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RESUMEN

La demanda de colorantes naturales a nivel industrial es remplazada por los colorantes
artificiales. El trabajo de investigacion tuvo como objetivo: optimizar las condiciones
de extraccién asistida por ultrasonido de antocianinas, compuestos fenolicos y
antioxidantes provenientes de la raiz de Ajotillo (Geranium sessiliflorum Cav.). Las
variables experimentales son el porcentaje de etanol al (25, 65 y 96 %), tiempo (10, 40
y 60 min) y temperatura (20, 40 y 60 °C). La cuantificacion de antocianinas se realizd
mediante el método diferencial de pH, los compuestos fendlicos totales mediante el
método de Folin - Ciocalteu, y la capacidad antioxidante mediante el método del 2,2-
Difenil-1-Picrilhidrazilo (DPPH), Utilizando un espectrofotometro UV-VIS para los
tres analisis. Los resultados indicaron que no sea detectado antocianinas por el método
aplicado, aunque se observo un color rojo intenso a medida de la incrementacion de la
temperatura y el tiempo de extraccion. Las muestras 9y 12 presentaron los valores mas
altos de compuestos fendlicos totales, con 59.7 y 53.4 mg de acido galico/ 1 ml
respectivamente, y los parametros mas 6ptimos fueron 96 % de etanol, 59.9 minutos y
20 °C. En cuanto a la capacidad antioxidante DPPH, las muestras 14 y 1, presentaron
las concentraciones inhibitorias del 50% (CI 50), con 10.0 y 15.2 mg de equivalente
Trolox CI 50/ml ms respectivamente, considerando que a menor valor de Cl 50, mayor
poder antioxidante. Los parametros éptimos para la extraccion de antioxidantes fueron
25 % de etanol, 45.2 min y 60 °C. Este estudio destaca la importancia del uso del
ultrasonido y las variables experimentales en la obtencion de compuestos bioactivos, y
el estudio contribuye al avance cientifico en el desarrollo de colorantes naturales,
compuestos fendlicos y antioxidantes de alta calidad.

PALABRAS CLAVE: Ajotillo, antioxidantes, compuestos fendlicos, extraccion,
ultrasonido.
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ABSTRACT

The demand for natural dyes at an industrial level is replaced by artificial colors. The
objective of the research work was: to optimize the ultrasound-assisted extraction
conditions of anthocyanins, phenolic compounds and antioxidants from Ajotillo
(Geranium sessiliflorum Cav.). The experimental variables are the percentage of ethanol
(25, 65 and 96%), time (10, 40 and 60 min) and temperature (20, 40 and 60 °C). The
quantification of anthocyanins was carried out through the differential pH method, the
total phenolic compounds through the Folin - Ciocalteu method, and the antioxidant
capacity using the 2,2- Diphenyl-1-Picrylhydrazyl (DPPH), Using a UV-VIS
spectrophotometer for all three analyses. The results indicated that anthocyanins were
not detected by the method applied, although an intense red color was observed as the
temperature and extraction time. Samples 9 and 12 presented the highest values high in
total phenolic compounds, with 59.7 and 53.4 mg of gallic acid/1 ml respectively, and
the most optimal parameters were 96% ethanol, 59.9 minutes and 20 °C. Regarding the
DPPH antioxidant capacity, samples 14 and 1 presented the inhibitory concentrations of
50% (CI 50), with 10.0 and 15.2 mg of Trolox equivalent IC 50/ml more respectively,
considering that the lower the CI 50 value, the greater the power antioxidant. The
optimal parameters for the extraction of antioxidants were 25% of ethanol, 45.2 min and
60 °C. This study highlights the importance of the use of ultrasound and experimental
variables in obtaining bioactive compounds, and the study contributes to scientific
progress in the development of natural dyes, compounds high quality phenolics and

antioxidants in the food and non-food industry

KEYWORDS: Ajotillo, antioxidants, phenolic compounds, extraction, ultrasound.
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CAPITULO |

INTRODUCCION

El uso holistico de medicinas alternativas como plantas medicinales y los
suplementos dietéticos es una practica tradicional que no ha sido olvidada a pesar de la
creciente demanda de sus ingredientes (Barthelson et al., 2006, Ramirez Hernandez et
al., 2013 & Rahman et al., 2006). Como compuestos bioactivos, antioxidantes y
pigmentos naturales para aplicaciones alimentarias, no alimentarias, farmacéuticas y
cosméticas (Destandau et al., 2013). Se utiliza habitualmente diversos colorantes
sintéticos. En la industria alimentaria, El interés en los pigmentos naturales ha
incrementado significativamente a medida que los consumidores se muestran cada vez
mas preocupados por los posibles efectos secundarios de los aditivos artificiales

(Xochitl F et al., 2022).

En los Gltimos afios, se ha investigado profundamente sobre los tejidos vegetales
por contenido de antocianinas, compuestos fendlicos, debido a que muestran
propiedades convenientes para la salud tales como actividad antioxidante, capacidad
cardioprotectora, efecto antiinflamatorio, y actividad anticarcinégena (Barragan et al.,
2018), en especial a nivel del colon, por las modificaciones que pueden provocar en la
composicion de la microbiota intestinal (Muntean, 2005), varios estudios se han
enfocado en el hallazgo de nuevas fuentes vegetales con alto contenido de compuestos
bioactivos, muchas veces poco explorados en frutas y hortalizas ricas en estos
compuestos, atraen el interés sustancial de la industria alimentaria, no alimentaria y
farmacéutica, como alternativas naturales a los colorantes artificiales y por sus

propiedades terapéuticas (Sowbhagya & Chitra, 2010).
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Las antocianinas, los compuestos fenolicos y los antioxidantes son propiedades
funcionales naturales hidrosolubles que podrian ser utilizados como colorantes (rojos y
amarillos), Estas propiedades funcionales son particularmente escasos en la naturaleza;
se encuentran en las semilla, hojas y raices como betarraga (Beta vulgaris), amaranto
(Amaranthus sp.) y algunos cactus de género Opunti, como la tuna parpura, las pitayas

y pitahayas (Jin et al., 2003; Kumar & Kumar, 2022)

El Ajotilllo (Geranium sessiliflorum Cav.), es una especie originaria de las
tierras altas del Perd, como regiones de Puno, Ayacucho, Apurimac y Huancavelica. En
estas zonas se utiliza como alimento para animales, tefiido de textiles y como medicina
alternativa. Ademas, hay muchas variedades, entre las que destacan esta el Ajotillo,
carmesi, blanca y amarillo. ElI Ajotillo contiene pigmentos naturales como las

antocianinas, alégenos, quinonas y flavonoides (Tintaya, 2002).

Por lo tanto, la investigacién de propiedades funcionales que eviten todos los
posibles riesgos para la salud y el medio ambiente es de interés mundial. En general,
este tipo de antioxidantes poseen menor actividad de que esta comparando que los
sintéticos, por lo que existe mucho interés a nivel mundial en investigar nuevas fuentes
naturales de antioxidantes que sean mas efectivas y econdémicas, por ello (Asociacion
Wiflay Choqquecampi, 2021). EI Ajotillo no se abandondé la investigacion sobre el
aprovechamiento, para aumentar la productividad, diversificar su uso y obtener una
amplia gama de productos secundarios y primarios para incentivar mayores esfuerzos
por utilizarla. El proceso de extraccion de ya sea de colorantes y compuestos bioactivos
una de las deficiencias es el tiempo de extraer y el producto tiende a sufrir
contaminacion por el tiempo exceso de tiempos en maceracién (Asociacion Wifiay
Chogquecampi, 2021). Con el propdsito de mejorar el proceso de extraccién aplicando

tecnologias emergentes como el ultrasonido de potencia.
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Dentro de estos contextos, se plantea los objetivos de la presente investigacion:

1.1. OBJETIVOS GENERALES:

e Optimizar las condiciones de extraccion asistida por ultrasonido de antocianinas,
compuestos fenodlicos y antioxidantes a partir de la raiz de Ajotillo (Geranium

sessiliflorum Cav.).

1.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS:

e Determinar el efecto de la concentracion de etanol (25, 65y 96 %), tiempo (10,
40y 60 min) y temperatura (20, 40 y 60 °C) sobre el contenido de antocianinas en
la extraccion asistida por ultrasonido a partir Ajotillo (Geranium sessiliflorum
Cav.).

e Evaluar el efecto de la concentracion de etanol (25, 65y 96 %), tiempo (10, 40 y
60 min) y temperatura (20, 40 y 60 °C) sobre el contenido compuestos fendlicos
en la extraccion asistida por ultrasonido a partir Ajotillo (Geranium sessiliflorum
Cav.).

e Evaluar el efecto de la concentracion de etanol (25, 65 y 96 %), tiempo (10, 40 y
60 min) y temperatura (20, 40 y 60 °C) sobre el contenido de antioxidantes en la

extraccion asistida por ultrasonido a partir Ajotillo (Geranium sessiliflorum Cav.)
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CAPITULO 11

REVISION DE LITERATURA

2.1. ANTECEDENTES

Chen et al., (2015), realizaron una investigacion sobre las condiciones Optimas
para concentracion de HCL, la concentracion de etanol y tiempo de extraccion para el
rendimiento maximo de extraccion de compuestos fenolicos, antioxidantes y
antocianinas de los extractos de melaza de remolacha azucarard, donde utilizo el disefio
compuesto central (CCD) para optimizar los parametros de extraccion como el
contenidos total de compuestos fenodlicos, antioxidantes y antocianinas en una
concentracion de HCI 1,55-1,72 mol/L, concentracion de etanol al 57- 63 % (v/v), a una
temperatura de 41 - 48 °C y un tiempo de sustraccién 66-73 min. Los resultados
obtenidos en fenolicos totales fueron 17,36 GAE/100 ml, la actividad antioxidante fue
de 16,66 miligramo de TE/g y el total de antocianinas de 31,81 mg/100 g de extracto de

melaza de remolacha, lo que corresponde a los valores esperados.

Rolny et al., (2016), realizaron estudios sobre los compuestos bioactivos
presentes en las raices de ahipha. El estudio se enfocd en los tejidos internos y externos
de la planta, y se determind la actividad antioxidante (AA) mediante los métodos ABTS
y FRAP, junto con la cuantificacion de fenoles, flavonoides y taninos. Encontraron que
los tejidos externos presentaban una mayor concentracion de fenoles (2228,2 + 26,3 mg
acido galico/kg), flavonoides (2979,0 + 202,7 mg catequina /kg) y taninos (3582,8 +
59,6 mg &cido tanico/kg). Mientas que, en los tejidos internos, la concentracion fue
menor, con 359 * 5,5 mg acido galico/ kg (fenoles), 605,1 + 21,9 mg catequina / kg

(flavonoides) y 313,8 + 20,5 mg acido tanico / kg (tanino), respectivamente. En
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conclusion, las raices de ahipha podrian ser una excelente fuente de compuestos

bioactivos

Human & Oroche (2016) informaron que tanto los extractos etandlicos al 70 %
de Geranium sessiliflorum Cavanilles como los de Oenothera rosea mostraron una
presencia abundante de compuestos fenolicos y flavonoides. Ademas, destacaron la alta
concentracion de lactonas y taninos en el extracto de cloroférmico de Geranium
sessiliflorum Cav. Mientas que en el extracto cloroférmico de Oenothera rosea
encontraron en cantidades mas reducidas. En cuando a la concentracion Minima
Inhibitoria (CMI), se determind que el extracto etandlico al 70 % de Geranium
sessiliflorum Cav, frente a Escherichia coli cepa ATCC 35218 fue de 11 mg/50 uL. Cabe

resaltar que no se observé toxicidad en la administracion oral del extracto.

Flores et al., (2017), realizaron un estudio sobre “Extraccion de antioxidantes
de las bayas del satico (Sambucus nigra l.subsp. peruviana)”, el propdsito de este trabajo
de investigacion es evaluar el uso de catalizador, ultrasonido, microonda y maceracion
para optimizar la extraccion de antioxidantes de las bayas de satco. Concluy6 que los
métodos de maceracién a 70 °C durante 20 minutos dieron las mejores propiedades
antioxidantes, una combinacion de enzimas y horno de microondas mejora el proceso

de extraccion, dependiendo del tipo de enzima.

Espalda & bellido (2017), informaron que los variables de extraccién, incluido
el metanol. Composicion (50 — 100 %), temperatura (10 — 70 °C), amplitud de
ultrasonido (30 — 70 %), ciclo (0,2 — 0,7 s), se consideraron dos variables de respuesta:
total, antocianinas y compuestos fenolicos totales. Se encontraron la temperatura de
extraccion y la composicion del disolvente. Ser los parametros mas influyentes para las

antocianinas (48 °C y 76 %) y los compuestos fendlicos (64 °C y 61 %). Los métodos
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desarrollados demostraron alta reproducibilidad y repetitividad (RSD < 5 %). Al final,
las nuevas técnicas se implementaron eficazmente en muestras reales para investigar la
presencia de antocianinas y compuestos fendlicos totales en diversas mermeladas de

morera.

Alicia etal., (2007), investigaron el efecto del uso moderado de vino tinto sobre
varios marcadores de peligro cardiovascular, midiendo la actividad de compuestos
activos como la capacidad antioxidante, antocianinas y polifenoles, que se cuantificaron
mediante equipo de cromatografia. Obteniendo los siguientes resultados: antocianinas
226.9 mg/L en vino tinto, C.1.50% del radical libre DPPH igual a 42,27 mg/ml; cafeico
= 11,82 mg/L, kaempherol = 1,08 mg/L, quercetina = 9,40 mg/L y polifenoles totales =
1281,57 mg/L. Concluyendo que el vino tinto aument6 el HDL vy redujo el indice de

peligro cardiovascular en mujeres.

Ahmed et al., (2022), en su investigaciébn emplearon tres parametros de
extraccion: X1: temperatura ultrasonica (40-60 °C), X2: tiempo ultrasénico (30-60 min)
y X3: concentracién de etanol (40-80 %) en los ensayos TPC, DPPH y FRAP. Mediante
RSM, se determind que las condiciones 6ptimas de extraccion que maximizaban TPC,
DPPH y FRAP eran 52,03 °C de temperatura, 30 min de tiempo y 79,99 % de etanol.
En condiciones ideales, los valores experimentales para TPC, DPPH y FRAP fueron
370 + 26 mg GAE/100 g MS, 57 + 7 % y 7650 + 460 mg AAE/100 g MS,
respectivamente. Se observé una buena correspondencia entre los valores
experimentales y los predichos, con un error estandar residual por debajo del 0,2 % en
condiciones dptimas. Los coeficientes de correlacion de Pearson (r) mostraron una
correlacion débilmente positiva entre TPC y DPPH (r = 0,3508) y una correlacion

moderada con FRAP (r = 0,3963).
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Barragan et al., (2018), en su estudio del contenido de antocianinas (AT),
capacidad antioxidante y polifenoles totales (PFT) en frutos nativos de mio mio
(Coriaria ruscifolia L) de Abancay, Apurimac - Perd. Utilizaron el método de pH
diferencial para antocianinas, Folin - Ciocalteu en polifenoles totales y las pruebas de
capacidad antioxidante por TEAC ABTS y DPPH. El contenido de (AT) fueron de
440,22 (mg de cianidina 3 - glucdésido /100g), TEAC DPPH 82.70 (umol Trolox /g) y
PFT fue de 371,71 (mg acido galico/100g), TEAC ABTS 134,40 (umol Trolox /g). En
esta investigacion se encontrd que el contenido de antocianinas totales y la capacidad

antioxidante TEAC ABTS estaban significativamente correlacionados.

Oliveira et al., (2018), realizaron un estudio sobre nueva estrategia para la
determinacion de antocianinas, polifenoles y capacidad antioxidante del extracto liquido
de col roja (Brassica oleracea), utilizando espectroscopias infrarrojas y regresion
multivariante, donde estudiaron determinar las propiedades antioxidantes del extracto
de col roja (Brassica oleracea) por espectroscopias infrarrojas medias (MID) y cercanas
(NIR) y parciales regresiones de cuadrados (PLS). Variables de estudio etanol al 70%
(v/v) se concentrd a 9° Brix y mas diluido (12 a 100%) en agua. Las diluciones se usaron
como patrones externos para la obra de modelos PLS. Por primera ocasién se aplicé
para la obra de multivariantes modelos de regresion. Seleccion de predictores ordenados
(OPS) y genética, el algoritmo (GA) se uso para la seleccion de propiedades previo a la
regresion PLS (PLS-1). Ademas, la regresion PLS-2 se aplicé a cada una de las
caracteristicas al mismo tiempo. Los modelos PLS-1 dieron mas modelos predictivos
que la regresion PLS-2. No obstante, los superiores modelos fueron obtenidos por medio
de PLS y seleccion de cambiantes con el algoritmo OPS y los modelos basados en NIR

los espectros se consideraron mas predictivos para cada una de las caracteristicas.
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Entonces, dichos modelos dieron un procedimiento facil, veloz y preciso para la

decision del antioxidante del extracto de col roja.

Velasquez & Ramirez (2020), durante su proyecto de investigacion, recopilaron
informacion de que se han utilizado desde tiempo pasado, entre ellas Geranium
ayavacense y Geranium sessiliflorum que por sus diversas propiedades beneficiosos,
incluso se dispensan en establecimientos de salud. Se registraron 20 estudios de
investigacion sobre estas plantas, la mayoria de ellos etnobotanicos. La planta se utiliza
en infusion, ya sea seca o fresca. Se han realizado mas investigaciones sobre el uso de
Geranium ayavacense como agente hipoglucemiante y antibacteriano, mientras que
Geranium sessiliflorum Cav se investigd por sus propiedades antibacterianas. Sin
embargo, existe un vacio cientifico respecto a otras propiedades terapéuticas que aporta

la medicina tradicional.

Gonzélez de Peredo et al., (2019), reportaron un “Estudio de método alternativo
asistido por ultrasonido para la extraccion de los compuestos bioactivos presentes en
bayas de mirto (Myrtus communis L.)”, el objetivo fue determinar las condiciones
Optimas para los métodos de extraccion y el rendimiento de actividad antioxidante,
antocianinas y compuestos fenolicos de las bayas de mirto. Las variables de respuesta
se optimizaron mediante un disefio de Box - Behnken. Los compuestos fendlicos totales
se ven afectados por los cambios en la proporcion doble de metanol (92,8% de metanol
en agua, periodo de 0,2 s, 60 °C y 10: 0,5 ml/g) temperatura, periodo y disolvente,
muestra. La relacion de PH Y metanol (74,1% de metanol en agua a pH 7). Tuvo los
mayores efectos en las antocianinas, Sin embargo, EAU presenta la ventaja de utilizar
condiciones mas suaves para la extraccion de antocianinas del mirto, lo que hace de este

un método méas adecuado para la extraccion de estos compuestos.
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Los autores Dumitrascu et al., (2019), realizaron una investigacién con el
objetivo de identificar los parametros dptimos para la extraccion de antocianinas y
compuestos fendlicos totales de la cereza de cornalina mediante el empleo de
ultrasonido. La maxima recuperacion de antocianinas y compuestos fendélicos totales se
logré a 40 minutos a 30 °C al extraer con 80% y 60% etanol, respectivamente, segtn el
método de superficie de respuestas utilizado para las variables dependientes. La
cianidina - 3 - rutindsido y la cianidina - 3 - glucdésido fueron las dos antocianinas
encontradas por HPLC. Las antocianinas de la cereza de cornalina son termo resistentes
hasta 120 °C, pero se degradan a temperatura severa segun un estado cinético. Se
observa un modelo cinético de primer orden en las antocianinas manométricas totales,

facilitando la prediccion de los parametros de degradacion térmica.

