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RESUMEN

Ante la creciente demanda de colorantes naturales a nivel mundial, se ha estudiado los
extractos de los frutos del (mio mio)Coriaria ruscifolia L. del cual se tiene escasa
informacion, encontrando en ellos compuestos antocidnicos y polifendlicos los mismos
que son de gran interés como compuestos bioactivos por poseer capacidad antioxidante.
Actualmente se tiene conocimiento de que los flavonoides entre ellos las antocianinas que
contienen los frutos del mio mio tiene propiedades anticancerigenas y otras propiedades
funcionales que hacen de gran interés su estudio los mismos que pueden ser usados como
una gran fuente de antioxidante como colorantes naturales. El objetivo del presente
estudio es determinar los compuestos bioactivos y capacidad antioxidante de los frutos
del mio mio para su uso en la industria alimentaria. Se efectudé la extraccion de sus
pigmentos con Metanol acidificado y en este extracto se determing sus caracteristicas
antocianicas por espectroscopia UV Visible, FTIR-ATR, luego se determind la
composicion de sus antocianinas por HPLC. Se determiné el contenido de antocianinas
totales CAT por método de pH diferencial siendo de 440.22 (mg de cianidina 3-
glucosido/100 g), ademas se cuantifico el contenido de polifenoles totales PFT usando el
meétodo Folin-Ciocalteu habiéndose determinado 1820.41 (mg é&cido gélico/100 g),
también se ha evaluado su capacidad antioxidante TEAC — ABTS cuyo resultado fue de
739.92 (umol trolox/100 g). Los resultados de los compuestos bioactivos y capacidad
antioxidante de los extractos de frutos del mio mio son notablemente mayores a los
reportados por diferentes frutos similares, lo que implica concluir que estos frutos pueden

ser usados como una fuente de antioxidantes en forma de colorantes naturales.

Palabras clave: antioxidantes, antocianinas, capacidad antioxidante, flavonoides,

polifenoles y radicales libres.

ABSTRACT
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The Natural dye demand is growing worldwide. This research is about the extracts of the
fruits of (Mio mio) Coriaria ruscifolia L., from which little information is available, but
we found in them anthocyanic and polyphenolic compounds which are great interest
as bioactive compounds because of their antioxidant capacity. Nowadays , It is known
that flavonoids including anthocyanins from ( Mio mio ) fruit has anticancer properties
and other functional properties that made this study a great interest and can be used as
a great source of antioxidant as natural dyes. The objective of the present study was to
determine the bioactive compounds and antioxidant capacity of( Miomio ) fruit to use
in the food industry. The extraction of their pigments were carried out with acidified
methanol and into this extract their anthocyanin characteristics were determined by
Visible UV spectroscopy, FTIR-ATR, then the composition of their anthocyanins were
determined by HPLC. The content of total CAT anthocyanins were determined by
differential pH method. This 440.22 (mg of cyanidin 3-glucoside / 100 g) in addition the
total content of polyphenols PFT were quantified using the Folin-Ciocalteu method with
1820.41 (mg gallic acid / 100 g). The antioxidant capacity TEAC - ABTS has also been
evaluated with 739.92 (umoltrolox / 100 g). The results of the bioactive compounds and
antioxidant capacity of ( miomio ) fruit extracts were notably higher than those reported
by different similar fruits. This impliesas a conclusion that these fruits can be used as a

source of antioxidants in the form of natural dyes.

Key words: Antioxidants, anthocyanins, antioxidant capacity, flavonoids, polyphenols

and free radicals.
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INTRODUCCION

Los frutos pigmentados no solo son valiosos por sus contenidos en Vitamina C y algunos
macro y micronutrientes y minerales sino también por sus compuestos bioactivos como
los flavonoides entre ellos las antocianinas, por su alto valor antioxidante quienes
neutralizan los radicales libres generados en el organismo humano, esta actividad ha sido
ampliamente estudiado o relacionado por su contenido en compuestos fendlicos (Seeram,
2008b). Investigaciones efectuadas al respecto han determinado que el consumo frecuente
de alimentos con alto contenido de estos compuestos previene malformaciones celulares
degenerativas como el cancer, enfermedades cardiovasculares, envejecimiento celular,
etc.(Zorrilla Garcia, 2002).Estos antioxidantes de frutos antocianicos poseen capacidad
para neutralizar los radicales libres permitiendo que las células no sufran oxidacion o que
se mantengan en un equilibrio para los procesos de 6xido-reduccion que ocurren en forma
natural dentro del organismo(E Marta Kuskoski, Asuero, Garcia-Parilla, Troncoso, &
Fett, 2004) .

Existen trabajos de investigacion que indican gque el contenido de flavonoides del tipo
polifenoles especialmente antocianicos en las plantas, se deben a muchos factores
extrinsecos como el grado de la intensidad de la luz UV e intrinsecos como la variedad
de una planta, factores ambientales como el cambio climatico actual, de almacenamiento
como la senescencia de los frutos y procesamiento como es la oxidacion de algunos de
sus compuestos los mismos que se deben tener en consideracion(Balasundram, Sundram,
& Samman, 2006).

Estudios de extractos en fuentes naturales con alto contenido en flavonoides en la
actualidad son de creciente interés para la industria alimentaria porque también retardan
la oxidacion lipidica y de esta manera pueden mejorar la calidad y el valor nutricional de
los alimentos y de esta manera evitar el uso de sustancias antioxidantes artificiales como
el BHT (butil hidroxi tolueno) y el BHA (butil hidroxi anisol) actualmente cuestionados
por los posibles efectos toxicologicos adversos que pueden presentar como las
disfunciones endocrinas y que es menester seleccionar otras fuentes de antioxidantes
lipidicas naturales y aceptadas por los consumidores y no requerir pruebas de seguridad

por la legislacion, entre otros(Olmedo, Asensio, Nepote, Mestrallet, & Grosso, 2009).
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Siendo el Per( un pais megadiverso, cuenta con una serie de frutos aun no bien estudiados
como son los frutos del mio mio, las mimas que desde tiempos pre-incas ya han sido
usados como tintes naturales (Chacon & Octavio, 2015), hoy ante la gran demanda de
alimentos funcionales se debe estudiar sus componentes bioactivos y de esa manera dar
su valor agregado en los pobladores de la region andina efectuando el uso masivo de
colorantes naturales con efectos antioxidantes para uso alimentario(Pokorny,
Yanishlieva, & Gordon, 2005). Los frutos con contenido alto en flavonoides y sustancias
poli fendlicas, son los que estan relacionados con una gran capacidad antioxidante de
efecto bioactivo (Héctor, Clavijo, & Herrera, 2006), los mismos que son evaluados en los
extractos de los frutos del mio mio (Coriaria ruscifolia L).

Existen estudios en 56 plantas tintoreas en el Perd, entre ellas el mio mio (Coriaria
ruscifolial) que se ha usado como tintes naturales para tefiir telas y otros objetos tiene
una larga historia en los andes sudamericanos, pero se ha perdido casi toda la tecnologia

con la introduccion de los tintes sintéticos (de Mayolo, 1989).

Actualmente el miomio se encuentra en el Perl como arbusto silvestre usado
generalmente como material de cerco en las vivienda rurales y su uso alimentario de sus
frutos maduros es precario generalmente entre los meses de marzo a junio, por lo que se
considera un arbusto poco difundido y al que no se le ha dado su verdadero valor agregado
como sustancias con alto potencial bioactivo del cual se pueden obtener colorantes
naturales ya que se tiene en forma abundante en las regiones de Apurimac, Huancavelica

y Cusco.

Dentro de los frutos mas difundidos y reconocidos por su alto contenido antioxidante y
valor comercial se tiene los ardndanos o blueberry (Vaccinium corymbosum) (Ribera,
Reyes-Diaz, Alberdi, Zufiiga, & Mora, 2010), pero se tienen escasa informacion de las
propiedades bioactivas del mio mio (Coriaria ruscifolia L) por lo que es materia de
estudio en el presente trabajo de investigacion para poder usarlas eventualmente como

fuente natural de antioxidantes.
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CAPITULO |
REVISION DE LITERATURA

1.1. Marco Tedrico.

1.1.1. Caracteristicas Botanicas del mio mio

Coriaria ruscifolia L. (mio - mio) saca saca, (Shalisko, Gonzélez-Villarreal, &
Carvajal, 2007), forma gran parte de la flora silvestre del distrito de Tamburco,
Abancay, Apurimac, Perd, crece desde los 2400 — 2900 msnm, se encuentra en flor
y fruto durante casi todo el afio, da frutos en cantidades considerables con méas
alta produccion los meses de mayo — junio, secandose en la propia planta al no
tener aprovechamiento, mas bien es usado como cercos limitrofes en algunas
propiedades del lugar. Se tiene informacion que los frutos de este arbusto son
usados como tintes naturales para el tefiido artesanal de lanas y fibras(Lock Sing de
Ugaz, 1997).

ElI mio — mio (Coriaria ruscifolia L), es unaespecie que pertenece a la
familia Coriariaceae. Es un arbusto o arbol mas bien pequefio, hasta de 7 m de alto,
con las ramas extendidas (Figura 1 vy 2);hojas sésiles o subseésiles, las de
los tallos principales opuesto-cruzadas, ovadas a cordiformes o suborbiculares, a
veces més anchas que largas, abrazadoras en la base, con 5 a 9 nervaduras basales,
las de las ramas laterales oblongo-ovadas a elipticas o lanceoladas, de 0,5a 7,5 cm
de largo y de 0,2 a 3,2 cm de ancho, apice agudo a acuminado o mucronado, base
cuneada; racimos con frecuencia largos y delgados, hasta de 25 cm de longitud,
pubérulos, origindndose en las ramas principales, o bien en las
laterales; flores sobre pedicelos delgados, de 2 a 6 mm de largo, acompafiados por

una bractea basal; flores de 2 a 3 mm de didmetro, hermafroditas, de color rojizo
3
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obscuro con verde, amarillentas o blanquecinas; sépalos ovados, de 1.5 a 2 mm de
largo y 1 a 1,5 mm de ancho; pétalos mas cortos que los sépalos; fruto subgloboso,
de 3 a 4 mm de diametro, de color obscuro, conteniendo por lo comun 5 cocos

rodeados por los pétalos carnosos acrescentes (Calderon de Rzedowski, 1992).

Figura 1. Mio — mio (Coriaria ruscifolia L)
Fuente: http://www.botanicayjardines.com/coriaria-ruscifolia/

Hojas Flores Frutos

Figura 2. Mio — mio (Coriaria ruscifolia L) de hojas, flores y frutos.
Fuente: http://www.chileflora.com/Florachilena/FloraEnglish/HighResPages/EH0105.htm
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Los frutos del mio — mio (Figura 2) son usados en el Per(, como tintes naturales para
tefiido (Lock Sing de Ugaz, 1997).

Figura 3. Mio — mio, Coriaria ruscifolia L.
Fuente: (Rodriguez et al., 2017).

1.1.2. Taxonomia del mio — mio (Coriaria ruscifolia L)

El mio-mio (Figura 3) pertenece a las siguientes categorias taxondmicas (Santa
Cruz Cervera, 2011).

Reino: Plantae
Subreino:  Tracheobionta
Division: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Subclase: Magnoliidae
Orden: Cucurbitales
Familia: Coriariaceae
Género: Coriaria

Especie: C. ruscifolia L.
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1.1.3. Distribucioén

Amazonas, Apurimac, Ayacucho, Cajamarca, Cuzco, Huanuco, Huancavelica,
Junin, La Libertad, Puno. Se distribuye de México a Sudamérica, también en Nueva
Zelanda, Nueva Guinea y otras islas del Pacifico (Shalisko et al., 2007), (Guédes,
1971).

1.1.4.Nombres comunes

Mio-mio, chanche, chanchi, llama-myo, mio, miyo-miyo, milloghya, saca-saca,

zumaque.
1.1.5.Usos

Como tinte natural para la fibra y para curtir. Del jugo del fruto se extrae un tinte
muy firme de color morado intenso y de las hojas se obtiene tanino para curtiembre.
Para el tefiido se usa los frutos maduros que por lo general son cosechados en el
mes de julio. El color de colorante obtenido varia entre azuloso a morado y color
vino (Cajias & Fernandez, 1987)

1.1.6. Pigmentos en plantas tintoreas.

Los pigmentos en plantas vegetales provienen generalmente por diferentes
componentes bioactivos que no necesariamente guarda relacion entre el color de la
planta y el colorante que contiene. El hecho de que una molécula biol6gica este o
no coloreada viene determinado por su estructura y de acuerdo a sus afinidades
estructurales y se han clasificado los colorantes organicos en seis grandes grupos
en la tintoreria tradicional americana son cinco los grupos que interesan,
carotenoides y flavonoides (amarillos anaranjados), antocianas (azules y rojos),
quinonas (purpura escarlata) indigoides (azul y purpura) (Cajias & Fernandez,
1987).

1.1.7.Compuestos fenolicos

Los componentes fenolicos constituyen uno de los grupos de micronutrientes

presentes en el reino vegetal, que forman parte importante de la dieta humana.
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Dentro de la clasificacion general se encuentran los fenoles, &cidos fendlicos y
flavonoides, que constituyen un amplio grupo de sustancias quimicas consideradas
metabolitos secundarios de las plantas, con diferentes estructuras quimicas y

propiedades (Porras-Loaiza & L6opez-Malo, 2009).

e Fenoles: Los polifenoles son importantes antioxidantes en la dieta y la papa es
una buena fuente de ellos, tienen un amplio rango de caracteristicas promotoras
de la salud. Estudios han revelado que las papas son consideradas la tercera
fuente de fenoles después de manzanas y naranjas. Estos compuestos estan
presentes tanto en la cascara como en la pulpa de las papas. Hoy en dia hay un
creciente interés por consumir papas nativas, sobre todo las que tienen pulpas
rojas o pdrpuras, ya que sus pulpas contienen 3 a 4 veces mas concentracion de
fenoles que las papas mas comerciales de pulpas crema o blanca (M. Mufioz,
2014).

e Flavonoides: También son compuestos con actividad antioxidante y por lo
tanto, promotores de la salud. La papa no contiene tantos flavonoides si se le
compara con otros alimentos, pero su alto consumo hace que sea una buena
fuente de ellos. Al igual que lo que sucede con los fenoles, las papas de pulpas
rojas o purpura contienen mas concentracion y se estan comenzando a utilizar
como fuente de colorantes naturales y antioxidantes en la industria alimenticia,
sobre todo para reemplazar a los colorantes artificiales y asi mejorar la salud
humana(M. Mufioz, 2014).

En un estudio realizado con 1000 genotipos de papas andinas por el Centro
Internacional de la Papa en Pert (CIP), se determind que los &cidos fendlicos, en
especial la concentracion del &cido clorogénico, representaron una gran proporcion
en todos los genotipos, entre el 45% y 90% del total del contenido de polifenoles
(Andre et al., 2007).

En la investigacion con doce papas nativas chilenas procedentes de las islas de
Chiloe y Valdivia se evaluo el contenido de polifenoles totales por el método de
Folin - Ciocalteu en papas con cascara y sin cascara, observandose que existe una

variacion en las muestras de papas peladas y sin pelar.
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En papas sin céscara, el rango de polifenoles totales fue de 191 a 1864 mg /100 g
en base seca (BS) mientras tanto estos parametros variaron desde 345 a 2852 mg
/100 g en BS en papas con cascara (Ah-Hen et al., 2012), lo que indica una elevada

concentracion de polifenoles en la cascara de los tubérculos.

Otro factor que se puede correlacionar con el contenido de polifenoles son las
coloraciones rojas y parpuras de la cascara del tubérculo, las cuales pueden llegar
a contener el doble de la concentracion de &cidos fendlicos en comparacion con
variedades de cascara blanca (Ezekiel, Singh, Sharma, & Kaur, 2013), las cuales

son las de mayor consumo.

Esta caracteristica del color de cascara de los tubérculos sobresale en las papas
nativas andinas silvestres donde se encuentran diferentes tonalidades entre papas de

color amarillo, rojas y purpuras.
1.1.8. Antocianinas

El otro gran grupo de pigmentos que pueden presentarse en los tubérculos de
algunas variedades de papa son las antocianinas. Se trata de pigmentos vacuolares
que dan lugar a las coloraciones rojas a purpura negras en la piel de los tubérculos
y/o en la pulpa y estos colores a menudo enmascaran los colores producidos por los
carotenoides. Las antocianinas pertenecen a una clase de compuestos Ilamados
flavonoides, sin embargo la mayoria de los flavonoides es generalmente incolora o
tienen un color amarillo. Otros flavonoides, tales como los flavonoles y las flavonas
que tienen un color amarillo y pueden estar presentes en trazas, aunque es poco
probable que tengan un efecto significativo sobre la pulpa o el color de la cascara
(Burton, 1989).

1.1.9. Carotenoides

La pulpa de todas las variedades de papa esta tefiida de amarillo en mayor o menor
grado, y esto se debe principalmente a la presencia de carotenoides, una clase de
pigmentos y plastidios. Los principales constituyentes de carotenoides en los
tubérculos de patata son las xantofilas, violaxantina, luteina y luteina-5,6-epoxido,

con pequefias cantidades de neoxantina y neoxantina-A (Burton, 1989).
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1.2.

Alimentos funcionales

1.2.1. Alimento nutracéutico

Es aquel que contiene compuestos que se ha demostrado que tienen efectos
positivos en nuestra salud y que incrementan nuestra calidad de vida. Es cualquier
sustancia que puede ser considerada un alimento o la parte de un alimento que
provee un beneficio para la salud, incluyendo la prevencion y el tratamiento de una

enfermedad.

Son productos de origen natural con propiedades bioldgicas activas, beneficiosas
para la salud y con capacidad preventiva y/o terapéutica definida. Los alimentos
nutracéuticos previenen las principales enfermedades cronicas degenerativas que
son los infartos, embolias, hipertension, diabetes, canceres hormona dependientes
(glandulas mamarias, prostata, tiroides, etc.) (Delgado-Vargas & Paredes-Ldpez,
2002).

Los alimentos nutracéuticos se dividen en:

e Nutrientes: Estos son los azucares y las grasas.

e Compuestos quimicos: Fibras, antioxidantes, carotenos, acidos grasos (Omega-
3)

e Probidticos: microorganismos benéficos (lacteos).

Los criterios que deben cumplir los alimentos nutracéuticos son que:

e Sean productos de origen natural.

