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RESUMEN

El Perd es un pais con una gran diversidad de especies vegetales utilizadas
como plantas medicinales y/o alimentos, de los cuales muchas veces se
desconoce su real valor. La especie Berberis boliviana Lecher “Tankar”, es
una especie que crece de forma silvestres en los valles altos andinos por
encima de los 3000msnm, de la cual muy poco se conoce. El objetivo del
presente trabajo de investigacion fue determinar la composicion quimico
proximal, contenido de antocianina y la determinacién de la actividad
antioxidante del zumo de esta especie proveniente del anexo San Juan de
Chaciia, Apurimac en el afdn de contribuir a su conocimiento y
aprovechamiento adecuado. Se realiz6 una caracterizacién sensorial del
fruto de la especie, el analisis quimico proximal estuvo basa en método
oficiales de la AOAC, para la determinacién del contenido de antocianina
se efectud por el método del pH diferencial y la actividad antioxidante se
determiné por los métodos del radical libre DPPH y el método FRAP. Se
obtuvo en la caracterizacion del fruto como valor relevantes su sabor dulce
y el color negro azulado del fruto y zumo de este; el valor proximal se obtuvo
un valor calorico de 61,2 Kcal/100mL de zumo, el contenido de antocianina
fue de 474,31 mg/100g de antocianina expresada como cianidina 3
glucosido, el contenido de la actividad antioxidante expresada por el
meétodo de FRAP fue de 12,35 uMTE/mL y por el método del DPPH de ICso
= 0,28 mL de zumo, concluyendo que la especie posee un alto contenido

de antocianinas y una apreciable capacidad antioxidante.
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ABSTRACT

Peru is a country with a great diversity of plant species used as medicinal
plants and / or food, of which their real value is often unknown. The Bolivian
Barbers Lecher “Tankar” species is a species that grows wild in the high
Andean valleys above 3000 masl, of which very little is known. The objective
of the present research work was to determine the proximal chemical
composition, anthocyanin content and the determination of the antioxidant
activity of the juice of this species from the San Juan de Chacfia, Apurimac
annex, in order to contribute to its knowledge and proper use. A sensory
characterization of the fruit of the species was carried out, the proximal
chemical analysis was based on official methods of the AOAC, for the
determination of the anthocyanin content it was carried out by the differential
pH method and the antioxidant activity was determined by the radical
methods free DPPH and FRAP method. It was obtained in the
characterization of the fruit as relevant value its sweet flavor and the bluish-
black color of the fruit and its juice; the proximal value was obtained a caloric
value of 61.2 Kcal / 100mL of juice, the anthocyanin content was 474.31 mg
/ 100g of anthocyanin expressed as cyanidin 3 glucoside, the content of
antioxidant activity expressed by the FRAP method was 12.35 uMTE / mL
and by the DPPH method of IC50 = 0.28 mL of juice, concluding that the
species has a high anthocyanin content and an appreciable antioxidant

capacity
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INTRODUCCION

El Pert es uno de los paises mas mega diverso del planeta, y la gran
cantidad de recursos vegetales terapéuticos y alimenticios que poseen en
su basta flora andina y amazoénica lo convierte en estratégico en la
bdasqueda de nuevas alternativas para las mdiltiples necesidades que

enfrenta la poblacion cada dia®.

La alimentacién es una de las necesidades primarias inherentes al ser
humano y quizas su principal preocupacion en su afan de supervivencia, la
cual ha ido cambiando a lo largo de la evolucién del ser humano, es asi
que actualmente la alimentacion se basa, principalmente en alimentos que
tienen por lo menos un grado de procesamiento lo cual se ha asociado a la
aparicion de multiples enfermedades, en este contexto se estd nuevamente
mirando a lo natural y a la revaloracion de los reales nutrientes presente en

los alimentos?.

Los alimentos considerados funcionales se les ha atribuidos distintos tipos
de actividades terapéuticas, como anti-alérgicas, antiinflamatorias,
antimicrobianas, anti proliferativas entre otras, que podrian ser ejercidas en
los organismos, por lo que se dice que un adecuado consumo de frutas y
hortalizas es primordial para gozar una buena salud y prevencion de

enfermedades®. Estas propiedades se han asociado a la presencia de



metabolitos secundarios entre los que destacan los compuestos fendlicos,

y flavonoides entre otros®.

Las frutas contienen abundantes flavonoides entre los que destacan
catequinas, flavonoles, antocianos y proantocianidinas. En muchas frutas,
los flavonoides estan principalmente presentes en la piel de las bayas entre
las que destacan las antocianinas. El fruto de la Berberis boliviana L
“tankar” es una baya de forma globulosa, de tamafio pequefio y una
coloracién que varia entre rojo y azul morado cuando esta madura debido
a su alto contenido de antocianinas, que crece de manera silvestre de
produccion estacional que solo es aprovechado esporadicamente por los
pobladores que pastan su ganado a esas alturas®®. En la actualidad no se
tiene mayores estudios de esta fruta por lo que nace la inquietud del
presente estudio que es la composicion quimico proximal, contenido de
antocianinas y determinacion de la actividad antioxidante presente en el

fruto de Berberis boliviana L “tankar.



CAPITULO I:
PROBLEMA DE LA INVESTIGACION

1.1.DESCRIPCION DE LA REALIDAD PROBLEMATICA

El Perl es uno de los paises mas mega diversos que existen en la tierra 'y
en el cual hay muchas especies nativas y silvestres que han sido poco o
nada estudias, como el tankar un arbusto perteneciente a la familia
Berberidaceae, cuyo genero Berberis es holartico de distribucién mundial y
que en América se extiende hasta los Andes Patagodnicos; en Peru se
reconocen 32 especies. El tankar que crecen en forma silvestre en la sierra
entre los 3300 a 3800 msnm de fruto comestible de un color morado intenso
cuando esta maduro, de produccion estacional que solo es aprovechado
esporadicamente por los pobladores que pastan su ganado a esas alturas
(Aranibar 2014, Ayarde y Bukacio 2015)34,

En uno de los escasos estudios que existen manifiesta tener un
considerable contenido de antocianinas (Aranibar 2013)°, compuestos de
caracter fendlicos los que se atribuye a una serie de posibles efectos
terapéuticos como reduccion de enfermedades coronarias, efectos
anticancerigenos, antidiabéticos entre otros (Garson 2008)%por su
presumible actividad antioxidante. Al realizar una revision de la tabla
peruana de composicion de los alimentosa la fecha no se reporta el valor
nutricional del fruto (Reyes et al 2017)’ a pesar de su conocimiento desde
hace muchos afos y su introduccion en mercados en paises como Bolivia
de productos procesados a base del mismo por ejemplo los néctares, sin

gue se halla establecido su valor nutricional oficialmente.



1.2.FORMULACION DEL PROBLEMA
a) Problema General
¢, Cual es la composicion quimico proximal, contenido de antocianinas
y determinacion de la actividad antioxidante presente en el fruto de

Berberis boliviana L “tankar’?

b) Problemas especificos
= ;Cudl es la composiciéon quimico proximal del fruto de Berberis
boliviana L ‘tankar”?
= ;Cual es la concentraciéon de antocianina del fruto de Berberis
boliviana L “tankar”?
» ¢ Presentara actividad antioxidante del fruto del Berberis boliviana L

“tankar”?

1.3.JUSTIFICACION E IMPORTANCIA
Desde tiempos inmemoriales los pobladores de la selva y sierra consumen
frutos silvestres como alimentos fuentes de energia, desconociendo que
otras acciones beneficiosas le puede brindar para su salud. En el presente
trabajo de investigacion se propone investigar la composicion quimico
proximal del fruto del “tankar” ademas de establecer su contenido de
antocianinas y determinar actividad antioxidante por dos métodos
diferentes, como un aporte a la investigacion que actualmente el mundo

moderno esta buscando en los productos naturales que puedan ayudar a
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combatir diversas enfermedades del tipo degenerativas con una menor
incidencia de reacciones adversas (OMS 2014)8. Asimismo, es importante
establecer su composicion quimico-proximal ya que ella permitira conocer
cual es el real aporte caldrico nutricional del fruto y orientar su uso. El
presente trabajo es importante porque permitira conocer la composicion
guimico-proximal, el contenido de antocianinas totales y la determinacion
de la actividad antioxidante y a partir de esto se podran realizar nuevas
investigaciones para darle utilidad nutricional y un valor agregado como
alimento funcional al fruto, lo que podria beneficiar econdmicamente a los

pobladores de las zonas alto andinas donde se produce esta baya.

