquyniyud, nitag imanpas kirisqa, nitaq llagllasga.

Chay capacidad antioxidante taripanapagmi ruwakurga uk reactivo radical DPPH
nisganwan, chaynallataq ginqu tupachignin Trolox nisqanwan; chay llapan
Fenoles taripaynimpaqgfiatag uk reactivo Folin Ciocalteu nisganwan ruwakurga,
chaynallataq acido galicuwan, chaymanta llapan Antocianina taripayninpagfiataq

pH niragkunawan.

Qispigninkunafataq pichga kutikama chaninchasqa, tukuy niraq gawapasga
(ANOVA), hukman pisi pisilla tukuy niraq (LSD), imaymana tupanachinapaq, chay
95 % rigsisga kasganta, inallatag chay 0.05 chigirisqankunata, chaypagmi
gipichasga yupay STATGRAPHICS Centurion XVI.I hinatag Excel 2013,
kaykunam qispichirga yupaykuna rigsichikunampaq, imaymana kasqankunata.
Kay kita rurukunapa capacidad antioxidante gispiyninmi rigsichikun allin hatu

hatun kita frambuesapaq 25010.87 (ug Eq* Trolox/ 100 g llullu ruru) gatigniniiataq
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Machamacha con 23328.90 (ug Eq* Trolox/ 100 g llullu ruru, chaymantafiataq
Alaybili con 22902.90 (ug Eq* Trolox/ 100 g llullu ruru) y Condorpausan 21924.65
(Mg Eg* Trolox/ 100 g llullu ruru) aslla capacidad antioxidantiyuq; Chay llapan
fenolespa yupayninmi, hatun gispirun kita frambuesapaq 5370.42 (mg AGE/ 100
g llullu ruru), gatigninmi Machamacha 5187.77 (mg AGE/ 100 g llullu ruru),
chaymanta Alaybili 4817.80 (mg AGE/ 100 g llullu ruru) inataq Condorpausan
4707.21 (mg AGE/ 100 g llullu ruru) uchuylla llapan fenolesniyuq; Kunan kay llapan
Antocianinapa qispiyninmi allin hatu hatun kita frambuesapaq 2013.967 (mg
cianidina-3-glucosido/100 g llullu ruru), gipanman gatigninkuna Machamacha con
1033.184 (mg cianidina-3-glucosido/100 g llullu ruru), Alaybili 914.875 (mg
cianidina-3-glucosido/100 g llullu ruru) inallatag Condorpausan con 862.006 (mg
cianidina-3-glucosido/100 g llullu ruru) kay kimsan kita rurukunam pisilla

antocianinayuq gispirun.

Tukupanapaq taripachwan allin hatun hatun niraq capacidad antioxidanteyuq kay
Rubus roseus Poir (kita frambuesa), chaymi yachachiwanchik kay kita ruru
kanman hachka radicales libres hapigkuna, chaynallatag allin hatun llapan
fenolesniyuq hinataq llapan antocianinayuq, ichaqa kay wakin kita rurukunapas
Gaultheria glomerata (Cav.) Sleumer (Machamacha), Vaccinium floribundum
kunth (Alaybili) y Monnina vargassi Ferreyra (Condorpausan) allin hatun niraq
capacidad antioxidante, llapan fenoles hinataq Illapan antocianinayuq
rigsiykachikunku, chaymi kunanga kay taripakuywan wagaychana, chanincha
hinatag llallirina kanga chay hatun llankay mikuna ruwanapag, ganpikuna
gispichinapagq kay purun rurukunamanta, hatun nirag capacidad antioxidante
hinatag compuestos bioactivosniyuq kasgan rayku, chayga kanmansi sumaq allin

hampi runakunapag.

Tiksi rimaykuna: Purun rurukuna, Antioxidantikuna, bioactivokuna, Fenolkuna,

Antocianinakuna.
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CAPITULO 1

INTRODUCCION

La excesiva oxidacion biomolecular da lugar a dafios en el organismo, es asi que
un exceso de radicales libres esté relacionado con una mayor incidencia a nivel
mundial de enfermedades degenerativas asociadas al envejecimiento; cancer,
dafios cardiovasculares, catarata, disfuncion cerebral, artrosis, colesterol y otros
(Pratico et al., 2000).

El Perd, siendo un pais mega diverso, es poseedor de la riqueza natural mas grande
de América, donde se encuentran un riquisimo potencial de recursos fitogenéticos
tales como las plantas silvestres o nativas, el uso de estas no solo se limita a la
alimentacién cotidiana o industria, sino también esta orientada a la gastronomia
folklérica y tecnificada (Brack, 2000).

Los frutos silvestres como la machamacha, condorpausan, alaybili , frambuesa
silvestre y muchos otros frutos silvestres que existen en los diferentes distritos
de la Regién Apurimac estan siendo desatendidas por desconocimiento de sus
propiedades curativas como la capacidad antioxidante, compuestos bioactivos y
algunas otras propiedades funcionales que puedan prevenir enfermedades que
hoy en dia son causados por consumir los “fast food” 6 comidas rapidas,
colorantes sintéticos, farmacos y otros alimentos toxicos que no solo deterioran
la salud humana sino también al medioambiente.

Los compuestos bioactivos y capacidad antioxidante derivados de frutas,
vegetales, legumbres y otros productos por sus propiedades de ser captadores
de radicales libres protegen a los humanos contra enfermedades degenerativas,
cardiovasculares, coronarias, cancer, envejecimiento celular, inflamaciones

cronicas y colesterol (Cuevas, 2011).

Por ello en la presente investigacion se estudid6 a los frutos silvestres con
caracteristicas de composicion antocianico (Color caracteristico de rojo, azul y
morado) como: Gaultheria glomerata (Cav.) Sleumer (Machamacha), Monnina
vargassi Ferreyra (Condorpausan), Vaccinium floribundum Kunth (Alaybili) y
Rubus roseus Poir (Frambuesa silvestre), de ellos se determind el nivel de la
capacidad antioxidante y compuestos bioactivos (fenoles y antocianinas), para dar

una alternativa de solucion y/o aporte de investigacion de estas plantas silvestres



antes desconocidas, y que puedan ser preservados y revalorados. Ademas
puedan aportar su valor agregado en la industria alimentaria, farmacéutico; de

esta manera disponer de productos saludables a futuro.

1.1. Antecedentes de la Investigacion

Peiia, (2006) en su investigacion “Contenido de antocianinas totales y
actividad antioxidante en frutos de frambuesa (Rubus idaeus I.) con diferente
grado de maduracion”, determiné el efecto de localidad y grado de maduracién
sobre el contenido de antocianinas mediante un método colorimétrico
convencional y la actividad antioxidante por el método del radical DPPH, humedad
(por diferencia de peso), color (Hunter-Lab) en la variedad de frambuesa (Autumn
Bliss). El grado de maduracion de los frutos se estableci6 por su color rosado, rojo
y muy rojo. Concluyé que el grado de maduracion y la localidad de los frutos
afectaron el color, antocianinas y su actividad antioxidante por lo que recomienda

consumir los frutos de frambuesa en su coloracién rojo intenso.

Barrios, (2007) en su investigacion “Efectos sobre las caracteristicas fisicas
y quimicas de frutos de arandano cv. Elliot (vaccinium corymbosum |) bajo
mallaje de sombra para el control de la madurez”, evalu6 la variabilidad de las
caracteristicas fisicas y quimicas en fruta de arandano cultivar Elliot, obtuvo
resultados: indices de madurez de frutos de arandano cv. Elliot bajo luz es (7,59);
Acidez Titulable (1,49) g de acido citrico; pH (2,90), Solidos solubles (10,40) °
brix; Contenido de antocianos totales de frutos de arandano cv. Elliot (521,71)
Antocianinas totales (mg cianidina-3-gluc6sido/100 g peso fresco) Contenido de
fenoles totales de frutos de arandano cv. Elliot (2454,76 mg eq. acido géalico/100
g de peso fresco); Capacidad antioxidante es 4300 (mg Equivalente Trolox /100
g fruta fresca). Concluyé que el indice de maduréz del fruto hace que los

contenidos de la capacidad antioxidante sean mayor.

Martinez et al., (2008) en su investigaciéon “Propiedades Fisicoquimicas de
Seis Variedades de Fresa (Fragaria ananassa) que se Cultivan en
Guanajuato” reporto resultados en cuanto a la acidez titulable la variedad Albion
presento6 el mayor valor 1.51 (g acido citrico), mientras que Aroma mostré el menor

valor 0.88 (g acido citrico). Respecto al contenido de sdlidos solubles (° Brix) las



variedades Albién y Sweet Charly 2 presentaron el mayor contenido (10.92y 10.74
respectivamente); mientras que la variedad Aroma tuvo un valor de 6.62 ° Brix. En
cuanto al pH, la variedad Sweet Charly 2 mostré el mayor valor (4.21) mientras
que el valor menor fue para las variedades Camarosa y Festival con valores de
3.69 y 3.71 respectivamente; la humedad de todas las variedades se encontrd
entre 89.15 % para la variedad Sweet Charly 2 y 93.72 % para la variedad Aroma.
Todas las propiedades analizadas fueron diferentes entre las variedades
estudiadas esta diferencias de deben al cambio del medio ambiente y a las

condiciones de cultivo.

Mosquera, (2009) en su investigacion “Actividad antioxidante e inhibicion de
la peroxidaciéon lipidica de extractos de frutos de mortifio (Vaccinium
meridionale SW)”, determiné la actividad antioxidante del mortifio expresada por
la metodologia del radical DPPH y ABTS, estos métodos evaluaron la capacidad
de los extractos de mortifio para atrapar radicales libres en medios organicos y
acuosos respectivamente. El mortifio presenté contenido de fenoles totales de
609 + 39 (meq de &cido galico/100 g de fruta fresca) y la capacidad antioxidante
un valor de 8694 TEAC y DPPH (2404 + 120 valores de TEAC), ABTS (8694 +
435 valores de TEAC) y FRAP (581+ 29 valores de AEAC). Concluy6 que el
método del radical ABTS fue mucho menor a los valores obtenidos para el radical
DPPH.

Chavez, (2011) en su investigacion “Evaluacién de actividad antihipertensiva
de nutracéuticos de fresasilvestre y comercial”, cuantifico las concentraciones
totales de fenoles entre 208.83 y 378.75 mg acido galico/ 100 g de las distintas
variedades de fresa, y flavonoides totales entre 137.15 a 123.60 mg / ml de
quercitina y antocianinas totales en un rango de 10.89 y 40.62 mg cianidina 3 —
glucésido /100 g. Concluye que las frutas silvestres mexicanas de zamoray jacona
muestran mayor contenido de antocianinas totales (33.80 y 25.35 mg de cianidina
3 —glucésido/ 100 g), asimismo su actividad antihipertensivo son mayores que la

variedad extranjera albién y chiflon.

Martinez et al., (2011) en su investigacion “Antocianinas y actividad anti
radicales libres de Rubus adenotrichus Schltdl (zarzamora)”, determiné el
contenido de fenoles, flavonoides y antocianinas en extracto metandlico de frutos
de Rubus adenotrichus Schlitdl asi como la capacidad para inhibir radicales

libres por métodos colorimétricos y cuantificO antocianinas por HPLC. El



contenido de antocianinas fue de 680 mg de cianidina-3-glucésido en 100 g de
materia seca es decir 6.8 mg/g; El contenido de fenoles (2923 mg/g); La
concentracion del extracto que neutralizé el 50 % de los radicales libres DPPH
(CEso) fue 148 pg/ml, ademas utilizé como estandar vitamina C y la (CEso) que fue
de 18.7 pug/ml.

Marquez, (2011) “Capacidad antioxidante y caracterizacién estructural de las
antocianinas de los frutos rojos de Prunus domestica L., Ficus carica L.y
Vitis vinifera L. c.v. "red globe" cultivados en Pera”, realiz6 el estudio
fitoquimico de los frutos rojos de las especies vegetales, conocidas como ciruela,
higo y uva “Red Globe, recolectadas en el departamento de Lima e Ica entre los
meses de noviembre 2010 a marzo 2011. La cuantificacion de las antocianinas
monomeéricas totales de los tres frutos mostr6 que hay mayor cantidad de
antocianinas monomeéricas (expresado en mg de cianidina 3-glucosido /100g) en
la ciruela 39,92, seguido del higo 30,09 y la uva red globe 21,28; la capacidad
antioxidante de los frutos, encontrandose que la uva presenta una IC50 (ug/mL)
de 3,87, el higo una IC50 (ug/mL) de 8,50 y la ciruela una IC50 (ug/mL) de 13,25.

Barrera, (2012) en su investigacion “Determinaciéon de fenoles y capacidad
antioxidante total de manzana, pera, arandano y frambuesa en diferentes
estados de conservacion”, Determind las concentraciones en combinaciones
entre todos los frutos por serie; para la concentracion de fenoles totales utiliz el
reactivo Folin Ciocalteau y la actividad antioxidante midié por el método de FRAP
(andlisis del poder reductor férrico/ antioxidante) para reducir el ion férrico a ion
ferroso y por la reduccion de DPPH en solucién metabdlica. Concluy6 que las
frutas con mayor capacidad antioxidante son arandano y frambuesa en
combinacién con manzana (80:20), encontrandose hallazgos similares en los

distintos estados de conservacion.

Gaviria et al., (2012) en su investigacion “Cambios en la Actividad
Antioxidante en Frutos de Mortifio (Vaccinium meridionale Sw.) durante su
Desarrollo y Maduracion” evalu6 la variacion en el contenido de fenoles y
antocianinas totales y de la actividad antioxidante por las metodologias DPPH
expresado en (ug equivalentes de Trolox por 100 g de fruta fresca) mediante la
construccién de una curva calibracién a 517 nm. El contenido de antocianinas por

el método pH diferencial varié desde 4,2 mg eq cianidin-3-glucosido/ 100 g fruto



fresco hasta 271,9 mg Cianidin-3-glucosido/ 100 g Fruta fresco al final de la
maduracion; los fenoles totales (4.804 mg acido galico equivalente/ 100 g fruto
fresco). Capacidad antioxidante con captacion de radical DPPH fue 3750 pg
equivalente de Trolox/ 100 g Fruto fresco. Concluyé que el progreso de la
maduracion de frutos varia la calidad de sus compuestos.

Mendoza et al., (2012) en su investigacion “Caracterizacion fisico quimica de
la uchuva (Physalis peruviana) en la region de Silvia Cauca”, analiz6 una de
las frutas con mayor potencial de mercado como es la uchuva (Physalis peruviana)
determinando sus caracteristicas fisicoquimicas, Fruto de color anaranjado
intenso, los resultados muestran que la acidéz es (1,68) g acido citrico; indice de
maduréz 9; pH de 3.72, concluyé que esta es una fruta apta para el
procesamiento con valores de pH 3,7, acidez (2,0) g acido citrico , solidos solubles
13 ° Brix.

Cantillano et al., (2012) “Actividad antioxidante, compuestos fenolicos y
acido ascorbico de frutillas en dos sistemas de produccion”, Utilizé frutillas
de Camarosa y Camino real con madurez comercial, procedentes de cultivos en
sistemas de produccion organico y convencional. Obtuvo resultados del sistema
de produccién convencional: Fenoles totales del fruto camino real 1182,88 y
camarosa 1273,48 (mg GAE/gQ); Antocianinas totales del fruto camino real 24,15y
camarosa 17,78 en (mg cianidina 3- glucésido/ 100 g); Actividad antioxidante del
fruto camino real 4620 y camarosa 4690 (ug Eq Trolox /100 g fruto fresco). Sistema
de produccién organico: Antocianinas totales de camino real 16,57 y camarosa
11,93 en (mg cianidina 3- glucésido/ 100 g); Fenoles totales de camino real
1130,67 y Camarosa 1250,86 (mg GAE/100 g) y actividad antioxidante del fruto
camino real 4670 y camarosa 5070 (ug Eq Trolox /100 g fruto fresco). Concluy6

el sistema de produccién organico tiene mejor calidad de actividad antioxidante.

Aroni, (2013) en su investigacion “Evaluacion de la estabilidad de
antocianinas presentes en los frutos de capachu (Hesperomeles
escalloniifolia schltdl), huancachu (Berberis cummutata eichler), cheqche
(Berberis humbertiana j.f. Macbr) y alaybili (Vaccinium floribundum Kunth)
frente al pH y temperatura”, identifico las antocianidinas de los cuatro frutos
mediante la metodologia Cromatografia Liquida de Alta Resolucion (CLAR 6

HPLC), de los frutos capachu y cheqche identificé las antocianidinas (delfinidina,



cianidina, petunidina, peonidina y malvidina) mientras que en los huancachu y
alaybili identifico sélo antocianidina, cianidina. También cuantifico el contenido
total de antocianinas mediante el método del pH diferencial, siendo capachu
(2026.201 mg/100 g) con mayor contenido antocianico que huancachu (1271.809
mg/100 g), cheqche (2306.297 mg/100 g) y alaybili (319.170 mg/100 g). Ademas
determind la estabilidad de las antocianinas de los frutos aplicando un disefio
experimental factorial 32, temperatura (20, 30 y 40 °C) y pH (3; 4 y 5). Concluy6
gue la menor variacién y mejor estabilidad fue en el fruto Capachu a temperatura
de 20 °C y un pH de 3 quiere decir que a menor temperatura y pH la estabilidad
de antocianinas es mayor.

Fabiani et al., (2013) en su investigacion “Evaluacién del contenido de
antioxidantes en extractos convencionales y supercriticos de ardndano
(Vaccinium corymbosum L)”, cuantifico polifenoles totales (PFT), antocianinas
y actividad antirradicalaria (AA) por ensayo del DPPH. Los resultados por el
método supercritico en antocianinas totales (AT) fue (86,1 £ 2,5 mg /100 g fruto
base himeda ), en polifenoles totales (PFT) de (167,5 + 11,1 mg EAG/100 g fruto
base Himeda) y el porcentaje de decoloracion del DPPH ( 6452 + 8,99 ug Eq
Trolox/ g muestro fresco) y por método convencional en antocianinas totales (AT)
fue (146,4 + 3,1 mg /100 g fruto base humeda); en polifenoles totales (104,6 +
15,9 mg EAG/100 g fruto base humeda) y el porcentaje de decoloracion del DPPH
(62,86 + 6,03 % Trolox). Concluyé que el método que mejor resulta para
polifenoles es la extracion por el método supercritico y para antocianininas es

método de extraccion convencional.

Chordi, (2013) en su estudio “Contenido fendlico y capacidad antioxidante
de fresa minimamente procesada sometida a tratamientos de conservacion
por pulsos de luz de alta intensidad”, determin6 los compuestos fendlico y su
capacidad antioxidante de la fresa sometida a diferentes tratamientos por pulsos
de luz de alta densidad, los resultados presentan valores similares justo después
de ser procesadas en un rango comprendido entre 12903 y 14164 ug equivalentes
de Trolox/ 100 g de muestra, indicando la existencia de diferencias significativas
entre los valores muestreados; Los compuestos fendlicos con una media de 177.9
y 500 mg equivalentes de acido galico/100 g en la muestra control. Concluyé que
el tratamiento con pulsos de luz en fresa minimamente procesada provoc6 una
ligera disminucion del contenido de compuestos fendlicos totales, pero no afectd

a la capacidad antioxidante.



