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RESUMEN

La presente investigacion tiene como finalidad determinar las condiciones
favorables para la extraccion de antocianinas a partir de la Sachapapa
morada utilizando un equipo de Soxhlet.

Se determinaron las condiciones iniciales y preparacién de la muestra,
definiendo como temperatura de secado 73°C, se obtuvo un porcentaje de
humedad 88,68%, el tipo de solvente a utilizar de acuerdo a la aplicacion
que se le quiera dar, en este caso etanol a 100%, 75% y 50% de pureza
debido a que no es toxico y tiene alta polaridad, el tamafio de particula que
se utilizé fue por separacion granulometria con una serie de tamices de
malla 50, 35 y 25 (Tamiz USP), la cantidad de muestra inicial en el equipo
soxhlet fue de 5g, 7,59y 10g

El resultado obtenido con mayor concentracion de antocianinas

glucdsido

monomeéricas es 122,73cianidina
100g

, cuyas condiciones favorables

para la extraccion de antocianinas a partir de la Sachapapa morada fue e}
solvente etanol al 100%, tamafo de particula malla 25 y cantidad de
muestra inicial de 10g

Dando como resultado para la extraccion soxhiet con un rendimiento de
54,83 %, se obtiene una mayor concentracion de antocianinas.

Palabras clave: Antocianinas, Extraccién, equipo soxhlet, sachapapa

morada.



ABSTRACT

This research aims to determine the conditions for the extraction of
anthocyanins from purple Sachapapa using soxhiet equipment.

The initial conditions and preparation of the sample were determined, by
defining as dried 73°C temperature, humidity 88,68 obtained %, type of
solvent to be used according to the application that you want to give, in this
case ethanol at 100%, 75% and 50% of purity because it is not toxic and
has high polarity , particle size that was used was by particle size separation
with a series of 50, 35 and 25 mesh sieve (sieve USP), the amount of initial
sample in soxhlet equipmentwas 5 g, 7,5 g and 10g

He result retrieved with greater concentration of anthocyanins monomeric

glucésido

100 , whose conditions favorable for the extraction
g

is 122,73 cyanidin

of anthocyanins from it Sachapapa purple was the solvent ethanol to the
100%, size of particle mesh 25 and amount of shows initial of 10 g

Giving as result for the extraction soxhlet with a performance of 54.83%, is
gets a greater concentration of anthocyanins.

Key words: anthocyanins, extraction, soxhiet, purple sachapapa equipment.



I

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

1.1 Determinacién del problema

En las zonas tropicales, subtropicales y amazonicas se encuentran
una variedad de recursos naturales, entre ellés encontramos la Sachapapa
morada (dioscérea trifida L), son tubérculos que se caracterizan por
tener alto contenido de humedad, propiedades antioxidantes y prevenir
enfermedades como el cancer o enfermedades neurolégibas, entre otras.

A pesar de que los tubérculos son de alta calidad nutritiva y son muy
apreciados en la cocina de varias comunidades amazonicas, se ha
observado poca actividad comercial de la Sachapapa morada (dioscérea
trifida L.), la mayor parte del cultivo realizado por los agricultores
tradicionales es para su propia subsisteﬁcia (Carmo, 2002).

El interés por los pigmentos antocianicos en investigaciones
cientificas se han incrementado en los ultimos afios, debido no soélo al color
que confieren a los productos que las contienen sino por poseer
antocianinas que son beneficiosas para la salud, en la reduccion de las
enfermedades coronarias, céancer, diabetes, efectos antiinflarﬁatorios,
mejoramiento de la agudeza visual y comportamiento cognitivo; estos
efectos terapéuticos positivos, ‘estén principalmente asociados con sus

propiedades antioxidantes.



En la actualidad no se encuentra un aprovechamiento 6ptimo de este
recurso, por la cual surge el estudio de cuales deben ser las condiciones
favorables para la extraccién de antocianinas de la Sachapapa morada y
de esta manera obtener un producto de alta calidad y reducir costos de
produccion.

Para la extracciébn de antocianinas de la sachapapa morada

utilizamos el método de extraccion sélido — liquido.

1.2 Formulacién del problema

Problema general

¢ Cuales son las condiciones favorables para la extraccion de antocianinas

de la sachapapa morada mediante un equipo de Soxhlet?

Problema especifico

a) ¢Cuales son las caracteristicas fisicas y quimicas de la sachapapa
morada?

b) ¢Cuales son las condiciones favorables en el proceso de extraccién de
antocianinas de la sachapapa morada?

c) ¢Cual es el mayor rendimiento de la antocianina obtenida?



1.3 Obijetivos de la investigacion

1.3.1 Objetivo general

Determinar las condiciones favorables extraccién de antocianinas de

la sachapapa morada mediante un equipo de Soxhlet.

1.3.2 Objetivos especificos

1) Identificar las caracteristicas fisicas y quimicas de la sachapapa
morada.

2) Determinar las condiciones favorables en el proceso de extraccion de
antocianinas de la sachapapa morada.

J) Determinar el mayor rendimiento de la antocianina obtenida.

14 Justificacion

a) Legal.- El producto obtenido debe cumplir con las normas establecidas
al consumidor.

b) Teérica.- Existen pocos estudios referentes a la sachapapa morada,
entre ellos algunos que dan a conocer la presencia de antocianinas, y
otros fenoles, pero no se tiene informacion sobre la extraccion de estos

pigmentos. El presente estudio contribuira al desarrollo y ampliacién de

10



d)

conocimientos en el proceso que esta asociado a la extracciéon de
antocianinas de la Sachapapa morada y otros frutos que la contengan.
Tecnolégica.- El presente estudio se justifica tecnolégicamente porque
la extraccion de la sachapapa morada se optimiza mediante el uso del
equipo Soxhlet, debido a que podemos controlar una gran cantidad de
variables a diferencia de otros métodos. El equipo Soxhlet también lo
utilizamos en la extraccién de aceites, contenido graso, colorantes,
aceites esenciales, debido al 6ptimo funcionamiento.

Econdémica.- El presente estudio tiene por finalidad encontrar las
condiciones Optimas para la extraccibn de antocianinas de la
sacha‘papa morada, para obtener el mayor rendimiento posible y
disminuir costos mediante el uso adecuado de solvente, materia prima,
el ahorro de tiempo, energia y mano de obra. Mediante el equipo de
extraccion Soxhlet optimizamos el rendimiento y la calidad de la
antocianina, por medio de un proceso ciclico y automatizado, esto nos

garantiza una rentabilidad alta.

1.5 Importancia

El presente trabajo radica la importancia en beneficiar sector

alimentario para invertir en extraccion de antocianinas con el equipo

Soxhlet, ya que es eficiente a condiciones favorables determinadas, menos

costoso y sencillo a diferencia de otros métodos de extraccion; asi como a

11



los agricultores de la amazonia para la estimulacion a la siembra
Sachapapa morada, porque contiene antocianinas beneficiosas para la

salud.

12



MARCO TEORICO

21 Antecedentes del estudio

Para el siguiente trabajo de investigacién se realizé una revision

bibliografica acerca del tema:

a) Apoyadas en los estudios de Heras Et, al. (2013), Herrera y Rodriguez

(2016) desarrollaron el proyecto de tesis “Evaluacién del extracto de
flavonoides y antocianinas contenidos en el Agraz’, utilizando dos
metodologias para la extraccion de antocianinas, una es por extraccion
por solventes con equipo SOXHLET utilizando etanol como solvente, y
el otro método utilizado es la extraccion asistida por microondas, con el
objetivo de evaluar la concentracién y el rendimiento obtenido de
antocianinas en el Agraz , haciendo una comparacion entre ambos
métodos, asimismo establecer las condiciones favorables para dicha
extraccion. Los resultados obtenidos arrojaron que el método de
extraccion que proporciona el mayor contenido de antocianinas es el
método de extraccién por solventes Soxhlet, utilizando la materia prima
previamente liofilizada, concluyeron que el tiempo de extraccion es mas
extenso y por consiguiente hay mayor contacto de la muestra con el

solvente.

13



b) Ordofiez y Saavedra (2016) desarrollaron una investigacion sobre

“Extraccién y uso del colorante natural de la flor de Jamaica (hibiscus
sabdariffa) como alternativa para la elaboracion de salchicha y yogurt”,
desarrollado en la universidad de Cuenca en Ecuador, con el objetivo
de determinar extraccién y uso del colorante natural de la flor de
jamaica como alternativa para la elaboracién de salchicha y yogurt. Se
apoyé en las investigaciones de Garcia (2004) Respecto a [a
metodologia, emplearon el método de extraccién con el equipo Soxhiet.
Concluyeron que se logré satisfacer la extraccion y sustitucién del
colorante de la flor de Jamaica en la elaboracién de salchicha tipo Viena
y el yogurt de mora; mediante la evaluacién de aceptabilidad de cada
producto terminado y las encuestas realizadas se determiné la dosis
del colorante que mejor se ajuste al aspecto fisico visual de un producto
del mercado nacional.

Zapata (2014), desarroll6 la una tesis doctoral con el objetivo de
caracterizar el proceso de extraccibn de antocianina a partir de
arandanos, y estudiar el uso potencial de los extractos como
antioxidantes y colorante natural en la industria alimentaria. Se apoyé
en las investigaciones de Aguilera y Meza (2011) Para la extraccion de
antocianinas de arandanos se emplearon dos metodologias, una
consisti6 en una extraccion con solvente denominado “Extraccion
solido - liquido de antocianinas” y la otra consistid en un proceso

fermentativo denominado “Extraccién de antocianinas por

14




extraccion (30°C a 60°C) y tiempo extraccién (4 a 12 horas). La
optimizacion del modelo mostré que las condiciones de extraccion con
50% de solvente acidificado, tiempo de proceso de cuatro horas y

temperatura de 30°C presento los mayores contenidos de antocianinas,

_mg
alcanzando 62 100g

Leiva Daniel, Diana (2009) desarrollaron una investigacion sobre
"Determinaciébn de Antocianinas, fenoles totales y actividad
antioxidantes en licores y fruto de mora", con el objetivo de determinar
el contenido de antocianinas monoméricas, poliméricas y su relacion
con la actividad antioxidante en licores de mora y fruto de mora, asi
como evaluar parametros fisicoquimicos en los licores. Se apoyaron en
las investigaciones de Avalos Et, al. (2003) Respecto a la metodologia,
empleo el método de extraccién con el equipo Soxhlet. Concluyeron
que el fruto maduro de zarzamora de la region de Xivo Veracruz tiene
un contenido de antocianinas monomeéricas de 183,63 + 0,33 mg de

. lucésid, .
cianidina 3—% de fruto fresco, un contenido de fenoles totales

gdlico
100g

de 477,12 £ 6,91 mg equivalentes de acido de peso fresco y su

trolox

actividad antioxidante expresada como mM equivalentes de

peso fresco fue de 3,75 £ 0,1

16



2.2 Bases Teoéricas

221 Fundamento de Extraccion

Las antocianinas se pueden extraer de diferentes tejidos vegetales.
El método usual de extraccion es la extraccion sélido — liquido. Sin
embargo, es de destacar la existencia de otros métodos. Asi, cientificos
japoneses desarrollaron una metodologia alternativa que consiste en
extraer las antocianinas mediante la fermentacion de las matrices que las
contienen (Fan et al., 2008)

A nivel comercial, las antocianinas se obtienen principalmente de los
subproductos industriales de la uva. En la actualidad existe la tendencia de
utilizar los extractos antocianicos sin necesidad de realizar la separacién
de los distintos componentes, debido a que todos elios, no sélo los
colorantes, presentan propiedades antioxidantes (Fennema, 2000) En
relacion a la extraccion, sefiala que el caracter polar de la molécula de
antocianina permite su solubilidad en variados solventes, tales como
alcoholes, acetona y agua. Su estabilidad es afectada facilmente por
modificaciones estructurales con grupos hidroxilo, metoxilo, glucésidos v,
especialmente, grupos acilos, ademas de factores como la temperatura y

la luz (Wrolstad, 2000)

17



2.2.2 Métodos de extraccién

La separacion de un compuesto por extraccién se basa en la
transferencia selectiva del compuesto desde una mezcla sélida o liquida
con otros compuestos hacia una fase liquida (normalmente un disolvente
organico). El éxito de la técnica depende basicamente de la diferencia
de solubilidad en el disolvente de extraccion entre el compuesto
deseado y los otros compuestos presentes en la mezcla inicial. El principal
objetivo de la extraccion es separar selectivamente el producto de una
reaccion, o bien eliminarlas impurezas que lo acompaiian en la mezcla de
reaccién, gracias a sus diferencias de solubilidad en el disolvente de
extraccion elegido. Caubet Et, al. (2015)

Existen diferentes métodos de extraccion entre los cuales se
llevaran a cabo, extraccion por solventes organicos (soxhlet), extraccion

asistida con microondas y método directo:

a) Extraccién por solventes drgénicos.- Es una operacién de
transferencia de masa en un sistema de dos fases liquidas
considérada como uno de los procesos mas efectivos y econdmicos
para purificar, concentrar y separarla sustancia de interés de otros que
no lo son. Conocida también como intercambio iénico liquido y se basa
en el principio por el cual una solucién metalica puede distribuirse en

cierta proporcion entre dos solventes inmiscibles, uno de los cuales es

18



b)

usualmente acuoso y el otro un solvente organico como lo es el etanol
acidificado. Esto es posible debido a que varios reactivos organicos
poseen un alto grado de afinidad selectiva con determinados iones

metalicos.