Aislados y purificados por métodos no desnaturalizantes

Que aporten efectos beneficiosos para la salud:
a. Mejora de una o0 més funciones fisioldgicas.
b. Accion preventiva y/o curativa.
c. Mejora de la calidad de vida.
e Que se preserve su calidad en el tiempo.
e Con analisis de estabilidad y toxicologia.
e Analisis quimicos.
e Estudios reproducibles de sus propiedades bioactivas (McDonough, Rooney,
& Serna-Saldivar, 2000).
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1.2.2. Radicales libres

Desde el punto de vista quimico los radicales libres son todas aquellas especies
quimicas, cargadas 0 no, que en su estructura atdbmica presentan un electron
desapareado o impar en el orbital externo, dandole una configuracion inestable,
sefializado por el punto situado a la derecha del simbolo. Poseen una estructura
birradicélica, son muy reactivos, tienen una vida media corta, por lo que acttan

cerca al sitio en que se forman y son dificiles de dosificar(Mariella & Anita, 2011).

Desde el punto de vista molecular son pequefias moléculas que estan presentes al
mismo tiempo en todas partes y ademas difusibles que se producen por diferentes
mecanismos entre los que se encuentran la cadena respiratoria mitocondrial, la
cadena de transporte de electrones a nivel microsomal y en los cloroplastos, y las
reacciones de oxidacion, por lo que producen dafio celular (oxidativo), al interactuar

con las principales biomoléculas del organismo.

No obstante lo expresado anteriormente, los radicales libres del oxigeno tienen una
funcién fisiologica en el organismo como la de participar en la fagocitosis,
favorecen la sintesis de colageno, favorecen la sintesis de prostaglandinas, activan
enzimas de la membrana celular, disminuyen la sintesis de catecolaminas por las
glandulas  suprarrenales, modifican la biomembrana y favorecen la
quimiotaxis(Aguilera-Otiz, del Carmen Reza-Vargas, Chew-Madinaveita, & Meza-
Velazquez, 2011), (Mariella & Anita, 2011).

Existe un término que incluye a los radicales libres y a otras especies no radicalares,
pero que pueden participar en reacciones que llevan a la elevacion de los agentes
prooxidantes y son las especies reactivas del oxigeno (EROS) (Naqui, Chance, &
Cadenas, 1986).

Las principales especies reactivas del oxigeno o sustancias prooxidantes son:

e Radical hidroxilo (OH)-

e Peroxido de hidrégeno (H20,)
e Anion superdxido (O2)

e Oxigeno singlete (102)

e Oxigeno nitrico (NO-)

10
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e Perdxido (ROO )
e Semiquinona (Q)
e Ozono (0s3)

1.2.3. Compuestos antioxidantes

Un antioxidante es una molécula capaz de retardar o prevenir la oxidacion de un
sustrato oxidable, actuando como donador de electrones (agente reductor). Todos
los seres vivos que utilizan el oxigeno para obtener energia, liberan radicales libres,
lo cual es incompatible con la vida a menos que existan mecanismos celulares de
defensa que los neutralice. A estas defensas se las denomina antioxidantes. Los
niveles bajos de los mismos, o la inhibicidn de las enzimas antioxidantes causan
estrés oxidativo y pueden dafiar o matar las células. Se clasifican de la siguiente

manera.

e Endogenos: son normalmente bio-sintetizados por el organismo como las
enzimas: catalasa, superoxido dismutasa y la glutation peroxidasa, glutation S-
transferasas, tioredoxina-reductasas y sulfoxido-metionina-reductasas.

e Exo0genos: através de la dieta no enzimaticos como las las vitaminas E y C, los
beta-carotenos, flavonoides y licopenos, fitoestrogenos, polifenoles, glutation,
acido urico, ubiquinol (Co-enzima Q) y melatonina. Ademas de las vitaminas
los oligoelementos como cobre, zinc, manganeso, selenio y hierro deben ser
incorporados al organismo a través de la dieta, porque conforman la parte activa

del nucleo de las enzimas antioxidantes.
1.2.4. Estrés oxidativo.

El estrés oxidativo es causado por un desequilibrio entre la produccion de especies
reactivas del oxigeno y la capacidad de un sistema bioldgico de detoxificar
rapidamente los reactivos intermedios o reparar el dafio resultante. En términos
quimicos, es un gran aumento en la reduccion del potencial celular o una
disminucion en la capacidad reductora de los pares redox celulares como el

glutation.

Un aspecto “destructivo” del estrés oxidativo es la produccion de especies reactivas

derivadas del oxigeno (ERO), que incluyen los radicales libres y los peroxidos.
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La mitocondria es el principal productor de especies reactivas de oxigeno durante
los procesos normales oxidativos del metabolismo, principalmente a través de las
reacciones de oxido-reduccion que ocurren en los complejos de transferencia de
electrones y que tienen al oxigeno como el ultimo aceptor de electrones(Macedo-
Marquez, 2012).

Ante el peligro que representa el dafio oxidativo, las células se encuentran
preparadas con mecanismos de proteccion: los antioxidantes celulares son las
enzimas por ejemplo la superdxido dismutasa, catalasa y glutation peroxidasa
(Miquel & Ramirez-Boscd, 2004).

El estrés oxidativose define como una alteracion del equilibrio
prooxidante/antioxidante, a favor del primero. Se menciona (Miquel & Ramirez-
Bosca, 2004) que, el aumento del estrés oxidativo que tiene lugar al envejecer, se
acompafa de un progresivo descenso en los niveles tisulares de glutation reducido
(necesario para la sintesis de DNA y proteinas, actividades enzimaticas, liberacion

de neurotransmisores y detoxificacion de compuestos carcin6genos)

El estrés oxidativo ha sido asociado a la patogénesis de muchas enfermedades
humanas. Por esta razon, se estudia de forma intensiva el uso de antioxidantes,
especialmente los flavonoides (antocianina) que demuestran su capacidad
antioxidante y su contribucién significativa en la dieta, asi como su efecto en la
prevencion de diversas enfermedades como cardiovasculares, cancerigenas y
neuroldgicas (Brown, 2005; E Marta Kuskoski et al., 2004; Reyes, Miller, &
Cisneros-Zevallos, 2004).Sin embargo, se desconoce si el estrés oxidativo es la
causa o la consecuencia de tales enfermedades(Sies, 1997). Numerosos trabajos han
estudiado la implicancia de las especies reactivas de oxigeno ( ERO’s) en el
desarrollo de patologias humanas, especialmente en relacion a enfermedades
cardiovasculares, neurologicas, inflamatorias, cancer y en los procesos de

envejecimiento (Ames, Shigenaga, & Hagen, 1993; Halliwell, 1996).
1.2.5. Capacidad antioxidante

La actividad antioxidante es la capacidad de una sustancia para inhibir la

degradacion oxidativa como la peroxidacion lipidica, de tal manera que un
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antioxidante actlia, principalmente, gracias a su capacidad para reaccionar con

radicales libres (Londofio Londofio, 2012).

Los métodos de determinacién de la actividad antioxidante se basan en comprobar
si un agente oxidante induce dafio oxidativo a un sustrato oxidable, dafio que es
inhibido o reducido en presencia de un antioxidante. Esta inhibicion es proporcional
a la actividad antioxidante del compuesto o la muestra. Por otra parte, hay ensayos
que se basan en la cuantificacion de los productos formados tras el proceso

oxidativo.

Los distintos métodos difieren en el agente oxidante, en el sustrato empleado, en la
medida del punto final, en la técnica instrumental utilizada y en las posibles
interacciones de la muestra con el medio de reaccion (soledad fernandez-pachon,

villafio, troncoso, & garcia-parrilla, 2006).

Existen varias aproximaciones para la clasificacion de métodos para medir
actividad antioxidante, una de ellas se basa en clasificar los métodos como directos
e indirectos. Los métodos directos estan basados en el estudio del efecto de un
antioxidante sobre la degradacién oxidativa de un sistema, de los cuales los mas
usados han sido: proteinas, &cidos nucleicos, plasma sanguineo, grasas,
lipoproteinas, membranas biol6gicas, entre otros. En los métodos indirectos se
estudia la habilidad del antioxidante para estabilizar algun radical libre, de hecho,
se ha popularizado el uso de algunos radicales libres meta estables, coloreados, con
fuerte absorcion en el espectro visible, como herramienta para determinar la
actividad estabilizadora de radicales libres, estos son por ejemplo DPPHe y
ABTSe+ (Londofio Londofio, 2012). Los métodos ABTSe+ y DPPHe* presentan una
excelente estabilidad durante las reacciones (E Marta Kuskoski, Asuero, Troncoso,
Mancini-Filho, & Fett, 2005).

1.2.6. Compuestos fendlicos

Son sustancias denominadas metabolitos secundarios de las plantas que son de gran
importancia en la dieta humana y animal por haberse encontrado en investigaciones

que contrarrestan la oxidacion generada por radicales libres.
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El término compuesto fenolico engloba més de 8000 compuestos con una gran
diversidad estructural, aunque todos ellos poseen al menos un anillo aromético con
uno o mas grupos hidroxilo. Los polifenoles se pueden clasificar de muchas

maneras debido a su diversidad estructural(Creus, 2004). Segln su estructura

quimica se tienen como en la figura 4 y 5:

ACIDOS | FLAVONOIDES ( ESTILBENOS | LIGNANOS
FENOLICOS & ! -
Acidos
[ hjrdrlcaxibenzéilaos ] Flavonas

e (i
nidroxicingmicos - :
—.

Flavonoles

Flavanoles

e

Antocianinas

.

Figura 4. Esquema de clasificacion de polifenoles
Fuente: (Collado Gonzélez, 2011).

Se presentan las principales estructuras de grupos de flavonas, flavonoles,

flavononas, flavononoles, etc.
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Flavanona Isoflavona

‘/\J\/‘Ijo
OH
Flavononol Catequina

a1 | BN
.
e Y 7
h‘“‘x
-
L] OH
Chalcona Antocianidina

Figura 5.Estructuras basicas de los flavonoides
Fuente: (Martinez Garcia, 2014).
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1.2.7. Polifenoles

Los polifenoles son un conjunto heterogéneo de moléculas que comparten la
caracteristica de poseer en su estructura varios grupos bencénicos sustituidos con
funciones hidroxilicas; se encuentran en muchas plantas, algunas de uso comun y
por sus propiedades antioxidantes merecen mayor atencion(Angel & Gonzalez,
1999).

Existen varias clases y subclases de polifenoles que se definen en funcion del
namero de anillos fendlicos que poseen y de los elementos estructurales que
presentan estos anillos. Los principales grupos de polifenoles son: acidos fendlicos
(derivados del acido hidroxibenzoico o del acido hidroxicindmico), estilbenos,

lignanos y flavonoides (Quifiones, Miguel, & Aleixandre, 2012).

Generalmente, los alimentos contienen una mezcla compleja de polifenoles,
existiendo numerosos factores medioambientales como la luz, el grado de madurez
o el grado de conservacion, pueden afectar al contenido total de polifenoles. El
clima (exposicion al sol, precipitaciones, etc.) o factores agronomicos (diferentes
tipos de cultivos, produccion de fruta por el arbol, etc.) juegan un papel
fundamental. La exposicion a la luz es, en particular, uno de los principales
condicionantes para determinar el contenido de la mayoria de los polifenoles. El
grado de conservacién puede también determinar el contenido en polifenoles
facilmente oxidables, permitiendo la formacion de mas o menos sustancias
polimerizadas que afectan al color y a las caracteristicas organolépticas de los
alimentos. La conservacion en frio, sin embargo, no afecta al contenido de

polifenoles.

El contenido de polifenoles en los alimentos esta tambien influenciado por los
métodos culinarios de preparacion; asi, el contenido de polifenoles de las frutas y
de los vegetales pueden disminuir por el simple hecho de pelar estos alimentos, ya
que estas sustancias estan a menudo presentes en altas concentraciones en las partes
externas de los mismos. La coccion de los alimentos puede disminuir hasta un 75%
el contenido inicial de polifenoles (van der Sluis, Dekker, de Jager, & Jongen,
2001), (Quifiones et al., 2012).
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Tabla 1. Contenido de fenoles totales de algunos alimentos.
Fuente Contenido de polifenoles totales PFT (mg &cido
gélico/100 g)

ESPECIES MOLIDAS

Clavo de olor 16550
Menta 491
Orégano 4980
Romero
FRUTAS
Arandanos 311
Banana 155
Cerezas 259
Ciruelas 332
Duraznos 133
Frambuesas 414
Frutillas 332
Kiwis 211
Limones 51
Manzanas 250
Melones 56
Naranjas 57
Peras 178
Uvas 170
VEGETALES
Ajo 92
Apio 42
Batata 74
Berenjena 63
Brocoli 316
Cebollas 23
Coliflor 93
Papas 163
Pepino 22
Perejil 77
Pimiento rojo 255
Remolachas 188
Repollo colorado 231
Tomate 80
Zanahorias 35
LEGUMBRES
Lentejas 628
Manies 396
Porotos 94
BEBIDAS
Jarabe de chocolate 417
Vino blanco 20
Vino tinto Cabernet S. 203

Fuente: (Haytowitz & Bhagwat, 2010) USDA
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Los antioxidantes de las plantas constituyen uno de los componentes activos de los
alimentos, cuya fuente principal se encuentra en las diferentes partes de la planta,
ya sea frutos, hojas, raices y/o flores (Haytowitz & Bhagwat, 2010). En la Tabla 1

se muestra el contenido total de fenoles en algunos alimentos.
1.2.8. Flavonoides

Los flavonoides son compuestos de bajo peso molecular que comparten un
esqueleto comdn de difenilpiranos (Ce-Cs-Cs) (Figura 6), compuesto por dos anillos
de fenilos (A y B) ligados a través de un anillo C de pirano (heterociclico) (A.
Martinez, 2005).

Figura 6. Estructura basica de un flavonoide
Fuente: (A. Martinez, 2005).

Los flavonoides (Martinez-Flérez, Gonzalez-Gallego, Culebras, & Tufidn, 2002) en

funcion de sus caracteristicas estructurales se pueden clasificar en:

e Flavanos, como la catequina, con un grupo -OH en posicion 3 del anillo C.

e Flavonoles, representados por la quercitina, que posee un grupo carbonilo en
posicion 4 y un grupo -OH en posicion 3 del anillo C.

e Flavonas, como la diosmetina, que poseen un grupo carbonilo en posicion 4 del
anillo C y carecen del grupo hidroxilo en posicion Cs.

e Antocianidinas, que tienen unido el grupo -OH en posicion 3 pero ademas

poseen un doble enlace entre los carbonos 3 y 4 del anillo C.
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1.2.8.1. Antocianinas

Las antocianinas son los compuestos quimicos responsables de conferir los
colores rojo, azul y violeta(Kalt et al., 2003)en hojas, flores y frutos, y son
especialmente importantes en arandano. Estos compuestos pertenecen a la
familia de los flavonoides. Son glucdsidos de antocianidinas, es decir, que
estan constituidos por una molécula de antocianidina, que es la aglicona, a la
que se le une un azdcar por medio de un enlace O-glucosidico. La estructura
quimica basica de estas agliconas es el ion flavilio, también llamado 2-fenil-
benzopirilio, que consta de dos grupos aromaticos: un benzopirilio (A) y un
anillo fendlico (B); ambos unidos por una cadena de tres &tomos de carbono
(Aguilera-Otiz et al., 2011). Variaciones estructurales del anillo B producen

las seis antocianidinas conocidas que se observan en la figuras 7 y 9.

Aglicona Substitucion Amax (NmM)
R1 R2 Espectro visible
Pelargonidina H H 494 (naranja)
Cianidina OH H 506 (naranja-rojo)
Delfinidina OH OH 508 (azul-rojo)
Peonidina OCHs H 506 (naranja-rojo
Petunidina OCHzs OH 508 (azul-rojo)
Malvidina OCHjs OCHjs 510 (azul-rojo)

Figura 7. Estructura y sustituyentes de las antocianinas
Fuente: (Durst & Wrolstad, 2001).
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5" 6"
H,0H
OH

3!
OR 2 OH 4

Figura 8. Estructura mas comun de la antocianina glucosilada
Fuente: (Walford, 1980).

OH
0 ®
HO HO 0 O
s O X OMe
Z OH
OH

Pelargonidina Cianidina Peonidina
(] 6)
HO (0] HO HO.
¥ \ OMe
Z Z
Delfinidina Petunidina Malvidina

Figura 9. Estructura molecular de algunas antocianidinas comunes.
Fuente: (Walford, 1980).

El color de las antocianinas depende del nimero y orientacion de los grupos
hidroxilo y metoxilo de la molécula.

Incrementos en la hidroxilacion producen desplazamientos hacia tonalidades
azules mientras que incrementos en las metoxilaciones producen coloraciones

rojas.
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En la naturaleza, las antocianinas siempre presentan sustituciones glicosidicas
(Figura 8) en las posiciones 3 y/o 5 con mono, di o trisacaridos que
incrementan su solubilidad en agua. Dentro de los sacaridos glicosilantes se
encuentran la glucosa, galactosa, xilosa, ramnosa, arabinosa, rutinosa,
soforosa, sambubiosa y gentobiosa. Otra posible variacion en la estructura es
la acilacion de los residuos de azucares de la molécula con &cidos organicos
que pueden ser alifaticos, tales como: maldnico, acético, malico, succinico u
oxalico; o aromaticos: p-coumarico, caféico, ferdlico, sinapico, galico o p-
hidroxibenzoéico (Stintzing, Stintzing, Carle, Frei, & Wrolstad, 2002). El tipo
de sustitucion glicosidica y de acilacion producen efectos en el tono de las
antocianinas; las sustituciones glicosidicas en la posicion 5 y las acilaciones
aromaticas, producen un desplazamiento hacia las tonalidades
purpura(GARZON, 2008a).

Los compuestos antocianicos se acumulan en mayor cantidad en flores y
frutos (principalmente en la céscara), pero también estan presentes en hojas
en el tallo, érganos de almacenamiento, granos, algunas bayas y grosellas
negras son consideradas como fuentes muy ricas en antocianinas, sin embargo
la berenjena, granos pigmentados morados y azules, vino rojo también tienen
altas concentraciones (Tabla 2) (Gross & Gross, 1987) (Vargas Simon, Soto

Hernandez, & Rodriguez Gonzélez, 2002).

Tabla 2. Cuantificacion de antocianinas en diferentes frutos y vegetales.

Material Unidades Concentracion de
Vegetal antocianinas
Arandanos  mg de malvidina-3-glucosido/100 g de 118.4
muestra fresco
Mortifio mg equivalentes de cianidin-3- 200.6
glucosido/100 g de fruto fresco
Cerezas mg de cianidina/100 g de fruto seco 3.34-141.94
silvestres
Papas mg /100 g de fruto seco 150
nativas

Fuente: Mufioz et al., (2008), (C. Mufioz et al., 2008), (Gaviria et al., 2009), (Butkhup
Samappito, 2008), (Barragan Condori & Aro Aro, 2017).
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1.2.8.2. Estabilidad de antocianinas

A pesar de las ventajas que las antocianinas ofrecen como posibles sustitutos
de los colorantes artificiales, su incorporacion a matrices alimenticias o
productos farmaceéuticos y cosméticos son limitadas debido a su baja
estabilidad durante el procesamiento y el almacenamiento (GARZON,
2008a), (Wrolstad, 2000), (Cevallos-Casals & Cisneros-Zevallos, 2004).
Factores como su misma estructura quimica, pH, temperatura, presencia de
oxigeno Yy acido ascoérbico, concentracion y actividad de agua de la matriz

determinan la estabilidad del pigmento.

o Efecto del pH
Las antocianinas son muy sensibles a los cambios de pH (Wong, 1994)
esto debido a una deficiencia del nacleo del flavilio u oxonio que es la
forma maés estable de las antocianinas, estos pigmentos funcionan como
verdaderos indicadores de pH; es decir, su color depende de las
condiciones de acidez o alcalinidad del sistema en que se encuentran.

