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RESUMEN

Esta investigacion tuvo como objetivo identificar las antocianinas monoméricas,
compuestos fendlicos, actividad antioxidante y antimicrobiana en los frutos de Macha
Macha (Pernettya prostrata (Cav.) DC). Fueron recolectados en el anexo Nueva
Esperanza, distrito de Quinua (Ayacucho), la identificacion taxonémica se realizé en el
Herbario San Marcos. Los ensayos experimentales se desarrollaron en los laboratorios
de la Facultad de Ingenieria Quimica y Metalurgia y de la Escuela Profesional de
Farmacia y Bioquimica. Los frutos fueron sometidos a liofilizacion para optimizar la
extraccion de antocianinas monoméricas y fenoles totales mediante un disefio de
Superficie de Respuesta con dos variables (concentraciébn de etanol y relacion
solvente/muestra). Se obtuvieron 39,047 mg/g de antocianinas y 43,7532 mg GAE/g de
fenoles totales, siendo Gptimas las condiciones de 70% de etanol y relacion 3:1. Bajo
estos parametros se realiz6 la extraccion etandlica, seguidamente secado por
atomizacion, evaluandose en un disefio factorial 3x2 con temperaturas de 100°C, 150°C
y 200°C, y maltodextrina al 5% y 10%. Los frutos liofilizados mostraron baja toxicidad
(CL4 &€ 1,089 ug/mL), mientras que el extracto micro encapsulado atomizado present6
CL% € 1,515 pg/mL. El contenido de antocianinas fue de 39,047 mg/g y 27,380 mg/g
respectivamente. En capacidad antioxidante, el extracto micro encapsulado alcanz6
61,17% y CL4 & 662,68 ug/mL. Asimismo, se evidencié actividad antimicrobiana
significativa frente a S. aureus. En conclusion, Macha macha constituye una fuente

destacada de compuestos bioactivos con potencial alimentario y farmacéutico.

Palabras clave : Macha Macha, antocianinas, fenoles, antioxidante, actividad

antimicrobiana, toxicidad.



ABSTRACT

This study aimed to identify monomeric anthocyanins, phenolic compounds, and to
evaluate the antioxidant and antimicrobial activity of Macha Macha fruits (Pernettya
prostrata (Cav.) DC). The samples were collected from the Nueva Esperanza annex,
Quinua district (Ayacucho), and taxonomic identification was carried out at the San
Marcos Herbarium. Experimental assays were conducted in the laboratories of the
Faculty of Chemical and Metallurgical Engineering and the Professional School of
Pharmacy and Biochemistry. The fruits were subjected to lyophilization to optimize the
extraction of monomeric anthocyanins and total phenols using a Response Surface
Design with two variables (ethanol concentration and solvent/sample ratio). A yield of
39.047 mg/g of anthocyanins and 43.7532 mg GAE/g of total phenols was obtained, with
optimal conditions at 70% ethanol and a 3:1 solvent-to-sample ratio. Under these
conditions, ethanolic extraction was performed, followed by spray drying
microencapsulation, evaluated through a 3x2 factorial design with temperatures of
100°C, 150°C, and 200°C, and maltodextrin concentrations of 5% and 10%. Lyophilized
fruits showed low toxicity (LC4 € 1.089 ug/mL), while the spray-dried microencapsulated
extract presented an LC4 ©f 1.515 pg/mL. The anthocyanin content was 39.047 mg/g
and 27.380 mg/g, respectively. Regarding antioxidant capacity, the microencapsulated
extract reached 61.17% with an LC4% Qof 662.68 pg/mL. Additionally, significant
antimicrobial activity was observed against S. aureus. In conclusion, Macha macha
represents an important source of bioactive compounds with potential applications in the

food and pharmaceutical industries.

Keywords: Macha Macha, anthocyanins, phenols, antioxidant, antimicrobial activity,

toxicity.
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INTRODUCCION

El Peru es uno de los paises con mayor biodiversidad vegetal en el mundo, con
aproximadamente 25 000 especies de plantas, lo que representa cerca del 10% de la
flora mundial. Una proporcién importante de estas especies son endémicas, es decir,
Unicas del territorio peruano Brako & Zarucchi (1993); Ledn (2020). Esta enorme
diversidad botanica ofrece un potencial significativo para la investigacién alimentaria y
farmacéutica, orientada hacia la busqueda de nuevos ingredientes funcionales naturales

y el desarrollo de tecnologias sostenibles.

En el ambito alimentario, diversas plantas silvestres peruanas poseen
compuestos bioactivos con potenciales beneficios para la salud; sin embargo, muchas
de ellas aln no han sido ampliamente estudiadas Mostacero et al. (2021). Entre estas
especies destaca la Macha Macha (Pernettya prostrata (Cav.) DC), un arbusto
perteneciente a la familia Ericaceae, con notable valor etnobotanico y alto contenido de
pigmentos naturales, especialmente antocianinas y otros compuestos fendlicos
Valenzuela et al. (2020). El fruto presenta un caracteristico color morado oscuro, lo que
sugiere la presencia de dichos metabolitos secundarios, asociados a propiedades
antioxidantes, antimicrobianas y potenciales aplicaciones funcionales en la industria

alimentaria y farmacéutica.

La Pernettya prostrata es un arbusto pequefio, de hasta 50 cm de altura,
distribuido en las vertientes del Pacifico y del Caribe, entre los 1000 y 3820 m s. n. m.,
en zonas altoandinas del Perul y otros paises de Sudameérica Valenzuela et al. (2020).
En la region de Ayacucho, esta especie se encuentra de forma silvestre, aunque los
estudios se han centrado principalmente en sus hojas (investigadas en 2018), existiendo
poca informacion sobre el fruto y su composicion quimica. Por ello, resulta necesario
profundizar en la identificaciébn y caracterizacion de las antocianinas monoméricas
presentes en el fruto, las cuales estan directamente relacionadas con su capacidad

antioxidante y la intensidad de su coloracién, como lo menciona Castafieda et al. (2009).

Las antocianinas son pigmentos hidrosolubles pertenecientes al grupo de los
flavonoides, responsables de las tonalidades rojas, azules y moradas en frutas y
hortalizas Reyna et al. (2022). Ademas de su valor como colorante natural (E-163),
presentan reconocidas propiedades antioxidantes y beneficiosas para la salud humana
(Khoo et al., 2017). Sin embargo, su inestabilidad frente a factores externos como la

temperatura, la humedad, la luz o el oxigeno, asi como la variabilidad genética entre
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especies, pueden dificultar su identificacion y cuantificacién precisa (Giusti & Wrolstad,
2001).

La falta de identificacion adecuada de las antocianinas monoméricas puede
conducir a errores en la caracterizacion del fruto, limitaciones en la comparacion con
otras especies y dificultades para evaluar sus beneficios nutracéuticos. Por ello, la
identificacion de las antocianinas presentes en el fruto de Pernettya prostrata permitir
establecer condiciones 6ptimas de almacenamiento, evitar la degradacion de los
pigmentos, y favorecer su aprovechamiento como aditivo natural en la industria

alimentaria y farmacéutica.
Objetivos
Objetivo General

Identificar las antocianinas monoméricas, compuestos fendlicos, actividad
antioxidante y antimicrobiana en los frutos de Macha Macha (Pernettya prostrata
(Cav.) DC).

Obijetivos Especificos

Evaluar el proceso de extraccion de antocianinas de los frutos de Macha Macha

(Pernettya prostrata (Cav.) DC).

Cuantificar las antocianinas monoméricas en los frutos de Macha Macha
(Pernettya prostrata (Cav.) DC).

Cuantificar los compuestos fendlicos en los frutos de la Macha Macha (Pernettya
prostrata (Cav.) DC).

Establecer el potencial antioxidante in vitro en los frutos de la Macha Macha
(Pernettya prostrata (Cav.) DC).

Evaluar actividad antimicrobiana del fruto de la Macha Macha (Pernettya
prostrata (Cav.) DC).

Establecer la presencia de toxicidad en los frutos de la Macha Macha (Pernettya
prostrata (Cav.) DC).
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CAPITULO |

MARCO TEORICO

1.1. Antecedentes
1.1.1. A nivel internacional

Romero&Cueva(2020), en |l a investigaci - -n,
de Pernettya prostrata ( Er i caceae) : una especie del
que los paramos andinos son ecosistemas con alto grado de endemismo, pero
fuertemente amenazados por cambios ambientales y factores antrépicos. Estudios
realizados en los paramos ecuatorianos se han enfocado en conocer patrones de
diversidad floristica, dejando a un lado estudios sobre ecologia y biologia de semillas.
El presente trabajo es una de las primeras experiencias que evalla el tamafio de
semillas y el comportamiento germinativo entre individuos de Pernettya prostrata en un
paramo al sur del Ecuador. Se identific6 que las semillas presentan entre 0,6 y 0,8 mm
de longitud por 0,5y 0,7 mm de ancho, con una tasa de germinacién menor al 50 %.
Identificar aspectos en la morfofisiologia de semillas contribuye a mejorar el

conocimiento sobre la ecofisiologia de la vegetacién de los paramos andinos.

A

Tamafo

p&8r amo

Caranqui et al. (2022), en la investigacion,Ai Composi ci - n qu2 mi ca y ¢

polifendlicos de Vaccinium floribundum Kunth (Ericaceae) del Paramo del Volcan
Chi mborazo (Ecuador) o, viacecinguim dlariaundgru kKunthg és
considerado una fisuperfrutado debido a s
para la salud. Por lo tanto, el objetivo de esta investigacion fue evaluar por primera vez
si la etapa de maduracion y el ambiente de origen afectan la calidad fisicoquimica. Los
compuestos polifendlicos se identificaron mediante HPLC-ESI-MS (cromatografia
liguida de alta resolucién acoplada a espectrometria de masas electrospray) y se
cuantificaron mediante HPLC-DAD (cromatografia liquida de alta resoluciéon con un
detector de arreglo de diodos); asi como se determinaron la capacidad antioxidante

ABTS y DPPH. Los principales &cidos organicos predominantes fueron el acido citrico y
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guinico, mientras que los azUcares principales fueron la glucosa, la fructosa, la
sacarosa, la manosa y el sorbitol; los compuestos fendlicos relevantes: acidos
hidroxicinamicos y flavonoles; se identificaron siete antocianinas. La investigacion
confirma que las bayas de mortifio del paramo ecuatoriano son una valiosa fuente

natural de polifenoles.

Llivisaca etal. (2018), e n | a i nvestigaci - n, i Chemi

molecular characterization of mortifio (Pernettya prostrata (Cav.)DC) f r ui t s

menciona que los frutos y hojas de Pernettya. son conocidos por su alto contenido de
compuestos bioactivos, pero las caracteristicas quimicas y biologicas del mortifio
(Pernettya prostrata (Cav.) DC) no han sido completamente descritas. En este estudio
se determinaron los niveles de polifenoles, capacidad antioxidante, antocianinas,
actividad antimicrobiana y variabilidad genética en plantas de mortifio. Se utilizaron los
métodos de Folini Ciocalteu, eliminacién de radicales ABTS, diferencial de pH y difusién
en pozo para evaluar los niveles de polifenoles, capacidad antioxidante, antocianinas y
actividad antimicrobiana, respectivamente. La variabilidad genética se evalué mediante
la secuenciacion de las regiones de ADN matK y rbcL. El contenido de polifenoles fue
de hasta 229,81 mg equivalentes de acido galico/100 g, la capacidad antioxidante
promedio fue de 11.01 mmol equivalentes de Trolox/100 g, y el contenido de
antocianinas alcanzé hasta 1 095,39 mg/100 g. Los extractos de mortifio inhibieron
significativamente el crecimiento de bacterias Gram negativas como Burkholderia
gladioli, Burkholderia cepacia, Salmonella Typhimurium, Vibrio parahaemolyticus, Vibrio
harveyi, Vibrio vulnificus, Escherichia coli y Pseudomonas aeruginosa, asi como de
bacterias Gram positivas como Probionibacterium propionicum, Staphylococcus aureus
y Enterococcus faecalis, mostrando halos de inhibicibn mayores que los producidos por
el antibiético ampicilina. Se encontré un nucleétido polimdrfico en la posicion 739 de la
region matK. Este estudio muestra el potencial del mortifio para las industrias alimentaria

y farmacéutica.

and

Cerrato etal. (2022), en la il nvestigaci - n detall ada

transformaciones de los compuestos fendlicos en extractos de bayas frescas y
fermentadas de Vaccinium floribundum mediante espectrometria de masas de alta
resoluci-n 'y bioinf orom&utds saenoconocidos par isw alta
contenido de compuestos fendlicos biolégicamente activos; sin embargo, a diferencia
de las especies norteamericanas y europeas de arandanos, los arandanos neotropicales

no han sido estudiados extensamente hasta ahora. En este trabajo se investigo la

composicion fendlica de Vaccinium floribundum Kunth, una especie endémica de las
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regiones andinas que crece entre 1,600 y 4,500 metros sobre el nivel del mar. Se utilizd
cromatografia liquida de ultra alta resolucion acoplada a espectrometria de masas de
alta resolucion (UHPLC-HRMS). Se compararon bayas nativas y fermentadas en
términos de composicion fendlica, asi como de actividad antioxidante, contenido fendlico
total y contenido total de antocianinas. Las bayas nativas y fermentadas de V.
floribundum fueron extraidas y analizadas mediante UHPLC-HRMS. Los conjuntos de
datos obtenidos fueron procesados con Compound Discoverer 3.1 utilizando un flujo de
trabajo de andlisis de datos dedicado, disefiado especificamente para la identificacién
de compuestos fendlicos. En total, se identificaron tentativamente 309 compuestos,
incluidos antocianinas, flavonoides, acidos fendlicos y proantocianidinas. Las
transformaciones moleculares de los compuestos fendlicos durante la fermentacién se
estudiaron de manera integral por primera vez, y mediante un proceso de analisis de
datos personalizado se identificaron tentativamente 13 quinonas y métodos de quinonas
en muestras fermentadas. En comparacién con otras especies del género Vaccinium,
se observé un perfil fendlico particular, con baja abundancia de compuestos altamente
metilados. Las bayas andinas son una fuente rica de una amplia variedad de
compuestos fendlicos. Los analisis no dirigidos por MS, junto con un flujo de trabajo
dedicado al procesamiento de datos, permitieron ampliar el conocimiento actual sobre
estas bayas y mejorar nuestra comprension del destino de los compuestos fenélicos

después de la fermentacion.

1.1.2. Nivel nacional

Quinto (2021), en |l a investigaci - n, AFor mul
de macha macha (Vaccinium floribundum Kunth) y Evaluacion de la Capacidad
Anti oxidant eo, tiene como objetivo evaluar | a
hecha a base de macha macha. Ademas, se busc6 conocer su composicion guimica,
su capacidad antioxidante y cuanto contenido de polifenoles tenia. Para preparar el
zumo se usaron frutos maduros de macha macha, que primero se lavaron con agua
potable y luego se licuaron. A partir de eso, se hicieron tres versiones diferentes: T1
(40% jugo y 60% agua), T2 (50% y 50%) y T3 (60% jugo y 40% agua). Todas las mezclas
se pasteurizaron a 80 AC durante cinco minutos
250 ml, se dejaron enfriar y se guardaron a temperatura ambiente. Para saber cual gusto
mas, se hizo una prueba sensorial con escala hedénica, y se aplic6 un analisis
estadistico (Chi cuadrado) para ver si habia diferencias significativas. A la muestra que
tuvo mejor aceptacion se le analizaron los componentes quimicos y la actividad

antioxidante. Resultados: La composicion quimico proximal de la bebida funcional es:
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Humedad: 82,79%; Ceniza: 0,62%; Grasa: 0,76%; Proteina: 0,50% y Carbohidratos.
15,33%; los valores de los polifenoles totales fueron: 27.56 g AGE/100 g de muestra y
una capacidad antioxidante: 43,28 gemol
X2cal<X2Tab5% y X2cal<X2Tab1% que se realiz6 a los atributos de color, olor, y sabor,
si existe diferencia significativa; por lo tanto, las muestras T1, T2 y T3 fueron diferentes
en la aceptabilidad. Conclusiones: Se logro la formulacién de una bebida funcional, se
determindé la composicién quimico proximal, se alcanz6 evaluar su calidad sensorial,
capacidad antioxidante y polifenoles totales de la bebida funcional a base de macha

macha.

TE/ ml

Surco (2018) , en | a investigaci - -n nActividad

compuestos fendlicos y flavonoides de Pernettya prostrata (Cav.)) DC fimac h a
Ayacucho 20180, tiene como objetivo | a
totales y determinar la actividad antioxidante en las hojas de (pernettya prostrata (Cav.)
DC) imacha machao, es de tipo b&sica e
Centro de Desarrollo, Andlisis y Control de Calidad de Medicamentos vy
Fitomedicamentos de la Escuela Profesional de Farmacia y Bioquimica de la
Universidad Nacional de San Cristdbal de Huamanga, durante los meses de abril a
agosto 2018. La muestra vegetal fue recolectada en el Centro Poblado Bosque de
piedra, anexo de Anchahuasi provincia de Vinchos del departamento de Ayacucho a
3500 msnm. La identificacion fitoquimica se realiz6 segun lo descrito por Miranda y
cuellar, la determinacion de fenoles totales se realiz6 segun el método colorimetro Folin-
Ciocalteu, determinacion de los flavonoides totales se realizé por el método de Peixoto
y para la determinacion de la actividad antioxidante se utilizé el método del consumo de
radical DPPH por las muestras, mediante la disminucién de la absorbancia de las
soluciones a diferentes concentraciones. Se dividieron ocho grupos con tres
repeticiones cada una. Grupo I: blanco: 0,3 ml muestra + 2,7 mL Etanol 50°, Grupo II:

reaccion: 0,3 mL muestra + 2,7 mL DPPH, Grupo lll, IV, V: extracto hidroalcohdlico de

mac hao,

cuanti f

Xperi mer

25, 50 y 100 eg/ mL respectivament e, Grupo VI,

respectivamente y de la misma manera se determiné por el método de ABTS con una
minima variacion de toma del reactivo (980 pL de la solucién del ABTS) y de
concentraciones 150, 200, y 250 e€g/ mL r
presentes en el extracto hidroalcohdlico fueron taninos, flavonoides, saponinas,
glicésidos cardiotdnicos, antocianinas, quinonas, esteroides. El contenido de fenoles
totales y flavonoides fue: 255,1 mg Eq AG/g y 22,1 mg Eq a rutina/g del extracto

respectivamente. La actividad antioxidante DPPH del extracto hidroalcohdlico a la

especti

concentraci-n de 100 eg/ mL (36. 78%) presenta m
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a las demas concentraciones, pero esta es estadisticamente diferente (p=0,008) al
Trolox 100 e€g/mL (94.79%). Se concluye que el ¢
Pernettya prostrata( Cav . ) DC. Amacha machaodo presenta acti

Curinambe et al., (2024), en la investigacion Actividad Antioxidante, Contenido
De Antocianinas Y Efecto Antiinflamatorio In Vitro Del Fruto De Vaccinium Floribundum
Kunt h APushgayo, tiene como objetivo principal
contenido de antocianinas y el efecto antiinflamatorio in vitro del fruto Vaccinium
floribundum kunth, originario del distrito de Querocoto, provincia de Chota, regién de
Cajamarca. La actividad antioxidante se evalud utilizando el método del radical libre 1,1-
difenil-2-picrilhidrazilo (DPPH), mientras que el contenido de antocianinas se determino
mediante el método de pH diferencial. Para evaluar la actividad antiinflamatoria, se
utilizé el método de estabilizacién de la membrana del eritrocito. Se encontré que el
extracto hidroalcohdlico de Pushgay tiene una actividad antioxidante expresado en IC50
= 397,7 ug/ ml equivalente a 0,14 mM/L de vitamina C. En cuanto al contenido de
antocianinas se encontré 419,38 + 9,10 mg/100g del fruto. En relacién con el efecto
antiinflamatorio, del extracto del fruto de Vaccinium floribundum kunth a una
concentracion de 50 pg/ml, demostré tener un porcentaje de estabilizacion de la

membrana similar al de indometacina.
1.2. Macha Macha ( Pernettya Prostrata (Cav.) Dc )

Este es un arbusto que generalmente se encuentra postrado, estolonifero,
erecto o ascendente, tiene el tallo de cilindrico a subcilindrico, a veces angular, glabro
o ligeramente puberulento, generalmente estrigoso o hirsuto, elevado en la base, con
hojas alternas, simplemente pecioladas, generalmente tubulares, de 1i 4 mm de largo,
glabras a puberulentas, hojas de lanceoladas a ampliamente elipticas, oblongas u
ovadas, de 4i8 x 2i 5 mm, coridceas a coriaceas, margenes ligeramente curvados;
dientes cortos puntiagudos o crenulados, generalmente de 6 a 12 dientes con cerdas o
glandulares, glabros o ligeramente pubescentes en la parte superior, muy raramente
estrigosos en la parte inferior. Inflorescencia solitaria, axilar, bracteas bisexuales
presentes en la base, espigas ovadas, pelos glandulares cortos estrigosos o largos
ligeramente rosaceos, valvulas subagudas, glabras o pilosas, I6bulos reflejos de 8 a 10
estambres; Las bayas son casi esféricas, de color pdrpura, a veces casi negras, de lisas

a densamente pubescentes (Mezey, 1943).
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Figura 1

Planta de Macha Macha (Pernettya prostrata (Cav.) DC)

7
5
2
o

1.2.1. Descripcién Taxondémica

Orden : Ericales Bercht. & J. Presl|
Familia : Ericaceae Juss.

Género : Pemettya Gaudich

Especie : Pernettya prostrata (Cav.) DC
Nombre vulgar : fAimacha machabo

1.2.2. Aspectos Generales

Popularmente conocido como reventadera, borrachero y mortifio; es un pequefio
arbusto que tiene frutos de color rojo o morado, son no climatéricos, careciendo la
capacidad de continuar su maduracién después de cosecharlos, es una especie
silvestre que se encuentra por lo general en los Altos Andes, con altitudes entre los 1600
a 4000 msnm Luteyn (2002); esta especie es bastante resistente a las sequias y
heladas, crece con éxito en temperaturas de 8 a 17 °C. Desempefia una importante
funcion ecoldgica, la elevada capacidad regenerativa de esta especie es vital para la
preservacion de la vegetacion en los paramos frente a un incendio destructivo que

puede ser provocados por el hombre.
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En Ecuador, las comunidades locales consumen las bayas de mortifio en
diversas bebidas ceremoniales y preparaciones culinarias, también las utilizan para
tratar dolencias. Diversos estudios demuestran que son ricas en antioxidantes,
antocianinas y otros compuestos fendlicos. Esto demuestra que los frutos de macha
macha se pueden aprovechar en el mercado alimentario como fuente importante de

antocianinas y antioxidantes (Coba et al., 2012).

El analisis de caracteristicas fisicoquimicas del fruto de macha macha en estado
maduro presento: pH 4,67, humedad 84,760%, acidez (expresado como 4cido citrico)
0,028, grasa 0,536%, proteina 0,897%, cenizas 0,478%, carbohidratos totales 13,329%
(Llimpe, 2017).

1.2.3. Antocianinas monomeéricas en los frutos de Macha Macha

Las antocianinas monomeéricas son los compuestos fendlicos pertenecientes al
grupo de los flavonoides responsables de la coloracién purpura, roja y azul de muchos
frutos. Quimicamente corresponden a antocianidinas unidas a azucares, principalmente
glucosa, galactosa o rutinosa. Entre las antocianidinas mas frecuentes se encuentran
delphinidina, cianidina, petunidina, peonidina y malvidina, las cuales forman diferentes

glucosidos presentes en frutas pigmentadas (Khoo et al., 2017).

La especie Pernettya prostrata, perteneciente también a la familia Ericaceae,
produce frutos de color rojo o parpura oscuro, lo que sugiere la presencia de
antocianinas como principales pigmentos. Aunque existen pocos estudios fitoquimicos
especificos para esta especie, se ha reportado que los frutos de plantas de esta familia
presentan perfiles de antocianinas dominados por derivados de cianidina y delphinidina.
Por esta razén, cuando se analizan frutos de Pernettya prostrata, es comdn comparar
sus resultados con especies relacionadas del género Vaccinium, las cuales presentan

perfiles de antocianinas bien caracterizados (Prior et al., 2005).

Llimpe (2017), evalud el contenido de antocianinas y la capacidad antioxidante
del fruto de Macha macha (Vaccinium floribundum Kunth) en tres estados de
maduracion, una especie silvestre del Perl, cuyas potencialidades hasta ahora se
desconocian. Analizaron el contenido de antocianinas totales por el método pH
diferencial, y se hall6: 0,519, 4,242 y 10,532 mg de Cianidina/g de muestra en estado
verde, pintén y maduro, respectivamente. En estado maduro present6 mayor contenido.
Cerrato et al., (2022) realiz6 una comparacion entre bayas nativas y fermentadas en
términos de fenoles, composicién, asi como la actividad antioxidante, contenido fendlico

total y contenido de antocianinas. Obtuvieron como resultado en el contenido de
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antocianinas en el fruto fresco 38,0 + 3,0 mg equivalentes de cianidina-3-glucdsido/g
PS, en el fruto fermentado 1,0 + 0,5 mg C3G/g PS.

Limaymanta & Ramos (2016), extrajeron y cuantificaron antocianinas
monomeéricas totales de Macha Macha sp en dos estadios de maduracién, evaluaron la
extraccion de antocianinas a distintas soluciones de extraccion; agua, etanol (96 %),
etanol: agua (50:50), etanol: agua (70:30) y etanol/HCI (85:15), donde obtuvieron el
mayor rendimiento de extraccion de antocianinas monoméricas totales con el solvente
etanol/HCI (85/15) un total de 279,0433 mg/100 g de antocianinas monomeéricas
totales.Por otro lado,Carrasco (2022), evaluo los frutos maduros de Macha macha en la
variedad (pernettya prostrata) en diferentes estados de conservacion (fresco,seco y
congelado),las muestras presentaron las siguientes Medias, las muestras secas
presentaron un 13.48 de CAT (mg/100g), muestra fresca 17.89 CAT (mg/100g), muestra
congelada 20.95 CAT (mg/100g) donde se observa que existe diferencia significativa en

muestras secas pudiendo ser afectados por altas temperaturas de secado y pH.
1.2.4. Fenoles totales en los frutos de Macha Macha

Al fruto Pernettya prostrata (Cav.) DC, se evalud los niveles de polifenoles con
método Folin-Ciocalteu, en plantas de mortifio, dando resultados de contenido de
polifenoles de hasta 229,81 mg equivalentes de acido galico/100 g. El estudio demuestra
el potencial del mortifio para las industrias alimentaria y farmacéutica, debido a su alto
contenido de compuestos bioactivos y su capacidad antimicrobiana (Llivisaca et al.,
2018).

