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RESUMEN

El presente trabajo de investigacién se llevo a cabo en los laboratorios de la
Escuela Profesional de Farmacia y Bioquimica de la Facultad de las Ciencias de
la Salud de la Universidad Nacional de San Cristobal de Huamanga, en el Centro
de Desarrollo, Analisis y Control de Calidad de Medicamentos vy
Fitomedicamentos (CEDACMEF). El objetivo fue determinar el contenido total de
antocianinas y la capacidad antioxidante en dos plantas del género Berberis. Los
frutos fueron recolectados en el distrito de Vinchos, provincia de Huamanga en el
departamento de Ayacucho. La cuantificacion del contenido de antocianinas se
determiné por el método de pH diferencial mientras que para medir la capacidad
antioxidante se optd por el método de DPPH utilizando para ello al Trolox como
estandar. La Berberis flexuosa “ayrampu" presenta un color guindo, olor sui
géneris, sabor &cido y aspecto de polvo fino, mientas que la Berberis lutea
“tankar” presenta un color guindo claro, olor sui géneris, sabor acido y aspecto
de polvo fino. El contenido de fenoles totales fue de 34,1 mg. EAG/g.EA en
Berberis flexuosa “ayrampu” y 29,21 mg. EAG/g.EA en Berberis lutea “tankar”. El
contenido de las antocianinas fue de 13,25 mg/100 g de antocianina extraida en
Berberis flexuosa y 4,73 mg/100 g de antocianina extraida en Berberis lutea.
Finalmente se determind la capacidad antioxidante del extracto atomizado de las
dos plantas del género Berberis mediante el método DPPH (2,2-difenil-1-
picrilhidracilo). Se concluye que el extracto atomizado de los frutos de las dos
plantas del género Berberis presenta antocianinas con capacidad antioxidante.

Palabras clave: Berberis flexuosa “ayrampu”, Berberis lutea “tankar”, fenoles,
antocianinas, capacidad antioxidante.
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l. INTRODUCCION

En los Ultimos afios se ha investigado frutos andinos, en funcion a sus
propiedades alimenticias, medicinales y nutraceuticas; donde se han difundido
resultados de altos componentes nutritivos y de alta capacidad antioxidante, el
cual es de gran importancia para su ingesta y asi mismo a la prevencion de
enfermedades congénitas, malformacion celular, cardiovascular, entre otros y asi
coadyuvar a la tendencia de las industrias que se ocupan de promover la salud y
la prevencion de enfermedades.

Tal es el caso de las especies pertenecientes al género Berberis, cuyo fruto es
una pequefa baya azul negruzca comestible alta en azlcares y vitaminas. Este
género presenta alrededor de 600 especies distribuidas en el hemisferio norte y
extendiéndose a través de los andes hasta la regién Austral de Sudamérica,
creciendo de manera silvestre, siendo el gran problema de su produccion, el
escaso conocimiento que existe hasta el momento.

Las antocianinas son glucésidos de antocianidinas que pertenecen a la familia
de los flavonoides, el interés de estos pigmentos se ha incrementado en los
ultimos afos, debido no solo al color que producen sino también a la reduccién
de problemas coronarios, cancer, diabetes, sus efectos antiinflamatorios y
antioxidantes.

Las principales fuentes de estas antocianinas son los frutos, en esta
investigacion tenemos a dos tipos de frutos, a la Berberis lutea “tankar” y a la
Berberis flexuosa “ayrampu” que son originarias del Peru, estas crecen como
plantas silvestres en zonas alto andinas exactamente en la provincia de Vinchos-
Ayacucho.

La técnica utilizada para la cuantificacion de antocianinas fue por el método de
pH diferencial, que permite la estimacion alternativa del contenido de
antocianinas, incluso en la presencia de pigmentos polimerizados y otras

interferencias mediante el empleo de un agente tampo6n y la medicidbn por



espectroscopia UV-Vis. La medicion de la capacidad antioxidante se realizd

mediante las técnicas de DPPH (2,2 difenil -1- picrilhidracilo), utilizando para ello

el reactivo de patron Trolox (&cido-6-hidfroxil-2,5,7,8,-tetrametilcroman-2-

carboxilico).

El presente trabajo de investigacion cuenta con estudios previos a cerca de las

diferentes especies de este género, asi que los resultados obtenidos seran

plasmados en el siguiente informe, de acuerdo a un estudio minucioso de

técnicas y procedimientos en base a principales objetivos.

Objetivo general

Determinar el contenido total de antocianinas y la capacidad antioxidante de las

dos especies del género Berberis.

Objetivos especificos

o Determinar el contenido total de antocianinas presentes en el extracto
atomizado de los frutos de las dos especies del género Berberis.

e Determinar la capacidad antioxidante del extracto atomizado de los frutos de
las dos especies del género Berberis.

e Determinar las caracteristicas fisicoquimicas del extracto atomizado de los

frutos de las dos especies del género Berberis.



Il MARCO TEORICO

2.1. Antecedentes del estudio

Hasta el momento se ha encontrado estudios previos realizados a cerca de
algunas de sus mas de 600 especies y las metodologias utilizadas hasta el
momento.

Del Carpio et al'., realizé una investigacion cuyo titulo es “Evaluacién de las
antocianinas presentes en los frutos de Berberis boliviana Lechler” en el afio
2009; donde se estudiaron las antocianinas en los frutos de la Berberis boliviana,
el analisis preliminar del pigmento se determiné por el método de pH diferencial.
El andlisis de HPLC-PDA de la muestra hidrolizada mostr6 la presencia de 5
aglicones: delfinidina, cianidina, petunidina, y malvidina, las cuales fueron
identificadas por comparacién de los picos del cromatograma obtenido del correr
simultdneamente una muestra de pigmento de los frutos. El analisis por HPLC-
Espectrofotometria de masas Tandem, confirmé la presencia de 10 picos y los
pesos moleculares permitieron conocer las antocianinas presentes en Berberis
boliviana, las cuales fueron la delfinidina-3-glucésido, delfinidina-3-rutinésido,
cianidina-3-glucésido, cianidina-3-rutindsido, petunidina-3-glucésido, petunidina-
3-rutindsido, peonidina-3-glucésido, peonidina-3-rutindsido.

Aranibar®, realiz6 una investigacion cuyo titulo es “Estudio de la actividad
antioxidante del zumo del fruto de tankar (Berberis boliviana L.), en diferentes
condiciones de almacenado”, en el afo 2014, donde se estudi6 al fruto del
tankar (Berberis boliviana L.), al cual se le realiz6 un andlisis fisicoquimico,
estudio de la actividad antioxidante del zumo del fruto fresco de tankar (Berberis
boliviana L.), dando como resultado 15,573 + 0,214 ~moITE/g. Finalmente se
realizd el estudio de la actividad antioxidante del zumo del fruto de tankar
(Berberis boliviana L.) almacenado en diferentes condiciones de tiempo y

temperatura. Las condiciones de almacenado en cuanto al tiempo fueron 1y 2



meses, y en cuanto a la temperatura fueron en refrigeracion a 1°C y congelacion
a -10°C.

Se hizo el andlisis de varianza (ANOVA) y se pudo comprobar que los dos
parametros en estudio son estadisticamente no significativos sobre el tiempo y
temperatura de almacenamiento del zumo del fruto de tankar (Berberis boliviana
L.) con un 95.0% de confiabilidad, este resultado es muy bueno ya que nos
permite saber que en los tiempos y temperaturas almacenadas el zumo del fruto
en estudio no varia su actividad antioxidante significativamente.

Aranibar®, realizé una investigacion cuyo titulo es “Extraccién de antocianinas a
partir del fruto de tankar (Berberis boliviana L.) y determinacion del contenido por
el método del pH diferencial, en el afio 2013, donde se realizé la extraccion de
antocianinas a partir del fruto de “tankar” (Berberis boliviana L.), para ello se
planted tres parametros tecnolégicos como son tiempo, pH y temperatura; y se
determiné el contenido del pigmento en estudio por el método del pH diferencial,
obteniendo como resultado un contenido maximo de 1234,38 + 4,59 mg/100 g de
antocianinas en base hiumeda, y se pudo comprobar que los tres pardmetros en
estudio son estadisticamente significativos sobre la cantidad de antocianinas del
fruto de “tankar” con un 95% de confiabilidad, también se realizé la prueba
multiple de rangos mediante el TUKEY. Concluyendo que los parametros
tecnolégicos (tiempo, pH y temperatura) adecuados para la extraccion de las
antocianinas a partir del fruto de “tankar” (Berberis boliviana L.) son para un
tiempo de 24 horas, pH 4 y temperatura de 20°C.

Aroni*, realizé una investigacion cuyo titulo es “Evaluacion de la estabilidad de
antocianinas presentes en los frutos de Hesperomeles escalloniifolia Schitdl
“capachu”, Berberis cummutata Eichler “huancachu”, Berberis humbertiana J.F.
Macb “cheqche” y Vaccinium floribundum Kunth “alaybili” frente al pH y
temperatura” en el afio 2013, donde se evalud la estabilidad de antocianinas

presentes en los frutos de “capachu”, “huancachu”, “cheqche” y “alaybili” frente al
pH y temperatura, donde se utiliz6 la metodologia de cromatografia liquida de
alta resolucién (HPLC), también se cuantificd las antocianinas totales mediante
el método del pH diferencial. Se obtuvo resultados después de la evaluacion de
la estabilidad de las antocianinas donde se encontré6 menor variacion y mejor
estabilidad en el fruto “capachu”, a una temperatura de 20°C y pH de 3, para
“huancachu” y “alaybili” se identificd solo una antocianidina, cianidina, finalmente

se cuantifico el contenido total de antocianinas de “capachu” (2026,201 mg/100



g), “huancachu” (1271,809 mg/100 g), “cheqche” (2306,297 mg/100 g) y “alaybili”
(319,170 mg/100 g).

Esquivel et al’., realizaron un estudio cuyo titulo es “Microencapsulacion
mediante secado por aspersion de compuestos bioactivos” en el afio 2015;
donde se estudio a la microencapsulacién, sus ventajas y desventajas, entre sus
principales ventajas encontraron, enmascarar sabores y olores desagradables de
los productos encapsulados, proteger los compuestos bioactivos de la oxidacion
y de reacciones indeseables, asi como de condiciones adversas a la luz, calor y
gases, ademas de alargar su vida util. También se estudidé al secado por
aspersion como un proceso ampliamente utilizado en la industria de alimentos
debido a las ventajas que presenta, especialmente cuando se desea proteger
aguellos compuestos que presentan una actividad antioxidante y que se
encuentran dentro de una matriz alimentaria y a cada uno de los procesos que
involucra.

Cosavalente®, realizéd una investigaciéon cuyo titulo es “Antocianinas totales y
capacidad antioxidante in vitro de extractos de diferente grado etandlico del fruto
de Vaccinium corymbosum “Arandano” en el afio 2016; donde se analizo la
relacion que existe entre el contenido de antocianinas totales y la capacidad
antioxidante in vitro de extractos de diferente grado etandlico del fruto de
Vaccinium corymbosun “Arandano”, la metodologia para la cuantificacién de
antocianinas totales fue el método de pH diferencial con lectura
espectrofotométrica a 520 nm y para la valoracion de la capacidad antioxidante
una solucién molar de 0,1 mM del radical libre 2,2-difenil-1-picrilhidracilo (DPPH),
la cual se enfrenté a 100 uL de cada uno de los extractos siendo la longitud de
onda de 517 nm.