Arrocha et al., (2021), llevaron a cabo investigaciones sobre la "Extraccion
asistida por ultrasonido de antocianinas y compuestos polifenolicos en Lias Tintas" con
el fin de maximizar la obtencion de compuestos bioactivos, antocianinas y compuestos
polifenoles. En este estudio, se empled la técnica de extraccion por ultrasonidos (EAU)
para la extraccion de antocianinas totales (AT) y compuestos polifenoles totales (CPT).
Tras ajustar las seis variables de extraccion (% de metanol, pH, temperatura, amplitud,
ciclo y relacion disolvente: masa), obteniendo de CPT: 73% de metanol en disolvente
de agua con pH 4, temperatura de extraccion de 10 °C, relacion disolvente: masa de
20:0,5 ml:g y ondas ultrasonicas con un ciclo de 0,7 s y una amplitud del 68%,
Condiciones optimas de EAU para extraer antocianinas totales: 49% de metanol, pH
6,9, temperatura de 10 °C, relacion disolvente: masa de 11:0,5 ml:g y ultrasonidodo con

una amplitud del 51% por 0,7 s.
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2.2. MARCO TEORICO

2.2.1. Ajotillo

Sindnimos

Geranium sessiliflorum Cav. Geranium malpasense R. Knuth; Geranium
pallidifolium R. Knuth; Geranium sessiliflorum Car; lanatum R. Sessiliflorum
microphyllum Kuntze; Geranium razuhillcaense; Geranium santacruzense
Knuth; Geranium sessiloflorum Fo. Geranium tucumanum R. (Paniagua-

Zambrana & Bussmann, 2020)

2.2.1.1. Distribucion

La especie (Ajotillo) Geranium sessiliflorum Cav. Esta
ampliamente difundido en la zona alto, andina de los departamentos de
Puno, Cuzco, Apurimac, Arequipa, Huancavelica, Junin y Cajamarca

(Fitogeograficos & Montoya, 2022)

Su habitat es aproximadamente desde los 4,000 a 5,482 msnm en
la zona alto, andina, se encuentra en abundancia en los lugares secos,
laderas y quebradas, en los pastizales de pastoreo, invadiendo como

maleza los campos de cultivo (Asociacion Wifiay Chogquecampi, 2021).

2.2.1.2. Descripcion

Plantas herbaceas, poseen rizomas que permiten que la planta brote
cada vez que haya humedad apropiada y desde los cuales brotan

abundantes raices secundarias (Blanca et al., 2012). Las hojas son palmas,
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de color verde, en otro caso plimbeo y pubescentes. Sus flores de color

malva en algunos casos blanco rosacea (Philipp, 1987).

2.2.1.3. Taxonomia del Ajotillo

El Ajotillo (Geranium sessiliflorum Cav.) conocido también como
Ajotillo y chili chili es una flora silvestre que crece en las zonas alto,
andinas como en el distrito de Santa Rosa, Melgar, Puno, Perli podemos
encontrar entre los 3000 - 5482 msnm, los meses de enero a junio esta en
pleno florecimiento el resto de meses se puede apreciar secAndose esta
planta, por lo visto no tienen un general aprovechamiento, solo como
alimento para los animales y muy poca informacién donde dicen que este
arbusto es utilizado como tintes naturales para el tefiido de artesanal de

fibras como medicina alternativa para algunos malestares (Tintaya, 2002).

Human & Oroche (2016), desde el punto de vista boténico clasifica

al Ajotillo de forma siguiente:

Reino: Vegetal

Clase: Equisetopsida

Sub clase: Magnoliidae (dicotiledoneas)

Sub orden: Rosanae

Orden: Geraniales

Familia: Geraniaceae

Género: Geranium
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Especie: Geranium sessiliflorum Cavanilles

Nombre cientifico: Geranium diffusum

Nombre vulgar: Ajotillo, chili chili

2.2.1.4. Aspectos boténicos

Geranium sessiliflorum Cav. (Ajotillo) una especie perenne con
muchas ramas ascendentes o0 esparcidamente, delgadas, estambres
retorcidos por debajo de 1,5 a 2,5 cm de altura casi ausentes, hojas
comprimidas redondeadas semiformes palmate 5 - 6 partidos el l6bulo
obeuneado apucalmente trilobulados, el I6bulo central frecuente mente
trilacenado, todo los I6bulos ovados obtusamente mieronadas estipulas
tubulados sin inflorescencia con extensién densamente pilosa, 2.3 cm de
longitud sépalos elipticos oblongos alrededor de 5 ml de longitud con 0.3
ml de longitud pilosa ,corola 10-12 de ancho , las espinas de los pétalos
ablanceados de 7 ml de longitud (Paniagua-Zambrana & Bussmann, 2020;

Tintaya Sullca, 2002).

2.2.1.5. Usos

El Ajotillo (Geranium sessiliflorum Cav.) todavia sin uso
industrial con un indice de valor de importancia (Lopez, 2019), Es una
planta medicinal porque contienes compuestos volatiles responsables de
su color, aroma y sabor, también como control de plagas y malezas en

vifiedos (Asociacion Wifiay Chogquecampi, 2021; Shields et al., 2016).
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A.- Usos etnobotanicos

El  (Ajotillo)  Geranium  sessilifforum  Cav.  Crece
espontaneamente en forma silvestre en las zonas alto, andinas de nuestra
region. Existen plantas de este género como el Geranium filipes killipi
que crece en estratos mas bajos, es un herbaceo perenne de las montarias
elevadas, dice que toda la planta es eficaz en la medicina y tintaria
tradicional (Cano, 2022), cumple una funcion muy importante atribuye
efectos terapéuticos de cicatrizantes, astringente interior y exterior, en
infusiones y cocimientos, polvo y tintérea (Huaman & Oroche, 2016).
Ademas, sirve para curar las heridas y fiebre, haciendo la infusion,
poderoso cicatrizante que ejerce rapido crecimiento de células de la
herida y los intestinos, érganos linfaticos, glandulares, analgésicos,
alérgicos, antiasmatico, antidiarreicos, antiinflamatorio, diuréticos,

laxantes y sedantes (Oliveira et al., 2018; Instituto Cuencas, 2012)

B.- Tintoreria

Las plantas vegetales a menudo derivan sus pigmentos de una
variedad de componentes bioactivos que no estan relacionados con el
color de la planta o el tinte que contiene (Umaru, 2023). Se utilizan como
agentes colorantes, siendo en su mayoria compuestos organicos que se
emplean para dar color a diversas sustancias, incluyendo fibras de
animales, vegetales o sintéticas, asi como a productos afines como papel

y pléstico. (Tintaya, 2002).
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2.2.2. Antocianinas

Las antocianinas son un grupo importante de pigmentos naturales
pertenecientes a la familia de los flavonoides, hidrosolubles visible al ojo humano,
que también son responsables de colores como rojos, morados y azules en diversas
frutas, verduras, flores, vegetales y cereales. Presentes en las células de las plantas
en la piel de frutas como uvas, arandanos, cereales, fresas y algunas hortalizas

(Garzon, 2008).

Ademés de proporcionar colores brillantes en la naturaleza, las
antocianinas también tienen propiedades antioxidantes que benefician la salud

humana al ayudar a proteger las células del dafio oxidativo.

2.2.2.1. Estructura de las antocianinas

Estructuralmente, forma derivados polimetoxi, polihidroxilados y
glicosilados de sales de 2 - fenil benzopirilio o sales de flavilo (Ver figura

3) (Jin et al., 2003).

Figural

Estructura de antocianinas.

Fuente : Estructura de antocianinas (Khoo et al., 2017 & Lee et al., 2005).
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Las antocianinas son glucosidos de antocianidinas (agliconas),
pertenecen a compuestos llamados flavonoides (Bonev & Alexandrov,
1993). Sin embargo, la totalidad de los flavonoides son generalmente
incolora o de color amarillo, tales como los flavonoles y las flavonas a la
vez son colorantes naturales que han suscitado un interés creciente debido
a su amplia gama decolorante, efectos inocuos y benéficos para la salud

(Castaiieda-Ovando et al., 2009).

Figura 2
Las antocianinas de rabano (derivados de pelargonidina-3-soforosido-5-
glucdsido) se han purificado y en el grafico se muestra que sus espectros

estan entre pH 1.0 y pH 4.5.

2.0
1.81
1.6 1
1.4 4
1.24
1.0
0.8
0.6
0.4

0.2 pH 4.5

0-0 T T T T 1
260 360 460 560 660 760

Wavelength (nm)

pH 1.0

Absorbance

Fuente: (derivados de pelargOnidina-3-soforosido-5-glucOsido) de pH 1.0 y pH 4.5,
(Lee et al., 2005).
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Figura 3

Estructurales predominantes de antocianinas a diferentes niveles de pH.

0-gly 0-gly
base quinonoidal: azul cation flavilio (forma oxonio): naranja a purpura
pH=7 pH=1
+H20 | | -H*

R1
HO OH OH
L =
—
2
R2

ogy O 0-gly
chalcona: incolora Pseudobase de carbinol (forma hemicetal): incolora
pH=45 pH=45

Fuente: Antocianinas a diferentes niveles de pH (Giusti & Wrolstad, 1996 & Lee et al.,
2005).

Incrementos en la hidroxilacion originan hacia tonalidad azul,
mientras que incrementa la metoxilaciones que producen coloraciones
rojas (Garzon, 2008). Los grupos hidroxilo y metoxilo de la molécula

determina su color tanto en nUmero como su orientacion.

2.2.2.2. Biosintesis de las antocianinas

Malonil CoA 'y p - cumarii - CoA, dos moléculas precursoras que
forman los anillos A y B sé condensa para formar antocianinas. El anillo
A de las antocianinas se sintetiza por la ruta del &cido malénico por la

condensacion de 3 moléculas de malonil - CoA, por lo tanto, el anillo B se
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sintetiza por la ruta del acido shikimico (Springob et al., 2003). EIl proceso
de la chalcona sintetiza, implica la participacion de P - cumaril - CoA en
una reaccién de condensacion con 3 moléculas malonil CoA para formar
la chalcona 15 C, una reaccion promovida por la chalcona sintetiza. Este
intermedio de 15 C se convierte en flavanonas en la reaccion catalizada
por chalcona isémeras (Garzon, 2008). Finalmente, las flavanonas se
convierte en las antocianinas correspondientes a través de una reaccion de
hidroxilacion en el carbono tres seguidas de deshidratacién (Garzon,

2008).
2.2.2.3. Factores quimicos y la estabilidad de las antocianinas

a. pH: Afecta la estabilidad y estructura de las antocianinas se ven
afectadas. (Timberlake, 1980).

b. Temperatura (C): Los aumentos de temperatura dan como resultado
una pérdida de azlcares glicosilantes. procesos térmicos (a
temperaturas a superiores 60°C) se descompone, Por lo tanto, las
antocianinas estan hidroxilasas son menos estables (Duan et al., 2024).

c. Oxigeno: Ocurre en su forma quinoide la eliminacién del oxigeno
protege contra la degradacion térmica (Yuan et al., 2023).

d. Acido ascorbico: Se oxida para producir perdxido de hidrégeno, que
degrada las antocianinas cuando hay oxigeno presente (Yuan et al.,

2023).
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Tabla 1

Contenido de antocianinas de algunas frutas y verduras comunes.

Contenido De

Pigmento
Fuente
(Mg/100 gr De
Peso Fresco)
Manzana 10
Mora 83 -326
Arandanos 25— 495
Repollo
25
rojo
Arandanos 60 — 200
Sauco 450
Uva 6 — 600
Cebolla
7-21
Roja
Ciruela 2-25
Rébanos
11-60
Rojos
Fresas 15-35
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Fuente: (Lee et al., 2005 & Khoo et al., 2017).

Las antocianinas que se encuentran en las plantas tienen una amplia
gama de uso (Guha, 2015). Se utilizan tradicionalmente como tinte y
colorante alimentario, asi como colorantes naturales. Algunas de las flores
y frutas ricas en antocianinas se utilizan tradicionalmente como medicina
para tratar diversas enfermedades (Khoo et al., 2017). Por lo tanto, las
antocianinas derivadas de plantas comestibles han sido estudiados por sus
propiedades medicinales por poseer propiedades antidiabéticas,
anticancerigenas, antiinflamatorio, antimicrobiano y antiobesidad efectos,
asi como la prevencion de enfermedades cardiovasculares (CVD) (Khoo
et al., 2017). Por lo tanto, las antocianinas extraidas de las plantas

comestibles son posibles ingredientes farmacéuticos (Lopez, 2019).

2.2.2.4. Método utilizado para la cuantificacion de antocianinas

A. Método espectrofotémetro

El método de diferencial de pH ha sido descrito como rapido y
facil para la cuantificacion de antocianinas monoméricas (Giusti &
Wrolstad, 1996). ElI método sustractivo se basa en el uso de un compuesto
auxiliar bisulfito como agente bloqueador: el incoloro decolora las
antocianinas, pero no tiene efecto sobre materiales que interfieren
(Barragén et al., 2020). Mediante el uso de dos procedimientos espectrales,
se puede obtener una medicién precisa del contenido de pigmento de
antocianina monomeérica total. Para determinar el contenido total de

antocianinas, se mide la absorbancia a pH 1.0 y 4.5 a Avis - max.
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2.2.3. Antioxidantes

Un antioxidante dietético es un ingrediente que se encuentra en los
alimentos que la gente consume regularmente y que ayuda a proteger los procesos
normales del cuerpo de los efectos nocivos de las especies reactivas (Shahidi &
Zhong, 2015). Como también reducir la velocidad de las sustancias auto
autooxidables y componentes clave que protegen la calidad de los alimentos
retardando la oxidacién y se pueden definirse como un grupo de moléculas
conocidas por su capacidad de neutralizar los efectos nocivos de los radicales

libres y el estrés oxidativo (Zygler et al., 2012).

Los antioxidantes actian como un sistema de defensa que previene el dafio
oxidativo provocado por los radicales libres (Chen et al., 2023). Dado que acttan
como un sistema de defensa del cuerpo, los ROS, esta es una funcion corporal

extremadamente importante (Chen et al., 2023).

2.2.3.1. Radicales libres

En su estructura, uno o mas electrones no apareados en una figura
quimica se denomina radicales libres. En realidad, durante la reaccion
en cadena, un radical libre puede alteraral millon de moléculas
(Vazquez, 2014). Forman parte de las especies reactivas del oxigeno
(ERO) o ROS (Reactive Oxigeno Especies) los compuestos en cuestién
(Coronado et al.,, 2015). Durante el metabolismo humano, se
liberan los radicales libres. También son causadas por la radiacién
(ultravioleta,  hertziana, = gamma), contaminantes ambientales
(atmosféricos, suelo, acuaticos) y mas. Podrian ser el resultado de una
dieta inadecuada, la exposicion a pesticidas o fertilizantes o el uso de
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sustancias nocivas como el alcohol, el tabaco o las drogas (Irigaray et al.,
2007). Ademas, existen altos niveles de estrés fisico o psicolégico del

metabolismo de determinadas sustancias quimicas.

2.2.3.2. Estrés oxidativo

El estrés oxidativo es un concepto vinculado a las células y las
repercusiones provocadas por los radicales libres en su funcionamiento
(Reyes et al., 2012). por lo tanto, en situaciones normales, existe un
equilibrio entre la produccion de radicales libres u otras formas reactivas
con mecanismos antioxidantes (exégenos y enddgenos) (Escorza et al.,
2009). Cuando el equilibrio se debe a una deficiencia en la via antioxidante
0 una proliferacion descontrolada de radicales libres (Coronado et al.,

2015).

2.2.3.3. Proceso de oxidacién reduccion

Existen 2 vias para prevenir al organismo de los radicales libres:
enzimaticas y no enzimaticas, tanto enddgenas como exdgenas. Su
interaccion puede ser intracelular o extracelular (Escorza et al., 2009). El
apoyo externo es necesario para la via enddgena, por lo tanto, se sugieren
los antioxidantes exodgenos, cuya importancia radica en que son aquellos
que pueden ser incluidos en la diaria se sefiala en la seccion posteriormente
(Quimica, 2020). Se analiza a continuacion un fenémeno natural bioldgico
agrupado con la salud humana y con los antioxidantes (Coronado et al.,

2015).

Se sefialé que al disimular los efectos del proceso oxidativo, la

expectativa humana de la vida humana podria aumentar (Miranda et al.,
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2000). En consecuencia, las especies reactivas del oxigeno, como los
radicales libres, conseguir alterar la membrana interna o el ADN
mitocondrial, lo que resulta un mayor dafio y aumento del estrés oxidativo
(Islam et al., 2018). Esto se debe a una mayor produccion de ERO y ala
pérdida del equilibrio requerido por la célula, al generarse més oxidantes,
sefiala que el genoma mitocondrial, el cual es producido por la misma
mitocondria, es susceptible al ataque de los radicales libres (Zeng et al.,

2023).

Figura 4

Interaccion entre radicales libres y antioxidantes

A) Macromolécula normal C) Participa antioxidante

N

=+ Blectrones

/'m

B) Macromolécula + oxigenc
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\ Vitamina E
2 Electron no
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(se oxida)
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libres fno es perjudicial
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Fuente: (Coronado et al., 2015).

2.2.3.4. Funcidén antioxidante

En la actualidad, existe un gran interés en investigar los
antioxidantes y productos de origen natural en comparacién con los de
origen sintético (Tamta et al., 2016). Aunque aditivos alimentarios como

BHT (Butilhidroxitolueno), TBHQ (Terbutilhidroquinona), BHA
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(Butilhidroxianisol) o Propilgalato se utilizan en productos de consumo
diario y estan regulados por la ley, su consumo excesivo puede tener
efectos toxicos (Estévez Brito, 2016). Se han establecido las propiedades
médicas y fisioldgicas de las especias y condimentos que son de gran
interés para la sociedad (Arora & Kaur, 1999 & Simdes et al., 1999), en
especial, los antioxidantes alimentarios son importantes para prevenir
lesiones inflamatorias, deficiencias nutricionales, enfermedades
autoinmunitarias, Parkinson, infartos de miocardio, neurodegenerativo,
envejecimiento, neoplasias y diabetes (Gutteridge & Halliwell, 2000). Esto
se debe a la produccion de radicales libres. En las Gltimas décadas, el
namero de publicaciones cientificas relacionadas con antioxidantes ha
crecido. Los antioxidantes de origen natural han sido objeto de interés por

tres razones principales (Miller & Rice-Evans, 1996).

1. Beneficios estdn en la presencia de agentes fotoquimicos con
propiedades antioxidantes en bajas concentraciones con respecto al
sustrato a oxidar, puede retardar o incluso prevenir la autooxidacion o la
oxidacion causada por radicales libres, pero no puede intervenir en las

posteriores oxidaciones (Miller & Rice-Evans, 1996).

