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RESUMEN

En el presente proyecto se evalu6 la riqueza del producto tradicional “siete harinas” como
fuente de antioxidantes y compuestos fendlicos. Se utiliz6 muestras de dos proveedores de
la provincia Loja. Luego de la obtencién de extractos con acetona acuosa al 70%, sé
cuantifico el contenido total de fenoles mediante el método Folin-Ciocalteu y la actividad
antioxidante por los métodos: ABTS, FRAP y DPPH. Los resultados obtenidos mostraron un
contenido de fenoles totales de 446 + 8,47 mg EAG/100 g BS y 382 + 6,56 mg EAG/100 g
BS. En cuanto a capacidad antioxidante, mediante el ensayo ABTS se obtuvo 37 + 1,16 uM
ET/gBSy 30+ 2,15 uM ET/g BS, para FRAP 24 + 1,12 uM ET/g BS, 23+ 1,39 uM ET/ g BS
y DPPH 97 + 2,20 uM ET/g BS, 101 + 1,94 uM ET/g BS, tanto para fenoles totales como
para ABTS existié diferencia significativa (p < 0.05) entre ambos proveedores; sin embargo,
para FRAP y DPPH no existié diferencia significativa. Con los resultados obtenidos existe
evidencia sobre el importante contenido de compuestos bioactivos y antioxidantes del

producto “siete harinas”.

PALABRAS CLAVES: Fenoles totales, capacidad antioxidante, siete harinas, alimento

tradicional.



ABSTRACT

In this project the richness of traditional product "seven flours" as a source of antioxidants
and phenolic compounds was evaluated. Samples from two suppliers of Loja province were
used. After obtaining extracts with 70% aqueous acetone, it quantitated total phenols content
by Folin-Ciocalteu method and antioxidant activity by methods: ABTS , FRAP and DPPH .
The results showed total phenol content of 446 + 8.47 mg EAG/100 g BS and 382 EAG +
6.56 mg/100 g BS. As for antioxidant capacity by ABTS assay 37 + 1.16 uM ET/g BS and
30 + 2.15 uM ET/g BS, for FRAP 24 + 1.12 uM ET/g BS, 23 + 1.39 uM ET/g BS and DPPH
97 + 2.20 uM ET/g BS, 101 + 1 94 uM ET/g BS for both total and for ABTS phenols
significant difference (p < 0.05) between the two suppliers; however, for FRAP and DPPH
was no significant difference. With the results there is evidence of the important content of

bioactive compounds and antioxidant product "seven flours".

KEYWORDS: Total phenolic, antioxidant capacity, seven flours, traditional food.



INTRODUCCION

Ecuador cuenta con una variedad de alimentos nutritivos y de bajo costo (Espin et al., 2003),
sin embargo los ecuatorianos optan por una dieta basada principalmente en productos
industriales, ultra procesados (FAO, 2006), elaborados a partir de sustancias derivadas de
los alimentos o sintetizadas de otras fuentes organicas (Eguren, 2015), los mismos que
poseen un alto contenido en sodio, grasas, calorias, azucares, aditivos artificiales, y
cantidades minimas de antioxidantes, fibra dietaria y micronutrientes (Banegas et al., 2007).
La poblacion estd olvidando poco a poco el consumo de alimentos tradicionales y
ancestrales (Kwik, 2008).

Frente a esta realidad, el producto tradicional de Loja, conocido como “siete harinas”,
derivado de “siete semillas” alimento ancestral peruano; compuesto por una mezcla
homogénea de cereales (harina de cebada tostada, trigo, maiz), leguminosas (harina de
soya y haba), fruta (harina de platano) y un tubérculo (almidén de achira); rico en nutrientes
y antioxidantes, podria constituir una alternativa alimenticia, para el mejoramiento de la
calidad de la dieta diaria y coadyuvar a la prevencion de enfermedades crénicas no

transmisibles.

