UNIVERSIDAD NACIONAL DE HUANCAVELICA

(Creada por Ley N° 25265)
ORAL 5

DAD 4{7
D”)

FACULTAD DE CIENCIAS AGRARIAS
ESCUELA ACADEMICO PROFESIONAL DE AGROINDUSTRIAS

TESIS

“Caracterizacidn fisicoquimico y concentracion de |
antocianinas en el fruto de Lacca lacca (Gaultheria
glomerata (Cav.) Sleumer)’

LINEA DE INVESTIGACION:
CIENCIAY TECNOLOGIA DE LOS PRODUCTOS AGROINDUSTRIALES

PARA OPTAR EL TITULO PROFESIONAL DE:
INGENIERO AGROINDUSTRIAL
PRESENTADO POREL BACHILLER:
SOTACURO DE LA CRUZ, Roman

ACOBAMBA - HUANCAVELICA
2013




ACTA DE SUSTENTACION O APROBACION DE UNA DE LAS
MODALIDADES DE TITULACION

En la Ciudad Universitaria “Coman Era”; auditorio de la Facultad de Ciencias Agrarias, a los 06
dias del mes de junio del aflo 2013, a horas 3:45 p.m., se reunieron; el Jurado Calificador,

conformado de la siguiente manera:

Presidente  :Ing. Virgilio VALDERRAMA PACHO

Secretario  : Ing. Alfonso RUIZ RODRIGUEZ
Vocal : Mag. Sc. Ing. Frank Fluker VELASQUEZ BARRETO
Accesitario  :Ing. Ronald ASTETE TEBES

Designados con RESOLUCION N° 133-2013-CF-FCA-UNH‘; del: Proyecto de Investigacion.
Titulado: _

“CARACTERIZACION FISICOQUIMICO Y CONCENTRACION DE ANTOCIANINAS EN EL
FRUTO DE LACCA LACCA (Gaultheria glomerata (Cav.) Sleumer)”

Cuyo autor es el graduado:
BACHILLER: Roman SOTACURO DE LA CRUZ

A fin de proceder con la evaluacién y calificacién de la sustentacién del proyecto de
investigacion, antes citado.

Finalizado la evaluacion; se invité al plblico presente y al sustentante abandonar el recinto; vy,
luego de una amplia deliberacion por parte del jurado, se llegd al siguiente el resultado:

APROBADO POR POR... A8 0ALA. ...........
DESAPROBADO [

En conformidad a lo actuado firmamos al pie.

=07

/ ;

Presidente Secretario

P4

7

Vocal Accesitario




Asesor:
Ing. Roberto Carlos CHUQUILIN GOICOCHEA
Co-asesor:
Ing. Rafael Julian MALPARTIDA YAPIAS

\%



Dedicatoria:

Lo dedicoé este presente trabajo de
investigacion (TESIS), a mi hijo JHOSHIRO
y a su mama y a toda mi familia y a mis
amigos que gracias a sus apoyos he podido
realizar planificacion y ejecucion del

presente informe...




Agradecimientos

A Dios y mis padres por el constante aliento a seguir adelante con mis propdsitos, por

la confianza y comprension que me brindan.

A mis hermanos (as) (Maribel, Costa, Oscar y Yanina), con quienes comparti

momentos alegres y tristezas, a ustedes mis mas sinceros agradecimientos.

Mi eterna gratitud a mi Alma Mater, la Universidad Nacional de Huancavelica, en
cuyas aulas guardo mis mas secretos recuerdos y fue testigo de mi formacion

profesional.

A los docentes de la Escuela Académico Profesional de Agroindustrias de la Facultad
de Ciencias Agrarias, por sus ensefianzas y consejos que forjaron en mi, que fueron

pilares fuertes en mi desarrollo profesionales.

A mis asesores: Ing. Roberto Carlos Chuquilin Goicochea y Ing. Rafael Julian
Malpartida Yapias por brindarme su amistad, apoyo y orientacién profesional

constante, en la planificacién y ejecucion del presente trabajo de investigacion.

A mis amigos por sus apoyos incondicionales durante mi formacién como profesional y

en ejecucion del presente trabajo de investigacion.



iINDICE

RESUMEN. ...ttt bbb 12
INTRODUCCION ....ccoooumuumusssssssiasssssssssmesessesssresssssesssssssesssssesssessssmsmmmessssssssessssessssssssiessssis 13
CAPITULO |: PROBLEMA ..ottt et 14
1.1 Planteamiento del problema.. ... s 14
1.2. Formulacion del problema.........cccccoiviciivcni 15
1.2.1. Problema general ... s 15
1.2.2.  Problema especifiCo ... 15
(T o) OO OOV [
1.3.1. Objetivo General..........cocoviciiiin s 15
1.3.2.  Objetivo ESPECIfiCOS ...t s 15
14. JUSHTICACION. ... et 16
141, Justificacion S0CI0eCONOMICA. ........cceerieiereeirnreeree et 16
14.2.  Justificacion cientifica y tecnoldgica ..........covcvveinvcnciininiceenn, 16
1.4.3.  Justificacion ambiental..........c.cccviiiiiciiiii s 17
CAPITUL I ANTECEDENTES.......ooeoinirieececisssssssessoessssssssessssssesssssessssesssessssssssssnnsnees 18
2.1. BaSES 1EOMICAS. ......vrvreriie ettt s 20
211, Taxonomia de Lacca lacta.......c.cc.oovrinieeiininneeseisrsse s 20
2.1.2.  Compuestos BIOACHVOS. ... .cvvrireiiieeine s eans 20
213, Colorantes NAtUIAlES. ........cooeurieirirerinr e e 22
2.14.  Caracteristicas fiSiCOQUIMICOS ......c.covverirereriiiiie s 22
215, ANLOCIANINGS ....o.vvvvirieici e e b 23
AL ESHTUCIUIA. ..o e e e 25
B. Propiedades ...ccivciiircciicnee e eb s 27
C. Ubicacion de las antocianinas en tejidos vegetales .........c.ocvvvviieivrecinnnnnn, 31
D. Antocianinas como colorantes alimenticias. ..., 31
E. Beneficios de la antoCianing............ccccovvnnnninnmsie e 32
F. Efectos positivos de las antocianinas sobre la salud.............coccocinnnncininiienins 32
G. Estabilidad de las antoCianings ..........ccoceeriiininenncce s 33
H. Factores que afectan el color y la estabilidad de las antocianinas..................... 34
216, AntOXIAANIES ....cvoi v s 35
A. Familias de compuestos feNOliCOS. ..........ccrr i 36



2.1.7.  Cromatografia Liquida de Alta Resolucion (HPLC). .......cccoovvovnvniniinnns 37
2.2. HIPOESIS .viviviir et s bbb s 37
2.5. Variables de StUTIO. ... 37
2.5.1.  Variable independientes ... 37
2.5.2.  Variables dependiente........ccc o 38
CAPITULO I1l: METODOLOGIA DE LA INVESTIGACION ..o 39
3.1. AINDIO 8 ESTUAIO 1. vvvvvreeeeervreseeeesssees s esssssessessessssssseesesnessenssesereseeeesesssensenos 39
3.2, Tipo & INVESHGACION: ... e 39
3.3. Nivel de INVESHGACION...........covrririer e 39
34, Método de INVESHIgACION........ovvviiirs i s 40
3.5. Disefio de INVESHGACION ......vcvriviiiicrice e e 40
3.6. Poblacion, muestra, MUESHTEO0.........cc.ve e e 41
3.7. Técnicas e instrumentos de recoleccion de datos..........ccovevvcviiveic i, 41
3.8. Procedimiento de recoleccion de datos............ccvveiciiiiiei e 42
3.9. Técnicas de procesamiento y analisis de datos ..........covveiieiiniiiiniecennnan, 42
3.9.1.  AnAlisis @ realiZarse..........cvveeiiiriiiecie s 43
CAPITULO [V: RESULTADOS ..ottt ettt sn s ab s ebs s 44
41, Presentacion de reSUtado. ...t s 44
41.1.  Andlisis fisicoquimico del fruto de Lacca lacca en estado pintén............... 44
41.2.  Andlisis fisicoquimico e identificacion de antocianinas del fruto de Lacca
lacca en eStado MAAUIO. ...t et st b e 44
4.1.3.  Anélisis de identificacion de posicion de taxonomica de la planta de Lacca
JBCCA. cvvvivivcr et bbb bbb nane 48
4.2. DISCUSION. ...ttt ettt bbb b et betns 49

4.2.1.  Caracteristicas fisicoquimicos del fruto de Lacca lacca (Gaultheria glomerata

(Cav.) Sleumer) en estado pintdn Y MAUTD .....c...ceeivecvciirie e 49

4.2.2.  Andlisis quimico proximal del fruto de Lacca lacca (Gaultheria glomerata (Cav.)

Sleumer) en estado pintoN ¥ MAAUIO.........ccveeriviiiire i e 50

’)(‘%



423,  Cuantificacion de antocianinas en el fruto de Lacca lacca (Gaultheria glomerata

(Cav.) Sleumer) en estado pintdn Y Maduro ........ov v 51

4.24. ldentificacion de antocianinas en el fruto de Lacca lacca (Gaultheria

glomerata (Cav.) Sleumer) en estado maduro ..........ccooveeecnccnrcnenceis 53
CONCLUSIONES .......coctitiit ettt b et e 56
RECOMENDACIONES ..ot e bt ese e s es 58
REFERENCIA BIBLIOGRAFICA ......ovveeevvveesser e ssssssesss s sssssssssssssssssssssssssssssssses 59
ANEXOD ..ot et et bttt g bRt p e e n e 62



INDICE CUADROS

Cuadro N° 01. Valores medios obtenidos de las caracteristicas fisicoquimicas evaluadas
en las frutas de diferentes eSPeCIES..........ccvcver i 23

Cuadro N° 02. Valores obtenidos de las caracteristicas fisicoquimicos del

AYTAMIPU. ¢ et veeeeeee e an e eaeireeeeamteecea eeeseen ehe e seasasee s etneseasernresan eanbneeanansnnes 23
Cuadro N° 03. Contenido de antocianinas en diferentes bayas..............ccccoceivinnn . 24
Cuadro N° 04: Tipos de AntOCIANINGS. .........cccvcurierrcceiie it es s e e ans 24
Cuadro N° 05: Técnicas e instrumentos de recoleccién de datos...........cccco e 42
Cuadro N° 06: Procedimiento de recoleccion de datos.............cccovvvvvinnccivcinncinennne 42

Cuadro N° 07. Caracteristicas fisicoquimicos y contenido de antocianinas en el fruto de
Lacca lacca en estado pintdn..........coococreeririn e e 44

Cuadro N° 08. Caracteristicas fisicoquimicos y contenido de antocianinas en el fruto de

Lacca lacca en estado MaAUIO.......oovir e ettt e e r e ere s e e r e eens 45

Cuadro N° 10. Comparacion fisicoquimicos del fruto del Lacca lacca con ofras
FIUEBS. ..o e e 49

Cuadro N°® 11. Comparacion fisicoquimicos del fruto del Lacca lacca con ofras
11116 T T USRS 50

Cuadro N° 12. Comparacién concentracion de antocianinas del fruto del Lacca lacca con

o (= R (T = OO U TR PR 52

Cuadro N° 13. Comparacién de antocianinas del fruto del Lacca lacca con ofras
FTUEBS. .o e e e e e e e sar et s e 54



INDICE FIGURAS
Figura N° 01. Estructura basica de las antocianinas...........c.ccccovevieeeeiee e vvien e 25
Figura N° 02, Estructura de las antocianinas mas COMUNES..........c.coeeerieerneeriineenns 26

Figura N° 03. Transformacion estructural de las antocianinas en diversos valores de

6] O P PEPSPPRPIN 30
Figura N° 04. Neutralizacion del radical libre por un antioxidante..............c...cccvvrenne 36
Figura N° 05. Pasos de disefio de investigacion realizada............cccccocvevccvicvnncnnnee 40

Figura N° 06: Contenido de tipos de antocianinas en fruto de Lacca lacca en la cual se

muestra la mayor cantidad el petunidina-3-glucosido. ..o 46

Figura N° 067: Cromatograma desarrollado en el equipo de HPLC, en el cual se observan
10 picos importantes, que representan a las 10 antocianinas presentes en fruto de Lacca

lacca (Gaultheria glomerata (Cav.) SIBUMET)........c.ovcvvveiiiir e 47
Figura N° 08. Comparacién fisicoquimicos del fruto del Lacca lacca con otras frutas ... 50
Figura N° 09, Comparacion quimico proximal del fruto del Lacca lacca con ofras frutas 51

Figura N° 10. Comparacion de concentracion de antocianina del fruto del Lacca lacca con

o (= R {11 1 RO RRRPRON 53

Figura N° 11. Comparacion de antocianina del fruto del Lacca lacca con otras frutas.... 55

Figura N®12: Frutode Laccalacca.........ccoocvveccevicieiin et 67
Figura N° 13: Frutos de Lacca lacca........c..cvervvrceiviiveienen et s 67
Figura N° 14: Planta de Laccalacca...........ccccocevvrniin i e 68

Figura N° 15: FOlo de HPC.....coei e e 68

V¥



RESUMEN

El presente trabajo de investigacion tuvo como objetivo determinar las caracteristicas
fisicoquimicas y el contenido de antocianinas del fruto de Lacca lacca (Gaultheria
glomerata (Cav.) Sleumer), la cual es una especie, aun, silvestre del Perd, que pertenece
a la familia Caprifoliaceae; y cuyas potencialidades hasta ahora se desconocian. El
analisis de la pigmentacion, por el método de pH diferencial, determiné una alta presencia
de antocianinas, y fue de 7,10 g /100 g en el tejido del fruto fresco en estado maduro con
pH de 3,01 y 6,98 g /100 g en el tejido del fruto fresco en estado pintdn con un pH de
3,56.

El anélisis por el método HPLC — MS/MS, confirmé la presencia de 10 picos y los pesos
moleculares permitieron conocer las antocianinas presentes en Lacca lacca y su
porcentaje de participacion de las antocianinas totales, los cuales fueron: petunidina-3-
glucosido (24,24%), delfinidina-3-glucdsido (23,4%), malvidina-3-glucésido (21,6%),
cianidina-3-glucésido (10,18%), petunidina-3-rutinosido (7,16%), malvidina-3-rutinésido
(4,97%), cianidina-3-rutinosido (3,72%), delfinidina-3-rutinésido (2,63%), peonidina-3-
glucodsido (1,13%) y peonidina-3-rutinésido (0,97%). De los seis tipos de antocianinas de
interés de uso agroindustrial se ha encontrado cinco tipos de antocianinas en el fruto de
Lacca lacca por lo cual el fruto es importante fuente de antocianinas de uso agroindustrial.
El analisis fisicoquimico mostré que en estado pintén, el fruto de Lacca lacca, contiene:
humedad 80,52%, ceniza 2,09%, proteina 0,84%, grasa 1,09%, fibra 2,86%,
carbohidratos 12,6%, acido (exp. en &cido citrico) 0,03, pH 3,56 y sélidos solubles 5,78%.
En cambio en estado maduro, contiene: humedad 78,49%, ceniza 1,87%, proteina 0,90%,
grasa 0,91%, fibra 2,69%, carbohidratos 15,14%, &cido (exp. en &cido citrico) 0,042, pH
3,01y sdlidos solubles 6,03%.