2.2. Aspectos botanicos de Berberis lutea “tankar”

2.2.1. Clasificacion sistemaética

DIVISION : MAGNOLIOPHYTA
CLASE : MAGNOLIOPSIDA
SUB CLASE : MAGNOLIIDAE
ORDEN : RANUNCUNALES
FAMILIA : BERBERIDACEAE
GENERO : BERBERIS
ESPECIE : Berberis lutea

NOMBRE VULGAR : “tankar”

Fuente: Certificado emitido por el Museo de Historia Natural de la Universidad Nacional Mayor de San Marcos.
UNMSM (ANEXO 01)



2.2.2. Descripcién botanica

Arbusto de 50-70 cm de altura, ramificado desde la base, densamente espinoso
y enmarafiado, formando una copa irregular de ramas rigidas; es distinguible por
sus hojas espinosas, espinas tridentadas y flores pequefias.’

Hojas simples, en fasciculos alternos, de 7-15 mm de longitud y 3-5 mm de
ancho, con borde entero, el 4pice terminado en 1-3 espinas de 1 mm de longitud,
en la base de los fasciculos hay espinas tridentadas, de 8-10 mm de longitud.
Inflorescencias en fasciculos o en pequefios racimos axilares de 3-8 flores, frutos
tipo drupa de 2,8-5 mm de didmetro, color azul negruzco o violaceo, con una
semilla.’

2.2.3. Distribucion geografica

En Pert, todo el &mbito andino, entre los 2500-4860 msnm’. Habita quebradas
boscosas, laderas rocosas, pendientes escabrosas, matorrales, laderas secas,
cerca de carreteras, caminos, y corrientes de agua.’

2.2.4. Usos tradicionales

Los frutos son alimenticios, empleados para preparar mermeladas, y dar color a
las bebidas.

Se emplea como medicina; toda la planta es usada en infusion para tratar
hemorragias, males nerviosos, anemia y fiebre, entre otros.’

2.2.5. Composicion quimica

El género Berberis contiene principalmente compuestos de tipo isoquinolina,
lignano y flavonoide. Su composicidon quimica caracteristica muestra alcaloides
derivados de la L-tirosina, siendo la berberina el compuesto mas representativo
de los alcaloides de tipo isoquinolinico presentes en esta familia.

2.3. Aspectos botanicos de Berberis flexuosa “ayrampu”

2.3.1. Clasificacion taxondémica

DIVISION ; MAGNOLIOPHYTA
CLASE ; MAGNOLIOPSIDA
SUB CLASE : MAGNOLIIDAE
ORDEN ; RANUNCUNALES
FAMILIA ; BERBERIDACEAE
GENERO ; BERBERIS
ESPECIE : Berberis flexuosa.
NOMBRE VULGAR :  “ayrampu”

Fuente: Certificado emitido por el Museo de Historia Natural de la Universidad Nacional Mayor de San Marcos
UNMSM. (ANEXO 02).



2.3.2. Descripcién botanica

Es una planta herbacea perenne a veces semi arbustiva, propio de zonas frias,
posee hojas ovaladas de color verde intenso los cuales sirven como forraje para
los animales los cuales varian entre 3 a 5 cm.®

Sus tallos son pequefios trozos de madera que sirve también de combustible en
las zonas altas varian entre 3 a 10 cm, cuya principal funcion es la de sintetizar
alimentos, las flores son bisexuales, homoclamideas, actinomorfas y nacen de
los tallos, sus frutos son unas bayas carnosas con 2 a mas semillas que
contienen abundante colorante del grupo de las antocianinas, cuando maduran
se vuelven de color vinoso o rojizo y son muy jugosos de sabor ligeramente
dulces.?

2.3.3. Usos tradicionales

Las semillas, raices, hojas y tallos se utilizan para prevenir y curar
enfermedades, emplastos en inflamaciones, afecciones renales, estomacales,
afecciones del corazon, heridas, cicatrices, combate la anemia, escorbuto, ardor
en el vientre, manos y pies, etc.®

2.4. Compuestos fendlicos

Los compuestos fendlicos son metabolitos secundarios de las plantas y son
cruciales para muchos de los aspectos importantes de la vida funcional de la
planta, contribuyen al sabor, color, astringencia y amargor de frutas y verduras.
Estos incluyen funciones estructurales en los diferentes tejidos de soporte o de
proteccion, la participacion en las estrategias de defensa y las propiedades de
sefalizacidn especial existente en las interacciones entre las plantas y su medio
ambiente.®

2.4.1. Estructura de los compuestos fenélicos

Quimicamente los compuestos fendlicos son sustancias que poseen un anillo
aromatico, con uno o mas grupos hidroxilo incluyendo derivados funcionales
(ésteres, metilésteres, glicésidos, etc.). La naturaleza de los polifenoles varia
desde moléculas simples como los &cidos fendlicos hasta compuestos altamente
polimerizados, como los taninos. Se presentan en las plantas en forma
conjugada con uno o mas residuos de azucar unidos a los grupos hidroxilos,
aunque en algunos casos se pueden producir uniones directas entre una

molécula de azlicar y un carbono aromatico.*



2.4.2. Clasificacion de los compuestos fendlicos
Se clasifican en cuatro familias en funcion del numero de anillos fendlicos y de

los elementos estructurales unidos a esos anillos:
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Figura 1. Clasificacion de los compuestos fenolicos™
2.5. Flavonoides
Su estructura basica corresponde al difenilpropano (Cs-C3-Cg) que consta de dos
grupos fenilo (A y B) unidos por un puente de tres carbonos que forma un anillo
heterociclico oxigenado anillo C.**
Los flavonoides son pigmentos naturales presentes en los vegetales y que
protegen al organismo del dafio producido por agentes oxidantes, como los
rayos UV, sustancias quimicas presentes en los alimentos. Los flavonoides
retiran el oxigeno reactivo especialmente en aniones superoéxidos, radicales

hidroxilos, peréxidos lipidicos o hidroperoxidos.*

Figura 2. Estructura basica de los flavonoides™
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Figura 3. Estructura quimica de algunos flavonoides™
2.6. Antocianinas
La palabra antocianina deriva del griego anthos (flor) y kyanos (azul oscuro), las
antocianinas son las responsables de los colores rojos, azulados o violetas de la
mayoria de las frutas y flores, es el pigmento mas importante después de la
clorofila, que se encuentran acumulados en la vacuola celular.
Las antocianinas son glucosidos de las antocianidinas perteneciente a la familia
de los flavonoides, compuestos por dos anillos aromaticos Ay B.
2.6.1. Distribucion
Las antocianinas estan presentes en diferentes 6rganos de las plantas tales
como frutas, flores, hojas y raices. Estos pigmentos son normalmente
encontrados disueltos uniformemente en la solucibn vacuolar de células
epidérmicas. Sin embargo, en ciertas especies las antocianinas son localizadas
en regiones discretas de la vacuola celular llamadas antocianoplastos.™
La principal fuente de antocianinas son frutas rojas, principalmente bayas y uvas
rojas, maiz morado, vegetales y vino rojo entre otras bebidas.™
2.6.2. Estructura quimica
La estructura quimica de las antocianinas consiste en un grupo flavilio formado

por un anillo de benzopirano unido a un anillo fenélico.**
OH

HO o

OH

OH

Figura 4. Estructura basica de las antocianinas™



2.6.3. Clasificacion

¢ Delfinidina (Df)

e Cianidina (Cy)

e Petunidina (Pt).

¢ Pelargonidina (Pg)

e Peonina (Pn)

e Malvidina (Mv) **

2.6.4. Factores que la alteran la estabilidad de las antocianinas

Diversos factores pueden influir considerablemente en su estabilidad. Se puede

ver afectada en cualquier etapa de un proceso quimico, térmico vy

almacenamiento.

a) Efectos del pH: Se puede decir que las antocianinas actlan como
indicadores acido base puesto que el color resultante esta en funcion de la
estructura que se encuentra en mayor proporcion a determinados pH. A pH
muy bajos se forma el cation flavilio (rojo), a medida que se incrementa el pH
se forma la base quinoidal (anhidra) del color azul, en un medio alcalino
aparece el carbinol incoloro. En condiciones bésicas fuertes (pH 7) se
produce dafio irreversible en el pigmento de la aparicién de una chalcona de

color palido amarillo.**

Base quinoidal (azul) Cation flavilio (rojo)

+H,0

Chalcona . .
Pseudobase carbinol (incoloro)

Figura 5. Transformacion estructural de las antocianinas a diversos valores de pH**
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b) Efectos de la temperatura: Es otro de los factores criticos que influyen en la

degradacion de antocianinas. Las conversiones estructurales de las
antocianinas son reacciones endotérmicas. Resisten bien procesos térmicos y
altas temperaturas durante cortos periodos de tiempo. Por efecto del calor a
temperaturas por encima de los 60°C, se degradan segun una cinética de
primer orden. En general las caracteristicas estructurales que conducen a una
mayor estabilidad al pH son las mismas que conducen a una mayor

estabilidad térmica.*

c) Efectos del oxigeno: Las antocianinas son rapidamente oxidadas y

degradadas cuando se encuentran principalmente en su forma quinoidal y la

remocién de oxigeno protege contra la degradacién térmica.’®

d) Efectos del acido ascOrbico: Se ha observado que en presencia de

oxigeno, el acido ascorbico destruye a las antocianinas, ya que forma
peréxido de hidrégeno durante la oxidacion del mismo; esta reaccidon se
acelera en presencia de cobre y es inhibida en presencia de flavonoles como
la quercitina. El peréxido de hidrogeno actlia rompiendo el anillo de pirilio de
la antocianina por un ataque nucleofilico en el C, produciendo ésteres

incoloros.*®

e) Efecto de la luz: Se acepta generalmente, que la luz acelera la degradacion

f)

de las antocianinas. Este efecto adverso se ha demostrado en diferentes
zumos de frutas y el vino tinto. Los sulfonatos de las flavonas polihidroxiladas,
las isoflavonas y las auronas ejercen un efecto protector contra la foto
degradacion. El efecto protector es atribuible a la formacion de interacciones y
el i6n flavilio cargado positivamente.*