Aparcana et al., (2014) en su investigacion “Evaluacién de la capacidad
antioxidante de los extractos etandlicos del fruto de Physalis peruviana
aguaymanto de diferentes lugares geograficos del Pert”, valor6 y comparé
el contenido de polifenoles totales por el método de Folin-Ciocalteu y la capacidad
antioxidante de los extractos etandlicos del fruto de aguaymanto, provenientes de
Ancash, Junin, Cajamarca y Huanuco, por los métodos radicalarias de DPPH
(1,1-difenil-2- picril-hidrazilo) y ABTS (acido 2,2'-azino-bis-3-etilbenzotiazolin-6-
sulfénico), concluye que Physalis peruviana L de Huanuco, Junin, Ancash y
Cajamarca evaluados por DPPH, expresaron un ICsode 1,86; 2,04 ; 2,24y 2,36
mg/mL respectivamente; asimismo, de ABTS expresado en ICs fue de 1,29; 1,30;
1,47 y 1,55 mg/mL, correspondiendo el de mayor capacidad antioxidante al

aguaymanto de Huanuco.

Ormazabal, (2014) en su investigaciéon “Capacidad antioxidante de extractos
secos provenientes de berries: maqui (Aristotelia chilensis), murtilla (Ugni
molinae) y arandano (Vaccinium corymbosum)”, caracterizd6 extractos de
maqui, murtilla y arandano en cuanto a su actividad antioxidante y la concentracion
total de polifenoles de los preparados secos de berries y cuantificd polifenoles
utilizando reactivo de Folin-Ciocalteu, ascorbato de sodio, &cido 5,5 -ditio-bis (2-
nitrobenzoico) (DTNB), cloruro férrico, los tres extractos fueron usadas como
parametro comparativo, entre ellos; Concluyd que el extracto de maqui tiene la
mejor actividad antioxidante comparado con los extractos de ardndano y murtilla
ademas el extracto con mayor contenido de polifenoles equivalentes de catequina,
conteniendo 10 veces mas antioxidantes por gramo de extracto seco fue mayor

comparando con los dos frutos.

Aldaba et al., (2016) en su investigacion “Funcionalidad del arandano azul
(Vaccinium corymbusum L.)”, el objetivo del trabajo es analizar los fenoles
totales cuantific6 mediante una modificacion de la técnica espectrofotométrica
desarrollada del ABTS a 517 nmy los fenoles totales se llevd a cabo mediante el
método de Folin- Ciocalteau a 765 nm espectrofotbmetro, como resultado
muestra de la siguiente manera: el contenido de humedad con un valor medio de
81,5 %. En cuanto a la actividad antioxidante, los resultados muestran 23200 pg
de Trolox/100g de fruta fresca; cuanto al contenido fendlico (1681mg de acido

galico/100g de Fruta fresca), concluyé que el ardndano azul (Blueberry)



ocupa los primeros lugares entre los alimentos vegetales tanto en cantidad como

en calidad de antioxidantes.

Martinez, (2016) en su investigacion “Evaluacion de la actividad antioxidante
de frambuesas comerciales”, estudié las frambuesas cultivadas mediante
métodos ecoldgicos y tradicionales. La actividad antioxidante se determiné por el
descenso de la absorbancia a 517 nm de una solucion metandlico de radical 2,2-
diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) en presencia de extracto de frambuesa, usando
la curva estandar de Trolox como blanco. Obtuvo resultados de sélidos solubles
en frambuesas tradicionales 9.2 y frambuesas ecoldgicas 7.1 (° brix); Los fenoles
totales en cultivo de Frambuesa tradicional es 243 mg AGE /100 g y Ecolégico
285 (mg AGE /100 g); La capacidad antioxidante de 690 en cultivo tradicional y
cultivo ecoldgico 820 (ug Eq Trolox /100 g fruto fresco). Concluyé que las
frambuesas cultivadas ecol6gicamente presentan mayor capacidad antioxidante
y fenoles totales.

Lillo, et al., (2016) en su investigacion “Cuantificacion espectrofotométrica
de compuestos fenélicos y actividad antioxidante en distintos berries
nativos del Cono Sur de América”, determiné distintos tipos de fenoles en
cuatro berries nativos y el arandano por métodos espectrofotométricos. Los
resultados se muestran de la siguiente manera: Capacidad antioxidante de los
frutos de V. corymbosum (2640) L. apiculata (4930) , B. darwinii (5220), A.
chilensis (7770), U. molinae (5280) expresados en (ug equivalentes de Trolox / g
de muestra); Los polifenoles totales V. corymbosum (139), L. apiculata (293), B.
darwinii (226), A. chilensis (417), U. molinae (288) expresados en (mg AGE /100
g); Contenido de Antocianinas totales de V. corymbosum (0,20), L. apiculata
(0,18), B. darwinii (0,043), A. chilensis (3,41), U. molinae (0,076) expresados en
(mg cianidina 3- glucésido/ 100 g). Concluy6 que el berry que obtuvo la mayor
concentracion de fenoles totales, antocianinas totales y Capacidad antioxidante

fue A. chilensis, siendo este uno de los berries nativos.

Price et al., (2017) en su investigacion “Efecto del refrigerado y congelado
en el contenido de polifenoles totales, antocianinas y actividad antioxidante
de arandanos (vaccinium corymbosum, variedad “biloxi”’) cultivados en
diferentes microclimas de Peru”, Determind los polifenoles totales por el método

espectrofotométrico, antocianinas totales por pH diferencial y actividad



antioxidante por el método de secuestro de radicales DPPH; Ademas, determiné
pH y grados Brix, asi como la cinética de degradacion de antocianinas en el tiempo
de 28 dias a refrigeracion (4 °C), como resultados: pH de (3,01+0,02) Huacho
(Lima) y 3,21+0,02 Coris (Ancash); ° Brix 14,37+0,21 Huacho (Lima), 23.27 en
Coris (Ancash). El contenido de polifenoles (mg &cido gélico equivalente/100 g)
es 1183,99+8,77 de Huacho (Lima), 1428,62+19,58 de Coris (Ancash) y el
contenido de antocianinas 62,93+9,58 de Huacho (Lima), 75,64+2,33 de Coris
(Ancash) en (mg cianidina-3-glucosido/100 g). Concluyd que es factor climatico y

el ambiente influyé en la variacion de resultados.

Pino, (2017), en su investigacién “Descripcion del desarrollo vegetativo y de
las caracteristicas fisicas y quimicas de los frutos de cuatro clones de
arandano alto (Vaccinium corymbosum L.)”, estudi6 los analisis fisicoquimicas
de 4 clones de (Vaccinium corymbosum L.). Siendo descritas en esta parte so6lo
de 2 clones de arandano. Obtuvo los resultados de pH es ALB-12 (3,06), AET-10
(3,09); Acidéz titulable AET-10 (1,09), ALB-12 (1.18); indice de maduréz ALB-12
(12,83) , AET-10 (13.57), Los contenidos de fenoles totales para ALB-12 es
(302,0), AET-10 (332.8), mg de equivalente acido galico /100; Antocianinas
totales de AET-10 (130,64), ALB-12 (183.72) (mg cianidina-3-glucosido/100 g
peso fresco). Concluyé que los clones de madurez tardia tienen menor nivel de
sélidos solubles y pH, una mayor acidez titulable que los de maduracién

semitardia, eso influye en el contenido de los fenoles y antocianinas.

Cuenca, (2017) en su investigacion “Evaluacion de las caracteristicas fisico
quimicas del colorante de mora, extraido con microondas a diferente niveles
de tiempo y potencia”, evaluo la aplicacion del calentamiento de microondas
para la extraccion del colorante de mora y su efecto en las caracteristicas fisico-
quimicas, utilizando dos variedades de mora, Castilla (TC) y Brazo (TB). Obtuvo
resultados de la siguiente manera: para la variedad TC en cuanto al contenido
de Antocianina totales es de (352.8 mg cianidina-3-glucésido/100 g peso fresco);
de pH (3,41); ° Brix (8,0) y Acidéz (0.14) g acido citrico; y para la variedad TB
en cuanto a la Antocianinas totales es de (480.0) mg cianidina-3-gluc6sido/100 g
peso fresco), pH (3,35); ° Brix (8,33), acidéz (0. 24) g acido citrico. Concluyo que
las mejores caracteristicas fisicoquimicas a diferentes tiempos y potencia son de

la variedad mora Brazo.



1.2. Justificacion de lainvestigacion

La alimentacion ha sido una de las necesidades y preocupaciones fundamentales
del hombre. Anteriormente se creia que solo era esencial para la entrega de los
nutrientes y energia necesaria para mantener los procesos vitales, hoy impera el
concepto de una alimentacion saludable y equilibrada. Por esta razén los
alimentos funcionales han tomado gran importancia en la alimentacion actual,
pues ademas de nutrir aportan algunos compuestos con propiedades fisioldgicas

a la salud humana (Urango et al., 2009).

Hipdcrates (Citado por Heinrich, 1931) refirié “que el alimento sea la medicina,
gue la medicina sea el alimento” por ello la nueva tendencia de las plantas que
tienen frutos con compuestos bioactivos (compuestos fendlicos, antioxidantes,
antocianicos y con principios medicinales) ha llamado la atencién a consumidores

a tener mayor interés por los beneficios que generan para la salud.

La contribucion de los compuestos fendlicos a la pigmentacién de los alimentos
vegetales esté claramente reconocida a través de las antocianinas responsables
de los colores rojo, azul, morado, naranjay purpura de la mayoria de los vegetales,
entre ellas las frutas estan en una area de la interaccion alimento-salud como
compuestos “nutracéuticos” con beneficios nutricionales, farmacéuticos que
contribuyen la prevencioén y tratamiento de enfermedades causados actualmente
por los radicales libres (enfermedades degenerativas, cancer, colesterol,

envejecimiento de células, estrés oxidativo, entre otros) (Marquéz, 2011).

Es la raz6n que la presente investigacion establecié como objetivo, determinar la
capacidad antioxidante y compuestos bioactivos (fenoles y antocianinas) de los
frutos silvestres: Gaultheria glomerata (Cav.) Sleumer (Machamacha), Monnina
vargassi Ferreyra (Condorpausan), Vaccinium floribundum Kunth (Alaybili) y

Rubus roseus Poir (Frambuesa silvestre).

Es una incidencia positiva en lo econdmico, social y ambiental (se desarrollaria
mediante la preservacion, domesticacién de las plantas silvestres con frutos
antocianicos), ya que somos actores principales que podemos garantizar la
disponibilidad de alimentos saludables para la futura generacion; ésta
investigacion propone una alternativa que permita de los frutos silvestres:

machamacha, condorpausan, alaybili y frambuesa silvestre su revaloracion y
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aprovechamiento agroindustrial, farmacéutico incluso comercializacion, porque
estos frutos silvestres podrian ser curativas de algunas enfermedades causados
por los radicales libres, ya que éstos poseen alto contenido de capacidad
antioxidante y compuestos bioactivos (Fenoles y antocianinas); Ademas son frutos
gue se encuentran en zonas rurales del sur del pais, como es el Centro poblado
de Cotahuacho, Distrito de Pacucha, Provincia Andahuaylas y Region Apurimac-

Peru.

Apurimac es una region agroecolégica y minera con paz social, produccion
diversificada, ambientalmente sostenible, erradicando la desnutricion crénica
infantil y la violencia de género, mejorando la calidad de vida de sus habitantes
tal como sefiala el documento del Plan de Desarrollo Regional Concertado 2017-
2021; Con el propdsito de construir una region mas justa, equitativa, inclusiva y
gue ademas mire el futuro con esperanza y seguridad, sefialado en el documento

prospectivo Apurimac 2030.

1.3. Problema de la investigacion

Problema general

v' ¢Cudl es el nivel de la capacidad antioxidante y compuestos bioactivos
(fenoles y antocianinas) de los frutos silvestres: Gaultheria glomerata
(Cav.) Sleumer (Machamacha), Monnina vargassi Ferreyra
(Condorpausan), Vaccinium floribundum Kunth (Alaybili) y Rubus

roseus Poir (Frambuesa silvestre)?.

Problema especifico

v' ¢ Cual es el nivel capacidad antioxidante de frutos silvestres:  Gaultheria
glomerata (Cav.) Sleumer (Machamacha), Monnina vargassi Ferreyra
(Condorpausan), Vaccinium floribundum Kunth (Alaybili) y Rubus
roseus Poir (Frambuesa silvestre)?.

v' ¢Cual es el nivel de los compuestos fendlicos de los frutos silvestres:
Gaultheria glomerata (Cav.) Sleumer (Machamacha), Monnina vargassi
Ferreyra (Condorpausan), Vaccinium floribundum Kunth (Alaybili) y

Rubus roseus Poir (Frambuesa silvestre)?.
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v' ¢ Cudl es el nivel de los compuestos antocianicos de los frutos silvestres:

1.4.

Gaultheria glomerata (Cav.) Sleumer (Machamacha), Monnina vargassi
Ferreyra (Condorpausan), Vaccinium floribundum Kunth (Alaybili) y

Rubus roseus Poir (Frambuesa silvestre)?.

Hipotesis de la investigacion

Hipotesis general

v El nivel de la capacidad antioxidante y compuestos bioactivos varian

significativamente en los frutos silvestres: Gaultheria glomerata (Cav.)
Sleumer (Machamacha), Monnina vargassi Ferreyra
(Condorpausan), Vaccinium floribundum Kunth (Alaybili) y Rubus

roseus Poir (Frambuesa silvestre).

Hipotesis especificos

v" El nivel de la capacidad antioxidante varian significativamente en los

frutos  silvestres:  Gaultheria glomerata (Cav.) Sleumer
(Machamacha), Monnina vargassi Ferreyra (Condorpausan),
Vaccinium floribundum Kunth (Alaybil) y Rubus roseus Poir

(Frambuesa silvestre).

El nivel de los compuestos fendlicos varian significativamente en los
frutos  silvestres:  Gaultheria  glomerata (Cav.) Sleumer
(Machamacha), Monnina vargassi Ferreyra (Condorpausan),
Vaccinium floribundum Kunth (Alaybili) y Rubus roseus Poir

(Frambuesa silvestre).

El nivel de los compuestos antocidnicos varian significativamente en
los frutos silvestres: Gaultheria glomerata (Cav.) Sleumer
(Machamacha), Monnina vargassi Ferreyra (Condorpausan),
Vaccinium floribundum Kunth (Alaybili) y Rubus roseus Poir

(Frambuesa silvestre).
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1.5. Variables de la investigacién

Tabla 1: Disefio de contrastacion y variables de investigacion

Variable de Objetivo Variable de
entrada/Independiente salida/Dependiente
Frutos silvestres Determinacién de Capacidad antioxidante y
(Machamacha, la capacidad compuestos bioactivos
Condorpausan, Alaybili antioxidante y (antocianinas y fenoles).
Frambuesa silvestre). compuestos
bioactivos de los
frutos silvestres.

1.6. Objetivos de la investigacion

Objetivo general

v Determinar la capacidad antioxidante y compuestos bioactivos (fenoles
y antocianinas) de los frutos silvestres: Gaultheria glomerata (Cav.)
Sleumer (Machamacha), Monnina vargassi Ferreyra
(Condorpausan), Vaccinium floribundum Kunth (Alaybili) y Rubus
roseus Poir (Frambuesa silvestre).

Objetivos especificos

v’ Determinar la capacidad antioxidante de los frutos silvestres:
Gaultheria glomerata (Cav.) Sleumer (Machamacha), Monnina
vargassi Ferreyra (Condorpausan), Vaccinium floribundum Kunth

(Alaybili) y Rubus roseus Poir (Frambuesa silvestre).

v Determinar los compuestos fendlicos de los frutos silvestres:
Gaultheria glomerata (Cav.) Sleumer (Machamacha), Monnina
vargassi Ferreyra (Condorpausan), Vaccinium floribundum Kunth

(Alaybili) y Rubus roseus Poir (Frambuesa silvestre).

v/ Determinar los compuestos antocianicos de frutos silvestres:
Gaultheria glomerata (Cav.) Sleumer (Machamacha), Monnina
vargassi Ferreyra (Condorpausan), Vaccinium floribundum Kunth

(Alaybili) y Rubus roseus Poir (Frambuesa silvestre).
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CAPITULO 2

REVISION DE LITERATURA

2.1. Bases tedricas
2.1.1. Capacidad antioxidante

Los antioxidantes tienen diferentes mecanismos de acciéon, unos impiden
la  formacion de los radicales libres y/o especies reactivas (sistema de
prevencién), otros inhiben la accion de los radicales libres, algunos
favorecen la reparacion y la reconstitucién de las estructuras biolégicas
dafadas como sefala en la tabla 2.

Tabla 2: Mecanismo de actuacién de los antioxidantes primarios

L'+ AH > LH+ A
LO'+ A > LOH + A
LOO+ AH > LOOH + A

Fuente: Armenteros et al. (2012).

Donde:

L- ; Radical libre

AH ; Antioxidante
LO" : Radical alcoxi
LOO" : Radical peroxilo
A’ : Radical estable

Tradicionalmente los antioxidantes se han dividido en dos grupos:
antioxidantes primarios o eliminadores de radicales y antioxidantes

secundarios o que previenen la oxidacion.

Los antioxidantes primarios son capaces de inhibir la iniciacion y
propagacion de las reacciones de oxidacion mediante la inactivacion de los
radicales libres (L *, LO °, LOO °) que participan en las reacciones

oxidativas, convirtiéndolos en productos estables.
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Los antioxidantes primarios son principalmente compuestos fendlicos (AH)
gue pueden donar un atomo de hidrogeno o un electrén al radical libre
convirtiéndolo en un producto estable (LH, LOH, LOOH).

Asimismo, el antioxidante como consecuencia de esta reaccion se oxida a
su vez formandose un radical estable que no propaga la reaccion de

oxidacion.

Los antioxidantes secundarios son compuestos que acttan disminuyendo
la formacion de radicales libres. Los mas utilizados son agentes quelantes
de metales como el EDTA (acido etilen-diaminico-tetracético) o el acido
citrico (Armenteros et al., 2012).

Clasificacién de los antioxidantes.- Los antioxidantes se pueden
clasificar en la tabla 3 como compuestos enddégenos producidos por el
organismo 0 compuestos exdgenos suministrados con la ingesta de

alimentos.

Tabla 3: Clasificacion de los Antioxidantes

EXOGENOS ENDOGENOS COFACTORES
Vitamina E Glutation Cobre
Vitamina C Coenzima Q Zinc
Beta-caroteno Acido tiotico Manganeso
Compuestos Enzimas:
Fendlicos Superédxido dismutasa Hierro
(SOD),
Catalasa,
Glutation peroxidasa
Licopeno Selenio

Fuente: Compuestos enddgenos y exdgenos Criado, et al., (2009).

De acuerdo a su solubilidad podemos diferenciar entre antioxidantes
hidrofébicos (vitamina E y carotenoides) o hidrofilicos (vitamina C y

compuestos fendlicos) como se muestra en la tabla 4:
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Tabla 4: Clasificacion de antioxidantes de acuerdo a su solubilidad

Hidrofilicos Hidrofobicos
Vitamina C Vitamina E
(Acido ascérbico) (a-tocoferol)
Fendlicos Carotenoides

Fuente: Armenteros et al., (2012).

2.1.2. Estructura quimica del oxigeno

El oxigeno (O) en estado natural es un gas incoloro, inodoro e insipido,
ligeramente mas pesado que el aire (Babor et al., 1956).