2. Las ventajas de incorporar antioxidantes naturales para combatir
enfermedades cronicas degenerativas y ralentizar el proceso de

envejecimiento (Coronado et al., 2015).

3. La mayor sensacion de inseguridad de las personas al consumir
antioxidantes sintéticos por ello una preferencia generalizada en la

poblacién mundial por los antioxidantes naturales en comparacion con los
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sintéticos, siendo los primeros mucho mas aceptados y demandados en el
ambito comercial (Dorman & Hiltunen, 2004). La ingesta dietética de
antioxidantes naturales sugieren un aumento significativo de las defensas
naturales del organismo, lo que lleva al reconocimiento de que el consumo

de antioxidantes es sindnimo de salud (Coronado et al., 2015).

Los alimentos que han sufrido oxidacion pierden gran parte de su
valor nutricional porque implica la perdida de vitaminas, acidos grasos
esenciales, calidad sensorial, color, textura, sabor y acorta la vida atil del
alimento y puede hacer que los consumidores lo rechacen (Singh et al.,

2023).

Son sustancias que pueden proteger a las células y otras moléculas
del dafio de los radicales libres, estas son reacciones quimicas que
trasfieren electrones de una molécula a un agente oxidante, generando
radicales libre que inician la reaccion cadena y terminando esta reaccion
en cadena al inactivar los radicales libres (Dorman & Hiltunen, 2004 &

Olsen, 2021).

2.2.3.5. Clasificacion de los antioxidantes

Se pueden clasificar en diferentes categorias segun sus

propiedades quimicas y sus funciones en el organismo.

1) Antioxidantes enddgenos:
e Catalasa: Enzima que convierte el per6xido de hidrégeno en
agua y oxigeno, reduciendo el estrés oxidativo (Criado & Moya,
2009).

2) Antioxidantes exdgenos
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e Vitaminas: Esta incluye la vitamina C (&cido ascorbico) y la
vitamina E (tocoferoles y tocotrienoles) (Criado & Moya, 2009).

e Minerales: Como el selenio y zinc que forma parte de las
enzimas antioxidantes (Criado & Moya, 2009).

e Carotenoides: Pigmentos vegetales como el betacaroteno,
licopeno y la luteina (Criado & Moya, 2009).

e Glutation: Un tripéptido presente en muchas células que
desempefia un papel central en la proteccion antioxidante (Criado
& Moya, 2009).

e Coenzima Q10: Un componente importante en la cadena de
transporte de electrones en las mitocondrias (Criado & Moya,
2009).

3) Antioxidantes Sintéticos

Se utilizan en la industria alimentaria como conservantes para
prevenir la oxidacién y el deterioro de los alimentos, contienen
sustituciones alquilicas para aumentar su solubilidad en grasas y
aceites, estables al calor y, a menudo, se usan para estabilizar las
grasas en los alimentos cocidos y fritos (Koh & Surh, 2015). Pero
desde el punto de vista de la seguridad alimentaria, siempre estan
sujetos a constantes cuestionamientos y limitaciones, dado que se ha
reportado que serian carcinogénico (Ramis-Ramos, 2003b). Para
evitar que se formen perdxidos durante el almacenamiento, se afiaden
antioxidantes sintéticos en cantidades no superiores al 0.02% del
contenido de grasa o aceite del alimento, aconsejan antioxidantes

naturales como sustancias mas saludables (Ramis-Ramos, 2003a).
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4) Antioxidantes Naturales

Los antioxidantes naturales presentes en los alimentos
integrales son conocidos por sus beneficios para la salud. Estos
compuestos fendlicos tienen su eficacia determinada por la reaccién
del hidrégeno fendlico con los radicales libres, la estabilidad de los
radicales antioxidantes formados durante dicha reaccion y las
sustituciones quimicas presentes en su estructura basica (Coelho et al.,
2022). Este ultimo factor contribuye a la capacidad antioxidante

natural y estable de estos compuestos (Coelho et al., 2022).

Existen varios antioxidantes naturales que se destacan por su
efectividad, como el R-caroteno, la vitamina C, la vitamina E y el
selenio. Ademas, la vitamina E es un antioxidante importante que
actta en la fase lipidica de todas las células y dona electrones a los
radicales libres, lo que protege a nuestras células del dafio (Zamora,

2007).

Las clasificaciones de antioxidantes exdgenos, endégenos y
cofactores se clasifican en la tabla 2 (Hefied et al., 2023). Cuando el
equilibrio entre antioxidantes y oxidantes aumenta, se pierde a favor
de los radicales libres , se produce estrés oxidativo y se producen

enfermedades (Mayor-Oxilia, 2010).

5) Hidrofilicos y lipofilicos
Algunas plantas producen antioxidantes como parte de su

defensa contra las presiones ambientales y los depredadores.
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e Antocianinas: Pigmentos responsables de los colores rojos y
azules y morado de frutas y verduras (Gonzales Jamanca &
Alfaro Cruz, 2017).

e Curcumina: Componente activo de la curcuma con
propiedades antioxidantes y antiinflamatorias (Gonzéles
Jamanca & Alfaro Cruz, 2017).

e Vitamina C: Se encuentra en frutas citricas, fresas, kiwi y
verduras como pimientos y brocoli (Gonzéles Jamanca & Alfaro
Cruz, 2017).

e Vitamina E: Abundante en aceite vegetal, frutos secos y

semillas (Gonzéles Jamanca & Alfaro Cruz, 2017).
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Tabla 2

Clasificacion de antioxidantes exdgeno, enddgeno y cofactores.

Exo6genos Enddgenos Cofactores
Vitamina E Cobre
Vitamina C Zinc
Beta caroteno Manganeso
Fenoles Flavonoides Enzimas Hierro
Superoxido
Dismutasa (SOD)
Catalasa

Licopeno

Glutatién peroxidasa

Selenio

Fuente: adoptado segun la teoria de (Speisky & Jiménez, 2000).

2.2.3.6. Método utilizado para evaluar la capacidad antioxidante

El radical libre DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidracil) es estable en

medio organicos y que puede obtenerse sin ninguna preparacion previa.

La reduccion de DPPH se puede monitorear a través de la

disminucion en la absorbancia a una longitud de onda especifica. En su

forma de radicales libres, DPPH absorbe a 515 nm. Cuando se reduce con
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antioxidantes, esta absorcion caracteristica desaparece (Brand- Williams

etal., 1995).

El método DPPH es un método de neutralizacion de radical libre
de 2,2 -difenil-1-picrilhidracil (Figura 7). Los radicales libres y estables
son sustancias que miden la capacidad de absorcion de todo aquel

compuesto con actividad antioxidante (Prior et al., 2005).

Figura 5

Estructura quimica de DPPH

N—N NO 5

Fuente: (Prior et al., 2005).

La solucion de reactivo de DPPH tiene un color violeta y con una
absorcién de 515 nm (Prior et al., 2005). La reaccidon consiste en la
sustraccion de un atomo de hidrogeno del donador (antioxidante) por el
radical libre DPPH (Kim et al., 2002). Lo que resulta en un cambio del
color violeta a amarillo, el grado de descoloramiento indica la habilidad
del antioxidante de secuestrar al radical libre; el que se lee en
espectrofotometro después de veinte a treinta minutos de reaccion (Brand-

Williams et al., 1995).
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DPPH (VIOLETA) *+ A H =——p DPPH -H (AMARILLO) +A*

DPPH+ R* —_— DPPH -R

Método para medir la capacidad antioxidante, segun Paduch et al

el., (2008. Citado por Matuszewska et al., 2018).

El método descrito se fundamenta en la capacidad antioxidante de
una muestra ante la decoloracion del radical 1,1- difenil-2-picril-hidrazilo
(DPPH). Para ello, se afiadieron 100 pl de la muestra a concentraciones
entre 6,25 y 800 pug/ml previamente mezclado con 0,1 ml de una solucion
de DPPH (0,2 mg/ml en etanol), y se midi0 la absorbancia a 517 nm tras
30 minutos de incubacion a temperatura ambiente. Como controles
positivos se utilizaron Trolox y &cido ascorbico (Vit. C), estandares

reconocidos por su elevada actividad antioxidante.

2.2.4. Compuestos fendlicos

Los compuestos fendlicos se caracterizan por ser uno de los grupos de
micronutrientes que se encuentran en el reino vegetal, formando por mas de 8.000
estructuras identificadas (Shen et al., 2022). En la década de los noventa del siglo
pasado, percepcion de estos compuestos cambia drasticamente, incrementandose
el interés por sus efectos beneficiosos para la salud, como las enfermedades
cardiovasculares (Vita, 2005), las enfermedades neurodegenerativas, y en general
en todas las enfermedades asociadas al estrés oxidativo. Los numerosos
beneficios que aporta por la extensa variedad de compuestos fendlicos se ofrece
segun sus propiedades antiinflamatorias (Rahman et al., 2006). Anticancerigenas
y fundamentalmente, a sus propiedades antioxidantes, asi como la gran

abundancia de estos compuestos en nuestra dieta cotidiana, son de un gran interés
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desde el punto vista cientifico empresarial y farmacologia, lo que ha generado un

interés considerable (Pérez-Leonard & Heidy, 2006).

Tabla 3

Contenido de fenoles en algunos alimentos.

Fenoles (Acido galico mg/

Alimentos

100 gr Muestra)
Uva 24.63
Hojas De Pepino 0.38
Papaya 91.06 + 3.00
Hojas De Zanahoria 0.74
Cascara De Zanahoria 0.66
Ajo 5.84
Ciruela 211,15
Aréndano 1 574
Camote Morado 945
Manzana de anacardo 41.01
Rabano 45.9

Fuente: contenido de fenoles segin (Oliveira et al., 2023)

2.2.4.1. Clasificacion de compuestos fendlicos o polifenoles

Los compuestos fendlicos o polifenoles se clasifican en clases y
subclases que estan determinadas por la cantidad de sus anillos fendlicos,
como flavonoides, acidos fendlicos, estilbenos y lignanos (Ignat et al.,

2011).
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Estos compuestos incluyen polimeros con varios anillos

aromaticos, incluidos taninos, asi como moléculas basicas de bajo peso

molecular.

Figura 6

Clasificacion de compuestos fendlicos o polifenoles.

e

. Acido
1. Acidos Fendlicos . Aeido
. Acido salicilico
. Flavonas
. Flavonoles
Compuestos 3 . Flavononas
fenolicos o - Flavonoides
polifencles - Antocianinas
. Isoflavonas
. Carequinas
3. Lignanos —
4. Estilbenos
5. Taninos
e

Fuente: Adaptado segln (Ignat et al., 2011).

1. Acidos fenolicos:

Se encuentran enlazados en forma estan en éster, éter o enlace
acetal o también se encuentran libres en las plantas, en ellos tenemos
el acido hidroxibenzdico y el &cido hidroxicinamicos y desempefiando
diversos roles (Quifiones & Aleixandre., 2012). Como proteccion

contra el ambiente y la interaccion con otros organismos (Ignat et al.,

2011).
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b) Acido hidroxicinamicos: Utilizado en la prevencion y
tratamientos de diversos enfermedades (Ebrahim et al., 2022),

incluyen &cido ferdlico, &cido cafeico y acido p - cumarico.

Figura 7

Estructura del &cido cinamico.

0
Re X" "0H

Tabla 4

Grupos que contienen para formar los &cidos

hidroxicinamicos.

Nombre del
R2 R3 R4 R5
acido cindmico

p-cumarico H H OH H
Cafeico H OH OH H
Ferulico H OCHs OH H
Sinéptico H OCHs OH OCHs3

Fuente: Adaptado a (Robbins, 2003).
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c) Acido hidroxibenzdicos: Tiene la estructura basica de C6-C1,
como los acidos galicos, hidroxibenzoico, protocateculico,
vanillico y siringico. Al igual es un compuesto de estructura
compleja como los taninos condensados e hidrolizables
(Ebrahim et al., 2022).

d) Acido salicolico: Es un derivado del &cido benzoico, es

importante mencionar debido a su relevancia biolégica (Ebrahim
etal., 2022).

2. Flavonoides:

Son los responsables del color rojo - azul de las frutas, vinos y
verduras, principales fuentes, flores y fruto de las plantas, existen mas de

4000 (Estrada-Reyes et al., 2012).

Estos son flavonas, flavanonas, isoflavonas, antocianidinas y
flavanoles compuestos de bajo peso molecular que comparten un

esqueleto comun de difenilpiranos (C6-C3-C6) (Tripoli et al., 2007).

(Figura 10), compuesto por dos anillos de fenilos (A y B) ligados

a través de un anillo C de pirano (heterociclico) (Ferreira et al., 2015).
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Figura 8

Estructura béasica de un flavonoide.

Fuente: (Ferreira et al., 2015).

a) Flavonas: Sin embargo, podemos encontrarlos con gran
abundancia en el perejil y apio Poseen la luteolina y la apigenina
(Ignat et al., 2011).

b) Flavonoles: Son los que se encuentran en verduras, las frutas y
algunos alimentos ricos en flavonoles incluyen quercetina,
kaempferol y miricetina (Quifiones & Aleixandre., 2012).

¢) Flafononas: Son naringenina.

d) Antocianidinas: Quimicamente son glicésidos de las
antocianidinas, es decir, estan constituidas por una molécula de
antocianidina, que es la aglicona, a la que se le une un azucar por
medio de un enlace glucosidico (Riverdn, 2023).

e) Isoflavona: Tienen grupos hidroxilos en los carbonos C7 y C4,
que se encuentran en la estructura molecular de la hormona estriol,
pueden unirse a los receptores de estrogeno y, por lo tanto, se
clasifican como fitoestrogenos también encontramos en alimentos

cuatro formas de Isoflavonas : aglicona, 7 - O - glucésido, 6""- O
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-acetil -7- O -glucdésido y 6”"- O — malonil - 7-Oglucosido (M .
Quifiones & Aleixandre., 2012).

f) Catequinas: Presente ente verde otros alimentos, y se asocian con
efectos antioxidantes.

3. Lignanos:

Compuestos encontrados en semillas, granos enteros y algunas
frutas. Tienen actividad antioxidante, teniendo efectos beneficiosos para

la salud (Boluda et al., 2005).

4.  Estilbenos: Se encuentra en la piel de uvas y el vino tinto
(resveratrol)y el piceatannol, asociada con propiedades
antioxidantes y otros posibles beneficios para la salud (Moss et al.,
2013).

5. Taninos:

Se encuentran en alimentos como el té, el vino tinto, algunas frutas y
ciertos tipos de frutas secos. Tienen la capacidad de unirse a proteinas y
otros compuestos, lo que puede afectar la astringencia y la opacidad

precipitante de las proteinas (Mueller et al., 2019).

Figura 9

Clasificacion de los compuestos polifendlicos.
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Soadvendoon

0
Flavan R=H  Flavanone R=H  Flavone
R=0H Flavan-20l R=0H Flavonol

Fuente: (Ferreira et al., 2015 & Hernandez et al., 2019).

Tabla b

Contenido de compuestos fenolicos en frutas y tubérculos.

Contenido de
Fruta/ tubérculo Solvente compuestos

fendlicos

Metanol - formico (3 2010,40+ 0,02 png

Tamarillo
%) GA/g BH
) Metanol - formico (3 1700,48 + 0,0007
Ciruela
%) ug GA/g BH
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Naranja

Patata

Beterraga

Kiwi

Carambola

Papaya

Cereza

Mango

Aguacate

Lulo

Uchuva

Araza

Arrayana

Metanol - férmico (3
%)

Metanol - férmico (3
%)

Metanol - formico (3
%)

Metanol - formico (3
%)

Metanol - férmico (3
%)

Metanol - férmico (3
%)

Metanol - férmico (3
%)

Metanol - férmico (3
%)

Metanol - férmico (3

%)

Metanol - Agua (1:1)

Metanol - Agua (1:1)
Metanol - Agua (1:1,
v/iv pH 2)

Metanol - Agua (1:1,
v/iv pH 2)

1511,26 + 0,0162
ug GA/g BH

1441,44 + 0,06 pg
GA/g BH

1423,45 + 0,02 pg
GA/g BH

1298,90 + 0,03 ng
GA/g BH

1140,26 + 0,02 pg
GA/g BH

977,16 + 0,02 pug
GA/g BH

994,08 + 0,0157 pg
GA/g BH

971,52 + 0,0135 pg
GA/g BH

597,96 + 0,0061 pg
GA/g BH

583+£239ug AG/ g
BH

404,5 £ 9.3 ng AG/
g BH

1110 + 3,64 pg
GA/g BH

1870 + 3,87 pug
GA/g BH
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Metanol - Agua (1:1, 6350 =+ 2,71 pg

Curuba
v/v pH 2) GA/g BH
_, Metanol - Agua (1:1, 418 + 1,54 ug GA/g
Borojo
viv pH 2) BH
) Metanol - Agua (1:1, 1920 =+ 11,5 pg
Guaba
viv pH 2) GA/g BH
o Metanol - Agua (1:1, 4450 =+ 152 pug
Marafion
viv pH 2) GA/g BH
) Metanol - Agua (1:1, 707 £2,27 ug GA/g
Granadilla
v/v pH 2) BH
Metanol - Agua (1:1, 3090 + 6,81 ug GA/
Guayaba
v/v pH 2) g BH
Metanol - Agua (1:1, 368 +0,76 ug GA/g
Papaya

v/v pH 2) BH

Fuente: (Mufioz et al., 2015).
2.2.4.2. Método utilizado para la cuantificacibon de compuesto

fenolico

Dada su importancia para la preservacion de la salud humana,
actualmente resulta cada vez mas necesario medir las cantidades de
compuestos fendlicos que se encuentran en los alimentos incluidos los que

se encuentra en diversas plantas y cultivos.

a) Método espectrofotometria

La prueba de Folin - Ciocalteu se emplea para la determinacion
cuantitativa de la cantidad total de compuestos fenolicos siendo este

método mas comunmente aplicado. El reactivo de Folin - Ciocalteuse
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utiliza en un entorno alcalino para evaluar la cantidad de compuestos
fendlicos de una muestra dada (Brune & Hallberg, 2000 & Arora & Kaur,

1999).

Para cuantificar los compuestos fendlicos totales, se prepard una
solucion de carbonato de sodio y Folin-ciocalteu 0,2N. Se tomaron 500
pl de muestra y se mezclaron con 250 ul de Folin-ciocalteu 0,2N.
Posteriormente, se agregaron 1250 ul de carbonato de sodio (Cruz,
2014). La solucion total se homogeneizo y agit6 con un agitador eléctrico
antes de dejarla reposar por 30 minutos a temperatura ambiente en la
oscuridad. Luego, se midio la lectura correspondiente a una longitud de
onda de 765 nm. Se prepard un blanco con agua destilada en lugar de la
muestra y se trabajo bajo las mismas condiciones. Este blanco se utilizé

para calibrar el espectrofotometro (Cruz, 2014).