Los cereales constituyen los alimentos basicos en todo el mundo, siendo buenas fuentes de
compuestos antioxidantes (Masisi, Beta, & Moghadasian, 2015); en la harina de trigo
destacan compuestos fenolicos como: acido ferulico, acido fitico y flavonoides, ademas
posee antioxidantes entre los cuales estan el selenio, tocoferoles y tocotrienoles (Leén &
Rosell, 2007), la de maiz contiene antocianinas como la cianidina-3-b-glucosa (Das &
Singh, 2016), en la soya se encuentran isoflavonas (genisteina, daidzeina, equol), su

capacidad antioxidante es superior a las vitaminas E y C (Duncan, 2016).

Actualmente se conoce que los radicales libres y el estrés oxidativo favorecen a la aparicion
de algunas enfermedades coronarias, ciertos tipos de cancer, Alzheimer, artritis v,
principalmente los procesos de envejecimiento (Ledn & Rosell, 2007). ElI consumo de
alimentos que contienen cantidades significativas de antioxidantes, reducen en gran medida

la formacién de radicales libres (Devi et al., 2009).

Por tal razén el presente estudio pretende favorecer en gran medida a la revalorizacion del
alimento “siete harinas”, con la finalidad de incrementar su consumo local y contribuir en un
futuro a su aprovechamiento industrial, mediante la cuantificacion de los compuestos

fendlicos y la determinacion de la capacidad antioxidante.



Para ello la metodologia empleada consistio en adquirir la materia prima, “siete harinas”, de
dos diferentes proveedores, adquirida en las ferias libres de la Tebaida y las Pitas de la
ciudad de Loja. Cada harina fue sometida a un proceso de molienda y luego mezclada en
proporciones de 15,5% de harinas de cebada, trigo, maiz, soya, haba, platano y 7% de
almidéon de achira. Luego el producto “siete harinas”, se envasé al vacio en fundas de

polietileno y almacend a temperatura ambiente (alrededor de 22 °C), hasta su utilizacion.

Para preparar los extractos se pesé 0,5 g de “siete harinas” utilizando dos extracciones
simultaneas, primero con 20 mL de solucién metanol/agua acidificada (50:50 v/v) con HCI
2 Ny un pH 2, seguido con 20 mL de solucion acetona/agua (70:30 v/v), los sobrenadantes
obtenidos de las extracciones se unieron, obteniendo 40 mL de extracto. Al extracto
obtenido se le midi6 la cantidad de fenoles totales por el método colorimétrico Folin-
Ciocalteu y la actividad antioxidante por los métodos: ABTS, FRAP y DPPH.

El presente proyecto consta de seis capitulos, los cuales estan expuestos de la siguiente
manera: revision de literatura, objetivos, metodologia, resultados y discusion de los mismos,

conclusiones y finalmente recomendaciones.



1 REVISION DE LITERATURA



1.1 Harinas compuestas

Las harinas consisten en el polvo obtenido de la molienda de alguna semilla, especialmente
de trigo (Larousse, 2009).

En 1964 la Organizacion de las Naciones Unidas para la Agricultura y la Alimentacion
(FAO), creo el término “harinas compuestas”, cuando reconocio la necesidad de buscar una
solucion al problema alimentario enfrentado por los paises que no producen trigo (Albornoz
& Romero, 2004).

Las harinas compuestas son mezclas de varias harinas obtenidas a partir de raices y
tubérculos, cereales, legumbres, etc., con o sin la adicién de trigo (Olaniyan SA & Ademola
AA, 2015). También puede ser una mezcla de diferentes harinas de cereales, leguminosas o
cultivos de raiz que se creado para satisfacer las caracteristicas funcionales especificas y

composicion de nutrientes (Ubbor & Akobundu, 2009).

Las harinas de grano entero proporcionan aminoacidos esenciales, vitaminas, minerales,
fitoquimicos beneficiosos y componentes de fibra dietética en la dieta humana (Masisi et al.,
2015). Sin embargo cuando los cereales son procesados, se pierden algunos de sus
compuestos, varios estudios muestran que se puede enriquecer una harina, si se la mezcla
con otros productos generalmente leguminosas (garbanzo, guisantes, frijol, habas, lentejas),
dandose asi la formaciéon de harinas compuestas (Aghamirzaei, Heydari-dalfard, Karami, &
Fathi, 2013).