Efecto de los azuUcares: Los azUlcares en altas concentraciones, como
ocurre en las conservas de frutas, estabilizan las antocianinas. Este efecto se
cree que es debido a la disminucion de la actividad de agua. Cuando los
azlcares estan presentes en condiciones los suficientemente bajas como
para tener poco efecto sobre la actividad del agua, ellos o sus productos de

degradacion pueden acelerar la degradacion de las antocianinas.™

g) Efecto de las enzimas: Se han identificado dos grupos de enzimas

implicadas en la decoloracibn de las antocianinas: glicosidasa vy
polifenoloxidasa, en conjunto se les conoce como antocianasas. Las
glicosidasas hidrolizan los enlaces glicosidicos, dando el azUcar o azucares y

la aglicona. La pérdida de intensidad de color se debe al descenso de la
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solubilidad de las antocianidinas y su transformacién en productos incoloros.
Las polifenoloxidasas actian en presencia de o-difenol a o-benzoquinona,
gue a su vez reacciona con las antocianinas por un mecanismo no enzimatico
para formar antocianinas oxidasas y productos de degradacion.™
2.7. Estrés oxidativo
Es una situacion bioquimica que se caracteriza por un desequilibrio entre la
produccion de especies reactivas del oxigeno (radicales libres y los peréxidos) y
la capacidad de un sistema biolégico de decodificar rapidamente los reactivos
intermedios o reparar el dafio resultante, el estrés oxidativo se presenta en
diversos estados patolégicos en los cuales se altera la funcionalidad celular,
contribuyendo o retroalimentando el desarrollo de enfermedades degenerativas
como la ateroesclerosis, cardiomiopatias, enfermedades neurolégicas y cancer.®
2.8. Capacidad antioxidante
La capacidad antioxidante en los alimentos depende de muchos factores,
incluyendo las propiedades de los sustratos, las condiciones y etapas de la
oxidacién y a la localizacion de los antioxidantes en diferentes fases, hidrofilica o
lipofilica.*’
2.8.1. Radicales libres
Radical libre es cualquier especie quimica capaz de existir de forma
independiente y que presenta uno o0 mas electrones desapareados en su
estructura. Como consecuencia, son altamente reactivos lo que hace que tengan
una vida media del orden de milisegundos, aunque varia segun el tipo de radical
libre.
Quimicamente los radicales libres son atomos o grupos de atomos que tienen un
electron desapareado o libre, por lo que son muy reactivos ya que tienden a
captar un electrén de moléculas estables con el fin de alcanzar su estabilidad
electroquimica. La vida media biol6gica del radical libre es de microsegundos,
pero tiene la capacidad de reaccionar con todo lo que este a su alrededor,
provocando un gran dafio a moléculas, membranas celulares y tejidos."’
2.8.2. Importancia biolégica de los radicales libres
Los radicales libres también son conocidos como especies reactivas oxigénicas
o del oxigeno (ERO) y especies reactivas del nitrégeno (ERN)."
Una gran variedad de procesos metabdlicos deriva de la produccion de radicales
libres y compuestos reactivos de oxigeno. En la siguiente tabla se presenta la

importancia biolégica de algunos radicales libres.
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Tabla 1. Importancia bioldgica de los radicales libres™

Moléculas radicales Formula  Moléculas no radicales Formula
lon superéxido Oy Peroxido de hidrogeno H,0,
Radical de hidroxilo OH- Oxigeno singulete 'o,
Radical alcoxilo RO- Peroxinitrito ONOO
Radical de peréxilo ROO-

Oxido de nitrégeno NO-

2.8.3. Antioxidantes

Un antioxidante es definido como cualquier sustancia que cuando esta presente

en bajas concentraciones comparado con el substrato oxidable, reduce o

previene significativamente la oxidacion de este sustrato.

Se caracterizan por ser muy heterogéneos, pueden ser hidrosolubles y

liposolubles, localizarse intra y extracelularmente, y proceder de diferentes

fuentes ya que algunos son nutrientes o proceden de éstos y otros son
productos del metabolismo.*®

Los antioxidantes pueden actuar:

¢ Previniendo la formacién de las sustancias reactivas de oxigeno (ERO).

¢ Interceptando el ataque de ERO.

e Secuestrando los metabolitos reactivos y convirtiéndolos en moléculas menos
reactivas.

e Facilitando la reparacion del dafio causado por las ERO.

¢ Manteniendo un ambiente favorable para la actuacion de otros antioxidantes.

¢ Amplificando la resistencia de las dianas biolégicas sensibles al ataque de las
ERO."™

2.8.4. Clasificacion de los antioxidantes

Segun el modo de accién, los antioxidantes se clasifican en primarios,

secundarios o terciarios:

e Primarios: Impiden la formacién de radicales libres, frenan la reaccién en
cadena de los radicales libres, especialmente de las especies reactivas del
oxigeno. Se comportan como captadores de ERO.

e Secundarios: Interrumpen la reaccién de propagacion de los radicales libres o
desplazan las especies reactivas del oxigeno (&cido ascorbico, carotenoides,
glutation y la mayoria de las enzimas antioxidantes).

e Terciarios: Reparan el dafio causado a las moléculas por los radicales libres o

eliminan aquéllas que se han estropeado.
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Son numerosos los estudios que han mostrado que los polifenoles poseen
propiedades antioxidantes, captando radicales libres.*

Segun su mecanismo de accion lo antioxidantes se pueden dividir en los
siguientes grupos.®

Tabla 2. Mecanismo de algunos antioxidantes

Tipo de antioxidante

Los antioxidantes que

rompen la cadena por

reaccion con radicales
peroxilo

Los antioxidantes que
rompen las cadenas
por reaccién con
radicales

alquilo

Antioxidantes que
desactivan metales

Cadena ciclica,
terminacién por los
antioxidantes

Los inhibidores de |la
accion combinada

Sinergismo de varios
antioxidantes

Mecanismo de accion
Estos son compuestos reductores
con relativamente enlaces O-H vy
enlaces N-H débiles que reaccionan
facilmente con los radicales peroxilo
radicales

para la formacion de

intermedios de baja actividad.

Estos son los compuestos que

aceptan facilmente los radicales

alquilo. Estos antioxidantes son e

eficaces en concentraciones muy
bajas de di-oxigeno y en polimeros

Ligando compuestos metalicos a
compuestos inactivos.

En otras palabras, la terminacion de
la cadena se produce como un
proceso ciclico catalitico (los
antioxidantes se regeneran en las
reacciones de terminacion de la

cadena). La terminacion de la cadena

mdultiple puede tener lugar, por
ejemplo, en los polimeros.
Algunos antioxidantes pueden

interactuar con los radicales R* y
RO,*.Sin embargo una molécula de
inhibidor puede tener dos o mas
grupos funcionales, cada uno de los
gue puede someterse a su propia
reaccion.

Cuando dos inhibidores mutuamente
mejoran sus efectos inhibitorios, es
una accion sinérgica.

Ejemplos

Fenoles
Naftoles
Hidroquinonas
Aminofenoles
Diaminas

Quinonas
Nitronas
Radicales

estables
Nitroxilo
Oxidos
hidroperéxidos
Diaminas
Hidroxicidos

Aminas aromaticas,

los radicales
nitroxilo, y
compuestos que

poseen metales de
valencia variable.

Antraceno
Metilenequinona
Carbonatos
Tiofosfatos

Acido citrico
Acido ascérbico
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2.8.5. Métodos para la determinacién de capacidad antioxidante
Tabla 3. Clasificacion de los métodos para evaluar la actividad antioxidante de acuerdo a

las reacciones involucradas®

Mecanismo Método

] TRAP (del ingles Total Radical Trapping Antioxidant Parameter).
Transferencia o . )
. ORAC (del inglés Oxygen Radical Absorbance Capacity).

de hidrogeno o o o )
Inhibiciéon de la oxidacién de las LDL (Low Density Lipoprotein).
TEAC (del ingles Trolox Equivalent Antioxidant Capacity).

Transferencia ABTS (acido 2,2 azinobis (6-sulfonato-3-etilbenzotiazolina)).

de un electrén FRAP (del ingles Ferric-Reducing Antioxidant Power)
DPPH (2, 2-difenil-1-picrilhidracilo).

2.8.6. Método FRAP (Ferric Reducing Antioxidant of Power)

Es un potente antioxidante de radicales libres a menudo actda como un potente

agente reductor tal es el caso del principio del método FRAP. El ensayo FRAP,
se presenta como un método que evalla la reduccion del ion férrico a ferroso, a
pH bajo, provocando la formacion de un complejo coloreado ferroso-
tripyridyltriazine (Fell-TPTZ) a partir del complejo férrico-tripyridyltriazine (Felll-
TPTZ), formando un color azul intenso con un maximo de absorcion a 593 nm.?
Las condiciones del ensayo favorecen la reduccion del complejo y, por lo tanto,
el desarrollo de color, siempre que un agente reductor (antioxidante) esté
presente.

Fe (Ill) |:e (||)

@MS“ @MS“

[Fe (I(TPT2),1*" [Fe (I(TPTZ),]*", %= 593 nm

Figura 6. Mecanismo de accién para el mecanismo FRAP?*

2.8.7. ORAC (Capacidad de absorbancia del radical oxigeno)
Consiste en la cuantificacion de la capacidad antioxidante mediante la inhibicién
del ataque radicalario a la fluorescencia por parte del radical (AAPH) 2,2'-azobis-

2-methyl-propanimidarriide, dihydrochloride.?*
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2.8.8. ABTS*" (Radical catiénico &acido 2,2’-azino-bis-3-etilbenzotiazolin-6-
sulfénico)

Se fundamenta en la cuantificacion de la decoloracién del radical ABTS**, debido
a la interaccion con donantes de hidrogeno o de electrones. El radical catiénico
ABTS*" es un cromdforo que absorbe a una longitud de onda a 734 nm y se
genera por una reacciébn de oxidacién del ABTS*'(2,2’-azino-bis-3-
etilbenzotiazolin-6-sulfénico) con persulfato de amonio.

La generacion del radical ABTS*" constituye una de las base de los métodos
espectrométricos que han sido aplicados para medir la actividad antioxidante
total de soluciones o sustancias puras y mezclas acuosas. El ensayo consiste en
la decoloracion, en la cual el radical es generado directamente en una forma
estable antes de la reaccién con los antioxidantes.*

ABTS + K,S,05 — ABTS *
AMax =754 nm
ABTS * +ArOH (Antioxidante) - ABTS + Ar0 x +H"

La técnica mejorada para la generacion del radical cation ABTS*" implica la
produccion directa del croméforo ABTS*" verde-azul a través de la reaccion entre
ABTS y el persulfato de potasio (K,S,0g) .Este presenta un maximo de absorcion
a longitudes de onda de 645 nm, 734 nm y 815 nm. La adiciobn de los
antioxidantes al radical preformado lo reduce a ABTS. De esta manera el grado
de decoloracion como porcentaje de inhibicion del radical cation ABTS*", esta
determinado en funciéon de la concentracion y el tiempo, asi como del valor

correspondiente usando el Trolox como estandar, bajo las mismas condiciones.?