Estos resultados revelan al fruto de Lacca lacca como promisorio, para su

aprovechamiento agroindustrial como fuente importante de antocianinas.

Palabras clave: Caracterizacion, antocianinas, Lacca lacca, HPLC —MS/MS
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INTRODUCCION

Las antocianinas pertenecen a un gran y muy distribuido grupo de metabolitos
secundarios, que se conocen colectivamente como flavonoides.

Las antocianinas son los componentes que otorgan a las plantas colores rojos, azules,
morados, particularmente en partes como frutos, flores y hojas. Estos pigmentos fueron
consumidos por los hombres a lo largo de incontables generaciones sin causar
aparentemente ningun efecto toxico.

El interés por las antocianinas se ha incrementado debido a su potencial uso como
colorantes naturales y por sus potenciales beneficios en la salud.

Ultimamente, la seguridad de los pigmentos sintéticos ha sido cuestionada, conduciendo
a la reduccidn en el niimero de colorantes permitidos.

Las antocianinas son pigmentos solubles en agua, lo que facilita su incorporacién en los
sistemas acuosos alimentarios. Estas cualidades hacen que estos colorantes naturales
sean atractivos como pigmentos naturales inocuos con considerable potencial en la
industria de los alimentos en productos con un rango de pH acido.

Ademas de su color, se ha reportado que las antocianinas tienen beneficios para la salud
como potentes antioxidantes y pueden incrementar la agudeza visual. Se ha observado
también que poseen actividad antineoplasica, vasotonica, vasoprotectora, anti -
inflamatoria y hepatoprotectora.

En el Per( existen muchas especies silvestres, una de ellas es Lacca lacca (Gaultheria
glomerata (Cav.) Sleumer), que crece especialmente alrededor de los campos de cultivo a
manera de proteccion, debido a sus hojas grandes y no tiene espinas, sus flores son
rosados y sus frutos morados.

Asimismo, algunas tradiciones orales, sugieren que estos frutos eran usados por las
nuestras durante el Incanato para lavar y cuidar sus cabellos a manera de un champu

colorante natural.

13
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CAPITULO |: PROBLEMA

1.1.Planteamiento del problema

La necesidad de identificacién las fuentes de extraccion de antocianinas porque hay
demanda de antocianina a nivel mundial, obtenida a partir de fuentes colorantes
naturales, se calcula entre 1,2 y 1,3 toneladas anuales. Los principales paises
consumidores son Japén y Estados Unidos y en menor escala Francia, Inglaterra,
Alemania, Espafia, Bélgica y Venezuela. La produccion global de antocianinas esta
orientada a las empresas productoras de bebidas, saborizantes de yogur y
golosinas. En la actualidad el interés por los pigmentos antocianinas y su
investigacion cientifica se ha incrementado en los (ltimos afios, debido no solamente
al color que confieren a los productos que las contienen sino a su probable papel en
la reduccién de las enfermedades coronarias, cancer y diabetes; a sus efectos
antinflamatorios y al mejoramiento de la agudeza visual y del comportamiento
cognitivo. Por lo tanto, ademés de su papel funcional como colorantes, las
antocianinas son agentes potenciales en la obtencién de productos con valor
agregado para el consumo humano. El uso de colorantes naturales que son
extraidos de plantas no producen dafios a la salud, entre estos pigmentos naturales
se encuentran las antocianinas.

Por tal motivo en el Centro Poblado de Huayanay distrito de Anta de la provincia de
Acobamba Regidén Huancavelica existen variedad de biodiversidades que no estan
estudiados sus hojas, tallos y frutos, como por ejemplo Lacca lacca (Gaultheria
glomerata (Cav.) Sleumer) donde abunda es planta y tiene fruto, tal fruto no es
aprovechado por los pobladores de la zona por desconocimiento de sus propiedades
como los compuestos bioactivos como la antocianina qué contiene el fruto de dicha
planta, las antocianinas son el grupo méas importante de pigmentos que se hallan

principalmente en flores, frutos y estéan incluidas en la lista de compuestos naturales
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conocidos por su mecanismo de poderosos antioxidantes y tienen un potencial
considerable en la rama alimentaria como aditivo por su caracter inocuo.Con esta
investigacion se pretende evaluar caracteristicas fisicoquimicos y cuantificacion de
anfocianinas para incentivo de poblacion del Centro Poblado de Huayanay para su mejor

cuidado y uso adecuado agroindustrial del fruto de Lacca lacca.
1.2.Formulacién del problema

1.2.1. Problema general

o ;Cudles seran las caracteristicas fisicoquimicos y la concentracién de
antocianinas en el fruto de Lacca lacca (Gaultheria glomerata (Cav.)

Sleumer) en estado pinton y maduro?
1.2.2, Problema especifico

e Cuales seran las caracteristicas fisicoquimicos del fruto de Lacca lacca
(Gaultheria glomerata (Cav.) Sleumer) en estado pintén y maduro?
e ;Cual serd la concentracién de antocianinas en el fruto de Lacca lacca

(Gaultheria glomerata (Cav.) Sleumer) en estado pintén y maduro?
1.3.0bjetivo:

1.3.1. Objetivo General
o Evaluacion de las caracteristicas fisicoquimicos y la concentraciéon de
antocianinas en el fruto de Lacca lacca (Gaultheria glomerata (Cav.)

Sleumer) en estado pintén y maduro.

1.3.2. Objetivo Especificos
o Determinar las caracteristicas fisicoquimicos del frufo de Lacca lacca

(Gaulthefia glomerata (Cav.) Sleumer) en estado pinton y maduro.

15



o Determinar la concentracion de antocianinas en el fruto de Lacca lacca

(Gaultheria glomerata (Cav.) Sleumer) en estado pinton y maduro.

1.4. Justificacion

1.4.1. Justificacion socioeconémica

1.4.2

El presente trabajo de investigacion se constituye en alternativa tecnolégica y por
tanto permitira disminuir los precios de los colorantes naturales (antocianina) esta
alcanzando valores preocupantes, y no hay muestras de que el aumento de los
precios vaya a finalizar, debido que los colorantes sintéticos son agentes
cancerigenos. Por esta razon, el estudiante de ingenieria agroindustrial tiene
como objetivo identificar fuentes de antocianina, determinar caracteristicas fisico
quimicas y concentracion de antocianinas en los frutos de Lacca lacca en la
localidad para el uso agroindustrial. La mayoria de estos de los pobladores de la
zona consumen bastante colorantes sintéticos, ya que con este trabajo de
investigacion tienen la facilidad de consumir colorantes naturales (antocian:na) de
los frutos silvestres de la zona, podemos disminuir el de colorantes sintéticos y los
costos de los colorantes naturales para poder vivir sanos y felices los pobladores.
Justificacion cientifica y tecnologica

El presente trabajo de investigacion nace como una idea de innovacion, por el
aporte que nos brinda nuestra bondadosa naturaleza, entonces existe la
necesidad de caracterizacion fisicoquimico y determinacion de concentracion de
antocianina en fruto de Lacca lacca en estado de pintén, ya quelas antocianinas
son pigmentos naturales que imparten colores a las plantas para diversas
funciones, estos pigmentos representan un potencial para el reemplazo
competitivo de colorantes sintéticos en alimentos, productos farmacéuticos y
cosméticos y también posee la habilidad de retardar la degradacion oxidativa de
lipidos y por lo tanto conservar la calidad y el valor nutricional del alimento, la

actividad de antocianinas posee la habilidad de retardar la degradacion oxidativa
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1.4.3.

de lipidos y por lo tanto conservar la calidad y el valor nutricional del alimento. Los
colorantes naturales estan en demanda por los paises desarrollados por los
colorantes naturales (antocianina) como antocianinas son agentes ante
cancerigenos, las antocianinas ejercen efectos terapéuticos conocidos que incluye
la reduccion de la enfermedad coronaria, efectos antitumorales, antiinflamatorios y
antidiabéticos, ademas del mejoramiento de la agudeza visual y del
comportamiento cognitivo, los efectos terapéuticos de las antocianinas estan
relacionados con su actividad antioxidante, por otro lado fruto de Lacca lacca
existe en abundancia en la comunidad y que nadie lo consume por falta de
conocimiento de sus propiedades que contiene el fruto, sabiendo sus propiedades
la poblacion recolectaria, consumiria, comercializaria, hasta transformaria del fruto
de Lacca lacca y mejoraria econémicamente y nutricionalmente la poblacion.
Justificacion ambiental

Los resultados permite proponer alternativas de uso de productos naturales que
proveen antociarinas en reemplazo de colorantes artificiales, que alteran la

calidad ambiental.
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CAPITUL Il: ANTECEDENTES

> Del Carpio et al, (2009); cuando realizaron la caracterizaciéon de las
antocianinas de los frutos de Lechler (Berberis boliviana), concluyeron que,
el pigmento de los frutos de Lechler presenta un contenido en antocianinas
monoméricas de 7g/100g de frutos secos separados de las semillas, estando casi
puras pues las cantidades de otros componentes fenélicos son minimas. Las
antocianinas identificadas por HPLC-MS/MS (espectro de masas tandem) y por
comparacion con el cromatograma del extracto concentrado de antocianinas de
son: delfinidina-3-glucésido en un 23,43%, delfinidina-3-rutinésido en un 2,65%,
cianidina-3-glucésido en un  10,16%, cianidina-3-rutinésido en un
3,75%,petunidina-3-glucosido en un 24,21%, petunidina-3-rutindsido en un
7,15%, peonidina-3-glucosido en un 1,12%, peonidina-3-rutinésido en un 0,94%,

malvidina-3-glucésido en un 21,64% y malvidina-3-rutinésido en un 4,95%.

> Pastrana y Gutiérrez, (2009); cuando realizaron ldentificacion y cuantificacion
de antocianinas en uvas muscadinas por cromatografia liquida y
espectrometria de masas, concluyeron que el contenido de antocianinas totales
y el perfil de antocianinas individuales presentes en 10 cultivares de uvas
muscadinas (5 de piel purpura y 5 de piel bronce), cultivadas en el sur del estado
de Georgia (Estados Unidos). Para efectos del analisis, las frutas fueron
separadas en sus partes: piel, semilla y pulpa. El contenido de antocianinas
totales fue determinado mediante un método de diferencial de pH y varié de 31 a
75 mg/100g de fruta fresca en las uvas plrpuras y de 0.4 a 1.3 en las uvas de
color bronce. Las antocianinas individuales fueron analizadas mediante HPLC y
su identidad confrmada mediante técnicas de HPLC-MS. La Delfinidina-3,5-
diglucésido fue la antocianina mas abundante (cerca del 46% del contenido total

de antocianinas) y fue encontrada en las pieles de todas las frutas, en las
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semillas de 9 de los cultivares, y en las pulpas de 3. Petunidina-3,5-diglucésido
(23%) y malvidina-3,5-diglucosido (20%) fueron las siguientes en concentracion,
pero solo fueron encontradas en las pieles de 8 y las semillas de 5 de los
cultivares estudiados. Cianidina-3,5-diglucdsido (6%), peonidina-3,5-diglucésido
(3%) y petunidina-3-monoglucésido (1%) fueron también detectadas en las pieles
de las frutas de piel parpura. En este articulo se reporta por primera vez la
presencia de petunidina-3-monoglucosido en uvas muscadinas. El contenido de
antocianinas y la suma de antocianinas individuales presentaron una correlacion
alta (R = 0,98). El promedio del contenido de antocianinas totales reportado en
este articulo fue més bajo que los publicados para uvas de tipo europeo y otras
uvas americanas de piel roja y de ofras frutas comunes. Sin embargo, las uvas
muscadinas de piel pirpura presentaron niveles de antocianinas que pueden ser

consideradas de importancia nutracéutica.

> Ortiz et al, (2009); cuando realizaron caracterizacion y estabilidad de
antocianinas de higo, variedad (Misién) se concluyeron que, las antocianinas
del higo azul-morado (Ficus carica) variedad Mission fueron extraidas del tejido
epidérmico liofilizado usando metanol acidificado, hidrolizadas con HCI y
purificadas usando un cartucho. El contenido de antocianinas monomeéricas,
determinado por el método de diferencial de pH, fue 162 mg (100 g de tejido
epidermal (base cianidina-glucosido). Por medio de HPLC se separ6 e identifico
la cianidina como dGnica antocianina presente en el higo. Se demostréd que la
mayor estabilidad de antocianinas extraidas de higo Mission se presenta a un pH

de 3,0, a4 °C y en oscuridad, conservandose durante 14 dias.

» Burgos et al,, (2007) cuando realizaron determinacion de las caracteristicas
quimicas, fisicas y organolépticas del fruto de grosella (Phyllanthus acidus
L), concluyeron que: La grosella es una fruta muy é&cida apta para el
procesamiento agroindustrial ya que sus caracteristicas fisicoquimicas como pH,
acidez y sdlidos solubles cumplen con las especificaciones industriales para llevar
a cabo dichos procesos, actualmente es poca la informacion cientifico - técnica

sobre sus caracteristicas. El objetivo de este trabajo fue caracterizar el fruto de la
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grosella India (Phyllanthus acidus L), en seis estados de madurez. Se tomaron

muestra aleatoriamente y por triplicado; determinando las caracteristicas

fisicoquimicas y organolépticas para establecer las perspectivas de

agroindustrializacion y relacionar la afinidad de estas variables con los valores

establecidos por las normas de Incontec para la elaboracién y obtencién de

productos alimenticios, presentando valores de acidez entre 2,127 y 2,531,
valores de pH entre 2,959 y 3,276, y valores de SST (°Brix) entre 5,915 y 7,44.

2.1. Bases tedricas

La muestra fue identificacion taxonémica de Lacca lacca, segun el sistema de

croquist (ver Anexo N° 01) en el Museo de historia natural de la UNMSM (2012).

2141,

21.2.

Taxonomia de Lacca lacca

Divisién : Magnoliophyta

Clase : Magnoliopsida

Orden : Dipsacales

Familia : Caprifoliaceae

Género : Gaultheria

Especie  : Gaultheria glomerata (Cav.) Sleumer

Compuestos bioactivos

La existencia de compuestos bioactivos se ha visto evidenciada gracias a
diversos estudios que han demostrado los efectos beneficiosos para la salud
que aportan ciertos tipos de dieta, entre las que se incluyen la dieta
vegetariana la dieta de alto consumo de cereales integrales, la dieta
‘prudente” la dieta mediterranea y la dieta tradicional japonesa (Katoet al.,
1973).

En general este tipo de dietas se caracterizan por un alto consumo de frutas,
verduras, legumbres, aceite de oliva y cereales, y todas ellas han sido
relacionadas con una reduccion significativa del riesgo de padecer
enfermedades cardiovasculares y ofro tipo de enfermedades crénicas (Kris-
Etherton et al., 2004).
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A pesar de los efectos beneficiosos pafa la salud que comportan los
compuestos bioactivos, éstos no son compuestos esenciales para ia vida, y
por lo tanto no forman parte del grupo de los nutrientes. Sin embargo, los
eféctos producidos por ellos son mucho més tiles que los de los nutrientes.
Mientras que los compuestos bioactivos son capaces de influir en las
actividades celulares modificando el riesgo de padecer enfermedades, los
nutrientes simplemente previenen el riesgo de contraer una enfermedad

debido a una carencia o déficit (De Lorgeril et al., 1999).