1.4.0BJETIVOS DE LA INVESTIGACION
a) Objetivo General:
Evaluar la composicion quimico proximal, contenido de antocianinas y
determinacion de la actividad antioxidante en el fruto Berberis boliviana

L “tankar”

b) Objetivos Especificos:
= Caracterizar sensorial del fruto de Berberis boliviana L“tankar”
= Determinar la composicion quimico proximal del fruto de Berberis
boliviana L*“tankar”
= Cuantificar el contenido total de antocianinas en el fruto de Berberis
boliviana L*“tankar”
= Determinar la actividad antioxidante que presenta el fruto Berberis

boliviana L*tankar” por los métodos DPPH y FRAP
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1.5.HIPOTESIS Y VARIABLES
1.5.1. Hipotesis
a) Hipodtesis General
El fruto de Berberis boliviana L “tankar” del anexo San Juan de
Chacfia, Apurimac presenta una composicibn proximal,
antocianinas y una actividad antioxidante diferente a los reportes

hallados.

b) Hipdtesis Especificas
» Lacomposicién quimico proximal del fruto de Berberis boliviana
L tankar presenta un considerable valor energético.
» El fruto de Berberis boliviana L tankar presenta alto contenido
de antocianinas
» Los extractos del fruto de Berberis boliviana L *“tankar”
presentan una alta actividad antioxidante frente al trolox por

ambos métodos empleados.

1.5.2. Variables
a) Independiente

El fruto de Berberis boliviana L “Tankar

b) Dependiente
= Analisis quimico proximal

= Contenido de antocianinas

14



= Actividad antioxidante

1.5.3. Operacionalizacion de variables

VARIABLE

INDICADOR

INDICE

Independiente:

Peso promedio

Gramos

El fruto de Berberis | Tamafio Centimetros
boliviana L “Tankar” | Color Nominal
Aspecto Nominal
Forma Nominal
Dependiente: Humedad Porcentaje
Analisis guimico | Cenizas Porcentaje
proximal Grasas Porcentaje
Proteina Porcentaje
Carbohidratos Porcentaje
Acidez Porcentaje
Solidos solubles Grados Brix
Antocianina Método de  pH | mgde antociana/100g
diferencial
Actividad Método de DPPH ICs0
antioxidante Método FRAP mM Trolox
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CAPITULOII:
BASES TEORICAS

2.1. ANTECEDENTES DE LA INVESTIGACION

Ayarde, H., y Bulacio, E.(2015). Refiere una nueva especie, Berberis,
denominada Berberis calilehua (Berberidaceae), que crece sobre los 3000
metros sobre el nivel de mar en las montafias del sur de Bolivia y Noreste de
Argentina. Describe que esta especie tiene similitudes morfologicas con las
especies de Berberis andinas que crece en los andes del Per( y Bolivia, pero
difiere de estas por algunos caracteres tales como margen foliar espinoso
dentado y venacion dicotdmica abierta, flores solitarias, fruto con estilo
conspicuo, realizaron una descripcién detallada de la especie propuesta, asi

como caracteristicas que permiten diferenciar las especies afines®.

Aranibar,F. (2014). “Estudio de la actividad antioxidante del zumo del fruto de
tankar (Berberis boliviana L.), en diferentes condiciones de almacenado”.
Desarrollo una caracterizacion fisicoquimica de fruto y el estudio de la Actividad
Antioxidante del zumo del fruto fresco de tankar (Berberis boliviana L.), dando
como resultado 15,573 + 0,214 umolTE/g. También realizo una determinacion
de la actividad antioxidante del zumo del fruto almacenado a diferentes

temperaturas (1 °y 10°C) en tiempos de 1y 2 meses®.

Aranibar E. (2013). “Extraccién de antocianinas de a partir del fruto de
Tankar (Berberis Boliviana L) y determinacion del contenido por el método
de pH diferencial” efectuaron la extraccion de antocianinas a partir cascara

16



del fruto de tankar (Berberis boliviana L.), considerando tres parametros
Tecnologicos como son: tiempo, pH y temperatura; y se determind el
contenido del pigmento en estudio. Concluyendo que los parametros
adecuados fueron tiempo de 24 horas, pH 4 y temperatura de 20°C,
correspondientes uno de los 12 tratamientos probados y una concentracion

de antocianinas de 1234 mg/100g de base fresca®.

Del Carpio C. et al. (2009).En su estudio “Caracterizacion de las
antocianinas de los frutos de Berberis boliviana Lechler” en un analisis por
HPLC con detector de arreglo de diodo, determinaron la presencia de 5
antocianinas presente en el extracto hidrolizado, pero luego en un andlisis
cromatografico con detector de masa se confirmé la presencia de 10 picos
de antocianinas. Las cuales fueron: delfinidina-3-glucésido, delfinidina-3-
rutinésido, cianidina-3-glucoésido, cianidina-3-rutinésido, petunidina-3-
glucésido, petunidina-3-rutinésido, peonidina-3-glucésido, peonidina-3-

rutinésido, malvidina-3-glucésido y malvidina-3-rutinésido®.

Ruiz. et al.,(2010) “Polyphenols and Antioxidant Activity of Calafate
(Berberis microphylla) Fruits and Other Native Berries from Southern Chile”.
Calafate (Berberis microphylla) es una baya nativa cultivada en el area
patagonica de Chile y Argentina. En el presente estudio, se determiné la
composicion fendlica y la actividad antioxidante de sus frutos y también se
compard con los datos obtenidos para otros frutos del sur de Chile,
incluidos el maqui (Aristotelia chilensis) y la murtilla (Ugni molinae). Los

compuestos polifendlicos en la fruta de calafate estaban esencialmente
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presentes en forma glicosilada, siendo los conjugados de 3-glucosidos las
antocianinas mas abundantes. El contenido de antocianinas en las bayas
de calafate (17,81 + 0,98 umol g™%) y el nivel de flavonol (0,16 + 0,01 pmol
g~!) son comparables con los encontrados en maqui (17,88 + 1,15y 0,12 +
0,01 umol g1, respectivamente); sin embargo, el maqui muestra una menor
concentracion de flavan-3-ol que el calafate (0,11 + 0,01y 0,24 + 0,03 ymol
g 71, respectivamente). El maqui y el calafate muestran una alta actividad
antioxidante, que se correlaciona altamente con el contenido total de

polifenoles y con la concentraciéon de antocianinas?®.

Ritva Repo de Carrasco, Christian René Encina Zelada. 2008
Determinacion de la capacidad antioxidante y compuestos bioactivos de
frutas nativas peruanas. En el tomate de arbol (Solanum betaceum) se
destaco el contenido relativamente alto de fibra cruda 4,5 g/100 g de fruta.
El tomate de arbol (Solanum betaceum) yaguaymanto (Physalis
peruviana L). Tuvieron mayor contenido de proteinas (1,9 g/100 g para
ambos frutos) que las otras frutas estudiadas. En cuanto a compuestos
fendlicos, la papaya de monte (vasconcellea spp), es la fruta que presento
mayor contenido de estos compuestos (167 mg de equivalente acido
galico/g de fruto). El contenido de betalainas en tuna roja fue de 68,95
mg/1000 mL. El aguaymanto tuvo el mayor contenido de acido ascoérbico
(43,3 mg/100g), seguido por la papaya de monte (31,41 mg/100g) y el
tomate de arbol seguida por la tuna roja 16,09 mg/100g y 22,75 mg/100g,

respectivamente’?,
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K. Meza 2008. En su tesis “Quimica y Actividad biologica de Berberis
rotundifolia” describe que la especie Berberis rotundifolia es conocida como
Michay el cual es un arbusto endémico de sur de Chile de la Familia
Berberidaceae,determin6 la presencia de alcaloides del tipo
bencilisoquinolinicos: pronuciferina, lambertina y berberina; se evaluo la
actividad antioxidante in vitro frente al radical DPPH y bioensayos de
toxicidad general sobre Artemia salina, los resultados permiten definir a

estos compuestos como sustancias quimicas con actividad biolégica®?.