2.2.5. Tecnologias de extraccion

El proceso de extraccion en una técnica que se centra en la separacion de
uno o mas elementos contenidos en un producto, empleando para ello. Un
disolvente que en circunstancias especificas, transferira el compuesto presente en
una mezcla a una forma liquida o sélida que se puede utilizar como subproductos,
ya que las técnicas propuestas se consideran amigables con el medio ambiente y
permiten el uso de solventes GRAS, que son favorables para aplicaciones en
alimentos, los procesos de extraccion secuencial se ven con expectativa para la
recuperacion de fotoquimicos a partir de subproductos alimentarios (Vigané &

Martinez, 2015). Las técnicas combinadas promueven una mejor exploracion de
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la matriz vegetal, lo que conduce a la extraccién de diferentes clases de sustancias

de la misma fuente (Vigané & Martinez, 2015).

La extraccion es importante en la recuperacion de residuos agroindustrial
asi obtener compuestos bioactivos, Sin embargo, es crucial investigar estos
compuestos porgue no existen protocolos establecidos para su extraccion (Soto,
2015). Donde se encuentra disponibles técnicas de extraccion no convencionales

y convencionales.

Las técnicas convencionales para extraer compuestos fendlicos de
vegetales, demandan grandes cantidades de solvente, un periodo de extraccion
prolongado y temperaturas altas, todo lo cual resulta en la perdida de estos
compuestos fendlicos por ionizacion, hidrdlisis y oxidacion durante la ejecucion,
y la recuperacion se dificulta al emplear mayor cantidad de disolvente, debido a

su naturaleza polar (Fernandes et al., 2022).

Actualmente existe métodos no convencionales que tienen un proceso méas
efectivo, requieren menos solventes y tiempos de extraccion y ademas logran una

mejor recuperacion de estos compuestos (Larrea, 2012).

2.2.5.1. Extraccion convencional solido — liquido

Métodos clasicos de extraccion de compuestos de matrices
vegetales, se realizan mediante el uso de un disolvente, también conocida
como extraccion solido -liquido, que involucra calor y agitacién (Farooq
et al., 2022). EI Soxhlet, la percolacion, la maceracion y destilacion son
algunos de los métodos utilizados en vegetales, en particular para obtener

compuestos fendlicos presentes en residuos (Vigan6 & Martinez, 2015).
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Tenga en cuenta que la extraccion convencional se caracteriza por utilizar

tiempos prolongados de extraccion y grandes volimenes de solventes.

a) Extraccion por maceracion: Es la extraccion de los compuestos
quimicos de un producto en estado sélido al sumergir en liquido
durante un periodo de tiempo y temperatura ambiente o frio en
agitacion frecuente y protegido de luz solar pasado la Gltima etapa
por separar por medio de colado o prensado (Buxing Han, 2019;

Flores, 2017).

b) Extraccion por Soxhlet: La extraccion de compuestos lipidicos se
realiza a menudo utilizando esta técnica. Una de las ventajas de
este método es que no depende de la matriz y no requiere
supervision constante. Ademas, existen equipos automaticos que
se pueden utilizar. Sin embargo, este método también tiene
desventajas. Se necesita mucho tiempo para la extraccion, asi como
una gran cantidad de solvente. Ademas, después de la extraccion,

se debe realizar una concentracion (Zygler et al., 2012).

c) Extraccion por percolacion: Es uno de los métodos mas efectivos
para realizar extracciones, consistente en la percolacién de drogas
0 mezclas de drogas pulverizadas. Este proceso se lleva a cabo
mediante un dispositivo denominado percolador, donde un
disolvente fluye de manera continua y descendente hasta agotar el

material (Qiang et al., 2017).

d) Extraccidn por decoccidon: Método extractivo enérgico en que el
solvente actla a temperatura de ebullicion lenta, durante 15 a 30
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minutos, dejando enfriar a 40 - 45 °C en seguida pasa por filtracion

(Lopez, 2019).

2.2.5.2. Extraccion no convencional

Estas nuevas técnicas se desarrollaron con el fin Brinda la extraccién
de compuestos de alta calidad, al emplear cantidades reducidas de
solvente, lo cual resulta en la generacibn de menores residuos,
contribuyendo asi a practicas mas sostenibles y respetuosas con el medio
ambiente segun (Farooq et al., 2022; Vigané & Martinez, 2015). Estos
métodos como: extraccidn asistida por ultrasonido, fluidos supercriticos,
turbo, tecnologia de microondas, y eléctrica, técnicas con la finalidad de

facilitar buenos resultados (Vigan6 & Martinez, 2015).

a) Extraccion asistida por ultrasonido (EAU): Dependiendo de
efectos que se producirdn en el mismo existente varios tipos de
sistemas de aplicacién del equipo es fundamental conseguir un buen
acople entre el sistema de aplicacion y el medio para que el sistema
sea eficiente, haciendo llegar asi la mayor cantidad posible de
energia a la muestra a tratar es una de las mas recientes tecnologias
(morata, 2015). Los bafios de ultrasonido (sonicacion indirecta) y los
sistemas tipo sonda (sonicacién directa) son los dos principales
sistemas comerciales para aplicar ultrasonido en un medio liquido

(Lavilla & Bendicho, 2017).

Figura 10
Meétodos principales de irradiacion de los ultrasonidos: a) y b)
indirecto y c) directo.
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‘~ ~ Ultrasound
Transducer Transducer

Fuente: (Inmaculada et al., 2014)

Los bafios de ultrasonido constituyen quizés el sistema de
generacion de ultrasonido indirecto més conocido y accesible en un
laboratorio dado su bajo coste y facil mantenimiento (Koshani &
Jafari, 2019; Ciudad, 2018). Estos dispositivos constan de un tanque
en el que se han fijado uno o mas transductores o generadores
electromecénicos de ultrasonido, normal mente en el fondo, a
frecuencia entre 20 y 40 KHZ. También se puede utilizar titanio u
cuarzo, han sido fijados, a menudo en la parte inferior (Xu et al.,
2021). Donde la muestra es sumergida en agua o0 en una disolucién
de forma que el ultrasonido son irradiados a través del medio liquido

(Mason,1998, citado por Ciudad S, 2018).

Figura 11

Esquema de un bafio de ultrasonido.
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Fuente: (Koshani & Jafari, 2019).

- Las ondas ultrasonicas abarcan distintos parametros segun el

manual de uso (Codigo, 2011).

- Longitud: Es la separacion entre dos puntos consecutivos en una

onda ultrasonica (Codigo, 2011).

- Amplitud: magnitud maxima de la onda de ultrasonido, distancia

del punto medio hasta el pico de la onda (Codigo, 2011).

- Frecuencia: en kHz, es la relacion entre el nimero de ciclo de onda

y un segundo.

- Velocidad: medida en metros por segundo (m/s), la frecuencia y

longitud de onda (Codigo, 2011).

- Potencia: relacion entre cantidad de energia trasladada y la cantidad

de tiempo utilizado expresada en (W) (Codigo, 2011).

- Intensidad: se mide en W/cm? y es la relacion entre una unidad de

potencia y una unidad de area.
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La erosién es otro proceso que permite que el disolvente
atraviese la matriz con mayor facilidad. Sucede cuando las burbujas

implosionan.

a.1l.) Parametros que afecta el proceso de EAU

Para aumentar la extraccion de compuestos en una matriz
mediante el uso de ondas ultrasénicas, es esencial optimizar diversos
parametros que afectan la generacién de ondas. Estos incluyen
factores como frecuencia, temperatura, tiempo de exposicion,
concentracion de solvente, potencia, distribucion de ondas, tamafio

de particula, entre (Coelho et al., 2022).

1) Tiempo: Crucial ya que amplifica la interaccion soluto —
disolvente y la transferencia de masa. Cuando mayor sea el
tiempo de extraccion, mayor sera la eficiencia en la extraccion
(Coelhoetal., 2022). Es importante recordar que la Zonificacién
puede alterar los compuestos de la muestra en funcién de la

estabilidad o la energia del ultrasonido.

2) Temperatura: Es recomendable para extraer compuestos
bioactivos, durante bajas temperaturas, ya que puede alterar la

muestra a altas temperaturas (Azuola & Vargas, 2007).

3) Disolvente: Cantidad de cavitacién depende de la tension
superficial, la densidad y la presion de vapor del medio (Azuola

& Vargas, 2007; Santos et al., 2005).
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4) Tamafo de Particula: Para mejor transferencia de masa, el
tamafio de particula de la muestra debe ser pequefio porque esto
facilita la penetracion del liquido en la matriz (Azuola &

Vargas, 2007; Santos et al., 2005).

b) Extraccion con liquidos a alta presion (PLE): El proceso se basa
en la utilizacion de alta presion (0.1 — 20 MPa) junto con un solvente,
como metanol, hexano, etanol, éter, entre otros, para la extraccion de
compuestos de matrices vegetales. La particularidad radica en que,
al someter los solventes a altas presiones, se conservan en estado
liquido incluso a temperaturas superiores a su punto de ebullicion,
ofreciendo asi una ventaja significativa en el proceso (Buxing-Han,

2019).

c) Extraccion por microondas: En comparacion con otras técnicas, la
extraccion por microondas tiene la ventaja de ser rapido y utilizar
menor cantidad de disolventes. También se puede inspeccionar
pardmetros como tiempo, energia y temperatura en el proceso (Gomez

et al., 2020).

d) Extraccién con fluidos supercriticos (SFE): El fluido Diéxido de
Carbono (COy), disolvente mas utilizado en estado supercritico, se
pueden ajustar para proporcionar extractos con composiciones
deseables (mejoras de selectividad), mientras que al mismo tiempo
asegura un proceso de separacién inocuo tanto para la salud humana

como para el medio ambiente (LOpez-Hortas et al., 2022).
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ﬂ. UNIVERSIDAD

2.3. OPTIMIZACION

La optimizacion se puede definir como el proceso de seleccionar de un conjunto
de alternativas posibles la que mejor satisfaga con los objetivos propuestos (Wang et al.,
2023). Actualmente, el mejor proceso debe ajustar el flujo de actividades, entradas y
salidas para asegurar la mejor calidad al menor costo y en el menor tiempo posible

(Kumar et al., 2008).

2.4. SUPERFICIE DE RESPUESTA

Es un conjunto de técnicas matematicas y estadisticas para modelar y analizar
problemas que se ven afectados por una variable de interesen (Wang et al., 2023). Esto
se logra determinando las condiciones dptimas de operacién del sistema (Bezerra et al.,
2008). La optimizacion mediante superficies de respuesta permite al tecndlogo de
alimentos minimizar los costos, maximizar ganancias, reducir el uso de ingredientes o
conservantes costosos y mejorar caracteristicas deseadas de un producto alimenticio sin
comprometer, la seguridad alimentaria durante el desarrollo de un nuevo producto
(Ferreiraetal., 2007). La principal ventaja de las superficies de respuesta es que reducen
el numero de experimentos necesarios para obtener resultados estadisticamente validos
y son mas rapidas y entregan mas informacion que las evaluaciones clasicas en las que

se estudia una variable a la vez (Hefied et al., 2023).

Factores. - Estas son las condiciones del proceso que influyen la variable de respuesta

pueden ser cuantitativos o cualitativos.

Respuesta. - Cantidad con unidad de medida medible cuyo valor esta influenciado por

el cambio en nivel del factor. El interés principal es optimizar dicho valor.
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CAPITULO I

MATERIALES Y METODOS

3.1. LUGARES DE EJECUCION

El estudio de investigacion se llevo a cabo en varios lugares de Peru, los cuales

son:

o Laboratorio de la Facultad de Medicina Veterinaria Zootecnia, ubicado en el

Centro Experimental La Raya UNA - Puno, a una altitud de 5.482 msnm.

o Laboratorio de Microbiologia de la Escuela Profesional de Ingenieria
Agroindustrial, en la Facultad de Ciencias Agrarias, Universidad Nacional del

Altiplano, a una altitud de 3.824 msnm.

o Laboratorio de Cromatografia y Espectrometria, Pabellon de Control de Calidad,
de la Facultad de Ciencias, Universidad Nacional de San Antonio Abad del Cusco,

ubicado en AV. De la Cultura 733 Cusco, a una altitud de 3.399 msnm.
3.2. MATERIALES
3.2.1. Materiales de laboratorio

e Tubos de ensayo con tapon.

e Pipetas (0,5 ml a 10 ml).

e Probetas (100 ml y 500 ml).

e Vasos de precipitados (100 y 250 ml).
e Embudo de vidrio PIREX ®.

e  Papel filtro N.° 40.
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e Matraz Erlenmeyer (250 ml y 500 ml).

e Envase bolsa hermético.

e Fiola (10,100 y 150 ml).

e Pizeta (500 ml)

e Cubetas de pléastico de 3 ml para espectrofotometria visible.

e 60 envases de vidrio de color &mbar.

Papel aluminio.

3.3. EQUIPOS

e Centrifugador, Centurion Scientific C2006.

e Estufa marca FELISA, Modelo FE-230.

e Balanza analitica Ohaus, Adventure (Parsippany,New Jersey).
e Molino Pulverizador FRITSCH (6,000 y 20,000 rpm)

e Ultrasonidos UP100ST (100W,24kHz).

e Refrigerador HLR120-GX.

e Termometro digital HANNA INSTRUMENTS (-35 A 300°C).
e Espectrofotometro Genesis 20 Thermo Electron.

e pH- Metro - HANNA EDGE®HI2020.

Cronometro digital 30 tiempo Leap.

3.4. REACTIVOS

e Etanol de uso alimentario de graduacion de 96 / 96 (C-HsO).
e Reactivo de Folin - Ciocalteu.
e (Carbonato sodico (Na2CO:s).

e 2,2- difenil-1- picrilhidrazil (DPPH)
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e Acetato de sodio (C2H3sNaOy).

e Acido clorhidrico (HCL).

e Hipoclorito de sodio (NaClO).

e Metanol (CHsOH o CH4O).

e Solucion buffer de Cloruro de potasio (K Cl).

e Material de limpieza.

3.5. MATERIAL BIOLOGICO

e Ajotillo (Geranium sessiliflorum Cav.), procedente del Departamento de Puno,

Provincia de Melgar, Distrito de Santa Rosa.
3.6. METODOLOGIA DEL PROCESOS EXPERIMENTAL

Figura 12
Diagrama de flujo para la obtencion de compuestos bioactivos de Ajotillo (Geranium

sessiliflorum Cav) y los diferentes analisis realizados.
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- Hipoclorito de sodio
200 ppm

- Temperatura
35°cpor 12 horas

- particulas> 0.5 mm

AJOTILLO

SELECCION

DESINFECCION

l

OREADO

A 4

SECADO

,

REDUCCION DE TAMANO

A

POLVO DE AJOTILLLO

A

ALMACENADO

A

-

EXTRACCION POR ULTRASONIDO

A

-

FILTRADO

!

CONCENTRADO

y

ALMACENADO

ANALISIS

. CONTENIDO DE ANTOCIANINAS.
. CONTENIDO DE COMPUESTOS FENOLICOS.
. CONTENIDO DE ANTIOXIDANTES.
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-W=10g.
-P=1000 w.
- F=50 kHz.

7 - Concentracién de etanol (25, 65y 96 %).

- Tiempo (10, 40y 60 min).
- Temperatura (20, 40y 60 °C).

{ Papel whatman N°40

P =100 mbar
T=>30°C
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a) Materia prima:

Se recolect6 5 kg de Ajotillo en el Centro Experimental La Raya UNA-PUNO,
ubicado en el Distrito de Santa Rosa, Provincia de Melgar, Departamento de Puno, en

Peru.

b) Seleccionado y limpieza:

En el laboratorio del Centro de Investigacién y Produccion La Raya de la
Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la Universidad Nacional del Altiplano,
se aislaron materiales extrafios y raices dafiadas del Ajotillo. Luego, se lavé con agua
potable para remover la suciedad asociada. Para la desinfeccion, se utiliz6 hipoclorito
de sodio a 200 ppm, a fin de eliminar cualquier carga microbiana que pudiera estar

presente.

c) Secado

Las raices se deshilacharon y se secaron en una estufa a una temperatura de 35
°C durante 12 horas. Posteriormente, se almacenaron por un periodo de 30 dias en un

ambiente con humedad equilibrada.

d) Reduccién de tamafio y Almacenamiento

Las raices de Ajotillo se trituraron hasta obtener particulas con un tamafio menor
a 0.5 mm, y se almacenaron en bolsas plasticas con cierre hermético y en condiciones

asépticas a temperatura ambiente.

La extraccidn de antocianinas, compuestos fendlicos y antioxidantes se realizara
segun el método propuesto por (Koshani & Jafari, 2019 & Dumitrascu et al., 2019). Con

modificaciones de masa con 10 g para cada pretratamiento.
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a) Extraccién ultrasonica:

La extraccion de los compuestos fenolicos, antioxidantes y antocianinas se
realizd mediante un método de bafios ultrasonicos (Koshani & Jafari, 2019;
Matuszewska et al., 2018). Este método tiene un efecto mecanico que rompe la pared
celular, debido a la cavitacion que se produce en la matriz del tejido vegetal. Se empled
una intensidad de potencia constante de 1000 W, operando a una frecuencia de 50 kHz,
de acuerdo con la bibliografia del autor. Se modificaron los factores de estudio, como
la concentracion de etanol (25, 65, 96%), el tiempo (10, 40, 60 min) y la temperatura
(20, 40, 60 °C). En este estudio se utiliz6 una solucion de etanol: agua, que se peso en

15 tratamientos y se afiadio 100 ml de solvente con diferentes concentraciones de etanol.

b) Filtrado:

Después de enfriar el producto, se filtr6 con papel N.° 40 durante un tiempo

aproximado de 30 minutos.

C) Concentrado:

Se llevé a cabo en una rota vapor a presion reducida de 100 mbar a una

temperatura menor de 30 °C.

d) Almacenamiento:

Se almacend a una temperatura de - 4 °C para las repeticiones.

3.7. METODO DE ANALISIS

3.7.1. Determinacion de antocianinas

Para determinar la concentracién de antocianinas se utilizé la
metodologia de pH diferencial (Muntean, 2005; Pesantes et al., 2021).
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El método se basa en el contenido de pigmento, qué se calcula como

cianidina 3 —glucdsido/gr segun la ecuacion 1, donde las mediciones espectrales

utilizaron un espectrofotdmetro genesis 20 thermo electron.

3.7.1.1. Procedimiento

En primero se prepard buffer KCI 0,025M con pH 1,0 y otro
buffer que es de acetato de sodio 0,4 M a pH 4,5. Posteriormente, se
diluy6 1 ml de muestra de extracto hidroalcohodlico de Ajotillo
(Geranium sessiliflorum Cav.), con 4 ml de agua destilada. También se
prepararon valores en blanco a partir de 1 ml de etanol al 80 % y 4 ml de
agua destilada. Se colocaron en tubos de ensayo 0,3 ml de muestra de
extracto hidroalcohdlico de Ajotillo (Geranium sessiliflorum Cav.)
diluido, se agregaron 0,6 ml de Buffer KCI 0,025 M pH 1 por triplicado,
y se realiz6 el mismo procedimiento con 0.6 ml de buffer acetato de sodio
0,4 M a pH 4,5. También se utilizé etanol diluido al 80% como blanco
para ambos buffers. Todas las soluciones se colocaron en un
espectrofotometro Génesis 20 Thermo Electrén se tomaron las lecturas
de absorbancia a 520 - 700 nm, utilizando agua destilada como blanco, a
pH 1y a pH 4,5 (la lectura de las 15 muestras se realiz6 por triplicado

para disminuir el margen de error).