Hasta la fecha se han identificados infinidad de compuestos bioactivos y este
namero sigue creciendo de manera asombrosa. Entre las funciones que
realizan estos compuestos encontramos que pueden actuar como
antioxidantes, inhibidores e inductores de enzimas, de la expresion génica etc.
Pero estas actividades no son suficientes para definir un compuesto bioactivo,
ademas deben tener asociados algun tipo de efecto beneficioso para la salud
(Terry et al., 2001).

El problema aparece cuando se trata de entender en profundidad cuales son
los mecanismos exactos de estos compuestos y el porqué de sus efectos
beneficiosos. Su descubrimiento, relativamente reciente, hace que los
mecanismos de absorcion, transporte en el organismo y metabolismo sean
desconocidos para la gran mayoria de ellos. Por otro lado, la gran cantidad de
compuestos, su diversidad y los numerosos factores que afectan su actividad
biolégica (modo en que se consumen, efectos del procesado, factores
ambientales, etc.) hacen complicado este estudio. Ademas, también es de
resaltar la diferente respuesta biolégica de cada individuo frente al consumo
de compuestos bioactivos, que variara dependiendo de sus caracteristicas

genéticas, su edad, su estado de salud, etc. (Kato et al., 1973).
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2.1.3. Colorantes naturales

Los colorantes naturales se clasifican segiin su procedencia en: vegetales,

animales y minerales.

A. Colorantes vegetales: Los colorantes vegetales se dividen en 6 grupos:

» Carotenoides: La estructura quimica basica de la mayoria de estos
compuestos es poliénica, de 40 atomos de carbono y se dividen en dos
grandes grupos: carotenos y xantofilas.

» Clorofila: Este es, tal vez, el pigmento mas abundante en la naturaleza
y se encuentra en los cloroplastos. Es soluble en no polares.

> Antocianinas: Son pigmentos hidrosolubles con caracteristicas de
glucosidos, responsables de los colores rojo, anaranjado, azul y purpura
de las uvas, manzanas y fresas.

> Flavonoides: Son glucdsidos formados por una aglicona que en
muchos casos deriva del 2-fenilbenzopirona. Estos pigmentos son
amarillos pero, a pesar de que existe un gran nimero de ellos, no
contribuyen de manera importante en el color de los alimentos.

» Betalainas: Este término se refiere a un grupo de aproximadamente 70
pigmentos hidrosolubles con estructura de glucésidos y que se han
dividido en dos grandes clases: betacianinas (rojo) y betaxantinas
(amarillo).

» Taninos: Son una clase de compuestos fendlicos incoloros amarillo-
café que se han dividido en dos grupos: los hidrolizables y los no
hidrolizables (Fennema, 2000).

2.1.4. Caracteristicas fisicoquimicos

Caracterizacion fisicoquimica de las frutas los valores de las caracteristicas
fisicoquimicas en las frutas evaluadas se relacionan en el Cuadro N° 01. Los
resultados ponen de manifiesto diferencias de las variables analizadas, entre

las diferentes especies frutales (Villalba et al., 2005).
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Cuadro N° 01. Valores medios obtenidos de las caracteristicas fisicoquimicas

evaluadas en las frutas de diferentes especies

Frutas pH Acidez °Brix LM.*
Ciruela criolla 3,06 0,52 13,60 25,86
Meldn criollo 6,01 0,09 7,33 78,39
Mango de clase 4,21 2,23 8,20 35,86
Grosella 2,01 3,57 5,73 1,60
Cereza criolla 2,94 3,91 6,53 1,67
Coco 613 | _ 032 9,73 30,36
Chirimoya 4,58 1,30 11,80 9,05

Fuente: Villalba ef al. (2005)  *IM = Indice de madurez

Cuadro N° 02. Valores obtenidos de las caracteristicas fisicoquimicos del

ayrampu
Caracteristicas Resultados
pH 2,5
°Brix 17
Acidez(g /100 ml) 2,35
Indice de madurez(SST/acidez) 7,23
Proteinas (%) 1,11
Ceniza (%) 2,68
Grasa (%) 1,35
Humedad (%) 79,52
Fibra (%) 3,08
Carbohidratos (%) 12,63

Fuente: Ccatamayo y Valderrama, (2010).

2.1.5. Antocianinas
Las antocianinas son un grupo de pigmentos de color rojo, hidrosolubles,

amp.liamente distribuidos en el reino vegetal (Fennema, 1993).
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Las antocianinas, también conocidas como flavonoides azules, son
compuestos vegetales no nitrogenados pertenecientes a la familia de los
flavonoides, de amplia distribucién en la naturaleza. Son pigmentos solubles
en agua, los cuales imparten la coloraciéon roja, morada y azul a muchas

frutas, verduras y granos de (Giusti y Wrolstad, 2001).

Cuadro N° 03. Contenido de antocianinas en diferentes bayas

Baya Antocianinas (mg/100g)
Mora azul 60-480
Frambuesa 20-220
Arandano 20-360
Fresa 10-80
Zarzamora 183,63

Fuente: Rein, (2005).

El nicleo central flavilo constituye la antocianidina que unida a [a fraccién
azlcar (glucosa, ramnosa, galactosa, arabinosa, xilosa o é&cidoglucuronico)
forma las antocianinas. Se conocen aproximadamente 20 antocianinas dentro
de las cuales destacan por su importancia la pelargonidina, delfinidina,
cianidina, petunidina, peonidina y malvidina. Su combinaciéon con los
diferentes azucares genera aproximadamente 300 antocianinas (Badui, 2006).

Cuadro N° 04: Tipos de Antocianinas.

Antocianinas R R'
Cianidina OH

Peonidina OCH3

Delfinidina OH OH
Petunidina OCH3 OH
Malvidina OCH3 OCH3
Pelargonidina H H

Fuente: Wrolstad, (2001).
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A. Estructura

Las antocianinas son glucosidos solubles formados por una molécula de
antocianidina (aglicona) que se unen a una fraccion de carbohidrato a
través de un enlace b-glucosidico y son una de las clases de flavonoides
que existen en abundancia (Gross, 1987). La estructura quimic(a consiste
en un grupo flavilo formado por un anillo de benzopirano unido a un anillo
fenilico (Figura N° 1) (Badui, 1987).

Los monosacaridos cominmente encontrados son D-glucosa, D-galactosa,
L-Ramnosa, D-arabinosa y D-Xilosa, aunque también pueden contener
oligosacaridos como gentobiosa, rutinosa y soforosa. Normalmente los
monosacéridos se unen con los grupos hidroxilos de la posicion 3 de la
antocianidina, mientras que los disacaridos los hacen con hidréxilos 3y 5 o
bien con las posiciones 3 y 7 (Badui, 1987). El azlicar presente en la

molécula otorga mayor estabilidad y solubilidad (Gross, 1987).

HO

Figura N° 01. Estructura basica de las antocianinas

Algunas veces, las antocianinas se encuentran aciladas por acidos
fendlicos como el cafeico, el p-cumarico, el acético, el fertlico o sinaptico
(Coultate, 1984).

Todas las antocianinas son derivadas del cation flavilo bésico (Gross,
1987). Se conocen més de 100, las diferencias entre ellas se debe al
niimero de grupos hidroxilos, el grado de metoxilacion de éstos grupos, asi
como la naturaleza y el nimero de los acidos aromaticos y alifaticos

presentes en la molécula. De todas las antocianinas existentes, sélo seis
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son de interés en los alimentos: pelargonidina, cianidina, deffinidina,
peonidina, petunidina y malvinidina (Figura N° 2). Los restantes son menos

frecuentes y se encuentran en algunas hojas (Gross, 1987).

Es comln que una misma antocianidina interaccione con mas de una clase
de carbohidrato para formar diferentes antocianinas; la pelargodina es la
que produce el color rojo escarlata de algunas flores y de las fresas; la
delfinidina se encuentra en las berenjenas y la cianidina en col roja, higos,

cerezas, ciruelas, y otros frutos (Badui, 1981).
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Figura N° 02. Estructura de las antocianinas mas comunes
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B. Propiedades
e Espectro de absorcion

Las antocianinas presentan una alta coloracion en medio acido debido a
que contienen un cromoforo con de ocho dobles enlaces conjugados
(Gross, 1987).

El espectro de absorcion de los flavonoides se caracteriza por tener dos
bandas separadas, una a longitudes de onda largas (Banda )
determinada por la conjugacion del anillo B, y la segunda en la region
ultravioleta (Banda ) determinada por la conjugacion del anillo A. A
mayor sustitucion del anillo B, la absorbancia méxima de las
antocianinas se desplaza hacia el extremo del rojo del espectro (Gross,
1987).

Las sales de antocianinas de alta coloracién en una solucion acida
poseen dos absorciones maximas, una en la region visible entre los 465
y 550 nm, y otra menos intensa en la region ultravioleta entre los 270 y
280 nm (Gross, 1987).

e Reacciones quimicas

El nicleo flavilo de los pigmentos antocianicos es deficiente en
electrones y por tanto muy reactivo. El color de las antocianinas
depende de los sustituyentes quimicos que contenga vy la posicién de
los mismos en el grupo flavilo; es decir; si se aumentan los hidroxilos de
los anillos fendlico se intensifica el color azul, mientras que la
introduccién de metoxilos provoca la formacion de rojos (Fennema,
1985).

Las antocianinas forman complejos, quelatos o sales con cationes
metélicos como el sodio, potasio, calcio, magnesio, estafio, hierro o

aluminio cambiando el color, con estos dos (ltimos produce
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coloraciones azules sobre todo con aquellas que tienen dos grupos en
posicion orto. La corrosion de las latas de estafio puede alterar el color
de los alimentos de rojo a plrpura o azul sobre todo cuando estas latas

se almacenan durante largos periodos de tiempo (Charley, 1982).

Otra reaccion importante es con el diéxido de azufre, el cual se utiliza
en la conservacion antimicrobiana de vinos y zumos de frutas. A
elevadas concentraciones (1-1.5%) origina una decoloracion total e
irreversible de las antocianinas, pero a menores concentraciones (500-
2000 ppm) reaccionan con el catién flavilo formando un complejo de

adicién incoloro (Coultate, 1984).

Ocasionalmente el &cido ascorbico naturaimente presente puede dar
lugar a problemas, en presencia de iones de cobre y de oxigeno, ya que
reacciona oxidandose a acido dehidroascorbico acompafado por la
formacion de agua oxigenada, la cual oxida las antocianinas, originando

la formacién de malvonas incoloras (Coultate, 1984).

Las antocianinas interaccionan facilmente con otros flavonoides
incoloros que abundan en los tejidos vegetales. Estas asociaciones que
presumiblemente se basan en enlaces de hidrogeno entre grupos
hidroxilicos, e interacciones hidrofébicas entre anillos incrementan la
intensidad en el color, tendiendo a estabilizar las formas azules

quinoidales (Gross, 1987).

Las antocianinas también cambian de color cuando forman complejos
con otros compuestos fendlicos (proantocianidinas, catequinas, taninos
y flavonoides) o con algunos polisacaridos, ya que favorece un
desplazamiento de la absorcién a longitudes de onda mayores. En
ocasiones, como en el caso de los vinos tintos con un alto contenido de
tanino, se producen grandes agregados poliméricos de tamafio Yy

caracteristicas coloidales que pueden llegar a sedimentar al cabo de un
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largo almacenamiento; cuando esto ocurre, se reduce la intensidad del

color y se observa un precipitado algo obscuro (Gross, 1987).

Efecto del pH

Se puede decir que las antocianinas actuan como indicadores acido-
base puesto que el color resultante esta en funcion de la estructura que
se encuentre en mayor proporcion a determinados pH. A pH's muy
bajos se forma el cation flavilo (rojo), a medida que 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 con la aparicion de una

chalcona de color amarillo palidos (Figura N°03) (Gross, 1987).
Efecto de la temperatura

El efecto de la temperatura en la estabilidad de antocianinas en
sistemas modelos y en productos alimenticios ha sido estudiado por
muchos investigadores; el consenso general es que los pigmentos
antocianinicos son notoriamente destruidos por el calor durante el
procesamiento y almacenamiento de los alimentos, existe un
incremento logaritmico con un incremento aritmético de la temperatura
(Markakis, 1982). Realizd un estudio sobre estabilidad de la col morada
cuando es calentada durante 5 horas, encontrando que la absorbancia
de la muestra decrece significativamente durante los primeros 30

minutos, seguida por un decremento méas gradual al parecer lineal.

Aun no existe un mecanismo de degradacion por temperatura han
postulado una hidrélisis del enlace glicosidico (posicion 3) seguido por
una conversion de la aglicona a chalcona, que a la vez, da como
resultado una a-dicetona. Una degradacién mayor de la antocianina da

productos con precipitados de color café (Markakis, 1982).
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Cuando las soluciones de antocianinas se secan por aspersion, a
temperaturas mayores a 100°C, ocurre una degradacion del color,
mientras que a las temperaturas por debajo de los 90°C resulta en una
degradacién minima, discutieron dos posibles mecanismos para la

degradacion térmica de las antocianinas.

(1) hidrélisis del enlace 3-glicosidico que produce mas alicano

disponible.

(2) ruptura hidrolitica del anillo pirilio, que degrada a un compuesto café

insoluble por su naturaleza polifendlica (Markakis, 1982).

OGL

Quinoidal base Flavylium cation
(Blue) 4 (Red)

Chalcone Carbinol pseudobase
{Colorless) ) {Colorless)

Figura N° 03. Transformacion estructural de las antocianinas en

diversos valores de pH.
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C. Ubicacion de las antocianinas en tejidos vegetales

Las antocianinas son pigmentos confinados en las vacuolas de células
epidérmicas de hojas, flores, frutos y tallos, que desarrollan coloracion

azul, morada y/o rojiza de diferentes tonalidades (Markham ef al., 2000).

La acumulacion de antocianinas en la epidermis superior o el mesdfilo de
las hojas, interfiere con las reacciones luminicas de la fotosintesis. Debido
a su habilidad de absorber luz azul y reflejar luz roja, las antocianinas
pueden, tedricamente, competir contra clorofilas y carotinoides. Existen
evidencias en donde los pigmentos antocianos protegen a las células de
los dafios ocasionados por la luz UV-B, en donde el material genético se ve

protegido por fa acumulacion de estos pigmentos (Scott, 1999).

En las plantas las antocianinas aparecen fransitoriamente dentro de
estados especificos del desarrollo, inducidos por un gran nimero de
factores ambientales como la luz UV-B, bajas temperaturas y estrés por
agua. La produccion y localizacion de antocianinas en raices, tallos y
especialmente hojas ofrece una resistencia al estrés ambiental. También
es conocido que las manzanas tienden acumular pigmentos antocianos en

su epidermis como una proteccion a la radiacién UV-B (Kootstra, 1994).