Al analizar la composicién fendlica de Vaccinium floribundum Kunt, perteneciene
a la familia Ericaceae, mediante cromatografia liquida de ultra alto rendimiento acoplada
a espectrometria de masas de alta resolucién (UHPLC-HRMS), comparando las bayas
nativas y fermentadas en cuanto a su composicion fendlica, actividad antioxidante,
contenido total de fenoles y contenido total de antocianinas. Fueron procesadas con el
software Compound Discoverer 3.1. Donde identificaron tentativamente 309
compuestos, entre ellos antocianinas, flavonoides, acidos fendlicos y proantocianidinas.
Con estos resultados se llega a la conclusion que las estas bayas andinas representan

una rica fuente de diversos compuestos fendlicos (Cerrato et al., 2022).

El mortifio (Vaccinium floribundum Kunth) es considerado
debido a su capacidad antioxidante y posibles beneficios para la salud. Los compuestos
polifendlicos se identificaron mediante HPLC-ESI-MS (cromatografia liquida de alta
resolucion acoplada a espectrometria de masas electrospray) y se cuantificaron

mediante HPLC-DAD (cromatografia liquida de alta resoluciébn con un detector de
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arreglo de diodos); asi como se determinaron la capacidad antioxidante ABTS y DPPH.
Los principales &cidos organicos predominantes fueron el &cido citrico y quimico,
mientras que los azucares principales fueron la glucosa, la fructosa, la sacarosa, la
manosa y el sorbitol; los compuestos fendlicos relevantes: acidos hidroxicindmicos y
flavonoles; se identificaron siete antocianinas. La investigacién confirma que las bayas
de mortifio del paramo ecuatoriano son una valiosa fuente natural de polifenoles
(Caranqui et al., 2022).

1.2.5. Capacidad antioxidante en los frutos de Macha Macha

Llimpe (2017), evalud la actividad antioxidante del fruto de la macha macha
(Vaccinium floribundum Kunth) por el método radical DPPH, y se obtuvo valores de
569,3637, 550,1427 y 323,9630 Umol TE/g muestra en estado verde, pintdn y maduro,
respectivamente. El verde presenté una mayor capacidad antioxidante. Al igual Cerrato
et al. (2022) obtuvieron como resultado la capacidad antioxidante determinado a través
del método ABTS en el fruto fresco 276 + 2 umol equivalentes de Trolox/g PS, en el fruto
fermentado 288 + 2 umol TE/g PS.

Los frutos maduros de Macha macha en la variedad (pernettya prostrata)
Carrasco (2022), evalu6é en diferentes estados de conservacién (fresco, seco y
c ongel ladapgcidad de inhibicion de radicales libres donde las muestras no
presentan diferencia significativa mostrando 33.50 TEAC-DPPH (umol/g), congelado
37.15 TEAC-DPPH (umol/g), seca 38.35 TEACDPPH (umol/g) fresco.Cahuana (2025),
por el método DPPH encontr6 un IC4 @e 4,10 mg del extracto, que equivaldria a 0,706
mM de Trolox (Trolox es un estandar de referencia para comparaciones de poder

antioxidante).

1.2.6. Actividad Antimicrobiana en los frutos de Macha Macha

La actividad antimicrobiana en frutos vegetales se relaciona principalmente por
la presencia de antocianinas, compuestos fendlicos y flavonoides, los cuales actian
como metabolitos secundarios de defensa natural frente a patdégenos. Dichos
compuestos poseen la capacidad de inhibir el crecimiento de bacterias, hongos y
levaduras por diversos mecanismos bioquimicos (Cushnie & Lamb, 2011 ; Gyawali &
Ibrahim, 2014). Se han encontrado en frutos de la familia Ericaceae, que destacan por
su alto contenido de antocianinas, acidos fendlicos y taninos condensados. Diversos
estudios han demostrado que Pernettya prostrata (Cav.) DC, un fruto silvestre andino
de amplia distribucién en Ecuador y Peru, posee un notable potencial antimicrobiano
asociado principalmente a su alto contenido de antocianinas y compuestos fendlicos.

Guaman (2022), evalud la actividad antibacteriana de los extractos de hoja y fruto del
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mortifio, encontrando inhibicion significativa frente a Staphylococcus aureus y
Escherichia coli, lo que sugiere que sus metabolitos secundarios actidan sobre la
permeabilidad de la membrana bacteriana y la desnaturalizacion de proteinas.

Llivisaca et al., (2019), reportaron que las bayas fermentadas del Pernettya
prostrata (Cav.) DC mostraron actividad antimicrobiana frente a S. aureus, atribuyendo
esta respuesta a la sinergia entre antocianinas y otros compuestos fenélicos. De manera
similar, (Guevara et al., 2022), reportaron que el extracto etandlico de Pernettya
prostrata (Cav.) DC que fue recolectado a mayores altitudes presentd una concentracion
minima inhibitoria (MIC) de 1.3 mg/mL frente a los S. aureus, dando respuesta a que la
altitud y la madurez influyen en la capacidad de acumular compuestos bioactivos con

efecto antimicrobiano.
1.2.7. Toxicidad en los frutos de Macha Macha

Los frutos andinos silvestres del género Pernettya y Vaccinium estan siendo
reconocidos por su alto contenido de compuestos bioactivos, sobre todo en
antocianinas, flavonoides y otros polifenoles, esto atribuye a que posean propiedades
antioxidantes, antimicrobianas y antiinflamatorias (Acosta et al., 2016; Vasco et al.,
2009). Sin embargo, como cualquier otro vegetal silvestre, es importante evaluar la
posible toxicidad, ya que la presencia de metabolitos secundarios en concentraciones

elevadas puede generar efectos adversos en los animales y el ser humano.

En el caso de Pernettya prostrata (Cav.) DC, han reportado que contiene
compuestos terpenoides, saponinas y glucésidos fendlicos, y que, al consumir en dos
elevadas, puede provocar efectos téxicos moderados, sobre todo en el sistema
gastrointestinal y el nervioso (Rios & Recio, 2005). Estas sustancias pueden actuar
como mecanismos de defensa en la planta frente a depredadores o patdgeno, al
consumir en exceso este fruto puede inducir estrés oxidativo en tejidos o alterar la
permeabilidad de membranas celulares Barros et al. (2013). Estudios realizados
sugieren que la toxicidad en frutos silvestres podria estar relacionada con la presencia
de compuestos como la andrometoxina o las grayanotoxinas, sustancias que también
Se encuentran en otras especies venenosas de la misma familia botanica (Rincon et al.,
2014).

La grayanotoxinas son neurotoxinas que obstaculizan la transferencia de
potencial de accibn mediante el bloqueo de los canales de sodio y potasio en la
membrana celular, provocando sintomas de intoxicacion, tales como vémito, diarrea,

molestia estomacal y colicos (Valenzuela & Sanchez, 2021).
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La andrometoxina es otro nhombre usado para referirse a una grayanotoxina,
especialmente a la grayanotoxina | (GTX-lI) o compuestos muy cercanos dentro del
mismo grupo. Es un diterpeno presente en plantas de la familia Ericaceae. Se conocen

mas de 25 tipos de grayanotoxinas Cho (2012).
1.3.  Antocianina

Las antocianinas son compuestos fendlicos pertenecientes a la familia de los
flavonoides y se caracterizan por poseer un esqueleto basico de tipo flavilio conformado
por un sistema C61 C31 C6, que incluye dos anillos bencénicos (A y B) unidos por un
anillo heterociclico (C) Brouillard (1982), ademas son pigmentos rojos hidrosolubles que
se encuentran en muchas plantas. Desde el punto de vista quimico, las antocianinas
son derivados de las antocianidinas, es decir, estdn formadas por una molécula de
antocianidina (aglicona) unida a un azlcar mediante un e n | -glacesidifo. El i6n
flavilio, conocido también como 2-fenilbenzopirilio, constituye la estructura quimica
basica de estas agliconas, formada por un grupo aromatico benzopirilio (A) y un anillo
fendlico (B); generalmente actia como un catién. Las agliconas libres son escasas en
los alimentos, salvo tal vez como trazas en procesos de degradaciéon. Entre las
aproximadamente 20 antocianidinas conocidas actualmente, las mas relevantes son la
pelargonidina, delfinidina, cianidina, petunidina, peonidina y malvidina, hombradas en
base a su origen vegetal. La combinacién de estas con diversos azucares produce

alrededor de 150 antocianinas (Ortiz et al., 2011).

Las antocianinas monoméricas son pigmentos naturales de la familia de los
flavonoides, caracterizados por poseer una antocianidina (aglicén) unida a uno o varios
azucares y, en algunos casos, a grupos acilo, lo que les confiere una alta solubilidad en
agua y una marcada capacidad antioxidante. El término monomérica se refiere que
estas moléculas se encuentran en su forma individual, no condensada ni polimerizada,
es decir, no estan asociadas a otros compuestos fendlicos mediante enlaces de
condensacién. En esta forma libre, las antocianinas exhiben una estructura de cation
flavilio en medio acido, responsable de los tonos rojos, violetas o azulados presentes en

frutas, flores y vegetales frescos (Giusti & Wrolstad, 2001; Castafieda et al., 2009).

Desde un punto de vista analitico, las antocianinas monoméricas constituyen la
fraccion mas estable y cuantificable mediante métodos espectrofotométricos como el
método del pH diferencial, el cual se basa en la reversibilidad del color entre pH 1.0 y
4.5, propiedad que se pierde en las formas poliméricas o degradadas Lee et al. (2005).
Estas moléculas son, ademas, las principales responsables del color y la actividad

bioactiva de matrices frutales y sus derivados, siendo consideradas indicadores de
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frescura, calidad y estabilidad del pigmento. En contraste, durante el almacenamiento o
procesamiento térmico, las antocianinas monoméricas pueden oxidarse o condensarse,
formando pigmentos poliméricos con menor intensidad colorante y menor actividad
antioxidante Wrolstad & Culver (2012).

Las antocianinas presentes en los frutos de Pernettya prostrata (macha-macha)
son compuestos fendlicos pertenecientes a la clase de los flavonoides, caracterizados
por ser pigmentos hidrosolubles responsables de tonalidades rojas, purpuras y azuladas
en diversos frutos. Estas moléculas corresponden a glucésidos de antocianidinas y se
localizan principalmente en la epidermis y capas externas del fruto, donde cumplen
funciones de fotoproteccion, defensa antioxidante y atraccion de dispersores He & Giusti
(2010; Khoo et al. (2017). En el caso de la macha-macha, su elevado contenido de
antocianinas se asocia con una notable capacidad antioxidante, contribuyendo a la
neutralizacién de especies reactivas de oxigeno y a la reduccion del estrés oxidativo
tanto en la planta como potencialmente en sistemas biologicos al ser consumidas
Cahuana (2025); Wallace & Giusti (2015). Debido a ello, las antocianinas de Pernettya
prostrata poseen interés nutracéutico y son consideradas biomoléculas relevantes para

la salud humana.

1.3.1. Estabilidad de las Antocianinas

Las antocianinas son compuestos labiles, su estabilidad es bastante variable en
funcion de su estructura que se ve afectada por el pH, temperaturas de almacenamiento,
oxigeno, luz, enzimas, estructura, concentraciéon de antocianinas y compuestos como

flavonoides, minerales y proteinas Daniel (2009).

La estabilidad de las antocianinas en bayas se define como la capacidad de
estas moléculas flavonoides de mantener su estructura quimica, su intensidad de color
y su actividad antioxidante frente a condiciones que promueven su degradacién. Su
estabilidad esta influida por variables como el pH, la temperatura, la exposicion a la luz,
la presencia de oxigeno, la actividad enzimatica y la composicién de la matriz del fruto
Giusti & Wrolstad (2003); Castafieda et al. (2009). En medios acidos, las antocianinas
conservan predominantemente su forma de sal de flavilio, altamente coloreada; sin
embargo, a pH mas elevados pueden transformarse en estructuras incoloras 0 menos
estables, acelerando su degradacion Rein (2005). En bayas, la presencia de co-
pigmentos, metales, proteinas y polisacaridos puede generar interacciones de co-
pigmentacion y complejos moleculares que aumentan la proteccion frente a la oxidacion

y la pérdida de color, prolongando su estabilidad Wallace & Giusti (2015). En conjunto,
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la estabilidad de las antocianinas determina la intensidad cromatica, la vida Uutil, la

calidad sensorial y el valor nutracéutico de las bayas.

1.3.2. Extraccién de las Antocianinas

Las antocianinas pueden ser obtenidas de diversos tejidos de las plantas. La
técnica habitual es la extraccion en forma soélida y liquida. No obstante, es importante
resaltar la presencia de otros procedimientos. Hoy en dia, se suele emplear los extractos
antocianicos sin la necesidad de separar los diferentes componentes, ya que todos, no

solo los colorantes, ya poseen caracteristicas antioxidantes.

En cuanto a la extraccion, las caracteristicas polares de las moléculas de
antocianina las convierten en solubles en varias soluciones. Solventes como el alcohol,
la acetona y el agua, su estabilidad se altera al efectuar alteraciones estructurales con
grupos hidroxilo y metoxilo, glucésidos, particularmente en los grupos acilo, ademas de

elementos como la temperatura y la luz Zapata (2014).

La extraccion de antocianinas en bayas consiste en la separacion de estos
pigmentos fendlicos de la matriz vegetal mediante el uso de solventes polares
acidificados que favorecen su solubilizacion y estabilizacién. Este proceso se basa en
la naturaleza hidrosoluble de las antocianinas y en la necesidad de mantener un medio
acido que preserve la forma de sal de flavilio, quimicamente estable y altamente
coloreada. Para ello, se emplean usualmente mezclas de etanol o metanol con agua
acidificada (con HCI, &cido citrico o férmico), acompafiadas de técnicas que incrementan
la eficiencia del proceso, como la maceracion, la extraccion asistida por ultrasonido
(UAE) o la extraccion asistida por microondas (MAE) Giusti & Wrolstad (2003);
Castafieda et al. (2009).

Durante la extraccién, los solventes polares penetran los tejidos de la baya,
rompen parcialmente las paredes celulares y liberan las antocianinas, las cuales se
transfieren al medio liquido. Métodos avanzados como UAE y MAE generan cavitacion
o calentamiento dieléctrico, lo que mejora la ruptura celular y acelera la liberacion de
compuestos, incrementando el rendimiento sin elevar excesivamente la temperatura, lo
gue evitaria la degradacion de los pigmentos Rein (2005); Tena et al. (2020). Tras la
extraccion, el extracto suele filtrarse, concentrarse y, cuando se requiere analisis de alta

precision, purificarse mediante extraccion en fase sélida (SPE).

En términos generales, la extraccion de antocianinas en bayas es un proceso

gue depende de factores como el pH, el tipo de solvente, la temperatura y el tiempo de
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exposicion, los cuales influyen directamente en la eficiencia y estabilidad de los

pigmentos recuperados Castafieda et al. (2009).
1.3.3. Extraccion solida 1 liquido

La separacion sélido-liquido es un procedimiento fundamental cuyo objetivo es
la separacion de uno o varios elementos presentes en una fase soélida, a través del uso
de una fase liquida o disolvente. El elemento o elementos que pasan de la fase sélida a
la liguida se conoce como soluto, en cambio, el solido insoluble se conoce como inerte
Zapata (2014).

En bayas, la extraccion solido-liquido se realiza comUnmente utilizando
solventes polares como etanol, metanol o agua, frecuentemente acidificados para
favorecer la estabilidad y solubilidad de pigmentos como las antocianinas. Factores
como la relacién sélido-solvente, el tamafio de particula, el tiempo, la temperatura y la
agitacion influyen significativamente en el rendimiento del proceso Cacace & Mazza
(2003); Azwanida (2015). Esta modalidad de extraccién es ampliamente utilizada debido
a su simplicidad, eficiencia y aplicabilidad en matrices ricas en compuestos fendlicos,

como las bayas.

1.3.4. Antocianinas en frutos liofilizados

La liofilizacién es uno de los métodos mas efectivos para la conservacion de compuestos
bioactivos en frutos, especialmente las antocianinas, debido a que opera a bajas
temperaturas y minimiza reacciones de oxidacion e hidrdlisis. Este proceso permite
mantener entre el 80 % y el 95 % del contenido antocianico original, preservando tanto
la intensidad del color como la estructura del cation flavilio responsable de su estabilidad
Tonon et al. (2010). En frutos liofilizados, las antocianinas predominantes suelen
corresponder a glucésidos de cianidina, delfinidina, pelargonidina, peonidina y
malvidina, siendo particularmente frecuente el cianidin-3-glucésido en bayas como
arandanos, moras y mortifios Skrede et al. (2000). Ademas, la eliminacién del agua
genera una aparente concentracion de estos pigmentos por unidad de masa seca, lo
que potencia la actividad antioxidante respecto a los frutos frescos Sun et al. (2021). En
conjunto, la liofilizacibn no solo conserva el perfil antocianico, sino que mejora la

estabilidad y funcionalidad de las antocianinas en matrices frutales deshidratadas.

1.3.5. Antocianinas en frutos atomizados

El secado por atomizacion es una técnica ampliamente utilizada para obtener
polvos a partir de jugos o extractos de frutos, permitiendo conservar compuestos

bioactivos como las antocianinas mediante su microencapsulacion en matrices
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protectoras. Durante este proceso, antocianinas predominantes como cianidin-3-
glucésido, delfinidin-3-glucosido y pelargonidin-3-glucésido pueden retenerse en valores
gue oscilan entre el 50 % y el 85 %, dependiendo de la temperatura de entrada y del
tipo de agente encapsulante utilizado Tonon et al. (2010). La incorporacion de
portadores como maltodextrina 0 goma arabiga mejora la estabilidad térmica y oxidativa
de las antocianinas al formar microcapsulas que limitan la exposicion al oxigeno y la luz
Caliskan & Dirim (2016). Asimismo, se ha demostrado que el secado por atomizacion
preserva de manera eficaz el perfil antocianico de diversas bayas y frutos rojos, aunque
algunas pérdidas son inevitables debido a la sensibilidad térmica intrinseca de estos
pigmentos Rodriguez et al. (2005). En conjunto, la atomizacion constituye un método
eficiente para estabilizar y concentrar antocianinas en matrices en polvo, favoreciendo

su aplicacién en alimentos funcionales.

1.4. Compuestos fendlicos

Incluye todas aquellas sustancias con mudltiples funciones fendlicas, nombre
popular del hidroxibenceno, asociadas a estructuras aroméaticas o alifaticas. Solo unos
pocos compuestos fendlicos de la familia de los acidos fendlicos no son polifenoles sino
monofenoles. Los compuestos fendlicos se originan en el mundo vegetal. Son uno de
los metabolitos secundarios méas importantes de las plantas y su presencia en el reino
animal se debe a su consumo. Las plantas sintetizan fenoles y estan reguladas
genéticamente tanto cualitativa como cuantitativamente, aunque también existen
factores ambientales a este nivel. Ademas, actidan como fitoalexinas (las plantas
dafiadas segregan fenoles para protegerse de posibles ataques de hongos o bacterias)
y contribuyen a la pigmentaciéon de muchas partes de las plantas (por ejemplo, las
antocianinas provocan los colores rojo, naranja, azul, morado o morado que
encontramos en la piel de rutas y verduras). Por otro lado, los fenoles se oxidan para
producir guinonas, que dan un color marrén que a menudo es indeseable Mufioz et al.,
(2009).

1.5. Antioxidante

Los antioxidantes son moléculas que retrasan o previenen la oxidacion de otras
moléculas. La oxidacion es una reaccion quimica en la que se transfieren electrones de
una sustancia a un oxidante. La oxidacién produce radicales libres que inician una
reaccion en cadena que dafa las células. Los antioxidantes se oxidan a si mismos
mediante la eliminacién de radicales libres intermedios para terminar estas reacciones
e inhibir otras reacciones de oxidacién. Por tanto, los antioxidantes suelen ser agentes
reductores como los tioles o los polifenoles Pokorny et al. (2005).
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1.5.1. Mecanismos de Accién de los Antioxidantes

Los antioxidantes impiden la union de otras moléculas con el oxigeno,
respondiendo e interactuando con mayor rapidez con los radicales libres de oxigeno y
las especies reactivas del oxigeno que con el resto de moléculas existentes en un
microambiente especifico, membrana plasmatica, citosol, nucleo o liquido extracelular.
Hurtado & Pérez (2014).

1.5.2. Capacidad Antioxidante

La capacidad antioxidante de los productos alimenticios se basa en la interaccion
entre distintos compuestos con distintos mecanismos de accion. Asi pues,
frecuentemente se establece la capacidad antioxidante de los extractos complejos
mediante diversos métodos de suplementacién para valorar distintos mecanismos de
accion. Debido a su facilidad y repetibilidad, algunos de los procedimientos mas

empleados son FRAP (capacidad reductora de hierro antioxidante) Inocente (2015).

Diversas investigaciones han demostrado que las bayas presentan una de las
actividades antioxidantes mas elevadas dentro de los frutos debido a su perfil fenélico
complejo y sinérgico. La capacidad antioxidante se evalila comunmente mediante
ensayos in vitro como DPPH, ABTS, FRAP y ORAC, los cuales permiten cuantificar la
eficiencia de los compuestos bioactivos presentes en las bayas para inhibir o reducir
procesos oxidativos (Prior et al. 2005; Giusti & Wrolstad, 2003). En conjunto, este
atributo no solo influye en la estabilidad y coloracion del fruto, sino también en su valor

nutracéutico y su contribucién potencial a la salud humana.

1.6. Actividad antimicrobiana

Las antocianinas demuestran su accidon antimicrobiana mediante diversos
mecanismos, tales como el dafio celular provocado al eliminar la pared celular, la
membrana y la matriz intercelular. Las bacterias Gram negativas son inhibidas por los
extractos ricos en antocianinas de fresa y zarzamora, pero no las Gram positivas. Esta
diferencia podria ser resultado de las distintas estructuras de la pared celular entre
bacterias Grampositivas y Gramnegativas, donde la membrana externa de las bacterias
Gramnegativas funciona como un obstaculo preventivo contra sustancias hidrofobas,

pero no contra sustancias hidrofilicas De la Rosa et al. (2022).
1.7. Toxicidad

Se sabe que las plantas medicinales llegan a producir gran cantidad de

compuestos bioactivos que a lo largo de los afos fueron utilizados para combatir
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distintos tipos enfermedades, desde un simple resfriado hasta el cancer, donde la
industria farmacéutica realiz6 su blusqueda en compuestos sintetizados quimicamente,
pero también dichos compuestos han presentado efectos secundarios considerables
que pueden hacer mas dafio que la enfermedad que combaten, produciendo perjuicio
en drganos como higado, rifiones y pancreas, entre otros. De tal manera es relevante
conocer si estos compuestos bioactivos que se extraen de las plantas son toxicos;
actualmente se sabe que el 80% de la poblacion utiliza las plantas para su atencion
primaria, en general la gente que utiliza las plantas creen que por ser de origen natural
y no un compuesto sintetizado en un laboratorio son amigables con el organismo, sin
embargo algunos de estos compuestos son altamente toxicos, por lo antes mencionado
es de vital importancia determinar la toxicidad de los extractos de plantas para validar
su uso seguro. No se puede diferenciar con precision en lo que se refiere a toxicidad,

ya que estd intimamente relacionada con la dosis administrada Leos Rivas et al. (2016).
1.8. Metodologia de superficie respuesta

Se trata de un conjunto de métodos matematicos y estadisticos Utiles para
modelar y analizar problemas donde una respuesta de interés se ve afectada por varias
variables y el propésito es optimizar dicha respuesta. Por lo tanto, el propdésito final de
MSR es establecer las condiciones ideales del sistema o establecer una zona del

espacio de los factores donde se cumplan los requisitos operativos Villanueva (2023).
1.9. Disefio factorial 3x2

Es un tipo de disefio experimental, donde se estudia los efectos que pueden producir
dos factores sobre una variable respuesta; aqui se relacionan todos los factores con
todos los niveles para poder generar 6 tratamientos y asi poder evaluar los efectos

principales Montgomery (2017).

0 El Factor A tiene 3 niveles
El Factor B tiene 2 niveles

Ox¢

Esto genera un total de:

3 x 2 = 6 tratamientos (combinaciones posibles)
1.10. Design -expert

Es un software estadistico comercial que esti especializado en disefios de
experimentos (DOE), donde nos permite armar planes experimentales como:

fraccionarios, factoriales, superficie de respuesta, mezclas y disefios combinados; para
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luego analizar los datos mediante ANOVA, graficos se superficie, contornos andlisis de
datos, optimizacion numérica y visualizacion tridimensional de la respuesta, que todo

esto fortalece la interpretacion de los resultados experimentales Alben (2002).
1.11. Minitab

Es un software indispensable para poder analizar datos estadisticos, que fue
desarrollado en 1972, es un programa interactivo, en el cual el usuario puede ejecutar
diversas aplicaciones, graficas que van a permitir resumir la informacion numérica;
permite de una manera mas agil y eficiente el procesamiento de datos Cintas et al.
(2012); Alin (2010).
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CAPITULO Il

MATERIALES Y METODOS

2.1.  Lugar de ejecucion

La investigacion se llevo a cabo en el laboratorio de investigacion de la Facultad
de Ingenieria Quimica y Metalurgia, asi como en los laboratorios de la Escuela

Profesional de Farmacia y Bioquimica de la Facultad de Ciencias de la Salud.
2.2.  Tipoy nivel de investigacion

De acuerdo con la naturaleza de la investigacion, pertenece al de tipo

experimental aplicativo y nivel de investigacion explicativo, predictivo y aplicativo.
2.3. Poblacién y muestra
2.3.1. Poblacion

Se necesité 5 kg de Macha Macha (Pernettya prostrata (Cav). DC, adquirida del
distrito de Quinua, Anexo Nueva Esperanza, del distrito Quinua, provincia de

Huamanga, Regién Ayacucho.
2.3.2. Muestra

Fue 5 kg de Macha Macha (Pernettya prostrata (Cav). DC, para obtener 270 g
de frutos liofilizado y 58 g de fruto atomizada.

2.4. Materiales, equipos y reactivos
2.4.1. Materiales

Cubeta para espectrofotémetro 1.5mL por 100 unid.
Embudo de vidrio de 75 mm

Espatula

Fiola de 10 mL, 25 mL,100 mL y 250 mL

Frasco ambar de 30 mL, 100 mL y 250 mL
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2.4.2.

2.4.3.