Para el calculo de la concentracién de antocianinas, se utilizé la

siguiente férmula:

Total de antocianinas (mg /1) = (A*PM*FDx1000) €x1 454 Q)

Donde:

TA= contenido de cianidina -3-glucdsido.
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A = absorbancia de la muestra a 350 nm (pH 1,0 — pH 4,5).

PM = (Peso molecular) = 449,2 g/mol para cianidina — 3 — glucosido.

FD = factor de dilucion (1 en 50).

€ = 26900 (L/mol) cm coeficiente de extincién molar para cianidina — 3

— glucésido.

L = longitud de paso de celdaencm =1 cm.

3.7.2. Determinacion de compuestos fendélicos

Utilizamos el método de Folin - Ciocalteu descrito por (Singleton et al.,
1999). El método se basa en la cuantificacion espectrofotometria de un complejo
coloreado en la muestra formado por la reaccion de un compuesto fenolico con
el reactivo Folin - Ciocalteu en un medio basico (Na» Cos) y determinado
espectrofotométricamente con absorbancia a 765 nm. El procedimiento utilizado

fue la siguiente sugerencia (S. Hernandez et al., 2020).

3.7.2.1. Procedimiento:

Preparamos una solucion de carbonato de sodio y de Folin -
ciocalteu 0,2N. Para cuantificar los compuestos fendlicos totales se tomé
500 pL de la muestra y se hicieron reaccionar con 250 pL de reactivo
Folin - ciocalteu 0,2N, conl1250 pL de carbonato de sodio. Toda la
mezcla se homogenizo mediante el equipo (agitador eléctrico) y se deja
en la oscuridad a temperatura ambiente durante 30 min, después de lo

cual se tomo la lectura a una longitud de onda de 765 nm. Usando agua
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en lugar de muestra esto se utiliza para calibrar el equipo, la muestra se

trabajo bajo las mismas condiciones(S. Hernandez et al., 2020).

Los resultados se expresaron como mg de &cido galico

equivalente (AGE) por cada 1 ml de Ajatillo.

La ecuacion para la cuantificacion de compuestos fendlicos es la

siguiente:

y = 0.0469 x Abs - 0.0159 2)

Doénde:

Y =contenido en mg de acido galico/ml.

Abs = Absorbancia a 765 nm.

El contenido de compuestos fenolicos totales se calculé con la

siguiente ecuacion:

mg.acido galico/100g = ((0.0469x Abs) - 0.0159) x Fdx Ax 100

Donde:

Abs = Absorbancia de la muestra medidas a 765nm

Fd = Factor de dilucién

A =Volumen (ml) de solvente utilizado + peso de la muestra (gr) peso de

la muestra(ml)

Fuente: (Coarita, 2019)
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3.7.3.

Determinacion de antioxidantes

Para determinar la capacidad antioxidante se determind por la

metodologia descripto por (Bondet et al., 1997). Por otra parte, se conoce el

método del DPPH, en el que el radical se puede obtener es directamente sin

preparar algina. EI DPPH etanol, lo cual es una limitacion importante a la hora

de interpretar el rol de los antioxidantes hidrofilicos. Este radical tiene un

electron desapareado y es de color azul violeta pero, sé decolorandose hacia

amarillo palido cuando reacciona con antioxidante (Kim et al., 2002), donde los

compuestos con actividad antioxidante reaccionan con el radical estable 2,2-

difenil -1- piclhidrazil (DPPH) en una solucién de etanol, procedimiento es el

siguiente :

3.7.3.1. Procedimiento:

La cuantificacion de la capacidad antioxidante utilizando
espectrofotdmetro a cero con etanol a una absorbancia inicial a 517 nm
de la solucioén diluida de DPPH alrededor de 1,1 + 0,02. Usando pipeta,
se afladio una alicuota de 150 uL de la muestra (en este caso la fase
acuosa) a un tubo de ensayo limpio que contenia 2850 uL de solucién de
DPPH diluiday se cerraron. Las muestras en blanco 150 uL de disolvente
puro (equivalente a una solucidn de extraccion) hasta que se obtuvo un
factor de correccion (debido a la dilucidn). La muestra se agit6 (agitador
eléctrico) y se dejé reaccionar la muestra y el DPPH en la oscuridad
durante 30 min. A temperatura ambiente asi repitiendo las lecturas a
través del tiempo hasta que no haya cambios significativos en la

absorbancia. Golpear suavemente la cubeta de vidrio para eliminar las
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burbujas de aire procediendo a tomar la lectura del espectrofotometro a

517 nm (Bondet et al., 1997).

El contenido de la capacidad antioxidante se estimé utilizando
curva estandar elaborada con Trolox como patron. Los resultados se
expresaran como Trolox CI50 por cada 1 ml de extracto etanolico de

raices de Ajotillo (geranium sessiliflorum Cav).

La ecuacion de la curva estandar para cuantificar la capacidad

antioxidante en etanol es la siguiente:

trolox(abX) (0’25) (ml deextracto total ) (150 ul de muestra reactante ) (3)

gr de muestra ul extracto de muestra

Curva estandar:
y =0.0393x + 0.0154
Donde:
Y =Trolox gr. /ml de muestra
Fuente: (Coarita, 2019)
3.7.4. Factores de estudio
3.7.4.1. Factor de estudio para los tres objetivos

e Muestral (etanol 25%, tiempo 10 miny temperatura 20°C)
e Muestra 2 (etanol 65%, tiempo 40 miny temperatura 40°C)

e Muestra 3 (etanol 96%, tiempo 60 miny temperatura 60°C)
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3.7.4.2. Variable de respuesta

e Antocianinas
e Compuestos fendlicos totales

e Antioxidantes

3.8. DISENO EXPERIMENTAL

La presente investigacion, es un analisis experimental, ya que se presentan todos
los resultados del estudio; debido al tratamiento matematico propuesto que permite la
validacion cuantitativa de los resultados. Con el fin de encontrar el mejor rango de
optimizacion para la extraccion de antocianinas compuestos fenolicos y antioxidantes,
se aplico el Método de Superficie de Respuesta (MSR), para evaluar el efecto de la
concentracion de etanol, el tiempo y la temperatura sobre las antocianinas, capacidad
antioxidante y compuestos fendlicos totales en raices de Ajotillo (Geranium
sessiliflorum Cav.) (Martinez et al., 2009). Para determinar el nivel de significancia de
cada tratamiento, se describe una tabla que permite evaluar que tratamiento afecto la
capacidad antioxidante y compuestos fenolicos de las Raices de Ajotillo. Un nivel de
significancia del 95%. Se generan graficos de superficie de respuesta, que nos ayudara
a seleccionar el rango de concentracion de etanol, tiempo y temperatura 6ptimos para la
extraccion de contenido de la capacidad antioxidante y compuestos fenolicos (Martinez

et al., 2009).

Y =f(X,X;)+e 4)

Donde € representa el ruido o error observado en la respuesta y. Si la respuesta

esperada se denota por E (y)=f (X1 y X2) = n, entonces a la superficie representada por

n = f(Xy,X2) ©)
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Donde n, se grafica contra los niveles de (X5, X, y X3) (Montgomery, 2013)
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CAPITULO IV

RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. DETERMINACION DE CONTENIDO DE ANTOCIANINAS EN LA

MUESTRA DE AJOTILLO (Geranium sessiliflorum Cav.).

En la determinacién de antocianinas en muestra de referencia como resultado del

analisis por el método de pH diferencial no se ha detectado antocianinas.

Es posible confundirse las antocianinas y las quinonas en ciertos contextos,
especialmente porque ambas pueden ser compuestos pigmentados que se encuentra en
la naturaleza (Dumancas et al., 2024). Sin embargo, son diferentes en términos de
estructura quimica, propiedades y funciones. Las antocianinas son responsables de
colores rojo, morados y azules en plantas, mientras que las quinonas tienen una variedad
de funciones que pueden incluir propiedades antioxidantes o participar en reacciones
bioguimicas especificas (Khoo et al., 2017). Aunque pueden tener algunas similitudes
visuales o propiedades generales, son compuestos distintos con roles diferentes en

biologia y quimica (Lock, 1997).

Un fendmeno subjetivo, es una sensacion creada en el cerebro por un mensaje
estimulado por radiacion de una longitud de onda particular sobre los nervios sensibles
del ojo. Las observaciones visuales se notaron resaltantes a una temperatura de 60 °C a
una concentracion de 96% de etanol por un tiempo de 60 minutos el color rojo fue mas
intenso, conforme va bajando los variables de estudio hubo muy poca coloracién.
Extraccion de Colorantes Alimentarios Naturales con ultrasonido se ha convertido en
una estrategia ecoldgica ideal gracias a sus beneficios como el alto rendimiento y

calidad, periodos de extraccion cortos y el uso de bajas temperaturas. Los pigmentos

79

repositorio.unap.edu.pe

No olvide citar adecuadamente esta tesis
]



NACIONAL DEL ALTIPLANO
Repositorio Institucional

'ﬂ UNIVERSIDAD

vegetales son una rica fuente de componentes bioactivos, lo que los hace ideales para la
produccion de nuevos aditivos alimentarios funcionales (Das et al., 2022). Ademas, son
una alternativa saludable a las sustancias sintéticas y pueden mejorar la salud de los

consumidores.

4.2. DETERMINACION DE COMPUESTOS FENOLICOS TOTALES EN LA

MUESTRA DE AJOTILLO (Geranium sessiliflorum Cav.).

4.2.1. Comparacion de contenido de compuestos fendlicos totales de las
raices de Ajotillo de la muestra de referencia (sin ultrasonido) y

muestra de extracto obtenido mediante ultrasonido.

Figura 13
Comparacion de muestras sin la intervencion de ultrasonido y con la

intervencién de ultrasonido.

Grafico de Medianas con Intervalos del 95.0% de Confianza

23

20

17

respuesta

14

1"

SIN ULTASONIDO UTRASONIDO

En la Figura 13, se presenta el contenido total de compuestos fenélicos
en las raices de Ajotillo, destacando las distintas concentraciones de etanol

(25%, 65% Yy 96%) sin la intervencion del equipo de ultrasonido, Se registraron
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valores de 9.1 mg de equivalente de acido galico por cada 1 ml de extracto de
muestra con un 25% de etanol, 10,2 mg de acido galico mg/ml de extracto de
muestra con un 65% de etanol, y 11,1 mg acido galico mg/1 ml de extracto de

muestra con un 96% de etanol, todos a temperatura ambiente.

Por otro lado, en las muestras sometidas en el equipo de ultrasonido y
utilizando las mismas concentraciones de etanol (25%, 65% y 96), se obtuvieron
valores mas elevados como 16,3 mg de acido galico/Iml de extracto de muestra
al 25% de etanol, 18,1 mg de acido galico/ml de extracto de muestra con un 65%
de etanol, y 21,5 mg de acido galico/ml de extracto de muestra con un 96% de

etanol respectivamente a temperatura ambiente.

Las pruebas realizadas sefialan que el uso de ultrasonido durante la
extraccion, junto con concentraciones mas altas de etanol, influye
significativamente en el aumento del contenido de compuestos fendlicos en las
raices de Ajotillo. En contraste con los métodos tradicionales, la técnica de
extraccion con ultrasonido asistido proporciona una mayor eficiencia, simplifica
el proceso y requiere menos energia. No obstante, para lograr la maxima
recuperacion de compuestos bioactivos, es crucial optimizar las condiciones de
extraccion. Esta técnica ha demostrado ser efectiva en la extraccion de
compuestos fenolicos de diversas fuentes alimenticias, como tintas (Sancho et

al., 2021) y cerezas de cornalina (Dumitrascu et al., 2019).
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Tabla 6

Se presenta el analisis de varianza de (ANOVA) para la comparacion del
contenido de compuestos fenolicos en muestras de referencia sin ultrasonido y

muestra de intervencion de ultrasonido.

Fuente Sumade Gl Cuadrado Razén-F  Significancia
Cuadrado Medio
S

Entre grupos 327.112 1 327.112 106.21 0.0000

Intragrupos  49.2758 16 3.07974

Total 376.388 17
(Corrido.)

En la Tabla 6, analisis de varianza (ANOVA) se observo una diferencia
significativa a un nivel de confianza del 95% entre la media de las muestras de
andlisis sin ultrasonido y con la intervencion de ultrasonido, esto implica que los
contenidos de compuestos fendlicos son diferentes en las muestras de referencia
(sin ultrasonido) y muestra (ultrasonido) en donde nos indica que el equipo de

ultrasonido influencia en la extraccion de compuestos fendlicos.

Segun los autores Huaman & Oroche, (2016), al usar una concentracion
del 70 % de etanol logro una abundancia significativa de compuestos fendlicos
totales. Al comparar los resultados entre la muestra de referencia y la obtenida
con ultrasonido, se encontré que la ultima presentaba la mayor cantidad de
compuestos fendlicos totales, alcanzando 21.5 mg de &cido galico por cada 1 ml
de extracto. Este logro se obtuvo al emplear una solucion acuosa compuesta por

un 96 % de etanol. El proceso de extraccion se realiz6 en un equipo de
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ultrasonido durante 10 minutos a temperatura ambiente, demostrando ser
altamente efectivo para obtener un extracto con un contenido notablemente
elevado de compuestos fendlicos totales, cercano a investigaciones previas como
la de (Barragén et al., 2018), quienes lograron extraer 371,71 mg AG/100 g de
frutos de mio mio. Los ensayos realizados indican que el uso del ultrasonido
durante la extraccion, junto con concentraciones mas altas de etanol, es un factor
clave para aumentar el contenido de compuestos fenolicos en las raices de
Ajotillo. En comparacion con los métodos tradicionales, la técnica de extraccion
asistida por ultrasonido ofrece una mayor eficiencia, simplifica el proceso y
requiere menos energia (Das et al., 2022). Sin embargo, para lograr la maxima
recuperacion de compuestos bioactivos como polifenoles y antioxidantes, es

necesario seguir investigando.

4.2.2. Determinacion de los parametros Optimos en la extraccion de
compuestos fendlicos de las raices de Ajotillo (Geranium sessiliflorum

Cav.).

Los datos recopilados se sometieron al disefio estadistico de DCCR
mediante superficie de respuestas a traves del software STATGRAPHIC, este
enfoque permitio identificar los valores 6ptimos de los parametros, la ecuacion
de la superficie de respuesta para el modelo ajustado del disefio compuesto
central en escala codificada para el contenido de compuestos fendlicos se

presenta en la Figura 14.

La ecuacion de regresion demuestra que los valores de compuestos
fenolicos no aumentan a bajas concentraciones de etanol (25%) (B= - 1,43) ni

con tiempos cortos de extraccion (10 minutos) (3= - 0,36) ni a temperaturas de

83

repositorio.unap.edu.pe

No olvide citar adecuadamente esta tesis
]



. UNIVERSIDAD

NACIONAL DEL ALTIPLANO
Repositorio Institucional

20 °C (B= -0,04). Sin embargo, se observa un aumento en los valores de
compuestos fenolicos con el efecto cuadratico de concentraciones més altas de
etanol (96%) (8= 0,01) y no se registra una disminucion significativa en el efecto

cuadratico de tiempos de extraccion prolongadas y concentracion (8=0,01).

Los parametros 6ptimos para la extraccion de compuestos fendlicos, se
encuentran con una concentracion de etanol del 96%, un tiempo de extraccion

de 59.9 minutos a una temperatura de 20°C, como se detalla en la Figura 14.

COMPUESTOS FENOLICOS = 82.9276 - 1.42774*etanol (%) -
0.364246*T(min) - 0.0434041*T(°C) + 0.0114819* etanol (%)"2 +
0.00620305* etanol (%) *T(min) - 0.0067295*etanol (%) *T(°C) +

0.00901667*T(Min)*2 - 0.011604*T(Min)*T(°C) + 0.00836196*T (°C) ~2.

Figura 14
Superficie de respuestas que muestra los 6ptimos pardmetros para la
extraccion de compuestos fendlicos total como la concentracion de etanol,

tiempo y temperatura.

Superficies de Respuesta Estimada
TEMPERATURA = 0.0

COMPUESTOS FENGLICOS

26.0-30.0

e 30.0-34.0
1 34.0-38.0
JB0420
420460
46.0-50.0
500540
. 540580
580620
. 6204660

COMPUESTOS FENGLICOS

CONCENTRACION

Valor éptimo = 73.639
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Factor Bajo Alto Optimo
CONCENTRACION 25.0 96.0 96.0
TIEMPO 10.0 60.0 59.9921
TEMPERATURA 20.0 60.0 20.0

En la Figura 14, se observa que la presencia de compuestos fendlicos son
menores como se aprecia en el contorno de los colores (plomo, azul y rosado)
con los parametros que se aprecia a una concentracion de 65 % de etanol, a un
tiempo de 40 min y 40°C de temperatura, en cambio a una concentracion de
96% de etanol, tiempo de 60 min y temperatura de 20°C, se observa mayor
presencia de compuestos fendlicos totales contorno al color (azul oscuro, beige
y menta verde), la disminucion de contenido de compuestos fenolico es a altas
temperaturas y menor tiempo de extraccion por la homogenizacién del tejido
vegetal, por ello la disminucién de la temperatura a 20°C, con un porcentaje de
96% de etanol a un tiempo de 58,3 minutos tal como se observa en la Figura 14.
(Huaman & Oroche, 2016) reporta en uno de sus cuadros que si hay una
presencia abundante de compuestos fendlicos al 70% de etanol a una temperatura
ambiente. Estos resultados concuerdan con reportes con otros autores que a
mayor porcentaje de etanol aumenta el contenido de compuestos fendlicos
totales (Rolny et al., 2016), encontrado 26,3 mg acido galico/1 kg ms datos muy
cercanos a nuestro estudio de investigacion de la raices de Ajotillo en cambio
(Barragén et al., 2018), Obtuvo 371,71 acido galico/100gr, en mio mio como

(Barragéan et al., 2018), Obtuvo 246,98 mg acido galico/100gr.
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Figura 15
Grafica de los principales efectos de la concentracion de etanol, tiempo y

temperatura en la extraccion de compuestos fenélicos totales en Ajotillo.

Grafica da efectos principales para compuestos fendlicos
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En la Figura 15 ilustra como varios factores afectan el proceso de
extraccion de compuestos fendlicos, con el objetivo de obtener la mayor cantidad
posible, segun se evidencia en las Figuras 14 y 15. Para lograr esto, se
recomienda el uso de una concentracion elevada de etanol, un tiempo prolongado
y una temperatura baja, los cuales demuestran un efecto cuadratico en la cantidad
de compuestos fendlicos extraidos. Ademas, se encontré que los solventes
utilizados en la extraccion de compuestos fenolicos afectan significativamente
la cantidad de compuestos extraidos, dependiendo de su composicion. Los
solventes tienden a solubilizar compuestos similares a ellos, lo que explica su
efectividad en la extraccion es (Ahmed et al., 2022 & Rolny et al., 2016).
Finalmente, se encontr6 que el mayor rendimiento en la extraccion de
compuestos fendlicos se obtiene utilizando una concentracion de etanol del 96%

(figura 14).
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Se estima que la concentracion de etanol tiene un efecto cuadréatico
cuando hay perdida de compuesto fendlico. Por otro lado, el tiempo muestra un
efecto cuadrético positivd, mientras que la temperatura presenta un efecto
cuadratico en la disminucion de la extraccion de compuesto fenolico, Por
consiguiente, se concluyé que la extraccion de compuestos fenélicos es optimas
cuando se emplea una concentrada de 96% de etanol, un tiempo de 59,9 minutos
y se mantiene la temperatura de extraccion a 20°C. estos resultados coinciden
con que afirma mientras aumentaba el porcentaje de etanol, lo que llevo a la
formacion de la burbuja de cavitacion y aumenté el rendimiento de extraccion

(Pandey et al., 2018).