Extraccién asistida por microondas.- “La extraccién por
microondas ha sido usada por muchos afios para extraer
compuestos de diferentes matrices: muestras biologicas, alimentos,
agua contaminada y muchos otros tipos de muestras. La energia de
microondas ha sido empleada y desarrollada en los Gltimos afios para
la extraccion de compuestos organicos a partir de matrices
ambientales, ademas de su uso para la digestion de muestras para el
analisis de metales. Las microondas son radiaciones
electromagnéticas portadores de informacién y vectores de energia,
conformadas por un campo eléctrico y un campo magnético, por lo que
estas ondas tienen la capacidad de absorber una fraccién de energia
electromagnética y convertirla en el calor. Rodriguez y Herrera (2013)

Este procedimiento es usado para extraer compuestos insolubles o
ligeramente solubles en agua de matrices generalmente sélidas como
lo es la arcilla, lodos, sedimentos o residuos sélidos. El proceso utiliza
energia del microondas proveniente de magnetrones independientes
que rotan logrando una distribucién homogénea de las microondas en

la muestra para generar condiciones de presién y temperatura elevada

19



en un recipiente cerrado que contiene la sustancia. Villemur, Rimini

(2013)

TABLA 2.1

COMPARACION DE LA CANTIDAD DE ANTOCIANINAS OBTENIDAS
A PARTIR DE FRIJOL ROJO, MEDIANTE ESL Y MAE

[Pos [ ESL [ ™M
[ Area de pico (mAU X min})
I {ren0 sl 60 £ 17,32
12 11902532158 | 1854,15£ 143
{3 | 61498282 | 54788252
[4 | 63968293 | 4634039
{5 | 53497275 | 397,53 £74

ESL: extraccidn convencional sohido-iquide; MAE: extraccitn asistida por microondas, siglas en inglés. Los
valores representan el promedio de 3 réplicas = O,

Fuente: http://www.revplantasmedicinales.sld.cu/index.php/pla/article/view/50

Esto lo convierte en un metodo facil y eficiente, porque la rapidez
en el calentamiento es la principal ventaja de las microondas frente a
los métodos tradicionalmente empleados en la extraccién con
solventes, que causan el calentamiento a partir de la transmision de
la energia al material de forma indirecta. Por lo tanto, el empleo de
las microondas permite ahorrar tiempo de manera significativa,
disminuir los volumenes de disolventes necesarios en los tratamientos,
asimismo, de energia en el proceso; ademas, no contamina el
medioambiente, lo cual se manifiesta en la reduccién de los costos en

general y permite obtener alta recuperacion de los compuestos de

20



interés. Salomon Et, al. (2013)

¢) Extraccién Directa.-
La extraccion directa es aquella en que la materia prima se pone en
contacto directo con e solvente.
Como hemos indicadc soivente utilizado puede ser agua o alcohol
y con cada uno de estos solventes se pueden tener diferentes formas

de extraccion:

1) Extraccioén por Sumersion.- Deja la materia prima en remojo en
el solvente por varias horas de esta forma se puede extraer el

colorante sin degradacion, pero el rendimiento es bajo.

FIGURA 2.1

EXTRACCION POR SUMERSION DEL SOLVENTE EN CONTACTO LA

Fuente: http:/www.tusplantasmedicinales.com/como-se-
utilizan-las-plantas-medicinales/
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2) Extraccién por Cohobacién.- Esta extraccion debe hacer sea

Menos de 100°C para evitar una fuerte degradacién de! colorante.

Cada una de las formas de extraccion descritas anteriormente
presenta una variante adicional porque generalmente se les aflade acido
para realizar la extraccién a un pH entre 3 y 5 donde la degradacion de las
antocianinas es menor.

En extracciones a nivel de laboratorio se prefiere el uso de alcohol
como solvente, pero a nivel industrial el agua es el solvente mas indicado

debido a su menor costo. Elias y Gamero (1988).

2.2.3  Funcionamiento del equipo Soxhlet

El equipo Soxhlet tiene como funciébn recircular los vapores
condensados con ayuda de un sifén a la fuente de disolvente que se
encuentra en evaporacion continua, arrastrando consigo los principios
activos de la materia prima contenido en los cartuchos desechables. La
capacidad aproximada en un equipo de laboratorio es de 500 ml de
volumen primario con una recirculacion de 100 ml cada cinco minutos
aproximadamente en estado estable. La velocidad de reflujo depende
directamente de la eficiencia y el tamano del condensador. Rojas (2008)

_Durante la extracciébn en el Soxhlet, el solvente se recupera

normalmente por evaporacion. Las temperaturas de extraccion y
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evaporacién tienen un efecto significativo en la calidad final de los
productos. Las altas temperatura de ebullicion para la recuperacion del
solvente pueden disminuirse usando.

evaporacién flash o separaciéon por membrana para recuperar €l solvente,
sin embargo en nuestro caso se emplea el método de evaporacién en el
mismo equipo Soxhlet, tomando en cuenta que primero se debe eliminar
y/o sacar del equipo extractor el cartucho de muestra, de esta forma se
producira la evaporacién del solvente el cual se condensara posteriormente
en el extractor, a la vez que también se producird la concentracién del
extracto en el balén esto se realizara hasta que la consistencia del mismo
sea espesa. Caldas (2012)

FIGURA N° 2.2

DIAGRAMA DEL EQUIPO SOXHLET

Safida de agua

i

Refrigerante —a

- Entrada de agua

Solvente puro :
condensado ""“1

Tapén de
algodon
Ensanchamiento ’ Cartucho
SHON——— porose
Ascenso.de
Regres o del vapores
B
solvente + e xtraido
Calentador

Fuente: http://proéesosbio.wikjspaoes.com/Extmccién+sélido-liquido
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a) Ventajas :

1) Gran capacidad de recuperacion e instrumentacién simple.

2) No se requiere filtracion posterior. El disolvente organico se
evapora quedando s6lo analito.

3) El disolvente y ila muestra estan en contacto intimo y repetido. De
manera que se mejora muchisimo la extraccion porqt‘J'e siempre se
emplea un disolvente limpio.

4) Eldisolvente proviene de una condensacion luego es liquido y esta
caliente.

5) Favorece la solubilidad del analito.

b) Desventajas :
1) Es un proceso lento e imposible de acelerar.
2) Se requiere gran cantidad de disolvente.
3) Inaplicable a analitos termolabiles, que se descompongan con el
calor o reaccionen.
4) Necesidad de etapa final de evaporacion.

5) El método no depende de la matriz.

224 Seleccion del Solvente

Debe seleccionarse un solvente conveniente de tal forma que

ofrezca el mejor balance de varias caracteristicas deseables:
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a) Alto limite de saturacién y selectividad respecto al soluto por extraer.

b) Capacidad para producir el material extraido con una calidad no
alterada por el disolvente. |

c) Estabilidad quimica en las condiciones del proceso.

d) Baja viscosidad, baja presion de vapor.

e) Baja toxicidad e inflamabilidad.

f) Bajadensidad.

g) Baja tensidn superficial.

h) Facilidad y economia de recuperacion de la corriente de extracto y

i) Bajo costo.

Cada solvente diferente produce extractos y composiciones

especificos. Caldas (2012)

23 Marco Conceptual

2.3.1 Sacha Papa Morada

Presenta un elevado contenido de pigmentos antocianinas
(pigmento natural inocuo), los que pertenecen al grupo de los
bioflavonoides con gran actividad antioxidante (neutralizador de radicales
libres). Las antocianinas son 20 veces mas potentes que la vitamina C y 50
veces mas potentes que la vitamina E, tienen propiedades anti inflamatorias

del colageno, nivela la glucosa de la sangre, ayudan a bajar las reacciones
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alérgicas y restauran el sistema nervioso, protegen y restauran los lipidos
del tejido cerebral de la oxidacion, previenen contra las enfermedades
neurolégicas y detienen las perdidas neurdticas por edad avanzada,
ademas son anti artriticas, previenen el cancer y enfermedades
degenerativas. Tienen una poderosa capacidad de reforzar las paredes de
los vasos sanguineos, calmante de los nervios, disturbios hormonales
(mujeres), contiene hormonas similares a la hormona progesterona. Relaja
los musculos de calambres, promueve la respiracién. Bueno para tratar
males de la vejiga y piedras en el riiién, para tratar sindrome pre-menstrual.
Anti tumoral. El tubérculo de la Sacha papa morada es un alimento
reconocido en las poblaciones amazénicas por su contenido en proteinas,
carbohidratos, calcio, fésforo, tiamina, riboflavina, niacina, vitamina C.
Para las unas tortillas, panes, mazamorras, postres efc. Con
imaginacion y habilitad culinaria nos lleva a preparar deliciosos y nutritivos
potajes.
Fuente: http://naturaimedicinaperu.jimdo.com/tienda/frutos-y-super-

comidas

2.3.2 Caracteristicas Fisicoquimica de la Sachapapa Morada
Dioscorea trifida (sachapapa morada) es una planta de tallos

volubles, delgados que enrollan hacia la izquierda, provistos de dos a ocho

alas membranosas, generalmente en mayor nimero y desarrollo en la parte
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inferior del tallo. Las hojas miden hasta 25 cm de largo, son digitadas, con

tres a siete segmentos o I6bulos, con el central mas grande.

TABLA 2.2

POLIFENOLES TOTALES, FLAVONOIDES, TANINOS Y
ANTOCIANINAS EN LA SACHAPAPA MORADA

Caracteristicas Estandar % CV -Coutenido

(mg equivalente/100g dw) *
Polifenoles totales Acido galico 1.59 166,10+ 1.52
Flavonoides @ Quercetina 16.88 27.63 +2.69
Taninos & Acido galico 152 9,62 +0.084
Antocianinas Cianidina 3-glucosido 11.77 21.59+1.47

* Datos expresados en media = SEM de n=3. CV = coeficiente de variabilidad entre repeticiones.
Wy =0.007X +0.0263. R* = 0.9995: @ Y =0.0151X. R* = 0.9974: ¥ Y = 0.0753X - 0.0117. R*= 0.9992.

Fuente: http://docplayer.es/36789080-Antocianinas-polifenoles-actividad-
anti-oxidante-de-sachapapa-morada-dioscorea-trifida-l-y-
evaluacion-de-lipoperoxidacion-en-suero-humano.htmi

El tallo subterraneo es un 6rgano irregular y corto del que emergen
los tallos aéreos, raices y estolones, estos dltimos en circulos sucesivos. El
estolén que mide hasta 70 cm de largo, se ensancha formando el tubérculo.
Los tubérculos varian mucho en forma y tamario, aun en la misma planta;
se observa forma esférica, fusiforme, claviforme y a menudo con
ramificaciones muy cortas. La superficie es rugosa, a veces con raicillas.
La pulpa es uniforme, compacta y varia de color blanco, amarillo hasta
morado, con un sabory apariencia muy agradable después de cocinado. El
peso de los tubérculos esta entre 300 g y 400 g cada uno. (Piico y Sifuentes

2014)
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FIGURA 2.3

SACHAPAPA MORADA

r—— — O sre—tin.

Fuente: Pilco y Sifuentes (2014)

La composicion de 100 g de Sachapapa morada se presenta en la

Tabla N° 2.3

TABLA 2.3

VALOR NUTRICIONAL DE LA SACHAPAPA MORADA

~ Por 100 gramos:

Gadj

Energia 112 | iFibra (g) 0.40 | {Vitamina C {(mg) 3.10

" {Proteina 1.80 | |Calcio (mg) 3 1 iVitamina D (ug) -
[Grasa Total () 1.50 | [Hierro (mg) 0.70 | [Vitamina E (mg) -
-{Colesterol (niﬁi = Yodo (ug) ' —1 [vitam. B12 {zg) -
23.50 | |Vitamina A (mg) 7 t iFolato (pg) -

AGHacidos

A s

Fuente: http://www.composicionnutricional.com/alimentos/SACHAPAPA-4

28

P



2.3.3 Antocianinas

La palabra antocianinas deriva del griego anthos (flor) y kyanos (azul
oscuro). Las antocianinas son las responsables de los colores rojos,
azulados o violetas de la mayoria de las grutas y flores. Es el pigmento mas
importante, después de la clorofila, que es visible al ojo humano.

Las antocianinas son derivados del catién 2-fenilbenzopirilio y
debido a la poca solubilidad de estas en agua, no se encuentran de manera
libre en ia naturaleza, sino en su forma glucosilada siendo una de las mas

abundantes la cianidina-3-glucosido (walford, 1980)

FIGURA 2.4
ESTRUCTURA MAS COMUN DE LA ANTOCIANINA GLUCOSILADA

Cianidina 3-glucésido, R=H
Cianidina 3,5-diglucésido, R=glucosa

Fuente: (Walford, 1980)
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La funcibn mas importante de las antocianinas es la percepcion
visible para la atraccion de animales para propdsitos de polinizacién y
dispersion de semillas. Ademas se encargan de la filtracién de la luz o
pueden acumularse como resultado de estrés. Dentro de las vacuolas, las
antocianinas, pueden estar localizadas en organelos esféricos conocidos
como antocianoplastos, que se forman mientras la sintesis de pigmentos

esta en operacion (Lewis y Wiaker, 1995)

FIGURA 2.5

ESTRUCTURAS DE LAS ANTOCIANINAS EN FRUTOS Y VEGETALES
(DE PASCUAL - TERESA YSANCHEZ — BALLESTAS,2008)

Fuente: hitp://www.scielo.org.pe/scielo.php?pid=S2077-
99172014000400005&script=sci_arttext

El nivel de hidroxilacion y metilacion en el anillo “B” de la molécula

determina el tipo de antocianidina, que es la aglicona de la antocianina.

Aunque se han descrito doce diferentes antocianidinas, las mas comunes
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en plantas son: pelargonidina, cianidina, delfinidina, peonidina, petunidina
y malvidina.