A pH acido adquiere una estructura estable del catiéon flavilio rojo,

representado por la formula (AH+), cuando se incrementa el pH, la
distribucion electronica se modifica hasta llegar a la forma quinoidea
azul (A) o base anhidra (Ver figura 10); tanto la sal del flavilio como
la base anhidra pueden convertirse a las especies pseudo base de
carbinol o hemiacetal (B) incolora y bastante inestable, que predomina
en el intervalo de pH de 4 a 6 (Badui, Bourges-Rodriguez, & Anzaldua-
Morales, 1999) y posterior oxidacién a una calcona o chalcona de
cadena abierta (C).

A pH superiores a 7 se produce la degradacion rapida de las
antocianinas que se presentan en las formas quinoidales de color
purpura los mismos que se degradan rapidamente por oxidacion con el
aire por lo cual, el uso practico de estos pigmentos antocianicos como
colorantes naturales se limita a alimentos acidos con pH inferior a
3.5(Castafneda-Ovando, Pacheco-Hernandez, Paez-Hernandez,
Rodriguez, & Galan-Vidal, 2009), (L. ZAPATA, 2014).
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Base quinoidal (A) Catién flavilio (AH")
o anhidrobase (rojo)
(azul)

Calcona (C) Base carbinol (B)
(incolora) o pseudobase
(incolora)

Figura 10. Reacciones de la transformacion estructural de malvidina-3-
glicosido en el intervalode pH 1 a7.
Fuente: (L. ZAPATA, 2014).

o Efecto de la temperatura
Incrementos de temperatura resultan en pérdida del azucar glicosilante
en la posicion 3 de la molécula y apertura de anillo con la consecuente
produccion de chalconas incoloras (Timberlake, 1980).

Por lo tanto las antocianinas altamente hidroxiladas son menos estables
térmicamente que las metiladas, glicosidadas o acetiladas(Fennema,
2000). Incrementos de temperatura provocan pérdidas del azucar
glicosilante en la posicion 3 de la molécula y apertura de anillo, con la

consecuente produccion de chalconas incoloras (GARZON, 2008a).

o Efecto del Agua
El agua puede actuar como nucleofilo y atacar el cation flavilio en C-2
formando la base carbinol incolora segun el mecanismo explicado
anteriormente, sin embargo, esta degradacion puede variar,

dependiendo de la concentracion de azUcares.
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Cuando los azUcares se encuentran a altas concentraciones, la actividad
de agua es baja, por lo que las moléculas de agua tienen menores

posibilidades de atacar el cation flavilio para formar la base carbinol.

Sin embargo, cuando los azucares estan en bajas concentraciones la
actividad de agua no se ve afectada, por lo que sus productos de
degradacion (hidroximetilfurfural y furfural) aceleran la degradacién de
las antocianinas(Kopjar, Pilizota, Subari¢, & Babi¢, 2009),(L.
ZAPATA, 2014), (Lewis, Walker, & Lancaster, 1995).

o Efecto del oxigeno
Las antocianinas pueden oxidarse por reaccion directa con oxigeno, 0
bien a traves de una oxidacion indirecta con compuestos que han sido
previamente oxidados, dando lugar a la formacién de productos de color
marrén o incoloro. También, pueden reaccionar con radicales de

oxigeno actuando como antioxidantes.

Estos mecanismos de oxidacion se ven favorecidos cuando se eleva la
temperatura (Rein, 2005b).

o Efecto de la luz
La luz es esencial para la biosintesis de las antocianinas, pero también
acelera la degradacion de antocianinas (Markakis, 1982). Preservan
mejor su color cuando se mantienen en la oscuridad. La pérdida mas
vigorosa de antocianina (70%) se observd bajo luz fluorescente con

ligera temperatura elevada de almacenamiento.
1.2.8.3. Extraccion de antocianinas.

Las antocianinas se pueden extraer de diferentes tejidos vegetales (Kechinski,
Guimardes, Norefia, Tessaro, & Marczak, 2010). A nivel comercial, las
antocianinas se obtienen principalmente de los subproductos industriales de

la uva.

En la actualidad existe la tendencia de utilizar los extractos antocianicos sin
necesidad de realizar la separacién de los distintos componentes, debido a que

todos ellos, presentan propiedades antioxidantes.
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El método usual de obtencidn es la extraccion solido-liquido. El caracter polar
de la molécula de antocianina permite su solubilidad en variados solventes,
tales como alcoholes, acetona o0 agua. Ya que su estabilidad es afectada
facilmente por modificaciones estructurales con grupos hidroxilo, metoxilo,
glucosidos y grupos acilos, ademas de factores como la temperatura y la luz
el método de extraccion debe ser el mas adecuado para cada aplicacion
concreta. Las condiciones de extraccion, tales como relacién solido-liquido,
temperatura, tiempo, tipo de disolvente y concentracion de disolvente
influyen en la estabilidad de las antocianinas, asi como también en la
concentracion de antocianinas extraidas. Asi, se debe maximizar la
recuperacion de pigmentos, minimizar los compuestos adjuntos extraidos y

limitar la degradacion o alteracion del estado natural del extracto.

Las antocianinas son moléculas polares y consecuentemente son mas solubles
en solventes polares que en no polares. A valores de pH donde las moléculas
de antocianinas estan no ionizadas, pueden ser solubles en éter y no son
estables en soluciones neutras y alcalinas; por tanto, los métodos
convencionales empleados para la extraccion de antocianinas implica el uso

de solventes acidos (Daniel) (Tabla 3).

Tabla 3. Métodos de extraccion de antocianinas.

Meétodo Caracteristicas

0.001 %% HC! en metanol Este es el metodo mas efectivo, pero el
HCl es corrosivo y el metanol tiene
efectos téxicos en la salud humana.

0.001 % HCI en etanol 80% tan efective como el metanol.
0.001 %% HCI en agua 2T % tan efectivo como el metanol.
Metanol acidificado con acido citrico Este es el mas eficiente de los acidos

organicos.

Agua acidificada con acido acético En eficiencia es seguido por el acido
citrico, tartarico y clorhidrico.

Agua con 1000 ppm de SO, La extraccion es mejor que la obtenida
por el uso de la extraccion tradicional
los cuales implica sistemas de etanol:
acido acético: agua.

Fuente: (Delgado-Vargas, Jiménez, & Paredes-L6opez, 2000)
Espectros UV-visible de antocianinas

Debido a su estructura, las antocianinas presentan dos maximos de absorcion tanto en la
region visible como en la ultravioleta la primera entre 465 y 550 nm y la segunda mas
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pequefa en el UV alrededor de 275nm (J. B. Harborne & Williams, 1998). Es asi como
se pueden identificar las antocianinas por sus espectros de absorcion (Andersen &
Francis, 2004).

Debido a la gran variedad de estructuras moleculares de las antocianinas que pueden estar
presentes en un mismo material y sus bandas de absorcidn en posiciones muy cercanas,
las separaciones y determinaciones por espectrometria se realizan determinando la
concentracion total de las antocianinas, refiriendo la concentracion respecto a un
compuesto en particular. Esto permite conocer con seguridad la cantidad total de
antocianinas en el material de anélisis. A continuacion se describen diferentes métodos
de espectroscopia UV- Visible, en materiales vegetales (frutos, jugos y vinos de frutos
respectivamente) reportados en la literatura (Guerra & Ortega, 2006)para las antocianinas
(Tabla 4).

La glicosidacion conlleva a un desplazamiento hipsocromico de los méaximos de
absorcion en el visible. Asi por ejemplo, entre la pelargonidina (Amax 520nm) vy la
pelargonidina-3-glucosido (505nm), ocurre un desplazamiento de AA de 15 nm; entre
cianidina (Amax 535nm ) y cianidina-3-glucésido (Amax 523nm) un A\ de 12 nm, entre
delfinidina (Amax 544) y delfinidina-3-gluc6sido (Amax 534nm) un A\ de 10 nm (J. B.
Harborne & Williams, 2001).
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Tabla 4. Bandas de absorcion de las antocianinas mas comunes

Compuesto Banda de Coeficiente de Solvente
absorcion (nm) extincion (&)

Pelargonidina 530 32000 HCl-etanol
Pelargonidina 3 - glucésido 515 13000 HCl-etanol
Pelargonidina 3-5 glucdsido 505 - HCI-metanol
Peonidina --- - -

Cianidina 535 - HCI-metanol
Cianidina 3-glucésido 525 29600 HCl-metanol
Cianidina 3-ramnoglucésido 532 - HCl-etanol
Cianidina 3,5-diglucésido 522 - HCI-metanol
Mecocianina 523 = HCl-metanol
Delfinidina 544 - HCl-metanol
Delfinidina 3-glucdsido 535 - HCl-metanol
Delfinidina 3,5-diglucésido 534 - HCl-metanol
Malvidina 3-glucésido 535 29500 -

Malvidina 3,5-diglucésido 520 37700 -

Petunidina 3,5-diglucésido 540 - HCI-metanol

Fuente: (Guerra & Ortega, 2006).

Los derivados acilados no muestran diferencia con respecto a los correspondientes no
acilados en la zona del visible, sin embargo, en la region del ultravioleta suelen presentar
un maximo adicional en el intervalo de Amax = 310-335 nm, correspondiente a la absorcion
del grupo acilo como en la figura 9; la esterificacion con acido p-cumarico aumenta la
absorcién en torno a 308-313 nm y con acido caféico en Amax 326-329 nm. Este hombro
no se presenta cuando el acido sustituyente es el acido acético (Wrolstad & Heatherbell,
1974).

En el caso de los fenoles de tipo flavonoides se presentan 2 bandas de absorcion
caracteristicas: la banda del anillo aromatico A con un maximo de absorcién en el rango
240-285 nm (banda benzoilo) y otra banda del anillo B con maximo de absorcion en el
rango 300-550 nm (banda cinamoilo) (Merken & Beecher, 2000), (Martinez-Cruz et al.,
2011), (Bedascarrasbure, Maldonado, Fierro Morales, & Alvarez, 2006).
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Banda 11 Banda i

Figura 11. Bandas de absorcion UV de flavonoides
Fuente: (Bedascarrasbure et al., 2006).

La posicion de estas bandas permite distinguir entre los distintos tipos de flavonoidestal
como se puede explicar en el trabajo de investigacion “Flavonoides aislados de propéleos

chilenos y bioactividad" citado por (Bedascarrasbure et al., 2006)de la figura 11.

En el caso de las flavonas, presentan maximos entre 304 - 350 nm (banda 1) y 240-270
nm (banda I1). Las flavanonas presentan maximos entre 270-290 (banda I1) y entre 300-
330 nm (banda I) de menor intensidad. Los flavonoles, presentan maximos entre 340-390
(banda 1) y 240-270 nm (banda I1). Las isoflavonas, tienen maximos entre 250-270 nm
(banda I1) y un maximo de menor intensidad a los 330 nm (banda I). Las auronas, se
caracterizan por presentar tres o cuatro maximos, teniendo su principal absorcién entre
350-430 nm. Las chalconas, presentan una banda de baja intensidad entre 220-270 nm y
absorben fuertemente entre 300-340 nm. Las antocianinas producen una banda entre 500-
550 nm ademas de otras de menor intensidad entre 430-440 nm y 270-280 nm (Figura

14), los cuales pueden variar con el pH y solvente utilizado(Paredes).

En la tabla 5, se dan los rangos de los valores de absorcion para las bandas | y 1l de los
diferentes tipos de flavonoides y el las figuras 12 y 13 que a continuacion se observan se
presentan los espectros UV-Vis caracteristicos (de Ugaz, 1994).
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Tabla 5. Valores de absorcién para las Bl y Bll de los diferentes tipos de

flavonoides
Banda II, nm Banda I, nm Tipo de flavonoide
250-280 310-350 flavonas
250-280 330-360 flavonoles (3-OH substituido)
250-280 350-385 flavonoles (3-OH libre)
245-275 310-330h isoflavonas (5-deoxi-6,7-dioxi)
275-295 300-330h isoflavonas, dihidroflavonoles
230-270 (baja 340-390 chalconas

intensidad)
230-270 (baja 380430 auronas

intensidad)
270-280 465-560 antocianidinas, antocianinas

Fuente: (de Ugaz, 1994).

29

Repositorio Institucional UNA-PUNO

No olvide citar esta tesis




' . Universidad

TESIS EPG UNA - PUNO WLs Nacional del
: Altiplano

Isoflavona (genisteina)

\ Flavanoma (naringenina )
o Dihidroflavonol
V\) Favona (apigenina)

Flavonol (kuemierol)
V/\//\ Chalcona (4, 2°, 4" trihidroxi - )

Aurona (4, 6, 4"-trihidroxi-)

&_" /rochnlm (pelargonidin - 3 - O - ramnadsido)
}
S0

|
250 300 %) 400 [ £ A nm

Figura 12. Espectros de absorcion UV-Vis de diferentes tipos de flavonoides con
modelos de hidroxilacién equivalentes
Fuente: (de Ugaz, 1994).
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40000 1 ! : !

[Abs]

0.0000

2000 Wavelength (nm) 8000

Figura 13. Espectro ultravioleta-visible de extracto metandlico de R.
adenotrichus. Se observa la banda de absorcion a 515 nm caracteristica para
antocianinas

Fuente: (Martinez-Cruz et al., 2011).

10
B
C
| | 1
0 300 400 500

Figura 14. Espectro de absorcion: curva A, pelargonidina 3: 5 - diglucésido;
Curva B, pelargonidina diglucésido 3: 5 Acilado con acido p-cumarico;
Curva C, Pelargonidina 3 - monoglucosido. Las concentraciones de Los
pigmentos eran de aproximadamente 50 uM, en solucién metanolica 0-01%
(p/v)HCI

Fuente: (J. Harborne, 1958).
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1.2.8.4. Espectroscopia FTIR de antocianinas.

La espectroscopia vibracional fue wuna de las primeras técnicas
espectroscopicas que encontré un uso extendido. La region IR del espectro

-1
electromagnético se encuentra entre 12800 - 10 cm .Tanto desde el punto de

vista de las aplicaciones como de los equipos se puede dividir en tres zonas:
-1 -1
IR cercano (NIR): 12800 - 4000 cm , IR medio: 4000 - 400 cm ; IR lejano:

-l - - Ve
400 -10 cm , siendo en el IR medio donde se dan la mayoria de las
aplicaciones analiticas tradicionales. EI NIR requiere una minima o nula
preparacion de la muestra y ofrece un analisis cuantitativo sin consumir o

destruir la muestra.

Tanto desde el punto de vista de las aplicaciones como de la instrumentacion,
es conveniente dividir el espectro infrarrojo en tres regiones denominadas:
Infrarrojo cercano, medio y lejano. En la tabla 6se muestran los limites

aproximados de cada una de ellas.

Tabla 6. Regiones del espectro infrarrojo

Intervalo de longitud ~ Intervalo de nimero Intervalo
Regidn de onda (4), ym de onda (7), em™ de frecuencias (1), Hz
Cercano 078225 12,800 2 4.000 38x10%a12x 10*
Medio 25230 4,000 a 200 12x 10%a60x 10"
Lejano 504 1.000 W0a 10 60 10%a30x 10"
La més uiilizada 25215 4000 2 670 12x10%a 20 x 10°

Fuente: (Douglas Arvid Skoog, Holler, & Timothy, 2001) .

La espectroscopia infrarroja con transformadas de Fourier (FTIR), ha
mejorado la calidad de los espectros y minimizado el tiempo requerido para
la obtencion de datos.
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Una de las grandes ventajas de la espectroscopia FTIR es su versatilidad, ya
que permite estudiar practicamente cualquier muestra con independencia del
estado en que se encuentre: liquidos, disoluciones, pastas, polvos, fibras,

films, gases o superficies son algunos ejemplos.

Como primera aproximacion, un espectro IR se obtiene al pasar radiacion a
través de una muestra y determinar que fraccion de esta radiacion incidente
ha sido absorbida. La energia particular a la que aparece cada pico en un
espectro guarda relacion con la frecuencia de vibracion de una parte de la

molécula.

El espectro vibracional de una molécula se considera una propiedad fisica
Unicay por tanto caracteristica de ésta molécula. Asi, entre otras aplicaciones,
el espectro IR se puede usar como “huella dactilar” en la identificacion y
cuantificacion de muestras desconocidas mediante la comparacion con
espectros de referencia y patrones respectivamente (E Marta Kuskoski et al.,
2004).