Realizando el analisis de varianza (ANVA), (Anexo 4) tabla 15 para la
variable de los compuestos fendlicos de las raices de Ajotillo, se obtuvo que los
efectos principales (Concentracién de etanol, Tiempo y Temperatura) fueron
significativos (p = 0,05), lo cual nos da entender que la concentracion de etanol,
tiempo y temperatura de extraccion influye en el contenido de compuestos

fenolicos totales de las raices de Ajotillo (Dumitrascu et al., 2019).

4.3. DETERMINACION DE ANTIOXIDANTES EN LA MUESTRA DE

AJOTILLO (Geranium sessiliflorum Cav.).

4.3.1. Comparacion de contenido de antioxidantes de las raices de Ajotillo
de la muestra de referencia (sin ultrasonido) y muestra de extracto

obtenido mediante ultrasonido.

Figura 16
Comparacién de muestras sin la intervencion de ultrasonido y con la
intervencion de ultrasonido.
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Grafico de Medianas con Intervalos del 95.0% de Confianza

26 I

23

20

Media

17

14

|II|II|JFIII|II|

1

:I:

||r||r|1r||||l||

SIN ULTRASONIDO

ULTASONIDO

En la Figura 16, se presenta el contenido de antioxidantes en las raices

de Ajotillo, destacando las distintas concentraciones de etanol (25%, 65% y

96%) sin la intervencion del equipo de ultrasonido, Se registraron valores de

22.7 Trolox CI 50 mg/1ml de extracto de muestra con un 25% de etanol, 24.8

Trolox CI50 mg/ml de extracto de muestra con un 65% de etanol, y 27,1 Trolox

CI50 mg/ml de extracto de muestra con un 96% de etanol sometidos a

temperatura ambiente.

Tabla7

Se presenta el analisis de varianza de (ANOVA) para la comparacion del

contenido de antioxidantes en muestras de referencia sin ultrasonido y muestra

de intervencion de ultrasonido.

Fuente Suma de Gl Cuadrado Razén- Significancia
Cuadrados Medio F
Entre 701.925 1 701.925 326.82 0.0000
grupos
Intra 32.2164 15 2.14776
grupos
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Total 734.141 16
(Corrido)

En la Tabla 7, andlisis de varianza (ANOVA) se observo una diferencia
significativa del 95% de nivel de confianza entre la media de las muestras de
analisis sin ultrasonido y con la intervencién de ultrasonido, esto implica que los
contenidos de antioxidantes son diferentes en las muestras de referencia (sin
ultrasonido) y muestra de (ultrasonido) en donde nos indica que el equipo de
ultrasonido tiene una influencia en la extraccion de antioxidantes, lo que explica
su efectividad en la extraccion (Ahmed et al., 2022). Finalmente, se encontrd
que el mayor rendimiento en la extraccion de antioxidantes obtiene utilizando

una concentracion de etanol del 25% a 22,7 Trolox CI50 mg/ml.

4.3.2. Determinacion de los parametros éptimos en la extraccion de

antioxidante de la raiz de Ajotillo (Geranium sessiliflorum Cav.).

Por ello los datos de la Tabla 10 y Anexo 2 se sometieron al disefio
estadistico de DCCR mediante superficie de respuestas a través del software
STATGRAPHIC, el cual permitio identificar los valores 6ptimos de los
parametros, por tanto, la ecuacion de la superficie de respuesta para el modelo
ajustado del disefio compuesto central propuesto en escala codificada para el

contenido de antioxidantes de compuestos fendlicos se muestra en la Figura 13.

Ecuacion de regresién demuestra que los valores de antioxidantes
aumentan a bajas concentraciones de etanol (25%) (3 = 1,10) a tiempos cortos
de extraccion (10 minutos) (B = - 0,50) a temperaturas de 20°C (R = 0,24). sin

embargo, se observa una disminucion del contenido de antioxidantes con un
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efecto cuadratico de concentraciones mas altas de etanol (96%) (8 = - 0,003) y
no se registra una disminucion significativa en el efecto cuadratico de tiempos

de extraccion prolongadas y concentracion (3 = 0,01).

Los parametros Optimos para la extraccion de antioxidantes, se
encuentran con una concentracion de etanol del 25%, un tiempo de extraccion
de 45,2 minutos a una temperatura de 60°C, como se detalla en la Figura 13. Los
solventes tienden a solubilizar compuestos basados en el principio “como se
disuelve como”; asi, los compuestos que poseen propiedades similares al
solvente se solubilizan facilmente(Ahmed et al., 2022). La extraccion de alcanzé

un maximo al utilizar una concentracién de etanol al 80% (Figura 13).

ANTIOXIDANTES = 20,0307 + 1,10032* Etanol (%) -
0,506786*T(min) + 0,246019*T(°C) — 0,00333928*Etanol (%)"2 +
0,00146479* Etanol(%)*T(min) — 0,025141* Etanol(%)*T(°C) — 0,00833333*

T(min) A2 + 0,02035* T(min) * T(°C) + 0,00529167* T(°C) 2.
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Figura 17
Se presenta las Figuras de superficie de respuesta para el efecto de la
concentracion de etanol, tiempo y temperatura en la extraccion de

antioxidantes en Ajotillo.

Superficies de Respuesta Estimada
TEMPERATURA = 0.0

ANTIOXIDANTES
0 0,050
5.0-10.0
10.0-15.0
15.0-20.0
20.0-25.0
25.0-300
30.0-35.0
35.0-40.0
40.0-45.0
45.0-50.0

ANTIOXIDANTES
MINN

45 65
CONCENTRACION DE ETANOL

85 105 0

Factor Bajo|Alto|Optimo

CONCENTRACION|25.0 [96.0(25.0

TIEMPO 10.0 |60.0(45.289

TEMPERATURA |20.0(60.0{60.0

La Figura 17, demuestra que la presencia de antioxidantes son menores
como se aprecia en el contorno de los colores (azul oscuro ,beige y verde menta)
con los parametros que se aprecia a una concentracion de 96 % de etanol, a un
tiempo de 60 min y temperaturas de 20 °C, en cambio a una concentracion de
65% de etanol, tiempo de 40 min y 40 °C de temperatura, se observa mayor
presencia de antioxidantes contorno al color (plomo, azul y rosado), Las altas

temperaturas pueden mejorar el rendimiento de los antioxidantes al aumentar la
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solubilidad y difusion de los compuestos. No obstante, temperaturas
excesivamente altas siempre degradaban los compuestos fendlicos, lo que
resultaba en la disminucion de los antioxidantes (Dorta et al., 2012 & Ling et al.,
2009). la disminucién del antioxidante se debe por mayor tiempo de extraccién
y baja temperatura, por ello la disminucién del tiempo de extraccién a 45 min,
por una temperatura de 60 °C, con un porcentaje de 25% de etanol tal como se
observa en la Figura 17. Por otro lado Ahmed et al., (2022), en su estudio de
extraccion de antioxidantes a un 70 % de etanol a temperatura 50 (°C).
Obteniéndose los mejores resultados de un rendimiento de actividad

antioxidante del (94,99%).

La actividad antioxidante, en la Tabla 14 anexo 3, se realizo siguiendo el
método descrito por Bondet et al., (1997). ya que se asume como mejor
tratamiento aquel que tenga el menor valor, el resultado més resaltante fue el de
la muestra 14 a una temperatura de 40 °C, por un tiempo de 40 minutos y a una
concentracion de 65 % de etanol expresado como equivalentes Trolox CI50 con
un valor de 10 mg/ml y la muestra 1 con los parametros siguientes como la
temperatura de 60 °C por un tiempo de 40 minutos a una concentracion de 25%
de etanol expresado como equivalentes Trolox CI150 con un valor de 15.2 mg/ml,
en cambio Gonzalez & Saavedra, (2018) en su trabajo de investigacion
obtuvieron los mejores resultado de hojas almendro en filtrantes a una
temperatura de 40 °C con un coeficiente de inhibicion del radical libre DPPH
(CI150) DE 0.0192 mg/ml , las evaluaciones por Alicia et al., (2007) nos dice
que necesita 42,27 mg/ml del vino para que produzca 50% de inhibicion del

radical libre NDPPH. Los autores Mufioz Jauregui et al., (2007), estudio los 13
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vinos peruanos donde encontraron capacidad de secuestro del radical libre DPPH

entre 36,17 A 1007,88 obtenidos a los 10 minutos de reaccién.

Figura 18
Grafica del principal efecto de concentracion de etanol, tiempo y temperatura

en la extraccion de antioxidantes de Ajotillo.

Grafica de Efectos Principales para ANTIOXIDANTES
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En la Figura 18, se estima que la concentracién de etanol y tiempo posee
un efecto cuadratico negativo en cambio la temperatura posee un efecto
cuadratico positivo en la extraccion de antioxidantes, por lo que representa el
incremento de antioxidantes, ocurre cuando se somete a una concentracion de
25% de etanol por un tiempo de 45 minutos y una temperatura de 60 °C, como
se aprecia en la Figura 17 y 18. En su investigacion de (Flores, 2017), en bayas
de sauco dio mejores resultados de antioxidantes a temperatura 70 °C por un

tiempo de 20 minutos valores similares a del autor (Gonzélez et al., 2019).

Realizando el analisis de varianza (ANVA), (Anexo 4) Tabla 16 para la
variable de antioxidantes de las raices de Ajotillo, se obtuvo que los factores
principales (Concentracién de etanol, Tiempo y Temperatura) fueron no

significativos (p = 0,05), lo cual nos da entender que la concentracién de etanol,
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tiempo y temperatura de extraccion no influye en la extraccion de antioxidantes
de las raices de Ajotillo y en el efecto cuadratico de concentracion de etanol,
tiempo y temperatura, porque estas son independientes en la extraccion de
antioxidantes, ya que presentaron diferencias significativas para los analisis
realizados, en la investigaciones de los autores de (Rolny et al., 2016 & Barragan

et al., 2018) encontramos los mismo comportamientos en el analisis estadistico.
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V. CONCLUSIONES

La concentracion de etanol, tiempo y temperatura no afectaron sobre el
contenido de antocianinas en la extraccion asistida por el equipo de ultrasonido a partir
de la raiz de Ajotillo. Sin embargo, los resultados revelaron un bajo contenido de
antocianinas. Por otro lado, se observaron cambios notables en la intensidad del color
rojo cuando se emple6 una temperatura de 60°C, concentracion de 96% de etanol y un
tiempo de 60 minutos. sin embargo, se registr6 una coloracion minima cuando se

disminuyeron las variables de estudio.

La extraccion de compuestos fendlicos es Optima cuando se emplea una
concentracion de 96% de etanol, un tiempo de 60 minutos y se mantiene la temperatura
de extraccion a 40 °C, obteniendo 59,75 acido galico mg/1ml el cual nos hace concluir
que con la intervencion del equipo de ultrasonidos se puede optimizar mayor
rendimiento comparado a los datos obtenidos sin la intervencion del equipo de

ultrasonido.

En la evaluacion de antioxidantes se observé que con la intervencion del equipo
de ultrasonidos con la temperatura 40 °C, tiempo de 40 min y concentracion 65 % de
etanol se obtuvo el méximo rendimiento de 10,0 Trolox CI50mg/1ml muestra, estos
resultados sugieren que el uso del equipo de ultrasonido durante la extraccion, junto con
concentraciones de etanol, contribuye significativamente al incremento del contenido

de antioxidantes en las raices de Ajotillo.
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VI. RECOMENDACIONES

e Evaluar el uso potencial de los compuestos fendlicos de las raices de Ajotillo
(Geranium sessiliflorum Cav.). Como producto funcional o nutraceutico, por medio
de investigaciones in vivo, incluyendo estudios de absorcién y el metabolismo en
el tracto gastrointestinal.

o Realizar estudios adicionales sobre el aislamiento e identificacion estructural del
principio activo presente en este extracto de Ajotillo (Geranium sessiliflorum Cav.),
por lo que recomienda realizar un estudio similar sobre el efecto del ultrasonido de
potencia en la aplicacion de alimentarias a nivel estructural.

¢ Realizar un estudio sobre la aplicacion de antioxidantes en alimentos funciénales y

colorantes en extractos alimentos, tanto liquido como en polvo.
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ANEXOS

ANEXO 1: Determinacion de antocianinas.

Tabla 8

Datos de la determinacion de antocianinas en la muestra de Ajotillo (Geranium

sessiliflorum Cav.).

Extracto Etanolito de

Ajotillo EQ-Cya- 3G mg/L EQ-Cya- 3G mg/L
Mtra 1 -0.06 -0.03
Mtra 2 -0.02 -0.05
Mtra 3 -0.03 -0.02
Mtra 4 -0.02 -0.01
Mtra 5 -0.14 -0.03
Mtra 6 -0.05 -0.04
Mtra 7 -0.03 -0.03
Mtra 8 0.00 0.00
Mtra 9 -0.03 -0.04

Mtra 10 -0.04 -0.01

Mtra 11 -0.04 -0.03

Mtra 12 0.00 0.00

Mtra 13 -0.03 -0.03

Mtra 14 -0.07 -0.05

Mtra 15 -0.08 -0.06
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ANEXO 2: Determinacion de compuestos fenolicos totales.

Tabla 9

Datos de la determinacion de compuestos fenolicos de muestras de referencia Ajotillo

(Geranium sessiliflorum Cav.).

Repeticiones Promedio
Extracto Etandlico
de Equivalentes
Ajotillo 1 2 3 Acido Gélico
temperatura mg/1ml extracto
Ambiente
Etanol 25% 9.3589 8.9134 8.9051 9.1
Etanol 65% 10.4531 9.9000 10.1822 10.2
Etanol 96% 10.9981  11.0862  11.1680 11.1
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Tabla 10

Datos de la determinacion de compuestos fenolicos en extracto obtenido mediante

ultrasonido de raices de Ajotillo (Geranium sessiliflorum Cav).

Repeticiones

Promedio

Extracto Etanélico

de Equivalentes
Ajotillo 1 2 3 Acido Galico
temperatura mg/1ml extracto
Ambiente
Etanol 25% 16.3689  15.9904  16.4567 16.3
Etanol 65% 18.4561  17.9874  17.9080 18.1
Etanol 96% 215458  21.2260  21.7591 21.5
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Tabla 11

Datos de la determinacion de compuestos fenolicos totales en la muestra de Ajotillo

(Geranium sessiliflorum Cav.).

Repeticiones Promedio
Extracto Etanolico 1 2 3 Equivalentes Acido Galico
de Ajotillo mg/1ml de Muestra
Mtra. 1 52.2495 52.0362 51.9296 52.07
Mtra. 2 35.2985 35.5117 35.4051 35.41
Mtra. 3 35.4051 35.0853 35.6183 35.37
Mtra. 4 35.2985 35.1919 35.6183 35.37
Mtra. 5 33.1663 33.8060 33.3795 33.45
Mtra. 6 50.9701 51.3966 50.7569 51.04
Mtra. 7 51.6298 51.0768 51.2900 51.33
Mtra. 8 30.3945 30.9275 30.1812 30.50
Mtra. 9 59.7122  59.6055 59.9254 59.75
Mtra. 10 25.4627 52.3561 52.1429 43.32
Mtra. 11 50.2239  50.5437 51.4925 50.75
Mtra. 12 53.6354 53.4222 53.2090 53.42
Mtra. 13 31.3539 31.6738 31.2473 31.43
Mtra. 14 33.3795 33.2729 33.0597 33.24
Mtra. 15 26.1301 25.8102 25.9168 25.95
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ANEXO 3: Determinacion de antioxidantes.

Tabla 12

Datos de la determinacion de antioxidantes en la muestra de referencia de Ajotillo

(Geranium sessiliflorum Cav.).

Repeticiones

Promedio

Extracto Etandlico de

Equivalentes Trolox

Ajotillo temperatura 1 2 3 CI50

Ambiente mg/1ml extracto
Etanol 25% 22.6630 22.6630 22.6630 22.7
Etanol 65% 24..7938 24.6973 24.8902 24.8
Etanol 96% 27.6210 26.1090 27.5800 27.1

Tabla 13

Datos de la determinacion de antioxidantes en extracto obtenido mediante

ultrasonido de raices de Ajotillo (Geranium sessiliflorum Cav.).

Repeticiones

Promedio

Extracto Etanélico de

Equivalentes Trolox

Ajotillo temperatura 1 2 3 CI150
Ambiente mg/1ml extracto
Etanol 25% 12.0738  12.0981  12.2193 121
Etanol 65% 12.3889  12.2678  12.3162 123
Etanol 96% 11.5635 11.5391 11.4173 11.5
123

repositorio.unap.edu.pe
No olvide citar adecuadamente esta tesis
1



. UNIVERSIDAD

NACIONAL DEL ALTIPLANO
Repositorio Institucional

Tabla 14

Datos de la determinacion de antioxidantes en la muestra de Ajotillo (Geranium

sessiliflorum Cav.).

Repeticiones Promedio

Extracto 1 2 3 Equivalente Trolox CI150
Etanolico de mg/1ml extracto
Ajotillo

Mtra 1 15.0941 15.1959 15.2468 15.2

Mtra2  32.6139 32.7503 32.2947 32.6

Mtra 3 29.1830 29.1359 29.2771 29.2

Mtra4  37.2683 37.2276 37.1458 37.2

Mtra 5 24.6490 24.5042 24.5525 24.6

Mtra6  31.7863 31.8880 31.9898 31.9

Mtra 7 26.7990 26.3954 26.4427 26.5

Mtra8  40.0527 40.0204 40.0848 40.1

Mtra9  33.7489 33.7944 34.2022 33.9

Mtra 10  31.5603 31.3757 31.3295 31.4

Mtra 11  40.4949 40.3496 40.2723 40.4

Mtra12 41.7131 41.7039 41.7167 41.7

Mtra 13  30.9211 31.0229 31.0738 31.0

Mtra 14  10.0510 9.9514 9.9016 10.0

Mtra 15  24.7938 24.6973 24.8902 24.8
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ANEXO 4: Resultados de analisis de varianza para compuestos fenolicos totales y

antioxidantes.

Tabla 15

Anélisis de varianza (ANOVA) para extraccion de compuestos fenolicos.