Papel tissue

Probeta de 10 mL, 250 mL y 100 mL

Pipeta de 10 mL

Placa de Petri

Pliego de papel filtro (lento) 48*48 cm

Puntera universal de 100-1000 puL x 500 unidades azul
Vaso de precipitado de 50 mL y 100 mL

Tubo de ensayo 16 x 150 mm sin tapa

Espétula de acero

Frascos de vidrio de 1L

Frascos de vidrio de 50 mL
Equipos

Agitador con magneto, Marca: IKAMAG RTC, Modelo: Z675059-1EA
Atomizador, marca: BUCHI Mini Spray Dryer, Modelo: B-290

Balanza Analitica, Marca;: ACCULAB SARTORIUS GROUP ALC-210.4
Centrifugadora, Marca: SELECTA, Modelo: S-240

Liofilizador, Marca: LABCONCO, Modelo: 7750040

Rotavapor, Marca: BUCHI, Modelo: CH-9230

Estufa, marca: ECOCELL, Modelo: MC000690

Espectrofotometro, Marca: THERMO FISHER SCIENTIFIC, Modelo: GENESYS
6

Termdmetro digital, marca: ISOLAB

pHchimetro, Marca: MILWAUKEE, Modelo: MW102

Ultrasonido, Marca: BAKU, Modelo: BK,3550

Reactivos

Agua ozonizada

Acido Clorhidrico 0.1N (HCL)

Acido Galico (C7HsOs)

Alcohol etilico 96° x 1 L (C2HeO)

Folin-Ciocalteu 1 N

Maltodextrina por 200 g (maltodextrin DE 10-12)
Metanol (CHsOH)

Acetato de Sodio (CHFCOONa)

Carbonato de Sodio (Na2COg)

Agar Muelleri Hinton
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Agar Trypticase Soy

Alcohol etilico 70° x 1 L (C2HeO)

Persulfato de potasio (KFSFOU)
DPPH,2,2-difenil-1-picrilhidrazil (Cg H¢ W-03

2.4.4. Software

Design-Expert version 8.7.0.1 (demo)
Minitab version 22.4 (demo)

2.5. Metodologia experimental

La metodologia para seguir es la que se muestra en la figura 3 para el proceso
de liofilizado de los frutos de macha macha Pernettya prostrata (Cav.) DC y en la figura
4 para el secado del extracto concentrado de los frutos de la Macha Macha (Pernettya
prostrata (Cav.) DC).

2.5.1. Proceso de liofilizacion de los frutos de macha macha

La Figura 3 nos detalla el procedimiento que se llevé a cabo para la obtencion de la

muestra liofilizada.

Materia prima: Se empleé frutos de Macha Macha (Pernettya prostrata (Cav.) DC) del
distrito de Quinua, anexo Nueva Esperanza.

Recepcion: Se recolect6 2,50 kg de frutos de Macha Macha (Pernettya prostrata (Cav.)
DC). en estado de madurez.

Selecciony clasificacion:  Se seleccionaron y clasificaron los frutos de la Macha Macha
(Pernettya prostrata (Cav.) DC), en su estado de madurez segun el color caracteristico,
separando las frutas picadas, golpeadas y de tamafio homogéneo.

Lavado: Se procedié a partir por la mitad cada fruto, se retiraron las particulas y
pedunculos de los frutos, sumergiéndolas en agua clorada al 0,1%.

Pesado: Se pes6 2,21 kg de macha macha.

Liofilizado: Se pesaron 350 g de macha macha y se colocaron 70 g de muestra en los
5 frascos de vidrios del liofilizador Marca: LABCONCO, Modelo: 7750040, se encendi6
el equipo con una temperatura inicial -48 °C y presién de 1.008 mbar, por un periodo de
36 horas, en la cual la temperatura se mantuvo constante y la presion descendié a 0.250
mbar, obteniendo como producto final la muestra de macha macha seca.
Almacenamiento: Se obtuvo 270 g de macha macha liofilizada y se almacené en

recipientes de vidrio debidamente cerrados, en un lugar fuera del alcance de la luz.
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El fruto de macha macha obtenido después de la liofilizacion, tal como se muestra en

la figura 2.
Figura 2

Frutos de la Macha Macha Pernettya prostrata (Cav.) DC liofilizado

Después de almacenar la macha macha liofilizada como se observa en la
Figura 2, se procedié a pesar la cantidad de gramos que se necesita para cada
tratamiento, afiadiendo etanol y dejarlo reposar por 24 horas.

En la figura 3 se observa el diagrama de bloques para el proceso de
liofilizacion.
Figura 3

Diagrama de bloques del proceso de liofilizacién de los frutos de la Macha Macha
(Pernettya prostrata (Cav.) DC).

Macha Macha (Pernettya prostrata (Cav.) DC)

l 250 KG
RECEPCION
Y
SELECCION ——> Merma :290 g
v 221KG
LAVADO €«—— Agua clorada 0.1 %
| 221KG
PESADO
Y
T:-48°C
LIOFILIZADO P:1,008 mBar
t36h
270 g
ALMACENAMIENTO
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En la tabla 1, se muestra la cantidad de etanol y muestra que se utilizé en los
13 tratamientos para poder optimizar la extraccion de antocianinas monoméricas y

fenoles totales.

Tabla 1
Cantidad de etanol y muestra liofilizada utilizada

VARI ABLES
| NDEPENDI ENT
Z1 Z2

Concentr Rel aci

CANTI DAD DE ETANOL

TRATAMI E

Et anol muestra 1|
de etanmlLet ahg

% muestr mt J
1 70,00 3,00 45,00 15,00
2 70,00 4, 41 48,91 11,096
3 84, 14 3,00 45,00 15,00
4 70,00 3,00 45,00 15,00
5 55, 86 3,00 45,00 15,00
6 70,00 3,00 45,00 15,00
7 60, 00 2,00 40,00 20,00
8 70,00 3,00 45,00 15,00
9 70,00 3,00 45,00 15,00
10 70,00 1,59 36, 84 23,17
11 80,00 2,00 40,00 20,00
12 80,00 4,00 48,00 12,00
13 60, 00 4,00 48,00 12,00

2.5.2. Modelo estadistico

2.5.2.1. Metodologia de superficie de respuesta (MSR) - Disefilo Compuesto
Central Rotable (DCCR)

Para poder procesar y analizar los datos se utiliz6 el disefio compuesto central
rotable (DCCR), para ello las variables independientes fueron: A: Concentracion de
alcohol (%) en proporciones de min. 60% y méax. 80% y B: Relacion (mL OH/g muestra)
en proporciones de min. 2 y méax. 4, llevando estos datos al programa estadistico
DESIGN EXPERT version 8.0.7.1. El disefio mas adecuado para este estudio es el
Disefio Compuesto Central Rotable (DCCR) ya que nos permite estudiar

simultdneamente el efecto y la interaccion de las dos variables que tenemos.

08Y ¢ ¢0 6
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Donde:

N.T  : Numero de tratamientos
P : Numero de factores (4)
C : NUmero de tratamientos centrales (5)

En la tabla 2, se tiene las variables independientes y dependientes.

Tabla 2
Variables independientes y dependientes.

VARI ABLES

VARI ABLES

| NDEPENDI ENT DEPENDI ENTES
R1
Z1 Z2 R2
TRATAMI EV Contenid .
Concenti1 Rel aci ) Conteni d«
antoci an
n de et mLOH/ g ~ Fenoles T
monom®r i
% muestr mg GAE/ ¢
mg/ g

1 70,00 3,00
2 70,00 4,41
3 84,14 3,00
4 70, 00 3,00
5 55, 86 3,00
6 70, 00 3,00
7 60, 00 2,00
8 70,00 3,00
9 70,00 3,00
10 70, 00 1,59
11 80, 00 2,00
12 80, 00 4,00
13 60, 00 4,00

En latabla 2 se tiene los 13 tratamientos y sus respectivos porcentajes obtenidos
mediante el uso del del software estadistico (DESIGN EXPERT versiéon 8.0.7.1.), de

acuerdo con el disefio aplicado (DCCR) se tiene 5 puntos centrales los cuales

comparten las mismas concentraciones de alcohol y dilucion del alcohol, siendo los

tratamientos: T1, Ta, Te, Ts, Y To.
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2.5.3. Proceso de secado del extracto concentrado

En la Figura 4 se plasma el procedimiento para la obtencion del atomizado de
los frutos de macha macha.

Figura 4

Diagrama de bloques del proceso del secado del extracto concentrado de los frutos de
la Macha Macha (Pernettya prostrata (Cav.) DC).

Macha Macha Pernettya prostrata (Cav.) DC

12,65 kg
| RECEPCION |
‘ 3
| SELECCION |
y
LAVADO «——— agua clorada 0,1 %
| PESADO Medir.
- Diametro
e 2,5kg l - Altura
- Grados Brix
g ——{ LCUADO |

- Acidez
o8 25 kg
Y

: Relacion 3:1
Reposarpor48h—— EXTRACCION | " o 70%

0L
A 4

| FILTRACION | —» 15 kg de solidos
JL&S L

CONCENTRACION |3 71 de etanol

JLLS L

Maltodextrina
Pesar90g(x3) _ | PESADO #——— Pesar5g (x3)
Pesar 95 g (x3) Pesar 10g (x3)
A 4
| HOMOGENEIZADO |
-100°C
-150°C ATOMIZADO |
-500°C

| ALMACENAMIENTO |

Materia prima: Se emple6 frutos de Macha Macha (Pernettya prostrata (Cav.) DC) del
distrito de Quinua, anexo Nueva Esperanza.

42



Recepcion: Se recolectd frutos de Macha Macha (Pernettya prostrata (Cav.) DC). en

estado de madurez.

Seleccion y clasificacion:  Se seleccionaron y clasificaron los frutos de la Macha
Macha (Pernettya prostrata (Cav.) DC), en su estado de madurez segun el color
caracteristico, separando las frutas picadas, golpeadas y de tamafio homogéneo.
Lavado: En este procedimiento, se retiraron las particulas y pedunculos de los frutos,
sumergiéndolas en agua clorada al 0,1%.
Pesado: Se pes6 2,5 kg de macha macha
Licuado: Se procedié a licuar los frutos de Macha Macha por 30 segundos, en una
licuadora de marca Oster.
Extracciéon: En un recipiente se puso 2.5 kg de frutos de macha macha licuada con
7.5 litros de alcohol con 70% de grados alcohdlicos para dejarlo reposar por 48 horas
en sombra a temperatura ambiente de 20°C.
Filtracion: Se procedio a filtrar para obtener sélo parte liquida separada de los solidos,
obteniendo un total de 8,5 L.
Concentracién: en la Figura 5 la muestra liquida se procedi6 a concentrar en el equipo
del Rotavapor de marca: BUCHI, modelo: CH-9230, colocando 500 mL de muestra en
el frasco de rotacion, a una temperatura constante de 50°C, por 40 minutos promedio,
con una presion promedio de 350 mBar, realizando un total de 17 repeticiones hasta
terminar los 8,5 L, obteniendo como extracto concentrado 1,5 L.

En la figura 5 se observa el proceso de concentracion de la muestra etandlica.

Figura 5

Concentracion de la muestra extraida con etanol al 70% en el equipo rotavapor
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Pesado: La muestra ya concentrada se procedié a pesar 90 g y 95g, asi como la

maltodextrina 5g y 10g todo por triplicado.

Homogeneizado: Se realiz6 el homogeneizado de la muestra concentrada con la

maltodextrina en base a 100 g.

Atomizado : la muestra preparada con maltodextrina se colocé en un agitador de
magneto de marca: IKAMAG RTC, modelo: Z675059-1EA, para alimentar al equipo
atomizador, marca: BUCHI Mini Spray Dryver, modelo: B-290, en diferentes
temperaturas de entrada de aire caliente (100, 150 y 200 °C) con el fin de dispersar y
evaporar el agua del extracto y obteniendo el producto atomizado. y flujo de absorcion.
Se detalla en la tabla 3 las condiciones y concentraciones con las que se realiz6 cada

atomizado.

En la figura 6 se muestra el equipo atomizador, marca: BUCHI Mini Spray Dryer,
Modelo: B-290 utilizado para el secado de la macha macha (Pernettya prostrata (Cav.)
DC.

Figura 6

Proceso de secado del extracto concentrado de Macha Macha (Pernettya prostrata
(Cav.) DC.

|
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En la tabla 3, se tiene las condiciones a las que fueron atomizadas las muestras.
Tabla 3

Descripcion de las condiciones para el atomizado.

Muestr e
; Muestr )
N A Mal t odex concentr Temperat Ti emp
concent
Mal t odex

01 90 g 10 g 100 g 200AC 40 mi
02 95 g 5 % 100 g 200AC 40 mi
03 90 g 10 % 100 g 150AC 40 mi
04 95 g 5 % 100 g 150AC 40 mi
05 90 g 10 % 100 g 100AC 40 mi
06 95 g 5 % 100 g 100AC 40 mi

Almacena miento : Las muestras atomizadas se colocaron en empaques herméticos
(Figura 7) para evitar el ingreso de humedad y luego colocarlas en frascos grandes de

vidrio para guardarlos en sombra.
En la figura 7 se observa la muestra atomizada.
Figura 7

Macha macha (Pernettya prostrata (Cav.) DC) después del secado
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2.5.4. Modelo Estadistico

2.5.4.1. Disefio Factorial 3x2

Para poder realizar el secado del extracto concentrado de los frutos de macha
macha (Pernettya prostrata (Cav.) DC), se utilizé el disefio factorial 3x2, de dos variables
independientes que es la A=Temperatura con 3 niveles (200 °C, 150°C y 100 °C) y la
variable B=% de encapsulante (maltodextrina) con dos niveles de 5% y 10%, para ello
se prepar6 en base a 100g (maltodextrina + muestra concentrada), tal como se tiene en
la tabla 4.

Tabla 4

Modelo de disefo Factorial 3x2.

Fact or Factor Mal t odextri na
Tratami CorriTemper a Mal t ode xt

A concentrad

AC %
01 AiB1 Al 200 B1 10 10 g Maltodex
de muestra ci
02 AiB2 Al 200 B2 5 5 g Maltodext
muestra conc
03 AsB1 A2 150 B1 10 10 g Maltodex
de muestra ci
04 A2B2 A2 150 B2 5 5 g Maltodext
muestra conc
05 AsB1 A3 100 B1 10 10 g Maltodex
de muestra ci
06 AsB: A3 100 B2 5 5 g Maltodext
muestra conc

Base de muestra = 100 g

2.6. Métodos de analisis
2.6.1. Determinacion de la Humedad

Para determinar el contenido de humedad se utilizé el protocolo nimero 964.22
de la Asociacion Oficial de Quimicos Analiticos (AOAC, 1990).

Se pes6 5g de muestra fresca de fruto de macha macha en la balanza analitica
por Placas de Petri en una estufa de aire forzado a 110°C por un periodo de 6 horas
hasta alcanzar un peso constante; esto se realiz6 por triplicado. Lo mismo se realiz6 en
la macha macha liofilizada y atomizada. Se utilizé la siguiente férmula para hallar los

datos:
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En la figura 8, se muestra a los frutos de macha macha después de haber sido secados
en la estufa, marca; ECOCELL, Modelo: MC000690.

Figura 8

Muestras de Macha macha (Pernettya prostrata (Cav.) DC) después del secado en

estufa

2.6.2. Determinacion de las Antocianinas Monoméricas

Para la determinacion del contenido de antocianinas monomeéricas se utiliz6 el
Método Oficial AOAC 2005.02 (AOAC INTERNATIONAL, 2006).

2.6.2.1. Extraccion de las antocianinas

Paso 1 Se pes6 250 g de muestra de Macha Macha y se midié 750 mL de alcohol
etilico 70°, para luego homogeneizar, dicho proceso se realiz6 10
repeticiones para finalmente trasvasar en un envase limpio, se obtuvo 10 L
y se dejo reposar durante 48 h en un ambiente fuera del alcance de la luz.
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2.6.2.2.

Paso 2

Paso 3

Paso 4

2.6.2.3.

Paso 5

Paso 6

Paso 7

2.6.2.4.

Paso 8

Paso 9

Paso 10

Concentracioén de las antocianinas

Cumplidas las 48 h se filtr6 y se obtuvo 8,5 L de extracto, se trasvas6 en un
recipiente, obteniendo asi un extracto libre de solidos.

Se instala el equipo del rotavapor, regulando la temperatura del
calentamiento del agua a 50 °C y la presion a 350 mBar. Se extrae 500 mL
de extracto y se coloca en el baléon para iniciar con el proceso de
concentracion aproximadamente durante un tiempo de 40 min, tomando
como referencia el flujo del alcohol recuperado. Este proceso se realiz6 17
veces, hasta culminar los 8,5 L de extracto obtenido.

El extracto concentrado que se obtuvo fue de 1,2 L, este extracto
concentrado se trasvaso en frascos color ambar y fueron almacenadas en

el refrigerador.

Secado por atomizacion de las antocianinas

Se pesd 5 g y 10 g de maltodextrina (encapsulante), 90 g y 95 g de extracto
concentrado, se homogeneiz6é y se trasvasO la muestra en un vaso de
precipitado.

Se encendié el equipo graduando la temperatura a las cuales se trabajé (100
°C,150 °C y 200 °C), y se realiz6 este proceso para las 6 muestras a
diferentes concentraciones de maltodextrina y extracto concentrado (5% -
95%,10%-90%).

Se trasvaso la muestra atomizada en recipientes herméticos, se pesaron y
se sellaron de manera que no puedan ganar humedad, y finalmente se

almacena en un frasco de vidrio fuera del alcance de la luz.

Preparacion de reactivos

Se prepar6 tampon de pH 1.0 (Cloruro de potasio 0.025M), para ello se pes6
0.465 g de KCL en una luna de reloj y se agreg6 245 mL de agua destilada
y se homogeneizo.

Se encendié el pH-metro para poder realizar la medicion y se ajusté con
1,575 mL de HCL para poder llegar a una lectura de pH=1.

Dicha solucion se trasvaso en una fiola de 250 mL y se almacené en un lugar

fresco.
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Paso 11

Paso 12

Paso 13

2.6.2.5.

Paso 14

Paso 15

Paso 16

Paso 17

Paso 18

Paso 18

Paso 19

Se prepar6 tampén de pH 4,5 (acetato de sodio, 0,4 M), para ello se pesé
10,8870 g de CH3CO:NaszH.O y se agreg6 agua destilada 245 ml y se
homogeneizo.

Se encendi6 el pH-metro para poder realizar la medicién y se ajusté con 3
mL de HCL para poder llegar a una lectura de pH=4.5.

Dicha solucion se trasvaso en una fiola de 250 mL y se almacené en un lugar

fresco.

Cuantificacion de las antocianinas  monoméricas

Se peso6 0,25 g de la muestra atomizada en la balanza analitica, se midio
12,25 mL de agua destilada y 12,5 mL de mezcla de HCl una vez
homogeneizadas se enrazé en una fiola 25 mL.

Se preparé una solucion de 85 % y 15 % de HCL, la cual consistié en medir
850 mL de alcohol etilico de 70° en una probeta y 150 mL de HCL, se
homogeneizé y se trasvasa en un recipiente rotulado.

Se filtr6 dichas muestras con la ayuda de un embudo y papel filtro lento
lavando los residuos con la solucién de 85 % y 15 % de HCL, posterior a ello
se enrazo en una fiola de 50 mL.

Se extrajo 1 mL y se vuelve a enrasar en 25 mL con la solucién de 85 % y
15 % de HCL.

Se extrajo 1 mL de dicha soluciéon enrazada anteriormente y se trasvasa en
2 tubos de ensayo para luego afadir 4 mL de tampdn con un pH de 1y 4,5
respectivamente, se agitan y se dejé reposar durante 20 min.

Se enciende el equipo del espectrofotometro para hacer las lecturas
correspondientes a una longitud de onda de 520 nm y 700 nm
respectivamente, las muestras obtenidas se trasvasan en cubetas y se
colocan en las celdas del espectrofotémetro de Marca: THERMO FISHER
SCIENTIFIC, Modelo: GENESYS 6, obteniendo de esta manera la lectura
de las absorbancias respectivamente.

Dicho procedimiento se sigui6é para las 7 muestras obtenidas, siendo cada

una repetidas por triplicado.
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En la figura 9 se observa los pasos a realizar para poder realizar la lectura de las
absorbancias en el espectrofotometro de Marca: THERMO FISHER SCIENTIFIC,
Modelo: GENESYS 6, para con ello determinar las antocianinas monoméricas.

Figura 9
Procedimiento de las lecturas de las absorbancias en el espectrofotometro

Se ariade 12,25 mL de agua destilada y
12,5 mL de mezcla de HCI

Pesar 0,25 g de Enrazar en 25 mL
muestra atomizada

Extraer 1 mL

s | ——
N

7/

Tampon pH=1,0

Extraer 1 mL

w

Extraer 1 mL Filtrar y volver a
Enrazar en 25 mL

op— enrazar en 50 mL

N

7 con solucién (85:15)

Tampdn pH=4,5

Medir las
absorbancias

UL —
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Paso 20 Obtenidas las absorbancias, a través de la siguiente férmula se cuantificara

las antocianinas:

OECT AIAGTOT A EMN GEE GAMAE ARDAECKOAELE A" '(;Ofp&p "
Donde:
0 = (06520¢ a1 0700¢ NN @, 00520¢ &1 ©700¢ & @,5.
00 =00Qiaé aQud 0449, 2 g mol para cianidina 1 3 T
00 = Actor de dilucion establecido.
103 = Factor de conversion de g a mg.
0O = 26900 coeficiente de extincién molar, en L mol Z ¢ m, para cianidina
glucosido.
1 = Longitud de trayecto en cm.

2.6.3. Identificacion de las Antocianinas Monoméricas

Para la identificacion de las antocianinas monoméricas se realiz6 por

cromatografia mediante UHPLC-DAD por el método de corrida.
2.6.3.1. Preparacion de la muestra

Paso 1 Se disolvi6 0.6 g de la muestra de frutos de macha macha liofilizada en 5 mL
de etanol al 70% acidificado con HCI (0.01%). Posteriormente, la solucién
se soénico durante 10 minutos, se dejé en reposo por 24 horas y, finalmente,

se filtr- mediante un filtro de jeringa d

2.6.3.2. Parametros de corrida

Equipo: UHPLC-DAD-CAD. Ultimate 3000 Thermo Scientific. (con detector de Arreglo
de Diodos (DAD) y detector cargado de aerosol (CAD).

Paso 2 La separacién se realiz6 mediante elucion por gradiente empleando una
Columna: Phenomenex C18 (150 * 4.60mm * b5e¢

moviles
A: Acido férmico 3%

B: Acetonitrilo 100%
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Paso 3 El volumen de inyecci-n fue de 10
inyeccion de 1 ml/min por un tiempo de 45 minutos. La temperatura de la

columna se mantuvo constante a 30 °C.

Paso 4 Se empled detector de arreglo de diodos (DAD) y la identificacion de

antocianinas monomeéricas fue realizada a 520 nm de longitud de onda.
2.6.4. Determinacion de la Fenoles Totales

Para poder determinar lo fenoles totales, se utiliz6 el método de Folin-Ciocalteu
de (Garcia et al., 2015), para ello, se debe preparar los reactivos que son carbonato de
sodio 1,2 N y Folin Cicoateau 1N, determinar la curva patron de acido galico y hallar la

ecuacion de la linea recta.

2.6.4.1. Preparacion de Ca rbonato de Sodio (Na .COs3) 1,2 N

En una balanza analitica para ello se pesé 4,75 g de Na,COg, para luego disolver
con un poco de agua destilada y enrasar con agua destilada en una fiola de 100 mL,

almacenar.

2.6.4.2.  Preparacion del Reactivo Folin Cicoateau 1 N

Del reactivo inicial Folin 2N, se preparé a 1N, relacion 1:1 (10 mL de reactivo
Folin 2N + 10 mL de agua destilada)

2.6.4.3. Preparacion de | as Soluci ones Estandar es

Paso 1 Para ello se pesd 12 mg de acido gélico (C;HsOs) en una fiola para luego
enrasar con agua destilada en 100 mL.

Paso 2 De la solucién ya preparada, se procedi6 a extraer con ayuda de una
micropipeta graduada alicuotas de 0, 20, 40, 60, 80, 100, 120, 140y 160 uL
(total 9) para afadir cada uno en diferentes tubos de ensayo y completar con
agua destilada a un volumen de 500 pL.

2.6.4.4. Curva de calibracién

Paso 3 A cada tubo de ensayo que contiene los 500 pL en diferentes proporciones
del estandar, se le afiadi6 0,25 mL del reactivo Folin 1IN + 1,25 mL de
Na.COs 1.2N, para seguidamente homogeneizar y dejar reposar en sombra
por un periodo de 30 min en la oscuridad. Finalmente leer la absorbancia a

una longitud de onda de 755 nm.
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2.6.4.5.

Paso 4

Paso 5

Paso 6

Paso 7

Paso 8

Preparacion de las Muestras para la lectura de las absorbancias

De las muestras atomizadas (6) se pesaron 0,25 g para luego se agrego
10mL de metanol y se guardé durante 24 horas bajo refrigeracion en tubos
de ensayo bien tapados. Pasado el tiempo, los 6 tubos se colocaron en la
centrifugadora de marca: SELECTA, modelo: S-240, por 5 min a 1000 rpm.
De cada tubo con la muestra ya sedimentada se extrajo la parte liquida 1 mL
para realizar diluciones en fiolas de 25 ml con agua destilada, para luego
extraer 0,5 mL y colocarlas en tubos de ensayo; se trabajé por triplicado por
lo que se necesité 18 tubos de ensayo.

A cada tubo de ensayo se le afiadi6 0,25 mL del reactivo Folin 1N + 1,25 mL
de Na,COs3 1,2 N.

Se preparo otro tubo de ensayo para el blanco con 0,5 mL de agua destilada
més 0,25 mL del reactivo Folin 1N y 1,25 mL de Na,COs 1,2N.

Las muestras se dejaron reposar por 40 minutos en la estufa a 20°C para
luego colocar en cubetas y realizar las lecturas en el espectrofotometro de
marca: THERMO FISHER SCIENTIFIC, modelo: GENESYS 6, con longitud

de onda 755 nm.

En la figura 10 se observa las muestras de frutos de macha macha atomizados

después de haber sometidos a centrifugacion.

Figura 10

Muestras sometidas a centrifugacion
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En la figura 11 se muestra los pasos a seguir para poder hacer las lecturas de las

absorbancias para determinar fenoles totales de las muestras atomizadas y liofilizadas.

Figurall

Diagrama de proceso para la lectura de las absorbancias

Centrifugar por 5
Anadir 10 mL de min a 100 rpm

0,25 g de muestra CH3;0OH, reposar

Extraer 1 mL

Extraer 0,5 mL de
c/u, anadir a cada
tubo

A 19 (18 muestra + 1 blanco) tubos de ensayo
anadir 0,25 mL del reactivo Folin 1Ny 1,25 mL
de Naz2COz 1.2N.

Dejar reposar por 40 minutos en estufa a 20 °C. Léei'lic sbscibanica 5750

Después de leer las absorbancias, se procedié a determinar la cantidad de fenoles
totales, mas conocido como TPC.
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Se determind la curva patrén con los datos obtenidos

Se determind la concentracion (mg GAE/ml) segun la curva de calibracion.

W ¢ipug mmpp

o e L
#1 BA=

C!% AAOnmppo
I, Cux

Se determina la concentracién (mg GAE/mI) aplicando el factor de dilucion

correspondiente que es de 1/25 en las 18 muestras.