En algunos casos, los aztcares estan acilados con grupos derivados
del acido acético o alguno de los cuatro acidos cinamicos (p—cumarico,
caféico, ferllico o sinaptico). Se ha observado que la presencia de estos
grupos écilo en la molécula de antocianidina le confiere estabilidad ante
condiciones extremas de pH y temperatura. Cuando en la molécula de
antocianina se encuentran uUnicamente azlcares, se denominan no
aciladas; si ademas de los aziicares estan presentes uno o varios radicales

acilo, se catalogan como aciladas (Salinas et al., 2010)

234 Estabilidad de las antocianinas

Las antocianinas son compuestos labiles y su estabilidad es muy
variable en funcion de su estructura y la composicién de la matriz en la que
se encuentra (Delgado y Paredes, 2003) |

Su estabilidad se ve afectada por el pH, temperatura de
almacenamiento, presencia de enzimas, luz, oxigeno, estructura y
concentracion de las antocianinas, y la presencia de otros compuestos tales
como los flavonoides, proteinas y minerales.

Uno de los principales factores del medio que afecta la estabilidad
del color de las antocianinas es el pH. Dependiendo del pH las antocianinas

pueden existir en cuatro especies diferentes: base quinoidal, catidn flavilio,
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pseudobase carbinol y chailcona. En soluciones muy acidas (pH<0,5) el
cation flavilio rojo es la unica estructura. Con incrementos de OH la
concentracién del catibn decrece al mismo tiempo que la hidratacion da
lugar a la base de carbinol incolora. Entre pH 4 y 5,5 habra poco color,
debido a que las dos formas coloreadas estaran en bajas concentraciones
y el equilibrio se desplazara a las formas incoloras. Por lo tanto la forma
chalcona es la mas susceptible a la degradacion, y la forma i6nica flavilio

es la mas estable (Wesche y Montgomery, 1990)

FIGURA 2.6
ESTRUCTURA DE ANTOCIANINAS A DIFERENTES pHs

HO o Rz

S
‘OH
OH o
Catién Aavilio (forma oxonium) Base quinoidat {azul;
(rojo) pH=1 pH=7 ¢ !

+H O e
- R1
i OH
OH O
OH
Y ] O
———————
—_——— /
—
oH OH
oM OH

Psesudobase carbinol {(Incoloro) Chalcona (incoloro)
pH=4.5 pH=45

Fuente: (Giustin y Wrolstad, 2001)
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2.3.5 Propiedades funcionales de la Antocianina

El interés en los pigmentos antocidnicos se ha intensificado
recientemente debido a sus propiedades farmacolbgicas y terapéuticas
(Astrid, 2008)

FIGURA 2.7

HOJAS DE ACER PALMATUM EN EL OTONO

Fuente: https://es.wikipedia.org/wiki/Antocianina

Durante el paso del tracto digestivo al torrente sanguineo de los
mamiferos, las antocianinas permanecen intactas (Miyazawa et al., 1999)
y ejercen efectos terapéuticos conocidos que incluyen la reduccion de la
enfermedad coronaria, efectos anticancerigenos, antitumorales,
antiinflamatorios y antidiabéticos; ademas del mejoramiento de la agudeza
visual y del comportamiento cognitivo. Los efectos terapéuticos de las
antocianinas estan relacionados con su actividad antioxidante. Estudios

con fracciones de antocianinas provenientes del vino han demostrado que
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estas son efectivas en atrapar especies reactivas del oxigeno, ademas de
inhibir la oxidacién de lipoproteinas y la agregacion de plaquetas (Ghiselli
etal., 1998)

TABLA 2.4

CONTENIDO DE COMPUESTOS FENOLICOS Y ACTIVIDAD
ANTIOXIDANTE DE OCHO VINOS

o o ”-Ai‘-iﬂ-ﬂ- n..’ll.ito. N Antocianings Concentratién cfectiva
Marca (varicdad) Quércetina (/L) ; . medin (Y viv)de:

' (mg/L) totates (mg/L.) actividad antioxidante
Tabemero (MAM) 3117662084 303973033 180.0224.79. 1.83£4.50
Santiago Queirolo  cco 911096 1960195094 102.6462.09 7408072
(Borgofia)

LaCasonadel Valle ; . S—

(Borgona) 60432004 2692,4240.42 173.3644 80 2725033
La Casona de} Valke _ i s ;
Quetbrant) 3257852080 2848882037 179,0926.11 253167
Santiapo Queirelo SO 4 S R :
CTama) 3532205103 3087.24:032 210.66+2.34 4,3520,58
Sanfiago Queimln  ga000:070. 2823481038 1SR 9254193
{Shiraz}- - S :

E, Copeflo - : g . i
(RRIGM) 1374.25:083 2154252070 213694433 283207
Tacama (MT/%) 1320574002 3138852031 317508106 4,70:0.02

Fuente: hitp://www.scielo.org.pe/scielo.php?pid=S1810-
634X2011000200006&script=sci_arttext

A las antocianinas también se les atribuye actividad antitumoral y
anticancerigena. Otros investigadores (Koide et al., 1997) reportan efectos
antitumorales al usar extractos de frijoles rojos de soya que contenian
cianidina conjugada con glucosa y ramnosa. De igual manera, Hagiwara et
al. (2002) demostraron que el suministro de papas purpuras dulces y repolio
morado a ratas de laboratorio, causan supresion de tumores. En cuanto a

la actividad anticancerigena, Tristan et al. (2005) realizaron bioensayos que
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demuestran que los arandanos inhiben las etapas de iniciacién, promocién
y progresion de la carcinogénesis. Referente a la actividad antiinflamatoria.
FIGURA 2.8
ESTRUCTURA DE LAS AGLICONAS MAYORITARIAS

CORRESPODIENTES A CADA UNA DE LAS FAMILIAS DE
COMPUESTOS FENOLICOS PRESENTES EN LOS FRUTOS DE

ARANDANO
H’ou : T OH
s e
An:odon;m: Malvidina Flavonotes: Querte_ﬂnn

Flavanoles: Cateqiing

o

Fuente: http://www.uclm.es/area/cta/cesia2012/cd/PDFs/4-BIO/BIO-
P25T.pdf

Proantociankiinas

Con respecto a la actividad antidiabética de las antocianinas, la cual
fue reportada por Perossini et al. (1987), estudios clinicos realizados en
italia revelaron que 79% de los pacientes diabéticos consumidores de
extracto de bayas rojas (160 mg dos veces al dia durante un mes)
mostraron alivio en los sintomas de retinopatia diabética. Finalmente, el
mejoramiento de la agudeza visual y del comportamiento cognitivo como
resultado del consumo de antocianinas ha sido reportado por Joseph ef al.

(1999) y Shukitt-Hale et al (2005) donde han demostrado que el
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comportamiento cognitivo y las funciones neuronales de ratas de
laboratorio pueden ser mejorados a través de suplementacion nutricional
con extractos de arandanos y fresas.

Hoy en dia se ha acumulado gran cantidad de informacion
concerniente a la actividad biologica de las antocianinas, sin embargo,
debemos profundizar sobre esta funcionalidad. De Pascual — Teresa y
Sanchez — Ballesta (2008) concluyen que la literatura existente sobre
actividades biolégicas provee suficiente evidencia para pensar que los
productos ricos en antocianinas, tales como bayas o vino tinto, pueden
tener un efecto protector sobre la salud humana, especialmente para la
prevencion de enfermedades cardiovasculares y algunos tipos de cancer.
Sin embargo, son necesarios mas estudios para establecer las
implicaciones reales de antocianinas en estas propiedades promotoras de
la salud, donde muchos estudios han sido hechos usando extractos de
frutas o vino y asi, otras sustancias pueden ser totalmente o parciaimente

responsables de las actividades biolégicas mencionadas.
24 Definiciones
a) Antioxidante.- Es una molécula capaz de retardar o prevenir la
oxidacion de otras moléculas.

b) Antocianinas.- Son pigmentos encargados de dar colores llamativos a

flores, frutas y hojas, que van desde el rojo al violeta o azul que poseen
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d)

a)

h)

propiedades antioxidantes y son empleados para tratar enfermedades
cardiovasculares y prevenir el cancer.

Cianidina.- Es un compuesto organico natural que ha sido clasificado
como un flavonoide al igual que una antocianina.

Compuestos organicos.- Compuestos quimicos que contienen C,
formando enlaces C-C y C~H. En muchos casos contienen O, N, S, P,
B, halbégenos y otros elementos, su caracteristica principal es que son
compuestos combustibies.

Dioscérea trifida L.- Es un tubérculo del género Dioscorea originario
del Caribe, Centroaméripa tropical y América del Sur. Se le conoce por
una variedad de nombres comunes, entre ellos la Sachapapa.
Energia electromagnética.- Cantidad de energia aimacenada en una
region del espacio o tiempo que se atribuye a la presencia de un campo
electromagnético, y que se expresara en funcioén de las intensidades
del campo magnético y campo eléctrico.

Espectrofotometrié.— Es la mediciobn de la cantidad de energia
radiante que absorbe un sistema guimico en funcién de la longitud de
onda; es el método de analisis 6ptico mas usado en las investigacibnes
bioquimicas y sintesis quimicas.

Espectrofotémetro.- Es un instrumento que cuantifica la cantidad de
energia absorbida o transmitida por una solucién que contiene una
cantidad desconocida de soluto, y una que contiene una cantidad

conocida de la misma sustancia.
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i)

[}

k)

)

m)

Extraccion.- Es la técnica empleada para separar un producto
organico de una mezcla de reaccién o para aislarlo de sus fuentes
naturales.

Fenoles.- En su forma pura es un soélido cristalino de color blanco-
incoloro a temperatura ambiente. Su férmula quimica es CsHsOH.
Puede sintetizarse mediante la oxidacién parcial del benceno.
Fermentacién.- Es un proceso catabélico de oxidacién incompleta,
totalmente anaerébico, siendo el producto final un compuesto organico.
Estos productos finales son los que caracterizan los diversos tipos de
fermentaciones.

Flavonoides.- Son compuestos de bajo peso molecular que comparten
un esqueleto comun de difenilpiranos (Ce~Ca~Cs), compuesto por dos
anillos de fenilos (A y B) ligados a través de un anillo C de pirano
(heterociclico).

Glucésido.- Son moléculas. compuestas por un glicido (generaimente
monosacaridos) y un compuesto no glucidico. Los glucdsidos pueden
generar azucares importantes en el metabolismo de la planta.

Grupos acilos.- Es un grupo derivado de un oxacido, normalmente un
acido carboxilico, por eliminacién de-al menos un grupo hidroxilo. l.os
derivados de acido carboxilico, ésteres, anhidridos de acido, haluros

de acido y amidas.
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P)

q)

s)

t)

Grupo hidroxilo.- Es un grupo funcional formado por un atomo de
oxigeno y otro de hidrogeno, caracteristico de los alcoholes, fenoles y
acidos carboxilicos entre otros compuestos organicos.

Solvente.- Son sustancias organicas en estado liquido, utilizadas para
disolver solidos 0 gases u otros liquidos. La mayoria de elios son
derivados del petroleo o sintéticos.

Solubilidad.- Es ia maxima cantidad de soluto que se puede disolver
en una cantidad determinada de disolvente, a determinadas
condiciones de temperatura, e incluso presion {en caso de un soluto
gaseoso).

Soluto.- Es la sustancia que, por lo general, se encuentra en menor
cantidad y que se disuelve en la mezcla.

Soxhlet.- Es la técnica de separacién sélido-liquido cominmente
usada para la determinacion del contenido graso en muestras de
diferente naturaleza.

Transferencia de masa.- Cambia la composicion
de soluciones y mezclas. Cuando se ponen en contacto dos fases que
tienen diferente composicion, la sustancia que se difunde pasa de un

lugar de alta concentracion, a un lugar de baja concentracion.

39



ni. VARIABLES E HIPOTESIS

3.1 Definicidon de variables

a) Variable dependiente :

Y = Obtencién de Cantidad de Antocianinas.

b) Variable independiente :

X1 = Caracteristicas fisicoquimicas de la sachapapa morada.
X2 = Condiciones favorables en el proceso de extraccion.
X3 = Rendimiento de la antocianina extraida
3.2 Operacion de variables
CUADRO N° 3.1
OPERACION DE VARIABLES
VARIABLEDEPENDIENTE DIMENSIONES INDICADORES METODO
Y= Obtencion de Cantidad de | Parametros fisicos y * ?:;ic:gtdfaw' Procedimiento
Antocianinas. quimicos * FTpeE LR, Experimental
s Numero de etapas.
VARIABLEINDEPENDIENTE DIMENSIONES INDICADORES METODO
X1=Ca_1ractens_ticas Par&metros quimicos y Temperatura de secado. Andliis da
fisicoquimicas  de la biolégicos Humedad. laboratoric
sachapapa morada. Andlisis fitoquimico. '
Revisian

Xz = Condiciones favorables en | Parametros fisicos y | ° g:t?;fggn de  apas 9 tedrica o

el proceso de extraccion. | quimicos e Tiempo de extraccion. analisis de

laboratorio
Xa= Rendimiento de la Parametro fisico~ . - Analisis de
antocianina extraida quimico. » Contenido de antocianinas laboratorio
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3.3 Hipé6tesis general e hipétesis especifica

3.31 Hipétesis General

Las condiciones favorables de extraccién de antocianinas de la
sachapapa morada que se obtiene con el equipo Soxhlet es realizando la
extraccion en medio &cido, a una temperatura de operacién entre 50°C y

70°C con tres etapas ideales de extraccion.