Fuente Sumade Gl Cuadrado Razon-F Valor-P
Cuadrado Medio

S

A: CONCENTRACION 81.012 1 81.012 5.50 0.0659
B: TIEMPO 157.268 1 157.268 10.68 0.0222
C: TEMPERATURA 109.708 1 109.708 7.45 0.0413
AA 742945 1 742.945 50.46 0.0009
AB 124628 1 124.628 8.47 0.0334
AC 920342 1 92.0342 6.25 0.0545
BB 106.108 1 106.108 7.21 0.0436
BC 137326 1  137.326 9.33 0.0283
CcC 41.302 1 41.302 281 0.1548
Error total 73.6103 5 14.7221

Total 1677.13 14

R?=95.6109%
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Tabla 16

Analisis de varianza (ANOVA) para extraccion de antioxidantes.

Fuente Suma de Gl Cuadrado Razon-F Valor-P
Cuadrados Medio
A: CONCENTRACION 82.7413 1 82.7413 0.67 0.4508
B: TIEMPO 0.203605 1 0.203605 0.00 0.9692
C: TEMPERATURA 5.49937 1 5.49937 0.04 0.8414
AA 106.891 1 106.891 0.86 0.3954
AB 23.7584 1 23.7584 0.19 0.6796
AC 0.508282 1  0.508282 0.00 0.9514
BB 295.017 1 295.017 2.38 0.1833
BC 2.73706 1 2.73706 0.02 0.8876
cC 6.37229 1 6.37229 0.05 0.8295
Error total 618.935 5 123.787
Total 1114.86 14

R?=44.4829%
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ANEXO 5: Datos codificados para la extraccion de compuestos fendlicos totales y

antioxidantes de Ajotillo.

Tabla 17

Datos para la extraccion de compuestos fenolicos totales de Ajotillo (Geranium

sessiliflorum Cav.).

Compuest
Extracto
0s
etanolico de factores codificados Factores _
o fenolicos
Ajotillo
totales
Equivalen
Muest Concentraci 1'€M Temperat g0 Tiem  Tem g Agido
uestr
6n de etanol PO ura ol po p- Gélico
a
(%) (mln) (oc) (%) (mln) (oc) mg/ ml de
extracto.
M1 -1 0 1 25 40 60 52.07
M2 0 -1 1 65 10 60 35.41
M3 1 0 1 96 40 60 35.37
M4 1 -1 0 96 10 40 35.37
M5 0 -1 -1 65 10 20 33.45
M6 -1 1 0 25 60 40 51.04
M7 -1 0 -1 25 40 20 51.33
M8 0 1 1 65 60 60 30.50
M9 1 1 0 96 60 40 59.75
M10 0 1 -1 65 60 20 43.32
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M11 -1 -1 0 25 10 40 50.75

M12 1 0 -1 96 40 20 53.42

M13 0 0 0 65 40 40 31.43

M14 0 0 0 65 40 40 33.24

M15 0 0 0 65 40 40 25.95
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Tabla 18

Datos codificados para la extraccion de antioxidantes de Ajotillo (Geranium

sessiliflorum Cav.).

Extracto

] . Antioxidan
etanolico de factores codificados Factores .
es
Ajotillo
Equivalent
Muest Concentraci 11€MP Temperatu o, Tiemp Tem o 1p510x
ues
6n de etanol  © ra ol 0 P CI50 mg/1
ra
(%) (min)  (°C) (%) (min) («c) mlde
extracto.
M1 -1 0 1 25 40 60 15.2
M2 0 -1 1 65 10 60 32.6
M3 1 0 1 96 40 60 29.2
M4 1 -1 0 96 10 40 37.2
M5 0 -1 -1 65 10 20 24.6
M6 -1 1 0 25 60 40 319
M7 -1 0 -1 25 40 20 26.5
M8 0 1 1 65 60 60 40.1
M9 1 1 0 96 60 40 33.9
M10 0 1 -1 65 60 20 314
M11 -1 -1 0 25 10 40 40.4
M12 1 0 -1 96 40 20 41.7
M13 0 0 0 65 40 40 31.0
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M14 0 0 0 65 40 40 10.0

M15 0 0 0 65 40 40 24.8

ANEXO 6: Galeria de fotografias

Figura 19

a) La flor de Ajotillo (Geranium sessiliflorum Cav.). b) Raices recolectados de Ajotillo

(Geranium sessiliflorum Cav.).
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Figura 20
a) Raices de Ajotillo (Geranium sessiliflorum Cav.) lavadas. b) Raices de Ajotillo

(Geranium sessiliflorum Cav.) deshilachadas.

Figura 21

a) y b) Ajotillo (Geranium sessiliflorum Cav.) pre secado y secando.
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Figura 22

a) Molino Pulverizador sometido los raices de Ajotillo (Geranium sessiliflorum Cav.).

Figura 23
a) Moliendo las raices de Ajotillo (Geranium sessiliflorum Cav.), b) Polvo de Ajotillo

(Geranium sessiliflorum Cav.).
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Figura 24
a) Equipo de ultrasonido para la extraccion de compuesto fendlicos, antioxidantes y

antocianinas.

Figura 25
Pesado del polvo de Ajotillo (Geranium sessiliflorum Cav.). para la extraccion de

compuestos fendlicos, antioxidantes y antocianinas.
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Figura 26
Sumergido de polvo de Ajotillo (Geranium sessiliflorum Cav.). para su procedimiento

de extraccion.

Figura 27
Sumergido de muestras en bafio ultrasonico para su extraccion de compuestos

fendlicos, antioxidantes y antocianinas.
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Figura 28

Filtrado de la concentracion de compuestos fenolicos, antioxidantes y antocianinas.

Figura 29
Concentracién de compuestos fendlicos, antioxidantes y antocianinas listo para su

almacenamiento y andlisis.
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Figura 30
Preparacion de solucién para su anélisis de antocianinas, compuestos fendlicos

totales y antioxidantes.
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Figura 31

Preparacion de solucién para su andlisis de antocianinas.
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Figura 32

Muestra lista para el anélisis de antocianinas con el reactivo.

Figura 33
Muestra preparados en los tubos, también los reactivos Folin ciocalteu (amarillo) y

Na>COs3 al 20%.
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Figura 34
La reaccion de la muestra, Luego de 30 minutos se desarrolla el color azul por los
polifenoles, Lectura del estandar Acido galico en diferentes concentraciones en el

espectrofotometro.

Figura 35
Evaluacion de antocianinas, compuestos fendlicos y antioxidantes en

espectrofotometro uv - visible.
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ANEXO 6: Reporte de los resultados

UNIVERSIDAD NACIOMAL DE SAN ANTOMID ABAD DEL CUSCO

FACULTAD DE CIEMCIAS
LABCRATORIC DE CROMATOGRAFIA Y EEPECTROMETRIA - Patelkn de Contrd de Calidad
Ay, Dl Cullira 733 CUSOOPERL Contacto S Bemass

RESULTADOS
Cusoo 20 de Colubre 2022
Solciantes - Adedma Ludeml Condor Cacerss
Tipo de Anailss . Delerminacion de Antiosidantes, Compuesios Fendlicos,
Antocianings Tolales, Carotendide y Befalainas
Metodos - DFPH, Folin Clocalteu, pH disrenclal y Marcha foquimica

Tipo ge Mussras : Extracin Elandlico de Ajoblio Gaanium sassiiTormm Cav
Cantidad e Muestra @ 20 fraseos con 50 mil apm
Almacenamisntd - N

Anticoadantes
Condicianes de Anailsis por Especirofottmetr
Equipo : Espectmiolomeiro Génesls 20 Thermo Blecinon
Longhud de Onda - 517 nm
Ceida de Lectura - Cubetas de Vidrio de 1em.

Ecuacion de 13 curva patron © y = 0.0383x + 0.0154, FE = 0.9977

Repeficones Promedio
mm.? 1 2 3 Equivalenies Tk Cl20
Arbients mgiimi extracto
Etanol 25% 22663) Z26630 225630 27T
Etanol 65% 247538 2484973 243502 248
Etanol 95% 2T 6210 261090 275800 71

Mok

Los resuitados obfenidos an la deteminacan de acthvidad antiowidante sspress & CosfScienbe
de Inhibickdn al 50% (Cls 0 105 =n milgramos squivalnies Trnln!q.ﬂﬁun prEsElE E U
militno de ruestra. Los valonss bajos posesn mayor actividad

Dedmmminaalan de Carcisnoldsc v Estalalnss.

Medlame & ensayo preliminar &n la exiraccion con soivenies Hexano : opropanol (1: 1) mo 5=
ha detecixdo la presencia de Cancienoldes, medlianis la exracciin &n sishema =n fase= solda

(ZFE) no 5= hy cabeckado s presancia de Betalunas

s« RodiguerEassna L E, & Wrolsied R E [2005] Acsions eximection and chioodm partilon of
anthecyanis. Unk F14. In B E 'Winlsied, & & J Schvart (Eda |, Handbeok of food analyiil
chiesmisiry (B Th Bew Yaric John Wiksy & Sona, Ing
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UNMIVERSIDAD MACIONAL DE SAN ANTORID ABAD DEL CLISCO

FACLLTAD DE CIENCIAS
LAEDRATORIO DE CROMATOGRAFLA v EEFECTROMETRIA — Pabalkin de Coning de Calcad
a0y, D s Cullies 733 CUSDO-PERL Contecin SFESEs

Determinacion de Antioxidantes de Extracto obtenido

Mediante Ultrasonido
Regeiciones Promedio
Extracto stanlico Equimlerses Troox
de ajotiio 1 2 3 CISD mgrtmi
_lemoeratura smiblente ENTECTD
Blanol 25% 120738 12.09E1 122153 121
Siamol | ES9 12,3369 122673 12.3162 123
Etanoi =1 11.5635 11531 114173 11.3

Mok

Los resuitados obienidos =n la deteminadon de adhvidad antoridsnie sxpresa & Cosfidents
die Inhibickdn al S0% (Sl 0 1os:d &m milgramos equivakentes Trolox gue =sbn presenie &n
milto de muesta. Los valones bajos posesn mayor acvidad -
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UNIVERSIDAD NACIONAL DE SAN ANTONIO ABAD DEL CUSCO
FACULTAD DE CIENCIAS

LABORATORID DE CROMATOGRAFA Y ESPECYROM_ETRiA - Pabelitn de Contrdd de Caldaa
AV, Dz la Cutura 713 CUSCO-PERU Cortacts 973002055

RESULTADOS
Antioxidantes
Replica Extracto Etanolico de Ajotlio
Repeticiones Promedio
Extracto Equivalentes Trolox
Etanolico de 1 2 3 CI50 mg/1mi
Ajotillo extracio
Mtra 1 15.0041 151950  15.2468 15.2
Mera 2 326130 327503 322047 326
Mtra 3 201830 201350 202 202
Mira 4 372683 372276  37.1458 372
Mtra 5 246400 245042 245525 246
Mtra 6 317863 318880  31.0898 kAR
Mtra 7 267990 265054 2064427 266
Mtra 8 400527 400204  40.0848 401
Mira @ 337480 374 M42N22 330
Mira 10 315603 313757 31.3295 314
Mira 11 404940 403496 402723 404
Mira 12 41.7131 417030 417167 417
Mira 13 30.9211 310220 310738 310
Mira 14 10.0510 90514 99016 100
Mira 15 247938 246073 248902 248

Nota:

Los resultados obienicos en la determinacion de actvidad antioxdante expeesa el Coefidente
de Inhibldon al 50% (Clsg 0 ICxy) en miigramos equivialenies Trolox que estan presanie en un
milifro de muestra. Los valores Bajos poseen mayor actvidad antixdarte’ ©

Referencia

1. Brand-Wikams W., M. Cuveier and C. Berset, (1957) Use of 2 Free Radical Mathod o Evaluale
Antioddant Activity, Lebensm. Wiss. U. Technol, 20, 29.30.

2  Matuszowska A, Jasrek M., Stefanik, D., Clszewsid, T, & Mtuszewsk, L (2018). Anficancer,
antioiaant, and antbacierial actvities of low molecular welght bioacive sublractions Isolaled
from cubres of wood degrading fungus Cerena unicolor. PLOS ONE. 130), e0157044
hitps idol org/10. 1371 Joumal pone. 0197044

3 Nord Uz A-Rahaman, Lee Suan Chua, Mohamad Rofl Sammid, Ramian Axiz (2013)
Physicochemical and radcal scavenging activities of haney samples fom Malaysia Agricutural
Sdences Vol 4, No. 3B, 46-31

4 Phip Moiyneux 2004, The use of the stable free radical dphenyipicrythydrazyl (DPPH) for
esimating anfoxidant actvity Sorgianakarin J. 5ci. Technol, 20(2) - 211.215.

3 Puglese AG, Franosco A. Tomas-Barberan. Pilar Truchado, Maria | Gerovese, Flavonolds,
Proanthocyanidns, Vitamin C, and Antiooddant Activity of Theobroma grandforum {Cupuassy)
Pulp and Seeds J Agric Food Chem. 2013 Mar 20:01(1152720-0. dot: 10 10294304345y

6 Znang, X, Yu, Y.Cen Y. Yang D.,.QLZ, Hou Z Han S, Cal Z & Uy, K. (2018). Bivariale
Comrdlation Anatysis of the Chemometric Profles of Chinese Wikd Savia mitiorrhiza Based on
UPLC-Oga-MS and Antioicdant Activites Maolecules, 233), 530
hitps /idol org'10.3380/molecules 23030030
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UNIVERSIDAD NACIONAL DE SAN ANTOMIO ABAD DEL CUSCO

FACULTAD DE CIENCIAS
LABDRATORIO DE CROMATOORAFIA Y EEPECTROMETRIA - Pabelkén de Control de Calidad
A/, Dot la Cultira 733 CLBCO-PERL Contactn 7 avmmss

RESULTADOS
Determinacion de Compuestos Fenolicos Totales

Conglclonss de Analsls por Espectnodotimeto

Equipo - Espactrofoiometr Genesis 20 Themo Blectron

Longitud de Onda - TES rem

Ceida de Lechura - Cubetas de Vidro de 1om

Ecuacion de 13 curva pairon - y = 0.0465x + 0.0159, ¥ = 0.9950

Repeficiones Promsdio

Ex¥acio EGnoico 0e Equivalenies ACdD

Ajatlic temperatura 1 2 3 Galico mg/'mi de
Amilania Extract
Etanal 25% 93580 01 39051 0.1
Etanal £5% 104531 95000  10.1622 102
Etanol 26% 109881 111680  11.1650 1.1

Determinacion de Compuestos Fenolicos Totales de
Extracto obtenido Mediante Ultrasonido

Repsfidones Promedia
Extracta Etanailco de Equivalentes Addo
Ajotilo lemperaiura 1 2 3 Zalcn mymi ge
Amblente Exiradin
Etanal 25% 16,3658 150004 16.4567 16.3
Etanol 65% 184551 175874 17.5060 181
Etanci 96% 215456 21260 217991 215

Mota: La cuantificackon 52 bast wilizando un estandar, expresa los miligramos en
equivalentes de Acda Galleo que estan presente en un milll de muestra.

ﬁs.{f aapp AR, "f/

Y | 1.

'h'.' i ,llf-'“I

Il.- l"' . [ — '\-

o P 7 Y
"\-"'_l\-_'ln'n'.-i"'_:g Cuiphen Jorge Cellausndsis Pasi

& e | FEAR R L gralin g

Eipiinmpirg - iiidde
[T

142

repositorio.unap.edu.pe
No olvide citar adecuadamente esta tesis
.|



NACIONAL DEL ALTIPLANO
Repositorio Institucional

ﬁuf‘ﬂ UNIVERSIDAD

UNIVERSIDAD MACIOMNAL DE SAN ANTONIO ABAD DEL CUSCO

FACLULTAD DE CIEMCIAS
LABCRATORID DE CROMATOGRAFIA Y EEPECTROMETRIA - Paballtn de Contral de Caldad
& Do la Culira 733 CLSSOPERD Contecin S0 msmms

RESULTADOS
Cuson 20 de Colubre 20332
Solichtantes - Ateima Ludemi Condon Caceres
Tipo de Andllsls  © Determinacion de Anticaddantes, Compuesios Fentlicos,
Antocianinas Totales, Carotenakde y Setalain
MEtoces : DPPH, Failn Clocaltey, pH dizrenclal y Moquimica

Tipo de Mussiras : Exiraciy Etanolico 4e Alobllo Gaanium sassifTamm Cav
Cantidad ge Mussira © 30 frascos con S0 mil apmiL
Almacenamisnta 4G

Anticxidantes
Condiciones de Anailsts por Espectrofotometro
Equipo - Espectméotometro Genesls 20 Therma Biecinon
Longhud de Onda 517 nm
Celda de Lectura - Cubetas de Vidno de 1em.

Ecuacion de I3 curva patron : y = 0.0393x + 0.0154, R = 0.0977

RepeSciones Promedio
Em Elanclico de i 3 3 Equivalenies Trokx CIS0
mtem"‘:e'““ Mgy imi extracts
Elanol 25% 226630 IX2.6630 225630 2.7
Etanol 65% 247538 248973 248502 248
Elanol 95% 276210 26.1050 2Z7.5800 A

Miokar

Los resullados obdenidos en la deteminadon de acdividad anticarkdants sapress & Cosfoents
de Inhibician al S0% (Tl 0 10 =n milgramos squivalentes Trolox gue estan presenis =n
militre de ruesta. Los valores bajos posesn mayor acividad amtoorkdane"

Deisrminaalcn da Carcdsncides v Eetalalnac.

Mediants = ensayo preliminar an |3 SYraccin con sohventes Hexans - ksopropanol (1: 1) o s&
ha deteciado la presencla de Carcienoldes, mediank la exraccion en sistema en fase solda

(2FE) no & ha defecindo ks presencis d= Be@isinas.