. _dC1w . _icC!u%
#lBAA&AElOA—EiS;I—I—‘)#lBAI,C—"Qqu

Se divide los mg GAE entre los gramos de macha macha utilizada en cada

determinacion.

i mma w2 v om0
i Cc ! % #IBAAAAEIOA—‘%QI—I—I %
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2.6.5. Determinacion de la Capacidad antioxidante
2.6.5.1. Determinacién por DPPH -método de recoleccién de residuos

Para la determinacion de la capacidad antioxidante por DPPH se utiliz6 el método

descrito por Sousa et al. (2007).
Preparacion de la curva de calibracién de DPPH

Paso 1 Se pes6 4 mg en la balanza analitica A & D BM-525 del reactivo de DPPH,
para luego enrasar con etanol de 96° en una fiola de 100 mL.

Paso 2 Se extraen 8,75 x @,7,50 uL, 6,25 pL, 5,00 pL, 3,75 pL, 2,50 L, 1,25 pL,
0,25 uL de la muestra antes preparada, obteniendo 8 diluciones de las

cuales son enrasadas en fiolas de 10 mL con etanol al 96 °.

Paso 3 Se calibré el espectrofotometro con el blanco (etanol 96°), se dejo reposar

por 30 min. y se lee la absorbancia a 515 nm.

Determinacion de la actividad antioxidante
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Paso 1

Paso 2

Paso 3

Paso 4

Paso 5

Paso 6

Paso 7

Se pes6 100 mg en la balanza analitica A & D BM-525 de muestra de macha
macha atomizada y se mezclé con 10 mL de etanol (70 ©).

Se agité la mezcla en el sonificador marca BAKU, modelo: BK 3550, a 50 W,
durante 20 min.

La mezcla se enraz6 en una fiola de 25 mL con etanol de 70 ° y se llevo a
centrifugar a 200 RPM x 10 min.

Se prepararon 5 diluciones, las cuales son 0,125 mL, 0,250 mL, 0,625
mL,1,25 mly 2,5 mL de solucion madre que se utilizaron y fueron enrasadas
con 10 mL de etanol de 70 °.

Se prepararon la muestra control (2,7 mL de la solucion de DPPH con 0,3
mL de etanol al 70 °) y el blanco (0,3 mL de etanol al 70 ° con 2,7 mL de
etanol al 96°).

En 5 tubos de ensayo se extrajo 0,3 mL de las diluciones antes preparadas
y se le afladio 2,7 mL de la solucién de DPPH, se dejo6 reposar por 30 min.
fuera del alcance de la luz y se llevé a espectrofotémetro (UV-Visible Thermo
Scientific-GENESYS-150), para hacer la lectura de las absorbancias a 515
nm.

Este mismo procedimiento se siguid para las 6 muestras atomizadas a
diferentes T (100°C, 150°C y 200°C) a diferentes concentraciones de
encapsulante (5% y 10%); asi como también para la muestra liofilizada,

utilizando metanol como disolvente.

2.6.6. Determinacion de la Actividad antimicrobiana

2.6.6.1.

Método Modificado de difusion en pozo en agar

Para determinar la actividad antimicrobiana, se utilizé el método modificado de Difusién

en pozo en agar, usado por Prat (2002).

Paso 1

Paso 2

Se reactivl el agar Mueller-Hinton a 40°C, se dej6 verter 25 mL en cada
placa de Petri y se dejo solidificar.

Se tomé cada colonia y se suspendié en 10 mL de salina estéril hasta
alcanzar la turbidez de 0,5 en la escala de McFarland, para luego inocular
100 pL de la suspension 0,5 McFarland sobre cada placa mediante siembra
por inundacion o espalme uniforme. Se dejo absorber el exceso, secando la

superficie durante 3 a 5 min en una cabina.
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Paso 3

Paso 4

En la figura 12 se muestra el procedimiento a realizar en el método de difusion.

Figura 12

inhibiciones.

Se peso y disolvié la macha macha atomizada (400,5 mg con 2 mL de
metanol + 2 mL de H;O) y liofilizada (200,3 mg con 1 mL de metanol + 1 mL
de H0).
Se realizaron pozos de 6 mm de didmetro con ayuda de un sacabocado
estéril, donde se inocularon 100 pL de la macha macha atomizada, para
seguidamente incubar las placas de Petri de forma invertida por un periodo
de 24 horas a una temperatura de 35-37°C. Pasado el tiempo se midi6 las

Diagrama del procedimiento para realizar el método modificado de difusion en pozo en

agar

Verter 26 mL del
agar en las 6 placas
y dejar solidificar

Reactivar el Agar
Mueller-Hinton

= 1300

Tomar cada colonia en
10 mL de salina estéril

Siembra por empalme uniforme hasta alcanzar la
turbidez de 0,5 en la
escala de McFarland.

Colocar el control
estandar al medio,
clotrimazol para C.
albicans y ciprofloxacino
para las demas cepas

Realizar 5 pozos de
6 mm con
sacabocado

Incubar por 24 h a 35-37°C colocar en cada pozo.

Pesar y diluir la muestra,
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2.6.6.2. Método de Micro dilucion con Resazurina

Paso 1 Se reactivaron las cepas en Agar Trypticase Soy (TSA), incubadas por 18 a
24 horas a una temperatura entre 35 a 37°C. Se tomo cada colonia y se
suspendié en 10 mL de salina estéril hasta alcanzar la turbidez de 0,5 en la
escala de McFarland.

Paso 2 Se prepar6 una suspension bacteriana en salina estéril y se ajustaron hasta
al canzar la turbidez de 0,5 en |@),
conteniendo 1wl 10 UFC mL

Paso 3 Se diluy6 la suspension en Caldo Muelleri Hinton. Para poder obtener 5 x
10 U Fo€en ceda pozo, se mezclé 100 pL de inéculo + 100 pL de
extracto/medio en el pozo (volumen final 200 pL).

Paso 4 Por cada 20 mL del inéculo preparado en Caldo Muelleri Hinton, se afiadié
100 pL de resazurina 20 mg/mL, quedando 0,1 mg/mL de resazurina en el

in6culo.

Paso 5 En una microplaca con un total de 96 pozos, se inocularon 100 pL de la
macha macha liofilizada con 100 uL del in6culo bacteriano en cada uno de
los pozos, para dejarlo reposar por un periodo de 15 min y luego se incub6

a una temperatura de 34 a 37°C por un periodo de 24 horas.
2.6.7. Determinacion de la Toxicidad con Artemia Salina

Para determinar la toxicidad, se utiliz6 el método de Artemia Salina, usado por
Gonzéalez et al. (2003).

2.6.7.1. Eclosion de huevos de Artemia Salina

Paso 1 Se prepar6 agua salina al 3.8 %, para hidratar los huevos y luego hacerlo
eclosionar durante 48 horas a temperatura de (28 °C), en un ambiente

iluminado.

Paso 2 Se pesé 100 mg de muestra, se afiadi6 0,5 mL de solvente (Metanol
(CH30H) para luego agitar y pasar por el equipo de ultrasonido, marca
BAKU, modelo: BK-3550 por un tiempo de 20 minutos.

Paso 3 A la muestra preparada se afiadié H.O salina al 3,8% hasta enrasar en una
fiola de 25 mL. De esta primera dilucion se extrajeron 2,5mL, 1,25 mL y 0,25
mL para colocarlos en viales de 10 mL cada uno y enrasarlos con H>O salina

al 3,8%; esto se realiz6 por triplicado.
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Paso 4 De cada una de las diluciones se extrajeron 1 mL y 0.1 mL para colocar en

viales de 10 mL y enrasarlos con H,O salina al 3,8%.

En la figura 13 se visualiza el proceso para preparar la muestra y evaluar la toxicidad
con artemia salina.

Figura 13

Diagrama de proceso para la preparacion de las muestras

100 mg de 0,5 mL solvente de
_— -
muestra extraccion de
P, CH,OH

Agitar y sonicar a 50 w por 20 min (BAKU BK-3550)

H,0 salina al 3,8 % hasta
enrasar a 25 mL

[4mg/mL]

0,05 mL de
tanol

e 0,25 mL
0,95 mL de
agua salina a Tm

3,8% e

0,25 mL
l 2,5mL 1,25 mL \

L 10 mL
[10pg/mL]
§ 0,1 mL
\
K 10me

10mL

S0 10mL 10mt 10m [100pg/mL]

[Opg/mL] [1000pg/mL] [500pg/mL] [100pg/mL] [1pg/mL]
blanco

2.6.7.2.  Preparacion del Blanco o control
Paso 5 El blanco debe tener el mismo porcentaje del solvente que las muestras, (0,5
mL CH3OH).

2.6.7.3.  Exposicion de los Nauplios

Paso 6 Se transfirid 10 nauplios en cada vial con 10 mL de solucion de extracto y
acondicionado a 28°C por un periodo de 24 horas.
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Paso 7 Pasado las 24 horas, se evalud la mortalidad, donde se procedié a contar
los nauplios vivos y muertos. Se coloco 10 nauplios en cada vial, realizando
por triplicado.

Tabla 5

Tabla de distribucion de las repeticiones que se hizo en cada concentracion.

Concentr Repetici- Repetici - Repetici
(G / mL)

Muert:« Vivot Muert« Vivo Muert:« Vivo

0 0 10 0 10 0 10

1 0 10 0 10 1 9

10 1 10 0 10 0 10
100 1 9 2 8 2 8
500 3 7 2 8 2 8
1000 3 7 4 6 5 5

Paso 8 Una vez obtenido los resultados, se calculé el porcentaje de mortalidad.

i OAOQI O
——@pTm
o

Q

2.6.7.4. Correccion de mortalidad
Paso 9 En la muestra control, si la mortalidad no es 0%, se ajusta con la férmula de
Abbott a todos los resultados.
-1 OOAREAAA (}—E—A—A—p_'n"n'__ @p T
- = mortalidad observada en la muestra

- = mortalidad de control

Paso 10  Se buscé la concentracion que presenta 50% de mortalidad, interpolando
entre dos dosis en la escala logio, con la siguiente férmula para poder

calcular LCso (concentracion letal al 50%):

Se elige las dos dosis consecutivas L y H tales que:

b- vt b -

Se calcula:

v bP-

| ng, ¥ | ng, —D-( - | ng( | ng,
o op hb& Er
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CAPITULO 1l
RESULTADOS Y DISCUSIONES
3.1. Caracterizacién fisico quimica de la macha macha (Pernettya prostrata

(Cav.) DC) madura

La figura 14 muestra a la macha macha (Pernettya prostrata (Cav.) DC) tomada
en el lugar donde crece, a 3618 m.s.n.m., el anexo de Nueva Esperanza, Region
Ayacucho, detallando las coordenadas exactas de su ubicacién, a una temperatura de
14°C.

Figura 14

Planta de la macha macha (Pernettya prostrata (Cav.) DC) tomada en el anexo Nueva

Esperanza
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En la Figura 14 se muestra la planta de macha macha Pernettya prostrata (Cav.)
DC, estudiada en este trabajo de investigacion, fue recolectada en el anexo de Nueva
Esperanza, del distrito de Quinua, provincia Huamanga, Region Ayacucho, creciendo
este fruto en zonas bastante altas, con dificil acceso, estando disperso y escondido con
otros arbustos de mas altura, ya que es de porte bajo, semi erguido, con una altura de
0,2 a 0,8 m promedio, presenta tallos ramificados bastante delgados con hojas
pequefias en forma eliptica. Segun Luteyn (2002), este arbusto crece de forma silvestre
en ecosistemas altoandinos que corresponden a las condiciones encontradas de estos

frutos.
Figura 15

Frutos de macha macha de la especie Pernettya prostrata (Cav.) DC tomada en el anexo

Nueva Esperanzay en el laboratorio

IE 28 04/05/2025
: Dom

Quinua, 05160

Coordenadas: 13.052294°S,
74.106640°W

Clima: Nublado 15°C
Altitud: 3597.7 m
Brijula: 170° S.

En la figura 15 se muestra los frutos recolectados son bayas globosas de forma
esférica, con un color morado oscuro bien caracteristico en estado de maduracion, una
pulpa transparente muy jugosa, con semillas humerosas de color morado claro, muy
mindsculas, lo cual coincide con lo reportado en Romero & Cueva (2020), quienes
describen al fruto como una baya con una tonalidad violacea oscura intensa, esto es
atribuido a su contenido de antocianinas. De igual manera Ramirez et al. (2020). sefiala
gue el fruto posee una cascara muy delgada, de una textura bastante firme y con un
sabor ligeramente 4cido-astringente; estas caracteristicas también fueron observadas

en los frutos analizados.

3.1.1. Evaluaciones morfométricas de los frutos maduros de Macha Macha

Después de la seleccion de los frutos de macha macha (Pernettya prostrata
(Cav.) DC), se procedi6 arealizar las evaluaciones fisicas a los frutos, tomando 20 frutos
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como muestra para pesar, medir el didmetro y la altura con se detalla en la siguiente
tabla 6:

Tabla 6
Resultados de las evaluaciones morfométricas de los frutos maduros Macha Macha
Pernettya prostrata (Cav.) DC
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En la tabla 6, se tiene la evaluaciébn morfométrica de los frutos de macha macha
recolectados en el anexo Nueva Esperanza, del distrito de Quinua, ubicado a 3,597
m.s.n.m. Para muestreo y evaluacién se tomaron 20 bayas. Segun Baldeén et al. (2020),
en la caracterizacién morfolégica y fisicoquimica de la variedad Vaccinium floribundum
Kunth, utilizaron 30 frutos representativos por muestra, esto permitié obtener una
distribucion normal de datos y error aceptable en el tamafio y peso. De manera similar
Cabrera et al. (2019); Vasco et al. (2009) mencionan que en frutos pequefios como los
del género Vaccinium, el nimero de unidades experimentales debe oscilar entre 20 y
50 frutos, esto va depender de la homogeneidad de la muestra.

Al calcular, tenemos el promedio del peso 0,618 + 0,12 g, del didmetro 9,016 +
0,82 mm y de altura 7,310 £ 0,89 mm. Romero & Cueva (2020), en su investigacion

mencionan que el peso del Pernettya prostrata (Cav.) DC (recolectado en paramos
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ecuatorianos entre 2,800 a 4,000 m.s.n.m.) esta en el rango de 0,30 a 0,50 g; habiendo
una poca diferencia de 0,118 + 0,12 g, tomando el valor mas alto encontrado en dicho
articulo comparando con el peso promedio nuestro, donde coincide que las bayas son
de bajo peso y de alta humedad, rasgos comunes en especies silvestres de la familia
Ericaceae.

Asi mismo, Rodriguez et al. (2021) han reportado en frutos procedentes de
zonas altoandinas del Peru, el didmetro promedio es de 7,6 £ 1,2 mm y alturas de 7,2 +
0,8 mm, resultados bastante cercanos a los obtenidos en esta investigacion (9,016 mm
de didmetro y 7,310 mm de altura). Estas similitudes en los resultados confirman que la
zona donde crece la Pernettya prostrata es a una determinada altitud, clima, suelo
Luteyn (2002).

3.1.2. pH, grados Brix y acidez de los frutos maduros de Macha Macha

Para tener mas informacién de este fruto en estado de madurez, se midié el pH
con ayuda de un pH-metro, Marca: MILWAUKEE, Modelo: MW102, se midié6 los grados

Brix y determind la acidez, como se detalla en la tabla 7.
Tabla 7

pH, grados Brix y acidez del fruto de Macha Macha

Vol . Gas % Aci de ABri x pH
1, 4 0,90 9, 2 4,41
1,6 1,02 9,0 4,40
1,5 0, 96 9, 1 4,40

PROMEDI 0,96 N 9,1 N 4,40 N

Los resultados de caracterizacion fisicoquimica del fruto de la muestra fresca
madura de macha macha Pernettya prostrata (Cav.) DC, presentan valores de °Brix =
9,1+0,10, pH=4,40 + 0,01 y % acidez 0,96 + 0,06. (Espinoza & Villalva, 2024) reportan
valores de 11,5 °Brix de sdlidos solubles, pH=4,180, y acidez titulable de 0,63 g/L,
(Llimpe, 2017), obtuvo 8,9 °Brix y 0,028 % de acidez en frutos maduros liofilizados, se
muestra cierta diferencia en el contenido de acidez y °Brix debido al grado de madurez,
condiciones climaticas y estado de conservacion. (Taiz & Zeiger, 2006) nos indica que
el aumento de los sdlidos solubles se vincula con la sintesis de azlcares y metabolitos

secundarios en la maduracion, influyendo en el sabor y la calidad sensorial del fruto.

Baenas et al. (2020), nos indica que los frutos andinos Vaccinium floribundum

presenta un perfil sensorial agridulce caracteristico, debido a un equilibrio entre
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azucares naturales y &cidos organicos, también debido a un alto contenido de
compuestos fendlicos y antocianinas confiriéendoles un elevado potencial funcional y
antioxidante es asi que podemos concluir que el fruto de la macha macha Pernettya
prostrata es un fruto agridulce y con alto potencial funcional debido a los resultados
obtenidos.

3.1.3. Determinacién de la humedad

Se determind la humedad inicial del fruto fresco maduro y la humedad después
del liofilizado, secando las muestras en la estufa de marca: ECOCELL, Modelo:
MCO000690, para saber cuanto de agua se pierde después de realizar este proceso.

Tabla 8

Determinacién del contenido de humedad de la fruta fresca y liofilizada de macha macha

Peso del fruto de la Peso del fruto
% Humedad o % Humedad
Macha Macha fresca liofilizado de la
(%) (%)
(9) Macha Macha (g)
5,0576 84,87 % 5,0351 g 10,92 %
5,1160 84,39 % 5,0289 g 10,11 %
5,0205 84,46 % 5,0305 g 9,97 %
Promedio 84,57 % + 0,26 Promedio 10,33% + 0,51

En la tabla 8, se tiene el promedio de contenido de humedad de la macha macha
fresca que es de 84,57 % + 0,26, que es similar a lo reportado por Arias (2013), donde
menciona que los frutos de macha macha presentan una humedad de 81,0 % + 2,0; asi
como Romero & Cueva (2020) reporta que las bayas Pernettya prostrata (Cav.) DC son
de alta humedad; debido a las caracteristicas de este fruto, para conservar sus
propiedades se llevd al proceso de liofilizacién, con el fin de eliminar el contenido de
agua y obtener el fruto seco en éptimas condiciones y realizar los diferentes analisis. Se
obtuvo un total de 270 g de macha macha liofilizada, con una humedad de 10,33% *
0,51, lo cual garantiza la estabilidad, conservacion y calidad del producto, por estar
dentro del rango 6ptimo de 3 a 10% Ratti (2001); Calin et al. (2020).

En especies de género Vaccinium, se han reportado valores bastante similares
al obtenido en esta investigacion, por ejemplo, Silva et al. (2018), liofilizé6 Vaccinium

myrtillus (arandano europeo), con humedad final de 9,40 £ 0,22 %. Coba y Vasquez
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(2019) mencionan que la humedad final no debe superar el 12%, debido al incremento

de la actividad del agua.

3.1.4. Andlisis con otras muestras

Se realizaron unas pruebas preliminares de antocianinas y fenoles totales,
tomando como muestra al ayrampo (Berberis commutata), como se muestra en la tabla
9.

Tabla 9

Contenido de antocianinas y fenoles en el ayrampo atomizado vy liofilizado

g de mL de .Antoci a Fenol e
|\/lues“muestextrac Absrbanci mg/ g mg GAE/
Ayr amp
Berber 0. 37a2nx oci . ~
commut 0503 50 0,506‘6eno|e:70’3716 62, 272N
i ofil
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0,50 3¢ 50 0, 7%FMol e 61,6776 47,821 I
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at omi z

La tabla 9 contiene los resultados de la determinacion de antocianinas
monomeéricas y fenoles totales utilizando muestras de ayrampo liofilizado y atomizado
de la especie Berberis commutata; esto se realizé con el fin de hacer una comparacion
de los resultados con los encontrados en bibliografia y determinar que los métodos,
reactivos y equipos que se usaran, sean los correctos para las evaluaciones del fruto de

macha macha Pernettya prostrata (Cav.) DC.

Se encontraron 70,3716 £ 0,71 mg/g de antocianinas monoméricas y 62,272+
2,907 mg/g mg GAE/g para fenoles en el ayrampo liofilizado y 61,6776 + 0,75 mg/g de
antocianinas con 47,821 + 0,841 mg GAE/g para fenoles en el ayrampo atomizado,
similares a los reportados por Mitma (2024), donde utilizé la misma metodologia de pH
diferencial para determinar antocianinas monomeéricas y Folin-Ciocalteu para determinar

fenoles totales.

3.2. optimizacion de antocianinas monoméricas y fenoles en los frutos

liofilizados de macha macha ( pernettya prostrata (cav.) dc)

Las muestras de macha macha liofilizada se sometieron a ensayos para

optimizar la extraccion de antocianinas monomeéricas y fenoles totales.
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3.2.1. Optimizacion de la Antocianinas Monomeéricas en los frutos liofilizados de

macha macha liofilizada Pernettya prostrata (Cav.) DC

De acuerdo al método superficie de Respuesta se trabajé con 13 corridas, a las
condiciones establecidas en la siguiente tabla, se procedié a determinar el contenido de
antocianinas monomeéricas expresado en mg/g de muestra, teniendo como base las
absorbancias leidas en cada corrida con el equipo Espectrofotometro, Marca: THERMO
FISHER SCIENTIFIC, Modelo: GENESYS 6; se detalla a continuacion en la tabla 10.

Tabla 10

Resultado del contenido de antocianinas en la muestra liofilizadas en mg/g.

Contenido

Concentr: Rel aci - Antoci ani

C-digcCorri de aJA)CO‘(solvente/ monom®ri cas
Al 1 70,00 3,00 35,143
B1 2 70,00 4,41 36, 283
Cc1 3 84, 14 3,00 18,988
A2 4 70,00 3,00 34,311
D1 5 55, 86 3,00 38,255
A3 6 70,00 3,00 36, 254
E1l 7 60, 00 2,00 32,064
A4 8 70,00 3,00 38,891
A5 9 70,00 3,00 36,306
F1 10 70,00 1,59 21,851
G1 11 80,00 2,00 8,018
H1 12 80,00 4,00 29,899
I 1 13 60,00 4,00 33,743

La tabla 10 presenta los resultados de antocianinas monoméricas (mg/g) en las
muestras liofilizadas de macha macha (Pernettya prostrata), obtenidos mediante el
método del pH diferencial (AOAC 2005.02) a diferentes concentraciones de etanol y

relacion (solvente: muestra).

Los valores varian entre 8,018 y 38,891 mg/g, donde el m&ximo contenido se
alcanzé con 70 % de etanol a una relacion de 3 ml/g (corridas A4 y A5) valores que
oscilan 38,89 y 36,30 mg/mientras que el minimo contenido se obtuvo con 80 % de

etanol y 2,0 mL/g (corrida G1) un valor de 8,018 mg/g.
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Obtenido los resultados de antocianinas monoméricas mg/g en las 13 muestras
evaluadas, se llevé a un grafico de barras, como se muestra a continuacion:
En la figura 16, se muestra los resultados del contenido de antocianinas en las

13 muestras evaluadas a distintas concentraciones y diluciones de etanol.
Figura 16

Resultados obtenidos del contenido de antocianinas monoméricas

Contenido de antocianinas monomeéricas

Leyenda

A1:70,00 - 3,00
B1:70,00 - 4,41
C1:84,14 - 3,00
A2:70,00 - 3,00
D1:55,86 - 3,00
A3:70,00 - 3,00
E1:60,00 - 2,00
A4:70,00 - 3,00
A5:70,00 - 3,00
F1:70,00 - 1,59
G1:80,00 - 2,00
H1:80,00 - 4,00
11:60,00 - 4,00

40 — 38.255 38.891

A1B1C1A2D1A3BE1 AAASF1 G1H1T I1
Corridas

Para una mejor evaluacion se ha dividido en los siguientes grupos de acuerdo a los
factores que posee cada extraccion.

Grupo A tenemos 5 corridas que fueron extraidas a un 70% de etanol y a una dilucion
de 3:

Al = concentracién al 70 % alcohol, dilucion 3 del contenido de muestra/ contenido de
antocianinas monomeéricas: 35,143 mg/g.

A2 = concentracién al 70 % alcohol, diluciéon 3 del contenido de muestra/ contenido de
antocianinas monomeéricas: 34,311 mg/g.

A3 = concentracion al 70 % alcohol, dilucion 3 del contenido de muestra/ contenido de
antocianinas monomeéricas: 36,254 mg/g.

A4 = concentracion al 70 % alcohol, diluciéon 3 del contenido de muestra/ contenido de

antocianinas monomeéricas: 38,891 mg/g.
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A5 = concentracion al 70 % alcohol, dilucion 3 del contenido de muestra/ contenido de
antocianinas monomeéricas: 36,306 mg/g.

La muestra Al, A2, A3, A4, A5 tienen mayor cantidad de contenido de antocianinas esto
debido a que las antocianinas se extraen mejor con etanol acuoso al 60 T 70% v/v (no
alcohol absoluto) acidificado .

Grupo B tenemos 1 corrida que fueron extraidas a un 70% de etanol y a una dilucion
de 4,1:

B1 = concentracion al 70 % alcohol, dilucién 4,1 del contenido de muestra/ contenido de
antocianinas monomeéricas: 36,283 mg/g.

La muestra B1 tiene un valor que se asemeja a los valores del grupo A esto se debe al
porcentaje de alcohol con el que se extrajo el cual es el 6ptimo.

Grupo C tenemos 1 corrida que fueron extraidas a un 84,14 % de etanol y a una dilucion
de 3:

C1 = concentracion al 84,14 % alcohol, dilucion 3 del contenido de muestra/ contenido
de antocianinas monoméricas: 18,988 mg/g.

El valor del grupo C es tiene un bajo contenido de antocianina esto debido al % de
alcohol que se utiliz6 ya que con >80i 100% etanol baja la extracciébn porque las
antocianinas son mas solubles en medios intermedios de polaridad (agua+alcohol).
Grupo D tenemos 1 corrida que fueron extraidas a un 55,86 % de etanol y a una dilucion
de 3:

D1 = concentracién al 55,86 % alcohol, dilucién 3 del contenido de muestra/ contenido
de antocianinas monomeéricas: 38,255 mg/g.

En este grupo obtuvimos un valor intermedio ya que el porcentaje de alcohol utilizado
se acerca al 6ptimo que va desde los 60-70.

Grupo E tenemos 1 corrida que fueron extraidas a un 60 % de etanol y a una dilucion
de 2:

E1 = concentracion al 60 % alcohol, dilucién 2 del contenido de muestra/ contenido de
antocianinas monomeéricas: 32,064 mg/g.

En este grupo obtuvimos un valor alto ya que el porcentaje de alcohol utilizado es el
Optimo.

Grupo F tenemos 1 corrida que fueron extraidas a un 70 % de etanol y a una dilucion
de 1,59:

F1 = concentracion al 70 % alcohol, diluciéon 1,59 del contenido de muestra/ contenido
de antocianinas monomeéricas: 21,851 mg/g.

En este grupo obtuvimos un valor alto ya que el porcentaje de alcohol utilizado es el

optimo
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Grupo G tenemos 1 corrida que fueron extraidas a un 80 % de etanol y a una dilucién
de 2:

F1 = concentracion al 80 % alcohol, dilucién 2 del contenido de muestra/ contenido de
antocianinas monomeéricas: 8,018 mg/g.