En cuanto a resultados histolégicos sea encontrado que en los pétalos de
las plantas existe una gran intensidad de color debido a que las
antocianinas tienden a acumularse alrededor de la epidermis. En muchos
de los casos los pigmentos antocianinas se encuentran dentro de vacuolas
de células epidérmicas. Sin embargo, en ciertas especies de plantas las
antocianinas se localizan discretamente en ciertas regiones de las

vacuolas (Markham et al., 2000).
D. Antocianinas como colorantes alimenticias.
Las antocianinas se encuentran dentro de los colorantes naturales mas

conocidos, por ser responsables de los colores rojos y azules de gran
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cantidad de frutas y vegetales, proporcionando un gran atractivo en jugos
de frutas, mermeladas y conservas, por lo que constituyen una buena
alternativa como colorantes alimenticios. Dentro de las posibles fuentes de
antocianinas para su utilizacién como colorantes, se encuentran las uvas,

arandanos, cranberries y algunas plantas como perilla (Francis, 1989).

Sin embargo, son poco utilizadas como colorantes en alimentos debido a
que son poco estables vy dificiles de purificar. Debido a su sensibilidad a los
cambios de pH, el uso practico de estos pigmentos como colorantes

naturales se limita a alimentos acidos con pH inferior a 3,5 (Francis, 1975).
. Beneficios de la antocianina

Ejercen efectos terapéuticos conocidos que incluyen la reduccion de la
enfermedad coronaria, efectos antitumorales, antiinflamatorios y
antidiabéticos, ademas del mejoramiento de la agudeza visual y del
comportamiento cognitivo. Los efectos terapéuticos de las antocianinas
estan relacionados con su actividad aidioxidante. Estudios con fracciones
de antocianinas provenientes del vino han demostrado que estas son
efectivas en atrapar especies reactivas del oxigeno, ademéas de inhibir la

oxidacion de lipoproteinas y la agregacién de plaquetas.
. Efectos positivos de las antocianinas sobre la salud

Las antocianinas poseen conocidas propiedades farmacoldgicas utilizadas
para la terapia de un amplio espectro de enfermedades. Las
investigaciones realizadas con extractos de Vitis viniferaricos en
antocianinas, han mostrado que disminuyen la fragilidad y permeabilidad
capilar; también efectos antiinflamatorios y actividad anti edema. Ademas
tienen la propiedad de proteger los vasos sanguineos del dafio ocasionado

por los altos niveles de azicar en la diabetes (Wagner, 1982).

32



Las antocianinas protegen de muchas maneras. Primero, neutralizan las
enzimas que destruyen el tejido conectivo. Segundo, su capacidad
antioxidativa previene los oxidantes del tejido conectivo dafiado.
Finalmente, reparan proteinas dafadas en las paredes de los vasos

sanguineos.

Por otro lado se ha observado que su potencial antioxidante va en contra
de radicales su peroxidos y perdxidos de hidrégeno a través de numerosos
mecanismos, por ejemplo: la cianidina: Protege la membrana celular de
lipidos de la oxidacion por una variedad de sustancias peligrosas. La

cianidina es un antioxidante 4 veces més fuerte que la vitamina E.

La pelargonidina protege el radical amino de la tirosina del peroxinitrilo, un
antioxidante altamente reactivo. Por otro lado, la del finidina interfiere con

el radical hidroxil, uno de los oxidantes del cuerpo humano.

Cuando se ingieren, las antocianinas son destruidas en parte por la flora
intestinal y las que son absorbidas se eliminan por la orina y la bilis, con
previas transformaciones gracias a esta capacidad antioxidante, las
antocianinas son catalogadas como agentes nutracéuticos. Varios trabajos
reportan sus efectos benéficos al prevenir la proliferacion de células
cancerigenas, proteccion contra enfermedades del corazén y prevencion

del dafio a lipidos de alimentos (Wrolstad, 2001).
. Estabilidad de las antocianinas

La estabilidad de las antocianinas depende de factores como enzimas, pH,

_temperatura, oxigeno, luz, metales, etc. (Costales, 2001).

Investigaciones recientes demostraron que existen antocianinas con ciertas
caracteristicas, presentando una mayor estabilidad debido al desarrollo de

ciertos mecanismos:

1. Asociacién intramolecular: acilacion
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2. Asociacién intermolecular: copigmentacion

3. Interacciones con otros compuestos: polimerizacion (Beristain, 2001).

H. Factores que afectan el color y la estabilidad de las antocianinas

Las antocianinas son relativamente inestables y a menudo sufren
reacciones de degradacién durante el procesamiento y almacenamiento.
Dentro de los factores que determinan su estabilidad se encuentran los

siguientes:

> pH: Los pigmentos antocianicos sufren transformaciones estructurales
reversibles con un cambio en el pH. La acidez tiene un efecto protector
sobre la molécula. La forma oxonio o cation flavilio colorida predomina a
pH 1,0; a valores de pH mas altos ocurre una pérdida del protén y
adicion de agua en la posicion dos, dando lugar a la forma incolora

hemicetal y chalcona a pH 4,5.

» Concentracion: El aumento en la concentracion de antocianinas

promueve una mas alta estabilidad del color.

» Temperatura: Incrementos en la temperatura resultan en perdida del
azlcar glicosilante en la posicion 3 de la molécula y apertura de anillo

con la consecuente produccion de formas incoloras.

> Luz: La luz afecta a las antocianinas en dos formas diferentes: la luz es
esencial para la biosintesis de antocianinas, pero también acelera su
degradacion. Las antocianinas preservan mucho mejor su color cuando

se mantienen en la oscuridad.

> Metales: Las antocianinas cambian de color cuando forman complejos,
quelatos o sales con iones de sodio, potasio, calcio, magnesio, estafio,

hierro o aluminio.
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> Oxigeno: El oxigeno amplifica el impacto de otros procesos de
degradacion de antocianinas. La remocién de oxigeno protege contra la

degradacién térmica.

> Acidos organicos: Son inestables en presencia de acido ascorbico ya

que acelera su degradacion.

> Aziicares: Los azlcares estan presentes de forma natural en los
alimentos, y en procesos de produccion de alimentos, son nuevamente
agregados. Los azlcares asi como sus productos de degradacion

disminuyen la estabilidad de las antocianinas.

> Enzimas: la inactivacion de enzimas, mejora la estabilidad de las

antocianinas.

> Copigmentacion: El color de las antocianinas puede ser estabilizado y
enriquecido por reacciones de copigmentacion. La copigmentacion es
un fendmeno que involucra la interaccién de las antocianinas con
flavonoides, polifenoles, alcaloides, amino&cidos y consigo misma,
generando que el color de las antocianinas sea mas intenso, brillante y
estable, ya que estos compuestos las protegen de la degradacion de la
luz, color o pH (Giusti y Wrolstad, 2001).

2.1.6. Antioxidantes

Se define como cualquier sustancia que, a bajas concentraciones en
comparacion con el susfrato oxidable, retrasa o inhibe significativamente la
oxidacion de dicho sustrato. Para lograrlo los antioxidantes entregan un
electron a los radicales libres, con lo cual los desactivan, apagando el
proceso de oxidacion y transformandose ellos en radicales libres inactivos o
poco reactivos. La importancia de un antioxidante depende de su
concentracion, del medio donde actiia y de su habilidad para interaccionar

con sistemas regeneradores. Ciertas enfermedades como la
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arterioesclerosis, degeneraciones ligadas al envejecimiento y el cancer,
podrian estar unidas al fendomeno de la oxidacion celular mediada por

radicales libres (Lucy y Ibéfiez, 2008).

Figura N° 04. Neutralizacion del radical libre por un antioxidante.
A. Familias de compuestos fendlicos.

Los flavonoides: Dentro de este grupo de compuestos destacan tres

grandes familias:

¢ Antocianos: son los compuestos responsables de la coloracion roja y
violeta de muchas flores, pero también del color de las uvas,
manzanas, ciruelas y berries tales como las frutillas, moras,

arandanos, frambuesas y maqui, entre otras muchas frutas.

o Flavonoles: en este grupo destacan compuestos responsables de la
coloracién amarilla de flores y algunos frutos, siendo abundantes en
las pieles de uvas blancas y rojas, de manzanas, peras, duraznos y en

la pulpa de la mayoria de los berries.

o Flavanoles: este grupo al que pertenecen los taninos condensados,
son responsables de la defensa confra diversas enfermedades en las
plantas y son abundantes en las semillas de diversas especies como

la vid y en hojas como las del té(Joshua et al., 2003).
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2.1.7. Cromatografia Liquida de Alta Resolucion (HPLC).

La cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) es la técnica analitica de
separacion y cuantificacion mas es la ampliamente usada. Las razones de
su utilizacién son su sensibilidad, su facil adaptacion a las determinaciones
cuantitativas exactas, su idoneidad para automatizarla, su capacidad para
separar especies no volétiles o termolébiles, pero sobre todo su amplia
aplicabilidad a sustancias que son importantes en la industria, muchos
cambios de la ciencia y para la sociedad en general. La cromatografia
agrupa un conjunto importante y diverso de métodos que facilitan la
separacion, identificacion y determinacion de componentes estrechamente
relacionados en mezclas complejas; muchas de dichas separaciones son
imposibles por otros medios. En todas las separaciones cromatogréficas la
muestra se disuelve con una fase movil que puede ser un gas, liquido o un
fluido supercritico, la cual se hace pasar a través de una fase estacionaria
inmescible fija en una columna o en una superficie sélida. Las dos fases se
eligen de tal forma que los componentes de la muestran se distribuyen en
grados distintos entre la fase movil y la fase estacionaria. Aquellos
componentes que son fuertemente retenidos por la fase estacionaria se
mueven con mucha lentitud con el flujo de la fase mévil. En cambio, los
componentes unidos débilmente a la fase estacionaria se mueven con
rapidez. Como consecuencia de las distintas velocidades de migracion, los
componentes de la muestra se separan en bandas o zonas distintas que se

pueden analizar en forma cualitativa y cuantitativa (Fernandez et al., 2008).

2.2, Hipotesis:

Implicita

2.5. Variables de estudio

2.5.1.

Variable independientes

e indice de madurez
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25.2. Variables dependiente

o Caracteristicas fisicoquimicos en estado pinton y maduro.

® Concentracion de antocianinas en estado pinton y maduro.

38

o



3.1.

3.2.

3.3.

CAPITULO Ill: METODOLOGIA DE LA INVESTIGACION

Ambito de estudio

Los frutos de Lacca lacca se recolecto del Centro Poblado de Huayanay del Distrito
de Anta de la provincia de Acobamba de la Regién Huancavelica, para realizar
evaluacién de caracteristicas fisicoquimicos y concentracion de antocianina presente
en el fruto de Lacca lacca se realizo en los laboratorios de Ingenieria de Industrias
Alimentarias de la UNCP.

¢ Ubicacion politica:
Departamento : Huancavelica
Provincia : Acobamba
Distrito : Anta

e Ubicacion geografica:

Latitud :12° 43" 37"
Longitud : 74° 39" 51" del meridiano de Greenwich.
Altitud : 3680 m.s.n.m. de la linea Ecuatorial.

e Factores climaticos:
Precipitacién pluvial  : 650 mm promedio anual.
Temperatura promedio : 12°C

Humedad relativa : 55 %.
Tipo de investigacién:
El presente trabajo de investigacion es aplicada.
Nivel de investigécién

El tipo de investigacion es descriptivo.
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34.

3.5.

Método de investigacion

El método que se utilizé en el presente trabajo de investigacion es Deductivo —
Inductivo, se analizd la caracteristicas fisicoquimicos y la concentracion de
antocianinas. Estas particularidades se generalizardn si la composicion fisico
quimica y la concentracion de antocianinas varian segun su estado de madurez del

fruto de la Lacca lacca.
Disefio de investigacion

En el trabajo de investigacion se utilizo el disefio no experimental, disefio a emplear
sera el disefio transeccional correlacionales — causales, que pueden limitarse a
establecer relaciones entre variables sin precisar sentido de causalidad ni pretender

analizar relaciones de causalidad.

Disefio no experimental: Los disefios no experimentales recolectan datos en un solo
momento, en un tiempo Unico. Su propésito es describir variables, y analizar su
incidencia e interrelacién en un momenio dado. Se realizé de la siguiente manera, los
analisis se realizaran mediante el método recomendado por la Norma Técnica 203-010
INDECOPI, AOAC y HPLC.

Recoleccion de la Materia Prima

(Pinton y maduro)

A 4

Andlisis fisicoquimica
(Norma Técnica 203-010 INDECORPI,
(1987) y AOAC (1996) J

A 4

~
( Anélisis de antocianinas
(Método de HPLC)

Figura N° 05. Pasos de disefio de investigacion realizada.
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3.6.

3.7.

Descripcion pasos de disefo de investigacion realizada

a. Recoleccion de la Materia Prima: La recoleccion de materia prima (Lacca lacca),
se ha realizado en el Centro Poblado de Huayanay tanto como los frutos pintones y
maduros juntos. En el laboratorio de UNCP los frutos fueron clasificados
visualmente por la intensidad de su color Azul violaceo en dos grados de
maduracion: pinton (GM1); maduros (GM2). Una muestra aproximada de 30 g se
colocd en cajas petri para medir el color con un equipo Hunter Lab Mini Scan XE

Plus (Modelo 45 / O-L).

b. Andlisis fisicoquimico: El anélisis fisicoquimico se ha realizado los siguientes
caracteristicas fisicoquimicos del fruto de Lacca lacca en estado de maduracién
tanto como en pintdn y maduro: solidos solubles, pH, acidez, humedad y otros en

frutos frescos.

c. Anilisis de antocianinas: Las antocianinas presentes en el fruto de Lacca lacca
fueron en estado de madurez pintdn y maduro la cuantificacion e identificacion de

tipo de antocianinas con el método de HPLC en frutos frescos.

Poblacion, muestra, muestreo

3.6.1. Poblacion. Se recolectd y se utiliz6 los frutos de Lacca lacca (Gaultheria
glomerata (Cav.) Sleumer) procedentes del Centro Poblado de Huayanay,

distrito de Anta — Acobamba

3.6.2. Muestra. Se realiz6 separandose equivalentemente y aleatoriamente de 1 kg

para cada estado de madurez del fruto.

3.6.3. Muestreo. Se realizé al zar el pesado del fruto de Lacca lacca con el fin de

analizar los andlisis respectivos en laboratorio para cada estado de madurez.
Técnicas e instrumentos de recoleccion de datos

Se procede a evaluar el fruto de Lacca lacca (Gaultheria glomerata (Cav.) Sleumer),

luego su anélisis, para después evaluar la concentracion de antocianinas.
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Cuadro N° 05: Técnicas e instrumentos de recoleccién de datos.

Técnicas

Instrumentos

Recoleccion de datos

Clasificacién de la Lacca

lacca.

Manualmente

balanza digital

- Fruto laccalacca1400 g

Recoleccion de

informacion

Libros, boletin y

formatos impresos

- Antocianinas.

- Concentracion de antocianinas.
- Determinacion de antocianinas.

- Caracteristicas fisico quimicas.

Anélisis de antocianinas

Método de HPLC

- Concentracién de antocianinas

Andlisis fisicoquimico

Método
recomendado por la
Norma Técnica 203-
010 INDECOPI, y
AOAC

- pH
- Acidez
- Sélidos solubles (°Brix)

3.8. Procedimiento de recoleccion de datos

Cuadro N° 06: Procedimiento de recoleccién de datos

Procedimiento

Recoleccion de datos

lacca.

Analisis de concentracion de

antocianinas de! fruto de Lacca

Resultados de laboratorio

de Lacca lacca.