1.2 Composicién de producto siete harinas

Tradicionalmente los pueblos indigenas se alimentaban principalmente de productos de
origen vegetal, que ellos mismos cultivaban. El uso de aquellos alimentos tradicionales se
ha transmitido de generacién en generacion (Kwik, 2008). Las propiedades nutritivas le dan
valor a estos alimentos, siendo consumidos en una variedad de preparaciones, en diferentes

lugares del mundo (Villarroel, 2008).

En el Peru se conoce la harina “7 semillas” (algarrobo, kiwicha, cafiihua, quinua, linaza,
polen y maca), misma que es un alimento ancestral rica en proteinas, vitaminas y minerales,
este alimento ayuda a limpiar los rifilones, disminuir la tension arterial, bajar los niveles de
colesterol, favorecer al transito intestinal, prevenir la anemia, el cancer, entre otros (Bazar,

2015). La provincia de Loja adopt6 este producto peruano; denominandola “siete harinas” la
6



cual conserva su aporte nutricional; pero modifico sus ingredientes debido sin duda a la
disponibilidad de los mismos. Esta compuesta por cereales integrales (trigo, cebada, maiz);
legumbres (haba, soya); tubérculo (achira) y fruta (platano). Los agricultores de la etnia
Saraguro elaboran artesanalmente este alimento tradicional y lo comercializan en ferias
libres y mercados. También se la puede adquirir en supermercados de la ciudad de Loja con

el nombre comercial de “las ricas 7 harinas”.

Se la usa generalmente para preparar coladas, papillas, como ingrediente en galletas,
pasteles e incluso sopas (Japdn, 2015). El principal constituyente de este alimento son los
cereales. mismos que son una rica fuente de compuestos nutricionales y fitoquimicos (Bhatt
& Gupta, 2015); las harinas elaboradas con base a cereales integrales contienen gran
variedad de polifenoles que se han relacionado con beneficios significativos en la salud
(Sarwar & Sarwar, 2013).

1.2.1 Harina de trigo (Triticum aestivum L.).

Segun la Norma INEN 616:2015, la harina de trigo se obtiene de la molienda de los granos
de trigo y puede o no tener aditivos alimentarios. Los nucleos del grano de trigo contienen
una serie de compuestos fendlicos, a saber, ferulico, vanillico, gentisico, cafeico, salicilico,
acidos siringico, p-cumarico y sinapico, asi como la vainillina y siringaldehido. De estos, el
acido ferulico fue el acido fendlico primario en el grano, que representa hasta un 90% del

total de acidos fendlicos (Shahidi & Ambigaipalan, 2015).

El germen de trigo es rico en sustancias bioactivas, tales como antioxidantes y esteroles.
Los antioxidantes incluyen principalmente a-y B-tocoferol y a- y 3-tocotrienoles, [3-tocotrienol

y carotenoides (D’Antuono, 2016).

En la harina de trigo, especialmente en la integral existe una variedad de sustancias
fitoguimicas; como el acido fitico (fosfato de inositol) que es un antioxidante vegetal natural,
muy bien conocido por su efecto inhibidor de la biodisponibilidad de minerales, el cual ha
despertado gran interés por su efecto anticancerigeno, también reduce el riesgo de tumores
mamarios, especialmente cuando hay un alto contenido de minerales como calcio y hierro
en la dieta (Mazza, 1998).



1.2.2 Harina de maiz (Zea mays L.).

Segun la norma INEN 2051:2013, “La harina de maiz, es el producto obtenido de la
molienda de granos Zea mays L., que se encuentren en buen estado, exentos de impurezas,
moho, semillas de malas hierbas, y otros cereales. En el proceso de elaboracion de la harina
se pierde gran parte del salvado y del germen”.

Los maices, en general los pigmentados contienen compuestos fendlicos, los cuales han
despertado interés por sus propiedades antioxidantes y bioactivas. Los compuestos
fenolicos libres mas abundantes en el maiz son el acido benzoico, el acido ferulico, el acido
cumarico y sus derivados (Lépez & Garcia, 2010). Presenta también antocianinas que le
confieren la coloracion al grano, principalmente 3-galactésido de cianidina, 3-glucésido de

cianidina, 3-ratindsido de cianidina, 3-glucosido de peonidina (Pineda, 2009).