Tabla 5: Forma molecular y caracteristicas quimicas principales del

oxigeno
Numero atémico 8
Valencia 2
Peso atbmico 16
Forma Comun Moléculas diatdmicas gaseosas
(1] L 1]
& ®*— @ L ]
o9 L T

Fuente: Hill et al., (2000).

Las principales especies reactivas del oxigeno o sustancias pro oxidantes

son:

0Ozono (0s), Radical Hidroxilo (HO)*, Peroxido de Hidrogeno (H202), Anion
Superdéxido (O °), Oxigeno Singlete (*O2), Oxigeno Nitrico (NO), Peréxido
(ROO), semiquinona (Q).

Dafio o estrés oxidativo

El dafio o estrés oxidativo se ha definido como la exposicion de la materia

viva diversas fuentes que producen una ruptura del equilibrio que debe
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existir entre las sustancias o factores pro oxidantes y los mecanismos
antioxidantes encargados de eliminar dichas especies quimicas, ya sea por
un déficit de estas defensas o por un incremento exagerado de la
produccion de oxigeno. Por lo tanto se reconoce como mecanismo general
de dafio celular, asociado con la fisiopatologia primaria o la evolucion de
un namero creciente de entidades y sindromes de interés medico social,
involucrados en la génesis y en las consecuencias de dichos eventos
(Alvarez et al, 2011).

2.1.3. Clasificacién de los radicales libres del oxigeno
Radicales libres inorgéanicos o primarios

Se originan por tranferencia de electrones sobre el atomo de oxigeno,
representan por tanto distintos estados en la reducciéon de este y se
caracterizan por tener una vida media muy corta; estos son el anién

superoxido, el radical hidroxilo y el 6xido nitrico.
Radicales libres organicos o secundarios

Se pueden originar por la tranferencia de un electrén de un radical primario
a un atomo de un molécula organica o por la reaccion de 2 radicales
primarios entre si, poseen una vida media un tanto mas larga que los
primarios; los principales atomos de las biomoléculas son: carbono,

nitrégeno, oxigeno y azufre.

Intermediarios estables relacionados con los radicales libres del

oxigeno

Aqui se incluye un grupo de especies quimicas que sin ser radicales libres,
son generadoras de estas sustancias o resultan de la reduccion o
metabolismo de ellas, entre las que estan el oxigeno singlete, el peréxido
de hidrégeno, el acido hipocloroso, el peroxinitrito, el hidroperdxido

organico.

Los radicales libres se generan a nivel intracelular y extracelular. Entre las
células relacionadas con la produccién de radicales libres del oxigeno
tenemos los neutrdéfilos, monocitos, macréfagos, eosinofilos, y las células

endoteliales. (Alvarez et al, 2011).
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2.1.4. Técnicas parala determinacion de la actividad antioxidante

En la actualidad, debido a la complejidad de los procesos de oxidacion, no
existe un método que refleje de forma completa el perfil antioxidante de
una muestra, por tanto, es bueno trabajar con varios métodos para facilitar
la comparacion e interpretacion de los resultados. Las caracteristicas
“‘ideales” que debe reunir un método de determinacion de capacidad
antioxidante son: sencillez, mecanismo quimico definido y punto final fijo,
reproducibilidad, adaptabilidad a sustancias antioxidantes hidrofilicos y

lipofilicas y elevado rendimiento de analisis (Agudo, 2010).

Determinacién directa.-El radical se emplea como un factor de
cuantificacion (produce una sefial analitica). La adicion del antioxidante,
antes o después de la generacion del radical, provoca una disminucion de
la sefial. En el ensayo de post-adicion se forma el radical en ausencia de
la muestra y asi, cuando se afiade la sustancia antioxidante se produce un
descenso en la sefial debido a la disminucion de la concentracion del
radical. En ensayos de inhibicion, la muestra se afiade a los sustratos de
oxidacién antes que sea generado el radical, La reaccién comienza con la
adicion del oxidante (ABTS*+, DPPH, etc).

Método del ABTS® + (Acido 2,2’-azinobis (3- etilbenzotiazolin)-6-
sulfénico).- La ventaja de este ensayo es que puede realizarse tanto en
muestras hidrosolubles como liposolubles, eligiendo el disolvente

apropiado en cada caso (Ronald, 2005).

Método ORAC (Oxigen Radical Absorbance Capacity).- El fundamento
del método ORAC se basa en la habilidad que tienen los compuestos
antioxidantes para bloquear radicales libres por donacién de un atomo de

hidrégeno
X+ AH XH + A®

En este método, el radical artificial AAPH (2,2’-Azobis-(2-aminopropano)-
dihidrocloruro) oxida a la fluoresceina de forma que esta pierde su
fluorescencia. De esta forma, las sustancias antioxidantes presentes en el
extracto obtenido a partir del alimento disminuirian dicha pérdida de

fluorescencia (Agudo, 2010).
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El método del DPPH (I, I-difenil-2- picrilhidrazilo).- Este ensayo fue
propuesto originalmente por Brand-Williams. Se basa en la reduccion del
radical DPPHe- por los antioxidantes de la muestra. Este método permite
evaluar la actividad de sustancias frente al radical libre estable 2,2- difenil-
1-picrilhidracilo (DPPH) en una solucion metandlico que tiene un color
violeta intenso que se pierde progresivamente cuando se afiade la muestra
gue contiene antioxidantes esto se reduce a un color amarillo como se

observa en la figura 1.

~ -”L 7 . . o . N\ 3 ~ ’—'.:."'"
- ‘W ,/ N
{ |
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[\:'j H?\tl
O.N 1 NO O,N_ A _NO
- RN ‘r ’ =Y
R~ AH A \ \"v"‘-—::f
(Agente Antioxidante) |
NO NO
DPPH
AMARILLO

Figura 1 : Reaccion del DPPH con un agente oxidante (Krinsky, 1989,
Citado en Reategui et al. 2014).

2.1.5.Compuestos bioactivos

La continua aparicion de evidencias cientificas acerca del papel de la dieta y
sus componentes en el bienestar y la salud, ha favorecido la aparicién de los
alimentos funcionales que en la actualidad constituyen uno de los principales
impulsores del desarrollo de nuevos productos. La forma més versétil de
modificar la composicién de los alimentos surge de la enorme posibilidad de
introducir cambios en los ingredientes utilizados en su elaboracién y en
consecuencia sobre la presencia de diversos compuestos bioactivos

provenientes en su mayoria de frutas y vegetales (Cardenas et al., 2015).
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Tabla 6: Compuestos bioactivos de los alimentos clasificados segun su

naturaleza quimica.

COMPUESTOS BIOACTIVOS DE LOS ALIMENTOS

INORGANICOS ORGANICOS
Isoprenoides |Compuestos | Lipidos [Carbohidratos | Proteinas,
Minerales  |terpenoides)  [fendlicos y derivados aminoacido y
derivados
Acidos
Acidos grasos | Acidos Aminoacidos
Ca i . , _
Carotenoides | fanglicos | insaturado | ascorbico
(omega 3)
Saponinas | F1avonoides iriineste  (Oligosacarido  |Isotiacianatos
Se (Antocianidi "
roles (prebidtico)
nas)
Tocotrienoles | Lignanos Polisacéaridos [Capsaicinoides
Zn (almidon)
Compuesto
K . .
Tocoferoles | Taninos salil-s

Fuente: Gdmez, (2010).

2.1.6. Compuestos Fendlicos

Los compuestos fendlicos son en gran parte, los responsables de las
principales caracteristicas organolépticas de los alimentos y bebidas
procedentes de plantas: se encuentran en frutas, verduras, legumbres, frutos
secos chocolate y en bebidas como el té, café, vino y cerveza. Contribuyen en
su color (pigmentacion amarillos, rojos, naranjas, rojos, azules), sabor (en el

amargor y astringencia) olor y estabilidad oxidativa (Cheynier, 2005).

Las plantas sintetizan una gran variedad de productos secundarios que

contienen un grupo fenol. Estas sustancias reciben el nombre de compuestos
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fendlicos, polifenoles o fenilpropanoides y derivan todas ellas del fenol, un anillo

aromético con un grupo hidroxilo tal como muestra la figura 2.

OH

Figura 2: Estructura del fenol (Puzanowska, 2009).

Clasificacién de Compuestos Fendlicos
Compuestos monoméricas:

a) Derivados del &cido hidroxibenzoico (Ce-Ci): los acidos hidroxibenzoico
tienen una estructura general Cs-C;1 que deriva del &cido benzoico. Los distintos
acidos hidroxibenzoico se distinguen por variaciones en la estructura tipica
debido a hidroxilacién y metilaciones del anillo aromatico.

b) Derivados del acido hidroxicinamico (Ces-Cs): los acidos hidroxicinamico
son un grupo de compuestos presentes en la pared celular vegetal, cuyos
principales representantes son el acido feralico, p-camarico, cafeico y
sinaptico, de los cuales el acido ferulico y p-cumarico son los de mayor
abundancia en la naturaleza.

c) Derivados de flavonoides: los flavonoides (Cs-C3-Cs) se pueden clasificar
en varias familias segun los cambios estructurales que presenten en su
estructura basica. Poseen varios grupos hidroxilo (" OH) unidos a su estructura

de anillo y se encuentran normalmente como glucésidos (Puzanowska, 2009).

Importancia de los compuestos fenélicos

Los compuestos fendlicos son importantes para entender las propiedades
saludables de la matriz analizada (actividad antioxidante, anticancerigena,

etc.). La actividad de un determinado extracto se debe a todos sus

21



componentes; no solo los compuestos mayoritarios son los responsables de
sus caracteristicas, sino que también influyen los minoritarios o las

interacciones entre ellos (Manach, et al., 2009).

El perfil poli fendlico de los vegetales puede emplearse para su caracterizacion
y control de calidad de los alimentos, como indicador quimico del procesado de
los alimentos elaborados, ya que pueden producirse alteraciones de su
contenido durante los procesos tecnoldgicos, en la deteccion y avaluacion de
posibles adulteraciones o modificaciones genéticas, aplicaciones en la industria
agroalimentaria como pueden ser uso de alternativas a los antioxidantes
sintéticos para preservar a los alimentos del dafio oxidativo 6 como
aprovechamiento de sub productos de derivados menos hidrofilicos con
caracteristicas farmacoldgicas mejoradas. (Gomez, 2010).

2.1.7. Laantocianinay su importancia

Las antocianinas son pigmentos vegetales de color rojo, azul, morado con gran
potencial para el reemplazo competitivo de colorantes sintéticos; por tanto es
de gran importancia conocer los aspectos bioquimicos que enmarcan estos
pigmentos; las propiedades bioactivas de las antocianinas abren una nueva
perspectiva para la obtencion de productos coloreados con valor agregado para
el consumo humano (Astrid, 2008).

Distribucion en la naturaleza

Las antocianinas se localizan principalmente en la pared celular de las frutas.
La funcion que cumplen es la de atraer seres vivos para propositos de
polinizacion y dispersion de semillas. La diferencia de color entre las frutas,
flores y verduras depende de la naturaleza y concentracién de antocianinas
como se muestra en la tabla 7. Existen factores adicionales que afectan el color
como el pH de la célula, el efecto de pigmentacién determinado por la presencia

de otros flavonoides, temperatura, luz, oxigeno entre otros.
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Tabla 7: Distribucién de las principales antocianidinas en algunas frutas vy
vegetales comunes.

COMPUESTO COLOR FRUTAS Y VEGETALES
Delfinidina Rojo Uva concordia, martillo, bilberry, grosella
azulado negra, mashua negra, papas, frijoles, y

muchos otros frutos silvestres con bayas.

Cianidina Rojo Fresa, mora, ruibarbo, grosella negra,
naranja cereza, col roja, bilberry, arandino, saulco,

uva concordia, maiz, ciruela, frambuesa,

cebolla roja
Pelargonidina Naranja Fresa, maices, otros citricos
Peonidina Rojo Cereza, arandano.

Fuente: Burin et al., (2010).
Beneficios en la salud de las antocianinas

El interés en los pigmentos antocianicos se ha intensificado recientemente
debido a sus propiedades, farmacoldgicas y terapéuticas. Durante el paso del
tracto digestivo al torrente sanguineo de los mamiferos, las antocianinas
permanecen intactas y ejercen efectos terapéuticos conocidos que incluyen la
reduccion de la enfermedad coronaria, efectos anticancerigenos,
antitumorales, antiinflamatoria y antidiabética; ademéas del mejoramiento de la
agudeza visual y del comportamiento cognitivo, los efectos terapéuticos de las

antocianinas estan relacionados con su actividad antioxidante. (Astrid, 2008).
Extraccion y purificacion de la antocianina

La extraccion de antocianinas es comunmente llevada a cabo con metanol o
etanol conteniendo una pequefa cantidad de acido clorhidrico (15 %, HCI 1M)
con el objetivo de obtener la forma del cation flavilio, el cual es estable en un

medio altamente 4cido (Aguilera et al., 2011).
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Estos compuestos son solubles en solventes polares y cominmente se extraen
de sus fuentes naturales usando metanol o etanol con pocas cantidades de
algunos acidos como &cido clorhidrico, acético y férmico, ya que el &cido
mantiene el pH &cido lo que previene el desplazamiento de los equilibrios
guimicos de hidratacién y formacién de chalconas. Por lo anterior se
recomienda para la extraccion de estos pigmentos el uso de acidos débiles

como el trifluoroacético, tartérico o citrico (Santa cruz, 2011).

Estructura quimica de las antocianinas

Estos compuestos pertenecen a la familia de los flavonoides. Son glucésidos
de antocianidinas, es decir, que estan constituidos por una molécula de
antocianidina, que es la aglicona, a la que se le une un azucar por medio de un
enlace glucosidico. La estructura quimica basica de estas agliconas es el ion
flavilio, también llamado 2-fenil-benzopirilio, que consta de dos grupos
aromaticos: un benzopirilio (A) y un anillo fenélico (B); ambos unidos por una

cadena de tres atomos de carbono como se muestra en la figura 3:

Figura 3: Estructura basica de las antocianinas (Aguilera et al., 2011).

El color de las antocianinas depende del nimero y orientacion de los grupos
hidroxilo y metoxilo de la molécula, especificado en tabla 8. Incrementos en
la hidroxilacién producen desplazamientos hacia tonalidades azules mientras
gue incrementos en las metoxilaciones producen coloraciones rojas (Garzén,
2008).
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Tabla 8: Variaciones estructurales del anillo B producen las seis
antocianidinas conocidas.

Antocianinas R1 R2 Espectro visible 4
Max (nm)

Pelargonidina H H 494 (Naranja)
Cianidina OH H 506 (Naranja-rojo)
Delfinidina OH OH 508 (Azul —rojo)
Peonidina OCHs; H 506 (Naranja-rojo)
Petunidina OCHs OH 508 (Azul-rojo)
Malvidina OCHs ocC 510 (Azul-rojo)

Hs

Fuente: Garzon, (2008).

2.2. Marco conceptual

Antioxidante.- Un antioxidante es una molécula capaz de prevenir la
oxidacion de un sustrato oxidable, actuando como donador de electrones
(agente reductor), todos los seres vivos que utilizan el oxigeno para obtener
energia, liberan radicales libres, lo cual es incompatible con la vida a menos
que existan mecanismos celulares de defensa que los neutralice. A estas
defensas se las denomina antioxidantes. Los alimentos digeribles como las
frutas o bayas son funcioanles y antioxidantes que retardan el

envejecimiento ya que son flavonoides hidrosolubles (Miquel, 1989).

Compuestos bioactivos.- Los compuestos bioactivos (también llamados
fitoquimicos cuando se trata de compuestos de origen vegetal) cuya
presencia y concentracion va estar en funcion de diversos factores
(climatolégicos, agrondmicos, tecnoldgicos o culinarios entre otros), poseen
cierta actividad biol6gica dentro del organismo que se traduce en bienestar

para el individuo y menor riesgo de padecer determinadas enfermedades y
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son los que le confiere al alimento aquellas caracteristicas especificas que

lo convierte en funcional (Gémez, 2010).

Frutos Silvestres.- Es cuando crecen de forma natural, espontanea y
aportan a nuestro organismo elementos nutritivos de alto valor biologico, que
en su inmensa mayoria, estan todavia por descubrir. Esta cualidad de la que
gozan los vegetales consiste en que se adaptan a las condiciones
especiales y ambientales del habitad donde crecen, ofreciendo los
nutrientes y los elementos protectores para los lugarefios de su zona,
siempre que crezcan sin sufrir grandes dafios a causa de los fertilizantes

guimicos y fumigaciones toxicas (Lema, 2009).

Fenol.- El compuesto fendlico posee una estructura quimica especialmente
para ejercer una accién antioxidante actuando como captores de radicales
libres neutralizando peligrosas especies reactivas de oxigeno e iones
metalicos quelantes. Ademas, debido a su reactividad, se encuentran en la
mayoria de los casos combinadas con un acido orgénico, un azlcar o bien,

con ellas mismas para formar un polimero (Puzanowska, 2009).

Antocianina.- El vocablo antocianina se deriva de palabras griegas Anthos,
flor y Kyanos, azul. Quimicamente las antocianinas existen como glucésidos
de polihidroxi y/o polimetoxiderivados de la sal, difieren en el nimero de
grupos hidroxilo y/o metoxilo presentes, los tipos, los nimeros y los sitios de
la unién de los azlcares y las clases y numero de acidos alifaticos o
aromaticos que estan unidos a los azlcares de la molécula, estos azucares
mas comunes son glucosa, galactosa, arabinosa, xilosa, di y trisacéaridos
homogéneos y heterogéneos formados por la combinacion de estos
azucares. El color de las antocianinas y antocianidinas resulta de la

excitacion de la molécula por la luz visible (Fennema, 2000).

Oxigeno.- Es uno de los elementos mas importantes de la tierra, ya que es
considerado como indispensable para la vida; el oxigeno ha sido
ampliamente analizado por su gran capacidad de reaccionar con casi todos

los elementos quimicos. Posee un estado de oxidacion valencia de (“2) y
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en condiciones normales de presion y temperatura se encuentra formando

comunmente moléculas diatémicas (Hill et al., 2000).

Radicales Libres.- Desde el punto de vista quimico, son todas aquellas
especies quimicas cargadas o no, que en su estructura atbmica presentan
un electron desapareado o impar en el orbital externo que les da
configuracion espacial generadora de gran inestabilidad. Poseen una
estructura birradicalica, son muy reactivos, tienen una vida media corta.
Desde el punto de vista molecular son pequefias moléculas ubicuitarias y
difusibles que se producen por diferentes mecanismos como las cadenas
mitocondriales, cadena de transporte de electrones a nivel microsomal, en
los cloroplastos, las reacciones de oxidacion que producen dafio celular
(oxidativo) al interactuar con las principales biomoléculas del organismo
(Alvarez et al., 2011).

DPPH (1,1-difenil-2-picril-hidrazilo).- La molécula (DPPH) es conocida
como un radical libre estable debido a la deslocalizacién de un electrén
desapareado sobre la molécula completa. La deslocalizacion del electrén
intensifica el color violeta intenso tipico del radical, el cual absorbe en
metanol a 517 nm. Cuando la solucion de DPPH reacciona con el sustrato
antioxidante que puede donar un atomo de hidrégeno, el color violeta cambia

al color amarillo o transparente (Reéategui et al., 2014).