Andlisis fisicoquimicos del fruto

Resultados de [aboratorio

3.9. Técnicas de procesamiento y analisis de datos

La técnica de procesamiento fue mediante la estadistica descriptiva.
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3.9.1. Andlisis a realizarse

Los analisis que se realizo en el desarrollo del presente trabajo de investigacion

se describen a continuacion:

A. Anilisis fisico quimica: El analisis fisico quimica de la Lacca lacca se
analizé mediante el método recomendado por la Norma Técnica 203-010
INDECOPI, (1987) y AOAC (1996) como (Anexo N° 04).

> pH: Se determin6 por medio del potenciometro. Método recomendado
por la (Norma Técnica 203-010 INDECOPI, 1987).

> Acidez: se determin6 por titulacion, segiin AOAC (1996).

> Sdlidos solubles: Se determin6é por medio del refractometro. Método
recomendado por la (Norma Técnica 203-010 INDECOPI, 1987).

B. Analisis de antocianinas. La concentracion de antocianinas se determiné
utilizando el método de HPLC (Anexo N° 05).
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CAPITULO IV: RESULTADOS

4.1. Presentacion de resultado
4.1.1. Analisis fisicoquimico del fruto de Lacca lacca en estado pinton.

En el Cuadro N° 07, se muestra los resultados de analisis de caracteristicas
fisicoquimicos y contenido de antocianinas en el fruto de Lacca lacca en
estado pinton la cual contiene: humedad 80,52%, ceniza 2,09%, proteina
0,84%, grasa 1,09%, fibra 2,86%, carbohidratos 12,6%, acido (exp. en &cido
citrico) 0,03, pH 3,56, °Brix 5,78, antocianinas 6,98 g / 100 g de muestra.

Cuadro N° 07. Caracteristicas fisicoquimicos y contenido de antocianinas en

el fruto de Lacca lacca en estado pinton

ANALISIS RESULTADO
Humedad (%) 80.52
Ceniza (%) 2.09
Proteina (%) 0.84
Grasa (%) 1.09
Fibra (%) 2.86
Carbohidratos (%) 12.6
Acidez (Exp. en acido citrico) 0.03
pH 3.56
Sélidos solubles totales (%) 5.78
Antocianinas monoméricas (g / 100 g de muestra) 6.98

4.1.2. Analisis fisicoquimico e identificacién de antocianinas del fruto de Lacca

lacca en estado maduro.



En el Cuadro N° 08, se muestra los resultados de andlisis de caracteristicas
fisicoquimicos y contenido de antocianinas en el fruto de Lacca lacca en
estado maduro la cual contiene: humedad 78,49%, ceniza 1,87%, proteina
0,90%, grasa 0,91%, fibra 2,69%, carbohidratos 15,14%, acido (exp. en acido
citrico) 0,042, pH 3,01, sélidos solubles 6,03%, antocianinas 7,10 g / 100 g de

muestra.

Cuadro N° 08. Caracteristicas fisicoquimicos y contenido de antocianinas en

el fruto de Lacca lacca en estado maduro.

ANALISIS RESULTADO
Humedad (%) 78.49
Ceniza (%) 1.87
Proteina (%) 0.90
Grasa (%) 0.91
Fibra (%) 2.69
Carbohidratos (%) 15.14
Acidez (Exp. en acido citrico) 0.042
pH 3.01
Salidos solubles totales (%) 6.03
Antocianinas monoméricas ( g /100 g muestra) 710

En el Cuadro N° 09, se muestra los diferentes tipos de antocianinas presentes
en el fruto de Lacca lacca en estado maduro encontrados son: petunidina-3-
glucésido  24,24%, delfinidina-3-glucésido, 23,4%, malvidina-3-glucdsido
21,6%, cianidina-3-glucésido  10,18%, petunidina-3-rutinésido  7,16%,
malvidina-3-rutinésido  4,97%, cianidina-3-rutinésido 3,72%, delfinidina-3-

rutinésido 2,63%, peonidina-3-glucosido 1,13%, peonidina-3-rutinésido 0,97 %.
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Cuadro N° 09. Tipos de antocianinas presentes en el fruto de Lacca lacca en

estado maduro.

TIPOS DE ANTOCIANINAS RESULTADO

1 |delfinidina-3-glucdsido 234 %

2 | delfinidina-3-rutinbsido 2,63 %

3 |cianidina-3-glucésido 10,18 %

4 |cianidina-3-rutindsido 3,72 %

5 {petunidina-3-glucdsido 24,24 %

6 | petunidina-3-rutinésido 7,16 %

7 {peonidina-3-glucdsido 1,13 %

8 [ peonidina-3-rutindsido 0,97 %

9 | malvidina-3-glucésido 21,6 %

10 | malvidina-3-rutinésido 497 %
-
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Figura N° 06: Contenido de tipos de antocianinas en fruto de Lacca lacca en

la cual se muestra la mayor cantidad el petunidina-3-glucésido.
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Figura N° 07: Cromatograma desarrollado en el equipo de HPLC, en el cual
se observan 10 picos importantes, que representan a las 10 antocianinas

presentes en fruto de Lacca lacca (Gaultheria glomerata (Cav.) Sleumer).

De la determinacion de antocianinas por HPLC-MS/MS (Espectro de masas
tandem). El pico 1, tiene un ion molecular (M) a m/z 465 y un ion de
fragmentacion a m/z 303 el cual corresponde a la delfinidina, habiendo pérdida
de una masa molecular de 162, que corresponde a una unidad glucosilo, por
lo que se concluye que el pico 1 corresponde a la delfinidina-3-glucésido. El
pico 2, tiene un ion molecular (M) a m/z 611 y evidencia de la presencia de
una delfinidina a m/z 303, habiendo perdida de una masa molecular de 308, lo
que corresponde a la ruptura de un ramnosilo y de un glucosilo, que
corresponde a la masa molecular de una rutinosa, siendo esta la delfinidina-3-
rutinésido. El pico 3, mostro un ion molecular (M) a m/z 449 y la presencia de
una cianidina por el fragmento ibnico a m/z 287, habiendo perdida de una
masa molecular de 162, lo que corresponde a una unidad glucosilo,
identificandose la cianidina-3-glucésido.El pico 4, con un ion molecular (M) a
m/z 595 y un ion de fragmentacién a m/z 287, lo que corresponde a una
cianidina, se observa la perdida de una masa molecular de 308, que
corresponde a la ruptura de una unidad de ramnosilo y glucosilo, siendo la
antocianina presente la cianidina-3-rutinésido. El pico 5, con un ion molecular

(M) de m/z 479 y un ion de fragmentacién de 317 que corresponde a una
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4.13.

petunidina, observandose pérdida de una masa molecular de 162,
identificandose la petunidina-3-glucésido. El pico 6, tiene un ion molecular (M)
m/z 625 y un ion de fragmentaciébn a m/z 317, que corresponde a la
petunidina, observandose perdida de una masa molecular de 308,
correspondiendo a una rutinosa, siendo la antocianina identificada la
petunidina-3-rutinésido. El pico 7, con un ion molecular (M) m/z 463 y un ion
de fragmentacion m/z 301 que corresponde a la peonidina, mostrando la
perdida de una masa molecular de 162, siendo la antocianina identificada la
peonidina-3-glucésido. El pico 8, con un ion molecular (M) m/z 609 y un ion de
fragmentacion a m/z 301, que corresponde a la peonidina, habiendo una
pérdida de masa molecular de 308, que corresponde a una unidad de
rutinosa, siendo la antocianina presente la peonidina-3-rutinésido. El pico 9,
con un ion molecular (M) m/z 493 y un ion de fragmentacién a m/z 331, que
corresponde a la malvidina, observandose ademés la perdida de una masa
molecular de 162, determinandose la malvidina-3-glucésido. El pico 10, con un
ion molecular (M) m/z 639 y un ion de fragmentacién m/z de 331 que
corresponde a la malvidina, observandose la perdida de una masa molecular
de 308, que corresponde a una rutinosa, determinandose malvidina-3-

rutinésido.

Andlisis de identificacion de posicion de taxonémica de la planta de

Lacca lacca.

En los siguiente muestra la identificacion taxondémica de Lacca lacca, segun el
sistema de croquist: divisién es magnoliophyta, clase es magnoliopsida, orden
es dipsacales, familia es caprifoliaceace, género es Gaultheria, especie es

Gaultheria glomerata (Cav.) Sleumer.

Posicion taxondmica de la planta de Lacca lacca.

DIVISION : Magnoliophyta
CLASE : Magnoliopsida
ORDEN : Dipsacales

FAMILIA : Caprifoliaceace
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4.2. Discusion

glomerata (Cav.) Sleumer) en estado pintén y maduro

En el Cuadro N° 10, se observa las comparaciones de las caracteristicas
fisicoquimicos realizadas por Villalba et al. (2005) a las frutas ciruela criolla,
melon criollo, mango de clase, grosella, cereza criolla, coco, chirimoya y por
Ccatamayo y Valderrama (2010) lo realizaron al ayrampu; al realizar las
comparaciones respectivas con el fruto de Lacca lacca se logro encontrar que
los sélidos totales son de menor magnitud con respecto a las demas frutas, en
acidez el fruto estudiado es mas é&cido al realizar las comparaciones
respectivas de las frutas melén, mango, coco y chirimoya pero menor que las

frutas de grosella y ayrampu.

Cuadro N° 10. Comparacion fisicoquimicos del fruto del Lacca lacca con otras

: Gaultheria
: Gaultheria glomerata (Cav.) Sleumer

4.2.1. Caracteristicas fisicoquimicos del fruto de Lacca lacca (Gaultheria

Frutas pH Acidez SST
Lacca lacca (pintdn) 3,56 0,03 5,78
Lacca lacca (maduro) 3,01 0,042 6,03
Ciruela criolla® 3,06 0,52 13,6
Melon criollo* 6,01 0,09 7,33
Mango de clase” 4,21 2,23 8,26
Grosella™ 2,01 3,57 5,73
Cereza criolla* 2,94 3,91 6,53
Coco* 6,13 - 0,32 9,73
Chirimoya* 4,58 1,3 11,8
Ayrampu** 25 2,35 17

Fuente: *Villalba et al. (2005), **Ccatamayo y Valderrama (2010).
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Figura N° 08. Comparacion fisicoquimicos del fruto del Lacca lacca con ofras

frutas.

Analisis quimico proximal del fruto de Lacca lacca (Gaultheria glomerata

(Cav.) Sleumer) en estado pinton y maduro

Los resultados del andlisis quimico proximal del frufo de Lacca lacca

comparado con el resultado de andlisis quimico proximal del aguaymanto

(Physalis peruviana L.) y el andlisis quimico proximal del ayrampu se

presentan en el Cuadro N° 11. Se observan que no existe mucha diferencia de

compuestos quimicos. Sin embargo, estas sustancias difieren ya sea por

variedad.

Cuadro N° 11. Comparacion fisicoquimicos del fruto del Lacca lacca con otras

frutas.
Lacca lacca | Lacca lacca
Anidlisis | *Aguaymanto | **Ayrampu | (pintdon) (maduro)
Humedad 80,2 79,52 80,52 78,49
Ceniza 1,58 2,68 2,09 1,87
roteina 0,58 1M 0,84 0,9
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4.23.

Grasa 0,57 1,35 1,09 0,91
Fibra 0,6 3,08 2,86 2,69
Carbohidratos 16,47 12,63 12,6 15,14
1. !
| |
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g 50 ~LLacea lacea (pinton) ’
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Figura N° 09. Comparacion quimico proximal del fruto del Lacca lacca con

ofras frutas

Cuantificacion de antocianinas en el fruto de Lacca lacca (Gaultheria

glomerata (Cav.) Sleumer) en estado pinton y maduro

En el presente trabajo de investigacion se obtiene una concentracion de

antocianinas presentes en los frutos de Lacca lacca en las siguientes

concentracion 6,98 g /100 g de muestra y 7,10 g /100 g de muestra en estado

pinton y maduro respectivamente. El contenido de antocianinas presentes en
los frutos de Lechler (Berberis boliviana), presenta un contenido en
antocianinas monoméricas de 7 g / 100 g muestra de frutos secos separados
de las semillas, estando casi puras pues las cantidades de otros componentes
fendlicos son minimas (Del Carpio ef al, 2009). El contenido de antocianinas
en diferentes bayas como: mora azul: 60 ~ 480, frambuesa: 20 — 220,
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arandanos: 20 — 360, fresa: 10 — 80, zarzamora: 183,63 mg /100 g muestra
(Rein, 2005). El contenido de antocianinas totales fue determinado mediante
un método de diferencial de pH y varid de 31 a 75 mg /100 g de fruta fresca en
las uvas purpuras de las uvas de color bronce (Pastrana y Gutiérrez, 2009). El
contenido de antocianinas monoméricas, determinado por el método de
diferencial de pH, fue 162 mg (100 g de tejido epidermal (base cianidina-
glucosido) (Ortiz et al,, 2009). La cual como se muestra en el Cuadro N° 12y
Figura N° 10, que al realizar las comparacion el fruto de Lacca lacca es
superior en contenido de antocianinas en mayor que otras frutas en estado

maduro.

Cuadro N° 12. Comparacion concentracion de antocianinas del fruto del

Lacca lacca con otras frutas.

Frutas Antocianinas g /100 g muestra
Lacca lacca (pintén) 6,98
Lacca lacca (maduro) 7,10
****Lechler 7,00
FEAyrampu 0,30
***Uva muscadinas 0,08
**Higo 0,16
*Zarzamora 0,18
*Aréndano 0,36
*Frambuesa 0,22
*Mora azul 0,48

Fuente: *Rein (2005); **Ortizet al. (2009); ***Pastrana, Gutiérrez (2009);
****Del Carpio et al. (2009) y Ccatamayo y Valderrama (2010).
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® Antocianinas g / 100 g muestra

Tipos de frutos

Figura N° 10. Comparacion de concentracion de antocianina del fruto del
Lacca facca con otras frutas.
4.2.4. |dentificacion de antocianinas en el fruto de Lacca lacca (Gaultheria
glomerata (Cav.) Sleumer) en estado maduro

En el presente trabajo de investigacion se identifico las antocianinas presentes
en frutos de Lacca lacca (Gaultheria glomerata (Cav.) Sleumer) mediante el
método de HPLC-MS/MS, la antocianina en mayor cantidad fue petunidina-3-
glucdsido: 24,24% en fruto maduro. Las anfocianinas presentes en frutos de
Lechler (Berberis bofiviana) identificadas por HPLC-MS/MS (espectro de
masas tandem) en mayor cantidad a diferencia de ofros es petunidina-3-
glucdsido: 24,21% (Del Carpio et al., 2009). Acuerdo al resultado el fruto de
Lacca lacca contiene en mayor cantidad de petunidina-3-glucésido que el fruto
Lechler y los otros frutos en todo su contenido de antocianinas.
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Cuadro N° 13. Comparacion de antocianinas del fruto del Lacca lacca con

otras frutas.