Reflectancia total atenuada (ATR)

Una manera comun de obtener el espectro FTIR de una muestra es poner una
pequefia cantidad en contacto con un material transparente, cristalino a través
del cual un haz de radiacion infrarroja pasa. El haz rebota en el interior del
diamante, el proceso se conoce como reflexion interna total, que es también
el responsable del paso de la luz por la fibra Gptica. Mientras los haces son
reflectados dentro del diamante, penetran cerca de 1 micra en la muestra, por
virtud de un efecto llamado reflectancia total atenuada. La técnicade FTIR es
tan sensible que incluso esta distancia es suficiente para obtener un espectro
infrarrojo y requiere poca 0 ninguna preparacion para la mayoria de las

muestras y es una de las técnicas de muestreo mas versatiles (FLAX, 2006).
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Anélisis espectrométricos

Los espectros de estos andlisis nos brindan una informacion sobre su posible
composicion y asumir la ausencia o presencia de un determinado grupo

funcional que obedece a frecuencias de vibracion (cm™) como en la tabla 7.
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Tabla 7. Frecuencias de absorcidn caracteristicas del infrarrojo

Universidad
Nacional del

Altiplano

Banda (cm™) Banda (ecm™)
O-H (1) ~3650(v) 6 C-H () 2950-2800 (i)
Alcoholes 3400-3300 (i,a)
: CH, () ~1465
C-O(t 1260-1000 *
i ) Alcanos =
) C-0-C (1) (dialquil) 1300-1000(i) CH; () ~1375
Eteres SR AL A 5
C-0-C (1) (diaril) ~1250y ~1120 CH, (f) (4 6 mas) ~720
C-H (t) (aldehido) | ~2850 y~2750 (m) CHQ) 3100-3010
Aldetildas C=0 (t) -1725(i) C=C() !’:nslndo,) 1690-1630
c=0 (1) ~1715(i) C=C (1) (conjugado) 1640-1610
Celonas e Nsoohton C-H (f) (enelplano) | 1430-1290
O-H (1) 3400-2400(i,3) Alquenos C-H (f) (monosustituido) ~990 y ~910
ACidOS C=0(t) 1730-1700(i) C-H (f) (disustituido - E) ~970
; C-H f) (disustituido - 1.1) ~890
carboxilicos co 1320-1210(i) o :
0-H (f) 1440-1400 C-H (f) (disustituido - Z) ~700
c=0 (t) 1750-1735(i) C-H (f) (trisustituido) ~815
Esteres |C-C(0)-O (1) (acetatos)|  1260-1230(i) C-H (1) (acetilénico) ~3300(v)
C-C(0)-O (t) (el resto) 1210-1160(j) Alquinos CC (1) (triple enlace) ~2150(d)
. 7 4 C-H (f) (acetilénico) 650-600
Clotirdsile C=0(t) 1810-1775(i)
acidos c-cl (1) 730-550 C-H () 3020-3000
Y 1830-1800y C=C (D) 1600
- C=0(1) y a0l ~1475
Anhidridos 1775-17400) CHID (mono) 770-730 y
C-O(t 1300-900(i sk 9 . 5-685
% M Aromaéticos 715-685
N-H (t) 3500-3300(m) C-H (f) (orto) 770-735
. ; : ~880y ~780 y
N-H () 1640-1500 C-H (f) (meta) 500
Aminas C-N (t) (alquil) 1200-1025(d) C-H (f) (para) 850-800
C=N (t} (aril) 1360-1250(i)
N-H (f) ~800
N-H (t) 3500-3180(m)
Amidas
C=0(t) 1680-1630 (i)

Fuente: (Wade, Pedrero, & Garcia, 2004),(Pavia, Lampman, Kriz, & Vyvyan, 2008)

Abreviaturas

a=ancha

d = débil

f =vibracion de flexion

I = intensa

m = media

t = vibracion de tension;
v = variable
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En el espectro Infrarrojo (Pavia et al., 2008), (Torres et al., 2015), (Aguilar-L6pez et al.,
2012), la presencia de antocianias puede ser interpretada de la siguiente manera como en

la figura 15.

Tension O-H: Banda ancha desde 3500 a 3200 cm™L. En ausencia de puentes de hidrogeno

aparece como un pico agudo a 3650-3600 cm™.

o El estiramiento C-H se produce aproximadamente de 2900 a 3000 cm’
! A medida que el aomo unido al carbono aumenta en masa, la
frecuencia de vibracion disminuye (los nimeros de onda se hacen mas

pequefos).

o Grupos carbonilicos C = O por las sefiales a 1850 — 1650 cm™,
insaturaciones o anillos aromaticos por la sefiales entre 1670-1500 cm’
1

° Estiramiento C=C anillo aromatico a 1600 - 1475 cm™.

o Tension C-O: Banda comprendida entre 1250-1000 cm™. Permite
distinguir entre alcoholes primarios (1050 cm?), secundarios (1100 cm”
b, terciarios (1150 cm™) y fenoles (1220 cm™).

o Se asocia a la vibracion de tension —C-O-C- entre 1120 y 1250 cm™,
o 1050 cm™ se atribuye a la deformacion en el plano aromatico = C-H

(benceno).

Todas estas caracteristicas de frecuencias de vibracion sugieren una

estructura similar a un flavonoide del tipo antocianina.
1.2.8.5. Separacion e identificacion de antocianinas por HPLC

La Cromatografia Liquida de Alta Resolucién (HPLC), es una técnica
utilizada para separar los componentes de una mezcla. Consiste en una fase
estacionaria no polar (columna) y una fase mdvil. La fase estacionaria es

silica que se ha tratado con RMe2SiCl
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La fase movil actla de portador de la muestra. La muestra en solucién es
inyectada en la fase movil. Los componentes de la solucion emigran de
acuerdo a las interacciones no-covalentes de los compuestos con la columna.
Estas interacciones quimicas, determinan la separacion de los contenidos en
la muestra. La utilizacion de los diferentes detectores dependerd de la
naturaleza de los compuestos a determinar. Concluido el procedimiento se
emite un cromatograma indicando los tiempos definidos para cada
componente en forma secuencial, indicando sus unidades de absorbancia
respectiva formando picos (Dabrio, Blanch, & Matas, 1999), (Douglas A
Skoog, Holler, Nieman, & Gomez, 2001).

Para la separacion y cuantificacion de antocianinas, la técnica mas empleada
hoy en dia es la cromatografia liquida de alta resolucion en fase reversa (RP-
HPLC) puesto que esta permite la separacion simultanea, la identificacion y
la cuantificacion de los compuestos de antocianinas sin requerir pureza
excesiva de los extractos (Escribano-Baildn, Santos-Buelga, & Rivas-
Gonzalo, 2004), un ejemplo es la determinacion de las principales
antocianidinas en vinos por HPLC (Marx, Holbach, & Otteneder, 2000). Las
columnas (diametro interno 4.6 mm y largo 100-300 mm) son usualmente
mantenidas a temperatura ambiente, y los sistemas de elusién son binarios,
usando solventes acidificados acuosos tales como acido acético, &cido
percldrico o acido férmico en un solvente organico tal como metanol o
acetonitrilo. Las antocianinas separadas son detectadas y cuantificadas a 525
nm; su identificacion estd basada en los tiempos de retencién
correspondientes y espectros ultravioleta-visibles (UV-Vis) comparado con
la de los estandares auténticos puros tales como delfinidina-3-glucésido,
delfinidina-3-rutinésido,  cianidina-3-glucésido, cianidina-3-galactosido,
cianidina-3-rutinosido,  peonidina-3-glucosido,  petunidina-3-glucdsido,
pelargonidina-3-glucdsido y cloruro de cianidina que estan comercialmente

disponibles.

El contenido total de antocianinas es calculado en ug/g usando una curva

estandar para cianidina-3-glucésido o delfinidina-3- glucosido.
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Los espectros de absorcion UV-Vis de una antocianina pueden proveer
informacion sobre la naturaleza de la antocianidina, modelo de glucocilacion
y posiblemente de acilacion (da Costa, Horton, & Margolis, 2000), (Aguilera-
Otiz et al., 2011).

Figuras 16 y 17se presentan cromatogramas tipo de un perfil antocianico,
obtenido por cromatografia liquida de alta resolucion, en vino cv. Carménere.
Los compuestos antocianicos (Herndndez Dominguez, 2012) fueron

identificados de acuerdo a su espectro UV y tiempo de retencion (min).
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En la siguiente figura se presenta el cromatograma general de la fresa obtenida con el
detector de fotodiodos (PDA) y el perfil de los antocianos obtenidos a una absorbancia
de 520 nm.

2y

P(ﬁ).}ﬂlu AbS 520 nm

ol

Mdes

Figura 17. Cromatograma general y perfil de antocianos a 520 nm de la
fresa
Fuente: (Diaz Garcia, 2012) .

Trabajo de investigacion denominado Capacidad antioxidante y caracterizacion
estructural de las antocianinas de los frutos rojos entre ellos Vitis vinifera L. cv" red
globe™ habiendo corrido cromatografia HPLC en los extractos de cascara de uva antes
indicada, ha identificado que el orden de tiempos de retencién del cromatograma tienen
el siguiente orden(Marquez Mendoza, 2011):

Grupo I:
Delfinidina-3-glucésido,
Cianidina-3- glucosido,
Petunidina-3-glucdsido,
Peonidina-3-glucésido,
Malvidina-3-glucésido.
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Grupo II:
Peonidin-3-acetil glucosido
Malvidin-3-acetil glucosido
Grupo III:

Peonidin-3-cumaril glucésido
Malvidin-3-cumaril glucosido
Tal como se cita en otras investigaciones similares como “Caracterizacion
varietal de vinos por HPLC” (Gutiérrez, Garcia-Romero, & de Calatrava,
2004), (Eder, Wendelin, & Barna, 1994), ademas se observa sus espectros

UV-Vis a 520 nm como en la Figura 18.

17.083 Peak 6

P11.2 518.6
.__228.8
0.087]
0.067
0,04J
-
x
0.027
q.G04 Banda ll Banda |
-0.02
30000 40000  500.00
nm

Figura 18. Barrido UV-Vis a 520 nm del cromatograma de Vitisvinifera L.
c.v. “Red Globe” correspondiente a Cianidina 3-glucosido
Fuente: (Marquez Mendoza, 2011).
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1.2.9. Anélisis de antioxidantes en compuestos fendélicos

1.2.9.1. Determinacion del contenido de antocianinas totales por el

método pH diferencial

No solamente se usa la cuantificacion de antocianinas por cromatografia
HPLC con UV-Vis o detectores de matriz fotodiodos (PDA) usando para
cuantificarlos patrones externos, también se puede cuantificar por el Método
de pH diferencial como se indicé antes. Los pigmentos de antocianina
experimentan transformaciones estructurales reversibles con un cambio en el
pH, observable en los espectros de absorbancia UV-Vis que son
sorprendentemente diferentes. La forma de oxonium coloreada predomina a

pH 1,0 y la forma hemiacetal incolora a pH 4.5 (Figura 19 y 20).

Este método se basa en este cambio y permite una medicion precisa y rapida
de las antocianinas totales, incluso en presencia de polimerizados, pigmentos

degradados y otros compuestos interferentes (Giusti & Wrolstad, 2001).

1.8

-
)

Absorbance

350 450 550
Wavelength, nm

Figura 19. Caracteristicas espectrales de la antocianina de arandanos en
tampones apH 1.0y 4.5
Fuente: (Lee, Durst, & Wrolstad, 2005).
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Cation flavilio (forma oxonium) Base quinoidal (azul)
(rojo) pH=1 pH=7

Pseudobase carbinol (incoloro) Chalceona (incoloro)
pH=4.5 pH=4.5

Figura 20. Estructura de antocianinas a diferentes valores de pH
Fuente: (Giusti & Wrolstad, 2001).

1.2.9.2. Determinacion de polifenoles totales por el método Folin —

Ciocalteu

El ensayo Folin - Ciocalteu se utiliza como medida del contenido en
compuestos fenolicos totales en productos vegetales. Se basa en que los
compuestos fendlicos reaccionan con el reactivo de Folin - Ciocalteu, a pH
basico, dando lugar a una coloracién azul susceptible de ser determinada
espectromeétricamente a 765 nm. Este reactivo contiene una mezcla de
wolframato sodico y molibdato sodico en acido fosforico y reacciona con los
compuestos ~ fenolicos  presentes en la muestra. El  &cido
fosfomolibdotingstico (formado por las dos sales en el medio acido), de color
amarillo, al ser reducido por los grupos fendlicos da lugar a un complejo de
color azul intenso, cuya intensidad es la que se mide para evaluar el contenido
en polifenoles (V. Singleton & Rossi, 1965).
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La reaccion redox (Figura 21) condice a la desprotonacion de los compuestos
fendlicos (en el ejemplo, patron de acido galico) en un medio bésico,
mediante la generacion de anion fenolato. Después de ello, hay una reaccion
redox entre el anion fenolato y el Folin - Ciocalteu en el que el molibdeno (V.
L. Singleton, Orthofer, & Lamuela-Raventds, 1999), el componente reactivo
de Folin — Ciocalteu se somete a reduccion y el medio de reaccion cambia de

color amarillo a azul.

GDDH coo"
/L i EQEDE ‘Q}“‘H
.-"""m.
HO™ ™~ OH
OH
coo" coo"

’L\h ’_ﬁ
J/ ,L+2MDE+ = l+2Mﬂ5++2H+
’“Hr oﬁhﬂr "OH

O

Figura 21. Reaccion del &cido galico con molibdeno, componente del
reactivo Folin — Ciocalteu
Fuente: (A. C. d. OLIVEIRA et al., 2009).

El mecanismo de reaccidn es una reaccion redox, por lo que ademas puede
considerarse también, como un método de medida de la actividad

antioxidante total.

La oxidacion de los polifenoles presentes en la muestra, causa la aparicion de
una coloracién azulada que presenta un maximo de absorcion a 765 nm, y que
se cuantifica por espectrofotometria UV - Visible en base a una recta patron
de &cido galico (E. G. Martinez, Segovia, & Lopez, 2015).
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1.2.9.3. Determinacion de la capacidad antioxidante por el método
ABTS

Esta determinacion de la capacidad antioxidante por el Método ABTS del
acido 2,2 '-azinobis (3-etilbenzotiazolina-6-sulfénico)consiste en una técnica
de decoloracidn, en la cual el radical es generado directamente en una forma
estable antes de la reaccion con los antioxidantes (Miller, Rice-Evans, Davies,
Gopinathan, & Milner, 1993), (Re et al., 1999). Inicialmente el ABTS es
oxidado por medio del persulfato de potasio (K2S20g) para formar el cation
radical ABTSe+ (verde — azul) que es cuantificable a 734 nm. El ABTSe+ es
un cation radical estable debido a su capacidad de deslocalizar el electrén
desapareado entre los atomos de nitrégeno de su estructura. De esta manera,
el ABTSe+ puede reaccionar con los compuestos polifendlicos (se emplea el
trolox como compuesto de referencia), ocasionando la formacién del ABTS
(incoloro) y la oxidacion del compuesto polifenolico. Los resultados de los
compuestos a analizar se expresan en relacion con equivalentes de Trolox
(Acido 6 - hidroxi - 2,5,7,8 - tetrametilcroman - 2 - carboxilico) utilizado
como reactivo de calibracion y es aplicable tanto a sistemas acuosos y
lipofilicos (Vasco, Ruales, & Kamal-Eldin, 2008).

La reaccion en la que se basa este ensayo puede resumirse como sigue
(Amaya Rodriguez & Portillo Membrefio, 2013):

ABTS + K2S,03 — ABTSe+
A max =734 nm

ABTS<+ + ArOH — ABTSe + ArO- + H'
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Figura 22. Oxidacion de ABTS por persulfato potésico para generar cation

radical ABTS ¢ + y su reaccion con un compuesto antiradical (AOH)
Fuente: (S. d. Oliveira et al., 2014).

Pese a que otras longitudes de onda tales como 415nm y 645 nm se han usado
en el ensayo ABTS/TEAC, el pico a la longitud de onda de 734 nm ha sido
preferido debido a la menor interferencia de otros pigmentos de las plantas
(Fernandez Pinto, 2011).

Entre mayor es la actividad antioxidante del polifenol, mayor es la
decoloracion generada sobre el ABTSe+ debido a que se cuantifica la

decoloracion del cromoforo ABTSe+ ocasionada por el proceso de reduccion.
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Los compuestos polifendlicos son buenos compuestos antioxidantes debido a
la capacidad que tienen de estabilizar la carga generada sobre el polifenol y
la posterior formacion de la quinona, ocasionando la completa neutralizacion
de la carga generada tras el proceso de oxidacion. De esta manera, el método
ABTS permite la cuantificacion de la actividad antioxidante de caracter
principalmente hidrofilico (antioxidantes solubles en agua), (Ver figura 22)
aunque el método también puede ser extrapolado a antioxidantes lipofilicos
como los carotenoides (Osman, Wong, & Fernyhough, 2006), (Guerrero
Caceres, 2012).

La oxidacién con persulfato potésico se lleva a cabo a temperatura ambiente,
en ausencia de luz, de 12 a 16 h. El persulfato potasico y el ABTS reaccionan
estequiométricamente (1:0.5). Una vez generado el radical la medida se
realiza mediante un ensayo de post-adicion. La generacion del radical
catibnico  ABTS constituye la base de uno de los métodos
espectrofotométricos que se han aplicado a la medicion de la actividad
antioxidante total de soluciones de sustancias puras, mezclas acuosas Yy
bebidas.

1.3. Antecedentes

Hay investigaciones en bayas o frutos comestibles de pulpa pequefia y blanda de
moras, frambuesas negras, arandanos, frambuesas rojas y fresas, pueden tener
efectos beneficiosos contra varios tipos de cancer humano. EIl potencial
anticancerigeno de los frutos esta relacionado, al menos en parte, con una multitud
de fitoquimicos bioactivos que contienen estas coloridas frutas, incluidos los
polifenoles (flavonoides, proantocianidinas, elagitaninos, galotaninos, acidos
fendlicos), estilbenoides, lignanos y triterpenoides. Los fitoquimicos de los frutos
también pueden potencialmente sensibilizar las células tumorales a los agentes
quimioterapéuticos al inhibir las vias que conducen a la resistencia al tratamiento,
y el consumo de frutos puede proporcionar proteccion contra las toxicidades

asociadas a la terapia (Seeram, 2008a).
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Han estudiado cinco especies vegetales de amplia distribucion y uso medicinal
tradicional en la comunidad de Carmen Pampa Coroico Bolivia, los mismos que
son el Rubus boliviensis (khari-khari), Castilleja arvensis (vira-vira), Baccharis
genistelloides ssp crispa (charara), Liabum hastifolium (toco-toco) y Acmella
ciliata (laili-laili), que fueron sometidas a un estudio fitoquimico y espectroscopico
preliminar con el objetivo de seleccionar especies vegetales promisorias para
estudios mas profundos. En el estudio fitoquimico preliminar se pudo determinar
que las especies tienen, principalmente, compuestos fenolicos, taninos, triterpenos
0 esteroides. Adicionalmente la especie B. genistelloides presenta flavonoides y A.
ciliata presenta cumarinas ademas de alcaloides en las flores. El estudio
espectroscopico muestra que todos los extractos evaluados presentan cierta
absorbancia en la regién UVB (280-320 nm) y UVA (320-400 nm), para su futuro
estudio como extracto foto protector (San Martin et al., 2012).

Han efectuado analisis cualitativo y cuantitativo de los pigmentos antocianicos en
cuatro frutas tropicales colombianas: uva de arbol, coral, mora pequefia y motilon,
en cuyo extracto metanolico de estas frutas se determinaron por cromatografia
HPLC del coral y el motilén, presencia de la antocianina delfinidina-3-rutindsido
como compuesto mayoritario, seguido por delfinidina-3-glucésido, cianidina-3-
rutinésido y petunidina-3-rutindsido. En la mora pequefia se confirmé la presencia
de cianidina-3-glucésido como compuesto mayoritario junto con cianidina- 3-
rutinésido; y en la uva de arbol identificaron la antocianina cianidina-3-glucésido
como compuesto mayoritario junto con la antocianina delfinidina-3-glucésido.
Posteriormente evaluaron la actividad antioxidante de los extractos de las cuatro
frutas frente a los radicales libres ABTS y DPPH mediante espectroscopia UV-Vis.
Con los resultados de espectroscopia UV-Vis determinaron que el extracto méas
activo fue el de motilon, seguido por el de uva, coral y mora(Santacruz Cifuentes,
2011).