2.2.MARCO TEORICO
2.2.1. Aspectos botanicos de la especie vegetal Berberis boliviana

lechler (ch'eqgche)

a) Clasificacion taxonémica
La muestra fue caracterizada botanicamente en base al analisis
morfologico y presentando la correspondiente clasificacion taxonémica,
de acuerdo al Sistema de Judd, Campbell, Kellogg & Stevens (1999):
Reino: Vegetal
Divisién: Magnoliophyta (Angiospermas)
Clase: Magnoliopsida (Tricolpados-Eudicotiledoneas)
Sub Clase: Magnolidae
Orden: Ranunculales
Familia: Berberidaceae
Geénero: Berberis

Especie: Berberis boliviana Lechler
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b) Sinonimia de la planta
En laregion del Antiplano esta planta se conoce como "Ch'eqche”,
“‘Q'eswa ch'eqche”,"Agracejo peruano”, "Ailampo"”, "Uva- uva",
"Quisca-quisca" y en la zona de procedencia para el presente

estudio como “Tankar” (Duefias 1992, Aranibar 2013)*3°,

c) Distribucion de la familia Berberidaceae
En el mundo se conoce cerca de 175 especies
En continente americano se distribuye desde América Central y
a lo largo de los Andes hasta el extremo sur de Sudamérica, En
el Peru se han descripto:
- Peru: 32 especies

- Regién:12 especies

Familia Berberidaceae

Caracteristicas morfoldgicas:

Plantas herbaceas o arbustivas inermes o espinosas, con rizomas
arrastrados o gruesos tubérculos, plantas vivaces con hojas
simples o compuestas, flores hermafroditas, solitarias o en
racimo, ramas erectas acanaladas provistas de espinas largas de
2a8 mm con 3 a5 radios.

Su desarrollo varia de acuerdo a la especie, pueden alcanzar de
1 a 2 metros de altura, siendo raro que sean mas altas, pero

pueden ser mas bajas.

20



d)

En el género Berberis, en las hojas, lefio y corteza se encuentra

presente el alcaloide berberina (Duefias 1992)'3.

Berberis boliviana Lechler

Segun el Catalogo de las plantas angiospermas y gimnospermas
del Peru, Berberis boliviana Lechler, es una especie silvestre
peruana de distribuciéon dnica en el Departamento del Cusco
(Aranibar 2014)3; sin embargo, se le ha encontrado en las zonas
altas andinas y en el Pera principalmente desde Huancavelica
hasta Puno (Aranibar, 2013)°.

Algunas tradiciones orales cuentan que estos frutos eran
utilizados por las fiustas incas como champus naturales para lavar
y cuidar sus cabellos.

Existe informacion sobre esta especie en Peru desde tiempos de
la conquista, y algunos cronistas como Bernabé Cobo, describen
esta planta con el nombre comdn de quisca quisca, que significa
planta espinosa, con pequefas flores amarillas y espinas filudas,
cuyos frutos dan un suave color morado cuando son usados para

colorear (Del Carpio 2009)°.

Descripcion
Presenta hojas fasciculadas de 12 mm de longitud y 5 mm de
ancho, reticuladas, venacion sobre ambos lados, sésiles o

subsésiles de una coloracién verde.
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Inflorescencia, que nace en los braquioblastos, es decir regiones
axilares, asi como en regiones terminales, se presentan a manera
de racimo o falso racimo, cimosas o a veces flores solitarias. El
perianto es biseriado.

Flores, amarillas pequefias, pedunculas, bractiadas, actinomorfas,
hermafroditas, sus miembros ordenados ciclicamente, el perianto
formado por diversos verticilos, trimeros o dimeros a los cuales
acostumbran seguir otros dos hectarios (base de los pétalos)
pudiendo ser de origen estaminal. La flor es hipdgina, es decir
presenta el ovario elevado con respecto a las demas piezas
florales.

Androceo, presenta de 4 a 18 estambres libres, generalmente en
2 ciclos, uno interno y otro externo. Los externos opuestos a los
pétalos. Las anteras basifijas o dorsales con dehiscencia bivalvar.
Gineceo, presenta un pistilo unilocular (derivado de 2 a 3
carpelos). jEl estigma es apical capitado, sésil o sostenido por un
estilo corto o grueso, Ovulos escasos 0 numerosos de
placentacion perista! (6vulos insertados en las paredes internas
del ovario).

Polen, basicamente tricolpado en espiral.

Fruto, viene a ser una baya o capsula dehiscente con una o varias
semillas. Presenta una forma globulosa, de tamafio pequefio y

una coloracién que varia entre rojo y azul morado.
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2.2.2.

2.2.3.

Semiillas, pueden ser una o varias, protegidas por un endospermo
COpIioso carnoso y coriaceo. El embrion diminuto y redondeado lineal
0 espatular, los cotiledones indiferenciados con una radicula ancha.
Polinizacion, generalmente entomdgama, existiendo también

autogamia (Del Carpio et al. 2005, Acufia y Cusi 2013)14.1>

Alimento nutracéutico o funcional.

La definicién esta en desarrollo, pero en general se refiere a aquel
alimento que, por sus componentes fisioldgicos activos, provee
beneficios mas alld de la nutricion basica y puede prevenir
enfermedades o promover la salud. De acuerdo con la academia
Nacional de Ciencias de los Estados Unidos, son aquellos alimentos
en los cuales la concentraciéon de uno o mas ingredientes ha sido
manipulada para aumentar su contribucion a una dieta saludable

(Menéndez M, 2011)16,

Analisis proximal.

El andlisis proximal hace referencia al contenido de sustancias
nutritivas de un alimento. Es un conjunto de métodos que determinan
la composicion en términos nutricionales un alimento, también se le
conoce con el nombre de Weende. (Los analisis comprendidos
dentro de este grupo, también conocido como analisis proximales
por ende, se aplican en primer lugar a los materiales que se usaran
para formular una dieta como fuente de proteina o de energiay a los

alimentos terminados, como un control para verificar que cumplan
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con las especificaciones o requerimientos establecidos durante la
formulacion. Estos analisis nos indicaran el contenido de humedad,
proteina cruda (nitrégeno total), fibra cruda, lipidos crudos, ceniza y

extracto libre de nitrégeno en la muestra (FAO, 1984)%7.

a) Humedad: La humedad representa el contenido de agua los
alimentos, encontrdndose en la mayoria de ellos como un
componente mayoritario y puede aparecer de dos formas: como
agua libre y agua ligada que se encuentra combinada
guimicamente a la proteina. La determinacién de la humedad de
un alimento permite establece su composicion centesimal.
Existen diversos métodos para la determinar la humedad de un
alimento, siendo el mas comunmente usado el método
gravimétrico de secado por estufa, se debe tener la consideracién
gue el método usado dependera de estado fisico, la cantidad de
agua que posea el producto entre otros factores (Tirado, et al.

2015)18,

b) Proteinas: Las proteinas son macronutrientes esenciales que
encontramos en los alimentos y estdn constituidas por
la asociacion de varios aminoacidos a traves del enlace peptidico,
en su composicion basica contienen carbono, oxigeno, nitrogeno
e hidrogeno y en algunos casos especiales pueden contener

azufre y fosforo, en su metabolismo aportan 4 calorias por gramo.
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Las proteinas se pueden clasificar de acuerdo a segun su

composicién quimica y fisica en:

- Proteinas simples. También conocidas como holoproteidos,
estan conformadas exclusivamente por aminoacidos o0 sus
derivados.

- Proteinas compuestas o conjugadas. Heteroproteinas, estan
formados por diversas sustancias presentes, consta de una
fraccion nitrogenada y otra no proteica.

- Proteinas que han sido desnaturalizadas anteriormente. Por
algun agente externo como el calor, pierden sus estructuras
adaptandose al nivel estructural anterior.

Las proteinas cumplen multiples funciones, las cuales son

especificas de cada una de ellas y permiten a las células realizar

determinadas acciones como defensa de los agentes externos,
mantener su integridad, controlar y regular funciones, entre otras.

Las proteinas se encuentran en alimentos de origen vegetal como

animal y su calidad esta definida por un alto valor biolégico, una

alta digestibilidad y el contenido de aminoacidos.

El método mas comun para la determinacién de la proteina de un

alimento es el método Kjeldahl, el cual consta de tres etapas, una

de digestion, una de destilacion y una de titulacién en la cual, lo
gue se valora es el contenido de nitrégeno proteico y multiplicado
por el factor correspondiente se transforma en proteina

(FAO,1984; Suarez et al. 2005)1719,
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c) Cenizas: Las cenizas de un alimento son el producto de la
combustion, equivalente al residuo inorganico que queda después de
calcinar la materia organica. Las cenizas normalmente, no son las
mismas sustancias inorganicas presentes en el alimento original,
debido a las perdidas por volatilizacion o a las interacciones quimicas
entre los constituyentes. El valor principal de la determinacion de
cenizas es desde el punto de vista econémico y de la calidad y
cualidades organolépticas y nutricionales, por ejemplo, en las
especias y en la gelatina es un inconveniente un alto contenido en
cenizas. Las cenizas de los alimentos deberan estar comprendidas
entre ciertos valores, lo cual facilitara en parte su identificacion, esta
incluida dentro del Analisis Quimico Proximal de los alimentos (FAO,

1984; Herrera et al 2003)%7129,

d) Grasa cruda: Los lipidos o grasas estan constituidos por
substancias, que en general son solubles en solventes organicos,
como cloroformo o éter. La definicion de lipidos describe un
amplio grupo de substancias que tiene las mismas caracteristicas
y composicién estructural similar. No obstante que algunos
lipidos, tales como los triacilglicéridos, son muy hidrofébicos, otros
lipidos, tales como los di y monoacilglicéridos tienen tanto partes
hidrofébicas como hidrofilicas en sus moléculas, lo que las hace
relativamente solubles ensolventes polares. Es importante

sefalar que los triacilglicéridos son los lipidos con mayor
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incidencia en los alimentos por lo que los términos de lipidos,
grasas y aceites son usados en forma intercambiable.