Espectrofotometria ultravioleta (Uv).- El andlisis espectro métrico Uv es
la técnica usada para identificar y cuantificar en funcién de la longitud de
onda, la concentracién o reacciones quimicas en una muestra. Por ejemplo,
el espectro de absorcion de las antocianinas depende del pH. La absorcién
maxima a 520-540 nm en la region visible es la longitud de onda mas comun
usada en la medicién espectrofotométrica de antocianinas (Horbowicz et
al., 2008 citado por Aguilera et al., 2011).
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CAPITULO 3

MATERIALES Y METODOLOGIAS

3.1. Lugar de ejecucion

El presente trabajo de investigacion se desarrollé en la Universidad Nacional
José Maria Arguedas, en los laboratorios de control de Calidad, Quimica y
Procesos Agroindustriales de la Escuela Profesional de Ingenieria
Agroindustrial, ubicado en la Unidad vecinal de Santa Rosa, Distrito de

Talavera, Provincia Andahuaylas, Region Apurimac.

3.2. Poblacién y muestra

3.2.1.Poblacioén

Se consider6 como poblacion a los frutos de plantas silvestres: Gaultheria
glomerata (Cav.) Sleumer (machamacha), Monnina vargassi Ferreyra
(condorpausan), Vaccinium floribundum Kunth (Alaybili) y Rubus roseus
Poir (frambuesa silvestre) que crecen en el bosque Kankarhuay ubicado en
el centro poblado de Cotahuacho, Distrito de Pacucha, Provincia de
Andahuaylas, Regién Apurimac, estos frutos fructifican en los meses de
Febrero - Abril, meses en que se encuentran en su estado de maduréz

completa.

En especifico el bosque Kankarhuay se encuentra al Noreste de la ciudad
de Andahuaylas limitado entre los puntos geograficos 13°33'20.13”;
13°33'55.53” LS, 73°18'33” LO y 13°34'28.53”; 13°34’57.4” LS, 73°16'40.2”
LO del meridiano de Greenwich, entre los 2 500 y 4 080 msnm; con un area
aproximada de 415.80 Has (Reynaga, 2003).

3.2.2. Muestra
Para obtener la muestra se realiz6 un Muestreo Aleatorio Estratificado
(MAE), que consistio en recolectar 250 g de cada uno de los frutos silvestres:

Gaultheria glomerata (Cav.) Sleumer (machamacha), Monnina vargassi

Ferreyra (condorpausan), Vaccinium floribundum Kunth (Alaybili) y
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Rubus roseus Poir (frambuesa silvestre), frutos maduros, con una

coloraciéon morado intenso.

3.2.3.
Para la unidad de andlisis se optaron

Unidad de anélisis

por los frutos que cumplen las
siguientes caracteristicas: estado de maduréz completo, coloracién morada,
sin dafos fisicos ni biolégicos y de buen tamafio, de esto se obtuvieron 100

gramos de cada fruto silvestre para su analisis experimental.

3.3.

Operacionalizacién de variables

Tabla 9: Operacionalizacion de variables

VARIABLES OBJETIVOS DIMENSIONES | INDICADORES
Seleccion y
Independientes: clasificacién de | Muestras de Frutos silvestres

Frutos silvestres

frutos silvestres

frutos silvestres.

(machamacha,
condorpausan,
alaybili y frambuesa
silvestre)
Determinacion de | Capacidad mM Eqg* Trolox /
la capacidad | Antioxidante 100 g fruto
antioxidante de los fresco
frutos  silvestres:
machamacha,
condorpausan,
alaybili y

frambuesa silvestre
Determinacion de

Dependientes: Fenoles totales | Miligramos de a.

los compuestos Galico (AGE)
(Capacidad fendlicos de los por cada 100 g
antioxidante y | frutos silvestres: de fruto fresco.
compuestos machamacha,
bioactivos condorpausan,
(antocianinas y | alaybili y
fenoles)) frambuesa silvestre

Determinacion de | Antocianinas Antocianina

los compuestos | totales monomeérica en
bioactivos de los mg/100 g fruto
frutos  silvestres: fresco.
machamacha,

condorpausan,

alaybili y

frambuesa silvestre
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3.4. Equipos e instrumentos de recoleccion de datos

a) Equipos e instrumentos

Tabla 10: Lista de equipos e instrumentos de investigacion

CANTIDAD EQUIPOS E INSTRUMENTOS MARCA

01 Espectrofotometro UV-Visible Geénesis

01 Potenciometro Hanna

01 Refractometro ATC

01 Estufa Kert lab

01 Incubadora memmert

01 Congeladora Ventus corp

01 Refrigeradora mabe

04 Agitador magnético Lw-scientifique

01 Céamara fotogréfica Sony

01 Balanza digital de sensibilidad Abs 200-4
0.01g

01 Balanza electronica digital Cap. | E-accupa
maxima de 30 Kg., y minima de
200 g

01 Termometro digital de 50 °C Boeco. germany
hasta +300 °C

01 Centrifuga con temporizador Funke gerber

digital, Velocidad 1420 RPM.

30



b) Materiales

Tabla 11: Lista de materiales de la investigacion

CANTIDAD MATERIALES MARCA
03 Varilla de vidrio Fortuna
01 Paquete papel tissue Elite
05 Mortero con pilon Schott
40 Tubos de ensayo Schott
05 Vasos precipitados de 100ml| Fortuna
04 Pipetas de 5 ml, 10 ml Fortuna
02 Micropipetas de 5y 10 pl Accumax
04 Bureta de 25 ml vmr
02 Soporte Universal metalico SIM
02 Fiolas (10 a 250 ml) Schot
02 Espatula mediana y pequefa SIM
04 Probetas de 50, 100, 250 ml. Kyntel
02 Pizetas. SIM
01 Rotulador Faber Castell
04 Placa Petri Schot
05 Rollos de papel aluminio Diamont
03 Espatula de acero inoxidable Facusa
mango de madera

01 Papel filtro.589/2 (Whatman - S&S
40).d11c

08 Matraz Erlenmeyer de 100ml,
500 ml Giardino
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¢) Recursos no disponibles

Tabla 12: Lista de recursos no disponibles

RECURSOS NO DISPONIBLES

CANTIDAD MATERIALES MARCA
06 Botellas de vidrio &ambar s/m
08 Laminas de papel Whatman N° 40 sé&s
o1 Rotulador Faber castell
80 Tubos de ensayo tapa rosca s/m
02 Gradillas s/m
10 Rollos de papel aluminio Diamont
o5 Cubetas de espectrofotdmetro Isolab
CANTIDAD REACTIVOS / INSUMOS
40ml Acido Clorhidrico
S0 mi Follin Ciocalteu
Reactivo Trolox (Acido-6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametil-croman-2-
300 mg o
carboxilico)
15¢ Carbonato de sodio
50 mg | Acido galico
100 ml | Radical libre DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazil).
31 Metanol (80 %)
21 Etanol (96 %)
5049 Carbonato de sodio 98%
10 | Agua esterilizada ¢ destilada
CANTIDAD MATERIAL VEGETAL
250 g Gaultheria glomerata (Cav.) Sleumer (machamacha)
250 Monnina vargassi Ferreyra (condorpausan)
250 g Vaccinium floribundum Kunth (Alaybili)
250 g Rubus roseus Poir (frambuesa silvestre).
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d) Reactivos e insumos

Tabla 13: Lista de reactivos e insumos disponibles

REACTIVOS / INSUMOS CANTIDAD UNIDAD MEDIDA
Hidréxido de Sodio 30 g
Fenolftaleina 30 ml
Cloruro de potasio 20 g
Acido citrico 100 g
Acetato de sodio 100 g

3.5. Tipo deinvestigacion

Aplicada.- El presente proyecto de investigacion se caracteriza porque
busca la aplicacion o utilizacion de los conocimientos que se adquieren
ya que los resultados obtenidos podrian ser aplicables o utiles para la
industria alimentaria, farmacéutica, y diversos derivados de productos
con valor agregado.

Experimental.- Esta investigacibn consisti6 en realizar la
experimentacion para probar la hipotesis planteada, mediante la
manipulacion y medicion de las variables en una situacion controlada

de sus principales condiciones o estados.

Orientada.- Se caracteriza porque tiene una orientacion a la solucién
de problemas especificos, sin llegar a resolverlos directa e
inmediatamente, por ejemplo que podrian prevenir enfermedades

generadas por los radicales libres.

3.6. Métodos de andlisis preliminares

a) Clasificacion de los frutos silvestres en estudio
Las frutas silvestres tuvieron las siguientes caracteristicas: Estado
maduréz completo, color morado, sin dafio fisico ni biologico y de buen

tamarnio, luego se desinfectaron con 3 ml de hipoclorito de sodio en un
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litro de agua destilada, fue secado a medio ambiente del lugar de estudio
y se conservo a 10 °C en la refrigeradora.

b) Determinacién de propiedades fisico-quimicos de los frutos

silvestres

Humedad.- Se realizé por el método gravimétrico segun la Asociacion de
los quimicos analiticos oficiales (AOAC, 2003), Método 23.003.

Esto se fundamenta en la pérdida de peso de la muestra usando la estufa
a 110 °C por tres horas hasta obtener peso constante, en el que el
contenido de humedad se determina a partir del cambio de peso de la
muestra después de la evaporacion del agua absorbida. Los calculos

seran hallados con la siguiente ecuacion:

(pmh — pms)
—_— X

% de humedad =
pmh

100 ................Ec.(01)

Donde:
pms : Peso de muestra seca
pmh: Peso de muestra humeda

pH.- Para medir el nivel de pH se utilizé la metodologia de Asociacion de
los quimicos analiticos oficiales (AOAC, 1990), Método 943.02/05.

En primer lugar se calibré el potenciémetro; posteriormente se mezclé 10
g del extracto de fruta fresca con 50 ml de agua destilada, se filtr6 a
través de un papel filtro Nro. 40. Luego se tomé una alicuota y se

midieron el pH indicado.

Sélidos solubles (° Brix).- La determinacion se realiz6 segun el método
(ISO 2173: 2003), por medio de un refractometro, aparato que sirve para
cuantificar el fenémeno fisico de refraccion en zumo de frutas y hortalizas,
que consiste en el cambio de medios con distinto indice de propagacion
en funcion del cambio de direcciéon que sufre un rayo de luz al pasar

oblicuamente de un medio a otro con distinto indice de propagacion.
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Acidéz.- Se realiz6 con la técnica de titulometria propuesta por la
Asociacién de los quimicos analiticos oficiales (AOAC, 2005) Método
942.15.

El método consistio en realizar la titulacion de neutralizacion en relacion
de 1:1 fruta: agua destilada, se coloca el potencidmetro calibrado al
becker con la muestra, se le adiciona 2 a 3 gotas de fenolftaleina y se va
afadiendo el hidréxido de sodio a 0.1 N como solucidn titulante, usando
el potenciébmetro hasta conseguir neutralizar la muestra (con un pH
aproximado de (8.3- 8.6) como punto final de titulacion. Calculando el
resultado como 4cido citrico (acidéz que lo distingue a los frutos) con la

siguiente ecuacion:

N« Meq +V
Acidéz total = w X

100 ..o oo e e e EC.(02)

Donde:
N = Normalidad del NaOH

Meq = Peso mili equivalente del 4cido predominante (acido citrico = g/

0,064 mEq).
p = Pesodelamuestraeng.
V = Volumen en mililitros del &lcali utilizado.

indice de maduréz.- El indice de maduréz (I.M) se calculé en relacién
entre solidos solubles totales (SST) y el porcentaje de Acidéz total
titulable (ATT) (Fisher, et al., 1999).

Calculado por la siguiente ecuacién 03.

I.M

SST( ° Brix )

= veenn . EC.(03
ATT \% acidéz (03)
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3.7. Metodologia experimental

Preparacion de muestras (Extractos metandlicos)

Los frutos silvestres: machamacha, condorpausan, alaybili y frambuesa
silvestre fueron lavados asépticamente con agua destilada y secados al
medio ambiente, luego fueron triturados en un mortero, una vez trituradas
se colocaron en un envase cada uno, protegidos de luz con papel aluminio

en seguida se congelaron a (— 20 °C) por 24 horas.

Partiendo de 10 g de muestra previamente congeladas fueron
homogenizadas con 20 ml de metanol acuoso al 80 % y fueron

homogenizadas en un mortero por 5 minutos.

Se llevd a un beaker cada uno y se colocaron en un agitador magnético a

250 rpm a temperatura ambiente en obscuridad por 60 minutos.

El sobrenadante se filtr6 al vacio con papel filtro whatman N° 40.
(Zadernowki et al., 2005).

3.7.1. Determinacion de la capacidad antioxidante

Se utiliz6 el método de la decoloracion del radical 2,2-difenil-1-
picrilhidrazilo (DPPH), desarrollado por Brand-Williams et al., (1995),
para la determinacion de la capacidad antioxidante en extractos

hidrofilicos.
Preparacion de la solucién madre de Trolox

Para ello se disolvié 2 mg del reactivo Trolox (Acido — 6 — hidroxi — 2, 5,
7, 8 — tetrametil — croman — 2- carboxilo), en 10 ml de metanol al 80%. Y

por lo tanto se tendra una concentracién de 800 u moles/!I.
Curva de calibracion

Se utilizé la solucion madre de Trolox y se hicieron diluciones a diferentes

concentraciones tal como se muestra en la tabla 14.
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La muestra en blanco fue 3 ml de la solucién madre de Trolox sin la

adicion de metanol.

Tabla 14: Datos para la elaboracion de la curva estandar de solucion Trolox.

Concentracion Solucion patrén Metanol al 80 %

(uM) (ml) (ml)
800 3.000 0

700 2.625 0.375
600 2.250 0.750
500 1.875 0.125
400 1.500 1.500
300 1.125 1.875
200 0.750 2.250
100 0.375 2.625

Preparacion de la solucién del radical DPPH

La solucion madre de DPPH se prepard disolviendo 24 mg de DPPH en
100 ml de metanol. Esta solucion se almacené en un frasco ambar o
cubierto con papel aluminio a -20°C por un tiempo no mayor a una

semana.

Se midié la absorbancia de la solucion diluida de DPPH a 517 nm que dio

una lectura de 1,1 +. 0,02.

Posteriormente al extracto de frutas de 0.1 ml, se le adiciond 2.9 ml de la
solucién de DPPH.

El blanco fue metanol en lugar de la solucién antioxidante.

Se agité vigorosamente por un tiempo de 2 a 3 minutos y se dejo
reaccionar la muestra con la solucién diluida, los tubos de ensayos

estuvieron cerrados y en oscuridad por un tiempo de 2 horas a
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temperatura ambiente en el laboratorio del lugar de estudio, Luego de ello
en orden y cuidado se realizé las lecturas al espectrofotometro a 517 nm
hasta no observar cambios significativos en la absorbancia a través del
tiempo; Se repitieron las lecturas a través del tiempo hasta alcanzar un
punto estable. La absorbancia final se emple6 para calcular la actividad
antioxidante de los frutos silvestres.

Calculo de la actividad antioxidante

La capacidad antioxidante se calculé usando la curva de calibracién
estandar de Trolox, se resto la absorbancia del blanco y la absorbancia
de la muestra, por su factor de dilucion mostrando los resultados como
(ug de Trolox Eq* /g muestra de fruto fresco), para lo cual se calculé con
la ecuacién 06.

g muestra fresca

_hgTroloxEqx _ <(bX) « (0.25) * (%) x (FD)) e e eee o o e EC. (06)

Donde:

bX = Se obtuvo mediante la ecuacion de la curva de calibracion de Trolox.
Siendo X: La variacion de las absorbancias A (Abs blanco — Abs

muestra).

0.25= Se obtuvo del peso molecular del Trolox para expresar en unidades
g que es igual a un micromolar Trolox.

ml = Volumen de la muestra (ml del extracto)
p = Peso de la muestra en gramos

FD = Es el factor de dilucion, que se obtuvo dividiendo el volumen final de

la muestra para la lectura de absorbancia entre el volumen inicial.
3.7.2. Determinacion de compuestos fendlicos
Las determinaciones de fenoles totales se realizaron mediante el método

espectrofotométrico con el reactivo de Folin Ciocalteu (Singletén et al.,
1999).

Este método esta basado en la oxidacion de los grupos fendlicos por los

acidos fosfomolibdicos y fosfotlingsticos, este reactivo tiene una coloracion
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amarilla que en presencia de fenol se forma un complejo verde azulado

gue se mide a 765 nm.
Preparacion de la dilucion de carbonato de sodio 20%

De la misma manera se prepard una disolucion de carbonato de sodio al
20 % pesando 5 g de carbonato de sodio en un matraz aforado de 25 ml,
inicialmente se disolvié en 15 ml de agua y se colocé a ultrasonido hasta
su completa disolucién, finalmente se afor6 su volumen de con agua

destilada.
Preparacion de la dilucién 1N del reactivo folin ciocalteu

Ello se realiz6 por medio de una dilucién 1:2 del reactivo comercial (2N) en
agua destilada; y el reactivo protegidos de la luz y se refrigerdé hasta su

uso.
Preparacion de la solucion madre de acido galico 0,1 g/l
Se preparé una dilucion patron de acido gélico de 0.1 g/l.

Se pes6 25 mg de acido gélico, se coloc6 a una fiola aforado de 25 mly
se afor6 con agua destilada luego se preparara una dilucién 1:10 con agua

destilada.
Curva de calibracion

Se utilizo la solucion madre de &cido galico y se realizaron diluciones a

diferentes concentraciones de 0, 1, 2, 3, 4, 5 mg/I.

La muestra en blanco se preparé sin acido galico; con 0,25 ml de Folin
Ciocalteau a 1IN méas 0, 25 ml de carbonato de sodio al 20 % luego se
afor6 a un volumen final de 2 ml con agua destilada y las diferentes

concentraciones se prepard segun la tabla 15.
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Tabla 15: Datos para la curva de calibracién

Acido Folin Carbonato | Agua
., gélico ciocalteu de sodio 20 | destilada
Concentracion
0,1 /l {IN (ml % (ml
A gl |IN(mD) | % (m)) ()

(ml)
Omg!l | -—-- 0,25 0,25 1,50
1 mg/I 0,02 0,25 0,25 1,48
2 mg/l 0,04 0,25 0,25 1,46
3 mgl/l 0,06 0,25 0,25 1,44
4 mg/l 0,08 0,25 0,25 1,42
5 mg/l 0,1 0,25 0,25 1,40

Finalmente se hizo una lectura de absorbancia en el espectrofotdmetro UV-
Visible a una longitud de onda a 765 nm.

La ecuacion de la curva estandar para la cuantificacion de los compuestos

fendlicos totales es:

Y =aAbs + b e n ECL(04)
Y = miligramos (mg) de &cido galico equivalente / mi

Abs = Absorbancia a 765 nm.

Determinacion de fenoles totales

Para la determinacion del contenido de fenoles totales, se mezclé 0.5 ml
de cada extracto crudoy 0.75 ml de reactivo Folin Ciocalteu agitandose
vigorosamente por 3 minutos. Después se agreg6 0,75 ml de una solucion
de Carbonato de sodio, se agit6é vigorosamente. Posteriormente se incub6
a una temperatura de 45°C por 15 minutos. Se utilizé como blanco el
metanol acuoso (80:20 v/v) para medir la absorbancia a 765 nm. Los
resultados de compuestos fendlicos se calcularon mediante la siguiente
ecuacion 05:
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3.7.3.