Han evaluado el efecto de la temperatura sobre los compuestos bioactivos en papas
nativas pigmentadas encontrando que estas disminuyen considerablemente por
ejemplo las antocianinas totales de 59.21 a 19,35 (mg cianidina 3 glucosido/100g)

en papas pigmentadas de pulpa morada (Condori & Aro, 2017).
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Estudiaron el hongo Botryodiplodia theobromae por espectroscopia infrarrojo con
transformadas de Fourier (FTIR) encontrando bandas mas significativas a 3274 cm-
! (OH inter o intramolecular), 1078(C-O éter formando anillo o éter arilico), 802
(C-O-C éter arilico o ciclico), etc. todas estas caracteristicas son de una estructura

similar a un flavonoide del tipo antocianina (Castillo et al., 2010).

Han estudiado la Berberis boliviana Lechler (cheqche, queswa cheqche, quisca-
quisca, ailampo), que es una especie silvestre del Perd, su fruto es una pequefia baya
comestible de color morado. El andlisis preliminar del pigmento determiné la
presencia de antocianinas, cuyo contenido fue determinado por el método del pH
diferencial, siendo de 7 g / 100 g en el tejido separado de las semillas del fruto seco
(Del Carpio Jiménez, Serrano Flores, & Giusti, 2009).

Determinaron que existe interés en las antocianinas debido a sus beneficios
potenciales para la salud por su actividad antioxidante y su utilizacion como
colorante natural en la industria alimentaria, por ejemplo en los arandanos,
investigaron la influencia de variables del proceso de extraccion sélido-liquido de
antocianinas de arandanos. A partir de la caracterizacion del extracto obtuvieron
que la concentraciéon de antocianinas totales fue de 879.0+12.9 mg cianidina-3-
glucdsido/100 mL, el contenido de fenoles totales de 1424+67 mg GAE/100 mL y
la actividad antioxidante de 5730+£103 y 4872+124 mg EAA/100 mL, medidos por
los métodos ABTS y DPPH, respectivamente (L. M. Zapata et al., 2014).

Investigaron que antiguamente en la colonia los frutos del mio — mio (Coriaria
ruscifolia L) se usaba para hacer tinta. Actualmente el jugo de los frutos se usa para
tefiir lanas y tejidos de oscuro a negro. También se usa en curtiembre. (Cajias &
Fernandez, 1987).

Es en virtud a ello que el presente trabajo de investigacion se centra en el estudio

de este fruto del mio-mio con fines de uso agroindustrial y alimentario.
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2.1.

2.2.

CAPITULO 1I
PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA
Identificacion del problema

Actualmente se cuenta con informacion precaria sobre la composicion de
compuestos bioactivos del mio mio (Coriaria ruscifolia L), por lo que el problema
que existe es caracterizar, determinar los compuestos bioactivos y la capacidad

antioxidante de este fruto.

Se conjetura que tienen alto contenido en compuestos bioactivos y propiedades

funcionales los frutos del mio- mio.
Enunciados del problema objeto de investigacién

¢En qué medida los frutos del mio-mio contienen compuestos bioactivos y

capacidad antioxidante?

Pregunta General

¢ Existe compuestos bioactivos y capacidad antioxidante en los frutos del mio- mio?
Preguntas Especificas

¢ Existe compuestos bioactivos en los frutos del mio-mio?

¢ Existe compuestos antocianicos y polifenolicos en los frutos del mio-mio?

¢ Existe capacidad antioxidante en los frutos del mio-mio?
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2.3. Justificacion de la investigacion

Ante la creciente demanda de colorantes naturales tanto en la industria alimentaria
y no alimentaria en todo el mundo se tiene una tendencia actual en limitar los
colorantes sintéticos y preferir los colorantes naturales (Garzon, 2008b). Para ello
se debe revalorar las técnicas ancestrales y adaptarlas a la tecnologia actual para un
uso adecuado Yy ecoldgico de estos ingredientes que antiguamente se usaban para
colorear los alimentos como la ceniza, el azafran, la cdrcuma, las moras o la
clorofila. La decision final de qué colorante usar dependera del tipo de alimento que
se esté desarrollando, sus caracteristicas funcionales, preferencias de los
consumidores, legislacion vigente del uso de aditivos colorantes en alimentos en
cada pais (Ortega, 2004).

Actualmente diferentes trabajos de investigacion han atribuido los efectos beneficos
de la ingesta de polifenoles sobre la salud, especialmente sobre el sistema
cardiovascular. Esto es importante, porque las enfermedades cardiovasculares son
la principal causa de muerte en el mundo. Los efectos de los polifenoles son
fundamentalmente consecuencia de sus propiedades antioxidantes. Estos
compuestos presentan efectos vasodilatadores, son capaces ademas de mejorar el
perfil lipidico y atentian la oxidacion de las lipoproteinas de baja densidad (LDL),
ademas presentan claros efectos antiinflamatorios y estos compuestos son a su vez
capaces de modular los procesos de apoptosis en el endotelio vascular (Aguilera-
Otiz etal., 2011).

Se ha atribuido a estos fitonutrientes un efecto protector en la prevencion de
procesos degenerativos de enfermedades cancerigenas 'y cardio 'y
cerebrovasculares, dado que los antioxidantes poseen capacidad para neutralizar los
radicales libres. Particularmente los jugos citricos se caracterizan por una
acumulacion importante de flavonoides, fenilpropanoles y acido ascérbico (Liu,
2004). Todos estos componentes son los responsables de proporcionar propiedades

benéficas relacionadas con la salud.
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El aumento de la prevalencia de las enfermedades cronicas no transmisibles
relacionadas con la alimentacion ha conducido a un mayor interés por estudiar la
relacién alimentacion y salud. Se ha demostrado una menor incidencia de las
mismas con patrones alimentarios que involucran un alto consumo de frutas y
verduras, lo que ha motivado a investigar las propiedades quimicas de estos
alimentos. El efecto protector de los alimentos de origen vegetal se ha atribuido a
diversos nutrientes y fitoquimicos con actividad antioxidante lo cual es

frecuentemente olvidado en las recomendaciones alimentarias (Héctor et al., 2006).

Se tiene estudios que indican que los fitoquimicos funcionan como poderosos
antioxidantes y reguladores del metabolismo que protegen contra el desarrollo de
enfermedades cronicas que comienzan en la adultez. Segin (Clark, 2013), los
fitoquimicos ayudan a proteger contra diferentes tipos de cancer, enfermedades del
corazén, hipertension y artritis. Algunas de las principales clases de fitoquimicos

son los terpenos, los fenoles y los tioles.

Bajo este criterio en vista de que no se cuenta con mayor informacion de las
caracteristicas fitoquimicas, funcionales bioactivas del mio — mio (Coriaria
ruscifolia L), es que se estudiard estos pardmetros para su posterior uso
especialmente los frutos de esta planta, que presentan colorantes muy apreciados en
productos naturales como son las antocianinas, los mismos que se usan actualmente

como alimentos funcionales por su gran capacidad antioxidante.

La importancia del presente trabajo de investigacion es determinar si posee
compuestos bioactivos, estos frutos del mio-mio fresco y seco para aplicar para

fines agroindustriales

2.4. Objetivos de la investigacion.
2.4.1. Objetivo General

Evaluar y caracterizar los compuestos bioactivos en frutos del mio mio (Coriaria

ruscifolia L) por espectroscopia FTIR y HPLC.
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2.5.

2.6.

2.4.2. Obijetivos especificos

o Caracterizar los compuestos bioactivos en frutos del miomio (Coriaria
ruscifolia L) por espectroscopia UV Visible, FTIR y Cromatografia HPLC.

o Determinar el contenido de antocianinas y polifenoles totales, en frutos del
miomio (Coriaria ruscifolia L).

o Determinar la capacidad antioxidante, en frutos del miomio (Coriaria

ruscifolia L).

Hipotesis general y variable.

2.5.1. Hipotesis general

Los frutos del mio-mio contienen compuestos bioactivos y capacidad

antioxidante.
2.5.2. Hipotesis especifica

o Los frutos del mio-mio contienen compuestos bioactivos.
o Los frutos del mio-mio contienen antocianinas y polifenoles totales.

o Los frutos del mio-mio poseen capacidad antioxidante.
Identificacion de variables

Siendo este trabajo de investigacion descriptiva de investigacion basica y

experimental, es considerada univariable.
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CAPITULO HI
MATERIALES Y METODOS
3.1. Lugar de ejecucion del trabajo de investigacion

El proyecto de investigacion se ha efectuado en el Laboratorio de Cromatografia y
productos naturales, Laboratorio Quimico de la UNSAAC — Cusco, de la EP de
Ciencias Quimicas, sito en el Campus Universitario de Perayoc, en la ciudad del
Cusco, y en el laboratorio de quimica de la UNAMBA de la EAP de Ing.

Agroindustrial.
3.2. Poblacion de estudio.

El mio — mio es un arbusto de frutos que tienen coloracion rojiza siendo esta
caracteristica por la presencia de pigmentos antocianicos en la naturaleza (Figura
23). Los pigmentos del mio-mio se usan desde tiempos ancestrales como tinte

natural para la fibra (Lock Sing de Ugaz, 1997).

El extracto presenta un tinte muy firme de color morado intenso y de las hojas se
obtiene tanino para curtiembre. Para el tefiido se usa los frutos maduros que por lo
general son cosechados en el mes de julio. El color de colorante obtenido varia entre

azuloso a morado y color vino(Cajias & Fernandez, 1987).
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Figura 23. Hojas y frutos (izquierdo), frutos frescos (medio) y frutos secos
(derecho) del mio — mio (Coriaria ruscifolia L).

3.3. Muestra.

Los frutos del mio —mio (Coriaria ruscifolia L), fueron recolectados en la localidad
de Tamburco sector de “El Mirador de Taraccasa” del distrito de Abancay, Region

Apurimac — Per(, en el mes de enero del 2017.
3.2.1 Materiales y equipos

e Balanza analitica Ohaus, Adventure (Parsippany, New Jersey).

e Bafo termostatico, Memmert GmbH & Co (Schwabach, Alemania).

e Espectrometro Infrarrojo de Transformada de Fourier FTIR, Thermo Scientific
Nicolet iS10 equipado con diamante ATR (Massachusetts, USA).

e HPLC Analitico Agilent 1200, con inyeccion manual y automatica, acoplado a
Detector de Masas de simple cuadrupolo, detector de arreglo de diodos y
detector de indice de refraccion series (Santa Clara, California).

e Micropipetas marca BOECO de volimenes de 0.1-10 ul; 10-100 ul, 100-1000
pl (Hamburgo, Alemania).

e Refrigerador para almacenamiento de productos quimicos, Whirlpool (Benton
Harbor, Michigan).

e Rotaevaporador, Buchi R —215 ( Flawil, Suiza)

e Centrifuga, Centurion Scientific C2006

e Vortex, Scilogex compact MX- F

e Termdmetro digital infrarrojo sin contacto, GM 300 rango (-32 a 350°C)
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3.2.2 Reactivos

e Solventes de extraccién, acetona, cloroformo, metanol (reactivos analiticos
Fermont, distrito Federal México).

e Solventes para Cromatografia de Columna y ensayos de actividad antioxidante
grado analitico metanol, etanol absoluto, isopropanol, acetato de etilo (Sigma-
Aldrich, Saint Louis, Missouri).

e Acido galico para sintesis.

e Carbonato de sodio p.a.

e Reactivo del fenol segun Folin-Ciocalteu

e Metanol p.a. ACS.ISO. Reag. PhEur

e Potasio peroxodisulfato p.a. Sindbnimo: Potasio persulfato, (Merck, Darmstadt,
Alemania).

e Cromatofolios Silica Gel 20 x 20 cm (Merck, Darmstadt, Alemania).

e Solventes para cromatografia grado HPLC metanol, isopropanol.

e Acetonitrilo (Sigma-Aldrich, Saint Louis, Missouri).

e Soportes cromatograficos DIAION HP-20 (Mitsubishi Chemical, Tokyo,
Japon).

e Cartucho Sep-Pak C18 corto, tamafio de particula 55-105 um, tamafio de poro
125 A°, sustrato sorbente silice, peso de sorbente 130 mg, rango de pH 2-8.

e Congeladora
3.4. Tipoy disefio de investigacion

El presente trabajo de investigacién es de tipo descriptivo, explicativo,
estableciendo las caracteristicas bioactivas de la materia prima. EI método inductivo
y deductivo de naturaleza experimental y cuantitativa.

A continuacion se describe la unidad de anélisis que en este caso es el fruto de mio

- mio a diferentes estados de conservacion para el desarrollo de esta investigacion.
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3.5. Analisis de las muestras

Se recolect6 aproximadamente 2 kg de frutos nativos del mio-mio de los cuales se
ha seleccionado y repartido en 3 grupos de 500 g cada uno, para diferentes estados
de conservacion de materia prima, es decir mio-mio fresco, congelado y seco,
(Tabla 8) después se analiz6 sus compuestos bioactivos como son antocianinas,

polifenoles totales y actividad antioxidante en cada estado de conservacion.
3.5.1. Estados de conservacion de materia prima

o Mio mio fresco: Seleccionado previamente a partir de los arbustos y las
hojas, fue lavado con abundante agua para posteriormente secar y mantener
fresco para que sirva como muestra de control.

o Mio mio congelado: este proceso se efectlia inmediatamente a 500 g de frutos
frescos del mio-mio a un proceso de congelacion a -20 °C, hasta el momento
de sus analisis respetivos.

o Mio mio seco: este proceso fue llevado a cabo secando a temperatura
ambiente y en sombra 500 g de mio-mio fresco, el mismo que fue analizado
en forma independiente sus componentes bioactivos.

Las temperaturas para cada caso fueron controladas con termémetro digital

infrarrojo sin contacto.

Tabla 8. Temperatura y proceso de conservacion de materia prima.

Muestra Estado Temperatura (°C)

Mio mio fresco Fresco Temperatura ambiente
Mio mio congelado Congelado - 20°C

Mio mio seco Seco Temperatura ambiente

Luego de los procesos de coccion se almacenaron 100 g de muestras para los
analisis de contenido de antocianinas, polifenoles totales y capacidad
antioxidante en cada uno de los cuatro tratamientos y de cada uno de las
variedades de las papas nativas pigmentadas. Después de los procesos de

coccion las muestras se congelaron a -20°C hasta el momento de su analisis.
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Los anélisis en fresco también se efectuaron después de descongelar las

muestras.
3.5 Parte experimental
3.5.2. Extraccion de antocianinas

La extraccion del pigmento de antocianinas se desarrollé de acuerdo al método
propuesto por (Aguilera-Otiz et al., 2011)con algunas modificaciones, se usaron

como solventes metanol acidificado al 0.01% con HCI.

Procedimiento

1. Las muestras de frutos de mio mio frescos, congelados y secos fueron
pesados entre 0.3 — 1 g segun sea el caso el estado en que se encuentre
la materia prima.

2. Seguidamente se afiadio 20 mL de Metanol acidificado al 0.01% con
HCI a los frutos respectivos en un mortero para su trituracion y
extraccion solido liquido y posterior filtracion al vacio en papel
Whatman namero 40.

3. Luego el filtrado se concentr6é en un rotavapor a presion reducida de
100 mbar y 50 °C hasta 2/3 con respecto a su volumen inicial y este
extracto concentrado se ha centrifugado y afor6 a 10 mL con HCI 0.01%
para evitar la oxidacion del extracto y preservar a -20°C para posteriores

andlisis por triplicado en todos los casos.
3.5.3. Purificacion de las antocianinas extraidas usando C-18

Procedimiento
o El objetivo de usar este cartucho C-18 fue separar compuestos relativamente
hidrofébicos como las antocianinas de los azlcares y acidos.
o Se activo el cartucho C- 18 con metanol acidificado, haciendo pasar dos
volimenes del mismo (10 mL).
o Se retir6 el metanol residual haciendo pasar a través del cartucho, tres

volimenes de agua acidulada (15 mL).
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3.6

o Se hizo pasar 10 mL del extracto acuoso acidificado de antocianinas de frutos
de mio mio a través del cartucho C-18, donde la fase solida del cartucho se
tornd coloreada, en los casos de que los pigmentos fueran muy coloreados se
tomd 5 mL del extracto segun era el caso. Luego se hizo pasar acetato de etilo
en una cantidad necesaria para arrastrar las impurezas.

o Se lavo el cartucho con dos volimenes de 15 mL de HCI (0.01%) para
remover las sustancias que no fueron adsorbidas, como por ejemplo azUcares
y acidos organicos.

o Luego se recolectd la muestra con metanol acidificado, en unos viales
resistentes al calor cubiertos con papel aluminio.

o Se retird el metanol por evaporacion en un bafio isotérmico, a 40 °C, durante
5a 10 min.

o Los pigmentos purificados se colocaron en los viales de HPLC para ser
analizados por espectrofotometria  UV-Vis, espectrometria FTIR,
Cromatografia HPLC y deméas analisis de compuestos bioactivos. De
preferencia el HPLC fue realizado en el transcurso de dos horas, siendo

luego las demas muestras conservadas en refrigeradora, a 4°C.

Caracterizacion de antocianinas.
3.6.1. Espectro UV Visible de antocianinas

Para obtener el perfil UV visible de antocianinas presentes en la muestra, se purificd
el extracto obtenido de la muestra con metanol acidificado en cartucho C-18
descrito anteriormente. Luego se leyeron las absorbancias en el espectrofotometro
UV-Vis Genesys desde 190 a 1100 nm de longitud de onda, para construir la curva
de antocianinas con una velocidad de barrido de 4200 nm por minuto, velocidad de
rotacion de 11000 nm/min en cubetas de cuarzo de 10 mm de espesor, usando como

blanco metanol(J. Harborne, 1958).
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3.6.2. Espectro FTIR — ATR de antocianinas

El extracto fue sido solidificado a 50°C en una estufa, en luna de reloj de vidrio y
luego fue aplicado en forma solida en el aditamento ATR (Reflectancia total
atenuada) del espectrémetro Infrarrojo de Transformada de Fourier FTIR Nicolet
iS10, en el rango de infrarrojo medio de 400 a 4000 cm™. Teniéndose en cuenta los

siguientes pardmetros de Método standard.

Numero de barridos de la muestra: 32

Numero de muestras de fondo: 32

Resolucion: 4

Espaciado: 0.482 cm™.

Ganancia de la muestra: auto ganancia.

Velocidad del espejo: 0.4747

Apertura: 80.00

El procesamiento e interpretacion de los espectros se realizd usando el software

Omnic.

3.6.3. Identificacion de antocianinas por HPLC

Se us6 la metodologia propuesta por (GIUSTI & WROLSTAD, 1996),con algunas

modificaciones.
Hidrolisis acida de las antocianinas

Este método se basa en obtener los aglicones que son las antocianidinas, por
separacion de los azucares y otras sustancias como acidos ligados a la estructura de
las antocianinas, con el Unico propdsito de identificar las antocianidinas presentes

en el pigmento.
Procedimiento

1. A 1 mL del extracto recientemente preparado y acidificado se le agreg6 10
mL de HCI (3N) en un vial de 20 mL, luego se tapd herméticamente, se
envolvid con papel aluminio y se sometio a la temperatura de ebullicion en

bafio isotérmico, por triplicado.
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2. Sehidrolizaron las tres muestras durante 45 minutos.