3.3.2 Hipétesis Especificas

1) Las caracteristicas fisicas y quimicas de la sachapapa morada son:
humedad y temperatura de secado de la muestra, asi como el contenido
de antocianinas en la materia prima.

2) Las condiciones favorables en el proceso de extraccién es utilizando 10
g de muestra, tamafio de particula menor a malla 40 (TAMIZ USP) y
como solvente alcohol etilico al 75%

3) Elmayor rendimiento de la antocianina obtenida debe ser de 50 mg de

antocianina

MP
100g
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V.

METODOLOGIA

4.1 Tipo de investigacion

Los tipos de investigacién que se han realizado en el presente

trabajo de tesis son:

a)

b)

Por su finalidad.- Es de tipo exploratorio puesto que se busca
identificar nuevos rumbos aplicados a la practica y de tipo basica ya
que los resultados obtenidos serviran como punto de partida para otros
tipos de investigaciones que buscan la aplicacion practica de los
resultados obtenidos.

Por su disefio interpretativo.- La presente investigacion es de tipo
experimental puesto que se realiza en el laboratorio, bajo condiciones
de ensayos o corridas experimentales, se registran y analizan de las

variables que intervienen.

4.2 Disefio de investigacion

Definicién del escenario de la investigacion.- La investigacion se

realiz6 en el laboratorio de Investigacion y Desarrollo y en el

Laboratorio de Operaciones Unitarias de la Facultad de Ingenieria

Quimica de la Universidad Nacional del Callao.
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b)

Elecciéon del método de disefio.- Dado los fundamentos de disefio
para la extraccién sélido — liquido, se trabajé con un equipo Soxhlet, el
cual nos ofrece una diversidad de ventajas que nos facilitan encontrar
las condiciones favorables para la 6ptima extraccion de antocianinas
de la sachapapa morada y una alta eficiencia de extraccion.

Para la determinacion de las caracteristicas fisicoquimicas se realizé
un analisis fitoquimico y fisicoquimico a la muestra de sachapapa
morada.

Para la cuantificacion de las antocianinas se utilizé el método de pH

diferencial con el equipo espectrofotometro.

Determinacién de las variables del disefio.- Se han considerado
variables cualitativas y cuantitativas para controlar, las cuales

detallamos a continuacion :

1) Variables independientes y controlables :
— Cantidad de muestra seca y molida y tamizada.
~ Tipo de solvente.
—~ Tamano de particula.
* Hay otros parametros que se van a fijar y controlar como la
temperatura de operacion, la temperatura de calentamiento, la

cantidad de materia prima.
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d)

2) Variables dependientes :
- Rendimiento de extraccion.
-~ Numero de etapas.

- Tiempo de extraccién.

Para obtener el nimero de experiencias y la combinacion de
variables utilizamos el método estadistico Box Behnken, en el
consideramos cinco pUntos centrales, dandonos un total de 17 corridas

experimentales.
Las variables independientes a controlar son :
a) Tamaiio de particula [malla 25, malla 35, malia 50]
b) Peso de la materia prima [5,7,5y 10] g
¢) Porcentaje de etanol [50%, 75%, 100%)]
Total de experiencias : 17 experiencias
Recolecciéon de informacién necesaria para el objeto de este
estudio.- Se ha recolectado informacién de fuentes primarias como

libros, papper y tesis anteriores, e investigaciones previas relacionadas

con nuestro objetivo de investigacion.
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La investigacion consistié en tres etapas fundamentales para el
desarrollo de las experiencias, de acuerdo a los objetivos de nuestra

investigacion.

TABLA 4.1

DISENO FACTORIAL (BOX — BENHKEN) = 17 CORRIDAS

e VARIABLES NIVELES

OEEE » [ 5 [ o | wes
B - s 5 0 o o
R 7,5 75 0 0 0

I s o0 -1 o0 1
I 50 100 0 =1 1
B 0 o0 1 1 0

3 715 15 0 0 0
B c w00 w00 o 1,1
R 75 15 0 0 O

0 75 50 1 0 -1
3B 100 O 0 1 -1
25 50 7 -1 . —1 0
25 75 50 -1 0 =1
BEE 5 o0 1 -1 1 o0
B s s 5 o0 o0 o0
B s s 5 1. -1 0
50 75 100 1 0

Fuente: Elaboracion propia

En la primera etapa en base a la recolecciéon de informacién se
Qeterminaron las caracteristicas fisicoquimicas de la sachapapa
morada, mediante un analisis fitoquimico y fisicoquimico a la muestra.

En la segunda etapa se recolect6 informacion para realizar ei disefio

experimental, el diseiio del equipo de laboratorio, donde se
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determinaron las variables a controlar como el peso de la muestra, el
tipo de solvente y el tamafo de particulas, mediante el cual se
desarrollaron las pruebas experimentales.

En la tercera etapa se recolecto informacién para determinar la
técnica a utilizar en la cuantificacién de la antocianina obtenida,
elegimos el analisis por pH diferencial con equipo espectrofotometro

ultravioleta Visible (UV-VIS)

4.3 Poblacién y muestra

431 Poblacién

La poblacion en esta investigacion es la sachapapa morada
cultivada en la ciudad de Iquitos en el departamento de
Loreto.

4.3.2 Muestra

La muestra en esta investigacién es la recoleccién adecuada de

sachapapa morada, basandonos en diferentes bibliografias, recolectamos

los frutos con mayor madurez, los cuales tienen mayor concentraciéon de

antocianina.
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4.4 Técnicas e instrumentos de recoleccién de datos

Las técnicas y los instrumentos de recoleccion de datos que se han
realizado en el disefio de investigacion son las siguientes:
a) Analisis Quimico.- Se realiz6 un analisis fitoquimico para la
determinacion e identificacion cualitativa de antocianinas, fenoles,
flavonoides, taninos y otros compuestos que puedan estar presentes
en la muestra de sachapapa morada. Esta prueba se realizé en la
Facultad de Farmacia y Bioquimica de la Universidad Nacional Mayor
de San Marcos.
b) Andlisis fisicoquimico.- Se realizaron analisis fisicoquimicos como:
1) Determinacion de humedad a la muestra inicial de la sachapapa
morada.

2) Secado de la sachapapa morada con ayuda de una estufa.

3) Molido de la sachapapa morada.

4) Tamizado de la sachapapa morada a malla 40 (Tamiz USP)

5) Extraccién de la antocianina mediante el equipo Soxhlet.

6) Concentracién de antocianina con ayuda de un rotavapor.

7) Cuantificacién de la antocianina por analisis de pH diferencial con
ayuda del equipo espectrofotométrico Ultravioleta Visible (UV-VIS)

¢) Andlisis estadistico.- Se realiz6 el analisis estadistico con la ayuda

del Software Minitab 17 para determinar las variables que me
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garanticen la optimizacion de la extraccién de antocianinas de la

sachapapa morada.

4.5 Plan de analisis estadisticos de datos

Después de hacer el disefio experimental y realizar los analisis en
laboratorio, nos arroja un nimero importante de datos y vectores de
respuesta.

Estos datos se analizan mediante el software Minitab 17, el cual nos
ayuda a identificar si los resultados obtenidos cumplen con la hipbtesis
planteada, identifica si se cumplieron los objetivos, si los resultados
obtenidos son significativos, nos brinda graficos y tablas que nos ayudan a
resumir los datos e interpretar los resultados estadisticos.

La optimizacion del proceso de extraccion se direccioné a encontrar
una ecuaciébn que rija el comportamiento de la Concentracién de la
antocianina mediante el equipo Soxhlet versus el porcentaje de etanol,
tamafio de particula, de tal manera que maximice el rendimiento de

extraccion.



V.

MATERIALES Y METODOS

5.1 Equipos, materiales, insumos y reactivos

TABLA 5.1
CUADRO DE INSUMOS Y REACTIVOS

INSUMOS Y REACTIVOS CANTIDAD
Sachapapa Morada 405 g
Alcohol absoluto 3,938 L

 Agua 1,313 L

Fuente: Elaboracion propia

TABLA 5.2
CUADRO DE EQUIPOS
EQUIPOS CANTIDAD
Balanza 1
Estufa 1
Plancha de Calentamiento 1
pHmetro 1
Espectrofotometro 1
Cronometro 1

Fuente: Elaboracién propia
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TABLA §.3

CUADRO DE MATERIALES

MATERIALES CANTIDAD
Cuchillo 2
Bagueta
Vasos precipitados 50 ml
Vasos precipitados 100 ml
Termémetro
Tabla de picar
Cartucho
Tubo refrigerante
Tubo Soxhlet
Probeta
Espatula
Pipeta
Balon

Fuente: Elaboracién propia

5.2 Tratamiento de materia prima

Para el tratamiento de la materia prima para la extraccion Soxhlet se
recogié de la siguiente manera:

a) Se recolecto la Sachapapa morada en un estado idéneo caso contrario
estas deberan ser desechadas, la materia prima se colocé en un lugar
seco, libre de humedad y sin exposicion directa a rayos solares.

b) Como paso posterior se disminuyé el tamafno de la muestra lo mas
pequefio posible, teniendo en cuenta la ley de Fick que dice que
mientras mayor es el grado de divisién de la muestra, mayor seré la

superficie entre las fases de extraccion y por tanto mayor sera la
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difusion a través de la membrana porosa, es decir para que durante la
extraccion entre en intimo contacto con el tejido de la planta, se procede
al secado de 1 Kg de materia prima con ayuda de la estufa marca
Venticell del Laboratorio a temperatura 73°C durante un tiempo de 8
horas, posteriormente se trituro manual en un mortero de laboratorio,

se realiz6 el tamizado en mallas de 25, 35y 50

FIGURA 5.1

SACHAPAPA MORADA PELADA PARA PROCEDER A LA
DISMINUCION DE TAMANO

Fuente: Elaboracién propia

FIGURA 5.2

MUESTRA CORTADA EN TROZOS PEQUENOS PARA MAYOR
COBERTURA DEL SECADO EN LA ESTUFA

Fuente: Elaboracién propia
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FIGURA 5.3

MUESTRA EN LA ESTUFA

Fuente: Elaboracion propia

FIGURA 5.4

SECADO A UNA TEMPERATURA DE 73°C EN LA ESTUFA DE
MARCA VENTICELL

Fuente: Elaboracién propia
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FIGURA 5.5

TRITURACION MANUAL DE LA MUESTRA

Fuente: Elaboracion propia

FIGURA 5.6

SE TAMIZO EN MALLAS DE 25,35Y 50

Fuente: Elaboracidn propia

Con los datos Obtenidos después del secado de la muestra se

determind la cantidad de agua eliminada:

my —m;
% Humedad =

*100%
my
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CALCULO DEL PORCENTAJE DE HUMEDAD

TABLA 5.4

Masa de la sachapapa morada antes del secado

Masa de la sachapapa morada luego del secado

Ne | MASA DE LA MUESTRA ANTES MASA DE LA MUESTRA SMEDAD
DEL SECADO (m,) DESPUES DEL SECADO (m;)

1 103,993 g 11,683 g 88,76 %

2 147,948 g 16,660 g 88,73 %

3 160,698 g 18,372 g 88,56 %

Fuente: Elaboracién propia

De acuerdo a la Tabla N° 5.4, el promedio de la humedad es: 88,68%

5.3 Preparacién del Solvente

Los Solventes utilizados son los siguientes:

a) Alcohol Absoluto (100%)
Se utilizé 350 mi de alcohol absoluto para cuatro corridas.

Total de Alcohol absoluto

1 400 mi
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FIGURA 5.7

ALCOHOL ABSOLUTO AL 100%'

R o ‘ v .
Fuente: Elaboracién propia

. “_.
i '8 oo G

b) Alcohol y agua (75%)
Se utiliz6 262,5 mi de alcohiol absoluto y 87,5 ml de agua para siete

corridas.

Total de Alcohol absoluto. 1.837,5 ml

Total de Agua X 612,5 mi

FIGURA58 -
PREPARACION DE ALCOHOL AL 75%

Fuente: Elaboracion propia |
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¢) Alcohol y agua (50%)

Se utilizé 175 ml de alcohol absoluto y 175 ml de agua para 4

corridas.
Total de Alcohol absoluto : 700 mi
Total de Agua X 700 mi

FIGURA 5.9
PREPARACION DE ALCOHOL AL 50%

Fuente: Elaboracion propia

54 Obtencion del producto final

Para obtener los extractos se empled el equipo Soxhlet, el cual
consta de una manta de calentamiento, balén redondo de fondo aplanado,
un refrigerante, cuerpo extractor, mangueras y un cartucho. El mismo que
se encuentra instalado en el laboratorio de Investigacion de la facuitad de

Ingenieria Quimica de la Universidad del Callao.
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a)

b)

g)

Los pasos que se siguieron para obtener el extracto son :

Se lava el equipo con abundante agua y detergente para eliminar
posibles contaminantes.

Se realizé las conexiones requeridas del equipo Soxhlet con los
cartuchos que contienen las muestras (5 g, 7,5 g y 10 g) previamente
pulverizadas. |

Se colocé el balén con 350 ml de solucién de alcohol al 100%, 75% y
50% sobre la placa de calentamiento.

Se ajusté el montaje de todo el sistema.

Se realiz6 las conexiones de las mangueras desde la fuente de ingreso
de agua y el sistema Soxhlet, se abre la llave de agua para que circule
por el refrigerante

Se encendié el calentador para que el solvente empiece a evaporarse
y por tanto extraer las antocianinas de la muestra, cabe recalcar que
este calentador tiene niveles de temperatura por lo que nuestro primer
objetivo sera encontrar la temperatura adecuada de tal forma que no
se produzca una fuente explosion de! solvente sino unicamente alcance
la temperatura de ebullicion del mismo para de esta forma provocar la
evaporacion de este, y asi la extraccion.