La determinacion de la grasa es uno de los analisis clave
realizados en la industria alimentaria. Las muestras se extraen
con un solvente adecuado segun Soxhlet y extraccion en caliente.
Después de que el extracto se haya secado a un peso constante,
el contenido total de grasa se determina gravimétricamente. Las
grasas, junto con las proteinas y los carbohidratos constituyen
los principales componentes estructurales de los alimentos (FAO,

1984; Herrera et al 2003)17:20,

e) Carbohidratos:Los carbohidratos también llamados hidratos de
carbono, ya que a nivel quimico contienen carbono, hidrégeno y
oxigeno, son los azucares, almidones y fibras que se encuentran
en una gran variedad de alimentos como frutas, granos, verduras
y productos lacteos. Su principal funcién es la energética. Aportan
la energia de mas facil utilizacion (cada gramo aporta 4 kcal). Los
carbohidratos son almacén y reserva de energia en forma de
glucégeno que se moviliza rapidamente para generar glucosa
cuando se necesita. Su determinacién principalmente se obtiene
por diferencia al realizar la valoracion quimico proximal (FAO,

1984; Herrera et al 2003, Boatella et al, 2004)17. 2021,
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2.2.4. Metabolitos secundarios:

Los alimentos ademas de aportar nutrientes, contienen una serie de
sustancias no nutritivas que intervienen en el metabolismo
secundario de los vegetales: sustancias colorantes (pigmentos),
aromaticas, reguladores del crecimiento, protectores naturales
frente a parasitos y otros, que no tienen una funcion nutricional
clasicamente definida, o no son considerados esenciales para la
salud humana, pero que pueden tener un impacto significativo en el
curso de alguna enfermedad, son los fotoquimicos o sustancias
bioactivas. Las sustancias bioactivas o fitoquimicos se encuentran
abundantemente en frutas y verduras, y en las bacterias "acido
lacticas" presentes en productos lacteos obtenidos por fermentacion
acido lactica como el yogurt, leche cortada, y verduras fermentadas
(ej: el choucroute)??.

Compuestos bioactivos: tipo de sustancia quimica que se encuentra
en pequefias cantidades en las plantas y ciertos alimentos (como
frutas, verduras, nueces, aceites y granos integrales). Los
compuestos bioactivos cumplen funciones en el cuerpo que pueden
promover la buena salud. Estan en estudio para la prevencion del
cancer, las enfermedades del corazén y otras enfermedades. Los
ejemplos de compuestos bioactivos incluyen el licopeno, el

resveratrol, los lignanos, los taninos y los indoles?.
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2.2.5. Antocianos:
El término antociano, proviene del griego anthos, que significa flor y
kianos que significa azul. Son pigmentos caracteristicos de
vegetales, donde son responsables de una amplia variedad de
colores: naranja, rosa, escarlata, rojo, malva, violeta y azul. En sus
medios naturales se encuentran presentes en forma de
heterdsidos, cuyo aglicon, derivado del ion flavilio o fenil-2-
benzopirilio, esta hidroxilado y metoxilado en diferentes posiciones.
El aglicon, o antocianidina, esta unido a una o varias moléculas de
azucar, las cuales pueden estar, a su vez, aciladas con diferentes
acidos organicos. Los glicoésidos de las antocianidinas se

denominan antocianinas o antocianos (Surco 2011)%.

a) Estructura
Las antocianinas son glucésidos de antocianidinas,
pertenecientes a la familia de los flavonoides, derivadas del ion
flaviio o fenil-2-benzopiriliocompuestos por dos anillos
aromaticos A y B unidos por una cadena de 3 carbonos. Las
distintas variaciones en los radicales de la estructura del anillo B
resultan en seis antocianidinas mas conocidas. El numero y
orientacion de los grupos hidroxilos y metoxilos de la molécula
determinan el color de las antocianinas. Incrementos en la

hidroxilacion producen desplazamientos hacia tonalidades
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b)

azules mientras que incrementos en las metoxilaciones
producen coloraciones rojas. En sus medios naturales se
encuentran presentes en forma de heterdésidos y siempre
presentan sustituciones glicosidicas en las posiciones 3 y/o 5
con mono, di o trisacaridos que incrementan su solubilidad. Los
sacaridos glicosilantes se encuentran comunmente estan la
glucosa, galactosa, xilosa, ramnosa, arabinosa, rutinosa,
soforosa, sambubiosa y gentobiosa. Los acidos organicos que
comun es las acilaciones pueden seralifaticos, tales como:
aceético, malonico, malico, succinico u oxalico; o aromaticos:
cafeico, p-coumarico, galico, ferulico, sinapico, o p-
hidroxibenzéico. El tipo de sustitucion glicosidica y de acilacion
originan variaciones en la tonalidad de las antocianinas; es asi
como sustituciones glicosidicas en la posicion 5 al igual que
acilaciones aromaticas, producen un desplazamiento

hipsocrémico en las tonalidades (Garson, 2008)°.

Biosintesis

Las antocianinas tienen precursores bien conocidos, ya sea por
la ruta del &cido malonico o por la ruta &cido shikimico. Esta
establecido experimentalmente que al anillo A de las
antocianinas se origina por la biosintesis del acido maldnico
mediante el compendio de tres moléculas de malonil-CoA,
mientras que el anillo B se sintetiza por el trayecto de acido

shikimico. El acido shikimico origina la fenilalanina la cual a
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través de una enzima la fenilalanina anomia liasa (PAL), y una
pérdida posterior de NH3 se convierte en acido p-coumarico. El
p-coumaril-CoA enseguida participa en una reaccion de
condensacion con las tres moléculas de malonil CoA para formar
una chalcona de 15 atomos de carbono, a través de la accion de
una chalcona sintetasa. Este compuesto intermedio de 15 C es
transformado en una flavanona en una reaccion catalizada por
una chalcona isomerasa. Por ultimo, la flavanona es convertida
en la correspondiente antocianidina por la correspondiente
hidroxilacién en el carbono 3 seguida por una deshidratacion. La
molécula de antocianidina se estabiliza por glicosilacion del
heterociclo; reaccibn en la que interviene una glicosil
transferasa, asi como las posteriores reacciones de metilaciéon
de los grupos hidroxilos seguidas de acilaciones (Garson 2008;

Surco, 2011)824,

2.2.6. Actividad antioxidante:
Es la capacidad de una sustancia para inhibir la degradacion
oxidativa (por ejemplo, la peroxidacion lipidica), de tal manera que
un antioxidante actda, principalmente, gracias a su capacidad para
reaccionar con radicales libres y, por lo tanto, recibe el nombre de
antioxidante terminador de cadena. Sin embargo, es necesario
distinguir también entre actividad estabilizadora de radicales libres o
antiradicalaria (en inglés, scavenger) y actividad antioxidante. La

primera esta determinada completamente por la reactividad de un
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antioxidante frente a radicales libres, lo cual puede ser caracterizado
por la velocidad de esa reaccidn. Por su parte, la segunda mide la
capacidad para retardar la degradacion oxidativa. Por lo tanto, una
alta actividad anti-radicalaria no siempre correlaciona con una alta
actividad antioxidante; en particular, algunos compuestos fendlicos
sintéticos presentan alta reactividad frente a radicales libres, pero

muestran moderada actividad (Berradre et al. 2013)2°.

2.3.MARCO CONCEPTUAL

= Alimento: producto natural o elaborado susceptible de ser ingerido y
digerido, cuyas caracteristicas lo hacen apto y agradable para el
consumo, constituido por una mezcla de nutrientes que cumplen
determinadas funciones en el organismo?®.

» Fruto: Parte de la planta en que se transforma el ovario de la flor
después de la fecundacion; contiene las semillas y se separa de la planta
cuando esta madura?®

» Pulpa: Parte blanda y carnosa, generalmente comestible, de la fruta?*.