Al igual que el valor del grupo C se obtuvo un valor menor de contenido de antocianina
esto debido al % de alcohol el cual no es el 6ptimo.

Grupo H tenemos 1 corrida que fueron extraidas a un 80 % de etanol y a una dilucion
de 4:

H1 = concentracion al 80 % alcohol, dilucion 4 del contenido de muestra/ contenido de
antocianinas monomeéricas: 29,899 mg/g.

Al igual que el valor del grupo C se obtuvo un valor menor de contenido de antocianina
esto debido al % de alcohol el cual no es el 6ptimo.

Grupo | tenemos 1 corrida que fueron extraidas a un 60 % de etanol y a una dilucién de
4:

H1 = concentracion al 60 % alcohol, dilucién 4 del contenido de muestra/ contenido de
antocianinas monomeéricas: 33,743 mg/qg.

En este grupo obtuvimos un valor alto ya que el porcentaje de alcohol utilizado es el

optimo.
Tabla 11

Resultados del minimo y méaximo contenido de antocianinas en las 13 muestras.

Factor Minimo Maximo
Concentracion de etanol (%) 80% 70%
Relacién (mL OH/g muestra) 2 3
Contenido de antocianinas (mg/g) 8,018 38,891

En la tabla 11 se observa que el contenido maximo de antocianinas es para la
corrida A4 con 38,891 mg/g con las condiciones de concentracion de etanol al 70% y
una relacion (solvente/muestra) de 3. El menor fue para la corrida G1 a condiciones de
concentracion de etanol al 80 % y una relacion (solvente/muestra) de 2. Si hacemos una
comparacion entre ambos resultados, se observa que la relacion (solvente/muestra)
tiene inferencia en la cantidad de antocianinas obtenidas esto debido a que una
insuficiente cantidad de etanol presente en la dilucion no permite una buena extraccién
de antocianinas ya que segun Cacace & Mazza (2003), a mayor solvente utilizado en

relacién con la masa sélida se incrementa el gradiente de concentracion y la difusion de
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compuestos fendlicos y antocianinas hacia la fase liquida, alcanzando el punto de
saturacion, al igual Lapornik et al. (2005), evidenciaron que la eficiencia de extraccion

se incrementa con relacion solvente: muestra.

Con respecto a la concentracion de etanol también varia, por lo que a mayor % de etanol
disminuye el contenido de antocianinas, diversos autores Rodriguez et al. (2001);
Castafieda et al. (2009); Pervaiz et al. (2017) mencionan que el porcentaje de etanol
optimo varia de 60-70 %, mientras en concentraciones mayores reducen la eficiencia de
extraccion, es por ello que se muestra mayor cantidad de antocianinas en estos rangos

de concentraciones.

3.2.1.1. Andlisis de Varianza de las antocianinas monoméricas en los frutos

liofilizados de macha macha Pernettya prostrata (Cav.) DC.

Los resultados de las antocianinas monoméricas mg/g, se proceso en el software
estadistico Design-Expert version 8.7.0.1. (demo), con el método superficie de
respuesta para obtener el cuadro de analisis varianza como se tiene a continuacion en
la tabla 12:

Tabla 12

Tabla de andlisis varianza del contenido de Antocianinas monoméricas.

Suma
Fuent e de d f Cua_dra(VanVanr

cuadr medi o F P

0S
Model o 961, 85 192,37 44,5 < 0, 0Signifi
A-Concentrac380, 01 380,02 88, 0< 0,0Signifi

et anol

B-Rel aci - n 241,61 241,67 56,00,000Signifi
(solvent el
Resi dual 30,21

Falta de ajl8, 27

~

4, 32
6, 009 2,04 0,250 No
signi fi

w

Error puro 11, 9414 2,98
Cor Tot al 992,012

Segun la tabla 12 de andlisis varianza presentada se puede observar que es
estadisticamente significativa (p<0,0001), tanto la concentracion de etanol como la
relacion solvente/muestra influyen significativamente en la extraccion de antocianinas,
ademas de ello existe una interaccién sinérgica entre ambos factores. Por otro lado, la

no significancia del Lack of Fit (p = 0.2509), nos indica un adecuado ajuste del modelo,
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por lo que se puede emplearse para la determinacién de condiciones o6ptimas de

extraccion mediante este modelo superficie de respuesta.

El factor con mayor influencia lo tiene la concentracion de etanol (F=88,07,
p<0,0001), la diferencia en el % de etanol tiene un efecto directa y muestra alta
significancia respecto al contenido de antocianinas, por otro lado, el factor de la relacion
solvente: muestra (F = 56.01, p < 0.0001) también tiene significancia en la extraccion,
ya que a medida que aumenta el volumen de solvente por unidad de muestra, se
incrementa la solubilizacion de antocianinas hasta llegar a un punto éptimo.

Segun el analisis de varianza obtenida tanto la concentracion de etanol (p <
0.0001) como la relacion solvente/muestra (p = 0.0001) influyeron significativamente en
la concentracion de antocianinas del fruto liofilizado de macha macha Pernettya
prostrata (Cav.) DC. El modelo global fue altamente significativo (p < 0.0001), mientras
que la falta de ajuste no fue significativa (p = 0.2509), lo que demuestra un adecuado
ajuste del modelo predictivo. Los resultados obtenidos son consistentes con los
reportados por Rincdén et al. (2014) para Pernettya prostrata y por Buitrago et al. (2020),
Vasco et al. (2009) y Rodriguez et al. (2015) en especies del género Vaccinium, donde
los valores de p < 0.05 confirman que la polaridad del solvente y la relacién solido/liquido
son factores determinantes para maximizar la extraccion de antocianinas. En todos los
casos, las mezclas hidroalcohdlicas intermedias (601 70 %) se destacaron por favorecer

la solubilizacién y estabilidad de los pigmentos antocianicos.

3.2.1.2. Analisis de Superficie de Respuesta (RSM)  antocianinas monoméricas en

los frutos liofilizados de macha macha Pernettya prostrata (Cav.) DC.

Después de aplicar el software estadistico Design-Expert versién 8.7.0.1 y
Minitab version 22.4, construimos la superficie de respuesta 3D y los gréaficos de
contorno 2D sobre este modelo para explicar la relacidn entre las variables
independientes, la concentraciéon de etanol (%) con la relacién (solvente/muestra), como

influyen en el rendimiento de la determinacion de antocianinas.

Como se muestra en las figuras 17 y 18, se obtuvo la interaccion que influye en
el rendimiento de las antocianinas entre la concentracion del etanol (%) y la relacién (mL

solvente/g muestra).
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En lafigura 17 se muestra el diagrama de superficie 3D para antocianinas monomeéricas.

Figura 17

Diagrama superficie 3D de los efectos interactivos de la concentracion de etanol (%) con

la relacion (mL solvente/g muestra) para antocianinas monomericas

Design-Expent® Software
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« Design points above predicted value
]
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8018

X1=A CONCENTRACION ETANOL
X2 = B. RELACION
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300
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Se observa una superficie curvada en forma de una campana, lo cual es

indicativo de que existe un punto 6ptimo dentro del rango que se estudié, el color (rojo-

negro) hacen alusibna | os val ores m8s altos de antoci

que, el color amarill o indica valores bajos

Respecto al efecto del porcentaje de etanol (A) en la figura 17 se muestra que al
incrementar la concentracion de etanol desde 60% - 68%,el contenido de antocianinas
se incrementa notablemente, pero al superar 70-75 %.la superficie desciende, lo que es
indicativo de una disminucién en la extraccion, a altas concentraciones de etanol reduce
la polaridad, esto afecta la solubilidad de las antocianinas (compuestos polares).El % de
etanol 6ptimo es al 68 %,donde la solubilidad y estabilidad de los pigmentos son
maximos.

En el efecto de la relacion (solvente: muestra) B cuando es de 2-3 mL/g se puede
observar que hay un incremento progresivo en las concentraciones de antocianinas
extraidas, por encima de 3,5-4 mL/g, la superficie se estabiliza o desciende ligeramente,
indicandonos un punto de saturacion, en la que el solvente no mejor la extraccion. El
rango Optimo se sitla entre 3-3,5 mL/g.
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La interaccién de ambos factores se muestra en la zona mas alta (color rojo
oscuro) donde se ubica A=68% de etanol y B= 3,2 mL/g, indicAndonos que el efecto del
etanol dependerd de la cantidad de solvente usada, ya que a una relacion baja la
eficiencia del etanol también disminuye y viceversa.

El diagrama de superficie 3D evidencia que la extraccién de antocianinas en el
fruto liofilizado de macha macha Pernettya prostrata (Cav.) DC. depende
significativamente de la concentracion de etanol y de la relacién solvente/muestra. El
modelo muestra un comportamiento cuadratico con una zona 6ptima entre 651 70 % de
etanol y 3 mL/g, donde se alcanza el mayor contenido de antocianinas. Dicho
comportamiento coincide con lo reportado por Rincon et al. (2014) para Pernettya
prostrata y por Buitrago et al. (2020); Rodriguez et al. (2015) en especies del género
Vaccinium, quienes describen curvas tridimensionales de superficie con maximos en
concentraciones intermedias de etanol. Estos resultados confirman que la polaridad
media del solvente es determinante para la solubilizacién de antocianinas monomeéricas,
coherente con lo planteado por Fang & Bhandari (2010) respecto a la eficiencia de los
sistemas hidroalcohdlicos en la recuperacién de compuestos fenodlicos y pigmentos
naturales.

En la figura 18 se describe en el gje X se muestra la concentracion de etanol (60-80 %)

y en el eje Y la relacion solvente: muestra (2-4 mL/g).
Figura 18

Diagrama de contorno 2D de los efectos interactivos de la concentraciéon de etanol (%)

con la relacién (mL solvente/g muestra) para antocianinas monomericas
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La escala de colores presentes (azul-verde-amarillo y rojo) representa la
cantidad de antocianinas extra2das, desde valor
|l os m8&s altos ( colaglineasde poatordo haeéh laniom de/ pgnjos
con igual contenido de antocianinas denominadas (isocuantas).

El valor mas alto se obtiene con 68 % de etanol y una relacién de 3.2 mL/g,
ciertas condiciones equilibran la polaridad del solvente y la capacidad de disolucion.
Respecto al efecto de la concentracion de etanol (A) observamos en la figura 18 que el
color rojo intenso se concentra entre 65-70 % de etanol, donde se alcanzan valores altos
de antocianinas, por otro lado observamos que a medida que el etanol aumenta por
encima de 70-75 % hay un cambio de color de verde-azul, indicativo que hay
disminucién de contenido de antocianinas, esto se debe a que una excesiva
concentracion de etanol reduce la polaridad del solvente, y por ende disminuye la
solubilidad de los pigmentos. Por lo tanto, el rendimiento maximo se alcanza con 65-70
% de etanol.

El efecto de la relacién solvente: muestra (B) al incrementar la relacién 2-3 mL/g,|
a coloracion pasa de amarillo a rojo, evidenciando mayor cantidad de antocianinas, por
encima de 3.5-4 mL/g, la cantidad es minima o se mantiene constante (coloracién roja),
indicativo de un punto de saturacién del solvente. Por lo que el rango éptimo esta en 3-
3.5 mL/g.

El diagrama de contorno 2D evidencia que el mayor contenido de antocianinas
en los frutos liofilizados de la macha macha Pernettya prostrata (Cav.) DC. se obtiene
en un rango intermedio de 65170 % de etanol y una relacion de 3 mL/g, zona
representada por el color rojo intenso. Este comportamiento confirma que el equilibrio
de polaridad del solvente es fundamental para optimizar la solubilidad de los pigmentos
antocianicos, patron también descrito en especies del género Vaccinium como V.
floribundum y V. meridionale Buitrago et al. (2020); Rodriguez et al. (2015). Asimismo,
Rincon et al. (2014) reportaron resultados semejantes para Pernettya prostrata,
destacando que las mezclas hidroalcohdlicas intermedias favorecen la extraccion de
antocianinas monoméricas. Por lo tanto, el modelo obtenido demuestra un
comportamiento coherente con ciertos autores antes mencionados y evidencia la
eficacia del sistema hidroalcohdlico en la recuperacion de pigmentos fendlicos en berries

andinos.
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3.2.2. Optimizacion de Fenoles Totales en los frutos liofilizados de macha macha

Pernettya prostrata (Cav.) DC.

De acuerdo con el método superficie de Respuesta se trabajo con 13 corridas, a
las condiciones establecidas en la siguiente tabla, se procedié a determinar el contenido
de fenoles totales expresado en mg GAE/g de muestra, teniendo como base las
absorbancias leidas en cada corrida con el equipo Espectrofotometro, Marca: THERMO
FISHER SCIENTIFIC, Modelo: GENESYS 6, tal como se muestra en la tabla 13.

Tabla 13

Resultados obtenidos del contenido de fenoles totales

Concentrac Rel aci - Contenido de

C-dig Corri etanol mLet ahgl Total es
% muestr mg GAE/ g
Al 1 70, 00 3,00 42,120
B1 2 70, 00 4,41 36,291
Cc1 3 84,14 3,00 30, 654
A2 4 70,00 3,00 44,566
D1 5 55, 86 3,00 37,543
A3 6 70, 00 3,00 45,090
E1l 7 60, 00 2,00 32,459
A4 8 70,00 3,00 43,396
A5 9 70, 00 3,00 42,244
F1 10 70, 00 1,59 32,572
G1 11 80,00 2,00 33,203
H1 12 80,00 4,00 31,935
I 1 13 60, 00 4,00 37,251

Obtenido los resultados de fenoles totales en las 13 muestras evaluadas a
distintas concentraciones de etanol y la relacion (solvente/muestra), se llevé a un gréafico

de barras, como se muestra a continuacion:
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En la figura 19 se observa los resultados de los fenoles totales en las 13 muestras.
Figura 19

Resultados obtenidos del contenido de fenoles totales

Contenido de Fenoles totales
B Leyenda
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Corridas

Para una mejor evaluacién se ha dividido en los siguientes grupos de acuerdo a
los factores que posee cada extraccion.
Grupo A tenemos 5 corridas que fueron extraidas a un 70% de etanol y a una relacion
(solvente/muestra) de 3:
Al = Concentracién al 70 % etanol y relacién (solvente/muestra) de 3 -> contenido de
fenoles totales: 42,557 mg GAE/g.
A2 = Concentracion al 70 % alcohol y relacion (solvente/muestra) de 3 -> contenido de
fenoles totales: 44,566 mg GAE/g.
A3 = Concentracion al 70 % alcohol y relacion (solvente/muestra) de 3 -> contenido de
fenoles totales: 45,090 mg GAE/qg.
A4 = Concentracion al 70 % alcohol, y relacién (solvente/muestra) de 3 -> contenido de
fenoles totales: 43,396 mg GAE/g.
A5 = Concentracion al 70 % alcohol, y relacién (solvente/muestra) de 3 -> contenido de
fenoles totales: 42,244 mg GAE/g.
Las muestras Al, A2, A3, A4, A5 tienen mayor cantidad de contenido de fenoles totales
que van en un rango de 42,120 a 45,090 mg GAE/g, presentando altos valores en las
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lecturas de absorbancia siendo estos cercanos uno de otros por lo que decimos que los
resultados tienen una alta precisibn y que el procedimiento a seguir para su
determinacion fueron correctos. Este alto contenido es debido a la concentracion de
etanol que es al 70%, que equilibra la polaridad del solvente, permitiendo solubilizar
tanto compuestos polares como semipolares como son los fenoles. Siendo 6ptimo la
determinacion de fenoles totales con concentracion de etanol al 70% y relacion 3 (3 mL
de etanol/1 g de muestra)

Grupo B tenemos 1 corrida extraida a un 70% de etanol y a una relacion
(solvente/muestra) de 4,41:

B1 = Concentracién al 70 % alcohol y relacién (solvente/muestra) de 4,41 -> contenido
de fenoles totales: 36,291 mg GAE/q.

Grupo C tenemos 1 corrida que fueron extraidas a un 84,14 % de etanol y a una relacion
(solvente/muestra) de 3:

C1l = Concentracién al 84,14 % alcohol y una relacién (solvente/muestra) de 3 ->
contenido de fenoles totales: 30,654 mg GAE/g.

Grupo D tenemos 1 corrida que fueron extraidas a un 55,86 % de etanol y a una dilucion
de 3:

D1 = Concentracién al 55,86 % alcohol y una relacion (solvente/muestra) de 3 ->
contenido de fenoles totales: 37,543 mg GAE/g.

En esta corrida se puede observar que se acerca mas al grupo A, debido a que
la relacién de solvente/muestra es la Optima y el porcentaje de etanol es cercano al
rango de 60-70%, donde por teoria se sabe que en este rango se obtiene el mayor
contenido de antocianinas (todas las antocianinas son fenoles).

Grupo E tenemos 1 corrida que fueron extraidas a un 60 % de etanol y una relacion
(solvente/muestra) de 2:

E1 = Concentracién al 60 % alcohol y relacién (solvente/muestra) de 2 -> contenido de
fenoles totales: 32,459 mg GAE/g.

Grupo F tenemos 1 corrida que fueron extraidas a un 70 % de etanol y a una relacion
(solvente/muestra) de 1,59:

F1 = Concentracién al 70 % alcohol y relacién (solvente/muestra) de 1,59 -> contenido
de fenoles totales: 32,572 mg GAE/g.

Grupo G tenemos 1 corrida que fueron extraidas a un 80 % de etanol y a una relacion
(solvente/muestra) de 2:

F1 = Concentracion al 80 % alcohol y relacion (solvente/muestra) de 2 -> contenido de
fenoles totales: 33,203 mg GAE/g.
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Grupo H tenemos 1 corrida que fueron extraidas a un 80 % de etanol y a una relacion
(solvente/muestra) de 4:

H1 = concentracion al 80 % alcohol y relacién (solvente/muestra) de 4 -> contenido de
fenoles totales: 31,935 mg GAE/g.

Grupo | tenemos 1 corrida que fueron extraidas a un 60 % de etanol y a una relacion
(solvente/muestra) de 4:

I1 = Concentracion al 60 % alcohol y relacién (solvente/muestra) de 4 -> contenido de
fenoles totales: 37,251 mg GAE/g.

En esta corrida se puede observar que se acerca mas al grupo A, debido a que
la relacion de solvente/muestra es la 6ptima y el porcentaje de etanol es cercano al
rango de 60-70%, donde por teoria se sabe que en este rango se obtiene el mayor

contenido de antocianinas (todas las antocianinas son fenoles).
Tabla 14

Resultados del minimo y maximo contenido de fenoles en las 13 muestras.

Factor M2 ni mo M8 xi mo
Concentraci -n de et 84, 14 % 70 %
Rel aci-n (mL OH/ g m 3 3

Contenido de Fenol

GAE/ g 30, 6ig4 GAE 45, 0 GATE

En la tabla 14 se observa que el contenido maximo de fenoles es para la corrida
A3 con 45,090 mg GAE/g con las condiciones de concentracion de etanol al 70% y una
relacion (solvente/muestra) de 3. El menor fue para la corrida C1 a condiciones de
concentracion de etanol al 84,14% y una relacion (solvente/muestra) de 3. Si hacemos
una comparacion entre ambos resultados, se observa que la relacion (solvente/muestra)
es de 3 para ambas, pero la concentracién de etanol varia, por lo que a mayor % de
etanol disminuye el contenido de fenoles totales.

Para obtener la extraccion 6ptima de fenoles totales segun los datos obtenidos,
se tiene que realizar con porcentaje de etanol a 70% y una dilucién (solvente/muestra)
de 3, esta informacion confirma lo mencionado por (Rostagno et al., 2003 ; Dai &
Mumper, 2010), que el etanol acuoso es uno de los mejores solventes para la
recuperacion de fenoles, y la concentracion 6ptima de etanol debe ser alrededor de
70%, ya que permite una buena solubilizacion de los compuestos, y esto favorece la
ruptura de enlaces hidrogenos entre fenoles y la matriz vegetales; pero esto no sucede

a concentraciones altas de etanol (mayores a 80%) debido a que disminuye la fraccion
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acuosa, reduciendo la capacidad del solvente para poder penetrar en las células (Alara
etal., 2021).

Asi mismo, en estudios realizados con frutos andinos, han podido describir el
mismo comportamiento, donde se destaca la concentracion de etanol al 70%. El
resultado mayor obtenido del contenido de fenoles totales es de 45,090 mg GAE/g, esto
demuestra una elevada concentracion de compuestos fendlicos y esto coincide con lo
reportado en frutos de género Vaccinium floribundum, donde Ruilova et al., (2022),
menciona en su estudio, que la muestra fue liofilizada al 100% de su madurez, donde
se obtuvo 4,733.50 mg &acido gélico/100 g, equivalente a 47.335 mg GAE/g; siendo este
muy cercano a nuestro valor obtenido, debido a la misma técnica de liofilizacion y buen
manejo de la muestra.

Por lo tanto, los resultados experimentales que obtuvimos en este estudio concuerdan
con la bibliografia cientifica, para la 6ptima extraccién de fenoles totales en matrices
vegetales.

3.2.2.1. Anadlisis de varianza del contenido de fenoles totales en los frutos

liofilizados de macha macha Pernettya prostrata (Cav.) DC.

Los resultados de los fenoles totales, se procesd en el software estadistico
Design-Expert versién 8.7.0.1, para obtener el cuadro de andlisis varianza como se tiene

a continuacion en la tabla 15:
Tabla 15

Tabla de andlisis varianza del contenido de fenoles totales.

Fuent e Suma dedf CuadratVal oiVal or
cuadr ad medi o F P

Model o 321, 93 5 64, 39 34 <QOO0O1ISignific

A-

Concentr 25,61 1 25,61 15,6 00055 Signific
de etano

B-Rel aci - 9, 64 1 9, 614 5,88 00458 Signi fic
Residual 11, 49 7 1,64

Falta de 4, 33 3 1,44 0,81 0,552 No signi
Error pu?7, 16 4 1,79

Cor Tota 333, 42 12

En la tabla 15 se tiene el andlisis de varianza del contenido de fenoles totales,
presentando un modelo significativo, donde p (probabilidad) <0,0001, indicando un

ajuste adecuado, respecto a la variable concentracion de etanol es significativa (es
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menor al| = 0,05) por lo tanto influye en la extraccién de fenoles totales, asi como la
variable relacién (solvente/muestra) que también es significativa, llegando a afectar en

los resultados, aunque en menor medida.

Con este modelo se confirma que la metodologia de superficie de respuesta, ha
permitido modelar de manera muy eficiente que ambas variables influyen en gran

medida a la hora de extraer fenoles totales.

Rincoén et al. (2014), evalué extractos metandlicos de Pernettya prostrata, donde
observé diferencias significativas (p<0,05) en el contenido de fenoles, demostrando que
el solvente tiene un efecto estadisticamente importante en la recuperacion de
compuestos fendlicos. (Buitrago et al., 2020) trabajo6 con el fruto Vaccinium floribundum
Kunth (mortifio ecuatoriano), con un disefio similar de superficie de respuesta,
obteniendo valor de p<0,05 para la variable concentracion de etanol, indicando efecto
significativo en fenoles totales (42,8 mg GAE/g promedio). Estos resultados apoyan los
valores obtenidos en este estudio, siendo coherentes los patrones de extraccion y

determinantes en la eficiencia del proceso.
3.2.2.2. Andlisis de Superficie de Respuesta (RSM) en fenoles totales

Para realizar los graficos se uso el software estadistico Design-Expert version
8.7.0.1 y Minitab version 22.4, usando diagrama de superficie 3D y diagrama de
contorno 2D para explicar la relacién entre las variables independientes, para evaluar
cémo la concentracion de etanol (%) con la relacion (solvente/muestra), como influyen
en el rendimiento de la determinacion de antocianinas y fenoles totales.

Como se muestra en las figuras 20 y 21, se obtuvo la interaccion que influye en el
rendimiento de la extraccion de fenoles totales entre la concentraciéon del etanol (%) y la

relacién (mL solvente/g muestra).
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En la figura 20 muestra un diagrama de superficie en 3D, interactuando las

variables de la concentracion de etanol (%) con la relacion (mL solvente/g muestra).
Figura 20

Diagrama superficie 3D de los efectos interactivos de la concentracion de etanol (%) con
la relacion (mL solvente/g muestra) para fenoles totales
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La superficie tiene una forma concava o parabdlica invertida, por lo que indica
gue hay un punto maximo que es el 6ptimo de extraccién de fenoles totales en una
region intermedia entre ambas variables.

A medida que la concentracion de etanol aumenta entre 60 % a 70 %, la cantidad
de fenoles totales aumenta; pero al superar la cantidad de porcentaje de etanol de 75 a
mas porcentaje, el contenido de fenoles disminuye. Esto se debe a que concentraciones
muy altas de etanol reducen la polaridad del solvente, y por ende esto dificulta la
solubilizacién de compuestos fenélicos (que son parcialmente polares).

A medida que la relacion (solvente/muestra) baja a 2, se observa que el
rendimiento de fenoles totales disminuye ya que no hay suficiente solvente para extraer
los compuestos, pero si la relacion (solvente/muestra) es 3, se llega al éptimo
rendimiento de fenoles totales; en cambio se la relacién es mayor a 3, el rendimiento
vuelve a descender, probablemente por dilucién del extracto y menor gradiente de

concentracion.
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Buitrago et al. (2020), encontré un efecto curvilineo similar en su superficie 3D,
siendo la méxima extraccion de fenoles (43,82 mg GAE/g), con una concentracion de
etanol al 67% y una relacion de 3,3 (solvente/muestra), donde el autor explica que este
punto intermedio de polaridad permite disolver &cidos fendlicos como flavonoides. Asi
mismo (Rodriguez et al. 2015) evidenciaron un comportamiento parabdlico, con un
méximo de 70% de etanol, respaldando que el comportamiento observado en la macha
macha liofilizada sigue las mismas tendencias reportadas.

En la figura 21 se muestra el gréafico de contorno 2D de los efectos interactivos
de la concentracion de etanol (%) con la relacion (mL solvente/g muestra) respecto a los
fenoles totales.

Figura 21

Diagrama de contorno 2D de los efectos interactivos de la concentracion de etanol (%)

con la relacion (mL solvente/g muestra) para fenoles totales
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Al observar la forma del grafico, muestra lineas concéntricas cerradas que van
de color azul a rojo, con un centro de color rojo y naranja. Esta forma eliptica indica una
relacion cuadratica significativa entre los factores, es decir, la respuesta no varia de

forma lineal, sino que tiene un punto maximo (6ptimo).
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El color rojo/naranja nos identifica la zona donde se presentan mayor concentracion de
fenoles totales, donde el mas alto es 45,090 mg GAE/g, mientras que los colores verde

y azul nos indica los valores mas bajos.

Este comportamiento coindice con lo reportado por (Buitrago et al., 2020) que
observaron zonas 6ptimas equivalentes en frutos Vaccinium y Pernettya, donde la
mezcla hidroalcohdlica intermedia mejora la solubilidad de los compuestos fendlicos al
equilibrar la polaridad entre el etanol y el agua. Asi como (Rincén et al., 2014) evalu6
extractos con diferentes proporciones de solventes, donde evidencié un pico maximo
proximal, muy parecido a este estudio.