Se procedio a la extraccion en etapas a través de una llave en ia parte
inferior del cuerpo extractor, se determiné el volumen de 50 mi de una

etapa, donde existe mayor concentracion de antocianinas.
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h) Cada extraccion tuvo una duracion de 3 a 5 horas aproximadamente
con un promedio de 2 a 4 etapas dependiendo de las condiciones de
operacion.

i) Se apagb el calentador y se deja enfriar. La llave de entrada de agua
se cierra.

j) Se desconecté la plancha calentadora de la fuente eléctrica y se
procede a desmontar el sistema extractor.

k) Cuando se tiene el extracto listo, se procedi6é colocar el extracto en
botellas de plastico lavadas perfectamente, se etiquetd y guardd en
un lugar oscuro para evitar incidencia de la luz.

1) Se concentré los extractos en un rotavapor a 63°C a vacio, en un
rotavaporador Heidolph. Luego se almacend el extracto obtenido a

4°C hasta los siguientes estudios.

55 Cuantificacion de antocianinas

Se determiné el contenido de antocianinas por el método de pH
diferencial. Se prepararon dos diluciones diferentes de las muestras, una
con buffer de cloruro de potasio, pH 1,0 y otra con el buffer de acetato de
sodio, pH 4,5, llevandolas a un volumen final de 3 mi, se esperé 15 minutos
a que las diuciones se equilibraran y se realizé barrido en el
espectrofotometro de 700 a 400 nm, esperandc una absorbancia de las

muestras entre 0,2y 1,2
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FIGURA N° 5.10

MONTAJE DEL EQUIPO SOXHLET

Cartucho con

la muestra de
Sachapapa
Morada
Liave para
extraccion de las
etapas

Balon con 350 ml o
de solvente — 17"

Calentador

Fuente: Elaboracion propia
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FIGURA 5.11

SE DEFINE LiMITE DE UNA ETAPA DE VOLUMEN 50 mi

Fuente: Elaboracién propia

FIGURA 5.12

EXTRACCION DE ANTOCIANINAS DE 5 g DE SACHAPAPA MORADA,
CON UN TAMANO DE PARTICULA DE MALLA 25
OBTENIENDO DOS ETAPAS OPTIMAS

Fuente: Elaboracién propia
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- FIGURA 5.13

EXTRACCION DE ANTOCIANINAS DE 10 g DE SACHAPAPA
MORADA, CON UN TAMANO DE PARTICULA DE MALLA 25
OBTENIENDO CUATRO ETAPAS OPTIMAS

Fuente: Elaboracion propia

FIGURA 5.14

EXTRACCION DE ANTOCIANINAS DE § g DE SACHAPAPA -

MORADA, CON UN TAMANO DE PARTICULA DE MALLA 35
OBTENIENDO DOS ETAPAS OPTIMAS

Fuente: Elaboracion propia |

Para calcular la concentracién de Antocianinas monoméricas:
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mg \ AxPM+FD~*1000

Antocianinas monoméricas (

100g/ (e+1)
Donde:
A . Absorbancia
PM . Peso molecular de la sustancia de referencia

FD : Factos de dilucion

£ . Coeficiente de extincidén molar

A= (AA max = Az00 nm)pH:l = (AJ{ max = A700 nm) pH=45
Donde:
V. F— . Absorbancia maxima

A700nm - Absorbanciaa 700 nm

Para calcular la concentracion de Antocianinas Totales:

mg \ A *PM*FD *1000
100g/ (e*1)

Antocianinas total (

A= (Almax — Ay nm) pH=1

El contenido de la antocianina en cada extraccion realizada en el

laboratorio de investigacion de la Universidad del Callao se analiz6 con el

espectrofotometro de marca Varian.
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5.6 Operacién y control de prueba

Durante la operacion del desarrolio experimental se ha controlado lo
siguiente:

a) Periédicamente se ha controlado la extraccion de una muestra de 5,
7,5 y 10 g de sachapapa morada (solido), durante (3 a 5) horas
aproximadamente dependiendo de las condiciones de operacién

b) Se controlé el nimero total de las etapas extraidas de 50 ml por corrida
realizada (solvente)

FIGURA 5.15
EQUIPO ESPECTROFOTOMETRO

Fuente: Elaboracion propia

FIGURA 5.16
MUESTRAS ANALIZADAS EN EL ESPECTOFOMETRO

———

Fuente: E!aboraci propia
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FIGURA 5.17

BUFFER ApH 1,0 Y pH4,5

Fuente: Elaboracién propia -
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VI. RESULTADOS
Se obtuvieron los siguientes:
a) Se realiz6 la extraccion de antocianinas de 10 g de sachapapa morada, |
con un tamafo de particula de malla 25, obteniendo cuatro etapas

optimas de 50 ml cada etapa.

10g —> 200 mi

5 —> X

X =100 ml

Ahora para 7,5 g de muestra inicial :

10 g ——> 200 ml

vag —> ¥
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TABLA 6.1
RESUMEN DE ETAPAS OPTIMAS

Cantidad de muestra | Volumen de solvente | Relacion LIS | Etapas

5¢ 100 mi 20 2
75¢ 150 mi 20 3
10g 200 ml 20 4

Fuente: Elaboracion propia

b) En la Tabla N° 6.2 se muestra los resultados obtenidos tras realizar la
lectura de la absorbancia, tanto para pH 1,0 como para pH 4,5. Para la

muestra de 1 g de sachapapa morada previamente secada en la estufa.

TABLA 6.2

LECTURA DE LAS ABSORBANCIAS Y CONTENIDO DE
ANTOCIANINAS MONOMERICAS Y TOTAL DE LA MUESTRA DE
SACHAPAPA

BUFFER A pH 1,0 BUFFER A pH 4,5

Amg I}m’; Almru: Amo. A(#;J; Almax A A Monoméncas

0212 | 524 | 1523 | 0113 | 524 | 0432 | 0992 | 1311 223803 296,772

Fuente: Elaboracién propia
¢) Se aplica el mismo procedimiento para el extracto que se obtuvo en la

extraccion con el equipo Soxhlet a diferentes condiciones de operacién.
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TABLA 6.3

LECTURA DE LAS ABSORBANCIAS Y CONTENIDO DE
ANTOCIANINAS MONOMERICAS Y TOTAL DE LOS EXTRACTOS
OBTENIDOS EN EL EQUIPO SOXHLET

BUFFERA PH 1.0 BUFFERA PH 4.5
%
N° | Malla | W{g) | Etan | Agq il,}',;,‘;’d Ajmax| A700 l:,’,‘,‘,',‘( Ajmax| A R o i o g
1 35 75 75 | 0,405 | 524 | 1,207 | 0,417 524 0,932 | 0,287 | 0,802 64,828 180,938
2| 35 | 7.5 | 75 | 0409 | 524 | 1,213 | 0,420 | 524 | 0,934 | 0,290 | 0,804 65,483 181,389
3| 3 | 5 | 50| 0,336 | 507 | 0,838 | 0,353 | 512 | 0,710 | 0,145 | 0,502 32,713 113,255
4 25 75 | 100 | 0,241 | 524 | 1,150 | 0,061 524 0,459 § 0,512 | 0,809 115,489 205,168
5 35 5 100 | 0,203 | 524 | 1,070 | 0,026 524 0,475 | 0,418 | 0,867 94,304 195,602
6 | 50 | 10 | 75 | 0.293 | 524 | 1,120 | 0,293 | 524 | 0,816 | 0,305 | 0,827 68,698 186,578
7 35 75 75 |1 0,417 | 524 | 1,205 | 0,418 524 | 0,931 | 0,275 | 0,788 62,146 177,779
8 | 35 | 10 | 100 | 0,404 | 524 | 1,528 | 0,170 | 524 | 0,772 | 0,522 | 1,124 | 117,767 253,584
9 35 7.5 75 | 0,405 | 524 | 1,207 | 0.417 | 524 | 0,932 | 0,287 | 0,802 64,828 180,938
10| 50 7.5 50 | 0,300 | 524 | 0972 | 0,255 | 524 | 0,713 | 0,214 | 0,672 48,280 151,609
11| 35 10 50 | 0,325 | 524 | 1,046 | 0272 | 524 | 0,735 | 0,259 | 0,721 58,320 162,663
121} 25 5 75 { 0,405 | 528 | 1,080 | 0,343 | 528 | 0,798 | 0,220 | 0675 49 600 152,285
13| 25 75 50 10238 | 524 | 0,784 | 0,187 | 524 0,563 | 0,170 | 0,546 38,353 123,182
141 25 10 75 | 0,402 | 524 | 1,240 | 0,405 | 524 0,910 | 0,333 | 0,838 75,173 189,060
151 35 7.5 75 | 0,410 | 524 | 1,215 | 0,413 524 0,926 { 0,292 | 0,805 65,866 181,615
16 | 50 5 75 } 0,361 | 524 | 1,015 | 0,412 524 0,874 | 0,192 | 0,654 43,283 147,548
17 | 50 75 {100 | 0223 | 524 | 1,100 | 0,024 | 524 | 0,470 | 0,431 | 0,877 97,237 197,858

Fuente: Elaboracion propia

A continuacién se presenta una muestra de los calculos para
determinar el contenido de antocianinas monoméricas y totales de

extracto obtenido.

A=(1,528-0,404) - (0,772 - 0,170)
A=0,522 nm

mg \ 0,522+449,2+15+1000
100g/ (26 900 * W)

Antocianinas Monoméricas (
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Antorianinas Monomért ( g
ntocianinas Monomericas 100g)

mg cianidina — 3 — glucosido

= L1761 100 g fruta fresca

Para conocer el contenido de Antocianinas Totales:

A’ = (1,528 — 0,404)
A =1,124

‘mg \ 1,124 +449,2+ 15«1 000

Antocianinas Total (

100g/ (26 900 = W)
. mg \ myg cianidina — 3 — glucosido
Antocianinas Total ( Tooa = 253,584 100 g frita Fresen

d) A continuacibn se muestra los célculos de rendimiento de las
antocianinas obtenidas.

El antocianinas

% Extraccion = =
Q

Donde:

E 1 antocianinas = Flujo de salida del proceso de extraccién de antocianinas
Fo=Flujo de entrada en el proceso de extraccion

117,767
223,803

% Extraccion = +* 100%

% Extraccion = 52,6%
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TABLA 6.4

RESULTADOS DE LA EXTRACCION DE ANTOCIANINAS EN EL

Fuente: Elaboracién prop?é
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EQUIPO SOXHLET
1 ! }I % ANTOCIANINAS | ANTOCIANINAS TIEMPO DE T[ l
N* 4 NIVELES MALLA ' Wia) }i ETANOL | MANOMERICAS E'[ TOTAL | EXTRACCION ¥ DEETAPAS
J ! J
1 .0 o o 35 75 75 64,828 180,938 3H 3
2 0 0 o 35 75 75 65,483 181,389 3H 3
3 0o -1 =1 35 5 50 32,713 113,255 2.5H 2
| . _
-1 0 1 25 75 100 115,489 205,168 35H 3
A |
A
5 o -1 1 35 5 100 94,304 195,602 25H 2
r"-"_"""-'—:"‘:-|‘ b
6 1 10 50 10 75 68,698 186,578 45H 4
I:a_"r
0 0 0 35 75 75 62,146 177,779 35H 3
8 'R ERE “ 35 10 1[ 100 117,767 253,584 4H 4
9 .0 0 0 35 7.5 75 64,828 180,938 3H 3
10 1 0o -1 50 7.5 50 48,280 151,609 35H 3
- _
11 0 1 -1 35 10 50 58,320 162,663 45H 4
121-1 -1 o 25 5 75 49,600 152,285 2H 2
13]-1 o -1 25 75 50 38,353 123,182 35H 3
o
141-1 4 o 25 10 75 75,173 189,060 45H 4
15 0 o o0 35 7.5 75 65,866 181,615 3N 3
161 1 -1 o 50 5 75 43,283 147,548 25H 2
1 "E 1 0 1 50 75 100 97,237 197,858 35H 3



e) Analisis de Anova con programa Minitab
GRAFICO 6.1

PLOTEO EN MINITAB MEDIANTE EL MODEO BOX - BEHNKEN

Histogram
(response is CONCENTRACION)
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Fuente: Elaboracion propia

GRAFICO 6.2
OPTIMIZADOR DE RESPUESTA EN MINITAB MEDIANTE EL MODEO
BOX —~ BEHNKEN
ogin I - - S
e o e o

3

d

Maxximum :
y = 1238258

d = 1.0000 i

Fuente: Elaboracién propia
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GRAFICO 6.3

GRAFICO DE CONTORNO DE CONCENTRACION MEDIANTE EL
MODEO BOX - BEHNKEN
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Fuente: Elaboracion propia

El Grafico N° 6.3 nos arroja los la combinacién 6ptima de variables
para obtener la maxima concentracién de antocianinas, en cual arroja
valores de:

TABLA N°6.5

VARIABLES OPTIMAS PARA LA MAXIMA CONCENTRACION DE
ANTOCIANINAS

MALLA (TAMIZ USP) | W(g) | % ETANOL ANTOCIANINAS MANOMERICAS
25 10 100 123,8258

Fuente: Elaboracién propia
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Vi.

a)

DISCUSION DE RESULTADOS

En el disefio experimental se definié que las variables a controlar serian
el peso de la muestra, el tamafio de particulas y el porcentaje de etanol
(solvente). Los datos experimentales obtenidos para las distintas
combinaciones se muestran en la Tabla N° 6.3 (Véase en la pag N°
66) A partir de los mismos el software Minitab calcul6 una superficie de

respuesta que se muestra a continuacion:

A = 0,02086E%- 0,418W%- 0,02015M? + 0,0003M*W - 0,02171M*E -

b)

0,0086W’E + 2,925M + 11,91W - 1,042E - 55,6

Donde:
A = Antocianinas monomericas
mg cianidina - 3 glucésido
100g de frutofresco
W = Peso de la muestra alimentada al equipo Soxhiet
M = Tamaio de particula expresado en nimero de malia

(USP)
E = Porcentaje de etanol

Del resultado obtenido por el optimizador de respuestas en Minitab
mediante el Modelo Box — Behnken, el que nos arroja una
concentraciéon maxima de antocianinas de 123,8258 mg cianidina — 3
glucosido
100g

Se realizd una comida experimental en laboratorio con las
combinaciones de variables dadas por Minitab para comprobar la
eficacia del programa, obteniendo estos resultados
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TABLAN°7.