Frutas (mg /100 g de muestra)
ANTOCIANINAS
Lacca lacca *Lechler **Higo
delfinidina-3-glucésido 1,66 0,35 0,00
delfinidina-3-rutinosido 0,19 0,04 0,00
cianidina-3-glucésido 0,72 0,15 0,00
cianidina-3-rutinésido 0,26 0,06 0,00
petunidina-3-glucosido 1,72 0,36 0,00
petunidina-3-rutinésido 0,51 0,11 0,00
peonidina-3-glucdsido 0,08 0,02 0,00
peonidina-3-rutindsido 0,07 0,01 0,00
malvidina-3-glucésido 1,53 0,32 0,00
malvidina-3-rutinésido 0,35 0,07 0,00
cianidina 0,00 0,00 0,16
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CONCLUSIONES

e El andlisis fisicoquimico mostré que en estado pinton, el fruto de Lacca lacca,

contiene: humedad 80,52%, ceniza 2,09%, proteina 0,84%, grasa 1,09%, fibra 2,86%,
carbohidratos 12,6%, acido (exp. en acido citrico) 0,03, pH 3,56 y sdlidos solubles
5,78%. En cambio en estado maduro, contiene: humedad 78,49%, ceniza 1,87%,
proteina 0,90%, grasa 0,91%, fibra 2,69%, carbohidratos 15,14%, acido (exp. en acido
citrico) 0,042, pH 3,01 y sélidos solubles 6,03%.

El andlisis de la antocianinas, por el método de pH diferencial, determind un alto
contenido de antocianinas que fue de 7,10 g /100 g en el tejido del fruto fresco en
estado maduro a pH de 3,01 y de 6,98 g /100 g en el tejido del fruto fresco en estado
pinton a un pH de 3,56.

El andlisis por el método HPLC -~ MS/MS, confirm6 diez tipos de antocianinas
presentes en fruto de Lacca lacca y su porcentaje de participacion en las antocianinas
totales, los cuales fueron: petunidina-3-glucosido (24,24%), delfinidina-3-glucésido
(23,4%), malvidina-3-glucésido (21,6%), cianidina-3-glucésido (10,18%), petunidina-3-
rutinésido (7,16%), malvidina-3-rutinésido (4,97%), cianidina-3-rutindsido (3,72%),
delfinidina-3-rutinésido  (2,63%), peonidina-3-glucosido (1,13%) y peonidina-3-
rutinésido (0,97%).

De los seis tipos de antocianinas de interés de uso agroindustrial se ha encontrado
'~ ¢inco tipos de antocianinas en el fruto de Lacca lacca de las cuales son: cianidina,
deffinidina, peonidina, petunidina y malvinidina, por tal motivo el fruto es importante

fuente de antocianinas de uso agroindustrial.
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¢ La identificacion taxonomica de la planta de Lacca lacca en el presente trabajo de
investigacion se ha determinado segin el sistema de Croquist que pertenece a la
division es Magnoliophyta, clase Magnoliopsida, orden Dipsacales, familia
Caprifoliaceace, género es Gaultheria, especie es Gaultheria glomerata (Cav.)

Sleumer.
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RECOMENDACIONES

Evaluar las propiedades funcionales y la toxicologia del fruto de Lacca lacca

(Gaultheria glomerata (Cav.) Sleumer).

Realizar la extraccion de antocianinas con diferentes métodos del fruto de Lacca

lacca (Gaultheria glomerata (Cav.) Sleumer) para su uso agroindustrial.

Investigar y desarrollar nuevos productos derivados del fruto de Lacca lacca
(Gaultheria glomerata (Cav.) Sleumer), para la alimentacion, uso cosmético, entre

otros.
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ARTICULO CIENTIFICO

Caracterizacion fisicoquimico y concentracion de antocianinas en el
fruto de Lacca lacca (Gaultheria glomerata (Cav.) Sleumer)

Physicochemical characterization and concentration of anthocyanins
in the fruit of Lacca lacca (Gaultheria glomerata (Cav.) Sleumer)

Roman Sotacuro De la cruz

RESUMEN

El presente frabajo de investigacién tuvo como objetivo determinar las caracteristicas
fisicoquimicas y el contenido de antocianinas del fruto de Lacca lacca (Gaultheria glomerata
(Cav.) Sleumer), la cual es una especie, aln, silvestre del Perl, que pertenece a la familia
Caprifoliaceae; y cuyas potencialidades hasta ahora se desconocian. El andlisis de la
pigmentacion, por método de pH diferencial, determiné una alta presencia de antocianinas, y fue
de 7,10 g /100 g en el tejido del fruto en estado maduro con pH de 3,01 y 6,98 g /100 g en el
tejido del fruto en estado pintdn con un pH de 3,56. El analisis por el método HPLC - MS/MS,
confirmé la presencia de 10 picos y los pesos moleculares permitieron conocer las antocianinas
presentes en Lacca lacca y su porcentaje de participacion de las antocianinas totales, los cuales
fueron: petunidina-3-glucésido (24,24%), delfinidina-3-glucésido (23,4%), malvidina-3-glucésido
(21,6%), cianidina-3-glucésido (10,18%), petunidina-3-rutinésido (7,16%), malvidina-3-rutinésido
(4,97%), cianidina-3-rutindsido (3,72%), delfinidina-3-rutinsido (2,63%), peonidina-3-glucésido
(1,13%) y peonidina-3-rutinésido (0,97%). El analisis fisicoquimico mostré que en estado pinton,
el fruto de Lacca lacca, contiene: humedad 80,52%, ceniza 2,09%, proteina 0,84%, grasa 1,09%,
fibra 2,86%, carbohidratos 12,6%, acido (exp. en acido citrico) 0,03, pH 3,56 y sélidos solubles
5,78%. En cambio en estado maduro, contiene: humedad 78,49%, ceniza 1,87%, proteina
0,90%, grasa 0,91%, fibra 2,69%, carbohidratos 15,14%, acido (exp. en acido citrico) 0,042, pH
3,01 y sélidos solubles 6,03%.

Palabras clave: Caracterizacion, antocianinas, Lacca lacca, HPLC — MS/MS



ABSTRACT

The present investigation was to determine the physicochemical characteristics and anthocyanin
content of the fruit of Lacca lacca (Gaultheria glomerata (Cav.) Sleumer), which is a kind, still wild
in Peru, which belongs to the family Caprifoliaceae , and whose potential until now was unknown.
Pigment analysis by differential pH method, found a high presence of anthocyanins, and was 7.10
g / 100 g tissue fresh fruit when ripe with pH of 3.01 and 6.98 g / 100 g fresh fruit tissue pinton
state with a pH of 3.56. The analysis by HPLC method - MS / MS confirmed the presence of 10
peaks and the molecular weights allowed to know the anthocyanins present in Lacca lacca and its
percentage share of total anthocyanins, which were: petunidin-3-glucoside (24 , 24%),
delphinidin-3-glucoside (23.4%), malvidin-3-glucoside (21.6%), cyanidin-3-glucoside (10.18%),
petunidin-3-rutinoside (7.16 %), malvidin-3-rutinoside (4.97%), cyanidin-3-rutinoside (3.72%),
delphinidin-3-rutinoside (2.63%), peonidin-3-glucoside (1.13%) and peonidin-3-rutinoside (0.97%).
Physicochemical analysis showed that pinton state, the fruit of Lacca lacca contains: moisture
80.52%, ash 2.09%, 0.84% protein, 1.09% fat, 2.86% fiber, carbohydrates 12 6%, acid (citric acid
exp.) 0.03, pH 3.56 and 5.78% soluble solids. Instead when ripe, contains: moisture 78.49%, ash
1.87%, 0.90% protein, 0.91% fat, 2.69% fiber, carbohydrates 15.14%, acid (acid exp. citric) 0.042,
pH 3.01 and 6.03% soluble solids.

Keywords: Characterization, anthocyanins, Lacca lacca, HPLC - MS / MS
INTRODUCCION

Las antocianinas pertenecen a un gran y muy distribuido grupo de metabolitos secundarios, que
se conocen colectivamente como flavonoides. Las antocianinas son los componentes que
otorgan a las plantas colores rojos, azules, morados, particularmente en partes como frutos,
flores y hojas. Estos pigmentos fueron consumidos por los hombres a lo largo de incontables
generaciones sin causar aparentemente ningdn efecto toxico. El interés por las antocianinas se
ha incrementado debido a su potencial uso como colorantes naturales y por sus potenciales
beneficios en la salud. Ultimamente, la seguridad de los pigmentos sintéticos ha sido
cuestionada, conduciendo a la reduccion en el nimero de colorantes permitidos. Las
antocianinas son pigmentos solubles en agua, lo que facilita su incorporacion en los sistemas
acuosos alimentarios. Estas cualidades hacen que estos colorantes naturales sean atractivos
como pigmentos naturales inocuos con considerable potencial en la industria de los alimentos en
productos con un rango de pH acido. Ademés de su color, se ha reportado que las antocianinas



tienen beneficios para la salud como potentes antioxidantes y pueden incrementar la agudeza
visual. Se ha observado también que poseen actividad antineoplasica, vasotonica,
vasoprotectora, anti - inflamatoria y hepatoprotectora. En el Perll existen muchas especies
silvestres, una de ellas es Lacca lacca (Gaultheria glomerata (Cav.) Sleumer), que crece
especialmente alrededor de los campos de cultivo a manera de proteccion, debido a sus hojas
grandes y no tiene espinas, sus flores son rosados y sus frutos morados. Asimismo, algunas
tradiciones orales, sugieren que estos frutos eran usados por las nuestras durante el Incanato

para lavar y cuidar sus cabellos a manera de un champu colorante natural.
MATERIALES Y METODOS

A. Recoleccion de la Materia Prima: La recoleccion de materia prima (Lacca lacca), se ha
realizado en el Centro Poblado de Huayanay tanto como los frutos pintones y maduros juntos.
En el laboratorio de UNCP los frutos fueron clasificados visualmente por fa intensidad de su
color Azul violaceo en dos grados de maduracion: pintdn (GM1); maduros (GM2). Una
muestra aproximada de 30 g se colocod en cajas petri para medir el color con un equipo
Hunter Lab Mini Scan XE Plus (Modelo 45/ O-L).

B. Andlisis fisicoquimico: El analisis fisicoquimico se ha realizado los siguientes
caracteristicas fisicoquimicos del fruto de Lacca lacca en estado de maduracion tanto como

en pinton y maduro: sélidos solubles, pH, acidez, humedad y otros en frutos frescos.

C. Andlisis de antocianinas: Las antocianinas presentes en el fruto de Lacca lacca fueron en
estado de madurez pinton y maduro la cuantificacion e identificacion de tipo de antocianinas

con el método de HPLC y pH diferencial de los frutos.
RESULTADOS

Analisis fisicoquimico e identificacion de antocianinas del fruto de Lacca lacca (Gaultheria
glomerata (Cav.) Sleumer) en estado pintén.

En el Cuadro N° 01, se muestra los resultados de andlisis de caracteristicas fisicoquimicos y
contenido de antocianinas en el fruto de Lacca lacca en estado pintén la cual contiene: humedad
80,52%, ceniza 2,09%, proteina 0,84%, grasa 1,09%, fibra 2,86%, carbohidratos 12,6%, acido
(exp. en &cido citrico) 0,03, pH 3,56, °Brix 5,78, antocianinas 6,98 g / 100 g de muestra.



Cuadro N° 01. Caracteristicas fisicoquimicos y contenido de antocianinas en el fruto de Lacca

lacca (Gaultheria glomerata (Cav.) Sleumer) en estado pinton

ANALISIS RESULTADO
Humedad (%) 80,52
Ceniza (%) 2,09
Proteina (%) 0,84
Grasa (%) 1,09
Fibra (%) 2,86
Carbohidratos (%) 12,6
Acidez (Exp. en &cido citrico) 0,03
pH 3,56
Solidos solubles totales (%) 5,78
Antocianinas monoméricas (g /100 g de muestra) 6,98

Analisis fisicoquimico e identificacion de antocianinas del fruto de Lacca lacca (Gaultheria
glomerata (Cav.) Sleumer) en estado maduro.

En el Cuadro N° 02, se muestra los resultados de andlisis de caracteristicas fisicoquimicos y
contenido de antocianinas en el fruto de Lacca lacca en estado maduro la cual contiene:
humedad 78,49%, ceniza 1,87%, proteina 0,90%, grasa 0,91%, fibra 2,69%, carbohidratos
15,14%, acido (exp. en acido citrico) 0,042, pH 3,01, sélidos solubles 6,03%, antocianinas 7,10 g
/100 g de muestra.

Cuadro N° 02. Caracteristicas fisicoquimicos y contenido de antocianinas en el fruto de Lacca

lacca en estado maduro.

ANALISIS RESULTADO
Humedad (%) 78,49
Ceniza (%) 1,87
Proteina (%) 0,90
Grasa (%) 0,91
Fibra (%) 2,69
Carbohidratos (%) 15,14
Acidez (Exp. en acido citrico) 0,042
pH 3,01
Salidos solubles totales (%) 6,03




Antocianinas monoméricas (g / 100 g muestra) 7,10

En el Cuadro N° 03, se muestra los diferentes tipos de antocianinas presentes en el fruto de
Lacca lacca en estado maduro encontrados son: petunidina-3-glucosido 24,24%, delfinidina-3-
glucésido, 23,4%, malvidina-3-glucésido 21,6%, cianidina-3-glucésido 10,18%, petunidina-3-
rutinésido 7,16%, malvidina-3-rutinésido 4,97%, cianidina-3-rutinésido 3,72%, delfinidina-3-
rutinosido 2,63%, peonidina-3-glucésido 1,13%, peonidina-3-rutinésido 0,97%.

Cuadro N° 03.Tipos de antocianinas presentes en el fruto de Lacca lacca en estado maduro.

TIPOS DE ANTOCIANINAS RESULTADO
1 | delfinidina-3-glucésido 234 %
2 | delfinidina-3-rutindsido 2,63 %
3 |cianidina-3-glucésido 10,18 %
4 | cianidina-3-rutinésido 3.72%
5 | petunidina-3-glucésido 24,24 %
6 [ petunidina-3-rutinésido 7,16 %
7 | peonidina-3-glucésido 113 %
8 | peonidina-3-rutindsido 0,97 %
9 | malvidina-3-glucésido 21,6 %
10 | malvidina-3-rutindsido 4,97 %

Anélisis de identificacion de posicion de taxonémica de la planta de Lacca lacca

(Gaultheria glomerata (Cav.) Sleumer).

En los siguiente muestra la identificacion taxondémica de Lacca lacca, segln el sistema de
croquist: division es magnoliophyta, clase es magnoliopsida, orden es dipsacales, familia es

caprifoliaceace, género es Gaultheria, especie es Gaultheria glomerata (Cav.) Sleumer.

Posicion taxonomica de la planta de Lacca lacca.

DIVISION : Magnoliophyta
CLASE : Magnoliopsida
ORDEN : Dipsacales
FAMILIA : Caprifoliaceace
GENERO : Gaultheria

ESPECIE : Gaultheria glomerata (Cav.) Sleumer



CONCLUSIONES

El anélisis fisicoguimico mostré que en estado pintdn, el fruto de Lacca lacca, contiene:
humedad 80,52%, ceniza 2,09%, proteina 0,84%, grasa 1,09%, fibra 2,86%, carbohidratos
12,6%, acido (exp. en &cido citrico) 0,03, pH 3,56 y sdlidos solubles 5,78%. En cambio en
estado maduro, contiene; humedad 78,49%, ceniza 1,87%, proteina 0,90%, grasa 0,91%,
fibra 2,69%, carbohidratos 15,14%, &cido (exp. en &cido citrico) 0,042, pH 3,01 y sélidos
solubles 6,03%.