S SO5’
0375 S N%
1 + Antioxidantes
>=N\ /N - =

N C,Hg _—

C,Hs K2S0s

ABTS * (732 nm)

Azul

s SO3’

ABTS * (732 nm)

Incoloro

Figura 7. Estructura del ABTS*" antes y después de la reaccién con el antioxidante®®
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2.8.9. DPPH (Radical 2,2-difenil-1-picrilhidracilo)

Este método fue propuesto por Blois (1958) en el cual se demostrd por primera
vez la capacidad del radical libore DPPH* para aceptar un &omo de hidrogeno
(H+) proveniente de una molécula de cisteina. La molécula 2,2-difenil-1-
picrilnidracilo (DPPH) es conocida como un radical libre estable debido a la
deslocalizacion de un electron desapareado sobre la molécula completa, por lo
cual la molécula no se dimeriza, como es el caso de la mayoria de los radicales
libres. La deslocalizacion del electron también se intensifica al color violeta
intenso tipico del radical, el cual absorbe el metanol a 517 nm. Cuando la
solucion DPPH reacciona con el sustrato antioxidante que pueden donar un
atomo de hidrogeno, el color violeta intenso que se observa se desvanece. El
cambio de color es monitoreado espectrofotométricamente y es utilizado en la

determinacion de los parametros para las propiedades antioxidantes.®

NO,

NO,

|

O,N NH—N + AH —™ ON N
O NO,

NO,

A

=
C

1,1-difenil-2-picrilhidrazilo (radical libre)
1,1-difenil-2-picrilhidrazilo (no radical)
Morado
Amarillo

Figura 8. Estructura del DPPH* antes y después de la reaccion con el antioxidante*
2.9. Microencapsulacién
La microencapsulacion de compuestos de actividad biol6gica (ADN, farmacos,
proteinas, probidticos, enzimas, etc.) desde el punto de vista tecnolégico, podria
definirse como el proceso de recubrimiento de dichos compuestos, bajo la forma
de moléculas, particulas sélidas o glébulos liquidos, con materiales de distinta
naturaleza, para dar lugar a particulas de tamafio micrométrico. El producto
resultante de este proceso tecnolégico recibe la denominacion de “microesfera” o
“microcapsula”, dependiendo de cuél sea su morfologia y estructura interna.
2.9.1. Ventajas de la microencapsulacion
Las microencapsulacion posee ventajas como:
e Protege al agente activo de la degradacién que pueden causar factores
externos como (calor, aire, luz, humedad).
e Las caracteristicas fisicas del material original pueden ser modificadas para

facilitar su manejo.
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e Se puede enmascarar el sabor del material original.

e Ayuda a separar distintos componentes, con el fin de que no se mezclen o
que estos no reaccionen entre si.

e Se pueden diluir cantidades pequefias del contenido del nucleo, y aun asi
lograr una dispersion uniforme en el solvente.®

2.9.2. Agentes encapsulantes

El agente encapsulante esta disefiado para proteger al material contenido en el

ndcleo de factores externos que pueden causar su deterioro, evitar la interaccion

prematura entre el material del nicleo con otros ingredientes, evitar pérdidas por

volatilidad, y permitir la liberacién controlada y sostenida. Los mas utilizados en

la industria de alimentos son:

Tabla 4. Algunos de los principales agentes encapsulantes25

Productos Ejemplos
Gomas naturales Goma ardbiga, alginatos, carragenanos, etc.
Proteinas Proteinas lacteas, proteinas de soya, gelatina, etc.
Carbohidratos Maltodextrinas y derivados de la celulosa).
Lipidos Ceras, emulsionantes.

2.9.3. Maltodextrina

La maltodextrina se ha denominado como EC 232-940-4, son productos
obtenidos por la hidrélisis del almidén y usualmente clasificadas de acuerdo con
su equivalencia de dextrosa, la cual determina su capacidad reductora y ha sido
considerada inversamente a su peso molecular promedio.?’

2.9.3.1. Estructura de la maltodextrina

La estructura de la maltodextrina esta conformada por unidades de glucosa
unidos por puentes glucosidicos (1 y 4) con una longitud de cadena de 5 a 10
unidades de glucosa por molécula.?

~OH
}_1(:) oY

.I,/

HO O OH

RS

OH
Maltodextrina

Figura 9. Estructura quimica de la maltodextrina®’
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2.9.3.2. Propiedades de la maltodextrina

La maltodextrina es utilizada principalmente en materiales que presentan

dificultades para su deshidratacién, tales como jugo de frutas, condimentos y

endulzantes, ya que reducen los problemas de adherencia y aglomeracion

durante el almacenamiento, mejorando asi la estabilidad del producto.?®

2.9.4. Secado por atomizacién

El secado por atomizaciéon o secado en spray es una operacion de transferencia

simultdnea de calor y masa. La atomizacién se define también como la

transformacion de un alimento desde un estado liquido a un estado seco en
forma de particula. El alimento puede ser de igual manera una suspensién,
resultando como producto final un polvo, un aglomerado o granulos.?®

2.9.5. Las principales ventajas de la atomizacion por spray-drying

e Los alimentos sensibles al calor, los productos bioldgicos, y los productos
farmacéuticos se pueden secar a presion atmosférica y a bajas temperaturas.
A veces, se emplea la atmosfera inerte.

e El secado por atomizaciéon permite la produccion de grandes cantidades de
solido deshidratado en la operacion continua y con un equipo relativamente
simple.

e Produce particulas relativamente uniformes, esféricas y con casi la misma

proporcién de compuestos que en la alimentacion liquida.”
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. MATERIALES Y METODOS

3.1. Ubicacion

El presente trabajo de investigacion, se llevé a cabo en el Centro de Desarrollo
Andlisis y Control de Calidad de Medicamentos y Fitomedicamentos
(CEDACMEF) de la Escuela Profesional de Farmacia y Bioquimica de la
Facultad de Ciencias de la Salud, Universidad Nacional de San Cristobal de
Huamanga.

3.2. Poblacion y muestra

3.2.1. Poblacion

Frutos frescos de las dos plantas del género Berberis, Berberis lutea “tankar” y la
Berberis flexuosa “ayrampu”, que crece en las zonas altoandinas en el distrito de
Vinchos, provincia de Huamanga en el departamento de Ayacucho.

3.2.2. Criterios de inclusion y exclusiéon

Se tomo en consideraciéon a los frutos de las dos plantas del género Berberis,
gue estén en un buen estado de conservacion excluyendo a aquellas que estén
en un mal estado con traumas y lesiones.

3.2.3. Muestra

e Frutos secos de Berberis lutea “tankar” 23,5034 g.

e Frutos secos de Berberis flexuosa “ayrampu” 23,5097 g.

3.2.4. Unidad de andlisis

Extracto atomizado del fruto de las dos plantas del género Berberis.

3.2.5. Sistema de muestreo

Libre por conveniencia.

3.3. Métodos instrumentales para la recoleccion de datos

3.3.1. Recolecciény preparacion de la muestra

Se recolectaron al azar las dos plantas del género Berberis en horas de la

mafana para luego separar los frutos de las plantas.
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Estos frutos fueron lavados con agua limpia y secados a temperatura ambiente,

en un lugar con buena ventilacion, cambiando el papel de soporte y removiendo

los frutos para evitar su descomposicion, por un periodo de 14 dias. Luego se

seleccionaron los frutos mas adecuados para proceder a su molienda.*

3.3.2. Obtencion del extracto atomizado de los frutos de las dos plantas
del género Berberis

Se selecciond los frutos de las dos plantas del género Berberis, tomando en

cuenta en cuenta que no tuviera traumas ni lesiones.

Una cantidad de 23,5034 g de Berberis lutea “tankar” y 23,5097 g de Berberis

flexuosa “ayrampu” de muestra, se sometieron a maceracion en 300 mL de

etanol 70°C acidulado con &cido clorhidrico a un pH 3,18 se agité durante 30

minutos, para luego macerarlo durante 24 horas a temperatura ambiente fuera

de la luz. Transcurrido este tiempo se homogenizé nuevamente y se filtré al

vacio, el sobrenadante se concentré en un rotavapor a 60°C.

Se microencapsularon las muestras con la ayuda de un agente encapsulante en

este caso la maltodextrina, se pes6 1g de maltodextrina para 50 mL de muestra,

y se le adicioné directamente a la muestra, se agité constantemente durante 10

minutos.®

Finalmente se atomizé para obtener un polvo fino utilizando al atomizador Mini

Spray Dryer B-290 y el producto obtenido se envasé en un recipiente

herméticamente cerrado, ya que el extracto atomizado es muy higroscépico.*®

Pardmetros a considerar:

e Temperatura de entrada:120°C

¢ Temperatura de Salida: 79°C

e Aspirador 100%

e Porcentaje de Bomba: 15 a 30%

¢ Flujo de muestra: 3-4 cm3/ min

De esta manera se obtuvo un total de 1,0036 g de muestra sélida (polvo fino) de

Berberis lutea “tankar”.

Y un total de 1,2159 g de muestra sélida (polvo fino) de Berberis flexuosa

“ayrampu”.

3.3.3. Evaluacion de los parametros fisicoquimicos del extracto atomizado

a) Determinacion de las caracteristicas organolépticas

Color: Se colocé la muestra en un tubo de ensayo hasta las tres cuartas partes y

se obtuvo un color caracteristico.*
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Olor: Se tomd una tira de papel secante aproximadamente de 1 cm de ancho
por 10 cm de largo y se introdujo en un extremo de la muestra del tubo de
ensayo.

Sabor: Se tom6 una cantidad suficiente de muestra y se colocé en una luna de
reloj, para luego hacer contacto con la lengua y determinar el tipo de sabor
(dulce, amargo, acido, salino, astringente, punzante, nauseabundo, aromatico,
etc).*

Aspecto: Se tom¢ la cantidad suficiente de muestra y se coloc6 en una luna de
reloj, para luego determinar el aspecto de la muestra.*

b) Determinacion de la solubilidad

Para determinar la solubilidad del extracto se secO6 y se pes6 un gramo de
muestra y se vaciar en un tubo de ensayo, al cual se le adicion6 1 mL de
disolvente (agua, alcohol o cloroformo), se agitdé y observé, en caso de no
disolverse se hubiese adicionado el disolvente a 10 mL, 30 mL, 100 mL, 1Ly a
més de 10L.%*

c) Determinacién de pH

La medicién del pH se llevé a cabo del pH-metro de mesa, para ello se prepar6
una solucion reguladora de pH, para un rango de 0 a 7.Una vez preparada la
soluciéon reguladora, se ajustd el equipo al rango en que se realiza la
determinacion. Posteriormente se determiné el valor del pH de la muestra.®

d) Determinacioén del contenido de humedad

Se pes6 500 mg de muestra con desviacion permisible de 5 mg y se llevé a una
capsula de porcelana tarada y desecada, seguidamente se desec6 a 105°C
durante tres horas. La capsula se colocé en la desecadora donde se deja enfriar
a temperatura ambiente y se pesa, colocandose nuevamente en la estufa

durante una hora, volviéndose a pesar hasta obtener un peso constante.*

g M2om1
= ————x
9= m2—m

Donde:

Hg = Pérdida en peso por desecacion (%)

M = Masa de la capsula vacia (g)

M1 = Masa de la capsula con la muestra de ensayo (g)

M2 = Masa de la cdpsula con la muestra de ensayo desecada (g)

100 = Factor matematico
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e) Determinacién del contenido de cenizas

Se pes6 no menos de 2 g y ho mas de 3 g de la muestra con desviacion
permisible de 5 mg en un crisol de porcelana o platino previamente tarado. Se
calenté suavemente la muestra de ensayo aumentando la temperatura hasta
carbonizar y posteriormente incinerar en una mufla a una temperatura de 700 a
750 °C, si no se sefiala otra temperatura en la norma especifica, durante dos
horas. Se enfri6 el crisol en una desecadora y se peso repitiéndose el proceso
hasta que dos pesadas sucesivas no difieran en mas de 5 mg por gramo para
obtener la masa constante los intervalos entre el calentamiento y pesada son de
30 minutos. Si el residuo presenta trazas de carbon, se le afladen unas gotas de
solucion de peréxido de hidrogeno concentrado, acido nitrico o solucion de
nitrato de amonio al 10% m/v y se calienta hasta evaporar los solventes. Al
enfriar el crisol el residuo es de color blanco o casi blanco.*

Célculo:

Donde:

C = Porcentaje de cenizas totales en base hidratada

M = Masa del crisol vacio (g)

M1 = Masa del crisol con la ceniza (g)