Los fenoles en el maiz estan compuestos por acidos fendlicos y flavonoides, mismos que se
pueden encontrar en forma libre o soluble, o ligados a biomoléculas como proteinas y
carbohidratos estructurales (Salinas, Pérez, Vazquez, Aragon. F., & Veldzquez, 2012).
Alrededor del 90 % de los acidos fendlicos se encuentra en forma ligada, principalmente a
componentes de pared celular (De La Parra, Serna Saldivar, & Liu, 2007), por su parte los
flavonoides estdn mayoritariamente en forma extraible o soluble. En el caso de las
antocianinas la proporcion ligada es bastante baja (Montilla, Hillebrand, Antezana, &
Winterhalter, 2011). Se ha estudiado que el maiz es una buena fuente de potentes
antioxidantes que se pueden utilizar en la industria de nutracéuticos (Shahidi &
Ambigaipalan, 2015).

1.2.3 Harina de cebada (Hordeum vulgare L.).

En el Ecuador la cebada es el cereal mejor distribuido después del maiz en las zonas
rurales de la serrania (Espin et al., 2003). Los granos de cebada tienen un bajo contenido en
grasa 2-3 %, carbohidratos como el almidén 65-68 %, proteinas 10-17 %, ademas de
minerales, vitaminas, antioxidantes principalmente vitamina E y polifenoles, y fibra soluble e
insoluble. La fibra total varia entre 11-34 % vy la fibra soluble entre 3-20 % (lzydorczyk,

Storsley, Labossiere, Macgregor, & Rossnagel, 2000).

Los compuestos fendlicos de la cebada incluyen tirosina, tiramina y sus derivados, acidos

fendlicos, sus ésteres y glucésidos, antocianinas, proantocianidinas, lignanos y sustancias



relacionadas a la lignina. El &cido ferulico es el &cido fendlico predominante en semillas de
cebada (Shahidi & Ambigaipalan, 2015).

Los usos de la cebada en el pais son varios, una de las principales es la machica que es la
harina de cebada tostada y como arroz de cebada, que unidas representan el 88,3% del
total de la cebada consumida (Poveda, 2006).

La machica se define como una harina elaborada a partir del grano de cebada tostada y
posteriormente sometida a un proceso de molienda, aunque también puede ser elaborada

de maiz o trigo, dependiendo del pais donde se la prepare (Martinez, 2003).

124 Harina de haba (Vicia faba L.).

En las semillas de leguminosas hay una serie de componentes que ejercen un impacto
negativo en la calidad nutricional de la proteina. Sin embargo, estos mismos compuestos

pueden tener efectos protectores contra el cancer (Mohan, Tresina, & Daffodil, 2016).

Las habas contienen compuestos antioxidante como flavonoides, flavonoles como la
miricetina (2.6 mg/100 g), quercetina (2.0 mg/100 g) y kaempferol (< 0.2 mg/100 @), y
flavonas como la luteolina (< 0.1 mg/100 g) y apigenina (< 0.2mg/100 g). Ademas poseen
pequefias cantidades de isoflavonas (0.03 mg/100 g). Estos compuestos se consideran anti
nutrientes que confieren simultdneamente beneficios para la salud (Gutiérrez, Guajardo, &
Lépez, 2016).

1.25 Harina de soya (Glycine max L.).

La harina de soya o soja es un polvo fino que se elabora a partir de los granos tostados y
finamente molidos (Salvador, 2006). Es un alimento de alta calidad, ya que contiene
proteinas, grasas, aminoacidos esenciales y fitoquimicos, incluyendo iso-flavonas,
tocoferoles, saponinas y antocianinas, siendo idéneo incluirla en la dieta alimenticia humana
(Correa et al., 2010).

La soya y sus derivados son la mayor fuente de isoflavonas en la dieta. Tiene alrededor de
0,2-0,3 g de isoflavonas, fenoles heterociclicos de estructura molecular proxima a la del
estradiol. Los fitoestrogenos que contiene la soja son la dadzeina y la genisteina, ambos

podrian aumentan la produccion de hormonas femeninas (Calvo, 2003).



Hay una creciente evidencia de que el consumo de soya y los productos derivados de la
misma; podrian proteger contra tipos de cancer dependientes de hormonas, como el de
mama y de préstata, y tener efectos beneficiosos con respecto a las enfermedades
cardiovasculares, osteoporosis y sintomas de la menopausia (Devi et al., 2009).