Y+*Dx*xV 100
C.F.T = ( ) R roa (1 1:)
p
Donde:
C.F.T = Compuestos Fendlicos en Miligramos de &cido galico
equivalente (AGE) por cada 100 g de fruta fresca.
Y = miligramos (mg) de acido gélico equivalente / ml
D = Dilucion
Vv = Volumen de muestra
p = Peso de la muestra en gramos

Determinacién del contenido de antocianinas

Para determinar el contenido de antocianinas se utiliz6 el método
propuesto por Giusti y Worlstad (2001) a través del método del pH

diferencial, describiendo de la siguiente forma:

Las muestras fueron tratadas con buffers de pH=1,0y pH = 4,5; en estas
condiciones las antocianinas sufrieron transformaciones estructurales
gue se manifiestan por la diferencia en los espectros de absorbancia, las

cuales fueron medidas por medio de espectrofotometria UV-Visible.

Para preparar el buffer buffer pH 1,0 (cloruro de potasio 0.025 M): Se
peso 1.86 g de KCl en un beaker, se agreg6 agua destilada hasta los 980
ml. el pH fue ajustado a 1,0, con HCI concentrado (toma alrededor de 6.3
ml). Transfirié a una probeta de 1 |y se enraz6 con agua destilada.

Para preparar el buffer pH 4,5 (acetato de sodio 0.4 M): Se pes6 54.43
g de CH3CO2Na*3H,0 en un beaker, se agregd 960 ml de agua destilada.
Medido el pH se ajusto a 4.5, con HCI concentrado (toma alrededor de 20
ml). Se transfirid a una probeta de 1 | y se aforé con agua destilada.

Se pes6 una cantidad de (1 g) de cada uno de los frutos triturados

previamente congelados a (— 20 °C) en oscuridad.
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Las muestras fueron trituradas con un mortero y transferidas a matraces
de 100 ml.

Se adicioné disolvente extractor (etanol 95%, &cido clorhidrico 0.1 N en
proporcion 85:15), se aforé a volumen de (25 mL) de solucién y se dejo
macerar 10 horas minimo a 10 °C en oscuridad hasta que el solvente se
sature, de esta forma se realizd la extraccion solido-liquido de
antocianinas. Seguidamente se centrifugé a 700 RPM por 20 minutos.
Se filtraron las muestras maceradas utilizando papel Whatman N° 40.
Estas muestras filtradas fueron transferidas a un beaker, posteriormente
se procedi6 a medir las absorbancias de las muestras y dicha
absorbancia se encontraba por debajo de 1 preferentemente debajo de
0,8 y asi cumplieron con la ley de Beer, para ello las muestras que se

encontraban por encima de 0.8 fueron diluidas.

Se prepararon 2 diluciones de cada una de las muestras, una usando el
buffer cloruro de potasio pH 1,0 y la otra usando buffer acetato de sodio
pH 4,5 diluyendo cada uno con el factor de diluciébn previamente
determinado. Dejando equilibrar estas diluciones durante 15 minutos. Se
determind el factor de dilucion 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 dividi6 el
volumen final de la muestra entre el volumen inicial para obtener el factor
de dilucién. Finalmente se midieron la absorbancia de cada dilucion y la
maxima longitud de onda determinada a 520nm y a 700nm, usando como
blanco agua destilada, todas las lecturas se realizaron entre 15 y 60
minutos una vez realizada la preparacién. La absorbancia se calcul6 con

la siguiente ecuacién 07:

Abs = (Alvis—max - A700)pH 1,0 — (Alvis—max - A700)pH 4.5 - Ec. (07)
Donde:

Ajvis—max = Lectura del pico mas altoapH 1,0y pH 4,5.

AZq90 = Lectura a 700 nm, parapH 1,0 ypH 4,5
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El reporte de los resultados fue el promedio de las mediciones realizadas
por quintuplicado y ecuacion para calcular la concentracion de pigmentos
monomeéricas, se empled la siguiente ecuaciéon 08 expresada como

cianidina 3- glucésido:

mg Cianidina 3—Glucésido\ _ (Abs 14
Am ( oo )=(5%) « MW + DF « (p) e e Ec. (08)
Donde:
Am = Antocianina monomeéricas
Abs = Absorbancia
£ = Coeficiente de extincibn molar de cianidina 3- glucésido (26900

L*cm1*mol-1).

MW = Peso molecular de cianidina 3- glucésido (449,2 g/mol)

DF = Factor de dilucion

|4 = Volumen final en |

p =Pesodelamuestraeng

C = Grosor de la cubeta (1cm)
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Frutos

T

Seleccion
Pesado
Lavado
A temperatura
Secad ambiente del
ecado Tlugar de
estudio
Triturado
T:-20°C a 24
Congelado 4h en
oscuridad

Disolvente (etanol \|, \L

95%, acido clorhidrico Metanol
0.1 N en proporcion —#| Macerado Macerado
85:15 por 10 h en 10 80%
°C
Extraccion Agitado A 250 RPM
por 60 min
Filtrado Filtado
Acondicionamiento de P S
buffer a pH (1 y 4.5) ]‘ Dilucion Dilucién
J J

3 71 4 3 3 4

T1 T2 T3 T4 T1 T2 T3 T4 T1 T2 T3 T4

Figura 4 : Diagrama de flujo de la metodologia experimental para la determinacion

de la capacidad antioxidante y compuestos bioactivos (fenoles y antocianinas).
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3.8. Disefo experimental

Tabla 16: Matriz de disefio experimental

Nro. de Nro. de Capacidad Compuesto bioactivo
Tratamientos repeticiones Jantioxidante Fenoles JANTOCianings
T1 R1
(Machamacha) R2
R3
R4
R5
T2 R1
(Condorpausan) R2
R3
R4
R5
T3 R1
(Alaybili) R2
R3
R4
R5
T4 R1
(Frambuesa R2
silvestre) R3
R4
R5

Donde:

T: Tratamientos que son cuatro variedades de frutos silvestres

(Machamacha; Condorpausan; Alaybili y Frambuesa)

R: Repeticiones por quintuplicado
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Para el presente trabajo de tesis se empled el Disefio Completamente al Azar
(DCA), considerandose de esta manera solo dos fuentes de variabilidad: los
tratamientos seran las variedades de frutos silvestres (machamacha (M),

condorpausan (C), alaybili (A) y frambuesa silvestre (F) y el error aleatorio.

Se desarroll6 una investigacion de acuerdo a las siguientes variables de
estudio, como variable independiente: frutos silvestres (Machamacha,
Condorpausan, Alaybili y frambuesa silvestre), como variables dependientes:

la capacidad Antioxidante y los compuestos bioactivos (fenoles y antocianinas).

a) ANOVA para el disefio completamente al azar (DCA)

El analisis de varianza (ANOVA) es la técnica central en el andlisis de datos

experimentales.

La idea general de esta técnica es separar la variacion total en las partes con
las que contribuye cada fuente de variacion en el experimento. En el caso del
DCA se separan la variabilidad debida a los tratamientos y debida al error.
Cuando la primera predomina “claramente” sobre la segunda, es cuando se
concluye que los tratamientos tienen efecto, o dicho de otra manera, las medias

son diferentes.

Cuando los tratamientos no dominan contribuyen igual o menos que el error,

por lo que se concluye que las medias son iguales.

El objetivo del Analisis de varianza en DCA es probar la hipétesis de igualdad
de los tratamientos con respecto a la media de la correspondiente variable de

respuesta.

Es importante resaltar que el ANOVA supone que la variable de respuesta se
distribuye normal, con varianza constante (los tratamientos tienen varianza
similar) y que las mediciones son independientes entre si. Estos supuestos
deben verificarse con las hipotesis para estar mas seguros de las conclusiones

obtenidas, de la siguiente manera.
Ho:pg= pp=pc= Up =M

Hy:p; # pjparaalgini +j
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A continuacion las siguientes hipotesis son para las dos fuentes de variabilidad
lo que son los tratamientos y el error aleatorio.

Ho = La capacidad antioxidante, los compuestos bioactivos (fenoles,
antocianinas) de los frutos de machamacha, condorpausan, alaybili y
frambuesa silvestre no presentan diferencia significativa.

Ha = La capacidad antioxidante, los compuestos bioactivos (fenoles,
antocianinas) de los frutos machamacha, condorpausan, alaybili y frambuesa

silvestre presentan diferencias significativas.

Tabla 17: Tabla de ANOVA para DCA

F.v Sumatoria de | Grados Cuadrado | Fo Valor -
cuadrados de de Media p
Libertad
Tratamientos kY2 CMrgar CMygar | P(F >
SC = Z — Qg
TRAT =1y K1 _ SCrrar CMg Fo)
Y2 CK-1
N
Error SCE :SCT_ SCTRAT CME
SCg
N-K =N =1
Total k ni
SCr = Y7
i=1 j=1
y? N-1
N

Fuente: Gutiérrez et al., (2012)

El andlisis estadistico se realiz6 con el paquete estadistico de STATGRAPHICS

centurion XVL.I, los calculos y gréficas con el Microsoft Office Excel 2013.
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b) Analisis de DCA (Disefio completamente al azar)
El modelo estadistico para este disefio estd dado por la ecuacion 09:

Donde u es el parametro de escala comun a todos los tratamientos, llamado
media global, 7; es un parametro que mide el efecto del tratamiento i, medicion
que corresponde al tratamiento i, £;; es el error atribuible a la medicion, Y;; Este
modelo implica que en el disefio completamente al azar actuarian a lo mas dos
fuentes de variabilidad: los tratamientos y el error aleatorio. La media global u
de la variable de respuesta no se considera una fuente de variabilidad por ser
una constante comudn a todos los tratamientos, que hace las veces de punto de
referencia con respecto al cual se comparan las respuestas medias de los
tratamientos. Si la respuesta media de un tratamiento particular u es “muy
diferente” de la respuesta media global, es un sintoma de que existe un efecto

de dicho tratamiento.
c¢) Comparaciones o pruebas de rango multiple

Posterior al andlisis de ANOVA se utilizé6 el método LSD Diferencia minima
significativa que es la diferencia minima que debe haber entre dos medias

muestrales para considerar que dos tratamientos son diferentes.
Comparacion de parejas de medias de tratamientos

Cuando no se rechaza la hipdtesis nula H,: u; = ... =u , €l objetivo
del analisis esta cubierta y la conclusion es que los tratamientos no son
diferentes. Si por el contrario se rechaza (H,), y por consiguiente se acepta la
hipotesis alternativa Hy: p; # p; para algun i #j, serd necesario
investigar cuales tratamientos resultaron diferentes, o cuales provocan la

diferencia.

d) Método LSD (diferencia minima significativa)

Una vez se rechazo6 en el ANOVA, el problema es probar la igualdad de todos

los posibles pares de medias con la hipétesis:
Hy: p; =
Hy:py #
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Para todo i#j] paraK tratamientos se tiene n total de pares de media, se
calcula con la siguiente ecuacion 10:

K(K—1)
TR TRRRPRRI et @ £ 1)
2
Se rechazala H,: u; = p; siocurre que:
|Y;-Y;|>t k lemg (2 + 1) = Lsp Ec.(11
Donde el valorde t a /2 N —k se lee en la tabla de distribucion de T

student con N- k grado de libertad que corresponden al error, el CM es el
cuadrado medio del error que se obtiene de latabla de ANOVA,y n; yn; son

el nuemro de observaciones para los tratamientos iy j, respectivamente.

Asi, cada diferencia de medias muestrales en valor absoluto que sea mayor

que el nimero LSD se declara significativa. Si el disefio es balanceada, es decir

Si 'y n;=n,......= n,=n, ladiferanica significativa se reduce a :
LSD =t a ——"0E i B (12)
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3.9. Matriz de consistencia

Tabla 18: Matriz de consistencia

FORMULACION DE | OBJETIVOS HIPOTESIS VARIABLES DIMENSION INDICADOR | TECNICA INSTRUMENTOS
PROBLEMA DE MEDICION
¢Cudl es el nivel de la | Determinar la capacidad | EI nivel de la capacidad [ndependientes:
capacidad antioxidante y | antioxidante 'y compuestos | antioxidante y compuestos
compuestos bioactivos  de | pigactivos (fenoles y | bioactivos varfan | Frutos silvestres
Ié;):lulthe:::tos gls(;lée:rt;?:‘ antocianinas) de los frutos | significativamente en los frutos | (machamacha, Muestras de Recoleccion | Observaciéon
(Cav.) Sleumer silvestres Gaultheria glomerata | silvestres Gaultheria | condorpausan, Frutos silvestres Frutos
(machamacha),  Monnina | (Cav.) Sleumer (machamacha), | glomerata (Cav.) Sleumer | alaybili, silvestres
vargassi Ferreyra | Monnina vargassi Ferreyra | (machamacha), Monnina | frambuesa
(condorpausan), Vaccinium | (condorpausan), Vaccinium | vargassi Ferreyra | silvestre)
floribundum Kunth | floribundum Kunth (Alaybil) y | (condorpausan), Vaccinium
(Alaybili) y Rubus roseus | ppys roseus Poir (frambuesa | floribundum Kunth (Alaybili)
Poir (frambuesa silvestre)? . )

silvestre) y Rubus roseus Poir

(frambuesa silvestre)
¢Cual es el nivel de la | Determinar la capacidad | EI  nivel de capacidad
capacidad antioxidante de | antioxidante de los frutos | antioxidante varia Capacidad ug Eq* | Espectrofo | Espectrofotometro
los frutos silvestres | silvestres machamacha, | significativamente en los frutos Antioxidante Trolox / 100 | tometria UV- visible
machamacha, condorpausan, alaybili y | silvestres machamacha, g fruto
condorpausan, alaybili 'y | frambuesa silvestre. condorpausan, alaybili y | Dependientes: fresco
frambuesa silvestre?. frambuesa silvestre.
¢Cuél es el nivel de los | Determinar los compuestos | EI nivel de compuestos | Capacidad
compuestos fendlicos de los | fendlicos de los frutos silvestres | fendlicos varia | antioxidante y | Fenoles totales Miligramos Espectrofo | Espectrofotometro
frutos silvestres | machamacha,  condorpausan, | significativamente en los frutos | compuestos de & Galico | tometria UV- visible
machamacha, alaybili y frambuesa silvestre. silvestres machamacha, | bioactivos (AGE)  por
condorpausan, alaybili vy condorpausan, alaybili y | (antocianinas y cada 100 g
frambuesa silvestre?. frambuesa silvestre. fenoles). de fruto
fresco.

¢Cual es el nivel de | Determinar los compuestos | EI nivel de compuestos
compuestos antocianicos de | antocianicos de los frutos | antocianicos varia Antocianinas Antocianina | pH Potenciometro
los frutos silvestres | silvestres machamacha, | significativamente en los frutos totales monomérica | diferencial
machamacha, condorpausan, alaybili y | silvestres machamacha, en mg/100 g Espectrofotometro
condorpausan, alaybili y | frambuesa silvestre. condorpausan,  alaybili vy fruto fresco Espectrofo | UV- visible
frambuesa silvestre?. frambuesa silvestre. tometria
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CAPITULO 4

RESULTADOS Y DISCUSIONES

4.1. Resultados y discusiones de las caracteristicas fisicos - quimicos de

los frutos silvestres

a. Resultados de la humedad de los frutos silvestres

Tabla 19: Resultados del porcentaje de Humedad de los frutos Silvestres

% Humedad
Frutos silvestres (X +9S)
Machamacha 82.74 * 0.02
Condorpausan 78.61 + 0.01
Alaybili 74.53 + 0.01
Frambuesa silvestre 82.79 * 0.02

X : Promedio de 5 repeticiones  S: Desviacion estandar

La tabla 19 muestra el resultado del porcentaje de humedad de los frutos
silvestres en promedio de los calculos de cinco repeticiones (anexo, 1), el
mayor porcentaje de humedad representa el fruto de Frambuesa silvestre
con 82.79 % seguido de Machamacha con 82.74 %, Condorpausan 78.61 %
y Alaybili con 74.53 % expresados en base humeda. En cuanto al resultado
del analisis de varianza ANOVA el valor- P fue menor que 0.05 de nivel de
significancia (Anexo, 10), donde el porcentaje de humedad de los frutos
presentaron una diferencia significativa para un nivel de confianza al 95 %
y mediante la comparacion de medias de la humedad por LSD Fisher se

observan en la figura 5.
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Figura 5: Comparacién de medias de la humedad con LSD Fisher

En la figura 5 se observa la diferencia del porcentaje de humedad que existe
entre todos los frutos silvestres: Alaybili (A), Condorpausan (C),
Machamacha (M), Frambuesa silvestre (F), al menos que los resultados
promedio de los frutos silvestres de Machamacha (M) y Frambuesa silvestre

(F) presentaron una igualdad para un nivel de confianza al 95 %.

Discusion de resultado de la humedad

Con respecto al porcentaje de humedad de los frutos silvestres, presentaron
porcentajes de humedad altos desde 74.53 % a 82.79 % propios de los
frutos frescos en base humeda, que a comparacion del reporte segun
(Aldaba et al., 2016) del arAndano azul (Vaccinium corymbusum L.) con un
valor de 81,5 % en base himeda fueron similares al de los frutos silvestres
de Machamacha (82.74) y Frambuesa silvestre (82.79 %); en tanto que el
porcentaje de humedad para estos frutos silvestres también fueron similares
mediante la comparacion de las medias con LSD Fisher para un nivel de

confianza al 95 %.
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b. Resultados del pH de los frutos silvestres

Tabla 20: Resultados del pH de los frutos silvestres

pH
Frutos Silvestres (X +9S)
Machamacha 3.1 + 0.45
Condorpausan 4.9 + 0.16
Alaybili 3.0 + 0.25
Frambuesa silvestre 2.7 + 0.16

X : Promedio de 5 repeticiones S: Desviacion estandar

La tabla 20 muestra los resultados del andlisis del pH para los cuatro frutos
silvestres que varia de 4.9 para Condorpausan, Machamacha de 3.1, Alaybili
3.0y para Frambuesa silvestre de 2.7 presentado con el mayor nivel de pH.
Estos resultados fueron imprescindibles para determinar el contenido de
antocianinas totales por el método de pH diferencial. Estos resultados segun
el andlisis de varianza ANOVA (Anexo, 11) fueron de valor- P menor que
0.05 nivel de significancia y empleando diferencias minimas significativas
(LSD) se aprecia en la figura 6.
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Figura 6: Comparacion de medias de pH con LSD Fisher.