= Rodfigerfaona L £, & Wrested R E [M05] Asetons exdedon e chivolm patiloy of
anthecpanid. Unk F11. In B E Wolsled, & & J Sehwarte (Eoa ), Handbook of food analytioal
chésmairy [P T M Yok John Wiksy & San, Ine

(B s i - LINALAL.
L
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UMINERSIDAD MACIOMAL DE SAM ANTOMKD ABAD DEL CUSCO

FACULTAD DE CIEMCIAS

LABORATORIO DE CROMATOORAFLA v EEPECTROMETRIA — Pabaildn de Conir de Caldad
Ay, Dl Cullura 733 CUBDD-PERL Contactn 57 NEES

Determinacion de Anticxidantes de Extracto obtenido

Mediante Ultrascnido
Repeiciongs Promedio
Ewiracin eEnolicn Equivaiens=s Troigy
de gatilo 1 2 3 IS0 mgd mil
_Emperatura ambiemnte ENTAC
Blaml 5% 120734 12.0961 122193 121
Starol | £S5 123880 122678 123162 123
Etanol  9E%: 11.5635 11.5391 114173 11.3

i

Los mesuilados obfenidos & la deieminaddn de acdividad antowicdanbs sypreca & CosfScisnbe
die Inhibicldm al S0% (Tl O 15 em milgramos equivalenbes TI'DII:I!CMEHHH presente =nun
milir de Fuesta. Los valones bajos posesn mayor acividad
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UNIVERSIDAD NACIONAL DE SAN ANTONIO ABAD DEL CUSCO

FACULTAD DE CIENCIAS
LABORATORIO DE CROMATOGRAFIA Y EEPECTROMETRIA — Pabelkén de Contrdl de Calidad
AV. De la Cutira 733 CUSCO-PERU Cortesto SVmsess

RESULTADOS
Antioxidantes
Repiica Extracto Etanolico da Ajotilio
Repetciones Promedio
Exiracio Equivalenes Trolox
Etanolco ge 1 2 3 CIS0 mg/imi

Alotiio exiracto
Mrat 15.0841 151359 152483 152
Mia 2 326139 327503 322947 2
Mra3 201830 29.1359  29.2771 292
Mya 4 372633 372276 371458 372
M¥as 246490 245042  24.5525 245
MTa 6 317853  31.8380  31.3803 319
Mra7 267990  25.5954  26.4427 %6
Mra s 400527 40.0204  40.0843 40.1
Mra s 337489 337944 34202 339
Mtra 10 315603 31.37S7T 313295 314
Mtr3 11 404948 403496  40.2723 404
Mira 12 417131 41.7039 417167 M7
Mira 13 3059211 31.0229  31.0733 310
Mtra 14 10.0510 39514 9.9016 10.0
Mira 1S 247938 246973  24.8%02 248

Notx

Los resutados cbtenidos en la determinacion de actividad antioxicante expresa el Coefciente
de Inhibicion al 50% (Cly 0 1C) en milgramos equivaientes Troiox que esu‘n presente en un
militro de muestra. Los valores bajos poseen mayor actividad antiodante”

Referencla

1 EBranc-Wikams W, N Cuveler and C. Berset, (1997) Use of a Froe RadScal Method 1o Evaliate
AnSoxidant Activity, Leberam. Wiss U Technol 28 2530

2 Matscewsha, A Jaszek M, Stefaniuk, D Chewsid T, & Matuszewssd L (2018) Anticancet,
anticxidant, and anibactenal adiviies of iow molecuar weght boadive sutfractions solated
om cultves of wood degmding fungus Cemena unicolr. PLOS ONE, 138) e0197044
rape Mool ong/10 137 foumad pone 0197044

3 Newd Lie ASahaman Lee Suan Chua Mchamad Rof Samis, Ramdan Az (2003
Phisicochemical and radcal scaverging activities of honey samples from Malaysia Agicutural
Scences Vo .4 N0 58 48.51

4 FPhiip Molyreux 2004 The use of the stadle fee radical dphenyipieryitycrazyl (DPPH) for
ealraing anticaidant ativity Songidanakanin J S48 Tedhnel, 252) 211219

& Pugliese AG Francisco A Tomes-Satersn, Pla Truchads, Mare | Genovese, Flavonoids,
Froanthocyanicing, Vitamin C, and Anticeddant Activty of Theotvoma grandiforum (Cupusssy)
Fulp and Seeds J Agric Food Chem 2013 Mar 2064 11)2720-8. doi 10 102743083400

& Thang X, YeY. . Cen Y Yang D QL Z, Hou Z, Han 8, Cal Z, & Lis, K (2018). Evariate
Cotrelation Acalysis of the Chemometric Profles of Chinese Wild Saivia miltionti2a Based on
UPLC-Ogg-ME and Arsoxidan Adinties Nolecues, 233} 53
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UNNVERSIDAD RACIONAL DE SAN ANTONIO ASAD DEL CUSCO

FACULTAD DE CIENCIAS
LABCAATORD DF CROMAT OOAARA Y FEFECTROMETRA - Pacalls 2 Cortal de Calcat
Ay D a Cotaa TEY CUBRCS: PREL) Coveste 27 ITuma

. RESULTADGS
Determunacion de Compuestos Fenolioos Totales

Lo ores de ACahg por Doecifilireln

Egdpo . Eidectrfotirmlss Gérddl 00 Thirmmd Dieciin
Lorgus &6 On2a tTEdrm
Ceida 08 Leciuna - Cuneas oe Viana oe 17

Equaoon 0¢ 3 oured patron ©y = 004500 « 0.0155, R = 0.9950

.

AUTD lerieryir) 1 4 3 GCD MG S
ASTIa By
Elrdd 25% ] 2514 Rt ER
Exangl £5% 13450 45000 Wk 102
Elirci 3% 0Ny 1680 1.8 111

Determinacion de Compuritos Feadlioos Tolles de
Uitrasonsdo

Extracio obtenido Mediante

L - i o 5] Pr=gde
ErTam ELnOnn 08 Eaursamrtes Aooo
AT WSO | 2 3 Cuaion mgimi O

A=t Frimcis

B 5% 16085 14 el 164547 [T
Eanon &4% 18,4541 179472 17 0AS 18
B S 218288 agasas  21TINN 34

Nota: L3 cuandficacion 52 basd utliZando un estandar, expresa bos millgrames en
equivaentes de Addo Galco que estan presants en un milliD de mussta,

146

repositorio.unap.edu.pe
No olvide citar adecuadamente esta tesis
. ____________________________________________________|]



. UNIVERSIDAD

NACIONAL DEL ALTIPLANO
Repositorio Institucional

UNIVERSIDAD NACIONAL DE SAN ANTONIO ABAD DEL CUSCO

FACULTAD DE CIENCIAS
LABORATORIC DE CROMATOGRAFIA Y EEPECTROMETRIA ~ Pabaliin de Contrd de Calidad
AV, De & Cultra 733 CUSCO-PERU Cortecto SV ReSs

RESULTADOS
Compuestos Fendlicos
Repiica Extracto Etanolico de Ajotilio
Repesciones Promedio
T Bwacio = Equivaientas ACigo
Etanoiico de 1 2 3 Galico mgimi de

Ajotiio Extracto
Mia 1 52.2455 520362 519295 S21
Mira 2 35.2965 355117 35.4051 354
Mira 3 35.4051 35.0853 3556183 354
Ma 2 35.2965 35.1919 3556183 354
Mias 33.1663 33.8060 33.37%5 335
MIa 6 $50.9701 51.3%65 50.7568 510
MIa7 51.60%8 51.0768 512500 513
Mira 8 30.3345 30.9275 30.1812 30.5
MIa g S8.7122 58.6055 585252 S8.7
Mira 10 52.4527 52.3561 52.1423 S2.3
Mira 11 50.2239 50.5437 51.4825 50.8
Mira 12 53.6354 S34222 S3.2090 534
Mira 13 31.3538 316733 312473 314
Mira 14 33.3785 332723 33.0887 332
Mira 1S 26.1301 258102 259163 26.0

Nota: L3 cuantifcacion se baso utlizando un estandar, expresa 1os miligramos en
equivaientes de ACdo Galco Que e6tan presants en un MINTD de MUestra.

Refersraa

o Vemen LE3ngdon, Rusafl Omhofer, Rosa M. Lamusia-Raventds 1990 Analysis of 2ot phencis and
dher coddation sutwiates and anticoddants Dy means of olin-cocalieu reagent Methods in
Erzymalogy Volume 205, 1999, Pages 152-172

o Pugese AC, Franceoo A Tomas-Babersn, Plar Trohads, Mards | GCencwvese Flavonoids,
Proanthecyaniding, Vitamin C, and Anticxidant Activity of Thecheoma grandiforum (Cupussey) Pulp
and Seads J Agie Food Chem. 2013 Mar 20051(11)2720-8 gt 10.1021/7304340u

e Huang R T, lu Y. F, nbaral 8 8, & Chen & H (20%5) Determination of phenclic acics and
favoncds n Rhinecentus nasuts (L) s by highperfomance-Souid-chromatogaphy with
photodiode-aray detedtion and landem madss spectromelty. Joumal of Functional Foods, 12, 468.
508, Mype ol ong 10 1096] £ 2014 12 002

o  Raphanus raphanistum L Suu Ekstresinin Anvicksidan Altiviesl ve Total Fenclk kerigl (a f)
Recuperade 17 de emern de 209, ce MEpAwwwiukps orgfarchivesanchive-detadlanicie-
previewlantondant-actty-anc-ota-phencko-content chaqual 12445
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UNIVERSIDAD MACIOMAL DE SAN ANTOMIO ABAD DEL CLISCO

FACULTAD DE CIEMCIAS
LABCRATORIO DE CROMATOGORAFLA ¥ EEFECTROMETRIA ~ Pabellén de Conirol de Caldad
A D la Cullies 733 CUSDO-PERL Contecin S BERSES

RESULTADOS
Cuantificacion de Antocianinas Totales
Condicones de Anailsls por Especirofolometro
Equipo - Especimfiotémetro Génesls 20 Themno Eleciron
Longhud de Onga - 520y 700 Am
Celda de Leciura - Cubetas de Vidho de 1om.
piH-hlatnn - HAMMA EDGES HI2D20

Replicn Extracto Etsnclico de Ajotillo

Extracio Fanolco  EG-Cya-35 ExTacio Eandico  EG-Cyax3G

de Ajotlin il de Aot maL
Kira 1 41,06 Mira 1 <1.03
Mira 2 -1.02 Mira 2 -0.05
Mira 3 <103 Mira 3 -1z
Kira 4 <102 MNira 4 <0.01
Mira s <014 MIra 5 -1.03
Mira g -1as Mira & <104
Mia7 003 Mira 7 -1.03
Mia s oo Mira g 000
Kira g -0.03 Mira g 004
Afira 10 004 Mira 10 =001
LEra 11 <104 Mira 11 <1.03
Mira 12 ooo Mira 12 000
Mira 13 -0.03 Mira 13 -1.03
hfira 14 -0.07 Mira 14 -0.05
Mira 15 41,08 Mira 15 -1.05

Condcuson: Mo s2 ha detediado |3 presenda de antodanings en |as muesiras

Mot La Cuanificadén de Anfoclaninas Totales 52 basa en la transformacion
estructural de I35 aniocianinas que DCUTe con un cambloen el pHa 1.0y 4.5 a5y
700 rm, expresa |3 canddad de anioclanings en milgamos como equivalentes de
claniding-3-glucosioo presentes en 1 1o de muestra.

Refarancia
=« fAssociglion of Analylizal Communiles INTERMATIONAL. Total Monomeric

Anthocyanin Pigment Content of Frut Julces, Beverages, Natural Coiorants, and
Wines. pH DiMmerential Method AQAC OMclal Meihod 2005.02
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FACULTAD DE MEDICINA VETERINARIA ¥ ZOOTECNIA %
CENTRO EXPERIMENTAL LA RAYA

CONSTANCIA

EL QUE SUSCRIBE DIRECTOR DEL CENTRO INVESTIGACION Y PROOUCCION - LA RAYA DE LA FACULTAD
DE MEDICINA VETERINARIA Y ZOOTECNIA DE LA UNIVERSIDAD NACIONAL DEL ALTIPLANO - PUNO.

HACE CONSTAR:

Que, el Srta. ADELMA LUDEMI CONDOR! CACERES, identificado con DNI N® 70651194, estudiante de
la Escuela Profesional de Ingenieria Agroindustrial de la Facultad de Ciencias Agrarias de la
Universidad Nacional del Altiplano; para indicar que realizo la recoleccion de las raices de Ajotilio
como indica en lo siguiente:

NOMBRE DE LAHIERBA  : Ajotillo
NOMBRE CIENTIFICO : Geronium Diffusum
ESPECIE : Geranium sessifiorum Cavanilles

LUGAR DE RECOLECCION  : Cabana Jenguenosa - CIP La Raya

ALTITUD 15,482 msnm
CANTIDAD DE RECOLECCION: 5 Kg
FECHA DE MUESTREO £ 15/04/22

Se expide la presente constancia a solicitud del interesado para los fines que viera por conveniente.

La Raya 22 de enero 2024

KM. 203 CARRETERA PUNO-CUSCO
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Vicerrectorado ‘ Repositorio
de Investigacion Institucional
===

DECLARACION JURADA DE AUTENTICIDAD DE TESIS

Por el presente documento, Yo ADELMA LUDEMI CONDORI CACERES
identificado con DNI__70651194 en mi condicién de egresado de:

X] Escuela Profesional, 0 Programa de Segunda Especialidad, [J Programa de Maestria o Doctorado

INGENIERIA AGROINDUSTRIAL ;

informo que he elaborado el/la B Tesis o I Trabajo de Investigacién denominada:
“_OPTIMIZACION DE LAS CONDICIONES DE EXTRACCION ASISTIDA POR

ULTRASONIDO DE ANTOCIANINAS, COMPUESTOS FENOLICOS Y
ANTIOXIDANTES A PARTIR DE LA RAIZ DE AJOTILLO (Geranium sessiliflorum Cav.) >

Es un tema original.

Declaro que el presente trabajo de tesis es elaborado por mi persona y no existe plagio/copia de ninguna
naturaleza, en especial de otro documento de investigacion (tesis, revista, texto, congreso, o similar)
presentado por persona natural o juridica alguna ante instituciones académicas, profesionales, de
investigacién o similares, en el pais o en el extranjero.

Dejo constancia que las citas de otros autores han sido debidamente identificadas en el trabajo de
investigacion, por lo que no asumiré como suyas las opiniones vertidas por terceros, ya sea de fuentes
encontradas en medios escritos, digitales o Internet.

Asimismo, ratifico que soy plenamente consciente de todo el contenido de la tesis y asumo la
responsabilidad de cualquier error u omision en el documento, asi como de las connotaciones éticas y legales
involucradas.

En caso de incumplimiento de esta declaracion, me someto a las disposiciones legales vigentes y a las
sanciones correspondientes de igual forma me sorheto a las sanciones establecidas en las Directivas y otras
normas internas, asi como las que me alcancen del Cédigo Civil y Normas Legales conexas por el
incumplimiento del presente compromiso

Puno__19 de__ abril del 2024

FIRMA (obligatoria) Huella
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| Universidad Nacional
3 : del Altiplano Puno

AUTORIZACION PARA EL DEPOSITO DE TESIS O TRABAJO DE
INVESTIGACION EN EL REPOSITORIO INSTITUCIONAL

Por el presente documento, Yo ADELMA LUDEMI CONDORI CACERES
identificado con DNI__70651194 en mi condicion de egresado de:

X Escuela Profesional, [ Programa de Segunda Especialidad, [0 Programa de Maestria o0 Doctorado

INGENIERIA AGROINDUSTRIAL
informo que he elaborado el/la ® Tesis o [J Trabajo de Investigacion denominada:

“ OPTIMIZACION DE LAS CONDICIONES DE EXTRACCION ASISTIDA POR ULTRASONIDO DE

_ ANTOCIANINAS, COMPUESTOS FENOLICOS Y ANTIOXIDANTES A PARTIR DE LA RAIZ DE

AJOTILLO (Geranium sessiliflorum Cav.)

para la obtenciéon de O0Grado, X Titule Profesional o [J Segunda Especialidad.

Por medio del presente documento, afirmo y garantizo ser el legitimo, inico y exclusivo titular de todos los
derechos de propiedad intelectual sobre los documentos arriba mencionados, las obras, los contenidos, los
productos y/o las creaciones en general (en adelante, los “Contenidos”) que seran incluidos en el repositorio
institucional de la Universidad Nacional del Altiplano de Puno.

También, doy seguridad de que los contenidos entregados se encuentran libres de toda contraseiia,
restriccion o medida tecnologica de proteccion, con la finalidad de permitir que se puedan leer, descargar,
reproducir, distribuir, imprimir, buscar y enlazar los textos completos, sin limitacion alguna.

Autorizo a la Universidad Nacional del Altiplano de Puno a publicar los Contenidos en el Repositorio
Institucional y, en consecuencia, en el Repositorio Nacional Digital de Ciencia, Tecnologia e Innovacion de
Acceso Abierto, sobre la base de lo establecido en la Ley N° 30035, sus normas reglamentarias,
modificatorias, sustitutorias y conexas, y de acuerdo con las politicas de acceso abierto que la Universidad
aplique en relacion con sus Repositorios Insutucionales. , Autorizo expresamente toda consulta y uso de los
Contenidos, por parte de cualquier persona, por el tiempo de duracion de los derechos patrimoniales de autor
y derechos conexos, a titulo gratuito y a nivel mundial.

En consecuencia, la Universidad tendra la posibilidad de divulgar y difundir los Contenidos, de manera total
o parcial, sin limitacion alguna y sin derecho a pago de contraprestacion, remuneracion ni regalia alguna a
favor mio; en los medios, canales v plataformas que la Universidad y/o el Estado de la Republica del Pert
determinen, a nivel mundial, sin restriccion geografica alguna y de manera indefinida, pudiendo crear y/o
extraer los metadatos sobre los Contenidos, e incluir los Contenidos en los indices y buscadores que estimen
necesarios para promover su difusion.

Autorizo que los Contenidos sean puestos a disposicion del publico a través de la siguiente licencia:

Creative Commons Reconocimiento-NoComercial-Compartirlgual 4.0 Internacional. Para ver una copia de
esta licencia, visita: https://creativecommons.org/licenses/by-nc-sa/4.0/

En sefial de conformidad, suscribo el presente documento.

Puno___16 de abril del 20

¥}
=

FIRMA (obligatoria) Huella
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SENOR SUB DIRECTOR DE LA UNIDAD DE INVESTIGACION DE LA ESCUELA
PROFESIONAL INGENIERIA AGROINDUSTRIAL UNA - PUNO:

En mérito a la evaluacién y dictamen del borrador de tesis, OPTIMIZACION DE LAS
CONDICIONES DE EXTRACCION ASISTIDA POR ULTRASONIDO DE
ANTOCIANINAS, COMPUESTOS FENOLICOS Y ANTIOXIDANTES A PARTIR DE LA
RAIZ DE AJOTILLO (Geranium sessiliflorum Cav.), con codigo PILAR N° 2021 - 625
presentado por el bachiller ADELMA LUDEMI CONDORI CACERES, el jurado revisor

lo declara:

APTO (X)

Por tanto, esta expedito para la sustentacion presencial y defensa de la
tesis. Determinando que dicho acto académico se lleve a cabo el dia 8 de mayo del
2024 a las 8:00 horas. Por lo que solicitamos a usted, se efectué los tramites y la
publicacion correspondiente para la realizacién de acuerdo a lo reglamentado.

En Puno (C.U.), a los 46 dias del mes de abril d?l/ZOZ

oo

A J PAL&Z LAQUI VILCA
rimer miembro

EDGﬁé/ EGOS ROJAS
resi ente

\
. Sc J AN QUISPE CCAMA
undo miembro

(77

Dr ALEJAN 0 COLOMA PAXI ADELMA LUDEMI CONDORI CACERES
Dlre or o asesor de Tesis Tesista

PROVEIDO DE LA UNIDAD DE INVESTIGACION

Considerando que la evaluacion y dictamen del borrador de tesis por el jurado revisor
se declaro como apto:

Esta Sub-Direccion autoriza el tramite y la publicacion de la exposicion y defensa de la
tesis; de acuerdo a la fecha y hora determinada por los jurados, con las respectivas
medidas de bioseguridad para dicho acto. A la misma, los documentos que se
presentan para su publicacion en el Repositorio Institucional son veraces y auténticos

del autor (e) ( ’/@

/ ——-’_——V—

Dr. ULISES ALVARADO MAMANI
Sub-Director de la Unidad de Investigacién-EPIAI

Puno C.U. 16 de abril del 2024
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