1.2.6 Harina de platano (Musa paradisiaca L.).

La harina de platano es un producto procesado y precocido que se obtiene de la
transformacion del platano, es un polvo de color blanco parduzco, de facil digestion y
susceptible a la humedad (Orozco & Picén, 2011). Es un alimento nutritivo que tiene
excelentes propiedades para el tratamiento de ciertas enfermedades, este producto se
encuentra entre los mas nutritivos de la alimentacion humana (Reinoso, 2013). El fruto del

platano tiene compuestos polifendlicos con capacidad antioxidante (Rosales et al., 2014).

1.2.7 Harina de achira (Canna edulis, Ker).

La achira es nativa de América del Sur; sin embargo se ha aclimatado a las regiones calidas
de todo el mundo. Es una planta que, segun historiadores e investigadores, fue cultivada
desde hace siglos por los Incas. Hoy en dia, se cultiva en los paises andinos como:
Colombia, Ecuador, Peru y Bolivia; ademas de ellos esta Venezuela y Brasil y, otras
regiones del mundo como: Asia, Africa y la Polinesia (Gonzélez, 2012).

De acuerdo a Idrovo, (2010), en su estudio de factibilidad para la produccion y
comercializacidon de harina de achira (Canna Edulis, Ker) en el canton Loja, menciona que
en Ecuador, especificamente en la provincia de Loja, la harina de achira se la conoce como

“chuno” y es muy usada en aplicaciones culinarias.

1.3 Radicales libres y Antioxidantes

Los radicales libres (RL), o conocidos también como especies reactivas de Oxigeno (ERO),
son 4tomos o grupos de atomos que poseen un electrén libre, por lo cual son muy reactivos
y tienden a captar un electrén de las moléculas estables con el fin de alcanzar su estabilidad

electroquimica (Avello & Suwalsky, 2006).

Los radicales libres pueden formarse a partir de reacciones metabdlicas dentro de la célula,
ya que el propio organismo los elabora en cantidades moderadas para luchar contra virus y

bacterias, se pueden generar también de forma espontanea si las condiciones del medio son
10



propicias para ello, por ejemplo la exposicion a ciertos compuestos quimicos, por estrés
oxidativo generado durante el ejercicio fisico demasiado intenso, por contaminantes del aire,
por radiaciones ionizantes, por drogas, bacterias y virus (Zamora, 2007), (Gutiérrez et al.,
2016).

Las reacciones quimicas de los radicales libres ocurren constantemente en las células del
cuerpo y son importantes para mantener la salud; proceso que esta controlado con una

adecuada proteccién antioxidante (Avello & Suwalsky, 2006).

Sin embargo el problema radica cuando se genera un incremento de los radicales libres por
encima de la cantidad de sustancias antioxidantes, lo cual ocasiona la destruccion de
enzimas como la superéxido dismutasa (SOD), glutation peroxidasa (GPx), y catalasa,
ocasionando efectos letales en las células debido a la oxidacién de lipidos, proteinas, acido
desoxirribonucleico y enzimas; generando reacciones en cadena que perpetian la formacion
de radicales libres, aumentando asi el dafio en los tejidos (Krishnaiah, Nithyanandam, &
Sarbatly, 2012).

Los radicales libres son responsables de causar un gran nimero de enfermedades como el
cancer, Alzheimer, Parkinson, deterioro cognitivo leve, enfermedades cardiovasculares,
enfermedades del higado inducidas por el alcohol, colitis ulcerosa, envejecimiento
prematuro y aterosclerosis (Alam, Bristi, & Rafiquzzaman, 2013)

Los antioxidantes son sustancias capaces de inhibir o retardar el proceso oxidativo
producido por los radicales libres (Chand, Kanti, & Mukherjee, 2010). Los antioxidantes son
de interés, ya que pueden ayudar a proteger el cuerpo humano contra dafios causados por
especies de oxigeno reactivas (ROS) (Shahidi & Ambigaipalan, 2015). Facilitan el uso
fisiol6gico del oxigeno por las mitocondrias de las células, lo cual ayuda a disminuir el estrés
oxidativo y por consiguiente ayuda en la prevencién de enfermedades crénicas no

transmisibles (Zamora, 2007).