M2 = Masa del crisol con la porcién del ensayo (g)

100 = Factor matemético

3.3.4. Determinacion del contenido de fenoles totales

Procedimiento

Preparar una solucion stock de &cido galico de concentracion 60 pg/mL en agua.
Preparar soluciones estandar de acido galico de 10; 20 y 40 pg/mL, medir 100
pL de cada solucién estandar y adicionar 500 uL de reactivo de Folin Ciocalteau
(1:10), 400 pL de carbonato de sodio al 7,5%. Reposar durante 30 minutos y leer
la absorbancia a 765 nm.*

Medir 100 mg de extracto atomizado y afadir etanol 70° acidulado a pH 3,18
cantidad suficiente para 10 mL (solucion A). Medir 2 mL de la solucion A y
adicionar etanol 70° acidulada cantidad suficiente para 25 mL (solucién B). Medir
2 mL de la solucion B y adicionar etanol 70° cantidad suficiente para 5 mL
(solucién C). Medir 2 mL de la solucion C y adicionar 500 L de reactivo de Folin

Ciocalteu
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(1:10), 400 pL de carbonato de sodio al 7,5%. Reposar durante 30 minutos y leer
la absorbancia a 765 nm.*
Célculos
Calcular el porcentaje de fenoles totales expresados en miligramos equivalentes
de &cidos galico por gramo de muestra.
3.3.5. Determinacion del contenido total de antocianinas mediante el

método de pH diferencial
Procedimiento
Preparar un buffer ajustado a un pH 1,0 y un buffer ajustado a pH 4,5.
La concentracion total de antocianina se determiné por el método de pH
diferencial.®
Para ello, se pes6 0,2796 g de cloruro de potasio, se diluyé en 150 mL de agua
destilada y se ajusté a pH 1,0 con acido clorhidrico, de igual manera se pes6
4,9218 g de acetato de sodio, se diluyé en 150 mL de agua y se ajusté a pH 4,5
con &cido clorhidrico.
Se pes6 100 mg del polvo atomizado de cada muestra y se diluyo en 150 mL de
agua destilada se agito, se tom6 1 mL de cada muestra por duplicado, para
proceder al aforado con buffer de pH 1,0 y buffer pH 4,5.
Finalmente se procedio a la lectura en el UV-Vis a 520 nmy 700 nm.
La concentracion de las antocianinas se expres6 como mg cianidina-3-
glucésido/100mL de extracto de a acuerdo a la expresion siguiente:
(Ecuaciones 1y 2):

A = (Apvis-max — A700 Jpr1 — (Aavis—max — A700)pH 4.5

En donde Ayis.max €S la lectura del pico mas alto a pH 1,0, pH 4,5y Aj;-00, €S la
lectura a 700 nm, tanto para pH 1,0 como pH 4,5. Para calcular la concentraciéon
en la muestra original se sigue la siguiente formula:

Ax PM xFD x1000
Ex

Antocianina monomérica (mg/L) =

Donde:
A: Absorbancia antes calculada
FD: Factor de dilucion.
PM: Masa molecular para cianidina-3-glucdésido, 449,2 g/mol.
1

€: Coeficiente de extincion molar para cianidina-3-glucésido, 26900 L/molxcm™.

1000: factor de conversion de gramos a miligramos.
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3.3.6. Determinacidon de la capacidad antioxidante segun el método DPPH
(radical 2,2-difenil-1-picrilhidracilo)
Procedimiento
Se preparé una solucion de DPPH de 40 pg/mL en una solucion etandlica de 96°
y soluciones estandar de DPPH de 1; 5; 10; 15; 20; 25; 30; 35y 40 pug/mL, a los
30 minutos se procedi6 a leer su absorbancia a 515 nm, utilizando como blanco
la solucién de etanol 96°.%
Se prepardé una solucion stock de Trolox de 500 pg/mL en etanol de 96° y
soluciones estandar de 25; 50; 100; 150; 200 y 250 pug/mL. Se midié una alicuota
de 300 pL de solucion estandar y se adicioné 2700 pL de solucién de DPPH, se
leyé su absorbancia a 515 nm a los 30 minutos, utilizando como blanco 300 L
de solucion estandar y 2700 yL de etanol de 96°.
Se prepard una solucion stock del atomizado a una concentracion de 500 pg/mL
en solucion etandlica de 70° acidulado, calculado a partir de la concentracién de
fenoles totales expresados en acido galico y soluciones de extracto de 25; 50;
100; 150; 200 y 250 up/mL. Se midi6é una alicuota de 300 pL de solucidon
estandar y adicion6 2700 pL de solucion de DPPH, se leyo su absorbancia a 515
nm a los 30 minutos, utilizando como blanco 300 pL de soluciéon de extracto y
2700 pL de etanol de 96°.
A partir de la curva de calibracién de la ecuacion y los valores de tiempo de
absorbancia de 30 minutos, se calcul6 el porcentaje de DPPH restante

(%DPPHgen), de acuerdo a la ecuacion: *

%DPPH DPPHT:t] 100
= |———— x

0 REM = | DPPH,—,

Ecuacion 1. Determinacion del DPPH remanente

Donde:

DPPH+-;: Concentracion de DPPH en el medio después de la reaccion con el
extracto.

DPPH+-,: Concentracion inicial del DPPH

Calcular el porcentaje de DPPH remanente versus concentracion Trolox y
extractos atomizados, utilizando el software OriginPro.35

Calcular la actividad antioxidante expresada en equivalente de Trolox en

miligramos por gramo de fenoles totales.
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3.4. Tipo y disefo de investigacion

3.4.1. Tipo deinvestigacion

Béasico- Descriptivo

Béasico: Se realiza con el proposito de acrecentar los conocimientos teoricos
para el progreso de una determinada ciencia, se ocupa de las aplicaciones
practicas que pueden hacer referencia los andlisis teoricos, es mas formal y
persigue propodsitos teodricos en el sentido de aumentar el acerco de
conocimientos de una determinada teoria.*

Descriptivo: Los estudios descriptivos buscan especificar las propiedades, las
caracteristicas y los perfiles de personas, grupos, comunidades, procesos,
objetos o cualquier otro fendmeno que se someta a un andlisis. Es decir,
Unicamente pretenden medir o recoger informacion de manera independiente o
conjunta sobre los conceptos o las variables a las que se refieren, esto es, su
objetivo no es indicar coémo se relacionan éstas.*’

3.4.2. Disefio de investigacion

Disefio descriptivo simple. ¥’

Donde:

M: muestra

O: informacidn (observaciones)

3.5. Andlisis de datos

Los datos obtenidos fueron procesados y analizados mediante el programa
Microsoft Excel y el Software OriginPro. Para identificar diferencias significativas
de las muestras fueron evaluadas mediante el andlisis de varianza (ANOVA),
comparaciones multiples de Duncan para muestras independientes, el Trolox y
las muestras con un nivel de confianza de 95% (para ello se utilizé el programa
SPSS version 19.0).%
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IV. RESULTADOS
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Tabla 5. Caracteristicas fisicoquimicas del extracto atomizado de los frutos de las dos

especies del género Berberis. Ayacucho, 2018

5 Resultados
Parametros Ensayos
B. flexuosa B. lutea
Color Guindo Guindo claro
o Olor Sui géneris Sui géneris
Organoléptico o o
Sabor Acido Acido
Aspecto Polvo fino Polvo fino
Agua Altamente soluble  Altamente soluble
Metanol Insoluble Insoluble
. Acetona Poco soluble Poco soluble
Solubilidad
Cloroformo Poco soluble Insoluble
Butanol Insoluble Insoluble
Etanol Poco soluble Insoluble
pH Extracto hidroalcohdlico 5,40 4,59
Humedad Perdida por desecacién  0,0468% 0,0369%
Cenizas totales Cenizas totales 1,9891% 1,9868%
Rendimiento Solidos totales 517% 4.27%
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Composicién
Muestra X (mg EAG/g.EA)
Berberis flexuosa 34,1 +/- 0,76
Berberis lutea 29,2 +/- 0,28
Leyenda

Berberis flexuosa Il
Berberis lutea

Figura 10. Contenido de fenoles del extracto atomizado de los frutos de las dos especies

del género Berberis, Ayacucho, 2018
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Tabla 6. Contenido de antocianinas totales del extracto atomizado de los frutos de las

dos especies del género Berberis. Ayacucho, 2018

Total de antocianinas (mg/100 g de antocianina extraida)

Muestra
Berberis flexuosa Berberis lutea
M1 13,36 4,17
M2 12,86 4,84
M3 13,53 5,16
X 13,25 4,73
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Trolox (ug/mL) Berberis flexuosa Berberis lutea
Tratamiento
: Concentracion (pg/mL)
Tratamiento
25 50 100
Trolox 19,42 + 0,20 45,70+ 0,11 91,54 + 0,20
Berberis flexuosa 0,50+0,11 1,79 + 0,98 4,39+0,11
Berberis lutea 0,32 +0,30 1,54 + 0,68 459 +0,11

Figura 11. Porcentaje de la actividad antioxidante por el método de DPPH del extracto

atomizado de los frutos de las dos especies del género Berberis. Ayacucho, 2018
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V. DISCUSION

Los colorantes naturales presentan una demanda considerada en la industria
alimentaria, cosmética y farmacéutica para reemplazar a los colorantes
sintéticos, debido a su naturaleza quimica, inocuidad y funcionalidad. Entre estos
colorantes naturales se encuentran las antocianinas que se distribuye
ampliamente en el reino vegetal y estan presentes en raices, tallos, hojas, flores
y frutos de las plantas superiores.®®

En la tabla 5, observamos los resultados obtenidos a cerca de la evaluacién de
los parametros fisicoquimicas del extracto atomizado de los frutos de las dos
especies de plantas del género Berberis.

Dentro de la evaluacion de los parametros fisicoquimicos del extracto atomizado
de la Berberis flexuosa “ayrampu” se pudo observar una coloracion guinda, un
olor sui géneris, sabor acido y un aspecto de polvo fino; es altamente soluble en
agua, poco soluble en acetona, cloroformo y etanol e insoluble en butanol y
metanol. De la misma manera tiene un pH de 5,4, humedad de 0,0468%, cenizas
totales de 1,9891% y un porcentaje de rendimiento de 5,17%.

Mientras que en los parametros fisicoquimicos del extracto atomizado de la
Berberis lutea “tankar” se pudo observar una coloracién guinda claro, un olor sui
géneris, sabor acido y un aspecto de polvo fino; es altamente soluble en agua,
poco soluble en acetona e insoluble en butanol, metanol, cloroformo y etanol. De
la misma manera tiene un pH de 4,59, humedad de 0,0569%, cenizas totales de
1,9868% y un porcentaje de rendimiento de 4,27%.

Bakowska-Barczaka et al*®., sefiala que el encapsulante que mantiene el color
en todas las muestras experimentales son las maltodextrinas, el resto de los
agentes encapsulantes tienen un comportamiento muy similar, por lo que se
puede observar, que el uso del agente encapsulante y su solubilidad estan
directamente relacionados con su microestructura, es por esta razon que

Almeida®?, en su tesis menciona que el estudio es critico, debido a la higroscopia
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inherente del extracto atomizado y a la cantidad de extracto afadido. Las
medidas utilizadas para evitar estos inconvenientes es adecuar un area de
trabajo controlado el porcentaje de humedad en el medio.