En la figura 6 se observa que el fruto de Condorpausan (C) presento

diferencia significativa entre todos los frutos, mientras que los tres frutos

Como Alaybili (A), Machamacha (M) y Frambuesa silvestre (F) fueron

estadisticamente iguales entre si al 95 % de confiabilidad.
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v Discusion de resultado del pH

Como resultado del pH para el fruto de Machamacha (M) fue 3.1,
Condorpausan (c) 4.9, Alaybili (A) 3.0 y frambuesa silvestre (F) 2.7 estos
resultados segun el andlisis de varianza ANOVA fueron de (valor- P < 0.05)
y empleando diferencias minimas significativas (LSD) de Fisher el fruto de
Condorpausan presentd diferencia significativa entre todos los frutos,
mientras que los tres frutos de Alaybili, Machamacha, Frambuesa silvestre
fueron estadisticamente iguales entre si para un nivel de confianza del 95 %
y en comparacion a los reportes de (Cuenca, 2017) fueron similares al pH
3.41 del fruto de mora, asi como al que reportdé (Mendoza et al., 2012) para
el fruto de uchuva (Physalis peruviana) pH de 3.72, mientras que el pH del
fruto de Condorpausan fue similar al reporte de (Barrios, 2007) en el fruto

de arandano con pH 2.90.
c. Resultado de s6lidos solubles (° Brix) de los frutos silvestres

Tabla 21: Resultado del solido soluble (° Brix) de los frutos silvestres

Soélidos solubles totales (°Brix)
Frutos silvestres (X +9S)
Machamacha 4.34 * 0.2
Condorpausan 9.12 + 0.1
Alaybili 4.28 + 0.2
Frambuesa silvestre 9.34 * 0.4

X : Promedio de 5 repeticiones S: Desviacion estandar
En la Tabla 21 se muestra los resultados de los calculos en promedio de 5
repeticiones los sélidos solubles expresados en ° Brix, se observa que el
fruto silvestre con mayor ° brix fue la Frambuesa silvestre (9.34) seguido por
el fruto Condorpausan (9.12), Machamacha (4.34) y con menor °Brix
representd el fruto de Alaybili (4.28), Mediante el analisis de varianza
ANOVA (Anexo, 12) el valor — p fue menor para un nivel de significancia
de0.05 por lo tanto fueron estadisticamente diferentes y la comparacion de

medias por LSD Fisher se aprecia en la figura 7.
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Figura 7: Comparacién de medias de °Brix con LSD Fisher.
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En ésta figura se observa las comparacién de medias por LSD Fisher en que
los °Brix de los frutos de Alaybili (A), Condorpausan (C), Frambuesa
silvestre (F) presentaron una diferencia significativa para un nivel de
confianza al 95 %, y en comparacion de medias del fruto de Alaybili (A)
con Machamacha (M) fueron iguales estadisticamente, asimismo los frutos
de Condorpausan (C) y Frambuesa silvestre (F) fueron iguales

estadisticamente al 95 % de confiabilidad.

v Discusion de resultado de s6lidos solubles (° Brix)

En cuanto al resultados de los sélidos solubles para los frutos silvestres
varian entre 4 y 9 ° Brix que mediante la comparacion de medias de LSD
Fisher los frutos silvestres de Condorpausan y Frambuesa silvestre son
estadisticamente iguales, quiere decir que no existen diferencias
estadisticamente significativas, estos resultados de los frutos condorpausan
(9.12) y frambuesa silvestre (9.34) °Brix, fueron similares al reporte seguin
(Martinez, 2016) en los frutos de frambuesas tradicionales con 9.2 y
frambuesas ecologicas 7.1 (° brix), segun (Cuenca, 2017) de la fruta de
mora con 8,0 ° Brix) , mientras que los frutos silvestres de Alaybili (4. 24) y
Machamacha (4.34) ° Brix también resultaron ser iguales mediante la
comparacion de medias por LSD Fisher y éstos frutos fueron similares al
reporte segun (Martinez et al., 2008) para la fresa variedad aroma 6.62

sélidos solubles (° Brix).
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d. Resultados de la acidéz total de los frutos silvestres

Tabla 22: Resultados de la Acidéz total de los frutos silvestres

Frutos silvestres Acidéz total (g acido citrico)
X =+ 9
Machamacha 0.17 * 0.00
Condorpausan 0.16 + 0.01
Alaybili 0.21 + 0.03
Frambuesa silvestre 0.82 + 0.08

X : Promedio de 5 repeticiones S: Desviacion estandar

En la tabla 22 se muestra el resultado del promedio de 5 repeticiones del
analisis de Acidez de los frutos silvestres expresados en (g de acido citrico),
el fruto con alto porcentaje de acidéz resultd ser la frambuesa silvestre con
0.82 vy los frutos con menor porcentaje de acidéz fueron Alaybili con 0.21
%, seguido por Machamacha 0.17 y Condorpausan 0.16, y el resultada
mediante el andlisis de varianza de ANOVA (Anexo, 13), el valor- p fue
menor a 0.05 de nivel de significancia en la que los porcentajes de Acidéz
entre los frutos estudiados fueron estadisticamente diferentes para un 95 %
de confiabilidad y la comparacién de medias por LSD Fisher se aprecian en

la figura 8.
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Figura 8: Comparaciéon de medias de Acidéz con LSD Fisher.

En esta figura se observa la comparacion de medias de acidéz por LSD

Fisher, en que el fruto de Frambuesa silvestre (F) presenta una diferencia
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estadisticamente significativa en comparacion entre los demas frutos de
Alaybili (A), Condorpausan (C), Machamacha (M) para un nivel de confianza
al 95 % y comparacion de las medias por LDS Fisher para los frutos tres
frutos Alaybili (A), Condorpausan (C) Y Machamacha (M) las medias fueron
iguales para un 95 % de confiabilidad.

Discusion de resultado del Acidéz

En cuanto al resultado de la acidéz expresados en (g de &cido citrico) de los
frutos silvestres varian entre 0.16 a 0.82 (g acido citrico) siendo el mayor de
la frambuesa silvestre (F) que ademas de ser comparada las medias con
LSD Fisher a un nivel de confianza de 95 % solamente el fruto de frambuesa
silvestre (F) present6 una diferencia estadisticamente significativa frente a
los demas frutos de Alaybili (A), Machamacha (M) y Condorpausan (C) que
no presentaron una diferencia significativa. El resultado del fruto de
Frambuesa silvestre 0.82 (g &cido citrico) fue similar al reporte segun
(Martinez et al., 2008) del fruto de fresa variedad aroma 0.88 (g &cido
citrico), mientras que los resultados de los frutos de Alaybili 0.21.
Machamacha 0.17 y Condorpausan 0.16 fueron similares al reporte por
(Cuenca, 2017) de dos variedades de mora: la variedad castilla 0.14 y

variedad brazo 0. 24 (g acido citrico) respectivamente.
e. Resultados del indice de maduréz de los frutos silvestres

Tabla 23: Resultados del indice de madurez de los frutos silvestres

indice de Maduréz
Frutos Silvestres (° Brix/ acidéz)
(X £ 9S)
25.29 + 1.18
Machamacha
56.71 + 2.62
Condorpausan
. 21.05 + 2.41
Alaybili
. 11.39 + 0.4
Frambuesa silvestre

X : Promedio de 5 repeticiones S: Desviacion estandar
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En la tabla 23 se muestra los resultados en promedio de 5 repeticiones del
indice de maduréz de los frutos silvestres. La relacion del porcentaje de los
sélidos solubles (° Brix) entre la acidéz total dan como resultado el indice
de maduréz de los frutos, siendo el Fruto con mayor indice de maduréz el
Condorpausan (56.71) seguido por Machamacha (25.29) luego Alaybili
(21.05) y con menor indice de maduréz el fruto de Frambuesa silvestre
(11.39), estos resultados fueron como un estimador importante para
determinar el contenido de los compuestos bioactivos (Fenoles vy
antocianinas) y la capacidad antioxidante. Como resultado del andlisis de
varianza ANOVA (Anexo, 14) el valor — P fue menor que 0.05 (nivel de
significancia) por lo tanto el indice de maduréz de los frutos fueron
estadisticamente diferentes y para saber cuéles son diferentes se observa

en la figura 9.
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Figura 9: Comparacion de medias del indice de maduréz con LSD Fisher

En esta figura se observa la comparacion de medias del indice de madurez
por LSD Fisher en que los frutos de Alaybili (A), Condorpausan (C),
Frambuesa silvestre (F) y Machamacha (M) son completamente diferentes

entre si con un nivel de confianza al 95 %.

v Discusion de resultado del indice de maduréz

Los resultados para el indice de maduréz de los frutos silvestres varian de

valores, para el fruto de frambuesa silvestre (F) 11.39, para Alaybili (A)
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4.2.

21.05, Machamacha (M) 25.29 y para condorpausan(C) 56.71 que al ser
comparados mediante LSD Fisher fueron completamente diferentes entre si
a un nivel de confianza de 95 %. Estos resultados obtenidos en comparacion
a otros reportes fueron similares asi como reporta (Barrios, 2007) para el
frutos de ardndano variedad cv. Elliot el indices de madurez de 7,59 y
también por (Pino, 2017) para el fruto de arandano alto (Vaccinium
corymbosum L.) indice de maduréz que varia entre 12,83 a 13.57. El indice
de madurez refiere que los frutos de madurez tardia tienen menor nivel de
sélidos solubles y pH, también una mayor acidez que los de maduracién
semitardia, por ello el indice de maduréz de los frutos silvestres fue tan
importante determinarlos, ya que esto influye en el contenido de los
compuestos bioactivos y capacidad antioxidante de las mismas. (Pino,
2017).

Resultados y discusiones de la Capacidad antioxidante de los frutos
silvestres

Tabla 24: Resultados de la capacidad antioxidante de los cuatro frutos

silvestres
Capacidad antioxidante ( pg Eq*
Frutos silvestres Trolox/ 100 g fruto fresco)
(X +9S)
23328.90 + 43.33
Machamacha
21924.65 + 54.27
Condorpausan
. 22902.90 + 55.88
Alaybili
: 25010.87 * 57.01
Frambuesa silvestre

X : Promedio de 5 repeticiones S: Desviacion estandar

En la tabla 24 muestra el resultado del nivel de la capacidad antioxidante de
los diferentes frutos en estudio. Dado que se utilizé como estédndar la curva
de calibracién de Trolox (Anexo, 08), los resultados estan expresados como
pHg Eg* Trolox / 100 g fruto fresco en promedio de cinco repeticiones que
se aprecian en el anexo 5. El nivel de la capacidad antioxidante mayor le
correspondié al fruto de Frambuesa silvestre 25010.87, seguido por
Machamacha con 23328.90 luego, Alaybili con 22902.90 y Condorpausan
con menor nivel de capacidad antioxidante 21924.65 (ug Eq* Trolox/ 100 g

59



fruto fresco). La Grafica de resultados del nivel de la capacidad antioxidante

de los cuatro frutos silvestres se muestra en la figura 10.
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Figura 10: Grafica de resultados del nivel de capacidad antioxidante de los

Trolox /100 g muestra de fruto fresco)

Capacidad antioxidante (ug Eq*

cuatro frutos silvestres.

Los resultados de andlisis estadistico mediante el analisis de varianza
ANOVA el valor- p resultdé ser menor que 0.05 nivel de significancia tal como
se muestra en el Anexo 15, por lo tanto se rechazé la hip6tesis nula y se
demostré que existe una diferencia estadisticamente significativa de la
capacidad antioxidante entre los frutos silvestres al 95 % del nivel de
confianza y para su verificacion, se observa la comparacién de medias con
LSD Fisher en la figura 11.
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Figura 11: Comparacion de medias capacidad antioxidante con LSD Fisher
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En la figura 11 se observa la comparacion de medias de la capacidad
antioxidante con LSD Fisher, en que los frutos silvestres de Alaybili (A),
Condorpausan (C), Machamacha (M) y Frambuesa silvestre (F) muestran
diferencias estadisticamente significativas entre si, con un nivel del 95.0%
de confianza, siendo el fruto de frambuesa silvestre (F) la que se difiere con

mayor visibilidad frente a los demas frutos.

Discusiéon de resultado de la capacidad antioxidante

En la tabla 24 se mostraron la capacidad antioxidante medida por la
captacion de radicales (DPPH) en frutos silvestres de Machamacha (M),
Condorpausan (C), Alaybili (A) y Frambuesa silvestre (F). Los resultados
mostraron mayor nivel de capacidad antioxidante en el fruto de Frambuesa
silvestre (F) 25010.87 (ug Eq* Trolox/ 100 g fruto fresco), superando a los
demas frutos de Machamacha (M) 23328.90, Alaybili (A) 22902.90
Condorpausan (C) 21924.65 expresadas en (ug Eg* Trolox/100 g fruto
fresco). Estos resultados obtenidos por quintuplicado, fueron tabulados y
evaluados a través del andlisis de varianza de ANOVA, empleando
diferencias minimas significativas (LSD) de Fisher como método de
comparacion mdultiple con un nivel de confianza del 95 %. En la que
mostraron el (valor- P < 0.05) esto explica que se rechazé la hipétesis nula,
donde se demostraron que existen diferencias estadisticamente
significativas de la capacidad antioxidante entre los cuatro frutos silvestres
(Figura, 11). Los resultados se compararon al reporte de (Aldaba et al.,
2016) la capacidad antioxidante del ardndano azul (Vaccinium corymbusum
L.) 23200 ug Eg* Trolox /100 g de fruta fresca, éste fue similar a la capacidad
antioxidante del fruto Machamacha 23328.90 ug Eqg* Trolox /100 g fruta
fresca, pero mucho menor que del fruto de frambuesa silvestre 25010.87 ug
Eqg* Trolox/ 100 g fruta fresca, segun los reportes de (Chordi, 2013) la
capacidad antioxidante de fresa fue un rango comprendido entre 12903 y
14164 pg Eg* Trolox/100 g fruto fresco a comparacion de este reporte la
frambuesa silvestre es 2 veces mayor que la fresa, también los reportes
segun (Cantillano et al., 2012) de la capacidad antioxidante de frutillas de
variedad camino real 4670 y camarosa 5070 (ug Eg* Trolox /100 g fruto

fresco) y por (Lillo, et al., 2016) quien determiné cuatro berries nativos y el
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4.3.

arandano que mostraron resultados de la capacidad antioxidante de la
siguiente manera: los frutos de arandano (V. corymbosum) 2640 vy los
nativos como (L. apiculata) 4930 , (B. darwinii ) 5220, (A. chilensis) 7770 ,
(U. molinae) 5280 expresados en (ug Eg* Trolox /100 g de fruto fresco) esto
demostré que los frutos nativos tienes mayor capacidad antioxidante que el
de ardndano, mientras que (Fabiani et al., 2013) report6 la capacidad
antioxidante para el fruto ardndano (Vaccinium corymbosum L) de 6452 ug
Eqg* Trolox/100 g fruto fresco, obtuvo mucho mayor que el anterior reporte
del fruto (V. corymbosum) 2640 (ug Eqg* Trolox /100 g de fruto fresco) por
(Lillo, et al., 2016); por otro lado (Gaviria et al., 2012) estudi6 la capacidad
antioxidante del fruto Mortifio (Vaccinium meridionale Sw.) 3750 pug Eg*
Trolox/100 g fruto fresco, de esta manera diferentes autores reportaron los
resultados de la capacidad antioxidante para los frutos de frambuesa
comercial, Ardndanos, mora, mortiio y otros berries que realizando las
comparaciones correspondientes con los resultados de la presente
investigacion, la capacidad antioxidante de los cuatro frutos silvestres

presentaron valores de 3 a 4 veces mas altos.

Resultados y discusiones de compuestos fendélicos de los frutos

silvestres

Tabla 25: Resultados del contenido de fenoles totales de los frutos

silvestres
Fenoles totales (mg AGE /100 g fruto fresco)
Frutos silvestres (X +9S)
5187.77 + 5.64
Machamacha
4707.21 + 7.67
Condorpausan
. 4817.80 + 5.12
Alaybili
: 5370.42 + 3.23
Frambuesa silvestre

X : Promedio de 5 repeticiones S: Desviacion estandar
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La tabla 25 muestra los resultados del contenido de Fenoles Totales de los cuatro
frutos silvestres en estudio. Dado que se utilizé como estandar de fenoles el &cido
galico (Anexo, 09), los resultados estan expresados en (mg de &cido galico
equivalente (AGE) /100 g fruto fresco) en promedio de cinco repeticiones que se
pueden apreciar en el anexo 6. El contenido total de fenol mayor le correspondié
al fruto de Frambuesa silvestre 5370.42, seguido por Machamacha con 5187.77 y
los frutos de Alaybili 4817.80 y Condorpausan 4707.21 (mg AGE /100 g fruto
fresco) se vieron con menor cantidad de Fenoles Totales. La grafica de estos

resultados se muestra en la figura 12.
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Figura 12: Gréfica de resultados de los compuestos fendlicos de los frutos

silvestres

Los resultados de andlisis estadistico mediante el analisis de varianza
ANOVA el valor- p resulté ser menor que 0.05 nivel de significancia tal como
se muestra en el Anexo 16, por lo tanto se rechazé la hipétesis nula y se
demostré que existe una diferencia estadisticamente significativa de los
compuestos fendlicos entre los frutos silvestres al 95 % del nivel de
confianza y para la verificacion de cuales medias son diferentes se analizé
los rangos multiples mediante la comparacién de medias con LSD Fisher

que se observan en la Figura 13.
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Medias y 95.0% de Fisher LSD
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Figura 13: Comparacién de medias de los fenoles totales con LSD Fisher.
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En esta figura se muestra la comparacion de medias de fenoles totales con
LSD Fisher de los frutos silvestres, podemos apreciar que los frutos de
Alaybili (A), Condorpausan (C), Frambuesa silvestre (F) y Machamacha (M)
presentan una diferencia significativa para un nivel de confianza al 95 %,
esto demuestra que el contenido de fenoles totales de cada uno de los frutos

silvestres son completamente diferentes entre si.

Discusion de resultado de los fenoles totales

En la tabla 25 se mostraron resultados del contenido de fenoles totales en
funcién de la cantidad equivalente de acido gélico, los resultados mostraron
un mayor contenido fendlico en el fruto de Frambuesa silvestre (F) 5370.42
(mg AGE /100 g fruto fresco) superior a los demas frutos de Machamacha
(M) 5187.77, Alaybili (A) 4817.80 y condorpausan (C) 4707.21 expresadas
en (mg AGE /100 g fruto fresco). Estos resultados obtenidos por
quintuplicado, fueron tabulados y evaluados a través del analisis de varianza
de ANOVA, empleando diferencias minimas significativas (LSD) de Fisher
como método de comparacion multiple con un nivel de confianza del 95 %.
Los cuales mostraron el (valor - P < 0.05) esto explica que se rechazo la
hipétesis nula y se demostraron que existen diferencias estadisticamente
significativas del contenido de fenoles totales entre los cuatro frutos
silvestres (Figura, 13). Esta diferencia puede atribuirse a las diferentes
condiciones del indice de maduréz de los frutos (Pino, 2017). A

comparacion de los resultados segun al reporte de (Gaviria et al., 2012)
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4.4.

para el frutos de Mortifio (Vaccinium meridionale Sw.) 4804 (mg AGE /100
g fruto fresco) fueron similares al resultado obtenido de los frutos silvestres
de Alaybili (A) 4817.80 y condorpausan (C) 4707.21 (mg AGE /100 g fruto
fresco), y segun el reporte de (Martinez et al., 2011) para el fruto de Rubus
adenotrichus Schltdl (zarzamora) fue de 2923 (mg AGE / 100 g fruto fresco)
y por (Barrios, 2007) para el fruto de ardndano cv. Elliot (vaccinium
corymbosum [) 2454,76 mg AGE /100 g de peso fresco fueron similares; En
cambio (Cantillano et al., 2012) cuantifico fenoles totales en dos variedades
de frutillas como del fruto camino real 1182,88 y camarosa 1273, 48 (mg
AGE /100 g fruto fresco) que fue similar al reporte de (Aldaba et al., 2016)
para el arandano azul (Vaccinium corymbusum L.) cuantificé fenoles totales
obteniendo como resultado 1681,02 (mg AGE /100g de FrutO fresco).
Mientras el resultado de Frambuesa silvestres fue 5370.42 y Machamacha
5187.77, (mg AGE /100 g fruto fresco) fueron muy levados a comparacion
del reporte segun (Martinez, 2016) que mostro el contenido de fenoles
totales para los frutos de frambuesas comerciales ( tradicional de 2430y
para el ecolégico de 2850 (mg AGE /100 g fruto fresco), por lo que se
atribuye que los resultados de los cuatro frutos silvestres en estudio fueron

clasificados como los frutos con alto contenido de fenoles totales.