El analisis de la antocianinas, por el método de pH diferencial, determind un alto contenido de
antocianinas que fue de 7,10 g /100 g en el tejido del fruto fresco en estado maduro a pH de
3,01 y de 6,98 g /100 g en el tejido del fruto fresco en estado pintdn a un pH de 3,56.

El analisis por el método HPLC — MS/MS, confirmé diez tipos de antocianinas presentes en
fruto de Lacca lacca y su porcentaje de participacion en las antocianinas totales, los cuales
fueron; petunidina-3-glucosido (24,24%), delfinidina-3-glucésido (23,4%), malvidina-3-
glucésido (21,6%), cianidina-3-glucosido (10,18%), petunidina-3-rutinésido (7,16%),
malvidina-3-rutindsido  (4,97%), cianidina-3-rutinésido (3,72%), delfinidina-3-rutinésido
(2,63%), peonidina-3-glucésido (1,13%) y peonidina-3-rutinésido (0,97%).

La identificacion taxonomica de la planta de Lacca lacca en el presente trabajo de
investigacion se ha determinado segun el sistema de Croquist que pertenece a la division es
Magnoliophyta, clase Magnoliopsida, orden Dipsacales, familia Caprifoliaceace, género es

Gaultheria, especie es Gaultheria glomerata (Cav.) Sleumer.
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UNIVERSIDAD NACIONAL MAYOR DE SAN MARCOS
Univetsidad del Pert, DECANA DE AMERICA

MUSEO DE HISTORIA NATURAL

CONSTANCIAN°033-USM-2012

LA JEFA DEL HERBARIO SAN MARCOS (USM) DEL MUSEO DE HISTORIA NATURAL,
DE LA UNIVERSIDAD NACIONAL MAYOR DE SAN MARCOS, DEJA CONSTANCIA

QUE:

La muestra vegetal (completa) recibida de RAFAEL JULIAN MALPARTIDA YAPIAS, ha
sido estudiada y clasificada como: Gaultheria glomerata (Cav.) Sleumer, y tiene la
siguiente posicion taxonémica, segun el Sistema de Clasificacion de Cronquist (1988):

DIVISION: MAGNOLIOPHYTA
CLASE: MAGNOLIOPSIDA
ORDEN: DIPSACALES
FAMILIA: CAPRIFOLIACEAE
GENERO: Gaultheria

ESPECIE: Gaultheria glomerata (Cav.) Sleumer

Nombre vulgar: Familia de la macha macha
Determinada por: Blgo. Severo Balde6n M.

Se extiende la presente constancia a solicitud de la parte interesada, para fines de

estudios.
Lima, 19 de marzo de 2012
DDB
Av.Arenales 1256, Jestis Marfa Telfs, (511)471-0117, 470-4471, e-mail: museohn@unmsm.edu.pe

Apdo. 14-0434, Lima 14, Pera 470-7918, 619-7000 anexo 5703 http://museohn.unmsm.edu.pe
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SERVICIOS DE LABORATORIO Y ASISTENCIA TECNICA; INSPECCION Y ANALISIS

CERTIFICACION DE CALIDAD

CIUDAD UNIVERSITARIA - AUTOPISTA RAMIRO PRIALE KM. 5 - TELF: 248152 Anexo 214 Telefax: 235981

Hitp./fwww.uncp.edu.pe
INFORME DE ENSAYO N° 0012/2013 -1 CC — UNCP

SOLICITANTE : SOTACURO DE LA CRUZ ROMAN
DIRECCICN :ACCBAMBA - HCVA.

EL LABORATORIO DE CONTRCL DE CALIDAD DE L A FACULTAD DE INGENIERIA EN INDUSTRIAS ALIMENTARIAS
DE LA UNIVERSIDAD NACIONAL DEL CENTRO DEL PERU; CERTIFICA HABER RECEFPCIONADO Y ANALIZADO
UNA MUESTRA PROPORCIONADA POR EL SOLICITANTE, CONSISTENTE EN:

PRODUCTO : FRUTO LACCA LACCA
ESPECIE : Gaultheria glomerata (Cav.) Sleumer
ENVASE : BOLSA DE POLIETIELNO x 300g.
TAMARG DE MUESTRA 12 URIDADES
FECHA DE RECEPCION DE MUESTRA : 25/03/13
FECHA DE TERMING DE ENSAYO 1 Q4/04/13
SCLICITUD OE SERVICIC 1 W 0012-2013
IDENTIFICACION' DE LA MUESTRA : :PINTON
RESULTADOS
1. ANALISIS FISICOQUERICO: . ‘
. ANALISIS . " RESULTADO
Humedad (6] - ' 5052
Ceniza (%) B oy 309
Fratefna (%) 0.64
Grasa (%) T 100
Fibra (%) - T 286
Carbohidraios : ‘ e
Acidez (Exp. en acido citrico} : : 003 .
o T ' T 356
°brix ] s - . . 578
Antoxianinas monumericag (g/100gimuestra) . ) 698
PETODD PE ENSAYO:
1. HUMEDAD : REF. NTP N° 205.002:1578
2 GRASA :REF. NTP N° 205.006:1880
3. PROTEINA T AQAL, 1880
4. CEMIZA : REF. NTP W° 205.004.1579
5 FIBRA : < REF, NTP " 205.003.1580
5 ACIDEZ
QAC, 2000

6’ I'HT OXIANNAS TOTALES /‘OAC Zﬁﬂ

N
|

LOS RESULTADOS SE RESTRINGEM A LA MUESTRA EVALUADA DESCONOCIENDOSE LAS CONDICIONES DE LA TOMA DE MUESTRA,
CONSERVACION, AS! COMO SU REPRESENTATIVIDAD PARA EL LOTE DETERMINADD
LOSB ANALISIS REALIZADOS FUERON SOLICITADOS EN FORMA ESPEGIFICA POR EL INTERESADO.

ADVERTENCIA:

EL PRESENTE INFORWNLE DT CNSAYC TICND VIGIRCIA ST DIAS A PARTIR DO LA TLCHA D ERISION, AFLICADLI SOLO X LX WUCSTRA
LA CORRECCION O ENMIENDA DEL DOCUMENTO ANULA AUTOMATICAMENTE SU VALIDEZ Y CONSTITUYE UN DELITO CONTRA LA FE
PUBLICA Y EL INFRACTOR ES SUJETO DE SANCIONES CIVILES Y PENALES POR DISPOSITIVOS LEGALES VIGENTES. PROHIBIDA LA
REPRODUCCION PARCIAL O TOTAL DEL PRESENTE INFORME DE EN3AYO. LA MUESTRA PARA DIRIMENCIA DE £3T0OS PRODUCTOS SE
ALMACENARAN POR 80 DIAS,

HUANCAYO, CRIDAD UNIVERSITARIA, 04 DE ABRIL DEL 7013,

............ - Pagina 11
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CERTIFICACION DE CALIDAD

SERVICIOS DE LABORATORIO Y ASISTENCIA TECNICA; INSPECCION Y ANALISIS

CIUDAD UNIVERSITARIA - AUTOPISTAVRAMIRO PRIALE KM. 5 - TELF: 248152 Anexo 214 Telefax: 235981

Hitp./fwww.uncp.edu.pe

INFORME DE ENSAYO R° 0012/2013 - CC — LINCP

SOLICITANTE : SOTACURO DE LA CRUZ ROMAN
DIRECCION : ACOBAMBA - HCVA,

EL LABORATGRIO DE CORTROL DE CALIDAD DE LA FACULTAD BE INCENIERIA EN INCUSTRIAS ALIMERTARIAS
DE LA UNIVERSIDAD NACIONAL DEL CENTRO DEL PERU; CERTIFICA HABER RECEPCIONADO Y ANALIZADO
UNA MUESTRA RROPQRCIONADA POR EL SQLIGITANTE, CONSISTENTE EN:

PRODUCTO
ESPEGIE

ENVASE

TAMANO DE MUESTRA

FECHA DE RECEPCION DE MUESTRA
FEGHA DE TERMING DE ENSAYO
SOLICITUD DE SERVIGIO.

DATOS DECLARADOS FOR EL SOLICITANTE
IDENTIFICACION DE LA MUESTRA

RESULTADOS:

1. ANALISIS FISICOQUIMICO:

- FRUTO LAGCA LACTA

: Gaultheria glomerata (Cav.) Sleumer
: BOLSA DE POLIETIELNO ¥ 300g:
12 UNIDADES

: 2503/13

(404013 ‘

:N°QO012:2013.

: MADURO

ANALISIS

RESULTADO

Humedad (%)

.78.49.

Ceniza (%)

1.87

Proteina (%)

'0.80

Grasa (%}

oot

Fibra (%)

262

Carbohidratos

15.14

Acidez [Exp. en acido cftrico) '

0.042

Ph

3.0t

v

6.03

Antoxianinas monomericas (g/100g de muesira) . : 7.10

2 ANALISIS DE IDENTIFICACION DE ANTOCIANINAS:

TIPOS DE ANTOCIANINAS

RESULTADO

delfinidina-3-gluctsido

234 %

delfinidina-3-rutingside

283 %

cianidina-3-giucdsido

10.18 %

clanidina-3-rutindsido

372%

petunidina-3-glucosido

24.24%

petunidina -3-rutindsido

T8 %

peonfdinésgfucésidb

113 %

peonidina-3-rutindsido

0.97 %

malvidina 3 glucéeido

216 %

malvidina-3-rutindsida

497 %

Pagina 1/2
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CERTIFICACION DE CALIDAD

SFRVICIOS DF LABORATORIO Y ASISTENCIA TECNICA; INSPECCION Y ANALISIS

CIUDAD UNIVERSITARIA - AUTOPISTA RAMIRO PRIALE KM. 5 - TELF: 248152 Anexo 214 Telefax: 235981
Http./iwww.uncp.edu.pe

INFORME DE ENSAYO N° 0012/2813 - LCC ~ URCP

HETODO OF ENSAYO:

1. HUMEDAD : REF, TR AP 205.002:1978

2. GRASA T REF NTP N° 205.006:1980

3. PROTEINA TAQAC, 1990

4. CENIZA : RER. NTR N° 206.004.1870

& FBRA -REF NTP [ 203 (03,1820

6. ACIDEZ - AQAC, 2000

7.pH : AQAC, 2000

8 ANTOXIANINAS TOTALES AOAC, 2080

6. HPLC-M/MS (ESPECTRG DE MASAS TAMOEM) L AGAC, 1060

LOS RESULTADQS SE RESTRINGEN A LA MUESTRA EVALUADA DESCONOCIENDOSE LAS CONDICIONES DE LA TOMA DE MUESTRA,
CORSERVACION, ASI COMO SU REPRESERTATIVIDAD PARA EL LOTE DETERMIRADC
LOS ANALISIS REALIZADOS FUERON SOLICITADOS EN FORMA ESPECIFICA POR EL INTERESADO.

ADVERTENCIA: PR = —
£1. PRESENTE INFORME DE ENSAYQ TIENE VIGENCIE 91 (MAS A PARTIR DE LA FECHA DE EMISION, APLICABLE SOLO & LA MUESTRA.
LA CORRECCION O ENMIENDA DEL DOCUMENTO ANULA AUTOMATICAMENTE SU VALIDEZ ¥ CONSTITUYE UN DELITO CONTRA LA FE
PUBLICA Y EL INFRACTOR ES SUJETO DE SANCIONES CPALES Y PENALES ROR DISROSITIVOS LEGALES VIGENTES. RROHIBIDA LA
REPROBUCCIGH PARCIAL G- TOTAL BEL PRESERTE IHFORME DE ENGAYO. LA MUESTRA PARA DIRIRENCHS DE ESTOS PRODUCTOS SE
ALMACENARAN.POR S0.DIAS, &= - :

HUANCAYO, SIIDAD UNIVERSITARIA, 04 DE ABRIL DEL 2013. -
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Figura N° 15: Foto de HPLC
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Anexo N° 04
Procedimientos de determinacion fisicoquimico presentes en el fruto de lacca lacca

(Gaultheria glomerata (Cav.) Sleumer)

1. DETERMINACION DE PROTEINAS Método Kjeldahl

a) OBJETIVO
Determinar la concentracién de nitrégeno presente en la muestra para luego ser
transformado a través de un factor en proteina.

b) ALCANCE Y CAMPO DE APLICACION
El método es aplicable a alimentos en general.

¢) FUNDAMENTO
El método se basa en la destruccion de la materia organica con &cido sulfirico
concentrado, formandose sulfato de amonio que en exceso de hidréxido de sodio
libera amoniaco, el que se destila recibiéndolo en:
e Acido sulfirico donde se forma sulfato de amonio y el exceso de &cido es

valorado con hidréxido de sodio en presencia de rojo de metilo, o
o Acido bérico formandose borato de amonio el que se valora con &cido
clorhidrico.

d) REFERENCIAS
o A.O.A.C. Official Methods of Analysis 13 th Edition, 1984.
o FAO Food and Nutrition Paper 14/7 Roma, 1986

e) MATERIAL Y EQUIPO
o Balanza analitica, sensibilidad 0.1 mg.
e Equipo Kjeldahl
e Manto calefactor
e pHmetro
¢ Material usual de laboratorio.

f) REACTIVOS
e Acido sulfiirico concentrado, p.a.

o Sulfato de potasio o sulfato de sodio, p.a.
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Sulfato cuprico, p.a.

Solucion de hidroxido de sodio al 15 %. Disolver 150 g de NaOH y completar a
1 litro.

Solucion de acido sulfarico 0,1 N. Tomar 2,7 ml de H2S04 conc. y completar a
1 litro, luego estandarizar con Na2CO3 anhidro p.a.

Solucion de hidréxido de sodio al 30 %. Disolver 300 g de NaOH y completar a
1 litro.

Solucion indicadora de rojo de metilo al 1 % en etanol. Disolver 1 g de rojo de
metilo en 100 ml de etanol (95 %).

Solucion de hidroxido de sodio 0,1 N. Tomar 4 g de NaOH y enrasar a 1 litro
con agua recientemente hervida y enfriada. Valorar con acido succinico.

Acido bérico al 3 %. Disolver 30 g de acido bérico y completar a 1 litro.

Indicador de Tashiro: rojo de metilo al 0,1 % y azul de metileno al 0,1 % en
relacion de en alcohol etilico.

Solucién de acido clorhidrico 0.1 N. Tomar 8,3 ml de HCI conc. y enrasar a 1

litro. Valorar con Na2CQO3 anhidro.

g) PROCEDIMIENTO

Realizar la muestra en duplicado.

Efectuar un ensayo en blanco usando una sustancia organica sin nitrdgeno
(sacarosa) que sea capaz de provocar la reduccion de los derivados nitricos y
nitrosos eventualmente presentes en los reactivos.

Pesar al 0.1 mg. alrededor de 1 g de muestra homogeneizada (m) en un matraz
de digestion Kjeldahl.

Agregar 3 perlas de vidrio, 10 g de sulfato de potasio o sulfato de sodio, 0.5 g
de suifato caprico y 20 ml de &cido sulfurico conc.