Segun Urueta®®, menciona que la humedad es un indicativo de la frescura del
fruto, que se relaciona con la firmeza e impacta directamente sobre la textura y la
apariencia, se menciona también que en la composicion quimica de los
alimentos el agua se encuentra en mayor porcentaje, este compuesto es parte
inherente de la mayoria de las sustancias biolégicas y constituye mas del 90%
del material fresco en algunas materias vegetales. Laguado et al*’., mencionan
que, durante el desarrollo de los frutos, el pH incrementa hacia el rango acido,
manteniéndose relativamente entre 3,7 a 4 y conforme el fruto va madurando la
concentracion de acidos disminuye corno pueden ser el &cido citrico, malico,
segun sea el fruto.

Andrew et al*!,, indican que el método de Folin-Ciocalteu permite medir fenoles
totales y puede realizarse con &cido galico (EAG), porque este es un compuesto
estable y pierde solo 5% de su valor real después de dos semanas de
refrigerado y cubierto.

En la figura 10, se observan los resultados del contenido de fenoles totales en el
extracto atomizado de los frutos de las dos especies de plantas del género
Berberis, la Berberis flexuosa “ayrampu” presenta 34,1 mg EAG/g.EA (p>0,05),
mientras que la Berberis lutea “tankar” presenta 29,2 mg EAG/g.EA (p>0,05). En
la misma linea de investigacion, Huaccho®, en su investigacion capacidad
antioxidante, compuestos fendlicos, carotenoides y antocianinas de 84 cultivares
de Mashua, reporta que existe una variacion en el contenido de compuestos
fendlicos vario entre 5,5y 16,7 mg EAG/g.EA.

July et al'®., en su investigacion antocianinas, polifenoles totales y capacidad
antioxidante en dos clones de papa nativa del género Solanum de pulpa azul y
roja, se reporta que los dos clones de la papa presentan 5,938 mg EAG/g.EA gy
4,283 mg EAG/g.EA respectivamente.

Leyva”, en su estudio determinacién de antocianinas, fenoles totales y actividad
antioxidante en licores y frutos de mora, reporta 16,11 mg EAG/g.EA. Todos
estos frutos contienen compuestos fendlicos, los compuestos fendlicos son uno
de los grupos principales de compuestos que se basa en su capacidad
secuestradora de radicales libres y que guarda relacion con su capacidad

antioxidante.
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Por ello, se puede observar que el extracto atomizado de los frutos de las dos
especies del género Berberis presenta igual o mayor cantidad de fenoles totales,
que da como resultado que si posee capacidad antioxidante.

En la tabla 6, se muestra el contenido total de antocianinas, en el extracto
atomizado de los frutos de la Berberis flexuosa “ayrampu” se obtuvo 13,25
mg/100 g de antocianina extraida lo cual le confiere un color guindo, mientras
que el extracto atomizado de los frutos de la Berberis lutea “tankar” obtuvo 4,73
mg/100 g de antocianina extraida, donde se observa una coloracién guinda
claro.

Segun Aroni*, en su estudio evaluacion de la estabilidad de antocianinas
presentes en los frutos de Hesperomeles escalloniifolia Schitdl (Capachu),
Berberis cummutata eichler (Huancachu), Berberis humbertiana J.F. Macbr
(Cheqche) y Vaccinium floribundum Kunth (Alaybili) frente al pH y temperatura,
el contenido de antocianinas en los frutos evaluados varia de acuerdo a la
especie vegetal en fruto seco sin semillas de Hesperomeles escalloniifolia Schitdl
(Capachu) tiene un contenido total de antocianinas de 2026,201 mg/100 g, en el
fruto seco sin semillas de Berberis cummutata Eichler (Huancachu) tiene un
contenido total de antocianinas de 1271,809 mg/100 g, en el fruto seco con
semillas de Berberis humbertiana J.F. Macbr (Chegche) tiene un contenido total
de antocianinas de 2306,297 mg/100 g, en el fruto seco con semillas de
Vaccinium floribundum Kunth (Alaybili) tiene un contenido total de antocianinas
que es de 319,170 mg/100 g.

Aranibar®, en su estudio extraccion de antocianinas a partir del fruto de “tankar”
(Berberis boliviana L.) y determinacion del contenido por el método del pH
diferencial, se obtuvo un contenido de 1234,38 mg/100 g de antocianina.
Sotacuro™, en su estudio caracterizacion fitoquimica y concentracion de
antocianinas en el fruto de Lacca lacca (Gaultheria glomerata (Cav)) Sleumer se
reportd una concentracion de antocianinas presentes en los frutos de Lacca
lacca en la siguiente concentracion; 6,98 g /100 g de muestra'y 7,10 g /100 g de
muestra en estado pintén y maduro respectivamente.

Gorriti®®., menciona gue en relaciébn a la extraccion, el método usual de
extraccion, es la extraccion sélido liquido. EI método de extraccion debe ser el
més adecuado para cada aplicacién concreta, las condiciones de extraccion,
tales como relacion solido liquido, temperatura, tiempo, tipo y concentracion de

disolvente influyen la estabilidad de las antocianinas, asi como también en la
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concetracion de estos metabolitos en el extracto. Asi se debe maximizar la
extraccion de pigmentos y li

mitar la degradacion o alteracion del estado natural del extracto. El conocimiento
de los factores involucrados en la estabilidad y de los mecanismos de
degradacion es sumamente vital pare una eficiente extraccion, y uso de las
antocianinas como colorantes de alimentos.

Zapata®, si bien es cierto las antocianinas son altamente hidrofilicas, son
moléculas polares por la presencia de grupos hidroxilo en su molécula y son
altamente extraidas en soluciones alcohdlicas como etanol. El agua causa
degradacién de las antocianinas probablemente debido a una mayor interaccién
entre el agua y el cation flavilio para formar la pseudobase inestable, en cuanto
al pH esta siendo favorecido por un medio acido en donde existe una mejor
estabilizacién y proteccion de la molécula antocianina a los cambios de pH, esto
se debe a que el nucleo flavilio es deficiente en electrones y por lo tanto muy
reactivo. En el caso de medios con pH por encima de 7, podria producirse una
degradaciéon rapida de las antocianinas, produciendo hemiacetal y chalcona,
ambas inestables por lo que probablemente que gran parte de estas
(antocianasas) se perdieran en el proceso extractivo.

Las antocianinas son compuestos hidrosolubles pero sensibles a varios factores
eso podria explicar también la baja concentracion en la extraccién. Andrés>, uno
de los factores fue el incremento en la exposicion a la temperatura, las
antocianinas soportan altas temperaturas (sobre 60°C), pero por corto tiempo y
su degradacion es en primer orden. Por lo tanto, las antocianinas altamente
hidroxiladas son mas sensibles al tratamiento térmico que las metiladas,
glicosidadas y acetiladas. La temperatura es un factor determinante en la
degradacion de las antocianinas, incrementos en la temperatura provocan
pérdidas en el azlcar glicosidante en la posicion 3 de la molécula y apertura de
anillo, con la inevitable produccién de chalconas incoloras. Esto podria explicar
también la pérdida de color ademés de la dilucién.

Por otro lado, la disminuida concentracién de antocianinas en los frutos de
ambas especies del género Berberis en comparacion a otras investigaciones ya
realizadas, pudo darse por el tipo de extraccion, estado de maduracién de
ambos frutos, humedad, pH, etc., que pudieron haber alterado el contenido de
mg de cianidina, en los frutos de la Berberis flexuosa “ayrampu” y la Berberis

lutea “tankar”, pese a que fueron sometidos a un proceso de microencapsulacion
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con maltodextrina al 2%, con su adicién directa en la muestra, antes de ser
atomizados hasta un polvo fino.

Dziezak™, la microencapsulacion es una forma de conservar estos pigmentos
mediate secado por aspersion, una técnica que se ha aplicado para preservar
y/o proteger diversos pigmentos alimentarios.

Zapata®, refiere que los tiempos cortos de secado, temperatura de entrada al
atomizador y el tipo de encapsulante, son factores que influyen directamente con
las caracteristicas de solubilidad del producto.

Esquivel et al’., en su estudio microencapsulacion de compuestos bioactivos,
microencapsulacion es un proceso que se usa para convertir liquidos en sélidos,
agregar funcionalidad y mejorar la estabilidad oxidativa de alimentos y extractos
e ingredientes alimenticios. Las frutas y vegetales son fuentes importantes de
compuestos bhioactivos cuyos beneficios en la salud se ha documentado
ampliamente, principalmente debido a la actividad antioxidante que posee. Sin
embargo su perecibilidad hace necesaria la aplicacibn de procesos de
conservaciéon que permitan mantener los compuestos de interés y alargar su vida
de anaquel. Posteriormente se revisa sobre la microencapsulacion de
compuestos bioactivos como betalainas, polifenoles, carotenoides vy
antocianinas.

Yariez et al®®

., sefiala que la microencapsulacion inhibe reacciones enziméticas
especialmente oxidasas, polifenoloxidasa, peroxidasa y catalasa, y con ello
mejora la calidad y el valor nutricional evitando la alteracion no deseadas en
color y sabor.

Alvarez®®, en su estudio microencapsulacion del extracto de betanina del Beta
vulgaris por atomizaciéon y evaluacién de sus propiedades funcionales como
colorante natural, donde se evalué el efecto de la microencapsulacién del
extracto de betanina del Beta vulgaris por atomizacion microencapsulando con
maltodextrina en concentraciones de 10%, 15% y 20% mediante un secado por
atomizacion a diferentes temperaturas de entrada entre 130 °C, 140°C y 160°C,
este producto atomizado se caracterizd por sus propiedades funcionales y
fisicoquimicas con respecto a higroscopicidad, solubilidad e indice de
insolubilidad no encontrandose diferencia significativa (p<0,05) entre los
tratamientos.

Arrazola et al*®., en su estudio microencapsulacion de antocianinas de Berenjena

(Solanum melongena L) mediante secado por aspersion y evaluacion de la
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estabilidad de su color y capacidad antioxidante, evaluaron la influencia de las
condiciones de secado por aspersion en las propiedades fisicoquimicas de los
polvos, microencapsulando la muestra con maltodextrina en concentraciones de
15%, 20% y 30%. Obteniendo 115mg/100g de antocianina, se tom6 como
conveniente solo incorporar 2% de maltodextrina, ya que se realizé pilotos con
2%, 5%, 10% y 20% y se observdO mediante la evaluacion de parametros
fisicoquimicos que todas estas concentraciones cumplian con la funcién de
microencapsular, y eso es lo que tiene como objetivo, mantener estable al
microencapsulado frente a factores como luz, humedad, temperatura, pH, etc.

En la figura 11, se observa los resultados de la capacidad antioxidante del
extracto atomizado de los frutos de las dos especies del género Berberis,
evaluado segin el método de DPPH, para ello se tomaron diferentes
concentraciones de 25 pg/mL, 50 pg/mL y 100 pg/mL donde, la muestra de
Berberis flexuosa “ayrampu” presentdé una actividad antioxidante de 0,50 *
0,11%; 1,79 + 0,98% vy 4,39 £+ 0,11%, mientras que la Berberis lutea “tankar”
presentd una actividad antioxidante de 0,32 + 0,30%; 1,54 £ 0,11% y 4,59 £ 0,11.
El Trolox a las mismas concentraciones presentd una actividad antioxidante de
19,42 + 0,20%; 45,70 £ 0,11 y 91,54 + 0,20% a (p>0,05), ambas muestras
presentaron poca actividad antioxidante asi se tomé la mayor la concentraciéon
de 100 pg/mL para ambas muestras, donde se obtuvieron las mayores
inhibiciones de 4,39 £ 0,11% y 4,59 + 0,11% respectivamente.