La poca capacidad del organismo para neutralizar los radicales libres a los que diariamente
esta expuesto, exige recurrir a nutrientes que tengan la propiedad de neutralizarlos; un
nutriente tiene propiedades antioxidantes cuando es capaz de neutralizar la accion de un
radical libre sin que pierda su propia estabilidad. Por tal razén se requiere una dieta que

contenga antioxidantes generalmente de origen vegetal (Halliwell, 1994).
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Los antioxidantes de origen vegetal son un conjunto de fitoquimicos tales como las
antocianinas, carotenoides, flavonas, flavonoides, vitaminas (E y C), y &cidos felaricos, entre
los mas importantes (Guevara & Alvarado, 2014). No hay una recomendacion de ingesta
diaria para estos compuestos bioactivos; porque no son nutrientes y, aunque asociado con
la salud éptima, no ha sido posible identificar la gama o alcance de la ingesta requerida
(Griffiths, 2016).

Actualmente los antioxidantes también se estan convirtiendo en un elemento indispensable
en la industria de los alimentos, siendo usados como aditivos alimentarios, debido
principalmente a sus propiedades Unicas de extender la vida (til de sensoriales o
nutricionales (Shahidi & Ambigaipalan, 2015).

1.4 Compuestos fendlicos y capacidad antioxidante

14.1 Compuestos fendlicos.

Los compuestos fendlicos constituyen un gran numero de sustancias fuertemente
heterogéneas, que se caracterizan por poseer un anillo aromatico, con al menos una

sustitucion hidroxilo y una cadena lateral funcional (Aguilera, 2009).

OH

=

Figura 1: Estructura basica de los

compuestos fendlicos.
Fuente: Aauilera (2009)

La mayoria de los fitoquimicos son antioxidantes, importantes compuestos bioactivos para el
cuerpo humano (Huang et al., 2014). Los compuestos fendlicos constituyen el mayor tipo de
fitoquimicos (Griffiths, 2016).

Los compuestos fendlicos, junto con otros muchos compuestos naturales como terpenos,

alcaloides, amino&cidos no proteicos, entre otros, constituyen un amplio conjunto de

metabolitos secundarios de las plantas, derivados generalmente por dos principales vias de
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la aromagénesis, la del shikimato y la del acetato (Isaza, Veloza, Guevara, Avila, & Diaz,

2005).

Pueden ser sintéticos o naturales, siendo los mas importantes (figura 2).

Compuestos fendlicos

I

| Sintéticos |

l

Butil hidroxitolueno
Hidroxibutilanisol

|

| Naturales |

v

v v v

v

V

Terbutil Hidroquinona

Acidos Flavonoides Estilbenos | Cumarinas || Lignanos || Taninos |

fendlicos

/—I_\

\l/ Resveratrol Taninos Taninos
hidrolizables condensados
Derivados del Derivados del
acido acido Elagitaninos Monémeros
hidroxibenzoico hidroxicinamico Galotaninos Dimeros
Trimeros
. .. 4-6 meros
Gélico p-cumérico
. . . . 7-10 meros
p-hidroxibenzoico Caféico i
. . Polimeros
Siringico Ferulico
Elagico Sinapico
Clorogénico
| Flavonoles | | Flavonas | | Flavanoles | | Flavanonas | | Antocianos | | Isoflavonas |
Quercetina Apigenina (+) - Catequina Eriodictiol Cianidina Genisteina
Kaempferol Chrysin (-) - Epicatequina Naringenina Leucocianidina Daidzeina
Isorhamnetin  Luteolina () - Epicatequina-3-galato porin Delfinidina Gliciteina
(+)- Galocatequina Prodelfinidina Formononetina

(-) - Epigalocatequina
(-) - Epigalocatequina-3-galato

Figura 2: Clasificacion de los antioxidantes fendlicos

Fuente: Shahidi & Ambigaipalan (2015)

Elaboracién: La autora
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En la actualidad, los compuestos fendlicos tienen importancia como compuestos bioactivos,
por poseer propiedades antioxidantes, antiinflamatorias, antimutagénicas, anticancerigenas,
y antibacterianas (Aguilera, 2009). Los compuestos fendlicos son incluidos generalmente en
la categoria de captadores de radicales libres, aunque también pueden ejercer su accion
antioxidante a través de otros mecanismos, como quelantes de iones metélicos que

catalizan reacciones de oxidacion (Martinez, Gonzalez, Culebras, & Tufion, 2002).