= Cascara: Capa o cubierta exterior, resistente, dura o quebradiza, que
envuelve algunas cosas, especialmente los huevos, la fruta y los frutos
secos?,

» Antioxidante: cualquier molécula capaz de prevenir o retardar la
oxidacion (pérdida de uno o mas electrones) de otras moléculas,
generalmente sustratos biolégicos como lipidos, proteinas o acidos
nucleicos. La oxidacion de tales sustratos podra ser iniciada por dos tipos

de especies reactivas: los radicales libres, y aquellas especies que sin
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ser radicales libres, son suficientemente reactivas para inducir la
oxidacion de sustratos (Berradre et al. 2013)2°,

Radicales libres: cualquier especie (atomo, molécula o i6n) que
contenga a lo menos un electrén desapareado en su orbital mas externo,
y que sea a su vez capaz de existir en forma independiente. Los
radicales libres son sustancias quimicas muy reactivas que introducen
oxigeno en las células, produciendo la oxidacion de sus partes,
alteraciones en el ADN, y que provocan cambios que aceleran el
envejecimiento del cuerpo. Esto es debido a que el oxigeno, aunque
imprescindible para la vida, es también un elemento quimico muy
reactivo?’.

Metabolito secundario: son aquellos compuestos organicos
sintetizados por el organismo que no tienen un rol directo en el
crecimiento o reproducciéon del mismo. A diferencia de lo que sucede con
los metabolitos primarios, la ausencia de algun metabolito secundario no
le impide la supervivencia, si bien se vera afectado por ella, a veces
gravemente??,

Antocianidinas: Las antocianinas son un grupo de pigmentos de color
rojo, hidrosolubles, ampliamente distribuidos en el reino vegetal.
Quimicamente las antocianinas son glucdésidos de las antocianidinas, es
decir, estan constituidas por una molécula de antocianidinas, que es la
agliconas, a la que se le une un azucar por medio de un enlace 3-
glucosurico. La estructura quimica basica de estas agliconas es el ion
flavilio, también llamado 2-fenilbenzopirilio, que consta de dos grupos

aromaticos: un benzopirilio (A) y un anillo fendlico (B); el flavilio
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normalmente funciona como un cation. Las agliconas libres raramente
existen en los alimentos, excepto posiblemente como componentes
traza de las reacciones de degradacion (Fennema, 1993). De todas las
antocianidinas que actualmente se conocen (aproximadamente 20), las
mas importantes son la pelargonidina, delfinidina, cianidina, petunidina,
peonidina y malvidina, nombres que derivan de la fuente vegetal de
donde se aislaron por primera vez; la combinacién de estas con los
diferentes azucares genera aproximadamente 150 antocianinas?®.

Flavonoides: (del latin flavus, "amarillo™) es el término genérico con que
se identifica a una serie de metabolitos secundarios de las plantas. Son
sintetizados a partir de una molécula de fenilalanina y 3 de malonil-CoA,
a través de lo que se conoce como "via biosintética de los flavonoides”,
cuyo producto, la estructura base, se cicla gracias a una enzima
isomerasa. La estructura base, un esqueleto C6-C3-C6, puede sufrir
posteriormente muchas modificaciones y adiciones de grupos
funcionales, por lo que los flavonoides son una familia muy diversa de
compuestos, aungue todos los productos finales se caracterizan por ser

polifendlicos y solubles en agua (Surco 2011)%4.
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CAPITULO III:

METODOLOGIA

3.1. TIPO, NIVEL Y DISENO DE INVESTIGACION

3.1.1. Tipo: Basica

3.1.2.

Se caracteriza por la adquisicion de conocimientos béasicos o
fundamentales con el fin de incrementar el conocimiento de los
principios fundamentales de la naturaleza o de la realidad por si

misma.

Nivel: Descriptivo y Explicativo

Descriptivo: Mediante descripciones exactas de las actividades a
realizar pretendemos llegar a conocer las situaciones, costumbres
y actitudes predominantes del tema objeto de estudio. Es decir,

vamos a examinar caracteristicas del problema escogido.

Explicativo: Se pretende buscar o establecer una relacion causa-

efecto entre las variables del problema que nos enmarca el

presente estudio.
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3.1.3. Disefo de investigacion: Experimental
Se trata de una coleccién de disefios de investigacion que utilizan
la manipulacién y las pruebas controladas para entender los
procesos causales. En general, una o0 mas variables son
manipuladas para determinar su efecto sobre una variable
dependiente. Es experimento en donde el investigador manipulan
variable y controla/aleatorizael resto de las variables. Cuenta con
un grupo de control, los sujetoshan sido asignados al azar entre

los grupos y el investigador s6lo pone a prueba un efecto a la vez.

3.2. MATERIALES DE TRABAJO

3.2.1. Materiales de laboratorio
Materiales:
= Papel Filtro
= Papel aluminio
= Vasos Precipitados. 250 mL, 500 mL
* Pipetade 5 mL. ImL
= Micropipeta de 100 y 1000 uL
* Tubos de Ensayo.
* Vialesde 5 mL
= Gradilla
= Espéatula

= Bagueta
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3.2.2.

Luna de Reloj
Pinzas

Embudo
Propipeta

Placas Petri
Placa de porcelana
Balones Kjeldahl
Extractor Soxhlet
Crisol

Placas Petri
Fiola

Probeta

bureta

Algodén

Equipos:

Estufa

Mufla

Molino

Balanza analitica
Rotavapor

Plancha calefactora
Espectrofotometro
pHmetro

agitador magnético
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3.2.3.

= RefractOmetro

Reactivos:

= Tricloruro férrico

= Acido Clorhidrico

= Acido sulfdrico

= Mezcla catalizadora
= Etanol 96°

= Diclorometano

= Acido Nitrico

= Hidroxido de sodio
» Rojo de metilo

= DPPH

= Metanol

= Acido clorhidrico

= TPTZ

= Acido galico

» Reactivo de Folin Ciocalteu
= Carbonato de sodio
= Acetato de sédio trihidratado
= Acido acético

= Trolox

= Ac. Ascorbico

= Mezcla catalizadora

= Eter de petrdleo
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= Buffer fosfato

3.2.4. Material biologico
Frutos de Berberis boliviana L “tankar’ del anexo de San Juan de

Chaciia — Apurimac.

3.3. POBLACION Y MUESTRA
= Son todos los frutos del tankar, procedentes del anexo San Juan de
Chacna, Apurimac
= Seleccion al azar de los frutos de tankar del anexo de San Juan de

Chacnfa, Apurimac.

3.4. TECNICAS Y PROCEDIMIENTOS DE RECOLECCION DE DATOS

3.4.1. Analisis quimico proximal
Humedad: AOAC 925.03B Solids (Total) and Moisture.
Determinacion: Pesar aproximadamente 2 g de la muestra molida
y tamizada en una placa Petri, previamente seca a 130° por una
hora enfriada en un desecador y pesado cuando alcanza la
temperatura ambiente. Destapada la placa seque 130 + 3° por una
hora (desde cuando la estufa alcanza los 130°), cubra la placa con

su tapa dentro de la estufa y transferia al desecador y pese cuando
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alcance la temperatura ambiente. Reportar la pérdida de peso

como humedad?®.

Cenizas: AOAC 923.03 Ash

Determinacion: Pesar de 3 a 5 g de la muestra bien mezclada
dentro de un crisol previamente incinerado a la temperatura de
tratamiento (550°) y enfriado en un desecador. Incinerar en la mufla
a 550° aproximadamente hasta cenizas blanca o ligeramente
grises o0 hasta peso constante. Enfriar en el desecador y pese tan
pronto alcance la temperatura ambiente. Calcular el residuo como

cenizas totales?®,

Grasa cruda o Extracto etéreo: AOAC 920.39C

Determinacion: Pesar un balon previamente secado en una estufa
98-100° y enfriado en un desecador. En un cartucho de celulosa o
papel de filtro pesar con exactitud entre 1-2 g de la muestra
preparada y depositar en el embudo de extraccion de un aparato
Soxhlet, llenar con el solvente adicionar una porciéon del solvente
en el balén y conectar todo el sistema. Controlar que el goteo del

reflujo este aproximadamente a 30 gotas por minutos.

Realizar la extraccion hasta que el reflujo de solvente salga limpio
(entre 4-6), comprobar depositando unas gotas en un papel de
filtro, secar y colocar a trasluz, debe quedar limpio, retirar el balén

y evaporar el residuo etéreo suavemente en un bafio Maria; y luego
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secar la grasa en una estufa a 100° hasta peso constante (aprox.
90 m). Remover el balén y colocar en un desecador hasta que

alcanzar la temperatura ambiente (aprox. 30 m) y pesar?®.

Proteina: AOAC 070.09 Kjeldahl Method.