3.2.3. Efecto de los parametros

Con los resultados experimentales que obtuvimos, tanto en la concentracién de
etanol (%) y la relacién (solvente/muestra), se demostré que son bastante significativos
por lo que influyeron en la extraccién de antocianinas y fenoles en un rango de
parametros.

Para ambos resultados de antocianinas y fenoles totales, se puede observar que
las mejores condiciones de concentracion de etanol son en rango de 60 a 70%, mientras

que la relacién(solvente/muestra) es de 3 a 3,5.

3.2.4. Andlisis de los graficos de Superficie de Respuesta

En la figura 17 y 20 que son de superficie 3D indica que si hay interacciones
significativas entre la concentracion de etanol (%); los valores mas altos de fenoles y
antocianinas se ubican en la regién intermedia de las variables; esta tendencia revela
que concentraciones moderadas de etanol favorecen la solubilizacion de antocianinas y

compuestos fendlicos por equilibrio entre polaridad y capacidad extractiva del solvente.

Por otro lado, en la figura 18 y 21, son graficos de contorno 2D donde confirma
esta tendencia, mostrando lineas concéntricas elipticas que delimitan la zona 6ptima
(color rojo/naranja), mientras que los valores mas bajos (zonas verde-azul) se asocian
a condiciones extremas de los factores. Esta distribucion evidencia la interaccion

cuadratica significativa y permite identificar visualmente la regién de maxima extraccion.

3.2.5. Validacién del modelo predictivo

Se evaluo la optimizacion de la extraccién de antocianinas y fenoles totales
mediante metodologia Superficie de Respuesta, considerando la significancia
estadistica global del modelo, donde el valor de p<0,0001 en el ANOVA, demuestra que
el modelo es altamente significativo, lo que indica que las variables independientes

influyen de manera directa en la variabilidad de los resultados de antocianinas y fenoles
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totales; por lo que el modelo es estadisticamente confiable para poder predecir

respuestas dentro del rango experimental.

3.2.6. Optimizacion de de extraccibn de antocianinas

los parametros
monomeéricas y fenoles totales en frutos liofilizados de macha macha
Pernettya prostrata (Cav.) DC.

3.2.6.1. Optimizacién de las antocianinas monoméricas

Se utilizé el software estadistico Minitab version 22,4 y Desig-Expert version
8.0.7.1.(demo) para determinar el valor éptimo en las 13 corridas experimentales en la

extraccion de antocianinas monomeéricas, tal como se muestra en la figura 22.

Figura 22

Prediccién de la extraccion optima de antocianinas monoméricas (Minitab version 22.4
(demo))
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En la figura 22, se muestra la optimizacion disefiada en el programa Minitab
version 22,4 (demo) muestran curvas de respuesta individuales para cada factor, a la
izquierda (concentracién de etanol) y a la derecha (relacién solvente/muestra), el punto
rojo vertical nos indica el valor 6ptimo para cada variable, concentracion de etanol
Optima = 64,14 % y relacion solvente/muestra 6ptima =3,30 mL/g, por otro lado, la linea

azul discontinua nos indica el maximo valor de antocianinas = 39,0471 mg/g.

85



A continuacion, se muestra la optimizacién obtenida a través del programa Desig-Expert
(demo) en la figura 23.

Figura 23

Prediccion de la extraccidén éptima de antocianinas monoméricas (Desig-Expert version
8.0.7.1.)
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En la figura 23, se realiz6 la optimizacion con el programa Design-Expert version
8.0.7.1. (demo) la cual nos muestra un area amarilla indicandonos las combinaciones
vélidas para la extraccién de antocianinas, en el recuadro observamos valores éptimos,
una concentracion de etanol=64,75%, relacion solvente/muestra = 3,34 mL/g
obtendremos un contenido maximo de antocianinas =39,0289 mg/qg.

Ambos graficos coinciden en los factores en las que se obtiene la extraccién
Optima de antocianinas con un rendimiento maximo de 39 mg/g del fruto de macha
macha Pernettya prostrata madura, a una concentracion de etanol al 65 % y una relacion

solvente/muestra de 3.3 mL/g

Este comportamiento observado concuerda con lo reportado por Tonon et al.
(2008); Fang & Bhandari (2010), quienes sefalan que concentraciones intermedias de
etanol (607 70 %) maximizan la extraccidon de antocianinas y compuestos fendlicos
debido al equilibrio entre la polaridad del disolvente y la matriz vegetal. A
concentraciones menores, la fraccibn acuosa no es suficiente para disolver los
compuestos semipolares, mientras a concentraciones mayores, la reduccién del

componente polar disminuye la eficiencia extractiva.

Asimismo, Rincon et al. (2014) han reportado que una relacion solvente/muestra
cercana a 3:1 favorece la difusion de compuestos antocianicos en frutos andinos como
Vaccinium floribundum Kunth, ya que valores demasiado altos pueden diluir el extracto
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y reducir la concentracion de pigmentos. Estos resultados concuerdan con lo obtenido
en el presente estudio con Pernettya prostrata (Cav.) DC, donde la condicion 6ptima
(64,14 % etanol y 3,30 mL/g) produciendo la mayor concentracién de antocianinas.

3.2.6.2.  Optimizacion de los fenoles totales

Se utilizo el software estadistico Minitab versién 22,4 y Desig-Expert version
8.0.7.1. (demo) para determinar el valor éptimo en las 13 corridas experimentales en la

extraccion de antocianinas monoméricas; se muestra en la figura 24.

Figura 24

Prediccion de la extraccion 6ptima de fenoles totales (Minitab version 22.4. (demo))

Optima v v
D r r
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En las figuras 24 se observan los resultados de la prediccién 6ptima de fenoles
totales en el programa estadistico Minitab version 22,4, mostrando curvas de respuesta
para cada factor, a la izquierda (concentracién de etanol) y a la derecha (relacién
solvente/muestra), el punto rojo vertical nos indica el valor 6ptimo para cada variable,
concentracion de etanol 6ptima = 67,857 % y relacidon solvente/muestra 6ptima =3,157
mL/g, por otro lado, la linea azul discontinua nos indica el maximo valor de fenoles
totales = 43,753 mg/g.
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A continuacion, se muestra la optimizacién obtenida a través del programa Desig-Expert
(Demo) en la figura 25.

Figura 25
Prediccién de la extraccion 6ptima de fenoles totales (Desig-Expert version 8.0.7.1.)

Design-Expert® Software

Factor Coding: Actual Overlay P|Ot

Overlay Plot 400

Fenoles Totales
® Design Points

X1 = A: Concentracion de Etanol
X2 = B: Relacion 350 —
Fencles Totales 43.7532

67.86
X2 3.16

300 — 5@

B: Relacion

250 —

A: Concentracion de Etanol

En la figura 25, se realizé la optimizacion con el programa Design-Expert version
8.0.7.1., dando como valor predictivo 6ptimo de fenoles totales 43,753 mg GAE/g con
una concentracion de etanol (%) es 67,857 y relacion (solvente/muestra) 3,157. Ambos
programas dan los mismos resultados, coincidiendo con lo obtenido en esta

investigacion.

En conjunto, los resultados de este estudio confirman que el punto 6ptimo (67,85
% etanol; 3,16 mL/g) corresponde a un equilibrio entre la solubilidad, la difusién y la
estabilidad de los compuestos fendlicos presentes en Pernettya prostrata (Cav.) DC.,

alcanzando una méxima eficiencia de extraccion de 43,75 mg GAE/g.

Estos resultados concuerdan con lo reportado por (Rodriguez et al. (2021) y
Daza et al. 2022), donde identificaron las condiciones 6ptimas en torno al 65i 70 % de
etanol y relaciones de 3 a 3,5 mL/g para la extraccion de fenoles en frutos andinos como
Vaccinium floribundum Kunth y Myrciaria dubia, donde se destaca un equilibrio entre la
polaridad y volumen de solvente que son esenciales para maximizar la recuperacion de
polifenoles. Por otra parte, (Rincon et al. 2014; Fang & Bhandari 2010) resaltan que la
eficiencia extractiva depende no solo del tipo y proporcion de solvente, sino también de
la relacion solido-liquido, ya que una cantidad insuficiente de solvente limita la
transferencia de masa, mientras que un exceso disminuye la concentracion del extracto

y complica su recuperacion.
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En la tabla 16 se resume los resultados 6ptimos de antocianinas y fenoles totales.

Tabla 16

Prediccion de las extracciones 6ptimas de antocianinas monoméricas y fenoles totales

Fenoles totales

Paradmetros Antocianinas mg/g
Mg GAE/g
Concentracién de etanol (%) 64,1432 67,8573
Relacion 3,3000 3,1571
Resultados 39,047 43,753

Hay similitud respecto a las variables de concentracion de etanol (%) que va de
64,1432 a 67,857 %, mientras que en la relacién (solvente/muestra) va desde 3,3000 a
3,157; por lo que fue conveniente hacer un redondeo de la concentracion de etanol
optima es a 70% y la relacién de solvente/muestra es 3. Con estos resultados obtenidos
respecto a las variables se tom6 en cuenta para poder extraer las antocianinas de los
frutos de macha macha que luego se concentraron para llevarlos a secado para su

posterior evaluacion en los diferentes ensayos.

3.3.  Evaluacion del secado por atomizacién del extracto etandlico concentrado
de macha macha (pernettya prostrata (cav.) D C)
Se evaluo el porcentaje de sélidos presentes en el extracto etandlico, para poder

realizar el secado de la muestra por atomizacion.
Tabla 17

Determinacién del contenido de solidos presentes en el extracto etandlico de frutos de

macha macha Pernettya prostrata (Cav.) DC

Peso del extracto de frutos de macha macha Sélidos
@ (%)
5,0497 18,42 %
5,0204 17,99 %
5,0043 18,55 %
Promedio 18,32 % + 0,003

Para realizar el secado del extracto concentrado, se determind el porcentaje de
sélidos presentes, resultando el promedio 18,32%, estando dentro del rango éptimo de
sélidos totales de 15% a 25%, para poder asegurar una buena atomizacion como lo
mencionan (Tonon et al., 2008; Fang & Bhandari, 2010) ya que este rango evita pérdidas

de compuestos bioactivos y mejora la fluidez del polvo final.
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Después de haber determinado el porcentaje éptimo de sdlidos en el extracto

etandlico, se procedié a realizar el secado por atomizacion con tres condiciones de

temperatura (200, 150 y 100°C) con porcentajes (5 y 10%) del encapsulante

(maltodextrina).

Tabla 18

Rendimiento del secado del extracto etandlico de frutos de macha macha Pernettya

prostrata (Cav.) DC

Muestra Rendimiento
Producto
o concentrada + ) de la
N°  Codigo ) Atomizado o Imagen
Maltodextrina © antocianina
g
@) (%)
100
MM-200
01 (90g M. Conc. + 4,54 4,09
(10%)
10g maltodex.)
100 g
MM-200
02 (95g M. Conc. + 2,13 2,59
(5%)
5g maltodex.)
100 g
MM-150
03 (90g M. Conc. + 15,64 14,08
(10%)
10g maltodex.)
100 g
MM-150
04 (95g M. Conc. + 13,72 13,03
(5%)
5g maltodex.)
100 g
MM-100
05 10,78 9,70
(10%) (90g M. Conc. +
10g maltodex.)
100 g
MM-100
(95g M. Conc. + 8,24 7,83
(5%)

5g maltodex.)
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A 150°C, se obtuvo los mayores pesos del polvo, estando entre 17,72 % a
15,64%, con un rendimiento de antocianinas de 13,03% a 14,08%, por lo que hay un
equilibrio 6ptimo entre, la velocidad de secado, preservacion de compuestos bioactivos,
coincidiendo con lo reportado por (Tonon et al., 2008), quienes determinaron que en
extractos frutales ricos en compuestos fendlicos y antocianinas, la temperatura
promedio de atomizacion es de 140 a 160°C, formando una matriz vitrea que va proteger
los compuestos del secado.

Cai & Corke, (2000), mencionan que, a temperaturas mayores a los 180°C,
provocan pérdida de color, degradacion de pigmentos, debido a las rupturas de los
enlaces glicosidicos de las antocianinas; lo que podemos confirmar con los resultados
obtenidos a 200°C, donde el % de antocianinas fueron los valores mas bajos.

En las muestras atomizadas a 100°C, presentaron valores menores a los de
150°C, con un secado incompleto, con polvos pegajosos, formando grumos; este
fendmeno también lo describe (Kha et al, 2010), que observaron gue a temperaturas
bajas el aire caliente no tiene la energia suficiente para que pueda eliminar la humedad
interna, lo que generd aglomeracion.

Por otro lado, el porcentaje de maltodextrina influyé bastante en la retencién de
antocianinas, segun (Fang & Bhandari, 2010), este actla como agente encapsulante
eficaz con una concentracién de 10 a 12%, mejorando la estabilidad de las antocianinas

durante el proceso de atomizacion.
3.4. Identificacion de las antocianinas monoméricas

De acuerdo con el método de corrida se realiz6 los ensayos para identificar las
antocianinas monoméricas presentes en los frutos liofilizados de macha macha

(Pernettya prostrata (Cav.) DC).

La identificacion de antocianinas monoméricas en matrices vegetales se realiza
comunmente mediante técnicas cromatograficas de alta resolucibn, como la
cromatografia liquida de ultra alta eficiencia acoplada a detector de arreglo de diodos
(UHPLC-DAD), que permite la separacion, deteccion y caracterizacion de estos
compuestos en funcibn de su tiempo de retencibn y espectro de absorcion,

generalmente a una longitud de onda cercana a 520 nm.

La presencia de diversas antocianinas glicosiladas y picos no identificados
sugiere una elevada complejidad metabdlica del fruto, lo que resalta su potencial como
fuente natural de compuestos antioxidantes con posibles aplicaciones en la industria

alimentaria, nutracéutica y farmacéutica.
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En la figura 26 se observa los resultados obtenidos al realizar la corrida.
Figura 26

Resultados obtenidos de la identificacidon de las antocianinas monoméricas

Chromatogram and Results
Injection Details
Injection Name: machamacha 0.6 Run Time (min):  45.00
Vial Number: RA3 Injection Volume: 10.00
Injection Type: Unknown Channel: UV_VIS_1
Calibration Level: Wavelength: 520
Instrument Method: New Instrument Method Bandwidth: 2
Processing Method: 3D Quantitative Dilution Factor:  1.0000
Injection Date/Time: 17/Feb./26 12:05 Sample Weight:  1.0000
140,000 7 SEQ16022026 #5 __ machamacha 0.6 UV_VIS_1 WVL:520 nm
5 2
120,000 3 -
100,000 L
= 80,000+ ;
< 1 n =
8 1 <
£ 60,0004
5 i
2
o
I ]
Q
< 40,000
M 7 7z
0- X O
] SO LAE |
_Zo'ooo_llll'|""|'"'|""|""|""|""|""|""|
0.0 5.0 10.0 156.0 20.0 250 30.0 35.0 40.0 45.0
Time [min]

Se observa los resultados obtenidos de las antocianinas monoméricas presentes
en los frutos liofilizados de macha macha (Pernettya prostrata (Cav.) DC) leidas
mediante el equipo UHPLC-DAD (Cromatografia liquida de ultra alto rendimiento con

detector de disposicion de diodos), a una longitud de onda de 520 nm.

Las antocianinas presentes en frutos tipo berries representan una fraccion
significativa de los compuestos fendlicos totales y estan directamente relacionadas con

su capacidad antioxidante.
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En la figura 27 se tiene los resultados obtenidos, detallado cada una de las

antocianinas monoméricas encontradas.

Figura27

Integracion de los resultados obtenidos mediante el equipo UHPLC-DAD, donde se

tiene los compuestos identificados.

Integration Results
No. |Peak Name Retention Time Area Height Relative Area Relative Height Amount
min mAU*min mAU % %
1 NI 7.980 1168.364 3111.809 1.00 0.80 na.
2 NI 9.068 2958.590 15628.983 2.52 4.00 na.
3 Delphinidin-3-glucoside 9.768 31574.512 129401.326 26.93 33.12 na.
4 Delphinidin-3-rutinoside 10.908 34489.346 121186.221 29.42 31.02 na.
5 NI 11.338 2164.787 8482.025 1.85 217 na.
6 NI 11.897 2209.060 6039.526 1.88 155 na.
7 Cyanidin-3-glucoside 12.888 25284.917 61197.441 21.57 15.66 na.
8 NI 13.352 2328.092 10714.360 1.99 2.74 na.
9 NI 13.873 3319.830 9449.090 2.83 242 na.
10 Petunidin-3- rutinoside 16.147 3898.042 9052.091 332 232 na.
11 Peonidin-3- glucoside 17.048 1885.113 4744.157 1.61 121 na.
12 NI 18.637 949.001 2065.907 0.81 0.53 na.
13 Malvidin-3-glucoside 19.957 2352.844 5689.541 2.01 1.46 na.
14 NI 24.270 244921 499.550 0.21 0.13 na.
15 NI 24.790 244.165 651.127 0.21 0.17 na.
16 NI 26.602 41.538 91.539 0.04 0.02 na.
17 NI 28.798 1459.228 1680.588 1.24 0.43 n.a.
18 N.I 29.390 674.845 1036.620 0.58 0.27 n.a.
Total: 117247.196 390721.898 100.00 100.00

Los picos cromatogréaficos leidos son:

- Tiempo de retencion: Tiempo en que sale el compuesto

- Area: Cantidad relativa del compuesto

- Altura: Intensidad del pico

- Area total: Proporcion respecto al total

El analisis cromatografico permitié identificar un total de 18 compuestos, de los

cuales seis correspondieron a antocianinas monoméricas especificas, se identificaron

otras en menores proporciones.

Por otro lado, la presencia de compuestos no identificados (N.I) indica la posible

existencia de derivados complejos de antocianinas, cuya caracterizacion requeriria

técnicas analiticas complementarias.
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En la tabla 19 se tiene los resultados de las antocianinas monoméricas que se

encuentran en mayor cantidad en los frutos liofilizados de macha macha.

Tabla 19

Resultados de las Antocianinas monoméricas predominanantes en los frutos

atomizados en los frutos de macha macha (Pernettya prostrata (Cav.) DC)

Antocianina Monomérica Tiempo Area relativa (%)
(min)
Delfinidina-3-rutinésido 10,908 29,42 %
Delfinidina-3-glucésido 9,768 26,93 %
Cianidina-3-glucésido 12,888 21,57 %
Petunidina-3-rutindsido 16,147 3,32%
Malvidina-3-glucdsido 19,957 2,01 %
Peonidina-3-glucésido 17,048 1,61 %

El valor mas alto es la Delfinidina-3-rutinésido con 29,42%, seguidamente la
Delfinidina-3-glucdésido con 26.93% y Cianidina-3-glucésido con 21,57 %; donde estos
tres son los predominantes que en conjunto representan 77,9% del &rea cromatogréfica
total, lo que indica que estos compuestos constituyen la mayor parte del perfil

antocianico del fruto.

Asimismo, se identificaron antocianinas minoritarias como Petunidina-3-
rutindsido (3.32 %), Malvidina-3-glucésido (1.61 %) y Peonidina-3-glucésido (2.01 %).
Aunque presentes en menor proporcion, estos compuestos contribuyen al perfil
fitoquimico total del fruto y pueden participar en la estabilidad del color y en la actividad
antioxidante global. Segun (Rice et al., 1996), la diversidad estructural de flavonoides,
incluyendo diferentes antocianidinas glicosiladas, influye significativamente en la

capacidad antioxidante de los alimentos vegetales.

Por otra parte, la presencia de varios picos no identificados sugiere la posible
existencia de otros compuestos fendlicos o derivados de antocianinas que no pudieron
ser identificados debido a la ausencia de estandares de referencia o a la complejidad de
la matriz vegetal. Este fendbmeno es frecuente en estudios fitoquimicos de frutos
silvestres, ya que estos suelen contener una amplia diversidad de metabolitos

secundarios.
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Diversos estudios han permitido identificar de manera especifica las
antocianinas monomeéricas presentes en sus frutos mediante técnicas cromatogréaficas

acopladas a espectrometria de masas (HPLC-MS y HR-MS).

Los resultados obtenidos coinciden con lo reportado por (Cerrato et al. 2022),
donde realizaron una caracterizacion detallada del perfil fendlico de Vaccinium
floribundum Kunth perteneciente a la familia Ericaceae, identificando como principales
antocianinas monomeéricas a los glicésidos derivados de cianidina y delfinidina. Entre
los compuestos mas representativos se encuentran la cianidina-3-O-glucosido,
cianidina-3-O-galactésido, delfinidina-3-O-glucdsido y delfinidina-3-O-galactosido, los
cuales son caracteristicos del género Vaccinium. Asimismo, Esquivel et al. (2020)
confirmaron que los glicésidos de cianidina y delfinidina constituyen las antocianinas
predominantes en especies andinas de este género, destacando su contribucién

significativa a la capacidad antioxidante de los frutos.

De manera similar, estudios realizados por (Cao, 1997) en frutos de Pernettya
prostrata (Cav.) DC y Vaccinium han reportado que los glucésidos de delphinidina y
cianidina constituyen una proporcion significativa del perfii de antocianinas
monomeéricas. Investigaciones de (Lila, 2004) indican que estos son los responsables
de la intensa coloracién azul-violacea de muchos berries y estdn asociados con una
elevada actividad antioxidante y potenciales efectos beneficiosos para la salud humana.
Sin embargo, en Pernettya prostrata (Cav.) DC, la informacién disponible en la literatura
cientifica es aun limitada en cuanto a la identificacion estructural de antocianinas
monoméricas. Los estudios existentes se han centrado principalmente en la
determinacion del contenido total de antocianinas y compuestos fendlicos, asi como en
la evaluacion de la actividad antioxidante, sin lograr una caracterizacion individual de
dichos compuestos mediante técnicas avanzadas como HPLC-MS. No obstante,
considerando su pertenencia a la familia Ericaceae, es probable que presente un perfil
de antocianinas similar al de otras especies afines, predominando derivados de
cianidina y delfinidina, aunque esta hipGtesis requiere ser confirmada

experimentalmente.

En conjunto, los resultados obtenidos evidencian que los frutos de macha macha
constituyen una fuente relevante de antocianinas, especialmente derivados de
delphinidina y cianidina, compuestos ampliamente reconocidos por su actividad
antioxidante y su potencial aplicacion en alimentos funcionales, nutracéuticos y

productos farmacéuticos.
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3.5. Determinacion de las antocianinas monoméricas en el extracto
microencapsulado por atomizacibn macha macha ( Pernettya Prostrata
(Cav.) DC)

La muestra atomizada se determind las antocianinas monomeéricas por el método
de pH diferencial, haciendo la lectura de las absorbancias en cada corrida del método
factorial (18 corridas) con el equipo Espectrofotometro, Marca: THERMO FISHER
SCIENTIFIC, Modelo: GENESYS 6.

En la tabla 20 se muestra el contenido de antocianinas presentes en las
muestras atomizadas a diferentes T° y % de encapsulante utilizado.

Tabla 20

Resultados obtenidos del contenido promedio de antocianinas monoméricas en las

muestras atomizadas en mg/g.

Temp Encapsul .
C-digo Corri Cont_enl_do
A Antocianina

AcC %
MM200 (10¢ A1B:1 200 10% 18,790 N
MM200 (5% A1B: 200 5 % 21,540 N 1
MM150 (10 A2B: 150 10 % 25,410 N
MM150 (5%  AB: 150 5 % 27,380 N ¢
MM100 (10 AsB: 100 10 % 22,900 N 1
MM100 (5%  AsB: 100 5 % 23,630 N ¢

Nos da un mejor resultado en cantidades de antocianinas obtenidas a T =150 °C
con 5 % de encapsulante esto debido a que segun Ersus y Yurdagel, (2007) para las
maltodextrinas con mayor DE, la atomizacién producida a 160 °C se obtienen una mayor
retencién de pigmentos a diferencia de los producidos a altas temperaturas, es por ello

que se evidencia una mayor cantidad de antocianinas obtenidas a esta temperatura.

El menor valor obtenido fue a 200 °C debido al incremento de la temperatura
existe pérdida de antocianinas, por la alta sensibilidad de las antocianinas segun Quek
et al. (2007).
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3.5.1. Andlisis de varianza del contenido de antocianinas = monoméricas en el
extracto microencapsulado por atomizacion de macha macha ( Pernettya
prostrata (Cav.) DC )

Se llevo los datos al software estadistico Design-Expert 8.0.7.1. para realizar el
analisis de varianza (ANOVA) para antocianinas monoméricas mediante el disefio

estadistico Factorial 3x2.
En la tabla 21 se tiene el analisis de varianza para las antocianinas monomeéricas.
Tabla21

Andlisis de varianza de antocianinas monoméricas

Fuente Suma de df Cuadrado  Valor Valor
cuadrados medio F P

Modelo 131,44 3 43,81 29,65 <0,0001 Significativo
A-Temperatura (°C) 116,63 2 58,31 39,46 <0,0001 Significativo
B-Maltodextrina (%) 14,81 1 14,81 10,03  0.0069 Significativo
Residual 20,69 14 1,48
Falta de ajuste 3,11 2 1,56 1,06 0,3757 No significativo
Error puro 17,57 12 1,46
Cor Total 152,13 17

El analisis de varianza presentada en la tabla 21, se muestra que la temperatura
de secado, asi como el porcentaje de maltodextrina tienen influencia significativa
respecto al contenido de antocianinas. El factor mas determinante es la temperatura
debido a la degradacién de antocianinas durante el proceso de secado por atomizacion,
como menciona Tonon et al. (2008); Fang & Bhandari (2010) ya que temperaturas
intermedias favorecen una formacion acelerada de particulas sin la exposicion
prolongada al calor, reduciendo la degradacién térmica de compuestos fendlicos y

antocianinas.

Tonon et al, (2008); Fang & Bhandari (2010), observaron que niveles intermedios
de encapsulante (maltodextrina) 8-12%, mejoran la retencién de antocianinas en el
proceso de secado por atomizacioén, pero, por otro lado, nos menciona que a mayores
proporciones de maltodextrina se forman matrices vitreas mas compactas y menos
permeables, lo que protege los compuestos fendlicos frente a la oxidacion, pero dificulta

su solubilizacién y extraccion posterior durante el andlisis quimico. Esto significa que
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parte de las antocianinas quedan encapsuladas dentro de la matriz, y no estan
disponibles en su totalidad para que sean cuantificadas por el método de pH diferencial,
por esta razon las muestras con 5 % de maltodextrina al poseer una matriz menos
densa, liberan més pigmento en la extraccién, obteniendo valores elevados de

antocianinas monomeéricas a pesar de contener menor retencién global.