El consumo alimenticio de los compuestos fendlicos se ve afectado en gran medida por los
habitos y preferencias alimenticias de los individuos. La ingesta diaria promedio de
polifenoles en la dieta es de aproximadamente 1 g por persona; las principales fuentes son

frutas y, en menor medida, legumbres, verduras y cereales (Shahidi & Ambigaipalan, 2015).

La determinacién del contenido total de fenoles es un factor importante ya que ayuda a
estimar la actividad antioxidante en funcién de los compuestos polifendlicos del producto,
para lo cual se usa el ensayo colorimétrico de Folin-Ciocalteu cuyo reactivo posee el mismo
nombre, descrito por Thaipong et al., (2006), este método tuvo su origen en el afio 1927 a
partir de los reactivos quimicos utilizados para el andlisis de tirosina, en donde la oxidacién
de los fenoles, mediante un reactivo de molibdotungstato, producia un producto coloreado
con un maximo de absorbancia a 745-750 nm (Prior et al., 2005). Con el pasar del tiempo
Sigleton & Rossi, (1965) mejoraron el ensayo y lo extendieron al analisis de fenoles totales
en muestras de vino; desde ese momento hasta la actualidad el ensayo Folin-Ciocalteu ha

encontrado variadas aplicaciones (D. Huang, Ou, & Prior, 2005).

El reactivo del ensayo Folin-Ciocalteu, estd compuesto por una mezcla de acidos
fosfowolfrdmico y fosfomolibdico en medio bésico, los que sufren reduccién al oxidar los
compuestos fendlicos, originando un complejo wolframio-molibdeno de color azul (Figura 3),
cuya absorbancia es dependiente de la concentracion de los polifenoles de la muestra
(Kuskoski, Asuero, Troncoso, Mancini-Filho, & Fett, 2005).

La reaccién quimica que se produce es la siguiente:

2H4(P(W3040),) + 2H3(P(M030,0),) + Fenol = WgO,5 + 3M0g0,; + 4PO4-3 + 18H,0 + Benzoquinona

(amarillo) = (azul)

Figura 3: Reaccion quimica por el método de Folin-Ciocalteu
Fuente: Huang et al. ( 2005); Prior, Wu, & Schaich (2005)
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La intensidad del color azul formado se mide por espectrofotometria visible a una longitud de
onda de 725 nm y cuya intensidad es proporcional a la cantidad total de fenoles (Kodama,
Goncalves, Lajolo, & Genovese, 2010).

1.4.2 Capacidad Antioxidante.

La capacidad antioxidante celular es dada por mecanismos a través de los cuales la célula
anula la reactividad o inhibe la generacion de radicales libres (Palamanda & Kehrer, 1992).
Existen moléculas endogenas y exdgenas con capacidad antioxidante. Los antioxidantes
exégenos proceden de los alimentos, y dentro de este grupo se incluyen la vitamina E, la
vitamina C y los carotenoides. La vitamina C constituye el antioxidante hidrosoluble mas
abundante en la sangre, mientras que la vitamina E es el antioxidante lipofilico mayoritario.

El selenio junto con la vitamina E actia como antioxidante (Avello & Suwalsky, 2006).

En alimentos de origen vegetal la actividad antioxidante se debe principalmente a la
presencia de antioxidantes naturales. Cuando estos antioxidantes se hallan presentes en
bajas concentraciones en comparacion con la del sustrato oxidable, disminuyen
significativamente o inhiben la oxidacién de un sustrato (Carocho & Ferreira, 2013). Para
determinar la capacidad antioxidante de un producto es necesario preparar un extracto y
posterior a ello realizar una serie de ensayos en donde se evalla la capacidad de una
sustancia o de una mezcla de sustancias para inhibir procesos de oxidacién. A continuacion,

se exponen los ensayos que fueron empleados en este estudio.