1

RESULTADO DE CORRIDA EXPERIMENTAL CON LAS VARIABLES

DADAS POR MINITAB
BUFFERAPpH1,0 | BUFFERA pH45
Wig) | %Emnal | Ao | el Ay | Aron | sy | A | a0 | SRR | AnioeEries
0 | 100 | odw | s | 154 [oxe| s¢ | o7or [osm| s | 12m 256,066

Fuente: Elaboracion propia

De esta manera podemos comprobar que las condiciones favorables

para la extraccion de antocianinas de la sachapapa morada mediante

un equipo Soxhlet se obtienen teniendo en cuenta la siguiente

combinacion de variables:

TABLAN®7.2

VARIABLES OPTIMAS PARA LA MAXIMA CONCENTRACION DE
ANTOCIANINAS

MALLA (TAMIZ USP)

W(g)

% ETANOL

ANTOCIANINAS MANOMERICAS

25

10

100

122,73

Fuente: Elaboracion propia

c) De acuerdo a estudios realizados por Fernando R. y Ana Maria M.

(2010), sobre el andlisis del contenido de antocianinas en la sachapapa

morada obtuvieron como resultado 21,59 mg cianidina - 3 glucosido

100g

con el método pH diferencial, otras fuentes de antocianinas como el
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arandano azul (Vaccinium corymbosum) presenta alrededor de 720

mg . mg
lmOOg' la zarzamora (Rubus fruticosus) 4974 1008 00g’ la frambuesa

negra (Rubus occidentalis L) 952,4 I—glg—g frambuesa roja (Rubus

idaeus L) 391,8 8 y fresa (Fragaria ananassa D) 315,2 ﬂg—. En
100g 100g

comparacion con nuestro resultado obtenidos 122.73 mg cianidina—3

glucdsido

100g se obtuvo una mayor concentracion de antocianinas en la

sachapapa morada que el estudio realizado debido a las mejores
condiciones de operacién y el método de extraccién con el equipo

Soxhiet.
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VIL.

1)

2)

3)

CONCLUSIONES

Todas las variables del proceso estudiadas tuvieron una influencia
significativa en la extraccién de antocianinas de la sachapapa morada.
La extraccion se operd a condiciones de pH acido y a una temperatura

de operacién entre (50°C - 70°C), con una relacion —éi de 319 El

numero de etapas 6ptimas varia de acuerdo al peso de la muestra, para
50; 7,59y 10 g se obtuvieron 2, 3 y 4 etapas Optimas.

Se demostr6 la existencia de antocianinas en la sachapapa morada
con un analisis fitoquimico. Se determinaron las caracteristicas
fisicoquimicas de la sachapapa morada, definiendo como temperatura
de secado 73°C, porcentaje de humedad 88,68% y concentracion de
antocianinas monomeéricas en la muestra es 223,803 mg cianidina - 3

glucdsido
100g

Se determind las condiciones favorables de extraccion que proporciona
el mayor contenido de antocianinas monoméricas 122,73 mg de

glucésido

ianiding — 3 —
cianidina 100g

, Siendo el solvente etanol 100%, cantidad de

muestra inicial 10 g y tamafo de particula malla 25. Durante una

extraccion de 4 h se obtuvo cuatro etapas 6ptimas.
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4) Se Identificé la concentracién de antocianinas en la muestra inicial

- lucdsid > .
(223,803 mg cianidina -3 %&9 ).asf como la mayor concentracion

de antocianinas en el extracto (122,73 mg de cianidina — 3 -

glucosido

005 )después del proceso de extraccion, resultando el

porcentaje de extraccion en el equipo Soxhlet 54,83%
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VL.

1)

2)

3)

RECOMENDACIONES

Incentivar a continuar con la investigacibn de extraccion de
antocianinas de ia sachapapa morada, por su gran aporte en la industria
alimentaria y en la salud humana debido a sus propiedades
antioxidantes.

Acoplar al equipo Soxhlet un sistema de medicién de temperatura de
operacién y de calentamiento para tener un mejor control de estas
variables que son importantes para una adecuada extraccion.

Para el almacenamiento de los extractos se deben emplear recipientes
de color ambar de vidrio, mantenerlo a temperaturas bajas
aproximadamente a 4°C y un pH acido para evitar la degradacion de

los extractos.
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ANEXO N° 1

MATRIZ DE CONSISTENCIA
“CONDICIONES FAVORABLES PARA LA EXTRACCION DE ANTOCIANINAS A PARTIR DE LA SACHAPAPA MORADA
MEDIANTE UN EQUIPO SOXHLET”

VARIABLE

PROBLEMA GENERAL OBIETIVO GENERAL HIPOTESIS GENERAL DEPENDIENTE DIMENSIONES INDICADORES METODO
(Cules son las condicionss | peomonar s condiGon |y 0 oygiones favorbles de drcidn de ,
fivorables parala odmediinde | o “mde“ Ja. | antodianinas de la sschapapa morada que se chtiene | Y= Obtndén de | 1, . ficoey | © MediGndepH.
afodanines de  la ‘”m“““ml A con  equipo Saxlet es redizando la oxtraccion en Cantidad  de I“.“".Um‘“’“ Y | o Temperatra Procedimiento
sachapapamorada mediante un mm i, 5 de ién medio acda, auna temperatura de operacion entre 50 Artocarimas. | T8 ¢ Nmerodeetapas. | Expaimental
equipo de sohiet S l‘mld X eI | 20°C con 3 ctapasideales de extracdian.

VARIABLE
PROBILEMA OBIETIVOS "
- INDEPENDIEN
ESPECIFIOO ESPRCIRICOS HIPOTESIS ESPECIFICA i DIMENSIONES INDICADORES METODO
a);Culles son las| a) Identficar I8 | a)Las caracterisicas fisicas y quimicas de i Xi = Caracteristicas ‘  Temperatura de
caradteristicas fisicas y caracteristicas fisicas |  sachapapa morada sot humedad y :‘l:m‘mmi‘a ﬁaia_:amd_mg secado Anilisis de
quirnicas de a y qumicas de b temperatira de secado de la muestra, asi bidcuq‘ .mom'““ ¥ « Humedad labaratorio
sachapapa morada? sachapapa como el conterido de antocianinas enlaMP. m’ w i » Andlisis fitoquimico
bjiCulles son  les| b) Deeminar s |, . iones favorables en elprocesa de | Xz =Condiciores < Cortiaddo
: extractién es utfizando 10 g de muestra fivorablesend | pasgmetros g Resen Ghaeis
en e proceso de favorddles que se . . proccso de . en la exdraccitn,
. tamafio de patiada menor a mala 40 & fisicos y : andlisis de

exiraccion de deben cumpir en & (TAMIZUSP)y como Joohol eth extacdtndela o » Tiempode T

antodannas de fa proceso de | i7en y el sachapapa Ca extraccin,

sachapapa morada’? extraccion morada.

Gl " . u ¢)El mayor rendmento de la antocanina )

c)é es maycr | ¢) Id&'ﬂﬁcer. . mayor |  ootenida debe ser de mg de| X= Rendmiato |, .. ¢io -| e Contenidode Anglisis de

rendimiento de la rendimierto de b antocianin de la antocianina quaticn — Tt o

g WP
y © f(x1, X2, X3)
y : Condiciones favorables para la extraccién de antocianinas de la sacha papa mediante un equipo Soxhlet modificado
Xi. Caracteristicas fisicas y quimicas de la sachapapa morada
X2. Condiciones favorables en el proceso de extraccién de la sachapapa morada
Xs: Rendimiento de la antocianina de la sachapapa morada
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ANEXO N° 2
ANALISIS FITOQUIMICO

UNIVERSIDAD NACIONAL MAYOR DE SAN MARCOS
(Universidad det Perd, DECANA DE AMERICA)

FACULTAD DE FARMACIA Y BIOQUIMICA
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PROTOCOLO DEANALISIS N.200042 -CPF-2017
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e e -
FLAVONOIDES ., | 7 RestedndeShinody™ Cuatiive .
; 13 o“‘Rt'thdclSmpmdmﬂ B (‘uﬁ!l‘ml\tu ,,.1 . 3
M.cau,ll'mé:. AT ReweityaMaper ¢ | dCuatane )
e ey e IOT SPEEELL. -
P ] . ﬂﬁiﬂﬁl‘&‘,\\'!m__’ e a Cutistho ; B
ANTOCIARINAS. | Weacka coh Alcobol emiiien |~ Cualbmiva. | P
el PP T S o P TR
LACTONAS * RexecibideDatjer = |- “Cuafiimivo +
TRITERPENDS: um‘ﬂf:mlm - Curligity s
SAPONINAS S Rewechndeespomn | Gt .
l".\'l'lCROl.Illl‘.Sl';:r‘ . m@k‘ﬁm‘“ﬁ” '-_; N _'-—Cua'ifmﬂm_-_ | .
CATEQUINAYY | Re3eeitei von Carbvirioto de sidir | . Ceatitative * 7 {1 .
- wn—- g -t .A_..:‘ |‘. o _"r-_'., . .

” ey
Lima. 06 U2 Febrero del 2017

s

Q.¥, Nelson Bautisin Cruz,
Director dtel Centro de Cantrol Annliiico

“PARMACIABS LA PROFESION DL MEDICAMENTO, DEL ALIMENTO ¥ DEL TOXICO™
. - ——— v £ v -
Tr. Puno N* 1002 Jardin Boténico Lims 1 - Pert

® (531) 519-7000 enexo 4824 £ Ap. Postal 4359 - Lima 1
£ matk confarmmcli@uemm.edn.pe Harmacia.on




ANEXO N° 3

ESTUDIO DE REFERENCIA DE ANALIS!S DE ANTOCIANINAS DE LA
SACHAPAPA MORADA

Recibido el 26-11-09 6l

ANTOCIANINAS, POLIFENOLES, ACTIVIDAD ANTI-OXIDANTE
DE SACHAPAPA MORADA (Dioscorea trifida 1) Y EVALUACION
DE LIPOPEROXIDACION EN SUERO HUMANO

Femando anos-l-‘.scudcm". Ana Marfa Muiioz. Carlos Alvarado-Ortiz Ureta',
Jaime A. Yiier’

RESUMEN

El comenido total.dc antocianinas v polifenoles fue determinado por. cspectrofotometria. La
adividad anti-oxidante de los pipmentos extridos de Dioscorea +#fida L., fuc cviluada
utilizando diferentes test de anti-oxidantes, incluyendo, secuestro de radical libie (DPPH', y
ABTS™). asi como sccuestro del radical anidn superdxido, La actividad anti-oxidante in vifro
de los extractos de Dioscorea trifida 1. sobre la peroxidacién hp!dm en sucro humano fue
cvaludda a diferentes’ concentraciones. El mayor porcenthje de inhibicion (66,7%) de
peroxidacion delipidos sc obtuvo a la concentracién de extracto de Dioscorea trifida 1.de 2,06
mg/mL. El cocficiente deinhibicion al 50% fuc de 1.824 me/mL. Los pigmentos exirafdos de
I sachapapa morida son coloranfes Aatumlesque exhibén exéetente actividad anti-oxidante y
que ofrecen ¢l potenicial dé ser beneficiosos para Ia salud y qie pueden ser aplicados on las
drcas alimenticias y de snlud.

Patabras clave: Didscorea trifida L. antocianinas, polifendles; actividad anti-oxidante,
malordialdchide, suerohumano

ANTHOCYANINS, POLYPHENOLS, ANTIOXIDANT ACTIVITY
OF PURPLE SACHAPAPA (Dioscorca trifida L) AND EVALUATION
OF LIPID PEROXIDATION IN HUMAN SERUM

ABSTRACT

The total content o!'amhocyamn& total polyphenols were detenmined spectromginically. The
anti-oxidant aétivity of the Dioscorea trifida 1. oxtracied pigments was évaluated using
differcritaniti-oxidant m«aysmcludm& froc radical scavenging (DPPH, and ABTS™), as well
as superoxide nnion radical scavenging. The in vitro amti-oxidant activity of Diescorca mrifida
L extracts against the lipidic peroxidation in human scrum was cvaluated ot different
concentritions.