Segin Njemenak et al*’., en su investigacion, estudio comparativo de los
diferentes clones de granos de cacao (Theobroma cacao L) el contenido de
fenoles totales y antocianinas indican que la actividad antioxidante, calidad y
cantidad de tos compuestos fendlicos es variable, obedece a la genética,
diversidad del medio ambiente (microclimas), condiciones de crecimiento tales
como la intensidad de luz, humedad, temperatura, uso de fertilizantes y factores
de estrés. Los contenidos de polifenoles totales en granos de cacao comerciales
variaron entre 4,150 + 0,07 a 6,356 + 0,05 g EAG/100 g. Con respecto a la
capacidad antioxidante frente al radical DPPH se encontré un 51,310 + 0,72% a
85,380 + 0,32%, y la capacidad antioxidante con el radical peroxilo fluctu6 entre,
17,4 + 0,07 a 14,289 + 0,05%.

Oliveira®., en su investigacion, capacidad antioxidante de Averrhoa carambola L.
(carambola) frente a sistemas generadores de radicales libres. Se determiné la

actividad antioxidante del extracto acuoso del fruto y hoja de Averrhoa carambola
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L.(carambola) observando resultados de la capacidad antioxidante por el
método de DPPH en frutos 3,75 + 0,20% y hojas 2,91 + 0,01%.

Thomas®, los antioxidantes tienen un efecto benéfico, basicamente debido a su
capacidad de inhibir radicales libres ejerciendo su accién en todos los procesos
en los que se reduce o detiene el proceso de oxidacion.

Magalhaes et al*®

., la capacidad de inhibicién de los radicales libres por parte del
antioxidante bajo diferentes condiciones ha sido evaluada por diferentes
métodos en diferentes condiciones y se ha expresado bajo los términos de
capacidad, actividad, eficacia, parametros fisicoquimicos, potencial, poder y
reactividad.

Muedas et al’*., en su estudio, fundamenta que el método de DPPH se basa en
que el radical libre estable DPPH de un color azul intenso, y este sustrae un
atomo de hidrégeno proveniente de una sustancia donadora de electrones, y
como consecuencia de ello se produce una disminucién del color del DPPH*
hasta tornarlo pardo claro.

Mathias et al®®

., determind que el mejor tiempo de extraccion para obtener una
méaxima concentracion en equivalentes Trolox (TE) es de 30 minutos en jugo de
murtilla congelada, lo que indica que independientemente si la fruta estuvo
fresca o almacenada no hubo diferencias significativas en el tiempo 6ptimo de
extraccion.

En este sentido, el extracto atomizado de los dos frutos del género Berberis,
tanto la Berberis flexuosa “ayrampu” como la Berberis lutea “tankar”, presenta
poca o igual capacidad antioxidante por el método de DPPH, en comparacion a
otros estudios realizados. Este resultado podria ser debido al tipo de extraccion
gue no fue Optima para conservar las propiedades bioactivas de ambos frutos.
Njemenak et al*’.
DPPH es de un 51,310 + 0,72% a 85,380 + 0,32%, y la capacidad antioxidante

con el radical peroxilo fluctué entre, 17,4 + 0,07 a 14,289 + 0,05%, y el estudio

, menciona que la capacidad antioxidante frente al radical

hecho por Oliveira®, en su investigacion capacidad antioxidante de Averrhoa
carambola L. (carambola) frente a sistemas generadores de radicales libres,
donde se determind la actividad antioxidante del extracto acuoso del fruto y hoja
de Averrhoa carambola L. (carambola) se observd que los resultados de la
capacidad antioxidante por el método de DPPH en frutos fue de 3,75 £ 0,20% y
hojas 2,91 + 0,01%. Todos estos estudios fueron hechos bajo las mismas

condiciones, se puede decir que los frutos de las dos especies del género
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Berberis presentan baja o igual capacidad antioxidante, y que estos compuestos
bioactivos podrian proteger a las células contra el dafio oxidativo en una baja
intensidad, pero segun Magalhaes et al”®., la capacidad antioxidante de los
alimentos depende de muchos factores, incluyendo las propiedades de los
sustratos, las condiciones y etapas de la oxidacion y la localizacién de los
antioxidantes en diferentes fases: hidrofilica o lipofilica. De otro lado la capacidad
antioxidante medida en una muestra también depende de la tecnologia
empleada, del generador de los radicales libres o agente oxidante que se utiliza
en la medicién y de las condiciones de ensayo.

Lo que nos demuestra que tanto el contenido de fenoles, antocianinas y la
capacidad antioxidante se encuentran relacionados tanto con factores externos
como la técnica de extraccion, rangos de pH en el que la muestra se pueda
encontrar susceptible a ataques nucledfilicos, rangos de pH 1 demuestra que la
antocianina se encuentra como cation flavilio con la coloracién roja, evitando la
degradacién de las antocianinas, se ha demostrado que temperaturas mayores a
60°C pueden provocar que el catién flavilio pase a una chalcona donde ya no
existe coloracion alguna, estado de maduracion de los frutos, ya que se
menciona que la variacién en el contenido de antocianinas totales en las frutas
es explicable en el sentido de que la maduracion de las frutas esta tipicamente
acompafiada por cambios sustanciales en el perfil de compuestos fendlicos
antioxidantes. Por ejemplo, los cambios en el color de las frutas durante la
maduracion incrementan el contenido de antocianinas, tipo de agente

encapsulante, entre otros aspectos.
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VL. CONCLUSIONES

Se pudo determinar con la ayuda del método del pH diferencial el contenido
total de antocianinas y la capacidad antioxidante con el método del DPPH
(2,2- difenil-1-picrilhidracilo), en el extracto atomizado de los frutos de las
dos especies del género Berberis.

Se determind el contenido total de antocianinas en el extracto atomizado de
los frutos de las dos especies del género Berberis por el método de pH
diferencial, obteniendo 13,25 mg/100 g de antocianina extraida en la
Berberis flexuosa “ayrampu” y 4,73 mg/100 g de antocianina extraida en
Berberis lutea “tankar”.

Se determind la capacidad antioxidante en el extracto atomizado de los
frutos de las dos especies del género Berberis por el método de DPPH (1,1
difeni-2-picril-hidracilo) utilizando para ello al Trolox como estandar,
obteniendo el porcentaje de capacidad antioxidante a diferentes
concentraciones de 25ug/mL, 50ug/mL y 100 pg/mL, para Berberis flexuosa
“ayrampu” 0,50 + 0,11%; 1,79 £ 0,98% y 4,39 + 0,11%, mientras que en la
Berberis lutea “tankar” fue de 0,32 + 0,30%; 1,54 £+ 0,68% y 4,59 + 0,11.

Se determind las caracteristicas fisicoguimicas en ambos extractos,
concluyendo que la Berberis flexuosa “ayrampu” presenta un color guindo,
olor sui géneris, sabor acido y un aspecto de polvo fino, es altamente soluble
en agua y poco soluble en alcoholes, presenta un pH de 5,40, un porcentaje
de humedad de 0,0468%, cenizas totales de 1,9891% y un rendimiento de
5,17%, mientras que la Berberis lutea “tankar” presenta un color guindo
claro, olor sui géneris, sabor 4cido y un aspecto de polvo fino, es altamente
soluble en agua e insoluble en alcoholes, presenta un pH de 4,59, un
porcentaje de humedad de 0,0369%, cenizas totales de 1,9868% y un
rendimiento de 4,27%.
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VIl. RECOMENDACIONES

Es recomendable realizar mas estudios a cerca de estas dos especies del
del género Berberis, especialmente en los frutos, ya que no solo posee
antocianinas si no también una gran cantidad de compuestos hioactivos,
actividad antioxidante e importancia a nivel medicinal, antiinflamatoria,
anticancerigena y a nivel comercial.

Es importante investigar factores externos que nos permitirian saber cuél es
el tratamiento mas adecuado para realizar este tipo de extraccién, como
estado de maduracién de los frutos, tipo de fruto, si este debe extraerse en
un fruto seco o fresco, etc.

En la extraccion de antocianinas, especialmente en frutos con
caracteristicas higroscopicas, es necesario utilizar la maltodextrina como
agente encapsulante ya que éste permite conservar y estabilizar a este tipo
de compuestos bioactivos, es recomendable para ello realizar ensayos que
permitan determinar la cantidad exacta de maltodextrina que debe utilizarse
en cada tipo de prueba.

Por otro lado, también se recomienda realizar un adecuado tratamiento que
permita conservar y preservar el contenido total de antocianinas y su
capacidad antioxidante, factores que podrian alterarlo, como mantenerlo

alejado de la luz, humedad, temperaturas elevadas, pH adecuado, etc.
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Anexo 1. Certificado de la clasificacion taxondmica de Berberis lutea “tankar”.

UNIVERSIDAD NACIONAL MAYOR DE SAN MARCOS

Universidad del Peris, DECANA DE AMERICA q"?'
m VICERRECTORADO DE INVESTIGACION Y POSGRADO h n-;:::m y
§aY) yeemecromoooe MUSEO DE HISTORIA NATURAL S op

"Afio del Didlogo y la Reconciliacién Nacional”

CONSTANCIA N°150-USM-2018

EL JEFE DEL HERBARIO SAN MARCOS (USM) DEL MUSEO DE HISTORIA NATURAL, DE
LA UNIVERSIDAD NACIONAL MAYOR DE SAN MARCOS, DEJA CONSTANCIA QUE:

La muestra vegetal (rama fértil) recibido del Centro de Desarrollo y Anélisis y Control de
Calidad de Medicamentos y Fitomedicamentos “Marco Garrido Malo”, de la Universidad
Nacional San Cristébal de Huamanga, Facultad de Farmacia y Bioquimica; ha sido estudiada
y clasificada como: Berberis lutea Ruiz & Pav. y tiene |la siguiente posicién taxonémica,
segln el Sistema de Clasificaciéon de Cronquist (1988).

DIVISION: MAGNOLIOPHYTA
CLASE: MAGNOLIOPSIDA
SUBCLASE: MAGNOLIIDAE
ORDEN: RANUNCULALES
FAMILIA: BERBERIDACEAE
GENERO: Berberis
ESPECIE: Berberis lutea Ruiz & Pav.

Nombre vulgar: “Tankar"
Determinado por Mag. Asuncién A. Cano Echevarria

Se extiende la presente constancia a solicitud de la parte interesada, para los fines que
considere pertinente.