3. Despues se colocaron los viales en un bafio de hielo.

4.  El hidrolizado se aplicé al cartucho C-18 previamente activado con metanol
y enjuagado con agua acidificada.

5. Las impurezas fueron limpiadas con acetato de etilo (5 mL).

6.  Seenjuagd con agua acidificada (10 mL).

7. Las antocianidinas se eluyeron con metanol acidificado (5 mL), se recolectd
en viales de HPLC (1 mL), para ser analizadas en HPLC. Hasta realizar la
lectura en HPLC la muestra se almacend en refrigeradora y en oscuridad para
proteger de la luz, ya que las antocianidinas son muy inestables y deben de
ser analizadas preferiblemente dentro de los 60 min posteriores a su

preparacion.
3.6.4. Caracterizacion de antocianidinas por HPLC

El HPLC es el método mas comun para realizar el analisis de antocianidinas. La
muestra fue semipurificada usando un cartucho C-18 y la fraccion fenodlica
(conteniendo antocianinas) fue eluida con metanol acidificado con HCI (1%). Se
utilizé agua acidificada con HCI (0,01%) para lograr un volumen conocido.

La separacion de las antiocianidinas se llevo a cabo en una columna C-18 eclipse
XDB — C-18 (4,6 mm x 150 mm, 5 pum) usando un sistema HPLC Agilent

Technologies, equipado con un detector con arreglo de diodos (DAD).

La presion de trabajo fue de 200 bar, el rango de flujo fue de 0.8 mL/min; la fase

movil fue una mezcla de eluyentes A y B constituidos de los siguientes solventes:
Eluyente A: 95% (Acido formico 10%) o Mezcla de acido formico: agua (1:9).

Eluyente B: 5% Acetonitrilo (Acetonitrilo grado HPLC)
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La fase mdvil fue preparada con esta mezcla de eluyentes en gradiente como se
observa en la tabla 9.

Tabla 9. Preparacion de los gradientes de la fase movil.

Tiempo (min) Eluyente A (%) Eluyente B (%)
0.00 96.00 4.00
2.00 96.00 4.00
2.01 92.00 8.00
3.00 92.00 8.00
4.01 88.00 12.00
20.00 84.00 16.00
25.00 84.00 16.00
25.01 0.00 100
30.01 96.00 4.00

Se estableci6 un rango de flujo de 0.8 mL/min para obtener la separacion adecuada
de las antocianidinas presentes y se monitoreé a 520 nm, con un volumen de
inyeccion de 1 pL de muestra previamente purificada con cartucho C-18 antes
descrito, a una temperatura de la columna de 30°C. Las condiciones del método de

analisis de antocianidinas por HPLC se muestran en la tabla 10.

Tabla 10. Condiciones para el anélisis de HPLC

Instrumento HPLC Agilent Technologies con detector DAD
Columna Eclipse XDB-C18 columna, 4.6 mm x 150 mm 5 um
Temperatura de la 30°C
columna
Presion de trabajo 200 bar
Volumen de inyeccion 1 uL
Rango de flujo 0.8 ml/min
Fase movil Eluyente A: Acido formico : agua (1:9)
Eluyente B: Acetonitrilo
Gradiente 0 min; 96% Ay 4% B; 2 min; 96% Ay 4% B;

2.01 min; 92% Ay 8% B; 3 min; 92% A y 8% B;
4.01 min; 88% Ay 12% B; 20 min; 84% Ay 16% B;
25 min; 84% Ay 16% B; 25.01 min; 0% Ay 100% B;
30 min; 96% Ay 4% B.

La identificacion de los picos de las antocianidinas fue realizada en base a la comparacion
de los cromatogramas a 520 nm y tiempos de retencion de los extractos concentrados de

antocianidinas de las especies (uva y fresa), corridos bajo las mismas condiciones
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especificadas anteriormente para tener patrones de comparacion que nos ayudaron a

identificar los picos del cromatograma.

Los 5 aglicones (Halbwirth, 2010) (antocianidinas) patron fueron de las especies Vitis
vinifera (uva), y fueron: delfinidina, cianidina, petunidina, peonidina y malvidina en tanto
que la antocianidina presente en Fragaria vesca (fresa) es la pelargonidina que no se
encuentra presente en Vitis vinifera (uva) y loscromatogramas se presentan en las figuras

24y 25, al igual que los espectros de las antocianidinas a 520 nm.
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Figura 25. Reporte de espectros UV Visible a 520 nm de antocianidinas de uva y fresa

por HPLC. Donde:

A = Esténdar delfinidina

B = Estandar pelargonidina
C = Esténdar petunidina

D = Estandar pelargonidina
E = Estandar peonidina

F = Estandar malvidina

Material proporcionado por el laboratorio de cromatografia (UNSAAC) del analisis de

antocianidinas de la uva y fresa.
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3.7 Determinacion de contenido de antocianinas totales (CAT) mediante el
método pH diferencial

La concentracion de antocianina monomérica se determind por el método de pH-
diferencial propuesta por (Giusti & Wrolstad, 2001). Para ello, un alicuota de
extracto de antocianina se mezclo con solucion tampon a pH 1.0, de cloruro de
potasio 0.025 M y otro con tampdn a pH 4.5 de acetato de sodio 0.4 M. Este es un
método espectrofotométrico que se basa en la transformacion estructural de las
antocianinas con el cambio de pH (pH 1 coloreadas y pH 4.5 incoloras). La
diferencia en la absorbancia a la longitud de onda de maxima absorcion (510 nm)
es proporcional al contenido de antocianinas. Posteriormente y con el propdsito de
efectuar la correccion de la medida debida a la presencia de compuestos degradados
o0 sustancias interferentes como el hemiacetal y chalcona, se midi6 la absorbancia a
700 nm.

Las mediciones se realizaron con un espectrofotdmetro Genesys 10S modelo UV-

VIS Espectronic, USA contra un blanco de agua ultra pura.

La concentracién de las antocianinas se expres6 como mg cianidina-3-

glucosido/100mL. Los resultados se presentan en la tabla 11.
Procedimiento

o Se pesd una cantidad conocida de frutos de mio mio frescas, congeladas y
secas de las cuales se procedio la extraccion de sus pigmentos con Metanol
acidificado (Ver extraccion de antocianinas).

o Se determin0 el factor de dilucion apropiado para cada una de las mezclas
mediante la dilucion con el buffer de cloruro de potasio, pH 1, hasta que la
absorbancia de cada una de las muestras a la maxima longitud de onda para
antocianinas (520 nm) se encuentran dentro del rango 0 a 1 UA para cumplir
la ley de Beer. Para determinar el factor de dilucion (FD) se dividio el
volumen final o (volumen de aforo) de la muestra a leer en el
espectrofotometro entre el volumen inicial o (volumen alicuota) que se tomd

del extracto.
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o Se prepararon dos diluciones de cada muestra por triplicado, una para medir
la absorbancia a 520 nmy la otra a 700 nm, se uso el buffer cloruro de potasio
(pH 1.0) y buffer acetato de sodio (pH 4.5) respectivamente, diluyendo cada
uno con el factor de dilucion previamente determinado. Dejando equilibrar
estas diluciones durante 15 min.

o Luego de ello, se midié la absorbancia en el espectrofotometro para cada
dilucion final a las longitudes de onda antes indicadas usando como blanco
agua destilada.

o Se calculé el cambio absorbancia (A) de la muestra diluida utilizando la

siguiente formula:

A = (Asz0 — A7oo)pH 1.0 — (As20 — A700)pH asEC. 1
o Se calcul6 la concentracion de pigmentos de antocianinas monoméricas en

la muestra original empleando la siguiente férmula:

CAT(mg/L) — AXPM>E¥FDx1000 Ec. 2

exl

o Para convertir el CAT en (mg/100g) se usa la siguiente ecuacion:

car (™9/1904) = Zo2+ (37) * 1000 Ec. 3

exl
Donde:
A : Cambid en la absorbancia
CAT : Contenido de antocianinas totales (mg/L)
PM : masa molecular para cianidina-3-glucésido, 449.2 g/mol

€ Coeficiente de extincién molar para cianidina-3-glucdésido, 26900
L/mol.cm

I : Camino optico de celda, 1 cm
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FD : Factor de dilucion
\Y/ : Volumen de aforo de extracto (mL)
W : Peso muestra (g)

Se obtuvieron los cambios de absorbancias a diferentes pHs, obteniéndose los valores
para cada extracto por triplicado (Tabla 11), se calculd primero el cambio de absorbancia
A, de acuerdo a la ecuacion 1y se sustituyo este valor en la ecuacion 3 de contenido de

antocianinas totales CAT (mg/L).

Tabla 11. Valores para la determinacion de contenido de antocianinas totales (CAT) en

extractos de frutos de mio mio fresco.

Muestra pH: 1.0 pH : 4.5 A CAT CAT
2=520 nm A=700 nm A=520 nm A=700 nm (mg/L) (mg/100g)
MMF1 1.423 0.013 0.210 0.018 1.218 427.12 427.12
MMF2 1.520 0.011 0.233 0.002 1.278 448.16 448.16
MMF3 1.491 0.011 0.218 0.008 1.270 445.35 445.35

MMEFE = Mio mio fresco
CAT = Contenido de antocianinas totales.

Por ejemplo para el calculo del contenido de antocianinas totales (CAT) en extractos de

frutos frescos de mio mio se tiene:
Absorbancia (A) segun la ecuacion 1:
A= (1423 - 0.013),p 10 — (0.210 — 0.018) 5 45 = 1.218
FD = Factor de dilucién
Por lo que el CAT ( mg cianidina 3-glucésido/L) segun la ecuacion 2 es:

1.218 X 449.2-% x (21) x 1000
mol

car(™/,) = :

mol.cm

26900 ( ) x 1cm
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CAT(mg/L) = 427.12 mg cianidina 3 — glucésido/L
Si V extracto = 10 mL

Peso muestra: W =19

El CAT (mg cianidina 3-gluc6sido/100 g de peso fresco) segun la ecuacién 3 es:

CAT (mg/loog) = 427.12 (mg cianidina 3 — glucésido/100 g de peso fresco)

Los resultados se muestran en la tabla 17, para n=3.
3.8 Determinacion de polifenoles totales (PFT)

La cuantificacion de polifenoles totales se llevd a cabo en los extractos
anteriormente explicados, aplicando el método Singletonel cual se basa en la
oxidacion de compuestos fenolicos con el reactivo Folin - Ciocalteu, lo que genera
una coloracion azul medible a 750 nm, la cual es directamente proporcional al

contenido de polifenoles (V. Singleton & Rossi, 1965).
3.8.1 Preparacion de la curva de calibracion

Se utilizo una solucién estandar de acido galico (100 pg/mL) de la cual se tomaron
volumenes entre 0 y 200 uL y se completo el volumen de cada uno a 2000 pL con
soluciéon de Na,COs (7%), reactivo Folin (1N) (Tabla 12). Posteriormente se
determiné la curva de calibracion estandar del &cido galico, a 765 nm, en un
espectrofotometro después de 30 min de reposo, efectuando con estos datos la curva

de calibracion.
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Tabla 12. Datos para la obtencion de la curva de calibracion de fenoles totales.

N° tubo Solucion de  Agua destilada Reactivo Folin Solucion
acido galico (uL) (uL) Na.COs
(uL) (uL)
Blanco 0 1700 100 200
1 50 1650 100 200
2 100 1600 100 200
3 150 1550 100 200
4 200 1500 100 200
0.900
0.800 P
0.700 P
£ 0.s00 - =
3 0.500 o
: 0.400
2 0.300 %  y=0.0614x+0.0028
Q300 o RZ = 0.999
0.100
0.000
(0] 5 10 15

Concentracion (ug acido galico)

Figura 26. Curva de calibracién de acido galico para la determinacion de

fenoles totales por el método de Folin-Ciocalteu
3.8.2  Procedimiento

De forma similar que en la Tabla 12 se procedi6 a ejecutar el procedimiento para
los extractos de frutos del mio mio. Este procedimiento se efectud por triplicado
para cada muestra. Obteniéndose la absorbancia a 765 nm.

Los resultados fueron expresados en (mg &cido galico/100g de muestra fresca) con

la ecuacion 5:
PFT (mg écl"i‘::fa”"“’) - [A”S'm“;““‘ ““] «FD = FT1 Ec. 4
mg acidogélico g acidogalico
PFT (T) — PFT (—wog ) +1000 Ec.5
Donde:
PFT : Polifenoles totales
ADS muestra : Absorbancia de la muestra
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. Intercepto
B : Pendiente
FD : Factor de dilucion

Por ejemplo para el céalculo del contenido de polifenoles totales se tiene:
La ecuacion de la curva patrén de acido gélico:

Y=BX + A Ec. 6

Y =0.0287 X +0.0958
Donde:
A =0.0028
B =0.0614
Reemplazando la absorbancia de la muestra en la ecuacion 3 se obtiene polifenoles
totales (PFT) en (mg de &cido galico/L).
Factor de dilucion = FD
Abs (muestra) = 0.549
Si V extracto = 10 mL
Peso muestra: W=1g¢

. (mg acido géliCO) [0. 549 —0.0028 s Mod b9 15
= * * — .
litro 0.0614
=FT1
mg acido galico
PFT ( ) =1.7779 1000 = 1779.15
100 g

Los resultados se muestran en la tabla 18, para n= 3.
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3.9 Determinacién de la capacidad antioxidante TEAC — ABTS por el ensayo de
decoloracion de radical catiénico del reactivo acido 2,2’-azinobis-(acido 3-

etilbenzotiazolina-6-sulfonico) (ABTS).

El ensayo de decoloracion con el radical cationico ABTS "se us6 para determinar
la capacidad antioxidante de los extractos de frutos de mio mio, usando el método

propuesto por (Re et al., 1999),con algunas modificaciones.

3.9.1 Preparacion de la solucion ABTS* radical

o Se pesd 784 mg de ABTS y se aford a 100 mL con agua destilada (Reactivo
A).

o Se peso 13.2 mg de persulfato de potasio (K2S20g), se disolvio y afor6 a 100

mL con agua destilada (Reactivo B).

o Se prepar6 la solucion madre de ABTS* radical, para ello se mezclo en
proporcion (1:1) en frasco &mbar, para luego adecuar su absorbancia entre
1.10 +/- 0.02, usando como blanco metanol y se guardd esta solucion de

ABTS* diluido en frasco ambar hasta su posterior uso.

3.9.2  Solucién de Trolox y construccién de la curva patron

o Se prepard 5000 uM de concentracion de solucién de trolox.

o De esta solucién madre se midieron volimenes (Tabla 13) y se aforaron a

2000 pL, todas las soluciones, para construir la curva patrén de trolox.

Tabla 13. Concentraciones de trolox para elaborar la curva de calibracion.

Tubo Trolox Agua Conc. Trolox
V (uL) V (uL) uM (pmol/L)
1 0 2000 0
2 10 1990 100
3 80 1920 200
4 160 1840 400
5 200 1800 500
6 240 1760 600
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o Se midi6 950 uL. de ABTS* diluido (Tabla 14) para cada una de las diluciones
de la curva patron y/o de las muestras, segun sea el caso, y se midieron sus
absorbancias en un espectrofotometro a 734 nm en un tiempo inicial y
después de 10 minutos una vez agregado a los tubos anteriores 50 uL de cada
una de las soluciones de la curva patron de trolox o de la muestra segln sea
el caso para aforar a 2000 uL a las soluciones de ABTS*

o Se calculé las diferencias de absorbancias del ABTS*, (Tabla 14).

Tabla 14. Volamenes y concentraciones de Trolox y ABTS* diluido.

Tubo Conc. Trolox V de Trolox  V de ABTS* Dif. Abs. ABTS*

mM (mmol/l) (uL) Dil. (pL) (734 nm)
1 0 50 1950 0.0
2 0.025 50 1950 0.288
3 0.050 50 1950 0.322
4 0.100 50 1950 0.372
5 0.150 50 1950 0.477
6 0.200 50 1950 0.605

o Se construyd la curva patron de trolox con concentracion (mmol/L) de trolox

Vs diferencia de absorbancias de ABTS*.

0.7

06 .
™ 04
~ ®
4 03 g
<L
< 02 y = 1.7722x+ 0.2267
- R =0.9675
0.1
0
0.000 0.050 0.100 0.150 0.200 0.250

(mmol/L) Trolox

Figura 27. Curva patron de trolox.
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Determinacién de TEAC - ABTS en los extractos

La capacidad antioxidante equivalente de Trolox (TEAC) de un extracto, representa
la concentracion de solucién de Trolox que tiene la misma capacidad antioxidante
que el extracto. Los valores de TEAC para los extractos de muestras se

determinaron como sigue:

o Para la extraccion de los pigmentos de los frutos del mio mio se procedio
como en el método de extraccion antes descrito, para ello se peso 1 g de frutos
de mio mio y el extracto se afor6é a 10 mL con HCI (0,01%) para su posterior

andlisis de capacidad antioxidante TEAC.

o Con los extractos problema se realizd la medicion de las diferencias de
absorbancias tal como se procedié para la curva trolox, por triplicado,

obteniéndose datos de la tabla 15.

Tabla 15. Absorbancias de extractos de frutos del mio mio fresco

Tubo V de Trolox V de ABTS* Dif. Abs. ABTS*
(uL) dil. (uL) (734 nm)

1 50 1950 0.0

2 50 1950 0.385
3 50 1950 0.509
4 50 1950 0.955
5 50 1950 0.872
6 50 1950 0.929

MMF Fresco: extracto del mio mio fresco (n = 3).

0.6 [ ]
E 0.5 &
=
o 0.4
__l“-_-q__ L ]
2 03 e =
[-»
- o2 y=1.7722x+ 0.2267
= R? = 0.9675
0.1
o
0.000 0.050 0.100 0.150 0.200 0.250

(mmol/L) Trolox

Figura 28. Curva patron de trolox.
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Célculos para curva patron de trolox:
Y=BX+A Ec. 8
Y =1.7722 X + 0.2267
A = intercepto = 0.2267
B = pendiente = 1.7722
X = (Y-A)/B
(mmol/L) = ((Dif. Abs. ABTS*)-A)/B Ec.9

Para calcular la Capacidad antioxidante equivalente de trolox (TEAC — ABTS¥*) se

tiene la siguiente ecuacion:

(mmol TEAC/g) = (((dif. Abs. ABTS*) — A) / B) *(V/W)*FD* 0.001 Ec. 10
Donde:
(mmol TEAC/g) = Capacidad antioxidante equivalente de trolox en

(mmol/g de muestra).