La figura 28 se muestra el diagrama de Pareto evidenciando que la temperatura
de secado (Factor A) es determinante en la retencién de antocianinas en el proceso de
la atomizacion de la macha macha Pernettya prostrata (Cav.) DC madura, seguido por

el porcentaje de maltodextrina (Factor B).
Figura 28

Diagrama de Pareto de efectos estandarizados en las antocianinas monomeéricas

Diagrama de Pareto de efectos estandarizados
(la respuesta es ANTOCIANINAS (mg/g); a = 0,05)

Término 2'1?9
! Factor Mombre

A TEMPERATURA {°C)
B MALTODEXTRIMA (%)

A

B

AB

0 1 2 3 4 5 6 7 8
Efecto estandarizado
Los factores superan el umbr al de signific

interaccion de ambos no es significativa, indicandonos que el efecto de la maltodextrina

es constante a determinadas temperaturas evaluadas.

En los resultados experimentales se observa que el menor porcentaje de

maltodextrina (5%) se observan concentraciones mas altas de antocianinas a diferencia
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gue el 10 %. Este comportamiento puede atribuirse al efecto de dilucién y aumento de

la viscosidad del extracto, reduciendo la presencia y cuantificacion de las antocianinas

tal como lo reportan Tonon et al. (2008) y Fang y Bhandari (2010).

En la figura 29 se muestra el grafico de interaccion para las antocianinas

monoméricas.

Figura 29

Gréfico de interaccion de la temperatura y % maltodextrina frente a las antocianinas

monoméricas

Gréfica de interaccién para ANTOCIANINAS (mg/g)

Medias ajustadas

TEMPERATURA * MALTODEXTRIN

28

26

247

Media de ANTOCIANINAS (mg/g)

10;3.0 15:3.0
TEMPERATURA

——
—0O-

MALTODEXTRIN
5.0
10,0

La gréafica de interaccion presentada en la figura 26, muestra el valor maximo

(150°C) para la obtencién de antocianinas, asi mismo podemos observar que el menor

porcentaje de maltodextrina (5 %) favorece en la concentracion de antocianinas a

diferencia del 10 %, esto debido a un efecto de dilucién del encapsulante. Tonon et al.

(2008); Fang & Bhandari (2010), mencionan que a temperaturas moderadas y niveles

controladas de maltodextrina se optimiza la conservacion de antocianinas en el proceso

de secado por atomizacion.
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A continuacion, se muestra la figura 30, las cuales son los contenidos de

antocianinas monomeéricas a diferentes temperaturas y porcentaje de encapsulante.
Figura 30
Gréfico de Barras, del contenido de antocianinas monoméricas

Antocianinas (mg/qg)

30 27.38 Contenido de

25.41 === Antocianinas
22 gp 23.63 mg/g

21.54 A1B1: 200°C - 10%
20 18.79 A1B2: 200°C - 5%
A2B1: 150°C - 10%
A2B2: 150°C - 5%
A3B1: 100°C - 10%
A3B2: 100°C - 5%

mg/g

10—

Corridas

En el figura 30, observamos que el valor mas alto es (27.38 mg/g) respecto al
contenido de antocianinas que se obtuvieron a 150 °C con 5 % de maltodextrina, por
otro lado a 200°C se evidencié una cantidad menor (18,790 mg/g),dichos resultados se
respaldan segun lo reportado por Tonon et al. (2008); Fang & Bhandari (2010); Ersus &
Yurdagel (2007), dichos autores destacan la importancia de controlar la temperatura
(140-160°C) donde el secado por atomizacion de frutos ricos en pigmentos fendlicos
nos permiten obtener una alta retencién de antocianinas ya que el tiempo de exposiciéon
al calor es corto formando rapidamente una pelicula protectora sobre las particulas
atomizadas y el nivel de encapsulante de manera que se pueda maximizar la retencion
de antocianinas en procesos de secado por atomizacién, ya que a concentraciones altas
de encapsulante producen matrices mas densas que protegen, pero a la vez diluyen los

compuestos activos, reduciendo su concentracion por unidad de masa seca.
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En la tabla 22 se muestra los resultados de mayor y menor contenido de

antocianinas monomeéricas.
Tabla 22

Datos obtenidos del contenido de antocianinas monoméricas mayor y menor

Factor M2 ni mo M8 xi mo
Temperatura AC 200 AC 150A
Mal t odextrina % 10 % 5%
Antocianinas 18,790 N 27,380 N
En | a tablrue@tlra skos val or es del conteni

monom®ricas; siendb8.,e790n2Miclomn7 200p/idge) mal t ode x t
una temper at umiae ndter a2s00dAucCe a una temperatura de
maltodextrina se ob2uyv®»8@ImMggh&,| D0 m&s alto

3.6. Determinacion de fenoles totales en el extracto micro encapsulado por
atomizacion macha macha (Pernettya prostrata (Cav.) DC )

En la tabla 23 se observa los datos respecto a la concentracion del acido gélico
con los cuales se podré realizar la curva de calibracion, donde se realiz6 por triplicado
la lectura de las absorbancias a una longitud de onda de 755 nm, esto con el fin de
obtener los datos con mas precision y confiabilidad.

Tabla 23

Datos obtenidos de las absorbancias y mg GAE/mL para la curva patron

Concentra Absorbanci e

(mg GAE/ m 1 5 3 Promedi o
0,0000 0,0000,00t0, 000 0.000 RN ¢
00,0050 0,1240,17:0, 1514 0.150 N ¢
0,0100 0,2650, 310, 338 0.307 N ¢
0,0150 0,3920,47:0, 489 0. 451 N ¢
0,0200 0,4940,62¢0, 635 0 586 N ¢
0,0250 0,6210,77:0, 790 0. 727 @ C
0,0300 0,7130,92i0, 963 0,868 N (
0, 0350 0,8771,01¢t1, 086 0,993 N ¢
0, 0400 1,0191, 21!1, 245 1,160 N ¢
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Se tiene las absorbancias leidas en relacion a los mg GAE/mL; realizando por triplicado

cada uno para tener un promedio de las lecturas.
Figura 31

Curva patrén de mg GAE/mL VS. absorbancia (curva de &cido galico)

CURVA DE ACIDO GALICO
HIDROALCOHOLICO
¢ Seriesl - Lineal (Seriesl)
1.400
1.200 s
1.000 ‘
[¥) 0.800
: .__,.
k]
T oon y=28.557x + 0.0113
2 . R* =0.9994
-

0.400
0.200

0.000
0.0000 0.0050 0.0100 0.0150 0.0200 0.0250 0.0300 0.0350 0.0400 0.0450

mg GAE/mL

En la figura 31 se observa el grafico de la curva de &cido galico ajustado
linealmente para obtener la ecuacién y con ello determinar el contenido de fenoles

totales.
Tabla 24

Resultados obtenidos del contenido promedio de fenoles totales

Contenido
Temp Encapsul

C-digo Corri ) fenoles to
AcC %

mg GAE/ g

MM200 (10°¢ A1B:1 200 10% 18,540 N ¢
MM200 (5% A1B: 200 5 % 23,088 N 1
MM150 (10¢ AB: 150 10 % 26,561 N
MM150 (5% A2B: 150 5 % 31,651 N (
MM100 (10¢ AsB: 100 10 % 24,716 N (
MM100 (5% AsB: 100 5 % 29,722 N <

En la tabla 24, se muestra el promedio de los resultados del contenido de fenoles
totales, cada corrida se trabaj6 por triplicado.
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3.6.1. Analisis de varianza del contenido de Fenoles Totales en el extracto
microencapsulado por atomizacion macha macha (Pernettya Prostrata
(cav.) DC)

Se llevo los datos al software estadistico Design-Expert 8.0.7.1. para realizar el
andlisis de varianza (ANOVA) de fenoles totales mediante el disefio estadistico Factorial

3x2 con 18 corridas.

Tabla 25

Andlisis de varianza de fenoles totales

Suma
Fuent e cuadr ¢ df Cuad.ra Val o Valo
s medi o F P
Model o 333, 9 3 111,3 370, <0,00 Signi fi
A-Temperatu 25, 6: 2 113,3 377, <0,00 Signifi
B-Mal t odext 9,64 1 107, 2 356, <0,00 Signifi
Resi dual 11, 4¢14 0, 30
Falta de s 4,33 2 0, 13 0,3¢ 0,68 No signi

Error purc 7,16 12 0, 33
Cor Tot al 333,417

En la tabla 25, se demuestra mediante el analisis de varianza que la temperatura
es altamente significativa, influyendo de manera directa en el contenido de fenoles
totales, asi como el % de maltodextrina, por su efecto encapsulante frente a la
degradacién térmica. Siendo ambos parametros muy determinantes en la conservacion

de compuestos fendlicos.
Figura 32

Diagrama de Pareto de efectos estandarizados en los fenoles totales

Diagrama de Pareto de efectos estandarizados
{la respuesta es FENOLES TOTALES (mg GAE/g); a = 0,05)

Término 2,18

Factor Mombre
A TEMPERATURA {°C)
B MALTODEXTRINA {%)

AB 1

0 5 10 15 20 25
Efecto estandarizado
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En la figura 32, se tiene el diagrama de Pareto, donde los factores A

(Temperatura °C) y B (maltodextrina %) superaron el limite critico de significancia

(t=2,18), pero la interaccion entre ambos no fue significativa. Esto quiere decir, si se

cambia solo la temperatura, los fenoles suben o bajan; lo mismo va ocurrir si solo se

cambia la temperatura; pero si ambos factores se cambian al mismo tiempo, no va

ocurrir un resultado diferente al esperado. Este comportamiento coincide con lo que

menciona (Tonon et al. 2008), quién demostr6 que la temperatura del secado por

aspersion y la concentracion de la maltodextrina son factores criticos en matrices

frutales, actuando de forma individual.

Figura 33

Grafico de interaccion de la temperatura y % maltodextrina frente a los fenoles totales

Gréfica de interaccién para FENOLES TOTALES (mg GAE/g)
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En la figura 33, se muestra cédmo interactian ambos factores; la linea roja

representa las muestras atomizadas con 10% de maltodextrina, siendo menores los

valores a diferencia de las que fueron extraidas con 5% (linea azul).
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Al pasar de 100°C a 150°C, el contenido de fenoles totales va en aumento, sin
embargo, a 200°C, estos disminuyen drasticamente por la degradacion térmica (Tonon
et al., 2008).

Figura 34
Gréfico de Barras, del contenido de fenoles totales

Fenoles totales (mg GAE/qg)

40—
B3 Leyenda

31.651

A1B1: 200°C - 10%
A1B2: 200°C - 5%
A2B1: 150°C - 10%
A2B2:150°C - 5%
A3B1: 100°C - 10%
A3B2: 100°C - 5%

Corridas

En la figura 34, se tiene el gréafico de barras para el contenido de fenoles, donde
el extracto microencapsulado por atomizacion macha macha (Pernettya prostrata (Cav.)
con 5% de maltodextrina presenta valores mas altos a diferencia de las que fueron
extraidas con 10% de maltodextrina; siendo este un indicativo muy importante a la hora
de obtener el mayor contenido de fenoles totales. La temperatura de entrada al secador,
asi como el porcentaje de maltodextrina son indicadores muy importantes a la hora de
secar el extracto etandlico de macha macha Pernettya prostrata (Cav.) DC, ya que
influyen de forma significativa en la retencién de compuestos fendlicos durante el
proceso de atomizacion. Se observa que, a temperaturas elevadas mayores a 200°C,
la degradacién de los polifenoles se da mas, y esto afecta en la concentracion final del
polvo, Segun (Quek et al., 2007; Tonon et al., 2008) menciona que los compuestos
fendlicos son muy sensibles a la temperatura y la pérdida se asocia a la oxidacion,

isomerizacion y la ruptura de enlaces glicosidicos.
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A temperaturas moderadas de 150°C se favorece a la mejor conservacion de los
fenoles, debido a una menor experiencia térmica y la rapida formacién de microcapsulas

que estos van a limitar el contacto del extracto con el oxigeno (Tonon et al., 2010).

Asimismo, a bajas temperaturas de entrada del secador menos a 120°C, la
formacion de microencapsulaciéon es mucho mas lenta, y esto permite una mayor
interaccion de los compuestos fendlicos con el oxigeno y también con la humedad
residual, por lo que genera polvo, pero con mayor humedad y pegajosidad en las

paredes del equipo generando pérdidas de la muestra (Tonon et al., (2008).
Tabla 26

Datos obtenidos del contenido de fenoles totales mayor y menor

Factor M2 ni mo M8 x i mo
Temperatura AC 200 AC 150A
Mal t odextrina % 10 % 5%

Fenoles totales m118,540 N 0 31,651 N 0, :

En | a & abméeast2ra | os valores del contenido
el m2 ni @B ,\BadloorN 0, Yc50 nmgl 0@A Edeg mal t odextri na a
de 20MmMA€ntras que a una temperatura de 150AC
obtuvo el v@Hlow5m8N &L, RA mg GAE/ g

3.7. Determinacibn de la capacidad antioxidante en el extracto
microencapsulado por atomizacién macha macha (Pernettya prostrata
(Cav.) DC)

En la tabla 26 se observa los datos respecto a la capacidad antioxidante por el
método DPPH, donde se realizd por triplicado la lectura de las absorbancias a una
longitud de onda de 515 nm, esto con el fin de obtener los datos con mas precision y
confiabilidad.
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A continuacion, se muestra los resultados obtenidos respecto al % de capacidad

antioxidante.

Tabla 27

Resultados de la capacidad antioxidante por el método DPPH en el extracto

microencapsulado por atomizacién macha macha (Pernettya prostrata (Cav.) DC

MUESTRAS

Actividad antioxidante (%)

50 100 250 500 1000
MM-200 (10%) 3,72+0,12 6,32+0,46  15,13+0,16  29,69+0,31  55,45+0,12
MM-200 (5%) 3,94+0,17 7,21+0,21  18,42+0,41  34,04+0,27 63,94+0,10
MM-150 (10%) 3,99+0,21 6,77+0,15 15,64+0,35 30,12+0,12 54,24+0,15
MM-150 (5%) 3,67+0,35 7,67+0,21 18,18+0,06 32,83+0,66 63,03+0,38
MM-100 (10%) 3,89+0,31 7,60+0,15 16,35+0,06 28,84+0,52 53,40%0,29
MM-100 (5%) 1,85+0,06 5,89+0,06 16,25+0,10 30,88+0,30 59,84+0,46
MCL 2,19+0,25 5,08+0,15 11,50+0,20 21,90+0,10 43,42+0,15

En la tabla 27, se muestra la actividad antioxidante a diferentes diluciones de las

muestras atomizadas a diferentes temperaturas (200,150,100 °C) y encapsulante (5,10

%), cada corrida se trabajo por triplicado. Asi mismo se muestra los valores a diferentes

diluciones obtenidos para la muestra liofilizada.

Figura 35

Gréfico de Barras, de la capacidad antioxidante por el método DPPH de las muestras

atomizadas y liofilizada.
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En la figura 35 se muestra los resultados de la actividad antioxidante obtenidas
a diferentes temperaturas y % de micro encapsulante (maltodextrina), se evidencio un
comportamiento dependiente de la concentracion del extracto en todas las corridas
evaluadas (A1B1i A3B2). En términos generales, se observo un incremento progresivo
del porcentaje de inhibicion del radical DPPH conforme aumenté la concentracién del
extracto de 50 a 1000, lo que indica una relacion dosisi respuesta positiva, caracteristica

de matrices ricas en compuestos fendlicos.

Los valores mas elevados de actividad antioxidante se registraron a la concentracion de
1000, destacando los tratamientos A1B2, A2B2 y A3B2, los cuales alcanzaron
porcentajes de actividad antioxidante cercanos al 601 65 %, este comportamiento
sugiere que las condiciones de procesamiento empleadas en estos tratamientos
favorecieron la conservacion y/o liberacion de compuestos bioactivos, principalmente
antocianinas y otros polifenoles responsables de la capacidad captadora de radicales
libres. Por el contrario, la muestra control (MCL) present6 valores inferiores de %AA en
todas las concentraciones evaluadas, con un maximo aproximado de 45 % a la
concentracion mas alta, lo que evidencia una menor eficiencia antioxidante en

comparacion con las corridas experimentales.

Llimpe, (2017), determiné una actividad antioxidante de 323.96 (equivale
aproximadamente a 81 ug TE/mL en estado maduro), presentando valores préximos al
obtenido ya que se tiene que tomar en cuenta la variedad con la que se trabaj6, ademas
de ser una muestra atomizada, la cual fue expuesta a ciertas temperaturas, por lo tanto
segln los datos obtenidos nos indican que a temperaturas superiores a 150 °C
disminuyen el %AA, lo cual es asociada a la degradaciéon de antocianinas, tal como
sefala Tonon et al. (2008) y Cai & Corke (2000), quienes mencionan la inestabilidad
térmica de los pigmentos fendlicos durante el proceso de atomizacion, por lo que a
temperaturas moderadas y niveles bajos de encapsulante nos permite mayor retencién

de compuestos activos.

3.8. Determinacion de la actividad antimicrobiana en el extracto
microencapsulado atomizado y frutos liofilizados de macha macha

(Pernettya Prostrata (cav.) Dc

Teniendo los resultados 6ptimos de antocianinas monoméricas, fenoles totales
y capacidad antioxidante en la muestra atomizada a condiciones de 150°C con 5% de
maltodextrina (encapsulante), se tomd dicha muestra para analizar la actividad
antimicrobiana por el método modificado de difusion en pozo en agar con 6 cepas,

haciendo una comparacion con la muestra liofilizada a 6ptimas condiciones.
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En la figura 36 se muestra el crecimiento de los halos en las diferentes cepas

en funcion de las concentraciones de la muestra atomizada.
Figura 36

Halos de inhibicién de las 6 cepas en funcién de las concentraciones de la muestra
atomizada

(5) Pseudomone

4 Sal monel | .
aeruginos

B)Candabhice
Se observa los halos de inhibicion para Staphylococcus aureus, Bacillus

spizizenii, Escherichia coli, Salmonella spp, Pseudomonas aeruginosa y Candida

albicans en muestras de macha macha Pernettya prostrata (Cav.) DC atomizado.
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A continuacién, mostramos los halos de inhibicion de 6 cepas diferentes.
Figura 37

Halos de inhibicion de las 6 cepas en funcion de las concentraciones de la muestra

liofilizada
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En las figuras 37 se observa los halos de inhibicion para Staphylococcus aureus,
Bacillus spizizenii, Escherichia coli, Salmonella spp, Pseudomonas aeruginosa y
Candida albicans en muestras de macha macha Pernettya prostrata (Cav.) DC

liofilizado.
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A continuacion, se muestra las concentraciones para Staphylococcus aureus y

Salmonella spp.
Figura 38

Concentracion minima inhibitoria para Staphylococcus aureus y Salmonella spp en

muestra atomizada

(b) Salmonella spp.

En la figura 38 se observa los resultados de la concentracion minima inhibitoria
para Staphylococcus aureus y Salmonella spp. usando como muestra el extracto
microencapsulado atomizado de macha macha Pernettya prostrata (Cav.) DC a 150°C
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con 5% de maltodextrina, donde identificé la concentracibn mas baja que inhibe
totalmente el crecimiento microbiano, se mide con microdiluciones en caldo con

resazurina.

Para Staphylococcus aureus, desde el pozo 4, el color vira a violeta pélido o azul,
se detuvo el crecimiento, es aqui donde comienza la inhibicién completa, indicando una
buena actividad contra esta bacteria. La CMI de ciprofloxacino se da en el pozo 7, siendo

mas diluido.

En Salmonella spp, desde el pozo 3 el color violeta palido se mantiene, indicando
inhibicién, lo que puede afirmar, que esta muestra presenta compuestos con buena
penetracion a través de la membrana externa o con mecanismos de accién. Estos
evaden la barrera de la membrana externa lipopolisacarido que estan presentes en la

bacteria Salmonella que actia como barrera de permeabilidad (Nazzaro et al., 2013).

Tabla 28

Resultados de la concentracion minima inhibitoria para Staphylococcus aureus y
Salmonella spp en el extracto microencapsulado atomizado de macha macha.

Mi croorgani smo CMI ( NA CMI ( mg/ Ti po de ba
Staphyl ococcus 4 12,5 Gram posi

Sal monell a spp 3 25,0 Gram nega

En la tabla 28, se observa los resultados de CMI del extracto microencapsulado
atomizado de macha macha muestran una concentracién minima inhibitoria (CMI) de
12,5 mg/mL frente a Staphylococcus aureus y de 25,0 mg/mL frente a Salmonella spp.
Estos resultados reflejan una mayor sensibilidad de la cepa Gram positiva (S. aureus),
lo cual concuerda con diversos estudios que sefialan que las bacterias Gram positivas
suelen ser mas susceptibles a los metabolitos fendlicos y antocianinas presentes en
extractos de berries o0 especies del género Vaccinium (Cissé et al., 2011; Puupponen et
al., 2001). Estudios reportaron en especies del género Vaccinium valores de CMI
similares o inferiores frente a S. aureus, se atribuyen a la alta concentracién de
antocianinas monomeéricas, flavonoides y acidos fendélicos, compuestos responsables
de alterar la integridad de la membrana celular bacteriana y generar fuga de

componentes intracelulares (Puupponen et al., 2001; Lacombe et al., 2010).

En la siguiente tabla se presenta los resultados de los halos respecto a las muestra

atomizada y liofilizada.
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Tabla 29

Resultados de los halos promedio de la muestra liofilizada y en el extracto micro
encapsulado por atomizacion de macha macha (Pernettya prostrata (Cav.) DC en las 6

cepas
Pernettya pr Pernettya pro:
(Cav.) DC DC
atomi zado l'iofilizac
Cl asi fi cepas
ecsotngtnrdo Hal o Contro Hal o:
. Pr om. est8&8nde Pr om
(ciprofl .
0) (mm) (ciprofl ( mm)
Gram posStaphyl 12,04 12, 84
Uus aur e 11,66 "5 56 11,46 0,15
Bacil |l u 8, 17 7,33
spizize 20, 74 0, 36 20,90 0, 41
Gram necEscheri 10, 03 8,89
col i 24,23 556 21,55 4 2%
Sal mone 9,56 8,41
spp. 23,48 0. 41 22,03 0. 19
Pseudon 9, 33 8,61
s aerug 15,37 0, 28 ) 0,23
Contro Hal o Contro Hal o
est 8§nd Pr om. est 8§nde Prom.
(cl otri ( mm) (clotrir ( mm)
LevadureéCandi da 12,72 0.0 11. 94 0.00

(Eucarical bi can

La tabla 29, muestra los halos promedio expresado en mm; en el caso de las
Gram positivas, Staphylococcus aureus fue la cepa mas sensible en ambos
tratamientos, con halos de inhibicion de 12,04 + 0,26 mm para el extracto
microencapsulado atomizado y 12,84 + 0,15 mm en la muestra liofilizada; este ultimo
resultado superé al halo control que fue de 11,46 mm, indicando un efecto
antimicrobiano muy notable. A diferencia de Bacillus spizizenii, que dié6 como resultado
halos mas reducidos de 8,17 + 0,36 mm para atomizado y 7,33 + 0,41 mm en liofilizado,
estando muy por debajo del control (20.74120.90 mm). Esto podria atribuirse a su

capacidad de formar esporas o a una menor susceptibilidad intrinseca.

En las Gram Negativas, Escherichia coli present6 halos de 10.03 + 0.26 mm para
el extracto microencapsulado atomizado y 8.89 + 0.26 mm en atomizados, siendo ambos
resultados menores a los controles estandar de ciprofloxacino. Asi mismo Salmonella

spp., presenté valores de halos (9,56 + 0,41 mm en liofilizado y 8,41 + 0,19 en
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atomizado) muy por debajo del control (22,03 - 23,48). En el caso de Pseudomonas
aeruginosa, que es conocida por su alta resistencia, presento6 halos de 9.33 + 0.28 mm
(atomizado) y 8.61 + 0.23 mm (liofilizado) con control estdndar de ciprofloxacino de
15,37 mm en el extracto microencapsulado atomizado y en el liofilizado no se reportd
halo de control, evidenciando actividad inhibitoria resistente.

Las Gram negativas han mostrado mayores halos con la muestra de macha
macha Pernettya prostrata (Cav.) DC atomizado, En general, las bacterias Gram
negativas mostraron mayores halos con el extracto atomizado, lo que sugiere que el
calor del proceso pudo favorecer la solubilizacion o activacion de compuestos activos
con afinidad por estas estructuras bacterianas mas complejas.

En la levadura Candida albicans, en ambos tratamientos no se ha producido
halos de inhibicion, mientras que el control estandar positivo (clotrimazol) si generé
halos de 12.72 mm (atomizado) y 11.94 mm (liofilizado). Confirmando que las muestras
carecen de actividad antifiingica que pueda detectarse frente a Candida albicans, en las

condiciones gue se hizo los ensayos.

A continuacién, se presenta una comparacion respecto a los halos de inhibicién

obtenidos.
Figura 39

Comparacion de los halos de inhibicion promedio en muestras del extracto
microencapsulado por atomizacion y liofilizada macha macha (Pernettya prostrata
(Cav.)

Comparacion de halo de inhibicién promedio = DE (incluye C. albicans)
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En la figura 39 muestra el grafico de comparacién de halos de inhibicién
promedio mas la desviacion estandar en las diferentes cepas con muestra atomizada y
el extracto microencapsulado por atomizacion de macha macha (Pernettya prostrata
(Cav.), asi como los controles positivos de ciprofloxacino para bacterias y clotrimazol en

el caso de la cepa candida albicans.

Ambas muestras de macha macha Pernettya prostrata (Cav.) DC, presentaron
actividad antimicrobiana significativa frente a la bacteria Staphylococcus aureus, ya que
influenciaron en la conservacion de compuestos bioactivos, donde la muestra liofilizada
mostré un halo mayor, debido a que este proceso preserva mejor los compuestos
fendlicos sensibles al calor (Wilkowska et al., 2010), tal como salieron en nuestros
resultados, altos valores para antocianinas monomeéricas, fenoles totales y actividad

antioxidante a diferencia de la muestra atomizada.