Resultados y discusiones de compuestos antocianicos de los frutos

silvestres

Tabla 26: Resultados del contenido de antocianinas totales de los frutos

silvestres
Frutos silvestres Contenido de antocianinas totales (mg cianidina-
3-glucosido/ 100 g de fruto fresco)
(X + S
1033.184 + 10.90
Machamacha
862.006 + 19.34
Condorpausan
. 914.875 + 18.88
Alaybili
) 2013.967 + 20.59
Frambuesa silvestre

X : Promedio de 5 repeticiones S: Desviacion estandar
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La tabla 26 muestra el contenido de Antocianinas totales de los frutos
silvestres en estudio. Los resultados estan expresados en (mg cianidina-
3-glucosido/100 g fruto fresco) en promedio de cinco repeticiones como se
aprecian en anexo 7. El contenido total de antocianina en alto grado le
correspondi6 al fruto de Frambuesa silvestre 2013.967 (mg cianidina-3-
glucosido/100 g fruto fresco), seguido por Machamacha con 1033.184
luego, Alaybili 914.875 y Condorpausan con 862.006 (mg cianidina-3-
glucosido/100 g fruto fresco), el contenido de antocianinas totales de estos
tres dltimos frutos se obtuvieron en menor cuantia a comparacion del

primero. La Gréfica de estos resultados se muestra en la figura 14.

ANTOCIANINAS TOTALES DE FRUTOS SILVESTRES
2500
2000

1500 mFrambuesa
silvestre

® Machamacha

1000
& Alaybili
500 I i I ® Condorpausan
0

Frambuesa Machamacha Alaybili Condorpausan
silvestre

Antocianinas (mg cianidina- 3
gluc6sido/100 g de fruto fresco)

FRUTOS SILVESTRES
Figura 14: Gréfica de resultados de las antocianicos totales de los frutos

silvestres.

Los resultados de andlisis estadistico mediante el analisis de varianza
ANOVA el valor- p resulté ser menor que 0.05 nivel de significancia tal como
se puede apreciar en el Anexo 17, se rechazé la hipétesis nula'y se demostré
gue existe una diferencia estadisticamente significativa del contendié de
antocianinas totales entre los frutos silvestres (Frambuesa silvestre,
Machamacha, Alaybili y condorpausan) y para la verificacion de cuales
medias son diferentes se analizaron los rangos mdltiples mediante la
comparacion de medias con LSD Fisher a un nivel del 95 % de confianza,

gue se muestra en la figura 15.
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Figura 15: Comparacién de medias de Antocianinas totales con LSD
Fisher

En esta figura se observa la comparacién de medias del contenido de
antocianinas totales por LSD Fisher, en que los frutos silvestres de Alaybili
(A), Condorpausan (C) Machamacha (M) Y Frambuesa silvestre (F)
presentaron diferencias estadisticamente significativos entre si, en tanto que
el fruto de Frambuesa silvestre (F) present6 una diferencia mucho mayor

frente a los tres frutos A, C, M para un nivel de 95 % de confiabilidad.

Discusion de resultado antocianininas totales

En la tabla 26 se muestra el contenido de antocianinas totales, Los
resultados mostraron mayor contenido antocianico en el fruto de Frambuesa
silvestre (F) 2013.967 (mg cianidina-3-glucosido/100 g de fruto fresco) un
nivel muy alto a comparacion de los frutos de Machamacha (M) 1033.184,
Alaybili (A) 914.875 y condorpausan (C) 862.006 expresadas en (mg
cianidina-3-glucosido/100 g de fruto fresco), éstas fueron analizados por
quintuplicado que fueron tabulados y evaluados a través de andlisis de
varianza de ANOVA en la que mostraron el (valor- P < 0.05) esto explica que
se rechazo la hipotesis nula y empleando diferencias minimas significativas
(LSD) de Fisher como método de comparacion multiple con un nivel de
confianza del 95 % se demostraron que existen diferencias estadisticamente
significativas en cuanto al contenido de antocianinas totales entre los cuatro

frutos silvestres (figura, 15). En comparacion a los reportes de (Aroni, 2013)
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en fruto silvestre de capachu encontré (2026.201 mg cianidina-3-glucosido
/100 g) y para cheqche (2306.297 mg cianidina-3-glucosido /100 g), estos
reportes fueron similares al que se obtuvo para el fruto de Frambuesa
silvestre (F) 2013.967 (mg cianidina-3-glucosido/100 g fruto fresco), también
el mismo autor nos report6é sobre el contenido antocianico para el fruto de
huancachu (1271.809 mg ianidina-3-glucosido/100 g) esté resultado fue
similar al fruto de Machamacha (M) 1033.184 (mg cianidina-3-glucosido/100
g fruto fresco); Mientras el reporte que nos muestra para el fruto de alaybili
fue (319.170 mg cianidina-3-glucosido/100 g), que al ser comparado con el
resultado encontrado del contenido de antocianina para Alaybili (A) de
914.875 (mg cianidina-3-glucosido/100 g fruto fresco) fue mucho mayor,
casi 3 veces mayor al reportado, esta diferencia se puede atribuirse debido
a que en el presente estudio se determind en fruto fresco, mientras que
(Aroni, 2013) reporto los contenidos antocidnicos en frutos deshidratados.
Segun (Martinez et al., 2011) report6 el contenido de antocianinas para el
fruto de Rubus adenotrichus Schitdl (zarzamora) de 680 mg de cianidina-3-
glucdsido en 100 g peso fresco, esto fue similar a nuestro resultado del fruto
de condorpausan (C) 862.006 (mg cianidina-3-glucosido/100 g de fruto
fresco); También (Barrios, 2007) reporté del fruto de arandano cv. Elliot
(vaccinium corymbosum 1) 521,71 (mg cianidina-3-glucosido/100 g fruto
fresco) y segun (Cuenca, 2017) cuantificé antocianinas del fruto de mora
variedad Brazo de 480.0 (mg cianidina-3-glucésido/100 g fruto fresco).
Como se reflejé los resultados en comparacion a los diferentes valores
reportados por otros autores, los cuatro frutos silvestres en estudio fueron

similares y representaron con mayor contenido de antocianinas totales.
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CONCLUSIONES

v' Todos los frutos silvestres de la presente investigacion, demostraron ser una
fuente importante de antioxidantes, especialmente el fruto silvestre que
mostré mayor nivel de capacidad antioxidante fue Rubus roseus Poir
(Frambuesa silvestre) entre las que mostraron menor nivel de capacidad
antioxidante como la Gaultheria glomerata (Cav.) Sleumer (Machamacha),
Vaccinium Floribundum Kunth (Alaybili) y Monnina vargassi Ferreyra
(Condorpausan) respectivamente.

v' El fruto silvestre con mayor contenido de fenoles totales correspondié a
Rubus roseus Poir (Frambuesa silvestre) seguido por Gaultheria glomerata
(Cav.) Sleumer (Machamacha) y los valores de los frutos del Vaccinium
floribundum Kunth (Alaybili), Monnina vargassi Ferreyra (Condorpausan)

fueron menores.

v' En cuanto al contenido de antocianinas totales, el fruto que resalté con un
valor muy alto fue Rubus roseus Poir (Frambuesa silvestre) a diferencia de
los frutos de Gaultheria glomerata (Cav.) Sleumer (Machamacha),
Vaccinium floribundum Kunth (Alaybil), Monnina vargassi Ferreyra

(Condorpausan) quienes mostraron valores moderados.

v' Podemos destacar que la alta capacidad antioxidante del fruto Rubus roseus
Poir (Frambuesa silvestre) nos permite entender como el fruto con mayor
captacion de radicales libres, de igual manera destaco por su alto contenido
de fenoles totales y antocianinas totales, no obstante los frutos silvestres de
Gaultheria glomerata (Cav.) Sleumer (Machamacha), Vaccinium
floribundum kunth (Alaybili) y Monnina vargassi Ferreyra (Condorpausan)
también han demostrado su elevado nivel de capacidad antioxidante,
contenido de fenoles totales y antocianicos a comparacion de otros frutos
comerciales estudiados por diferentes autores, por lo que nos permitir4

preservar, revalorar a estos frutos silvestres antes desconocidas.
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RECOMENDACIONES

v' Realizar estudios de identificacion de antocianidinas de los frutos silvestres
del presente estudio mediante equipos sofisticados.

v' Determinar la capacidad antioxidante en comparacion a otras metodologias
como ABTS, FRAP, ORAC y métodos directos.

v' Realizar estudios de los compuestos bioactivos con espectrometria de
masas de manera mas exhaustiva.

v' Determinar en contenido de flavonoides de estos frutos silvestres.

v Realizar el analisis proximal y bromatéligico de estos frutos silvestres.

v' Promover su valor agregado y estudiar su valoracion econémica con nivel
comercial sobre estos frutos silvestres

v Para conseguir los frutos silvestres del presente estudio, en mayor cantidad,

es preferible encontrarlos en los meses de Enero a Abril.
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ANEXO 1: Calculos de resultados de la humedad de los frutos silvestres

pms
Frutos silvestres | pmh (g) (g) % % humedad X +
10.033| 1.724 100 82.817
10.034| 1.725 100 82.808
Machamacha 10.032| 1.723 100 82.825| 82.81 + 0.02
10.033| 1.726 100 82.797
10.035| 1.728 100 82.780
10.016| 2.141 100 78.629
10.014| 2.143 100 78.600
Condorpausan 10.013 | 2.142 100 78.608| 78.607 + 0.01
10.017| 2.144 100 78.596
10.015| 2.143 100 78.602
10.026| 2.553 100 74.535
10.024| 2.554 100 74.521
Alaybili 10.025| 2.552 100 74.544 | 74.528 + 0.01
10.023| 2.555 100 74.509
10.024| 2.553 100 74.531
10.046| 1.728 100 82.801
10.045| 1.726 100 82.817
F';T;:f:a 10.043| 1.732] 100 82.754| 82793 + 0.02
10.044 | 1.729 100 82.786
10.045| 1.727 100 82.807
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ANEXO 2: Calculos de los resultados del pH y solidos solubles (° Brix) de los
frutos silvestres

Frutos - -

silvestres pH X * S ° (Brix) X * S
3.3 4
2.9 43

Machamacha 3.4 31 £ 05 4.5 4.34 + 0.2
24 4.3
3.5 4.6
5.0 9
5.1 9.1

Condorpausan 4.7 49 + 0.16 9 9.12 + 01
4.9 9.3
4.8 9.2
2.9 4
2.8 4.2

Alaybili 3.4 296 + 0.25 4.4 4.28 + 0.2
2.8 4.5
2.9 4.3
2.7 9.4
2.6 9.5

F';?Ir:;‘t‘f:a 2.8 27 £ 016 9.6 934 t 04
2.9 9.5
2.5 8.7
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ANEXO 3: Calculo de resultados del acidéz total de los frutos silvestres

Peso %
Frutos a. de Acidéz
N | citric | V (gasto pH muest | % |[total(g| =— + S
silvestre og/ del (Neutr | raen acido | X
meq | alcali) ml | alizad) | g(p) citrico)
0.1/0.064| 2.65 8.1 10.02|100| 0.17
0.1/0.064| 2.71 8.3 10.02|100| 0.17
Machamacha | 0.1|0.064 2.67 8.4 10.02| 100 0.17|0.17 + 0.00
0.1|0.064 2.68 8.6 10.02| 100 0.17
0.1|0.064 2.72 8.5 10.02| 100 0.17
0.1|0.064 2.4 8.3 10.01| 100 0.15
0.1|0.064 2.7 8.4 10.01| 100 0.17
Condorpausan | 0.1|0.064 2.4 8.3 10.01| 100 0.15|/0.16 + 0.01
0.1|0.064 2.5 8.4 10.01| 100 0.16
0.1|0.064 2.6 8.5 10.01| 100 0.17
0.1|0.064 3.02 8.4 10.02| 100 0.19
0.1/0.064| 3.03 8.3 10.03 | 100 0.19
Alaybili 0.1/0.064| 3.05 8.4 10.01/100| 0.20/0.21 + 0.03
0.1|0.064| 3.04 8.6 10.01| 100 0.19
0.1|0.064| 3.96 8.5 10.05 | 100 0.25
0.1|0.064 13 8.3 10.03 | 100 0.83
0.1|0.064| 10.9 8.6 10.03 | 100 0.70
Frambuesa
silvestre 0.1|0.064| 13.8 8.4 10.03 | 100 0.88|0.82 + 0.08
0.1|0.064| 12.9 8.5 10.03 | 100 0.82
0.1|0.064 14 8.3 10.03 | 100 0.89
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ANEXO 4: Célculos de resultado del indice de maduréz de los frutos silvestres

Solidos o
Frutos solubles A.C|dez I indice de _
. Titulable . + S
silvestres totales (ATT) maduréz (I.M) X
(SST)
4 0.17 23.63
4.3 0.17 24.84
Machamacha 4.5 0.17 26.39|25.29 + 1.18
4.3 0.17 25.12
4.6 0.17 26.48
9 0.15 58.65
9.1 0.17 52.71
Condorpausan 9 0.15 58.65|56.71 + 2.62
9.3 0.16 58.18
9.2 0.17 55.34
4 0.19 20.74
4.2 0.19 21.72
Alaybili 4.4 0.20 22.56(21.05 + 2.41
4.5 0.19 23.15
4.3 0.25 17.05
9 0.83 10.85
9.5 0.70 13.66
F:?I':;‘:f:a 9.7 0.88 11.02]1139 + 1.45
9.6 0.82 11.66
8.7 0.89 9.74
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ANEXO 5: Calculos de los resultados de la capacidad antioxidante de los frutos silvestres

A Abs( so Capacidad
Abs de Hleg — blancos- pge 2mlox:£dim
girll\J/g;S{res Solucion bl(grigo ML(JSels;ra muestr m b bx mur:sltra Truc?Io muest g Tr(oLIIgX /q100 % + S
de DPPH nm) nm) a)( 517 X ra (p) g muestra
nm) en (9) de fruto
fresco)
1.102 1.062 0.206 0.856| 9114.4| 14.8| 7787.126| 20 0.25| 10.001| 6| 23359.043
1.102 1.062 0.207 0.855| 9114.4| 14.8| 7778.012| 20 0.25| 10.004| 6| 23324.706
Machamacha 1.102 1.062 0.208 0.854| 9114.4| 14.8| 7768.898| 20 0.25| 10.003| 6| 23299.703 |23328.90 + 43.33
1.102 1.062 0.205 0.857| 9114.4| 14.8| 7796.241| 20 0.25| 10.002| 6| 23384.046
1.102 1.062 0.209 0.853| 9114.4| 14.8| 7759.783| 20 0.25| 10.001| 6| 23277.022
1.110 1.056 0.255 0.801| 9114.4| 14.8| 7285.834( 20 0.25| 10.003| 6| 21850.948
1.110 1.056 0.250 0.806 | 9114.4| 14.8| 7331.406| 20 0.25| 10.002| 6| 21989.821
Condorpausan 1.110 1.056 0.253 0.803| 9114.4| 14.8| 7304.063| 20 0.25| 10.001| 6| 21909.999 [21924.65 + 54.26
1.110 1.056 0.251 0.805| 9114.4| 14.8| 7322.292| 20 0.25| 10.001| 6| 21964.680
1.110 1.056 0.253 0.803| 9114.4| 14.8| 7304.063| 20 0.25| 10.002| 6| 21907.808
1.101 1.046 0.204 0.842| 9114.4| 14.8| 7659.525( 20 0.25| 10.003| 6| 22971.683
1.101 1.046 0.209 0.837| 9114.4| 14.8| 7613.953| 20 0.25| 10.002| 6| 22837.291
Alaybili 1101 | 1.046| 0208 0.838| 91144 14.8| 7623.067] 20 0.25| 10.002| 6| 22864.629 |22902.90 + 5587
1.101 1.046 0.207 0.839| 9114.4| 14.8( 7632.182| 20 0.25| 10.001| 6| 22894.255
1.101 1.046 0.205 0.841| 9114.4| 14.8| 7650.410| 20 0.25| 10.002| 6| 22946.642
1.102 1.047 0.132 0.915| 9114.4| 14.8| 8324.876| 20 0.25| 10.003| 6| 24967.138
Frambuesa 1.102 1.047 0.130 0.917| 9114.4| 14.8| 8343.105| 20 0.25| 10.004| 6| 25019.307
silvestre 1.102 1.047 0.129 0.918| 9114.4| 14.8| 8352.219( 20 0.25| 10.002| 6| 25051.647 |25010.87 + 57.01
1.102 1.047 0.128 0.919| 9114.4| 14.8| 8361.334| 20 0.25| 10.003| 6| 25076.478
1.102 1.047 0.133 0.914| 9114.4| 14.8| 8315.762| 20 0.25| 10.003| 6| 24939.803
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ANEXO 6: Céalculos de los resultados de fenoles totales de los frutos silvestres

Erut Ab g”u?ién Vv C.F.T en (mg
silvr(lejs?rst’es Mu esstra B et Y EaxtTacto (ml) 2@ | ~elEdbg X * S
en 20 mi fruta fresca)
metanol)
2.703 0.0929 0.0096 0.24151 11| 20| 1.023] 5193.7355
2.696 0.0929 0.0096 0.24086 11| 20| 1.021] 5189.8970
Machamacha |2.698 0.0929 0.0096 0.24104 11| 20| 1.024| s5178.6840| 21877730 £ 5.6447268
2.701 0.0929 0.0096 0.24132 11| 20| 1.023| 5189.7398
2.697 0.0929 0.0096 0.24095 11| 20| 1.022| 5186.8186
2.429 0.0929 0.0096 0.21605 11| 20| 1.012| 4696.8283
2.438 0.0929 0.0096 0.21689 11| 20| 1.013| 47103499
Condorpausan |2.435 0.0929 0.0096 0.21661 11| 20| 1.013|  4704.2071| #707:2096 £ 7.6668306
2.434 0.0929 0.0096 0.21652 11| 20| 1012|  4706.9261
2.437 0.0929 0.0096 0.21680 11| 20| 1011  4717.6465
2.482 0.0929 0.0096 0.22098 11| 20| 1010| 48133778
2.486 0.0929 0.0096 0.22135 11| 20| 1012|  4811.9435
Alaybili 2.485 0.0929 0.0096 0.22126 11| 20| 1.009| 4824.2250| 48178034 + 51154115
2.488 0.0929 0.0096 0.22154 11| 20| 1011 48207462
2.487 0.0929 0.0096 0.22144 11| 20| 1011|  4818.7246
2.732 0.0929 0.0096 0.24420 11| 20 1| 53724616
2.729 0.0929 0.0096 0.24392 11| 20 1| 5366.3302
Frs?lr\?g;f:a 2.731 0.0929 0.0096 0.24411 11| 20 1| 53704178 23704178 + 3.2315315
2.730 0.0929 0.0096 0.24402 11| 20 1| 53683740
2.733 0.0929 0.0096 0.24430 11| 20 1| 53745054