Lima, 26 de abril de 2018

ACE/ddb
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Anexo 2. Certificado de la clasificacion taxonomica de Berberis flexuosa
“ayrampu”.
UNIVERSIDAD NACIONAL MAYOR DE SAN MARCOS

Universidad del Perti, DECANA DE AMERICA
VICERRECTORADO DE INVESTIGACION Y POSGRADO

MUSEO DE HISTORIA NATURAL

“Aiio del Buen Servicio al Ciudadano"

CONSTANCIA N°183-USM-2017

EL JEFE DEL HERBARIO SAN MARCOS (USM) DEL MUSEO DE HISTORIA
NATURAL, DE LA UNIVERSIDAD NACIONAL MAYOR DE SAN MARCOS, DEJA
CONSTANCIA QUE:

La muestra vegetal (rama estéril) recibida del Centro de Desarrollo, Andlisis y
Control de Calidad de Medicamentos y Fitomedicamentos "Marco Antonio
Garrido Malo", de la Escuela Profesional de Farmacia y Bioguimica de la
Facultad de Ciencias de la Salud de la Universidad Nacional de San Cristobal de
Huamanga,; ha sido estudiada y clasificada como: Berberis flexuosa R. & P.,
y tiene la siguiente posicién taxondémica, segun el Sistema de Clasificacion de
Cronquist (1988).

DIVISION: MAGNOLIOPHYTA
CLASE: MAGNOLIOPSIDA

SUBCLASE: MAGNOLIIDAE

ORDEN: RANUNCULALES

FAMILIA: BERBERIDACEAE
GENERO: Berberis
ESPECIE: Berberis flexuosa R. & P.
Determinado por Blgo. Severo Baldeén Malpartida.

Se extiende la presente constancia a solicitud de la parte interesada, para los
fines que considere pertinente.

Lima, 11 de setiembre de 2015

Mag. ON A. CANO ECHEVARRIA
JEFE DEL HERBARIO SAN MARGOS (USM)

ACE/ddb
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Anexo 3. Flujograma del procedimiento experimental del extracto atomizado de

las dos especies del género Berberis. Ayacucho, 2018.

Diagrama del protocolo de procedimientos

Muestra Berberis lutea Muestra Berberis flexuosa
"tankar" "ayrampu"
Recoleccion de las Seleccioén, lavado y
plantas. secado de los frutos.

1) Identificacién
botanica

Pesaje y triturado de
los frutos de las dos
especies de plantas

Preparacion del
extracto
hidroalcohélico de
ambas muestra con OH
70° acidulado

Filtrado al vacio,
concentrado de la muestray
proceso de atomizado, con
microencapsulacion.

4) Determinacion del
contenido total de
antocianinas

5) Determinacién de la
actividad antioxidante
de las dos especies
por método de DPPH.
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Anexo 4. Metodologia para la cuantificacion de antocianinas totales por el

método de pH diferencial

Preparacion del Buffer pH= 1.0
0,2796 g KcCI | 150 mL H,O 4

/\ f/_ajstar a pH 1.0 con
ju HC

I (©

Preparacion del Buffer pH= 4.5

4,9218 g acetato de 150 mL H, O,
Na
/\ '/_;justar a pH 4.5 con
o HOl,

Extraccién de antocianinas

100 mg de

atomizado
/\ i/_auir enH,0,
1mL 1mL

I <—3
[ ] -— 3

Leer a 520 y 700 nm
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Anexo 5. Protocolo para la determinacién de la actividad antioxidante por el
método DPPH del extracto atomizado de los frutos de las dos especies del
género Berberis.

Método DPPH

Curva de calibraciéon en DPPH

Solucion madre [40
png/mL] diluir en OH
96°

4mg ——> 100mL

[40 pg/mL]

ZINSS

[1 ng/mL] [5 pg/mL] [10 pg/mL] [15 ng/mL] [20 pg/mL] [25 ng/mLY30 pg/mL] [35 pg/mL]

10mL 10mL 10 mL 10 mL 10 mL 10 mL 10mL 10mL

Leer a 515 nm
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Recoleccion y
secado de las
muestras

Se procedio a filtrar con el
uso de la bomba al vacio,
se concentré el extracto
con la ayuda evaporacion
en bafo maria con una
temperatura de 40 °C.

.

Anexo 6. Procedimiento para la obtencion del extracto atomizado de los frutos

de las dos especies del género Berberis. Ayacucho, 2018.

de fruto de B. lutea 'y

Se peso, 23,50349g

23,5097¢g de B.
flexuosa

.

N

Se diluyo con 300 mL de
OH 70° acidulado con
HCl, a pH 3,23, se agit6
durante 30 minutos y se

macero durante 24 horas a

temperatura ambiente

fuera de la luz /




Anexo 7. Procedimiento para la obtencién de un polvo fino por medio del secado

por aspersion, del extracto atomizado de los frutos de las dos especies del
género Berberis. Ayacucho, 2018.

Se pre_pa-ré EqUIpO atomizador BUCHI Se procede a atomizar
maltodextrina al 2% Mini Spray Driver B290 del las muestras
para proceder al Centro de Desarrollo microencapsuladas con
microencapsulado Andlisis y Control de los parametros segin
. . metodologia
de las muestras Calidad de Medicamentos 9

y Ftiomedicamentos

. Las muestras se atomizaron durante 1 hora y
Los extractos atomizados .
se colocaron en tubos de se obtuvo un polvo fino.
vidrio transparentes con
tapa hermética y fueron
pesados en una balanza
analitica
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Anexo 8. Cuantificacion de fenoles totales del extracto atomizado de los frutos

de las dos especies del género Berberis. Ayacucho, 2018.
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Anexo 9. Cuantificacion del contenido total de antocianinas del extracto
atomizado de los frutos de las dos especies del género Berberis. Ayacucho,
2018.

!

_Se realizaron las La cuantificacion se
diluciones respectivas realizé apH 1y apH
para la cuantificacion 4,5 donde se pueden

de antocianinas ver las coloraciones

Coloracion de Berberis

Coloracion de Berberis
lutea a pH 1 y pH 4,5
de izquierda a derecha

flexuosaapH 1y pH
4,5 de izquierda a
derecha
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Anexo 10. Determinacion de la capacidad antioxidante por el método de DPPH

del extracto atomizado de los frutos de las dos especies del género Berberis.

Ayacucho, 2018.

Extracto atomizado de los
frutos de las dos especies de
plantas del género Berberis

Se realizé la respectiva
calibraciéon del DPPH

CurvA OE CAGBRARSN

/ DPP Y

Berberis flexuosa

E.A. [ug/ml] %AA S % CV +/- LS LI
25 0,51 0,04 8,83 0,11 0,62 0,40
50 1,79 0,20 11,45 0,98 2,77 0,81
100 4,39 0,04 1,03 0,11 4,50 427
150 5,57 0,15 2,81 0,39 5,96 5,18
200 9,86 0,25 2,55 0,63 10,49 9,24
250 12,07 0,12 0,99 0,30 12,37 11,77

Berberis lutea

E.A. [ug/ml] %AA S %CV +/- LS LI
25 0,32 0,04 12,50 0,30 0,62 0,02
50 1,54 0,19 12,66 0,68 2,21 0,86
100 4,58 0,04 0,98 0,11 4,70 4,47
150 5,77 0,27 4,71 0,68 6,44 5,09
200 6,35 0,31 4,94 0,78 7,13 5,57
250 8,37 0,15 1,87 0,39 8,76 7,98
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Anexo 11. Analisis de varianza de la actividad antioxidante por el método de

DPPH del extracto atomizado de los frutos de las dos especies del género
Berberis. Ayacucho, 2018.

Suma de Media
gl » F p-valor
cuadrados cuadratica
Entre grupos 23062,7 8,0 2882,8 649234 1,58x 10"
Dentro de grupos 0,8 18,0 0,0
Total 23063,5 26

Si: sig<0,05; por lo menos uno de los tratamientos es diferente al resto
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Anexo 12. Comparaciones multiples de Duncan de las medias de actividad

antioxidante por el método de DPPH del extracto atomizado de los frutos de las

especies del género Berberis. Ayacucho, 2018.

Subconjuntos Subconjuntos
Tratamiento N homogéneos %AA homogéneos %AA
1 2 3 4 5 6
B_lutea 25 pg/mL 3 0,32
B_flexuosa 25 pg/mL 3 0,5
B_lutea 50 pg/mL 3 1,54
B_flexuosa 50 pg/mL 3 1,79
B_flexuosa 100 pg/mL 3 4,39
B_lutea 100 pg/mL 3 4,59
Trolox 25 pg/mL 3 19,42
Trolox 50 pg/mL 3 45,70
Trolox 100 pg/mL 3 91,54

Sig.

0,276 0,158 0,260 1,000 1,000 1,000
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Anexo 13. Matriz de consistencia

TITULO: Cuantificacion del contenido total de Antocianinas y la capacidad antioxidante en dos especies de plantas del género Berberis,
del distrito de Vinchos - Ayacucho 2018.

Personal investigador: Bach. Katherine Maritza Alfaro Ayvar.

TITULO

PROBLEMA

OBJETIVO

HIPOTESIS

MARCO TEORICO

VARIABLES

METODOLOGIA

Cuantificacion del
contenido total de
antocianinas y
capacidad
antioxidante en
dos especies del
género Berberis,
del distrito de
Vinchos -
Ayacucho 2018

¢Cuéanto es el
contenido total
de
antocianinas

de las dos
especies del
género
Berberis?
¢;Cuéanto es la
capacidad
antioxidante
de las dos
especies  del
género
Berberis?

GENERAL

Determinar el contenido
total de antocianinas y
la capacidad
antioxidante de las dos
especies de plantas del
género Berberis.
ESPECIFICOS
Determinar el contenido
total de antocianinas
presentes en el extracto
atomizado de los frutos
de las dos especies de
plantas del género
Berberis.

Determinar la capacidad
antioxidante del extracto
atomizado de los frutos
de las dos especies del
género Berberis.

Determinar las
caracteristicas
fisicoquimicas del

extracto atomizado de

los frutos de las dos
especies del género
Berberis.

Hi: El extracto
atomizado de los frutos
de las dos plantas del

género Berberis
contiene antocianinas
totales.

Hi: El extracto

atomizado de los frutos
de las dos plantas del
género Berberis posee
capacidad antioxidante
Ho: El extracto
atomizado de los frutos
de las dos plantas del

género Berberis no
contiene antocianinas
totales.

Ho: El extracto

atomizado de los frutos
de las dos plantas del

género Berberis no
posee capacidad
antioxidante.

Aspectos Botanicos:
Familia Berberidaceae
Clasificacion taxonémica,
Descripcion Botanica,
Composicion  Quimica,
Actividades Bioldgicas.
ANTOCIANINAS:

Las antocianinas
pertenecen a un gran y
muy distribuido grupo de
metabolitos secundarios,

que se conocen
colectivamente como
flavonoides.

Variables de interés 1:
Extracto atomizado del

fruto de la Berberis
flexuosa y latea.
Indicador

Concentracién del
extracto atomizado
Variables de interés 2:
Contenido  total de
antocianinas del
extracto atomizado del
fruto de Berberis lutea y

Berberis flexuosa.

Indicador:  Porcentaje
de capacidad
antioxidante.

Tipo de investigacién

Bésico - descriptivo
Disefio Experimental:
Poblacidn:

Berberis lutea “tankar”,

Berberis flexuosa
“ayrampu”.
Muestra:
Frutos, hojas y tallos
de Berberis lutea
‘tankar”, Berberis

flexuosa “ayrampu”, en
cantidades
aproximadamente de 4
g.

Unidad experimental:
Extracto atomizado de
los frutos de las dos
especies de plantas
del género Berberis.
Andlisis estadistico:
Andlisis de varianza
(ANOVA), con un nivel
de probabilidad del 95
% (a =0.05).
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