The lirgest inhibition percentage (66,37%) was achicved at the extmct concentration of
Dioscorea irifidn Lof 2 06 mg/mL. The inhibition coeflicient to 0% (1C,) was 1.824 mg/ml..
The pigments extracted from purple sachapapa re natural colorants that exhibit excellent
anti-oxidant activity andofferthe potential tobe beneficial forhealth and that coutd be applied
in the food and health science fields.
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Key words: Dioscorea trifida L, anthocyanins, polyphenols, anti-oxidant activity,

malondiatdchyde, human serum.
INTRODUCCION

La region amazoénica posce una gran-cantidad de recursos; dentro de éstos sc encuentra la
sachapapa morada (Dioscorea trifida L) Tradicionalimenic es usada por los pobladores de la
selva, pero también es utilizada para la alimentacion de cendos por su valor nutricional.
Dioscorea trifida L. conocida como sachapapa morada en la zona del Alto Huallaga, es un
tubéreulo pertencciente a la familia de las Dioscoreaceae. Esta planta nativa de América
tropical es muy apreciada por su sabor y fina textura. Los tubéreulos son de mediano tamaiio y
segun la varicdad son blancos hasta morado intenso. La familia de las Dioscoreaceas agrupa
seis géneros diferentes: Stenomeris, Avetra, Trichopus, Rajania, Tamus y Dioscorea. Desde ¢l
punto de vista de la alimentacién humana el mas importante es ¢l género Dioscorea, cf cual
comprende més de 600 especies ¢ incluye todas las ccondmicamente imporiantes.
Actualmente, la cspecie asidtica Dioscorea alata ocupa la mayor superficie cultivada en los
tropicos, y le siguen en importancia Dioscorea cayenensis, Dioscorea bulbifera, Dioscorea
trifida yDioscorea esculenta’,
Las plantas sintctizan y acumulan una gran cantidad de metabolitos secundarios tales como
los polifenolcs en respuesta al estimulo y estrés fisioldgico. Ellos son sintetizados a partir de
fenilalanina por la via del shikimato. Estos compuestos fenélicos jucgan un rof vital cn las
plantas y regulan ¢l metabolismoy sintesis de 1a lignina’. Las antocianinas son sintetizadas por
la via de los fenilpropanoides. En Ia figura 1 se muestra la biosintesis de las antocianinas a
partir de 3-malonil-CoAy 4-coumaroil-CoA’.
Lasantocianinas son pigmentos naturales los cuales son responsables del colorazul, purpura,
violeta y-rojo de las frutas, vegetales, cercales, tubéreulos, granos v flores. los cuales son una
de clascs de flavonoides con mayor actividad anti-oxidante’. Ademis. en la naturaleza, hay
mds de 200 compuestos que pertenccen a este grupo, usualmente estin unidos a residuos de
sacdridos: glucosa, galactosa. ramnosa, arabinosa como 3-glicosidos o 3.5-diglicosidos,
mientras que rArms veces sé encuentran comoagluconas.
La peroxidacion de lipidos expucstos al oxigeno cs responsable del daiio a los tejidos in vivo:
los cuales pucden producir cincer. enfermedades inflamatorias, ateroesclerosis y
cnvejecimiento. Los efectos deleténcos se consideran atribuidos a los radicales libres (ROO',
RO', OH'), producidos durante 1a formacion de perdxidos a partirde dcidos grasos con enlaces
dobles interrumpidos por metileno; es decir, los enlaces presentes en Jos dcidos grasos poli-
insaturados naturales’. Como consccuencia del metabolismo celular normal, se producen
radicales libres que generalmente son climinados por los receplores enddgenos pero que
también pueden intcractuar con lipidos séricos v tisulares provocando su peroxidacion. Dada
la naturaleza inestable de los productos de 1a peroxidacién hipidica resulta dificultoso
determinar la magnitud de dicha peroxidacion. La peroxidacién lipidica juega un papel
importanic en la patogénesis y gravedad de diversas enfermedades”. El malondialdehido
{MDA) es ¢l aldehido mas significativo obtenido en dicha degradacién y también ¢l més
estudiado’. Malondialdchido (MDA).cs un subproducto natural de Japeroxidacion de lipidos y
sintesis de prostaglandinas, yes muy activoal inducir dasio al ADN ya que forma aductos de 8-
hidroxi-2'-desoxiguanosina (8-OH-dG) y 8-Oxo-2'-desoxiadenosina (8-oxodAd) al
reaccionar con ¢l ADN'. La peroxidacion lipidica consiste en una reaccion en cadena la cual
proporciona un suministro continuo de radicales libres.
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FIGURA N° 1
ANTOCIANINAS, POLIFENOLES, ACTIVIDAD ANTI-OXIDANTRE DE SACHAPAPA MORADA {Dioscérea trifida L)
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Ruta de la boiosintesis de flavonoides y antocianinas. El nombre de las enzimas esta abreviado como sigue : ANR,
anticionadina reductosa; AHI, chalcona isomerasa; CHS chalcona sintasa; DFR dihydroxyflavonol 4-reductasa; F3H
flavanon 3-hidroxylasa; FLS flavonol sintasa; LAR leucoantiocianidina rodactasa; LDON leucoantiocianidina dioxygenasa,
UFGT, UDP glucosa flavonoide 3-glucosiltransferasa
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PARTE EXPERIMENTAL
Muestra
Los tubéraulos de sachapspa morada { Dioscorca trifida L) fucron obienidos del valle del Alto
Huallaga, Distrito de Rupa-Rupa (Tingo Maria). Peri, ubicado-al margen derecho del vio
Huallaga sobrelos 660 msnma 909 Latitud Sury a75°53" Longitad Qcste.
Quimicos
Acido gilico, Folin-Ciocalieu’s, catequina, querccting, |,1-diphenyt-2-picrylhydrazy!
(DPPH), 2.2"-az0-bis (2-methylpropionamiding) dihydrochioride (ABAP) 2,2%-azine-bis (3-
cthylbenzo-thiazoline-6-sullonic acid) (ABTS), molibdato de amonio, pirogalo), fucron
obtcnidos de Sigma-Aldrich (St, Louis, MO). Acido clorhidrico, metanol grado HPLC, &cido
sulfiinico, dcido acético, dcido trictoroacético obtenidos de Merck KGaA, Alemania).
Tratamiento de la muestra
La deshidratacién dc Ia sm:h-zpapa morada (Dinscorea trifida L) sc realizd segin ¢ método
deserito porRincon ¢ al.’, los wbéroulos fucronpelados par climinar gran parte del mucilago.
Posteriormente se cortaron ¢ rodajas finas y sc déshidraié en uria cstufs a 50°C por 24 hors,
Lasrodajas delubéreulo deshidratados fucron sometidas a rig molicnda y luego sc hizo pasar
porun tamiz parn homogenizar las panticulas con un tamaiio médximo de 00 um.
Polifenolestotales
Et contmndodcpohfcnohc totales se reatizd acondicionando el método propuesio por Gilgin
et al. Se wiilizb dcido gélico como cstindar de referencia. El extracio (50 mgfnL) sc hizo
reaccionarcon 1,0 ml. de Folin ~Ciocalteau y luego s mezcld vi gorosamerite, Tres minutos
mis tarde sc afiadié 3 mL de Na,CO, a1 2%. Lucgo sc llevd a bafo Maria a S0°C por 1 min. Las
absorban¢ias fueron registadasa 760 am.
Antocianinas
El contenido total de antocianinas en 1a cnchnpapa s¢ determind usando el métado de pli-
diferential descrito por Kire y Cemeroglu™. Los espectros del extracto (300 nig/mlL.) fucron
registrados entre 510 y 550 nm, en buffers o pH=1 y pH=4.5. Los cdlcvlos fucron en ha:c a
csamdnm-B glucotndo conun pesomolecular de445.2: la absorbancia molar fuc 29600 mol™ L
em*. Sctomaron las miximns sbsorbancias a $20 nm,
Flavonoides totales
El ensayo sc realizé acondicionando ¢l método propucsto por Viswanathan ef ol.", que
consistié cn prepamr una solucidn de molibdato de amonio al 0,02, 6 cn metanol al 50%
conteniendo 0,1 N de deido sulfirco. Sc usé quercetina como cstdndar de referencia. El
extracto a una concentracion de § mghnk se Kizo reaccionar con 1a solucion de molibdato de
amonio. La réaccian fue 1:1, para legar a un volumen final de 3 mL. Las absorbancias se
rcgistrarona 430 nm,
Taninos
La medicion de taninos se realizé por el métoda propucsto por Price v Biitler”, que consistié en
preparar una concentracion de 200 mg/mi de sachapapa pulverizida al que s¢ leafiadié 3,0 mL
de 0.1 M FeCl, en 0.1 N HCl. Inmedintamente después se aiiadié 3.0 mlL de 0,008 M
K,Fe(CN), Luugo de 10 minutos de reaccidn se tomé la lectura a 720 nm, teniendo como
csténdar de referenciaficido gilico.

Actividad anti-oxidante

Ensayode DPPH

‘Laactividad de socutstro del radical DPPH(, l-d\-phcnyi 2-picrylhiydrazyt). fue detenminado
espectrofotométricamente; ¢f cambio de color de pirpurn a amarillo fire monitorcado a 515
nm. Elordendela reaccién fuc (extracio ~ DPPH') y se realizd con ¢l extracto a las siguientes
concentraciones: 1, 3. §, 7. 10 mg/mL. Sc utilizd ¢l método propucsto por Brand-Williams ¢/
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al! y Yokozawa ¢ al.”* que consistié cn hacer reaccionar 50 gL del extracto con 950 ul de
DPPH 2 100 M.

Ensayo de ABTS/ABAP

Las mediciones del potencial anti-oxidante por radical-trapping (TRAP) fuce desarrollado por
elensayo ABAP/ABTS, usando ¢l métoda descrito por Oveneld ef 0., Los mdicales ABTS™
fucron generados por descomposicidn termal del compuesto soluble ¢n agun, 2.2'- azobis(2-
amidopropano) hidrocloride {ABAP). gencrando un compuesto de color verde debido a la
formacién cstable del radical catidnico 2,2"-azinobis(3-ctilbenzotiazolino-6-dcido sul fonico)
ABTS". Laprucba sc realizé con el extracto alas signicnies concentraciones: 0,05: 0.2: 0. 4:
0.6: 0.8; 1,0 mg/ml. Elproductodc oxidacion csmedidoad 14 nm.

Ensayo de anidn superdxido

La capacidad del extriacto de sachapapa para secuestrar ¢f anibén superdxido s¢ evalud a través
del método de inhibicion de la auto-oxiddcidn del pirogalol. Se acondiciond los métodos
descritos por Bemidez-Camps ef al.” y Jiao et al”. El medio de reaccion conténia un
volumen finalde 3 mL de las siguicntes concentraciones finales: 1000 pL Tris-HCl de S0 mM
apH=8,2; 1000 nLEDTAa | mM, 500 pL de mucsim y 500 pL de pirogalol a | mM. Laprucba
screalizd con ¢l extracto alas siguientes concenimceiones: 1, 2, 4,6. 8, 10,25, 50mg/mL. Los
valores de absorbancia sc registtaron a 420 nm a intervalos de 60 segundos dumnte 30
minutos.

Accidn-delos antocianos sobrela peroxidacion de lipidos

La peroxidacitn de lipidos ¢s Ja oxidacion direcia enuna reaccion entre radicales oxigenados y
lipidos para formar radicoles lipidicos intermediarios. El ensavo de TBARS fuce
acondicionado basado cn los métodos descritos por Sandoval et al." y Estepa of al’. Las
muestras de sangre s¢ extrajeron de voluntarios con buen estado de salud, en general, con edad
cnire 20 a 40 atos (hombres, con una cdad promedio de 27 aitos v una desviacién tipica de
3.36) y con unrango de peso entre 70 y 86 kg (peso prontedio de 80 kg y una desvincion tipica
dc 4,49). L.a sangre de cada voluntario fue extraida on ayunas, ¢ Ics indicd a los voluntarios
que la ultima comida que realizaran fuera enire fa 6 y 9 de la noche del dia anterior. y las
mucstras sc tomaron entre las 9 y 10 de la maiiana det dia siguicnte. Paralclamente se
distribuycron aticuotas de sangre en tubos sin anticoagulanic. Sc trabajé con ¢l sucro.
induciendo la oxidacién y se observé ¢l cfecto inhibidorde las diferentes concentraciones de
sachapapa. Se centrifugaron a 3000 mpim por 5 minulos. a iecmpertur ambicnic y ¢n ¢l suero
resultante se realizd ¢l método TBARS. El método consistio en aiadir en tubos de borosilicato
(resistente nl cdlor) los siguientes volimenes para Hlegar a concentmciones finales y volumen
final de 3.4 mL en ¢l siguiente onden: sucro huniano 600 gL, 700 uL de 20 mM KH,PO,. 700
MLFeCl, 100 uM, 700 pL deido aschrbico 100 pM y 700pL de extracto de sachapapa. Agregar
a cada tubo de reacciin un volumen de muesira de una concentracion 4,85X (conceniracion
final). Para ¢f control usar ddH,0. Pam ¢l blanco agregar 700 k. de suers humano y 1300 pl.
de ddH,0. Las mucsiras fucron incubadas n 37C en bafio Marin por 20 minutos,
Posteriommente al iempo de incubacion, lareaccion de peroxidacién fue neutralizada por la
adicion de 1000 gL de 5,5% de deido triclorvacético (TCA), a 4C.y 1000 4L de 2% dc dcido
tiobarbittirico (TBA). Las soluciones fueron luego calentadas a 100C por 20 imin. Lucgo lns
mucstras fucron enfriadas durante 10 minutos en agoa friay centrifugada a 2000 rpm durante
10 min para remover proteinas precipiiadas. La prucba se realizé con ¢l extracto o Ins
siguientes concentraciones: 0,2: 0.8: 1.5: 2.0 mg/mL. El color gencrado por la reaccién del
aducto MDA -TBA fuc monitorcado aun ancho de banda de 540 nm.