85




ANEXO 7: Célculos de resultados de las antocianinas totales de los frutos silvestres

pH 1.0 pH 4.5 Contenido de
A (Abs) _ Contenido Antocianinas
Absorbanci E peso de (mg
Frutos silvestres | A(520 | A(700 | A(520 [ A(700 | 5 gea k] DF | (L/cm* £ V() | muestra qe. cianidina- 3 v
nm) | nm) | nm) | nm) | muestra | (M9/MO) mol) (cm) (p) AT glucésido/100 2 =8
(A) (p/p) (mglg) g de fruto
fresco)
0.237| 0.008( 0.076( 0.004 0.157 449900 10| 26900 1| 0.025( 0.2511| 2.614307 1041.142
0.236| 0.008| 0.077( 0.005 0.156 449900 10| 26900 1| 0.025| 0.2511| 2.597656 1034.510
Machamacha 0935 0.007| 0.071| 0003] 0157 | 449900 | 10|26900] 1| 0.025| 0.2511| 2614307 | 1041142 |1033.184 + 10.90
0.235| 0.009( 0.076( 0.003 0.153 449900 10| 26900 1( 0.025( 0.2511| 2.547701 1014.616
0.231| 0.006( 0.074( 0.005 0.156 449900 10| 26900 1| 0.025( 0.2511| 2.597656 1034.510
0.208| 0.001( 0.029( 0.005 0.183 449900 7126900 1( 0.025( 0.2509( 2.134775 850.847
0.212| 0.003( 0.020( 0.003 0.192 449900 7126900 1| 0.025( 0.2509( 2.239764 892.692
Condorpausan [~ 910] 0.005| 0.028| 0.005| 0.182 449900 726900 1| 0.025| 0.2509| 2.123110 846.198 | 862.006 + 19.34
0.207| 0.003( 0.025( 0.004 0.183 449900 7126900 1| 0.025( 0.2509( 2.134775 850.847
0.209| 0.001| 0.023| 0.002 0.187 449900 7126900 1| 0.025| 0.2509| 2.181437 869.445
0.251| 0.005( 0.013| 0.002 0.235 449900 6| 26900 1| 0.025| 0.2519| 2.340425 929.109
o 0.249| 0.004| 0.017| 0.001 0.229 449900 6| 26900 1| 0.025| 0.2519| 2.280669 905.387
Alaybili 0250 0.003] 0.019] 0003] 0231 | 449900 | 6|26900] 1| 0.025| 0.2519| 2.300588 913204 | 914875 + 18.88
0.248| 0.002| 0.015| 0.006 0.237 449900 6| 26900 1| 0.025| 0.2519| 2.360343 937.016
0.246| 0.006| 0.018| 0.003 0.225 449900 6| 26900 1| 0.025| 0.2519| 2.240832 889.572
0.448| 0.003]| 0.010{ 0.004 0.439 449900 7126900 1| 0.025| 0.2512| 5.115012 2036.231
Frambuesa | 0447| 0.003| 0.011] 0005 0438 | 449900 | 7[26900| 1| 0.025| 0.2512| 5103360 | 2031.593
silvestre 0.445| 0002] 0.013] 0.003] 0433 | 449900 7| 26900 1| 0.025| 0.2512| 5045103 | 2008.401 | 201397 + 20.59
0.446| 0.002( 0.012| 0.001 0.433 449900 7126900 1| 0.025| 0.2512| 5.045103 2008.401
0.441| 0.004( 0.011| 0.002 0.428 449900 7126900 1| 0.025( 0.2512( 4.986845 1985.209
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ANEXO 8: Gréfica de curva estandar de calibracién de Trolox de la capacidad

antioxidante de los frutos silvestres

Curva estandar de calibracion de Trolox

900

800 y=9114.4x - 14.833
R?=0.9961

700
600
500
400
300

200

100

0
0 0.02 0.04 0.06 0.08 0.1
Absorbancia a 517 nm

Concentracién de Trolox (L moles /L)

Concentracion de Trolox Abs a 517 nm

moles /L (X +£9)
800 0.092 + 0.001
700 0.077 + 0.002
600 0.066 + 0.001
500 0.056 + 0.001
400 0.045 + 0.002
300 0.035 + 0.001
200 0.022 + 0.001
100 0.015 + 0.001

X : Promedio de 5 repeticiones S: Desviacion estandar
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ANEXO 9: Gréfica de curva estandar de calibracion de acido galico de fenoles
totales de los frutos silvestres

Curva estandar de calibracion A. Galico

0.060000
§ 0.050000 y = 0.0929x - 0.0096
& R? = 0.9977
< 0.040000
T —
T &
c 5, 0.030000
?g c
€ 0.020000
c
3
S 0.010000
(@]
O
0.000000
0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7
Absorbancia a 765 nm
Concentraciones de Abs a 765 nm
Acido gélico (mg/ml) (X = 9S)
0 0.106 + 0.002
0.010000 0.197 + 0.001
0.020000 0.327 + 0.002
0.030000 0.438 + 0.001
0.040000 0.532 + 0.002
0.050000 0.635 + 0.002

X : Promedio de 5 repeticiones S: Desviacion estandar
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ANEXO 10: Analisis de varianza ANOVA vy diferencias minimas significativas

(LSD) de Fisher de la humedad de los frutos silvestres de machamacha (M),

condorpausan (C), alaybili (A) y frambuesa silvestre (F)

Tabla ANOVA para % Humedad por Frutos silvestres

Fuente Suma de Gl Cuadrado Razén-F Valor-P
Cuadrados Medio
Entre grupos 235.773 3 78.591 248104.26 0.0000
Intra grupos | 0.00506825 16 | 0.000316766
Total (Corr.) 235.778 19

Pruebas de Multiple Rangos para % Humedad por Frutos silvestres

Método: 95.0 porcentaje LSD

Nivel Casos Media Grupos Homogéneos

A 5 74.528 X

C 5 78.6071 X

F 5 82.7931 X

M 5 82.8054 X

Contraste Sig. Diferencia +/- Limites

A-C * -4.07918 0.0238625
A-F * -8.26519 0.0238625
A-M * -8.27748 0.0238625
C-F * -4.18601 0.0238625
C-M * -4.1983 0.0238625
F-M -0.0122905 0.0238625

* indica una diferencia significativa.
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ANEXO 11: Analisis de varianza ANOVA vy diferencias minimas significativas

(LSD) de

Fisher del pH de los frutos silvestres de machamacha (M),

condorpausan (C), alaybili (A) y frambuesa silvestre (F).

Tabla ANOVA para pH por Frutos silvestres

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

Entre grupos |15.1135 3 5.03783 63.37 0.0000

Intra grupos 1.272 16 |0.0795

Total (Corr.) [16.3855 19

Pruebas de Mdltiple Rangos para pH por Frutos silvestres
Método: 95.0 porcentaje LSD

Nivel Casos Media Grupos Homogéneos

F 5 2.7 X

A 5 2.96 X X

M 5 3.1 X

C 5 4.9 X

Contraste Sig. Diferencia +/- Limites

A-C * -1.94 0.378034
A-F 0.26 0.378034
A-M -0.14 0.378034
C-F * 2.2 0.378034
C-M * 1.8 0.378034
F-M * -0.4 0.378034

* indica una diferencia significativa.
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ANEXO 12: Analisis de varianza ANOVA vy diferencias minimas significativas

(LSD) de Fisher de los solidos solubles (°Brix) de los frutos silvestres de

machamacha (M), condorpausan (C), alaybili (A) y frambuesa silvestre (F).

Tabla ANOVA para ° Brix por Frutos silvestres

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

Entre grupos 121.162 3 40.3873 673.12 |0.0000

Intra grupos 0.96 16 0.06

Total (Corr.) 122.122 19

Pruebas de Mudltiple Rangos para °Brix por Frutos silvestres
Método: 95.0 porcentaje LSD

Nivel Casos Media Grupos Homogéneos

A 5 4.28 X

M 5 4.34 X

C 5 9.12 X

F 5 9.34 X

Contraste Sig. Diferencia +/- Limites

A-C * -4.84 0.328415
A-F * -5.06 0.328415
A-M -0.06 0.328415
C-F -0.22 0.328415
C-M * 4.78 0.328415
F-M * 5.0 0.328415

* indica una diferencia significativa.
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ANEXO 13: Analisis de varianza ANOVA vy diferencias minimas significativas

(LSD) de Fisher de la Acidéz de los frutos silvestres de machamacha (M),

condorpausan (C), alaybili (A) y frambuesa silvestre (F).

Tabla ANOVA para la Acidéz Total por Frutos silvestres

Fuente Suma de Gl Cuadrado | Razén-F Valor-P
Cuadrados Medio
Entre grupos 1.56547 3 0.521822 303.00 0.0000
Intra grupos | 0.0275545 16 | 0.00172216
Total (Corr.) 1.59302 19

Pruebas de Multiple Rangos para la Acidéz Total por Frutos silvestres

Método: 95.0 porcentaje LSD

Nivel Casos Media Grupos Homogéneos

C 5 0.161119 X

M 5 0.171561 X

A 5 0.205557 X

F 5 0.824407 X

Contraste Sig. Diferencia +/- Limites

A-C 0.0444379 0.0556396
A-F * -0.61885 0.0556396
A-M 0.0339959 0.0556396
C-F * -0.663288 0.0556396
C-M -0.010442 0.0556396
F-M * 0.652846 0.0556396

* indica una diferencia significativa.
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ANEXO 14: Andlisis de varianza ANOVA vy diferencias minimas significativas

(LSD) de Fisher del indice de Maduréz de los frutos silvestres de machamacha

(M), condorpausan (C), alaybili (A) y frambuesa silvestre (F).

Tabla ANOVA para indice de maduréz por frutos silvestres

Fuente Suma de Gl | Cuadrado Razon-F Valor-P
Cuadrados Medio
Entre grupos 5772.47 3 1924.16 475.34 0.0000
Intra grupos 64.7673 16 4.04796
Total (Corr.) 5837.23 19

Pruebas de Mdltiple Rangos para indice de Maduréz por frutos silvestres

Método: 95.0 porcentaje LSD

Nivel Casos Media Grupos Homogéneos

F 5 11.3852

A 5 21.0455 X

M 5 25.2917 X

C 5 56.7093 X

Contraste Sig. Diferencia +/- Limites

A-C * -35.6638 2.69752
A-F * 9.66021 2.69752
A-M * -4.24627 2.69752
C-F * 45.324 2.69752
C-M * 31.4175 2.69752
F-M * -13.9065 2.69752

* indica una diferencia significativa.
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ANEXO 15: Andlisis de varianza ANOVA vy diferencias minimas significativas LSD
de Fisher del nivel de la CAPACIDAD ANTIOXIDANTE de los frutos silvestres de

machamacha (M), condorpausan (C), alaybili (A) y frambuesa silvestre (F).

Tabla ANOVA para CAP. ANTIOXIDANTE por frutos silvestres

Fuente Suma de Gl | Cuadrado Razén-F Valor-P
Cuadrados Medio
Entre grupos | 2.48847E7 3 8.29489E6 2963.71 0.0000
Intra grupos 44781.1 16 2798.82
Total (Corr.) | 2.49295E7 19

Pruebas de Multiple Rangos para CAP. ANTIOXIDANTE por frutos silvestres

Método: 95.0 porcentaje LSD

Nivel Casos Media Grupos Homogéneos

C 5 21924.7 X

A 5 22902.9 X

M 5 23328.9 X

F 5 25010.9 X

Contraste Sig. Diferencia +/- Limites

A-C * 978.248 70.9308
A-F * -2107.98 70.9308
A-M * -426.004 70.9308
C-F * -3086.22 70.9308
C-M * -1404.25 70.9308
F-M * 1681.97 70.9308

* indica una diferencia significativa.
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ANEXO 16: Andlisis de varianza ANOVA vy diferencias minimas significativas LSD
de Fisher de FENOLES TOTALES de los frutos silvestres de machamacha (M),

condorpausan (C), alaybili (A) y frambuesa silvestre (F).

Tabla ANOVA para Fenoles Totales por frutos silvestres

Fuente Suma de Gl | Cuadrado Razén-F Valor-P
Cuadrados Medio
Entre grupos | 1.4483E6 3 482766. 15174.84 0.0000
Intra grupos 509.018 16 31.8136
Total (Corr.) | 1.44881E6 19

Pruebas de Mdltiple Rangos para FENOLES TOTALES por frutos silvestres

Método: 95.0 porcentaje LSD

Nivel Casos Media Grupos Homogéneos

C 5 4707.21 X

A 5 4817.8 X

M 5 5187.77 X

F 5 5370.42 X

Contraste Sig. Diferencia +/- Limites

A-C * 110.594 7.5623
A-F * -552.614 7.5623
A-M * -369.972 7.5623
C-F * -663.208 7.5623
C-M * -480.565 7.5623
F-M * 182.643 7.5623

* indica una diferencia significativa.
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ANEXO 17: Andlisis de varianza ANOVA vy diferencias minimas significativas LSD
de Fisher de ANTOCIANINAS TOTALES de los frutos silvestres de machamacha

(M), condorpausan (C), alaybili (A) y frambuesa silvestre (F).

Tabla ANOVA para ANTOCIANINAS TOTALES por Frutos silvestres

Fuente Suma de Gl | Cuadrado Razén-F Valor-P
Cuadrados Medio
Entre grupos| 4.42881E6 | 3 | 1.47627E6 4638.90 0.0000
Intra grupos 5091.79 16 318.237
Total (Corr.) 4.4339E6 |19

Pruebas de Mudultiple Rangos para ANTOCIANINAS TOTALES por Frutos

silvestres

Método: 95.0 porcentaje LSD

Nivel Casos Media Grupos Homogéneos

C 5 862.006 X

A 5 914.876 X

M 5 1033.18 X

F 5 2013.97 X

Contraste Sig. Diferencia +/- Limites

A-C * 52.8698 23.9179
A-F * -1099.09 23.9179
A-M * -118.308 23.9179
C-F * -1151.96 23.9179
C-M * -171.178 23.9179
F-M * 980.783 23.9179

* indica una diferencia significativa.
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ANEXO 18: Imagenes de las plantas silvestres:

a.

Rubus roseus Poir (Frambuesa silvestre)
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1: Fruto. - Origen, embrionaria,
Polidrupa, cono alargado, Carnosa
morado rojo y polispermo, mide 7 cm de
diametro y 2 cm de altura.

2: Flor.- Color blanco, disposicion, Axilar,
Inflorescencia  racimo  de  corola
pentameras.

3: Hoja.- Forma ovada, tipo compuesta
imparipinada, &pice acuminado, margen
dentada, consistencia coriaceas pilosa

4: Tallo.- Consistencia semilefiosa,
ramificacion caedizas, habitat aérea,
perenne y modificado con espinas
caulinares

5: Raiz.- de origen embrionaria,
Pivotante, habitat subterranea
consistencia semilefiosa, perenne



b.

Gaultheria glomerata (Cav.) Sleumer (Machamacha)
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1. Frutos.- En bayas de forma esférica,
blanda, color morado y es polispermo,
miden 3 cm diametro y 1 cm altura.

2. Flores.- de color rosada cubiertas por
bracteas, campanulada de inflorescencia
en racimo, corola campanulada.

3. Hojas.- Peciolo Subsésiles, alternas,
base obtusa, forma aovada, agudo,
denticulada, coriacea tricomosa, venacién
cerrada.

4. Tallos.- son semilefiosas, simpddicos,
aérea postrada y perennes.

5. Raiz.- de forma pivotante, subterranea,
semilefiosa y perenne.



Vaccinium floribundum Kunth (Alaybili)
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1. Frutos.- son embrionarias, en bayas
de semillas polispermos, pulposo, de
forma ovoide, color rojo, azul oscuro,
mide 4cm de didmetro y 0.45 cm de altura.
2. Flor.- Color amarillo, corola campanilla
colgante, inflorescencia agrupada, en
racimo

3. Hojas.-forma cuneada, peciolo
semisésil, apice acuminado, dentada,
consistencia lisa coriacea, venacion
estriada

4. Tallos.- Modificados con espinas
lefiosa, ramificacién simpddico, aérea y
perenne.

5. Raiz.- embrionaria, pivotante,

subterranea y perenne.



d. Monnina Vargassi Ferreyra (Condorpausan)
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1. Frutos.- son embrionarias en drupa,
forma globular, firme y blanda, de color
azul morado y es monospermo, que
miden de 1.5 de didmetro y 1 cm de
altura.

2. Flores.- alternas, labiadas en racimo y
alternas, color lila con bordes amarillos,
3.Hojas.- son alternas, forma lanceolada,
peciolado, margen entera, &pice
emarginado, consistencia blanda,
pinnada y base redondeada.

4. Tallos.- son semilefiosas, erectos y
aéreos, simpddicos y perennes.

5. Raiz.- Es embrionaria, pivotante,
subterranea, semilefiosa y perenne



ANEXO 19: Imagenes de la parte experimental de determinacién de la capacidad

antioxidante de los frutos silvestres

IMAGEN 01: PESO MUESTRAS DE FRUTOS IMAGEN 02: MUESTRAS TRITURADAS DE LOS 4 FRUTOS
IMAGEN 03: CENTRIFUGACION IMAGEN 04: SOL.UCION DEL DPPH

IMAGEN 05: CONCENTRACION TROLOX IMAGEN 06: MUESTRAS PROTEGIDAS DE LUZ POR 2h
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IMAGEN 07: CAPTACION DE RADICALES LIBRES (variacion IMAGEN 08: CAPTACION DE RADICALES LIBRES (variacion
de color morado a amarillo del fruto frambuesa silvestre) de color morado a amarillo del fruto Machamacha)

IMAGEN 09: CAPTACION DE RADICALES LIBRES (variacién  |MAGEN 10: CAPTACION DE RADICALES LIBRES (variacién
de color morado a amarillo del fruto Alaybili) de color morado a amarillo del fruto Condorpausan)

IMAGEN 11: LECTURA DE ABSORBANCIA ESPECTROFOTOMETRICO
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ANEXO 20: Imagenes de la parte experimental de determinacién de los

compuestos fendlicos de los frutos silvestres

IMAGEN 01: MUESTRAS EN CONGELADORA (- 20 °C) IMAGEN 02: MUESTRAS PARA LA DILUCION

IMAGEN 03: ESTRACTOS METANOLICOS PROTEGIDOS DE IMAGEN 04: FILTRACION, EXTRACTO DEL FRUTO
LUz

IMAGEN 05: SOLUCION DE ACIDO GALICO IMAGEN 06: PREPARACION DE SOLUCION FOLIN
CIOCAITFU
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IMAGEN 07: EXTRACTO METANOLIICO FILTRADO IMAGEN 08: MUESTRAS EN TRATAMIENTO PROTEGIDOS
DE LUZ

IMAGEN 09: VARIACION DE COLOR DEL EXTRACTO DE FRUTO A IMAGEN 10: MUESTRAS DESPUES DE LA LECTURA DE
UNA COLORACION AZUL, INIDICA QUE CONTIENE FENOLES. ABSORBANCIA a 765 nm
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ANEXO 21: Imagenes de determinacion de los compuestos antocianicos de los

frutos silvestres

IMAGEN 03: ACONDICIONAMIENTO CON DIFERENTES BUFFER IMAGEN 04: LECTURAS DE ABSORBANCIA
PARApPH 1Y4.5.
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IMAGEN 05: MUESTRAS DE pH 4.5 DESPUES DE LECTURA IMAGEN 06: MUESTRAS DE pH 1.0 DESPUES DE LECTURA
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