Varios estudios respaldan los resultados obtenidos de la actividad
antimicrobiana significativa contra Staphylococcus aureus, por ejemplo, (Bolafios &
Gutiérrez, 1999) informaron que el extracto de P. prostrata produjeron un halo de 12 mm
frente a S. aureus, mientras que Escherichia coli no mostr6 inhibicién. Esta presencia
de actividad antimicrobiana indica que S. aureus es la cepa mas sensible, con mayor
susceptibilidad atribuyendo en parte a la ausencia de una membrana externa, lo que
facilita la accibn de compuestos antibacterianos polifendlicos sobre la pared celular
frente a esta bacteria, confirmando que esto atribuye en parte a la ausencia de una
membrana externa, esto facilita la accién de compuestos antibacterianos polifendlicos
sobre la pared celular (Guevara et al., 2022) menciona que en especies de la familia
Ericaceae, como el mortifio (Vaccinium floribundum), han demostrado una diferencia
actividad antimicrobiana contra Staphylococcus aureus, con halos de hasta aproximado
16 mm en ensayos de difusion agar. Del mismo modo, investigaciones en especies
afines como Pernettya prostrata (Cav.) DC (mortifio) han reportado una inhibicion
destacable de S. aureus. Llivisaca et al. (2019) describieron que extractos
hidroalcohdlicos del mortifio presentaron zonas de inhibicion significativas frente a S.
aureus, relacionando esta respuesta con un alto contenido de fenoles (229.81 mg
GAE/100 g) y antocianinas (hasta 16.04 mg C3G/100 g). De igual forma, Guevara et al.
(2022) demostraron que el extracto etandlico de V. floribundum recolectado a mayores
altitudes y en etapas avanzadas de madurez present6 una MIC de 1.3 mg/mL frente a
S. aureus, atribuyendo este efecto a una mayor acumulacion de antocianinas del tipo

cianidina-3-glucésido.
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En especies de la familia Ericaceae Rincon-Aguilar et al. (2014) v
Staphylococcus aureus, lo que mm evidencia la presencia de metabolitos secundarios
con potencial bioactivo. Este resultado coincide con la tendencia observada en otras
especies de la familia Ericaceae, caracterizadas por su alto contenido de compuestos
fendlicos y antocianinas con capacidad inhibitoria frente a bacterias Gram-positivas.

Ordéfiez et al. (2023) evaluaron extractos metanodlicos de P. prostrata frente a
fitopatégenos como Ralstonia solanacearum y Phytophthora infestans, observando una
inhibicion del 69.25 % a 45 mg/mL y una concentracion minima inhibitoria (MIC) de 22.5
mg/mL. Aunque su estudio no incluy6é S. aureus, los autores atribuyeron la actividad
antimicrobiana a la presencia de flavonoides, taninos y antocianinas, lo cual respalda el

mecanismo de accién propuesto en este trabajo.

Estos hallazgos coinciden con la hip6tesis de que la actividad antimicrobiana
frente a S. aureus en frutos andinos esta directamente asociada a la concentracion de
compuestos fendlicos y pigmentos antioxidantes, los cuales pueden alterar la
permeabilidad de la membrana bacteriana o desnaturalizar proteinas de superficie
(Cushnie & Lamb, 2011).

Por otra parte, Maldonado Rodriguez et al. (2023) reportaron una inhibicion
similar del crecimiento de S. aureus y E. coli mediante extractos de V. floribundum en
infecciones urinarias, destacando un efecto mayor en las bacterias Gram-positivas. Este
comportamiento concuerda con los resultados obtenidos en P. prostrata, donde la
sensibilidad de S. aureus podria estar asociada a su pared celular rica en
peptidoglicano, mas susceptible a la acciéon de compuestos fendlicos que las bacterias

Gram-negativas.

En conjunto, estos antecedentes permiten afirmar que la actividad
antimicrobiana significativa observada en P. prostrata frente a S. aureus es consistente
con el comportamiento de otras Ericaceas andinas como V. floribundum. Dado que no
se han reportado estudios previos de P. prostrata frente a bacterias humanas, el
presente resultado constituye un aporte original que amplia el conocimiento sobre el
potencial antimicrobiano de esta especie nativa y sugiere la posibilidad de aprovechar

sus compuestos bioactivos en formulaciones alimentarias o farmacéuticas naturales.
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3.9. Determinacion de la toxicidad en el extracto microencapsulado atomizado

y frutos liofilizados de macha macha ( Pernettya Prostrata (cav.) Dc)

Se determiné la toxicidad mediante el método artemia salina en la muestra

atomizada a 150°C con 5% de maltodextrina y la muestra liofilizada.
Tabla 30

Resultados del % de Mortalidad de los nauplios en en el extracto microencapsulado por
atomizaciéon macha macha (Pernettya prostrata (Cav.) DC

Co(n(gge/nr:”_r)c Toteanl cdaed an aruepplel % Mortalic
0 10 0,0 % N O
1 10 3,3 % N 0
10 10 6,7 % N 0
100 10 10,0 % N
500 10 23,3 % N
1000 10 46,7 % N |

En la tabla 30, se tiene el porcentaje de mortalidad promedio (03 repeticiones)
de los nauplios a diferentes concentraciones de ug/mL, que fueron evaluadas con
muestra atomizada de macha macha Pernettya prostrata (Cav.) DC, secada a 150°C y

5% de maltodextrina.
Tabla 31

Resultados del % de Mortalidad de los nauplios en frutos liofilizados de Pernettya
prostrata (Cav.) DC

Co(né:ge/nr;Lr)c Toteanl cdaed an aruepplel % Mortalic
0 10 0,0 % N O
1 10 3,3 % N 1
10 10 3,3 % N 0
100 10 16,7 % N |
500 10 23,3 % N
1000 10 40,0 % N

En la tabla 31, se tiene el porcentaje de mortalidad de los nauplios a diferentes
concentraciones de ug/mL, que fueron evaluadas con muestra liofilizada de macha

macha Pernettya prostrata (Cav.) DC, trabajando por triplicado.
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La figura 40 muestra como la concentracion (ug/mL) a medida que va
aumentando, también asciende la mortalidad de los nauplios en ambas muestras, lo que

demuestra que hay presencia de actividad biolégica.
Figura 40

Diagrama de dosis-respuesta del extracto microencapsulado por atomizacion y frutos

liofilizados de macha macha (Pernettya prostrata (Cav.) DC
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La linea azul representa a la muestra atomizada que va de 3.3% con 1 pg/mL a
46,7 % con 1000 pug/mL, donde la concentracion letal media (LCso) fue de 1 089 pg/mL,
quiere decir que a esa concentracion el 50% de los organismos mueren. Presenta
pendiente pronunciada hacia las concentraciones altas, demostrando que mayor

actividad que dafia a las células (actividad citotéxica).

La linea naranja representa a la muestra liofilizada que va de 3.3% con 1 pg/mL
a 40 % con 1 000 pg/mL, donde la concentracion letal media (LCso) fue de 1 515 pg/mL,

evidenciando que presenta menor toxicidad a diferencia del liofilizado.
Tabla 32

Resultados del % de Mortalidad de los nauplios en el extracto microencapsulado por

atomizacion Y frutos liofilizados de macha macha (Pernettya prostrata (Cav.) DC

Concentr. Mortald.i LGo e
Muestr (6g/ mL) % (6g/ m Clasifice
atomiza>1000 50 1,089 Baja toxic
l'iofili >1000 50 1,515 Baja toxic
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En la tabla 32, se tiene los resultados de ambas muestras analizadas, con CL50
= 1,089 ug/mL para el extracto microencapsulado por atomizaciony CL50 = 1,515 ug/mL
en el liofilizado, siendo clasificados ambos con baja toxicidad, sin embargo, el liofilizado
presenta un valor mas bajo, lo que respalda que este proceso permite una mayor
conservacion de los metabolitos termo-sensibles sin que se produzca una degradacion
o transformacion (Ratti, 2001). Por el contrario, en el proceso de atomizacion, la
temperatura de entrada que fue a 150°C, puede llegar a favorecer reacciones de
oxidacion o formacion de productos intermedios térmicos, que pueden alterar la
estructura de algunos compuestos fendlicos, que hace incrementar de manera leve la
actividad biolégica (Tonon et al., 2010). Resultados similares se reportaron por (Morales

etal., 2019), en frutos andinos ricos en antocianinas, siendo LCso superior a 1000 pg/mL.

Sin embargo, el nivel de toxicidad en ambos es bajo, por lo que, ambos procesos
de conservacion de los frutos de macha macha Pernettya prostrata (Cav.) DC, son
técnicas bastante viables para la conservacion de las propiedades sin llegar a

comprometer la inocuidad en el alimento.

Los efectos que aducen al consumir este fruto en exceso, son malestares muy
parecidos a los ocasionados por ingerir cantidades altas de bebidas alcohdlicas; se
puede deber a una alteracion temporal del metabolito hepético, neurolégico o
gastrointestinal debido a las concentraciones de antocianinas y taninos que presentan
estos frutos, siendo los responsables de reducir la absorcion de minerales (hierro, zinc),
alterando la microbiota intestinal, provocando un estrés metabdlico transitorio, muy

similar al que ocurre después de ingerir alcohol (Wu et al., 2006).
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CONCLUSIONES

Los frutos liofilizados y el extracto microencapsulado por atomizacién de Macha
Macha (Pernettya prostrata (Cav.) DC) en estado de madurez presentan un
contenido elevado de antocianinas monoméricas y compuestos fendlicos, ademas
de una actividad antioxidante moderada, una actividad antimicrobiana significativa
frente a Staphylococcus aureus y baja toxicidad.

Las condiciones Optimas para la extraccion de antocianinas monoméricas y
compuestos fendlicos de los frutos de Macha Macha se lograron utilizando etanol
al 70% y una relacion solvente/muestra de 3:1, condiciones que favorecieron la
recuperacion de compuestos bioactivos.

Se identificaron un total de 6 antocianinas monomeéricas: Delfinidina-3-rutinésido,
Delfinidina-3-glucésido, Cianidina-3-glucésido, Petunidina-3-rutinésido, Malvidina-
3-glucésido y Peonidina-3-glucosido. El contenido de antocianinas monomeéricas
en los frutos liofilizados y en el extracto microencapsulado por atomizacién fue de
39,047 mg/g y 27,380 mg/g, respectivamente, determinados mediante el método
de pH diferencial.

El contenido de fenoles totales en los frutos liofilizados y en el extracto
microencapsulado fue de 43,753 mg GAE/g y 31,651 mg GAE/qg, respectivamente,
determinados por el método de Folin-Ciocalteu.

El extracto microencapsulado por atomizacion de Macha Macha mostré un
potencial antioxidante éptimo de 61,17% (a 1000 pg/mL), determinado mediante
el método DPPH, lo que evidencia su capacidad para actuar como agente
captador de radicales libres.

Tanto el fruto liofilizado como el extracto microencapsulado presentaron actividad
antimicrobiana, evaluada mediante el método modificado de difusién en pozo en
agar, siendo mas efectiva frente a Staphylococcus aureus, mientras que la
inhibicibn frente a Bacillus spizizenii, Escherichia coli, Salmonella spp.,
Pseudomonas aeruginosa y Candida albicans fue menor.

La evaluacién de toxicidad por el método de Artemia salina mostr6é que los frutos
liofilizados y el extracto microencapsulado por atomizacién presentan baja
toxicidad, con valores de 1,089 ug/mL y 1,515 pg/mL, respectivamente, lo que

sugiere su potencial seguridad para aplicaciones alimentarias y farmacéuticas.
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RECOMENDACIONES

1 Se recomienda profundizar en la caracterizacién quimica integral de los frutos
de Macha Macha (Pernettya prostrata (Cav.) DC), incluyendo la identificacion del
perfil de antocianinas, taninos y acidos fendlicos. Este andlisis permitira
establecer relaciones mas precisas entre la composicion polifendlica del fruto y
su actividad antimicrobiana, contribuyendo a comprender los mecanismos de

accion de sus compuestos bioactivos.

1 Considerando la baja toxicidad observada en los extractos y frutos de Macha
Macha, se sugiere llevar a cabo estudios especificos sobre las semillas, ya que
podrian ser las responsables de los malestares reportados por el consumo
excesivo del fruto. Este andlisis permitiria determinar su seguridad y establecer
recomendaciones adecuadas para su uso en alimentos o productos
nutracéuticos.

9 Utilizar otras metodologias de investigacion para poder determinar con exactitud
que componente y/o componentes pueden ser téxicos en los frutos de Macha

Macha.
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Anexo 1

Andlisis botanico de la planta de macha macha (Pernettya prostrata (Cav.) DC)
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LA JEFA DEL HEEBARIO S5AN MARCOS (USM) DEL MUSEOQ DE HISTORIA
NATURAL, DE L4 UNIVERSIDAD NACIONAT MAYOR DE SAN MARCOS, DETA
CONSTANCIA QUE-:

La muestra vegetal (fertil) recibida de Fiorela Pacheeo Espinoza, estudiante de pregrado de
la Umiversidad Macional de San Cristobal de Huamanga ha sido esindiada v elasificada come:
Pernetiya prostrafa (Cav.) DC. ¥ tiene 1a sigwente posicion taxonomica, segim el Sistema de
Clasificacion APG IV (2016).

ORDEN : Ericales Bercht. & J. Presl
FAMILIA - Encaceae Juss.
GENERQ : Pernettya Gaudich.
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Procedencia: Anexo Nueva Esperanza, Qoumoa, Hoamanga, Ayacucho
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Anexo 2

Ficha técnica de la maltodextrina utilizada

" XIWANG INTERNATIONAL TRADE CO.,LTD.
HANDIAN TOWN,ZOUPING COUNTY,SHANDONG,CHINA

CERTIFICATE OF AI;IALYSIS

Commodity: MALTODEXTRIN DE10-12

Batch No XIWANG2024-02 Inspection Standard iGB/TZUSS?. 6-2021 Quantity: 56mt
Manufactare
Date 2024.07.31 [Expiry date 2026.07.30 sample drawer Du Zhi Xue
Serial Number Item Standard Inspection Result
1 Appearance V;:l;ite powder of with little yellow shadow has no fixed pass
shape
2 Smell It has special smell of Malt-dextrin and no exceptional smell pass
ﬂ 3 Taste Sweetness or little sweetness, no other taste pass
4 Moisture%o =6.0 5.7
PH(in 50% water
5 solution) 4.0-7.0 5.0
6 lodine reaction No blue reaction pass
1 De- equivelent,% 10-12 12.00
8 Sulphated Ash% =0.6 0.30
Total Solid
| 9 (Solubility)% =98.0 99. 60
J 10 pathogenic Bacterium not exist pass
E- Coliforms,
. 11 unit/100g 30Max _<30 ]
l 12 Salmonella Not exist pass
|
13 Yeast, unit/g 150Max 10
14 Mould, unit/g 150max o
r 15 Arsenic, mpkg <05 pass
16 [Lead mykg <05 pass A
I 17 Total plate count,cfw/g <3000 20 -
I
18 Packing in 25 kg Plastic woven paper bags o
19 Storage Kept in dry, cool and ventilated place )
20 Shelf-life 24Moths Min
| Remarks TS

T e —
Za\ Ti
MADE IN CHINA A\l =




Anexo 3

Caracterizacion fisica de los frutos de macha macha (Pernettya prostrata (Cav.) DC)

Anexo 4

Seleccion de frutos de macha macha (Pernettya prostrata (Cav.) DC)

-
-




Anexo 5

Pesado de frutos de macha macha (Pernettya prostrata (Cav.) DC) antes de poner al

equipo liofiliador

Anexo 6

Frutos de macha macha (Pernettya prostrata (Cav.) DC) en proceso de liofilizaciéon




Anexo 7

Extraccion de antocianinas etanol al 70%

Anexo 8

Filtrado de muestras, para analizar el contenido de antocianinas monomeéricas




Anexo 9

Extraccidon de muestra con la micropipeta para analisis

Anexo 10

Dilucion de las muestras de macha macha




Anexo 11

Colocacién de las cubetas en el espectrofotometro para poder hacer las lecturas de

absorbancias

Anexo 12

Lectura de las absorbancias




Anexo 13

Diagrama de la preparacion de la curva de calibracion de DPPH

4"‘90"9’1/—\ '/‘EYOH%'cso
i

YA
P o Y

875ul 7,50 uL 625ul S500ul 375ul 250 ul 1.25uL 0

VALLL AL

[35ug/ml] [30ugml] [25ug/ml] [20 ug/mL] [15ug/ml] [10ug/mL] ([Sug/ml] [1 ug/mL)

Anexo 14

Diagrama de la preparacion del reactivo ABTS 7Mm

19,202 mg ABTS /-\ '/‘ H:O csp

3mL '/- 3 mL KaS:0 2.45mM {3.3mgx:s:0aosmmo

7.0 m =
]

Reposar 16 hr a temperatura ambéente
'/" EtOH 96° cps Arsarm = 0,70 £ 0.2

ABTS™

Anexo 15
Diagrama de la preparacion del reactivo FRAP

78 mg TPTZ ,--,‘ IPr--"'---l'll::I 40 mbd

TPTZ 10 mM i
6.15 mg CaHaNaC:z +

25 mL Buffer acetato pH 3,6« 2.0 mL CH3COOH (gh+
2 5 ml D e2p 250 mL

1352 mg + FeCla#

h
25 mL FeCls 20 miM Hz0 csp 25 mL

Solucidn de frabajo



Anexo 16
Diagrama de proceso para la determinacion de la capacidad antioxidante por el método
DPPH, para las muestras atomizadas.

Se midié 10 mL de

2 etanol 70 °
muestra atomizada

Se homogenizd x 20

min.

Se enrazo en 25 mlL y se
pasa a centrifugar a 200
RPM %10 min

0,125 mL 0,250 mL 0,625 mL 0,625mL 0,625 mL

BAkofem
ey =

Se enrazé con 10
e @« mideetanola - - - o
cadafiola = . T S -
' [50 pg/mi] [100 ug/mi] [250 ug/mi] [500 ug/mi]  [1000 ug/mi]
0,3 mLetanol 70°
0,3mL 0,3mL 0,3mL 0,3mL 0,3mL
Sa dejd durante 30
control min en un lugar fuera

T = = = del alcance dz la huz

, LI
Sezfadié 2,7 mL

. desolucion DPPH { J

| [40pg/m] a cada I
" tubo de ensavo

0,3 mL de EtOH 70°
-

2,7 mL de EtOH 96°

\

Se realizé la lectura de Ilas
absorbancias a 515 nm en el
espectrofotometro

-

Blanco



Anexo 17
Diagrama de proceso para la determinacion de la capacidad antioxidante por el

método DPPH, para la muestra liofilizada.

-5'-:'?,

ISP | '
/ y
‘ .
Se midio 10 mL de
Se pesd 100 mg de 1‘ metanol

muestra liofilizada

Se homogenizd y sonificé a SOWx 1 H

‘ Se filtra con papel Whatman N24
ﬁ [10 mg muestra/mli]
T smL

Se enrzzé en 10 mL de
metanol

[5 mg/mi]

0,125 mL 0,250 mL 0,625 mL 1,25 mL 2,5 mL

—

‘ Se enrazo con 10
mL de metanol ¥
[50 g fml] [100 pgfmi] [250 pg/mi] [500 ug/ml]  [1000 pg/fmli]
0,2 mL Metanal
Se dejo durante 30
min en un lugar fusra
Control 0,3 mL 0,3 mL 0,3 mL 0,3 mL 0,3 mL del alcance de la luz
: : : : :-:'q:'
| Seafadié2,7mL ’1 111
de solucicn DFFH } } ) ) )

[40 pg,/mi] a cada |l J

o
. ) tuba de ensayo

3 mi Metanol

Se realizo la lectura de las
absorbancias a 515 nm en
el espectrofotémetro




ANEXO 18

Desarrollo de los calculos de las antocianinas en mg/g para muestra liofilizada

Los mL totales de macha . .
9 Antocia Antoci a

ExtraC-di obtenido de atomi zada us¢ Abs MW DF 10* E mg/ L mg/ g
extracci -n extracci
1 2o 25 0,2503 0217 4489 50100269(1 1818 180
2 10 % 25 0,2507 0225 449,50100269(1 1886 1873
3 25 0,2511 0255 449,50100269(1 2191 2120
4 Uz o c 25 0,2508 0244 449,50100269(1 2033 201
5 s oy 25 0,2505 0241 449,50100269(1 2022 2008
6 25 0,2508 0271 449,50100269(1 2287 255
7 25 0,2513 0256 449,50100269(1 21325 212 6
8 '\’("\’;105%5 25 0,2505 0303 449,50100269(1 25809 255
9 25 0,2506 0299 449,50100269(1 2485 2401
1o 25 0,2511 0328 449,50100269(1 27,86 2R 7
11 5 oy 25 0,2516 0320 449,50100269(1 26,8 266 5
12 25 0,252 0312 449,50100269(1 2680 25 4
13 25 0,2507 0261 449,50100269(1 21,92 217 3
14 N 25 0,25009 0279 449,50100269(1 2325 221
15 25 0,2503 0285 449,50100269(1 2396 2377
16 25 0,2532 02909 449,50100269(1 2465 2465
17 M(Msloz)c 25 0,2542 0310 449,50100269(1 2583 251 6
18 25 0,2506 0307 449,50100269(1 2583 2 % 7




Procedimiento:

0 QQG'WRBDE 0 £ 0 QOH VD R DEWIR I'QBQEQD 6 J’)’QE)%;Q
82002001 @

0z1
Donde: 60 = (0520¢ a1 0 700¢ ) A, 005204 &1 0 700¢ O "'@,5.
00=00Qiaé 6 Qd 0449, 2 g mol para cianidina
'O "& Actor de dilucion establecido.
103 = Factor de conversion de g a mg.
'O= 26900 coeficiente de extincién molar, en L mol Z ¢ m, para ciani di
glucésido.

1 = Longitud de trayecto en cm
a) Determinando la absorbancia.

51 =(5520¢ a1 67008 N 'A, 055204 &7 6 700% @ n Q5.

61 = (0, 26®AT, 00,/0QqP), 0FF@57 0, 004)
61=0,217
62 =0,218
63=0,216

ni € a Qo7

b)  Determinand o el pigmento de antocianina (equivalentes de cianidina -3-

glucésido).
'#__Q lz0-z2$ &p
] O/OZp
L LG T pXT TRYP L Hp T
i ¢ @ WAt
I .
g LY p Yipy

c) Proceso de conversion hasta obtener las unidades

pwfptlngcUI

I It ——
' #. ¢ ¢loou onin 2@ v 1o

na



<
—

I # . =
pip c
Se determiné por triplicado:
e
I # . =
pip c
e
_ic
I #. pin pE
Determinando el promedio:
Pigmento de antocianina (equivalentes de cianidina-3-glucosido — ) =18,10 —

Anexo 19

Desarrollo de los célculos para determinar fenoles totales expresado en mg GAE/g en

muestra de macha macha (Pernettya prostrata (Cav.) DC) liofilizado

Conc mg GA g de
Los m mac h a
Conc. (mg tot al e en | mac h a mg
GAE/ m GAE/ n mL . GAE/ g
extra at omi .
Corr s eg¥n ) X tot al mac h a
Abs . obten 0]
a curva fact de . . . macha
. de ca ut il iz .
calibr de extra at omi
. extrat en |
n il uc n Obterextra1
(25) o] n
Al 0,493 0017 0422 25 16643 02503 42220
B1 0427 0,015 0,364 25 9,09 8 02507 3@91
Cc1 0,363 0,012 0,308 25 7697 02511 3(®54
A2 0522 0,018 0,447 25 1177 02508 4466
D1 0441 0,015 0376 25 9,404 02505 373B43
A3 0528 0,018 0452 25 11309 02508 4590
E1l 0,384 0,013 0,326 25 8157 02513 324509
A4 0508 0017 0435 25 171 02505 43B96
A5 0495 0017 0423 25 1686 02506 42244
F1 0,385 0,013 0327 25 8,179 02511 3572
G1 0,393 0,013 0334 25 8,354 02516 3303
H1 0379 0,013 0322 25 8,048 02520 31935
| 1 0,438 0,015 0374 25 9339 02507 37251




Anexo 20

Desarrollo de los célculos para determinar fenoles totales expresado en mg GAE/g en muestra de macha macha (Pernettya prostrata (Cav.) DC)
atomizado

Conc (1 g de mac mg

Mac h GAE/ ml Conc. Los mL tot M9 GAE e mac ha GAE/ g

Mach Abs s eg¥n ((mg GAE/nextracto (mL total atomi zac machaProme(DesveDesve

aton curva factor de de cada ex extralct utilizadc macha Rel at
calibr (25) obtenid extracciliofil

v 021f 0007 0178 25 4458 02508 17776

200 023: 0008 01093 25 4830 02505 1®82 18,54 0,75 4,06

(10%052., 0.007 0186 25 4655 02508 18661

v 028¢ 0010 0242 25 6,05 6 02511 2417

200 0275 0009 0233 25 5815 02516 23113 23,08 1,04 4,51

(5%)g26: 00009 0222 25 555 2 02520 22034

v 031¢ 0011 0267 25 6,6 69 02513 2637

150 031: 0011 026 3 25 658 1 02505 20272 26,56 0,30 1,13

(10%631¢ 0011 0269 25 6734 02506 2673

v 0377 0013 0320 25 8,00 4 02513 318409

150 037: 0013 0315 25 7872 02505 3427 31,65 0,21 0,56

(5% 937, 0013 0318 25 7,038 02506 31676

v 0290 0010 0245 25 6122 02507 2418

100 029« 0010 0247 25 6,187 02509 24660 24,71 0,32 1,33

(10%059¢ 0010 0251 25 6275 02503 25069

v 0351 0012 0301 25 7522 02507 30005

100 035: 0012 0298 25 7457 02509 29019 29,34 0,28 0,94

(5%)g34¢ 0012 0295 25 7369 02503 20441




ANEXO 21
Barrido espectral entre 300 a 600 nm de las absorbancias en el equipo del
espectrofotdmetro, Marca: THERMO FISHER SCIENTIFIC, Modelo: GENESYS 6

Archiva  Medir  Opriones  Ayuda

P —=—
Medir Muestras | Lin. Base
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Barrido

[600.0nm 0.000A

Inicio  [300 Fin [600  nom 05
Intervalo |1 ~| nm

Espectrofotometio

Modo Medida A - 04
Velocidad Medium >
Pardmetros avanzados

03
Grafico

Ty [ozs " Onica

minimo & Superpuesto

eieY o
Rastreo de Picos

Picos r
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Umbral 0.01 A

02

o1
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oo

525 nm

0,334 A 200 (10+80) 2 PH=T.c5v 0.016 4 200 [10+80) 2 PH=45.cav
0,357 4 200 (10+80) 3PH=1.cow ——— 0.027 & 200(10+30) 3 PH=4.5.c5v

Borar | Formato | Autcescalar | Etiqueta = | |

ANEXO 22
Antocianina monomérica (Delfinidina-3-glucosido) identificada mediante el método
cromatogréfico con el equipo UHPLC-DAD

7 SEQ16022026 &5 machamacha 0.6 UV_VIS_1 WVL:E20 nm 600
140000 R %
mAU OO ® 52358
@ @ §0.04
=] ™~
120,000 T
: 3 375
2
100,000 3 E ; . 278.19
] :; Eg E 0 215.
80,000 = PR
£ - 125
-
60,000 ; @ £% @
i 28 2 0.0
1 48 2
40,000+ a £o . 4 L
2 ° Seooog & 8 33 1257
¥ isis ®e o=
no : 55 < % W &
20000 R eg L3 Loy 250]
z ﬂ < o 2 zZ 7 zZz
! Te ! ) N vy
| T T N7 -0 ]
"M . NIA T e T 5
min nm
-ZDOE’J-\ T T T T T T T T 1 503 ) T T T T T 1
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ANEXO 23
Antocianina monomérica (Delfinidina-3-rutinésido) identificada mediante el método

cromatogréfico con el equipo UHPLC-DAD

ANEXO 24
Antocianinas monoméricas N.l. mediante el método cromatogréfico con el equipo
UHPLC-DAD