Dif. Abs. ABTS* = diferencia de absorbancias de t=0y t =10 min
V = volumen de aforo de extracto (mL)

W = peso de muestra (Q)

FD = factor de dilucion

Por lo tanto el TEAC de los extractos de las muestras se ha calculado con la

ecuacion 10:
Si V extracto :V = 5mL
Peso muestra : W =1 g de peso fresco.

FD = Factor de dilucion
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PM (trolox) = 250.29 g/mol
A = intercepto = 0.2267
B = pendiente = 1.7722
(mmol TEAC /L) = ((Dif. Abs. ABTS*) - A) /B
(mmol TEAC /L) = (0.385 —0.2267) / 1.7722 = 0.089
Segun la ecuacion 10 se tiene:
(mmol TEAC/g de peso fresco) = ((0.385 - 0.2267) / 1.7722)*(5/ 1)*100*20*0.001
(mmol TEAC/g de peso fresco) = 0.893
Para calcular el % de Inhibicion:
Datos:
Abs. inicial = 0.941
Abs. final = 0.556
% Inhibicion = (1 — (Abs. final / Abs. Inicial))*100 Ec. 11
% Inhibicion = (1 — (0.556 / 0.941))*100
% Inhibicion = 40.91
Los resultados se muestran en la tabla 19, para n=3.

3.9.3 Analisis estadistico

Los resultados se procesaron mediante un anélisis de varianza y las medias fueron
comparadas con la prueba de Tukey con una significancia de 0.05 usando el
software estadistico INFOSTAT Version 2013(Di Rienzo et al., 2011) y las
correlaciones de Pearson mediante programa estadistico Statgraphics Centurion
5.1. Losresultados se observan en las tablas de resultados de los diferentes métodos

de analisis.

83

Repositorio Institucional UNA-PUNO

No olvide citar esta tesis




Universidad

TESIS EPG UNA - PUNO %1 4[# Nacional del
: Altiplano

CAPITULO IV
RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Caracterizacion de los compuestos bioactivos en frutos del mio mio (Coriaria

ruscifolia L)

De la identificacion de antocianinas en extractos de frutos del mio mio

mediante espectrofotometria UV-Visible

En las figuras 29 y 30 se presentan los espectros de absorcién UV — Vis de los
extractos metandlicos en medio acido (HCI 0.01%) de frutos nativos del mio mio. Se
observan valores méximos de absorbancia en 515 y 520 nm, que coinciden con las
caracteristicas de estructuras antocianicas ya establecidas con anterioridad por autores
como (J. Harborne, 1958), (Lock Sing de Ugaz, 1997). Ademas el Analisis UV-Vis
del extracto mostrd una Amax €n 290 y 300 nm, que pertenece al anillo aromatico A de
flavonoides (la banda benzoil o banda I1) y la otra banda mayor a 500 nm pertenece
al anillo aromatico B (banda | o banda cinamoil) que corresponde a flavonoides del

grupo de las antocianinas.
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Figura 29. Espectros UV — Vis de antocianinas en extractos de frutos del mio
mio fresco (MMF) indicando, (arriba) Amaxen Banda I y (abajo) Amax Banda Il

Los espectros UV-Vis de los frutos del mio mio fresco (MMF), presentan dos
bandas de absorcion méaxima bien definidas. La banda | absorbe a una longitud
promedio de 515 nm, mientras que la banda Il absorbe a una longitud promedio de
290 nm (Ver figura 29). Con estos resultados, ya se pueden hacer conjeturas
preliminares, con respecto a la identidad de los extractos aislados. Con la forma de
los gréficos y la cantidad de picos méaximos, se puede decir que los extractos

podrian ser algun tipo de flavonoide en este caso del grupo de las antocianinas.
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Figura 30. Espectros UV — Vis de antocianinas en frutos de mio mio
seco (MMS), indicando (arriba) Amax en Banda I y (abajo) Amax Banda
1

Los espectros UV-Vis de extractos de frutos de mio mio secos (MMS), presentan
dos bandas de absorcion maxima bien definidas. La banda I absorbe a una longitud
promedio de 520 nm, mientras que la banda Il absorbe a una longitud promedio de
300 nm (Ver figura 30). Con estos resultados, ya se pueden hacer conjeturas
preliminares, con respecto a la identidad de los extractos aislados. Con la forma de
los gréaficos y la cantidad de picos maximos, se puede decir que los extractos
podrian ser algun tipo de flavonoide en este caso del grupo de las antocianinas.

Se tienen trabajos de investigacion de caracterizacion de flavonoides antocianicos
en las que se presentan estas caracteristicas en los espectros UV-Vis en los extractos

flavinicos (Bedascarrasbure et al., 2006).
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Han caracterizado por espectrofotometria UV Vis extractos de frutos de zarzamora
encontrando la banda del anillo aromético A con un maximo de absorcién en el
rango 240-285 nm (banda benzoil) y otra banda del anillo B con maximo de

absorcion en el rango 300-550 nm (banda cinamoil) (Martinez-Cruz et al., 2011).

De la identificacion de antocianinas en extractos de frutos del mio mio

mediante espectroscopia FTIR - ATR

Se determino los espectros FTIR en extracto seco de frutos del mio mio (Coriaria
ruscifolia L) en el espectrdmetro infrarrojo con accesorio ATR, siendo los

espectros resultantes las figuras 31y 32.
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En las figuras 31 y 32 se pueden observar los espectros FTIR de los extractos de frutos
del mio mio de ambas formas de preservacion de estos frutos frescos y secos con sus
respectivas atribuciones de frecuencias de vibracion (cm™) , las mismas que se pueden
ilustrar en la tabla 16, en la que se pueden observar fuertes sefiales de absorcion a
diferentes valores de frecuencias de vibracion (cm™) interpretados segln (Pavia et al.,
2008),

Tabla 16. Espectros FTIR — ATR (cm™) con sus respectivas asignaciones de grupos

funcionales
N° Atribucion Referencia Frecuencias de vibracion (cm™)
Teobrico Mio mio Mio mio
Fresco Seco
1 OH (inter o Pavia (2014) 3200-3500 3277 3284
intramolecular.)
2 Estiramiento C-H Pavia (2014) 2900-3000 2931 2932
3 C=0 Acido carboxilico Pavia (2014) 1670-1690 1714 1715
aromatico
4 Grupos carbonilicos C=0-  Pavia (2014) 1500-1670 1604 1607
5 Estiramiento C=C Pavia (2014) 1450-1600 1604 1607
aromatico
6 Tensidn C-O éteres Pavia (2014) 1000-1250 1213 1282
aromaticos
7 Vibracion de tension —C- Pavia (2014) 1120-1250 1198 1200
O-C-
8 v asim. =C-H (fenilos) Pavia (2014) 1050 1027 1026
9 C-H aromatico Pavia (2014) 690 - 940 868 866

Fuente: (Pavia et al., 2008).

Observando los grupos funcionales indicados se puede deducir que corresponden a un
compuesto antocianico posiblemente glicosilado por presentar en ambos extractos de
frutos del mio mio una elevada sefial para grupos hidroxilo que indica el alto contenido
en polifenoles en la matriz analizada. Lock et al., (1994) indica que la técnica IR en el
analisis de flavonoides tiene caracteristicas de absorcion C=0 entre 1680 y 1640,
aromaticos entre 1600 y 1500 y la de -OH quelatado (o-hidroxicetona a 3500-3200 (de
Ugaz, 1994).
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De la identificacion de antocianidinas en extractos de frutos del mio mio mediante

cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC)

Esta identificacion se efectud por comparacion de los picos que aparecen en cada una de
los cromatogramas de extractos de mio mio en relacién con los espectros UV- Vis de las
antocianidinas estandar obtenidas a partir de los frutos de uva morada y fresa material
proporcionado por el laboratorio de cromatografia (UNSAAC) del analisis de

antocianidinas de la uva y fresa (Ver figuras 24 y 25).

En extractos de mio mio se tiene el cromatograma, (Figura 33) cuyos picos fueron
corroborados con cada uno de los espectros UV- Vis de los estandares de las

antocianidinas.
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Figura 34. Resultados de espectros UV — Vis de antocianidinas del
cromatograma HPLC de extracto de frutos del mio mio siendo los espectros de
muestras (color azul) y de los estandares (color rojo) A: tR = 6.547 min y B: tR
= 6.947 min.

Una vez comparado todos los picos del cromatograma HPLC de los frutos del mio mio
se identificaron que los espectros UV-Vis antes citados se corresponden muy
probablemente a los estandares de cianidina que fue retenida en un tiempo 6.547 min y
6.947, a diferencia que en este caso acompafados de diferentes tipos de azucares en su

estructura, que hacen haya diferencia en sus tiempos de retencion.
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Presentando su absorcion maxima en 522.4 nm de longitud de onda, la ausencia de
absorbancia en la region 310-335 nm permite afirmar que en ninguna de las dos moléculas
existe acilacion, lo que confirma que estamos frente a la antocianidina denominada

cianidina, ya que este no presenta acilaciones en su estcrutura molecular.

Han estudiado por HPLC extractos monoméricos del capuli (Prunus serotina spp capuli
(Cav) Mc. Vaug Cav), habiendo encontrado la Cianidina como componente mayoritario
de este fruto (Hurtado & Pérez, 2014), del mismo modo (Del Carpio; Lechler, 2009)ha
estudiado por HPLC los extractos hidrolizados de frutos del (Berberis boliviana L.),
identificando antocianidinas agliconas del tipo cianidina, delfinidina, malvidina,
peonidina y petunidina, similares a las del mio mio que a diferencia del anterior es un
extracto constituido en su mayoria por la cianidina, presentando por esto en su mayoria

el color rojo de sus frutos.

4.2 Determinacion del contenido de antocianinas y polifenoles totales, en frutos

del mio mio (Coriaria ruscifolia L).

De la cuantificacion de antocianinas totales (CAT) por el método de pH

diferencial

El contenido de antocianina monomeérica o contenido de antocianinas totales (CAT)
se determind usando el Método de pH diferencial propuesta por (Giusti & Wrolstad,
2001), y efectuando los célculos correspondientes se obtuvieron los resultados de
latabla 17.
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Tabla 17. Contenido de Antocianinas Totales CAT (mg cianidina 3-glucosido/100g)

en extractos de frutos del mio mio.

Muestra CAT (mg cianidina 3- CAT (mg cianidina 3-
glucosido/L) glucosido/100g)
MMF fresco 440.22 + 11.42° 440.22 +11.42°
MMC congelado 220.57 + 6.43° 1102.88 £ 32.18°
MMS seco 71.08 £ 1.81° 236.96 £ 6.02%

Datos expresados en media + SD, n=3, p < 0.05.

Letras diferentes dentro de columnas corresponden a diferencias significativas entre

medias mediante la prueba de Tukey (o. = 0,05).

En la figura 35 se pueden observar que comparando los extractos de mio mio congelado
se incrementan con respecto al mio mio fresco y siendo menor el de mio mio seco,

existiendo una diferencia significativa entre ellas como se observa en la tabla 18

1158.31 C
917.00
675.70

434.39

CAT (mg cianidina 3 G/100 g)

A

rppe MIO MIO SECO __ MIO MIO FRESCO __ MIO MIO CONGELADO

MUESTRA

Figura 35. Comparacion de (CAT) en extractos de mio mio fresco, congelado
Yy Seco.

Medias de las letras diferentes se diferencian entre si.
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Tabla 18. Variacion en los contenidos de antocianinas totales (CAT) en extractos

de frutos del mio mio en diferentes estados de conservacion.

Analisis de la varianza

variable N R2 R2 A] Cv
CAT (mg cianidina 3 G/100 .. 9 1.00 1.00 3.37

Cuadro de Analisis de la varianza (SC tipo III)
F.V. e gl ™ F p-valor
Modelo. 1230253.41 2 615126.71 1534.41 <0.0001
MUESTRA 1230253.41 2 615126.71 1534.41 <0.0001
Error 2405.32 6 400.89

Total  1232658.73 8

Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=50.16024
Error: 400.8871 gl: 6

MUESTRA Medias n E.E.
MIO MIO SECO 236.96 3 11.56 A
MIO MIO FRESCO 440.21 3 11.56 B
MIO MIO CONGELADO 1102.88 3 11.56 C

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0.05)

Han investigado y cuantificado antocianinas en frutos de elderberry encontrado
416.3 (mg cianidina 3-glucosido/L fresco) de CAT (Bridle & Timberlake,
1997)similar a los encontrados en el presente trabajo de investigacion en frutos
frescos del mio mio que es de 440.22 (mg cianidina 3-glucosido/L fresco), también,
(Neida & Elba, 2007), ha caracterizado los frutos del manaca (Euterpe oleracea
Mart.) encontrando el contenido de sus antocianinas totales que varian de 730 a
1600 (mg cianidina 3-glucosido/100g) en la primera y segunda cosecha, del mismo
modo (Eugenia Marta Kuskoski, Asuero, Morales, & Fett, 2006)estudiaron pulpa
de frutos tropicales silvestres, determinando su contenido de antocianinas totales
CAT en solucion metanolica del jambolao y baguazu de 108.8 y 596.4 (mg
cianidina 3-glucosido/100g peso fresco). Daniel et al., (2005)(Daniel) encontraron
en frutos maduros de zarzamora el contenido de antocianinas totales CAT de 183.63
(mg cianidina 3-glucosido/100g peso fresco), al igual que (Bermudez, Diaz-
Moreno, & Fuenmayor, 2016) estudiaron el contenido de antocianinas totales en
extractos del exocarpo del corozo (Bactris guineensis L.) encontrando 124 (mg
cianidina 3-glucosido/100g peso fresco), siendo estos valores menores a los

extractos de frutos del mio mio frescos efectuados en este trabajo de investigacion.

100

Repositorio Institucional UNA-PUNO

No olvide citar esta tesis




Universidad

TESIS EPG UNA - PUNO %1 4[# Nacional del
: Altiplano

De la misma manera (C. Mufioz et al., 2008), hicieron estudios en arandanos
encontrando 118.4 (mg cianidina 3-glucosido/100g peso fresco) de CAT, de forma
similar encontr6 en el mortifio 200.6 (mg cianidina 3-glucosido/100g peso fresco)
de CAT todos estos resultados se encuentran dentro del rango del contenido de
antocianinas, siendo el fruto del mio mio con 440.22 (mg cianidina 3-
glucosido/100g peso fresco) el de mayor contenido de CAT frente a los anteriores
frutos superado solo por los frutos del blue berry que esta entre 60 y 480 (mg
cianidina 3-glucosido/100g peso fresco) de CAT segun (Rein, 2005a), siendo por
consiguiente los frutos del mio mio una prometedora fuente de antocianinas como

pigmentos naturales.

Han investigado el CAT en arandanos secados en estufa (Garcia Pastor, 2016) que
fue de 400 (mg cianidina 3-glucosido/100g muestra seca), por efecto de
deshidratacion controlada de estos frutos, en forma similar otros investigadores
corroboran este comportamiento (Fan-Chiang & Wrolstad, 2005), del mismo modo
(Rockenbach et al., 2011)evaluaron el contenido de antocianinas totales en orujos
de uvas rojas de distintas variedades y hallaron que varian desde 184 a 1122 (mg
cianidina 3-glucosido/100g peso seco), siendo en este caso el valor de contenido de
antocianinas totales en el mio mio seco de 236.96 (mg cianidina 3-glucosido/100g

peso seco) el mismo que se encuentra en este rango antes citado.

Han estudiado el efecto de la conservacion por congelamiento a diferentes
temperaturas sobre el contenido de antocianinas totales en frutos de mora Rubus
glaucus Benth (Leén & Elisa, 2012), encontrando que a bajas temperaturas de
conservacion por ejemplo a (4°C) el contenido de antocianinas se incrementa de 28
a 85 (mg cianidina 3-glucosido/100g), lo cual indicaria que ésta podria ser una
buena temperatura para estimular los contenidos de dichos compuestos de alto
potencial antioxidante, pero también este incremento se deberia a la concentracion
de estos compuestos en el fruto, por pérdida de liquidos (% humedad) en los que no
son miscibles las antocianinas, lo cual corrobora el incremento de CAT en este
trabajo de investigacion por efecto de conservacion en congelamiento (-20°C) al
cual fue sometido los frutos de mio mio incrementando su CAT de 440.22 a

1102.88 (mg cianidina 3-glucosido/100g), en forma similar (Barragan Condori &
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Aro Aro, 2017) han estudiado la degradacion de las antocianinas en papas nativas
pigmentadas por efecto de la temperatura de coccién por horno microondas
disminuyendo de 59.21 a 4.63 (mg cianidina 3-glucosido/100g peso fresco), en
forma similar (Zhao, 2007) explica que elcolor de los frutos a medida que va
transcurriendo el almacenamiento, se va haciendo menos intenso, esto podria
deberse a reacciones degradativas de las antocianinas por efectos del proceso de

senescencia de los frutos.

También, una vez que los frutos han presentado dafios fisicos las reacciones de
oxidacion inducidas por radicales libres o catalizadas por enzimas, inducen la
descompartimentacion celular y contribuyen a la pérdida de color en los frutos, de
hecho, esto se presentaria debido a que los diversos compuestos polifendlicos no
antocianicos, son sustratos de facil oxidacion en el manejo postcosecha, esto
implica que en el presente trabajo de investigacion el extracto de mio mio seco
disminuyé su CAT a 236.96 (mg cianidina 3—gluc6sido/100 g en peso seco) con
respecto al fresco que fue de 440.21 (mg cianidina 3—glucosido/100 g en peso
fresco) esto evidencia que hubo una degradacion de las antocianinas en el mio mio
seco, producto de la temperatura de secado de estos frutos a temperatura ambiente

y almacenado durante més de 6 meses.

De la cuantificacion de polifenoles totales (PFT) por el método Folin -

Ciocalteu

El contenido de polifenoles totales PFT (mg &cido galico/100 g) se determiné
usando el Metodo Folin Ciocalteu para evaluar el contenido de polifenoles totales
en extractos de frutos de mio mio. Los resultados se expresaron como equivalentes
de &cido galico/100 g de muestra. Las determinaciones se hicieron por triplicado y
efectuando los calculos correspondientes se determinG los resultados que a

continuacion se detallan en la tabla 19.
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Tabla 19. Contenido de polifenoles totales PFT (mg acido galico / 100g)

Muestra PFT (mg acido galico /100g)
MMF Fresco 1820.41 + 35.732
MMC Congelado 2317.70 + 24.01°
MMS Seco 5764.02 + 205.24°

Datos expresados en media + SD, n=3, p < 0.05.
Letras diferentes dentro de columnas corresponden a diferencias significativas
entre medias mediante la prueba de Tukey (o = 0,05).

Tabla 20. Variacion en los contenidos de polifenoles totales (PFT) en extractos de frutos

del mio mio en diferentes estados de conservacion.