Determinacion: Colocar un peso de La muestra (0.7 — 2.2 g) dentro
de un balén de digestion. Adicionar 15 g de mezcla catalizadora
(compuesta de CuSOa4 y K2S04) mas 25 mL de H2SOa. Colocar el
frasco en posicion inclinada y calentar suavemente hasta cese el
espumeo, hervir hasta que la solucion sea clara y luego 30 minutos

mas (Aproximadamente 2 h).

Enfriar y adicionar 200 mL de H20, enfriar a 25 aprox. adicionar 80
mL de solucibn de NaOH al 50% con agitacién y conectar
inmediatamente al sistema de destilacién, sumergiendo la punta
del condensador en matraz que contenga acido estandarizado con
5-7 gotas del indicador respectivo y caliente hasta destilar todo el
NHs contenido (aprox. 150 ml destilado). Remover el recipiente y
enjuagar la punta del condensador vy titular el exceso del acido
estandar en el destilado con solucién NaOH estandarizado?®.

(mLAcx N Ac) — (mLNaOH x N NaOH)x1.4007
g de muestra

%N =

Multiplicar El %N por 5.7 para obtener % de Proteina.
Carbohidratos: Por Diferencia segiin Collazos 19923

% Carbohidratos = 100- (% prot + % grasa + % czas + Humedad)
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Valor cal6rico: es un célculo tedrico, y segiin Collazos 199230

V.CKcal 100g = (% proteina x4) + (% grasa x 9)+ (carbohidratos x 4)

Acidez: Pipetar 10ml de jugo de fruta en un Erlenmeyer que

contenga 100-200 ml de agua hirviendo (500 ml o mas si la muestra

es coloreada). Continuar calentando por 30-60s. Dejar enfriar

titular con NaOH 0,1N usando 0,5ml (0o mas, de acuerdo a

y

la

cantidad de agua afiadida) de fenolftaleina al 0,5% (en alcohol

95%) hasta coloracion levemente rosada. Repetir el proceso para

una segunda determinacion. Célculos: Calcular el porcentaje de

acidez como acido citrico, malico, tartarico o acético segun

la

muestra. Comparar los resultados con los obtenidos en la titulacion

electrométrica (NTP 203.070 1077)3.

Sélidos Solubles: Corte de la fruta en trozos e introduccién en

la

licuadora (este caso particular se exprime las bayas). EI zumo

obtenido se deposita en el vaso de precipitados de 250 mL. Tom

ar

una muestra del zumo con la pipeta Pasteur para depositarlo, en

forma de gotas, sobre el prisma del refractdmetro. Medicién

a

través del ocular, ajustando la sombra en el punto medio de la cruz

para leer en la escala numerada superior el indice de refraccién.

El

valor leido se anota en grados Brix. La lectura irA siempre

acompanfada de la temperatura a la que se ha realizado?.

42



3.4.2. Determinacién de antocianinas
Método de pH diferencial (método original de Giusti y Wrolstad,
2001). Este es un método espectrofotométrico que se basa en la
transformacion estructural de las antocianinas con el cambio de pH
(pH 1 coloreadas). Se peso 1,85 g del fruto y se obtuvo el extracto
con metanol acificado al 1% con &cido acético, por extracciones
sucesivas hasta agotamiento de color, enrasando a un litro. Luego
se preparo diluciones del extracto metandlico con solucion buffer
pH 1.0 de cloruro de potasio y con solucion buffer pH 4.5 de acetato
de sodio. Se medi6 la absorbancia de cada muestra a la longitud
de onda de maxima absorbancia (Amax=515 nm) y a 700 nm. De
la ecuacion de Lambert-Beer se obtiene C=A/eL, C es la
concentracion molar, A es la absorbancia, € corresponde a la
absorbancia molar o coeficiente de extincibon molar (constante
fisica para especie molecular en un solvente a una determinada
longitud de onda, se pueden utilizar los valores de absorbancia
molar para pigmentos purificados tomados de la literatura), L es la
longitud de recorrido en cm. La concentracion en mg/L puede ser
determinada multiplicando por el peso molecular (PM) del pigmento
y por el factor de dilucién (FD). Para el calculo del contenido de
antocianinas se utiliza el peso molecular y la absorbancia molar del
pigmento antociano presente en mayor proporcion, en este caso es
la cianidina (PM 449.2 y € 26900). Por lo anterior la concentracion
de antocianinas monomeéricas se obtendra con la siguiente

ecuacions?;
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Antocianinas monoméricas (mg/L) = (A) (PM)(FD)(1000) /&(1)

La absorbancia (A) se calcula de la forma siguiente:

A = (AAmax - A700) pH = 1.0 - (AAmax - A700) pH = 4.5
La concentracion de antocianinas totales se obtendrd de la
siguiente ecuacion:
Antocianinas totales (mg/L) = A'(PM) (FD) (1000)/(1)
La absorbancia (A") se calcula como se indica a continuacion:

A" = (AAmax - A700)pH = 1.0

Donde: PM = peso molecular

FD= factor de dilucién

3.4.3. Métodos para determinar la actividad antioxidante

a) Método del radical DPPH:
Para evaluar la capacidad antioxidante se utiliz6 el método
basado en la molécula 2,2- difenil-1-picrilhidracilo (DPPH). Este
método fue originalmente disefiado por Marsden Blois en 1958,
y dentro de sus modificaciones posteriores destaca la de Brand-
Williams et. al (1995), que es el método utilizado en la actualidad.
El proceso de evaluacion de la capacidad antioxidante por DPPH
consiste en utilizar dicha molécula, la cual es un radical libre
estable que al mezclarse con una sustancia que le dona un atomo
de hidrégeno pasa a su forma reducida, proceso que se puede
observar ya que cuando la molécula se encuentra como radical

es coloreada (violeta) y al reducirse pierde su color (Molyneux,
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2004)3L, Para el protocolo a desarrollar se utilizaron 3.9 mg del
radical DPPH y se diluyen en 100 mL de metanol analitico y
mediante el espectrofotometro se establecera la absorbancia
entre 0.9 — 1.1 a una longitud de onda de 517 nm, en donde el
radical tiene su maximo pico de absorcion y por ende un
comportamiento lineal de las absorbancias al mezclarse con el

extracto, lo que permite que los datos sean mas precisos,

A 0,1 mL de solucion del extracto de diferentes diluciones se
adicion6 2,9 mL de la solucion metandlica de DPPH, se agité por
30 segundos en un vortex y se deja reposar en oscuridad por un
tiempo de 30 minutos. El blanco estuvo constituido por una
muestra el mismo volumen del solvente. Después de la reaccion,
la absorbancia fue medida a 517 nm determinando la
absorbancia remanente de la solucién de DPPH3L, El porcentaje
de inhibicion de la absorbancia del radical DPPH es calculada
como sigue:

%Inh = ((Abs blanco — Absmuestra) / Absblanco) x 100.

El valor de IC50 que se refiere a la concentracion del compuesto
a ensayar que inhibe el 50% de la absorbancia del radical DPPH,
es calculado usando una ecuacion de regresion del porcentaje

de inhibicién vs la concentracion del compuesto.
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b) Método FRAP:

Se sigue el procedimiento descrito por Benzie y Strain (1999) con
ligeras modificaciones. Para iniciar el analisis se prepara el reactivo
de trabajo, que consiste en una mezcla de tampdén acetato 300 mM
(pH = 3,6), TPTZ 10 mM en HCI 40 mM vy tricloruro férrico (FeCls.
6H20) 20 mM en una proporcion 10:1:1 (v:v:v). Una vez preparado,
se afiade 3 mL de este reactivo en una cubeta, y se mide la
absorbancia a 593 nm. Posteriormente, se agrega 100 pL de una
de las soluciones del extracto y se agita en un vortex durante 30
segundos. Después de 6 minutos de incubacion a temperatura
ambiente, se realiza la lectura de absorbancia nuevamente a 593
nm, a la que se resta el valor de la absorbancia inicial. Las muestras
se ensayaron por triplicado (Garcia et al 2004)3*. Se utiliz6 como
patron de referencia el trolox. En valor de la actividad antioxidante
equivalente a trolox se obtiene aplicando la absorbancia de las

muestras a la ecuacion de la curva de calibracion del patrén trolox.