Rev Sov Quim Peni. 76 (1) 2010

91



66 Fernando Ramot — Escudero, Ana Marla Muiaz, Carlos Alvarado-QOrtiz Ureta y Jaime A. Yérie:

Aandlisis estadistico. ,

Los resultados se analizaron modiante un andlisis de lavaranza (ANOVA), seguido de prucba
dé¢ Tukey HSD con 4 =001, Estc {ratamicnto s¢ llcvé a cabo utilizando ¢l softwarc SAS
(Statistical Analysis Systeni).

| _ RESULTADOS Y DISCUSION
Contenido de antocianinas, polifcnoles y flavonoides totalés
Las cstimaciones -fucron basadas sobre feaccioncs con sustratos cspecificos o cnsayos
dedicados pam mediciones de actividad nml-oxldantc de-un tipo particular de componentes.
Estos resultados incluyen polifenoles totales, antocianinas, flavonoides. y.1aninos, como sc
mucstracnlatabla 1.

Tabla 1. Polifenoles totnles, Navonoidés, (aninos y antocianinas en sachapapa morada,

Camcteristicas Estindar % CV e eunIS:l:::‘cf’c::;Og dw)*
Polifenoles totales " Acido gélico 1.59 166,10 1,52
Flavonoides ¥ Quercetina i6.88 27,63 + 2.69
Taninos @ Acido gélico. 1.52 962 £0084
Antocianinas _ Cianidina 3-glucésido 11,77 21,59+ 1,47

“ Datos expresados én madia #'SEM de n = 3, CV = coefidentc & variabilidad entre repdiciones,
My« 0.007X+ 00263, R = 0.9995; P ¥ =0D151X, R = 0,9974;: "' ¥ = 0.0753X ~0.0117. R™ 0,9992.

De acucrdo a los resultados mostrados en la tabla 1, sc abserva que clcontenido de polifenoles
totales (analizado por ¢! método de l‘olm-Cmcaheu) én el extmclo metandlico al '50% dc
sachapapa morada. fuc de 166,10£1.52 mg eqm\"tlcnics de 4cido glico (GAEY100 g de
mucstra scca, con un %CV de 1,59; lo-quc indica que no existc mucha:variabilidad cntre
repeticiones. El contenido’ de’ polifenoles en ofros alimentos, como ccbolln roja, es de 300
mg/100g. zanahoria 60 mg/ 100g. nvena 30 mg/ 100g, centeno 130 mg/ 100g. ccbada 40 myg/
100g. tomate 200 mg/ 100g

El contenido de ﬂavonmde:, fucde27.634:2 69 mg cquivalentes de quercetina (QE)/ 100 g de
muestrn séea. Cabe indica rquelos flavonoides reaccionan con metales para fonmar complcjos
con molibdeno, antimonio y bismuto: csto permité la subsiitucion del grupo hidroxi del C-3
en cl anillo C del flavonoide (mmponcmcs quc prescntan 15 — carbonos ¢n su estructura con
grupos hidroxi ¢n diferentes posiciones: de los 3 anillos), ¢l complcjo flavonoide ~ metal
muesira lacspeci ﬁcndﬁdquc presentanesias moléeulas pam realizar satios ba ctocromicos”,
Los taninos cstan cominmente divididos en taninos condensados y principalmente son
oligdmeros (e.2.. mondmeros, dimeros y trimeros) y polimeros de flavan-3 -ols (derivados de
catequinas), también conocidos como pmanlacmmdmnn, y los taninos hidrolizables son
galotaninos y clagitaninos que poscen un nicleo centml de alcohol polihidrico, tal como I
glucosn y los grupos hidroxilo, los cuales cstin esterificados cualquicr de los dos
particulsrmente”. El contenido de taninos encontrados en la sachapapa morada fue de 9,62 £
0.084 mg GAE/100.

Por otro lado. ¢l contenido de antocianinas'en la sachapapamorada estd enclordende 21,59+
1.47 mg de cianidina 3-glucdsido /100 g de mucstra seca. Cabe indicar que las antocianinas;
quimicamente son glucésidos de nicleo flavilium polihidrohilados yfo metoxilados. El
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nucleo flavilium comprende un anilio A que o5 dcn\'ado del floroglucinol encadenado a un
anillo pirilo, ¢l cual cstd unido a un anitlo fendlico B, Otras fucnics de amoclamnm; comoc!
arindano azul (Yaccinium m:jmlmmm) presenia atrededor de-720 mg/100 g', la.zarzamora
( Rubusfrmrcmm) 4974 mg/100g", Ia frambucsa negr (Rubus occidentalis LY 952.4 mg/1 00
g. frambucsa roja (Rubus idaeus 1) 391.8 mg/100 ¢ y fresa (Fragaria  ananassa D) 3152

mg/100g".

Actividad anti-oxidante

La cvaluacibn de ta actividad anti-oxidante se realizbé de acuerdo a los *;lgmenles cnsayos:

Ensayo de sccucstro del radical DPPH', ensayo de secuestro def mdical ABTS™ y ensayo de
sccucstro del mdical superaxido,

Ensayo DPPH

En la figura 2, se muestra los resultados de la capacidad de secucstro de las diferentés
concentraciones de sachapapamorda sobre el radical DPPH, durdnte 30 minutos de reaccién,

monitorcado a 515 nmde longitud de onda. Se¢ moniforearon cinco concentraciones (1.3, 5,7,

10 mg/mL); estadisticamente dos valores de DPPH' emanente son diferentes a un nivel de
significancia de p<0.01 mediante In prucba de Tukey.
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Figurn 2. Actividad de secuestro de rdical DPPH, por diferentes concentraciones del
eximeto de sachapapa morada,

En latabla 2 observamos ¢l cocficiente.de inhibicién 1C,, en funcién al radical DPPH. Owa
cspecic como Decalepls hamiltonii Wight y Am, que ¢s una rafz. presenta un 1C, de 0,29 en
exiracto acuoso y 0.36 cn cxtracto metandlico. Sin embargo, la velocidad de secucstro del
cxtracto de -'-achnpapa morada es:0.029; otros fecursos como la vitamina E (4-tocoferol)
presenta |87, Aronia melanocarpa £11i0t0,70, BHA0 A2, Prunus. vpmom L0.20, BTH 0,05,
Fragaria X ananassa Duch 0.03 y Sambucus nigra L0,008 mg/mL's", respectivamentc®.
Ensayo ABTS

Las mediciones de la actividad de sccuestro del catibn ABTS™ por las diferentes
concentraciones del extracto de sachapapa morada scobservan enla figura 3. y en la tabla 3,
ohservamos que 1a snchapapa presentn bucna habitidad para atrapar a esie ndlcnl {potencial
anti-oxidante radical-tmpping - TRAP), y que es inucho mayor que cl &cido trico, hipotaurina
y d-tocofcral, pero mucho menos que ol dcido ascérbico y la tirosina. Enla tabla 3 se mucstra
¢l valor de TEAC. determinado mediante ¢f ensayo ABTS ™. El cocf cicie de inhibicién 1C,,
paracste mdical scinuestm enla tabla 2.
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Figura 3. Actividad de secuesteo de radical ABTS, por diferentes concentracioneg del
extracto de sachapapa. morada

Tabla 2. Valores de IC,,, medidos por diferentes métodos

Método/mdical o Pardmetros cinéticos

1CS0 {mg/ml.) Modela matemitico
DPPH 7.44 Y = 102.12¢-0,0988X
ABTS 0,54 Y = §3,87X-+0,9625
Anidn superxido 13,67 Y =99 319¢-0.0502X
TBARS 1.82 Y=27,003T+exp(-1,0703+42.3050 X)

Tabla 3. Valores de TEAC deicrminados medinnte ABAP/ABTS

Recurso/componentes Coneentracion (mg/mL) TEAC (300 5)
Tirosina ** 0,02 1.48
Acido ascorbico ** 0.02 1,34
Extracto de sachapapn * 1.00 1.23
Acido drico ** 0.02 0,89
d-tocoferol ** 0,04 0.80
Hipotaurina ** 0,04 0.56

* Dato experimental obtenido de interpotar o da curva ABTS™ vrs Trolox (Y =49.766X - 1.5722), R'=0.9979,
" Datos obienidos de Overveld e af (2000},

Ensayo anidn superdxido

El anidn superoxido ¢s un radical libre inicial que jucga unrol importante en la formacion de
otras especies reactivas del oxigeno { EROS ) como perdxido de hidrogeno, mdical hidroxilou
oxigeno singlete en un sistema vivo. Estos, a su vez, puceden reaccionar con dxido nitrico y
formar peroxinitrito, ¢l cual puede generar componentes tdkicos, tales como ¢l radical
hidroxilo y ¢l diéxido nitrico”. En la figura 4, se mucstr 1a capacidad de secucstro por las
diferentes concentraciones del extracto de sachapapa morada sobre el radical anidn
superoxido usando un sistema de autoxidacidn de pirogalol, respectivamente. El coeficiente
deinhibicion ICg,. se muestra.en latabla 2.
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Antocianines, polifcnoles, actividad anti-oxidanie de sachapapa morada (Diascorea trifida Loj... 69
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Figura 4, Formacidn de radical superéxido O,, por diferentes concentraciones del
extracto de sachapapa morada.

Las oonﬂenmmnnes presentaron diferencia estadistica a p<0,01, scgin la prucha de Tukey.
Jizo et af’* reporta una capacidad de secuesiro de 90,78% para una concentracién de 1,25
my*mL para zarzamora. Sin embargo, Ja tendencia de la capacidad de scouestro entre los
pigmentos de la sachapapa momda y zarzamora son similares, pero los % de secuestro son
mayares para <sic Gltimo que parm la sachapapa morada; esta variacion puede deberse a que el
contenidode antocianos esmucho mayor

Accidn de los antocianos sobre la peroxidacion de lipidos

En la figura 5, se muestra capacidad de inhibicion de las diferentes concentraciones de
antocianinas de la suchapapa morada.
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Figura S. Capacidad de inhibicion TBARS de las diferenies concentraciones de
antocianinas de sachapapa morada en suero humano..

De los resultados mostrados ¢n ia figura 5, observamos que las antocianinas presentan la
capacidad de inhibir Ia formacién de lipoperoxidos. La peroxidacion del suero humano fue
acelerada notablemenie cuando no presentd ningln anti-oxidante en: la reaccién {Datos no
mostrados). Sin embargo, la peroxidacién fuc inhibida después de 1a adicidn de diferentes
concentraciones de antocianinas. El rango de inhibicién para ¢ extracto fuc entre 0,2 v 2
mgfml. La actividad anti-oxidante-de los extractos se incrementd, teniendo un maximo de
inhibicién sobre ¢l sucro humano de 66,37%. En la iabla 2 se mucsira ¢f cocficiente de
inhibicion al 50%, que indica la capacidad de sccuestro para los radicales peroxilos. Otras
fuentes de antocianinas como Comus aftemnifolia y Cornus controversa inhibicron la
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peroxidacién de lipidos en un 56% y 53%, respectivamente. en una concentrcion de 250

pg/mi., lainhibicién de pcmxldaclon delipidos por antocianinas aisladas como delfiniding-3-
O-glucésido y delfinidina-3- O-nmnbmlo, fucde 71% ¥ 68% respectivamente, para una
concentracion méxima de 50 1ugiml. Garcin-Alonso er al.”, reporta.que 1a actividad onti-
oxidanic de algunos fruios que presentan un alto ¢fecto anti-oxidante medido por ICy
provienen de fresa SO pg/mlL. frambucsa roja’ S5 pgf/ml. cercza 74 pgfml. zarzamora 76
pe/mL. uvablanca 78 pg/mL. banana 1281 pg/ml, kiwi 4487 pg/mLy palta>5000 pg/mL: lo
impontante de esto es quic 1o frutos quc presentan una mayor actividad anti-oxidante medido
por TBARS son ricos en antocianinas. por 1o que pucden contribuir a csta capacidad. La
sachapapa morida no es djeno a esta capaicidad yn que presenta un IC,de 1824 pg/mL: esto
permite remarcar que los procesos de peroxidacion de lipidos jucgan un rol importante en la
progresion de muchos desérdenes™, 1o que nos permite demostrar que las antocianinas
procedentes de a sachapapa morada pucden inhibir in vifm ¢l daio producido-por radicalcs
libres; estos radicales pucden activar los procesos de peroxidacién de lipidos y1a cascada del
dcido araquiddnico, con la produccitn de cicosanoides yestimulindo la proliferacion celular’.
Esté demostrado que cnanimales de cxpcnmcn tacion fas antocianinas inducidas demostraron
una disminucién en ¢l contenido de sustancias reactivas del dcido tiobarbitiirico (TBARS):
por ¢l conirario, hubo un incremento de los niveles anti-oxidantes y un incremento en la
actividad de fa gluatione peroxidasa (GPx): las propicdadcs anti-oxidantes de lasantocianinas
son usadas cn las icrapias de enfermedades candiovasculares., éntre ofros: las antocianinns
disminuyen la cantidad de oxidacidn de LDL., inhiben fa formacién de radicales tibres en el
proceso de rcpcrcusnon también protégen los cardiomiocitos después de un proceso
isquémico; las anlocnmnat: son capaces de disminuir la actividad del éxido nitrico sintasa y
tosnivelesde 6xido nitrico®.

CONCLUSIONES
El contenido de polifenoles totales. flavonoides, taninos y antocianinas esién alrededor de
166,10 27.63; 9.62 y 21,59 mgiﬁﬂg de materia seea, respectivamente. La capacidad de
‘sccucstro del radical DPPH, ABTS yanién superdxido, presentan un cocficiente de inhibicién
1C,, de 7.44; 0,537 y 13, 67 mg/mL respectivamente. La peroxidacion de lipidos cn sucro
humano fuedc 1.824 mg/mL, lo que indica que los pigmentos extraidos de sachapapa morada
presentan unbuen cfecto protector in vitro.
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