Conectar el matraz a la trampa de absorcién que contiene 250 ml de hidroxido
de sodio al 15 %. El disco poroso produce la divisién de los humos en finas
burbujas con el fin de facilitar la absorcion y para que tenga una duracion
prolongada debe ser limpiado con regularidad antes del uso. Los depdsitos de

sulfito sodico se eliminan con acido clorhidrico. Cuando la solucion de hidroxido
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de sodio al 15 % adicionada de fenolftaleina contenida en la trampa de
absorcion permanece incolora debe ser cambiada (aprox. 3 anélisis).

¢ Calentar en manta calefactora y una vez que la solucion esté transparente,
dejar en ebullicion 15 a 20 min. méx. Si la muestra tiende a formar espuma
agregar acido esteérico o gotas de silicona antiespumante y comenzar el
calentamiento lentamente.

o Enfriar y agregar 200 ml de agua.

o Conectar el matraz al aparato de destilacion, agregar lentamente 100 ml de
NaOH al 30 % por el embudo, y cerrar la llave.

e Destilar no menos de 150 ml en un matraz que lleve sumergido el extremo del
refrigerante o tubo colector en:
a) 50 ml de una solucién de &cido sulfrico 0,1 N, 4 a 5 gotas de rojo de metilo y
50 ml de agua destilada. Asegurar un exceso de H2SO4 para que se pueda
realizar la retrotitulacion. Titular el exceso de acido con NaOH 0,1 N hasta color
amarillo o
b) 50 mi de &cido bérico al 3 %. Titular con &cido clorhidrico 0,1 N hasta pH 4.6
mediante un medidor de pH calibrado con soluciones tampon pH 4y pH 7, 0 en
presencia del indicador de Tashiro hasta pH 4.6
Cada cierto tiempo es necesario verificar la hermeticidad del equipo de
destilacion usando 10 ml de una solucion de sulfato de amonio 0,1 N (6,6077
g/l), 100 ml de agua destilada y 1 a 2 gotas de hidroxido de sodio al 30 % para
liberar el amoniaco, asi como también verificar la recuperacién destruyendo la
materia orgénica de 0,25 g de | (-)-Tirosina. El contenido teérico en nitrégeno de

este producto es de 7,73 %. Debe recuperarse un 99,7 %

h) CALCULO Y EXPRESION DE RESULTADOS

I4xNxVx1Iio0
90 N = ocm oo
mx 1000

14 XN XV x 100 x factor
% Profeiig =----=-=svmoeommoaeeaa- etk
mx 1000
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Dénde:

% : 50 ml H2S04 0,1 N - gasto NaOH 0,1 N o gasto de HCI 0,1 N

m : masa de la muestra, en gramos

factor  :6.25: para carne, pescado, huevo, leguminosas y proteinas en general
Repestitividad del método: La diferencia entre los resultados de dos determinaciones
efectuadas una después de otra, por el mismo analista, no debe exceder 0.06 % de
Nitrégeno o 0.38 % de proteina. En la planilla de resultados se indicarda método
utilizado, identificacion de la muestra, peso de muestra, gastos de titulacion, factor

utilizado y resultados obtenidos de la muestras en duplicado con 2 decimales.

. Sélidos solubles (°Brix.): Se determiné por triplicado, expresandose como °Brix con
un refractometro digital ATAGO a 25 °C.

. pH: El pH se determind por triplicado empleando un potencidmetro digital Jenway

3310 por inmersién directa del electrodo en la muestra.

. Determinacion de humedad: La determinacion de humedad es una técnica a utilizar
en andlisis de alimentos para valorar la calidad del alimento, asi como su adulteracién
durante su procesamiento, por lo que el alumno debe conocer dicha técnica y saber
interpretar sus resultados.

Procedimiento:

A. Regula la temperatura de la estufa de 100 a 105 °C.

B. Pesa un plato de aluminio (o capsula).
C. Pesa 2 g de algln alimento en la capsula y anota el peso de la capsula méas el peso

de la muestra.
D. Coloca la capsula en la estufa por cuatro horas.

E. Después del tiempo estipulado, transfiere la capsula al desecador hasta que

alcance la temperatura ambiente.

F. Pesa la capsula con la muestra seca.
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5. Determinacion de cenizas: El analisis de un alimento para encontrar el contenido de
cenizas o material inorganico, se lleva a cabo para valorar la calidad y adulteracion de
una muestra de alimento, por lo que es necesario adquirir la habilidad de utilizar la
técnica adecuada para dicho anaiisis.

Procedimiento:

A. Pesa un crisol vacio y seco.

B. Agrega al crisol de 1,5 a 2,0 g de muestra a estudiar, y anota el peso del crisol mas

el peso de la muestra.

C. Coloca el crisol con la muestra por dos horas en una mufla calentada previamente a
600 °C.

D. Apaga la mufla y posteriormente pasa el crisol a un desecador hasta que alcance la

temperatura ambiente.
E. Pesa el crisol con la muestra fria.
F. Calcula el porcentaje de cenizas aplicando la formula.

6. Determinacion de grasas o extracto etéreo: La determinacion de grasa, o extracto
etéreo por el método de Soxhlet, nos permite estimar el tiempo de almacenamiento de
un producto alimenticio con base en el contenido de grasa, ya que un alimento que
contenga una alta cantidad, sufre el proceso de oxidacion o acidez.

Procedimiento:

A. Anota el peso del vaso vacio.

B. Agrega 2 g de muestra en el papel filtro y anota el peso.

C. Coloca el papel con muestra dentro del tubo de extraccion.
D. Afiade 150 ml de éter de petréleo al matraz de extraccion.
E. Lleva a cabo el calentamiento de extraccion por dos horas.

F. Después del tiempo estipulado, coloca el papel con la muestra seca en un

desecador para obtener peso constante.
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9.

G. Pesa el papel con la muestra desgrasada y anota los resultados obtenidos.

Determinacién de proteinas: El método para la determinacién de proteinas nos
llevara a conocer el contenido de proteinas en una muestra de alimento, con el fin de
poder estimar el valor nutricional y la calidad de los alimentos.

Procedimiento:

A. Pesade 0,9 a 2,5 g de muestra de alimento y envuélvela en un papel filtro.
B. Transfiere el papel con la muestra a un matraz de digestion Kjeldahl.

C. Adiciona al matraz 20 g de una mezcla de catalizadores (Sulfato de potasio y

sulfato de plata) y 25 ml de &cido sulfirico concentrado.
D. Caliente el matraz en posicion inclinada hasta que cese la formacion de espuma.
E. Lleva el calentamiento hasta hervir (338 °C) por un tiempo de 40 min.
F. Deja enfriar el contenido.

G. Agrega 200 ml de agua destilada, 25 ml de solucion de tiosulfato de sodio y

mézclalos completamente.
H. Coloca el matraz en el destilador y agrega 120 ml de solucién de NaOH al 50 % p/v

|. Recoge el destilado en un matraz que contenga &cido bérico al 4% y 4 gotas del

indicador rojo de metilo, hasta una cantidad aproximada de 250 ml.
J. Titula el destilado con NaOH 0,1N valorado y anota los resultados.

K. Con base en los resultados obtenidos determina la cantidad de proteina presente

en la muestra analizada.

Carbohidratos: Se aplico el método Fenol / &cido sulfarico para cuantificar la
concentracion de disacaridos en muestras acuosas. El resultado se relaciona en ppm

y mg de azicares 100 cm-3.

Titulacién potenciométrica

a. Introduccion:
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La titulacion es un método basico y de mucha utilidad a la hora de determinar
concentraciones  desconocidas de reactivos conocidos. La fitulacion
potenciométrica es muy eficiente cuando no es facil detectar valoraciones de un
indicador visual. Es por esto que se considera uno de los métodos mas exactos.
Una de las ventajas de este método es que se puede aplicar a muchos tipos de
soluciones, ya sean turbias, fluorescentes, opacas, coloreadas, entre otras.

. Objetivos:

Realizar una titulacion potenciométrica &cido - base sin ayuda de indicadores,
s6lo detectando el punto final cuando al calcular los pH ocurra un cambio
relativamente alto entre estos.

. Materiales:

o Matraz aforado de 25 ml

e \Vidrio de reloj

o Vasos de precipitados 50 ml y 100 ml

e Termo agitador

s Buretade 25 mi

o Matraz erlenmeyer de 25 ml

¢ Pipetas de 2 ml, 5ml, 10 mi

e Piseta

e Embudo

o Potenciémetro

e HCI0,1 N NaOH

e 0,1 M Vinagre

¢ Fenolftaleina.

¢ Naranja de metilo

o Solucién de NaOH, Na2CO3, NaHCO3.

. Procedimientos:

Titulacién potenciomeétrica - acido fuerte — base fuerte:

o (Calibracion del potenciémetro. Calibrar el potenciémetro con soluciones

amortiguadoras que tengan pH de 4, 7 y 10, como se lo indique el profesor.
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Colocar en un vaso de precipitado de 50 ml, 2 ml de HCI. 0,1 N.

Montar un equipo de titulacion, dejando el electrodo del potencidmetro dentro
de la solucion.

Anotar el pH inicial de la solucién de HCI.

Agregar 0,2 ml de NaOH 0,1 M, anotar el pH cada que se vaya agregando 0,2
ml hasta que haya un cambio brusco de pH, dejar de agregar NaOH.

Datos por ejemplo:

ml titulante (NaOH) pH
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Anexo N° 05

Procedimientos de determinacion de concentracion e identificaciéon de antocianinas

presentes en fruto de Lacca lacca (Gaultheria glomerata (Cav.) Sleumer)

1. Extraccion del pigmento con acetona y cloroformo para la cuantificacion e

identificacion de antocianinas por HPLC.

Los frutos frescos de Lacca lacca (Gaultheria glomerata (Cav.) Sleumer) (2,996 g)
fueron siendo licuados con una solucién agua /acetona (30:70 v/v) y luego se filtro
usando un embudo buchner. La torta residual del filtrado fue nuevamente re-extraida
con la solucién agua / acetona (30:70 v/v) hasta obtener una solucion clara. Los
filtrados fueron combinados, llevados a una pera de decantacion, agregandose
cloroformo. La porcién acuosa (parte superior) fue colectada y colocada en un rota
vapor Buchi a 40 °C durante 5§ a 10 minutos, hasta que la acetona residual se evapora.
El extracto acuoso fue llevado hasta un volumen conocido (100 ml) usando agua

destilada.
2. Cuantificacion del total de antocianinas mediante el método del pH diferencial

Las antocianinas desarrollan transformaciones estructurales reversibles con el cambio
del pH manifestado por el espectro a diferentes absorbancias. La forma del oxonio

coloreado predomina a pH 1,0 y la forma hemicetal incolora a pH 4,5.

El método del pH diferencial se basa en esta reaccion y permite segura y rapidamente

medir el total de antocianinas monoméricas.

Se utilizd un espectrofotdmetro UV - visible Hewllet Packard 8453; las mediciones

fueron realizadas a 520 (maxima longitud de onda determinada) y a 700 nm.

El contenido de antocianinas monoméricas fue calculado como cianidina-3-glucosido,
usando como coeficiente de extincién molar 26 900 | cm mg y como peso molecular
449.6 g L Se calculd un factor de dilucion de 180. Los calculos se realizaron usando

las siguientes formulas
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Férmula 1. Calculo de la absorbancia de la muestra

*A= (A? vis-max — A700) pH 1,0 - (A? vis-max — A700) pH 4,5

Formula 2. Calculo del contenido de antocianinas
Contenido de antocianinas (p/p) = (*A x MW x DF x VWt) / (ex1)

*A = Absorbancia de la muestra

MW= Peso molecular de la cianidina-3-glucésido (449,6 g /1)

DF = Factor de dilucién (180)

V = Volumen final en ml

Wt = Peso de la muestra en mg

¢ = Absortividad molar de la cianidina-3-glucésido (26 900 | cm-1mg-1)

1 = Grosor de la cubeta (1cm)

. Hidrdlisis acida de las antocianinas. Método para la determinacion de los

aglicones

El objetivo de este método es obtener los aglicones, por separacion de los azucares y
otras sustancias como acidos ligados a la estructura antocianica, con el Unico
propésito de identificar las antocianidinas presentes en el pigmento. En un tubo de
ensayo, se disolvié el extracto acuoso acidificado (1ml) con 10 ml de HCI 4N; se puso
en contacto el contenido con gas nitrégeno y se tapd herméticamente. El pigmento fue
hidrolizado durante 45 minutos a 100 °C, luego se enfri6 en un bafio de hielo. El

hidrolizado fue purificado usando un cartucho C-18.
. Determinacion de antocianinas por HPLC-MS/MS (Espectro de masas tandem)

La espectrometria de masas se basa en la medida directa de la relacion de la masa
con el nimero de cargas elementales positiva o negativa de los iones (mz) en la fase
gaseosa obtenida de la sustancia a analizar. Esta relacion se expresa en unidades de
masa atomica (u), (1u= la doceava parte de la masa de un atomo de carbono 12) o0 en
‘daltons (1 Da= a la masa del atomo de hidrogeno). En este estudio se han utilizado, el
analisis del ion precursor, anélisis del producto iénico, anélisis de perdida neutral

comun y la monitorizacién selectiva de reaccion, que son parte de la espectrometria
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de masas tandem (MS-MS), la cual tiene la ventaja de lograr dos separaciones de los
componentes de la muestra, siendo ambas separaciones idnicas; debido a esta
especificidad, esta técnica es usada para lograr analisis cuantitativos de analitos en
mezclas simples en cuestion de minutos sin necesidad de una separacion

cromatografia u otro tratamiento quimico que elimine interferentes.

La caracterizacion de cada una de las -antocianinas se realizd utilizando la
monitorizacion selectiva de reaccion (SRM), y el anélisis del ion precursor, el cual
detecta todos los iones precursores en una muestra que se fragmenta como un
producto ionico comun en tanto que el andlisis de perdida neutral comin detecta
aquellos iones precursores que se fragmentan para producir iones con una diferencia
comun en mz producida por la pérdida de un fragmento caracteristico de un producto

o de una familia de compuestos.

La separacién de las antocianinas fue llevada a cabo en una columna C-18Waters
Symmetry (4,6 x 75 mm, 3,5m); se usé un tinel de triple cuadrupolo (Quattro Ultima,
Micromass, UK Limited, Manchester, UK). El rango de flujo del HPLC se establecio en
1 ml/min, la fase movil: A, acido férmico al 10%; B, acetonitrilo; la gradiente usada; 0-
20 min, 100%-85% A; 20-25 min, 85%-100% A. El espectro de absorcion de las
antocianinas fue realizado en el rango 200 — 600 nm. Los espectros de masas fueron
obtenidos usando la Monitorizacion Selectiva de lones (SIM). Aproximadamente 100 |
del eluato del HPLC fueron separados por una micro valvula y se depositaron en la
fuente ESI. El cuadrupolo fue operado segin las siguientes condiciones: Voltaje
capilar 3,2 kV, voltaje de cono 35 V, RF lense 1,50 V, temperatura del gas de
desolvacion 500 °C con un flujo de 269 I/h, temperatura de la fuente 105 °C, presion

de colision de gas (argon) 7 psi; la energia de colision fue establecida en 25 eV.
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