Analisis de 1a varianza

Variable N Rz R2 Aj CV
PFT (mg ac. Galico/100g) 9 1.00 1.00 3.67

Cuadro de Analisis de 1a Varianza (SC tipo III)
F.V. SC al M F p-valor

Modelo. 27676596.91 2 13838298.46 943.95 <0.0001

MUESTRA 27676596.91 2 13838298.46 943.95 <0.0001

Error 87960.15 6 14660.02

Total 27/764557.06 8

Test:Tukey Al1fa=0.05 DMS=303.33039
Error: 14660.0249 gl: 6

MUESTRA Medias n E.E.
MIO MIO FRESCO 1820.41 3 69.90 A
MIO MIO CONGELADO 2317.70 3 69.90 B
MIO MIOQ SECO 5764.03 3 69.90 C

Medias con una Tetra comun no son significativamente diferentes (p > 0.05)

Se puede manifestar que existe una diferencia significativa en cuanto a contenido de
polifenoles totales PFT en comparacion de los tres estados de extracto de mio mio, siendo
el mayor el del extracto del mio mio seco seguida del congelado (figura 36), el mismo
que se debe a la alta concentracion de sélidos totales, esto por disminuir su porcentaje de

humedad durante el proceso de secado y congelacion con respecto al mio mio fresco.
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Figura 36. Comparacion de (PFT) Polifenoles Totales en extractos de frutos de
mio mio.
Medias de las letras diferentes se diferencian entre si.

Hicieron trabajos de investigacion en la determinacion de polifenoles totales en
zarzamora (Daniel), encontrando PFT de 477.1 (mg é&cido galico / 100g peso
fresco), del mismo modo (Wang & Lin, 2000) determiné hasta 248 (mg &cido galico
/ 100g peso fresco) de PFT en zarzamoras, siendo estos valores menores a los
extractos de frutos del mio mio frescos efectuados en el presente trabajo de

investigacion.

Investigaron el contenido de polifenoles totales en especies de Wild berries
Rosehip, (Guerrero et al., 2010)encontrando que sus polifenoles totales varian desde
245 hasta 1457 (mg acido galico / 100g), (E Marta Kuskoski et al., 2005)reportaron
resultados de polifenoles totales en cereza y mango de 580.1 y 544.9 (mg &cido
galico / 100g de peso fresco), posteriormente el mismo autor (Eugenia Marta
Kuskoski et al., 2006)investiga en pulpa de frutos tropicales silvestres el contenido
de polifenoles totales en  solucion metandlica del jambolao y baguazu
determinando  194.7 y 897.6 (mg acido galico / 100g de peso fresco)
respectivamente, siendo notablemente mayor el contenido de PFT en frutos de mio
mio fresco que es 1820.41 (mg &cido galico / 100g) materia del presente trabajo de
investigacion el mismo que seria de beneficio como antioxidante en el uso

alimentario.
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Efectuaron investigaciones de polifenoles totales en extractos de granadilla y
maracuya (Carvajal de Pabon et al., 2011), encontrando 229 y 282 (mg acido galico
/ 100g de extracto seco) respectivamente, del mismo modo (Beltrdn-Orozco, Oliva-
Coba, Gallardo-Veldzquez, & Osorio-Revilla, 2009b) cuantificaron los polifenoles
totales en el pitaya (Stenocereus stellatus Riccobono)variando desde 1384 a 2395
(mg acido galico / 100g de materia seca), ademas de (Haytowitz & Bhagwat, 2010)
cita de fuentes de USDA que el contenido de polifenoles en canela y romero es de
4533 y 4980 (mg &cido gélico / 100g peso seco) respectivamente, siendo estos
valores similares y mayores a los reportados en este trabajo de investigacion de
extractos de frutos del mio mio seco que es de 5764.03 (mg acido galico / 100g

Peso Seco).

Han estudiado el efecto de la conservacién por congelamiento a diferentes
temperaturas sobre el contenido de polifenoles totales (PFT) en frutos de mora
Rubus glaucus Benth (Ledn & Elisa, 2012), encontrando que a bajas temperaturas
de conservacion por ejemplo a (-4°C) el contenido de polifenoles totales se
incrementa de 297 a 400 (mg &cido galico / 100g), lo cual indicaria que ésta podria
ser una buena temperatura para estimular los contenidos de dichos compuestos de
alto potencial antioxidante, pero también este incremento se deberia a la
concentracion de estos compuestos en el fruto, por pérdida de liquidos (% humedad)
en los que no son miscibles las antocianinas tal como ocurre en los extractos de
frutos de mio mio que aumenta de 1820.41 a 2317.70 (mg &cido galico / 100g) en

frutos congelados con respecto al fruto del mio mio fresco.

Encontraron que el contenido de poli fenoles totales PFT evaluadas en extractos
foliares de Vaccinium ashei (Gozzi, 2011), se han incrementado de 53.73 a 138.25
(mg é&cido galico / 100g) en hoja fresca y seca respectivamente, al igual que en el
presente trabajo de investigacion se puede observar también el incremento desde
1820 a 5764 (mg é&cido galico / 100g) del extracto del mio mio fresco y seco
respectivamente, esto por la concentracion de materia seca en la materia prima, que

al disminuir el % de humedad incrementa dicho compuesto bioactivo.
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4.3 Determinacion de la capacidad antioxidante, en frutos del mio mio (Coriaria
ruscifolia L).
De la determinacion de la capacidad antioxidante por el método ABTS (2, 2 '-
azino — bis (3 - etilbenzotiazolina - 6 - sulfonico)

Se ha medido la capacidad antioxidante de extractos de frutos de mio mio por el
método ABTS segun (Re et al., 1999),el mismo que fue evaluado en cada uno de
los extractos. La capacidad antioxidante se calculé usando una curva estandar de
Trolox, y los resultados se expresan como (equivalente Trolox umol/g de muestra).
Se determind por triplicado, considerando la absorbancia a 515 nm teniendo los
siguientes resultados tal como se detalla (Tabla 21):

Tabla 21. Determinacion de capacidad antioxidante por el método TEAC - ABTS,

de extractos de frutos de mio mio.

TEAC - TEAC- % Inhibicion
ABTS ABTS
Papas TEAC - ABTS (mmol (g Trolox/g)
Trolox/g)

pigmentadas (umol Trolox/g)

MMF Fresca  739.92 + 25.14° 0.74+0.032 185.19£6.29* 70,70 +10.512

MMC 432.45+42 .42
Congelada 1873.93+£169.49° 1.87+0.17° b 97.76 £ 1.48°
698.86+35.05
MMS Seca 2792.19+140.05°¢ 2.79+0.14¢ i 77.57 +0.93¢
Datos expresados en media + SD, n=3, p < 0.05.
Medias de las letras diferentes se diferencian entre si.
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Figura 37. Comparacién de capacidad antioxidante TEAC-ABTS* en extractos de
frutos de mio mio.

Medias de las letras diferentes se diferencian entre si.

Tabla 22. Variacion en los contenidos de TEAC-ABTS en extractos de frutos del mio

mio en diferentes estados de conservacion.

Analisis de la varianza

Variable N R* R* Ay CV
TEAC-ABTS (umol TEAC/g) 9 0.98 0.88 7.09

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)
FLVE SC gl CM F p-valor

Modelo. 6341013.50 2 3170506.75 194.22 <0.0001

MUESTRA 6341013.50 2 3170506.75 194.22 <0.0001

Error 97947.55 6 16324.59

Total 6438861.05 8

Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=320.08825
Exrror: 16324.5915 g¥r:.6

MUESTRA Medias n"wE.E.
MIO MIO FRESCO 739.92 & 73%77_AN
MIOC MIO CONGELADO 1873.93 . 3 73.77 B
MIO MIO SECO 2792 . 193 W8 .78 >

Medias con una letra comiin no son significativamente diferentes (p > 0.05)

Se puede observar en este trabajo de investigacion que la capacidad antioxidante TEAC
ABTS aumenta en el extracto del mio mio seco y congelado con respecto al extracto de

los frutos del mio mio fresco.
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Reportaron resultados de capacidad antioxidante TEAC ABTS (E Marta Kuskoski et al.,
2005)de mango en 67.6 (umol Trolox/g muestra fresca). En forma similar este autor
(Eugenia Marta Kuskoski et al., 2006) determina en pulpa de frutos tropicales silvestres
el contenido de capacidad antioxidante TEAC ABTS en solucion metandlica del
jambolao y baguazu determinando 21 y 83 (umol trolox/g en peso fresco), asimismo
(Gaviria et al., 2009)han evaluado el TEAC — ABTS en mortifio y calcularon en 86.94
(umol Trolox/g muestra fresca).

Estudiaron la mora (Rubus glaucus Benth) y sus cambios en funcion de su maduracion a
diferentes temperaturas determinando su capacidad antioxidante TEAC ABTS de 117.83
(umol trolox/g en peso fresco) (Ledn & Elisa, 2012), igualmente Hurtado et al., (2014)
efectuaron estudios de capacidad antioxidante en extractos de cascara de capuli (Prunus
serotina spp capuli), habiendo determinado su capacidad antioxidante de 499.3 (umol
trolox/g en peso fresco), comparando de esta manera que el mio mio presenta una alta
capacidad antioxidante TEAC —ABTS con 739.92 (umol trolox/g en peso fresco), de esta
manera podria ser usado como una excelente materia prima para pigmentos antioxidantes
naturales, del mismo modo (Beltran-Orozco, Oliva-Coba, Gallardo-Velazquez, &
Osorio-Revilla, 2009a)han determinado la capacidad antioxidante TEAC — ABTS en
variedades de pitaya (Stenocereus stellatus R.) encontrando entre 11 y 17.3 (mmol/qg),
(Santacruz Cifuentes, 2011)investigaron la capacidad antioxidante TEAC ABTS en mora
y motilén siendo de 0.223 y 0.426 (mmol trolox/g fruta) respectivamente al igual que
Bermudez et al., (2016), también (Bermldez et al., 2016) estudiaron la actividad
antioxidante TEAC ABTS en extractos del exocarpo del corozo (Bactris guineensis L.)

encontrando 0.12 (mmol Trolox/g de exocarpo de corozo).

Estudiaron 13 tipos de vinos peruanos elaborados en los departamentos de Ica y
Lima(Mufioz Jauregui, Ferndndez Giusti, Ramos Escudero, & Alvarado-Ortiz Ureta,
2007) y expresaron los resultados en TEAC (capacidad antioxidante trolox equivalente)
encontrando entre 2,4 a 17,6 mM Trolox, en forma similar (Sousa, Vieira, & Lima,
2011)efectuaron investigaciones en acerola o cereza encontrando su capacidad
antioxidante TEAC ABTS de 0.743 (mmol Trolox/g en pulpa fresca), presentando la
capacidad antioxidante del mio mio de 0.74 (mmol trolox/g) dentro del rango de trabajos

de investigacion anteriormente estudiados y de forma muy similar a la cereza, lo cual

108

Repositorio Institucional UNA-PUNO

No olvide citar esta tesis




Universidad

TESIS EPG UNA - PUNO %1 4[# Nacional del
: Altiplano

estaria confirmando que es una muy buena fuente de antioxidantes, asimismo (Reddivari,
Hale, & Miller, 2007) analizaron la capacidad antioxidante TEAC — ABTS en papas de

pulpas pigmentadas de Texas que oscilaron desde 157 a 832 (ug trolox/g peso fresco).

Estudiaron la capacidad antioxidante de frutas nativas(Repo de Carrasco & Encina
Zelada, 2008)como en tuna roja y tomate de arbol determinando 651 y 838 (g trolox/g
de tejido), siendo enmarcados dentro de estos parametros los resultados de capacidad
antioxidante de TEAC ABTS en extractos de mio mio que oscilan entre 185 a 698 (g
trolox/g) a diferentes estados de conservacion de esta materia prima, en forma similar
(Rockenbach et al., 2011)evaluaron la capacidad antioxidante TEAC ABTS en orujos de
uvas rojas de distintas variedades y hallaron que varian desde 193 a 485 (umol TEAC/g
de muestra seca) del mismo modo (Pérez-Jiménez & Saura-Calixto, 2007 en su trabajo
metodologia para evaluacion de capacidad antioxidante en frutas y hortalizas ha
determinado la capacidad antioxidante TEAC ABTS en cascara de uva blanca vy tinta,
encontrando entre 227.9 y 355.4 (umol TEAC/g de muestra seca) respectivamente,
también (Li, Wang, Li, Li, & Wang, 2008) estudiaron la capacidad antioxidante TEAC
ABTS en Uvas (Vitis vinifera), encontrando en sus extractos de solucion metandlica
664.2 (umol TEAC/g de muestra seca), siendo significativamente mayor la capacidad
antioxidante del extracto de mio mio seco 2792 (umol TEAC/g de muestra seca), lo cual
demuestra su alta capacidad antioxidante concentrada una vez seca, lo cual depende del

alto contenido de polifenoles totales que contiene.
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CONCLUSIONES

e Los extractos de los frutos del mio mio (Coriaria ruscifolia L) se ha caracterizado
por espectrofotometria UV Visible encontrando la mayor absorbancia entre 520 a
545 nm de longitud de onda caracteristica de las antocianinas, ademas por
espectrometria FTIR — ATR los extractos de estos frutos presentaron vibraciones
tipicas de los grupos quimicos que son tipicas de las antocianinas, ademas se ha
separado los componentes de este extracto por Cromatografia HPLC, encontrando
entre sus componentes mayoritarios la cianidina como la antocianidina de mayor
preponderancia, siendo este extracto entonces homogéneo en su composicion.

e Se determin0 elcontenido de antocianinas totales CAT en los extractos del mio
mio (Coriaria ruscifolia L), resultando 440.22 (mg cianidina 3-glucosido/100 g)
en extracto fresco, aumentando a 1102.88 (mg cianidina 3-glucosido/100 g) en
extracto congelado lo cual ocurre por la deshidratacion que sufren estos frutos al
someter al congelamiento, lo contrario ocurre con el extracto de frutos secos en la
que disminuyen a 236.96 (mg cianidina 3-glucosido/100 g) con respecto al
extracto fresco esto porque en el secado ocurre la senescencia en la que se
degradan los compuestos antocianicos que dan el color rojo intenso en los frutos
frescos del mio mio. Ademas se determino el contenido de polifenoles totales PFT
siendo 1820.41 (mg acido galico/100 g) en extracto de fruto fresco del mio mio,
el mismo que se incremento a 2317 y 5764 (mg acido galico/100 g) en extractos
congelado y seco respectivamente, esto debido al grado de deshidratacién que

sufren en ambos casos.
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e Con respecto a la capacidad antioxidante TEAC ABTS en los frutos del mio mio
(Coriaria ruscifolia L) en extractos de frutos frescos resultdé 739.92 (umol
Trolox/g), el mismo que se incrementa a 1873 y 2792 (umol Trolox/g) en extractos
congelados y secos respectivamente, lo cual se explica acorde al nivel de
deshidratacion en la que se encuentran ambos frutos, también se observé que el
mayor % de inhibicion al radical ABTS* lo presenta el extracto del mio mio
congelado hasta en un 97.76%, siendo menores los de extractos frescos y secos
porque en el primero no se encuentra muy concentrado sus componentes
antioxidantes mientras que en el extracto de frutos secos se degradaron estos

componentes antiradicalarios.
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RECOMENDACIONES

e Se recomienda continuar con el estudio de estos frutos del mio mio (Coriaria
ruscifolia L) a nivel de procesamiento industrial, para que tenga una mayor
demanda y por consiguiente mayor produccién que incrementa en el ingreso
familiar de los pobladores de las zonas alto andinas que es de donde provienen

estos frutos.

e Se sugiere trabajos de investigacion que amplien la informacion de sus
compuestos bioactivos por ejemplo por RMN vy lograr determinar su principio
activo de estos extractos de frutos del mio mio

e Divulgar a la poblacion a través de las entidades correspondientes de las
propiedades funcionales que poseen estos frutos del mio mio.

e Evitar la luz durante la cuantificacion de sus antioxidantes, ya que los reactivos
utilizados en los métodos aplicados son fotosensibles.

e Emplear el presente estudio como guia base para determinaciones similares de
fenoles, flavonoides y actividad antioxidante en diversos alimentos de consumo y
asi investigar otros alimentos que contribuyen con el bienestar y fortalecimiento
de la salud humana.

e Realizar estudios a largo plazo sobre la estabilidad de la capacidad antioxidante
en alimentos funcionales

e Investigar el tipo especifico de fenoles y flavonoides presentes en los frutos del

mio mio.
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Anexo 2. Extraccion y filtracion de pigmentos antocianicos de muestras de frutos de
mio mio.
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Anexo 3. Extraccion de pigmentos antocianicos de muestras de frutos de mio mio en
equipo rotavapor a presion reducida.
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Anexo 5. Espectrofotometria UV — Visible de antocianinas para caracterizar

antocianinas.
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Anexo 9. Capacidad antioxidante TEAC — ABTS*
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Anexo 9.Tabla de frecuencias de vibracion FTIR

Type of Vibration Frequency Intensity Page
(em™) Reference
C—H Alkanes (stretch) 3000-2850 s 29
—CHs (bend) 1450 and 1375 m
—CH,— (bend) 1465 m
Alkenes (stretch) 3100-3000 m 31
(out-of-plane bend) 1000-650 s
Aromatics (stretch) 3150-3050 s 41
(out-of-plane bend) 900-690 s
Alkyne (stretch) ca. 3300 s 33
Aldchyde 2900-2800 w 54
28002700 w
T 2 Alkane Not interpretatively useful
C=C Alkenc 1630-1600 m—w 31
Aromaltic 1600 and 1475 m—w 41
C=C Alkyne 22502100 m—w 33
C=0 Aldchyde 1740-1720 s 54
Ketone 1725-1705 s 56
Carboxylic acid 1725-1700 s 60
Ester 1750-1730 s 62
Amide 1680-1630 s 68
Anhydride I810 and 1760 s 71
Acid chloride 1800 s 70
CcC-O Alcohols, ethers, esters. carboxylic acids, anhydrides 1300-1000 s 45, 48,
60, 62,
and 71
O -H Alcohols, phenols
Free 3650-3600 m 47
H-bonded 3400-3200 m 47
Carboxylic acids 3400-2400 m 61
N—H Primary and secondary amines and amides
(stretch) 3500-3100 m 72
(bend) 1640-1550 m—s 72
C—N Amines 1350-1000 m-—s 72
C=N Imines and oximes 1690-1640 w—s 75
Ce=N Nitriles 2260-2240 m 75
X=C=Y Allenes, Ketenes, isocyanaies, isothiocyanates 2270-1940 m-s 75
N=O Nitro (R—NO3) 1550 and 1350 s 77
S—H Mercaptans 2550 w 79
S=0 Sulfoxides 1050 s 79
Saulfones. suifonyl chlorides, sulfates. sulfonamides 1375-1300 and s 80
1350-1140
C—X Fluoride 1400-1000 s 83
Chloride 785-540 s 83
Bromide, iodide <667 s 83
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