3.5. TECNICAS DE PROCESAMIENTO DE LA INFORMACION

3.5.1. Recoleccidén de datos analiticos

Se realizaran en los cuadernos de trabajos o hoja de ensayo
donde se registra los resultados de las técnicas analiticas

aplicadas en cada caso.
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3.5.2. Procesamientos de datos.
Estos seran tratados por métodos estadisticos paramétricos y no
paramétricos y a través de las hojas de calculos del programa
Excel, lo que permitird obtener una informacién mas confiable y

Su respectivo tratamiento adecuado

3.6. ASPECTOS ETICOS
En el presente trabajo los aspectos éticos estdn enmarcados en
conductas éticas en el investigador y el asesor, como parte del ejercicio
de la investigacion cientifica en general y el uso del conocimiento puesto
gue este estudio esta enmarcado en analisis quimicos especificos de una
especie vegetal. En el presente trabajo hay un acuerdo general para evitar
conductas no éticas, en la practica y desarrollo del trabajo en si mismo,

entre el asesorado y el asesor.
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CAPITULO IV:

RESULTADOS y DISCUSION

4.1. RESULTADOS

Tabla 1. Caracteristicas sensoriales del fruto de Berberis boliviana L

tankar.

Caracteristicas Indicador Observaciones
Forma Esférica
Color Negra-azulina Cuando esta maduro
Olor Suigeneris
Sabor Dulce Agradable
Aspecto Liso Cascara lisa y cerosa
Tamafio promedio 1,1 £0,15 Centimetros
Peso promedio 0,9 £0,10 Gramos

Tabla 2. Caracteristicas de diferentes porciones del fruto Berberis boliviana

L tankar.

o Porcentaje del
Partes Caracteristicas
producto
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Lisa y color negro
Cascara 8-10 %
azulada brillante

Liquido fluido de color
Pulpa (Zumo) 73-75%
morado - vinoso

1 a 3 de color marron
Semillas 13-15%
y forma periforme

Tabla 3.Analisis fisicoquimico del zumo de fruto de Berberis boliviana L.

tankar
Parametros Resultados Unidades
Humedad 60,08 + 1,05 g/100g
Ph 3,53+ 0,07 ---
Solidos Solubles 15,3 1,2 Grado Brix
Acidez titulable 0,38 £ 0,06 0/100g H2SO04
indice madurez 4,02 SS/acidez
Proteina N.D. g/100g
Grasa N.D. g/100g
Cenizas 0,034 g/100g
Valor calérico 61,2 Kcal/100 mL

Nota: todas las determinaciones se realizaron por triplicado y el valor que se presenta es
el promedio con su respectiva desviacion estandar

N.D. = no detectable
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Tabla 4. Contenido de antocianinas Totales en el fruto de Berberis boliviana

L. tankar
Repeticiones Resultados Unidades
1 471,34 mg/100 g antocianinas
2 463,31 totales
3 488, 26
Promedio 474,31
Desviacion estandar 12,76

Nota: Antocianinas totales expresadas como cianidina 3-glucosido

La determinacion se realiz6 en las bayas enteras

Tabla 5.Valores de absorbancia de patron trolox para la curva de

calibracion por método FRAP

Concentraciones de Lectura de Promedio de Desviacion
trolox (mM) absorbancia lectura estandar

0,018

0,0312 0,018 0,018 0,001
0,019
0,065

0,0625 0.068 0,067 0.003
0.067
0.118

0,125 0.121 0,121 0,004
0.125
0,327

0,250 0.321 0,326 0,006
0.331
0,625

0,5 0,630 0,631 0,006
0,638
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0.7

y=1.3181x-0.0228
0.6 R2=0.9965

0.5

0.4

0.3

Absorbancia

0.2

0.1

0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6

Concentracion de trolox en mM

Figura 1. Grafico de correlacion entre concentracion y absorbancia de

trolox

Tabla 6. Valores actividad antioxidante equivalente de trolox del jugo de

tankar por método FRAP

Volumen de jugo Lectura de Promedio

de tankar (mL) absorbancia de lectura LERE
0,083

0,0625 0,079 0,081 0,044
0,081
0,167

0,125 0,179 0,173 0.114
0,171
0,325

0,25 0,326 0,326 0,230

0,325
0,606

0,5 0,595 0,601 0,439
0,599

1,0 1,186 1,226 0,913
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1,266
1,221

1.4
1.2 y=1.2077x + 0.0134
1 R*=0-9994
g 0.8
= 0.6
— 04
0.2

equivalente de trolox

0 0.2 0.4 0.6 0.8 1 1.2

Concentracion de jugo de tankar (mL)

Grafico 2. Correlacion entre la concentracion y equivalente de trolox
Considerando que el zumo del fruto se realizé una dilucion de 1:10 el
equivalente de trolox corresponderia a 1mM = 0,081 mL de zumo de tankar

Lo que seria equivalente a 12,35 uMTE /mL

Tabla 7. Actividad antioxidante por el método DPPH de las diferentes

concentraciones del zumo del tankar.

mL Prom %
del zumo Abs 1 Abs 2 % Inh 1 % Inh 2 Inh
0,065 0,79 0,78 13,7 17,9 18,4
0,125 0,657 0,677 31,7 29,6 30,6
0,25 0,487 0,490 49,4 49,0 49,2
0,5 0,241 0,211 74,9 78,1 76,5
1 0,19 0,179 80,2 81,5 80,9
Blanco
Reactivo 0,962

Abs = absorbancia
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% Inh = Porcentaje de inhibicion

Prom. = Promedio

La lectura de absorbancia se realiza a 517nm y los ensayos se ha realizado

por duplicado.

La concentracién de 1 mL de zumo se descarta porque todo el reactivo

queda de color amarillo, pudiéndose haber saturado el radical DPPH.

90
80 y=129.92x+13.2
R?=0.9871 .2
70
60
50

40

30

20

Porcentaje de inhibicion de DPPH

10

0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6

mL de zumo de tankar

Grafico 8. Correlaciéon del porcentaje de inhibicion y mL de zumo de tankar

Mediante la aplicacion de la ecuacion de la curva de correlacion entre los
porcentajes inhibicion vs las concentraciones del extracto se obtiene el

valor de ICso
Y =129,92X + 13,2
50 =129,92X + 13,2

ICs0=0,28mL
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4.2. DISCUSION
En el estudio de los productos naturales, son diversas las especies
vegetales de gran interés debido a las variadas e importantes propiedades
farmacoldgicas que presentan los compuestos que ellas contienen,
muchos de los cuales han sido aislados e identificados; no siendo una
excepcion la familia Berberis. La presente investigacion estuvo orientada
a conocer la composicién quimica proximal, contenido de antocianinas y
la actividad antioxidante del zumo del fruto de la especie Berberis
boliviana Lecher “Tankar”, especie que hasta el momento en nuestro pais
es poco estudiada y por lo tanto muy limitada la informacion de la cual se

dispone.

Durante la realizacién del estudio experimental inicial, se determiné las
caracteristicas sensorial del fruto maduro, lo cual se realizé con un panel
de catadores no entrenados constituidos por los alumnos que realizaban
investigacion en el laboratorio de andlisis instrumental de la Facultad de
Farmacia y Bioquimica de la Universidad Nacional San Luis Gonzaga, en
esta primera observacion es de destacar el sabor dulce y agradable que
manifestaron los catadores y el peso y tamafio ligeramente superior a lo
reportado por Sztarker 19743, para la especies Berberis buxifolia de las
region de Lago Argentina, o la especie Berberis calilehua del noreste de
Argentina y Sur de Bolivia descrita por Ayarde y Bulacio 20154,
posteriormente se separaron manualmente los frutos en su parte
constitutivas como son cascaras pulpa y semillas, en los cuales se

obtuvieron valores que difieren sustancialmente con el Unico trabajo
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encontrado en nuestra revision bibliografica que reporta estos valores
como es el estudio de Sztarker 1974 para la especies Berberis buxifolia
en el cual para la piel reportan un 4,6%; para la pulpa 72,0% y para la
semilla un 23,4% se debe de resaltar que para esta especie se reporta de
8 a 10 el niumero de semilla por grano de fruto®; mientras que en nuestro
estudio determinamos de 1 a 3 semillas por grano, lo cual justificaria la
mayor diferencia determinada en estos ensayos. Otra caracteristica
resaltante es que en nuestra especie el color estaba en la pulpa y la piel
mientras que en la especie Berberis buxifolia, se encontraba
predominantemente en la pulpa siendo la piel casi semi transparente de
tono amarillo pardo (Sztarker 1974)3°,

En cuanto al andlisis fisicoquimico del fruto maduro del tankar
encontramos cierta diferencia a lo reportado por Aranibar E, 2013 para la
misma especie procedente de la comunidad campesina de Utupalla,
distrito de Chuquibambilla, provincia de Grau, region de Apurimac, ya que
este reporto un menor contenido de humedad (56,11 + 0,86 g/100 g) que
representa el contenido de agua del fruto; al igual que un menor contenido
de solidos solubles (10,25+ 0,74 expresados como grados Brix) lo que
indica que en el caso de las muestras de nuestro estudio presentaban un
mayor contenido de azucares totales y por ende mayor grado de madurez,

esto puede deberse a factores agronomicos propio del estado de cosecha.

En cuanto a las antocianinas es bastante conocido que imparten colores
a diferentes partes las plantas para diversas funciones. El interés por las

antocianinas Ultimamente sea intensificado debido a las propiedades
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farmacoldgicas y terapéuticas atribuidas, que incluyen la reduccion de la
enfermedad  coronaria, efectos antidiabéticos, antitumorales,
anticancerigeno, antiinflamatoria; ademas dela mejora de la agudeza
visual y del comportamiento cognitivo. Si bien es cierto que los resultados
aqui obtenidos no se puede hacer una comparacion directa con los
encontrados por Aranibar 20133, puesto que reporta su resultado en el
contenido de antocianinas en la piel, en este estudio el valor encontrado
es a la totalidad del fruto, asi mismo el método de extraccion empleada no
es reportado por ningun otro estudio para la determinacién del contenido
de antocianinas de esta especie; aun asi, si se comparamos los resultados
hallados frente al contenido de antocianinas de las frutas reportadas en la
Tabla Peruana de composicion de los alimentos, resulta que el tankar es

una de las frutas de mayor contenido de estos pigmentos.

La determinacion de la capacidad antioxidante de alimentos y en especial
de frutos, se hace cada vez mas importante en el contexto de la busqueda
de alimentos funcionales o nutracéuticos que contribuyan a la nutricion y
prevencion o tratamientos de alguna enfermedad, asi que la actividad
encontrada para este fruto es bastante alta por los dos métodos
empleados como es el DPPH y FRAP; suponemos que esta
principalmente originada por el alto contenido de antocianinas sin
descartar la presencia de otros compuestos del tipo fendlico que deben
estar presente.

Respecto a los resultados de la Actividad Antioxidante del zumo del fruto

del tankar (Berberis boliviana L.),por el método de FRAP (12,35 uMTE/Q)
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podemos apreciar cierta similitud con lo reportado por Aranibar 2014, para
la misma especie (15,72 uMTE/g) en estado fresco, este autor a la vez
determind que cuando era sometida a diversos tratamiento de
temperatura de congelamiento y tiempo solo tuvo una disminucion no
significativa en su actividad antioxidante (14,48 uMTE/Q); sin embargo
debemos considerar que el método utilizado en este estudio se basa en
el mecanismo de transferencia de electrones (SET),sin embargo el que
utilizo Aranibar : “Método de ABTS “en el cual predomina interaccion por
los dos mecanismos conocidos (SET y HAT) por lo que se considera un
método mucho mas sensible al realizado en esta investigacion .

En cuanto a la determinacién de la capacidad antioxidante por el método
de captacion del radical libore DPPH, podemos apreciar que se obtuvo un
valor apreciable, ya que para lograr la inhibicién del 50% de radical (ICso)
solo se requiere de 0,28 mL de zumo del tankar, se debe tener en cuenta
gue este método se basa en la presencia de los dos mecanismo por los
cuales se determina la actividad antioxidante de muchas sustancias como
es el SET y HAT; asi mismo esta comprobando que muchas compuestos
fendlicos de acuerdo a su estructura puede actuar por ambos mecanismos
(Garson, 2008; Surco, 2011)624,

Podemos deducir del estudio realizado, por el alto contenido de
antocianinas, que la considerable actividad antioxidante determinada por
ambos métodos aplicados se debe principalmente a estos compuestos lo
gue le da un valor agregado a este fruto silvestre que en nuestro pais no
ha sido debidamente estudiado, debemos tener en cuenta que ha

demostrado que frutos ricos en antocianinas evidencian una alta actividad
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antioxidante contra el peroxido de hidrégeno (H202) y contra radicales
peréxido (ROO.), superéxido (O2.-), hidroxilo (.OH) y oxigeno singulete

(102) Wang y Jiao, 2000%° y Wang y Lin, 2000%6.

CONCLUSIONES

1. El fruto de Berberis boliviana L tankar, presenta caracteristicas
sensoriales suigeneris entre las que destaca su intenso color negro-
azulino y sabor dulce en donde el zumo representa un 73-75% del fruto.

2. El valor proximal del fruto de tankar se determiné solo en el zumo por
considera la parte comestible, aportando un valor energético de 64
Kcal/100 mL.

3. El contenido de antocianinas en el zumo de Berberis boliviana L
Tankares de 474,31 mg/100g expresado como cianidina-3-glucosido

4. Elzumo de Berberis boliviana L Tankar presenta considerable actividad
antioxidante por el método de FRAP con un valor de 12,35 uMTE/g y

por el método de DPPH un ICsp de 0,28mL.
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RECOMENDACIONES

La actividad antioxidante debe ser realizada por otros métodos tanto de
estudios in vitro e in vivo para conocer el real valor antioxidante de esta
especie, tanto en el zumo como en la cascaras del fruto

Realizar estudio sobre el proceso de maduracion del fruto con el
objetivo de conocer el mejor momento de la cosecha y un adecuado
aprovechamiento del contenido de antocianinas.

Ejecutar un proyecto para la elaboracion de productos a partir de la
especie Berberis boliviana L tankar, considerando que es un fruto
estacionario.

Ampliar el estudio a la presencia de otros posibles compuestos
secundarios con actividades bioactivas como compuestos de

naturaleza fenodlicas, flavonoides, alcaloidal entre otros.
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ANEXO N° 1: MATRIZ DE CONSISTENCIA

ANEXOS

TITULO: Analisis quimico proximal y determinacion de la actividad antioxidante en el fruto Berberis boliviana L “tankar” del anexo

PROBLEMA

OBJETIVO GENERAL

MARCO TEORICO

HIPOTESIS
GENERAL

VARIABLES

METODOLOGIA

¢,Cual es la composicion
guimico proximal y la
actividad antioxidante del
fruto de “tankar’Berberis
boliviana?

Determinar la
composicién quimico
proximal y la actividad
antioxidante del fruto
de Berberis boliviana
tankar

El Berberis boliviana tankar es
un arbusto perteneciente al
género

El fruto de Berberis
boliviana tankar del
anexo de presenta una
composicién quimica,
antocianina y actividad
antioxidante diferentes
que los frutos

INDEPENDIENTE

El fruto de Berberis
boliviana tankar
Indicador: Pardmetros
fisico: Peso promedio
Color, Olor, Tamafio,
aspecto

indice: Nominales

Tipo De Investigacion
Bésica.

Nivel de Investigacion:
Descriptivo y Explicativo.

Disefio de Investigacion:
Experimental.

Poblacién: El fruto de
Berberis boliviana tankar

Problemas Especificos
¢, Qué caracteristicas
sensoriales presenta el
fruto de tankar Berberis
boliviana?

¢,Cudl sera la composicién
quimico proximal del fruto de
tankar Berberis boliviana?
¢, Cudl es el contenido de
antocianina que presenta el
fruto de tankar Berberis
boliviana?

¢, Cudl es el nivel de actividad
antioxidante que presenta el
fruto de tankar Berberis
boliviana?

Objetivos especificos.
Caracterizacion sensorial
del fruto.

Determinacion de su
composicién quimico
proximal.

Determinar el contenido
de antocianina.

Determinar la capacidad
de inhibicién del radical
DPPH.

Comprobar la capacidad
antioxidante por FRAP

La Composicion quimico proximal
de un alimento son los
componentes mayoritarios que
aporta para la nutricion y esta

constituida por la humedad,
cenizas, grasa, proteinas y
carbohidratos los cuales
representan la totalidad del

producto y del cual se determina
su aporte caldrico nutricional.
Actividad antioxidante: Todos los

seres vivos que utilizan el oxigeno
para obtener energia, liberan
ROS. Esta situacion es
incompatible con la vida, a menos
gue existan en las células
mecanismos de defensa que las
neutralicen (Pérez 2000).

Hipdtesis especificos:
= La composicion
guimico proximal
presenta de fruto de
tankar presenta mayor
valor energético.

El fruto de Berberis
boliviana presenta
alto contenido de
antocianinas

Los extractos presentan
una alta actividad
antioxidante frente al
trolox por ambos
métodos empleados.

DEPENDIENTE

= Composicion quimica
Indicador: Humedad,
Cenizas, Proteina,
Grasa, carbohidratos,
acidez
Indice:g/100g

= Actividad antioxidante
Indicador:
Método DPPH
Método FRAP
Indice:
-1C50
-TEAC

TECNICAS E

INSTRUMENTOS:

= Métodos de analisis fisicos

= Métodos de analisis
quimicos

= Métodos de analisis
gravimétricos, volumétricos
y espectrofotométricos.

Protocolos de andlisis
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