1421 ABTS.

El método ABTS (2,2-azinobis (3-etilbenzotiazolin-6-sulfénico), es uno de los ensayos
espectrométricos que han sido ampliamente utilizados para medir la actividad antioxidante
de algunas soluciones (Re et al., 1999). Mide la capacidad captadora de los radicales libres,
producto de la decoloracién del radical ABTS, que se absorbe a una longitud de onda de
734 nm (Arnao, Cano, & Acosta, 2001). El ensayo original ABTS se basé en la activacion de
la metilmioglobina con H,O, en presencia de ABTS para generar un radical cation, en

presencia o ausencia de antioxidantes (Re et al., 1999).

El ABTS se fundamenta en la generacion del radical cation ABTS e implica la produccion
directa del cromoforo ABTS, de verde-azul, a través de la oxidacién de ABTS con persulfato

de potasio (K,S,0g) (Figura 4), y se reduce en presencia de antioxidantes donadores de
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hidrégeno. De esta manera el ABTS reacciona con el compuesto polifendlico, ocasionando
la formacion de ABTS incoloro y la oxidacion de compuesto polifendlico (Re et al., 1999).
La reaccion quimica que se produce es la siguiente:

oess O = oS

H Hy
G2H5
AETS {732 nm) ABTS® (732 nm)
Azul Incoloro

Figura 4: Molécula de ABTS luego de la reaccion con un antioxidante
Fuente: Tobar (2013)

1.4.2.2 FRAP.

El ensayo FRAP “Ferric Reducing Antioxidant Power” (Poder antioxidante de reduccion del
hierro), fue planteado originalmente por Benzie & Strain, (1996) para medir el poder
reductor en muestras de plasma. Este método se basa en la reduccién del complejo -2,4,6,
tripiridil-s-triazina (TPTZ), aqui el hierro férrico (Fe3+ - TPTZ) se reduce a i6on ferroso a bajo
pH, ocasionando la formacion de un complejo ferroso-tripiridiltriazina coloreado (Fe2+ -
TPTZ), todo ello por accidon de los compuestos antioxidantes (Figura 5), resultando una
coloracién azul que absorbe a 593 nm, cuya intensidad esta relacionada proporcionalmente
con la capacidad reductora de la muestra estudiada (Oliveira, 2014).

La reaccién quimica que se produce es la siguiente:

o(\*r@ e
T NG

“*a N S f"lb
xl =

Fe"-TPTZ + antioxidante reductor =~ ——3% Fe'-TPTZ (azul intenso a 593 am)

h

Figura 5: Reaccion generada por el método FRAP
Fuente: Prior et al. ( 2005)
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1.4.2.3 DPPH.

El ensayo DPPH (captacion del radical 2,2- difenil-1-picrilhidrazilo), descrito por Brand et al.,
(1995) Con modificaciones realizadas por Thaipong et al., (2006). se basa en que el radical
libre estable DPPH de color azul-violeta intenso, quita un atomo de hidrégeno proveniente
de una sustancia donadora de electrones, en consecuencia de esto se genera una
disminucién del color (figura 6) del DPPH hacia amarillo-pélido (Oliveira, 2014).

La reaccidén quimica que se produce es la siguiente:

NO, NO, D
. H .
ON N-N + R—H—>» OQNQNN + R
NO, NO,
DPPH (Purpura) DPPH-H (Amarillo)

Figura 6: Molécula de DPPH durante la reaccién con un antioxidante
Fuente: Tobar (2013)

Esta reaccion se puede medir por espectrofotometria a una longitud de onda de 515 nmy se
evidencia visiblemente una decoloracion de la solucién de DPPH, producida por el proceso

de reduccidn originada por el compuesto antioxidante.
El ensayo DPPH, sin lugar a dudas ha sido adoptado por varios laboratorios, pero con

modificaciones a conveniencia, el principal determinante es el tiempo que se requiere para

que se produzca la reaccion redox (Mishra, Ojha, & Chaudhury, 2012).
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2 OBJETIVOS DEL PROYECTO
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2.1 General
v" Contribuir a la revalorizacién del producto tradicional “siete harinas” como fuente de

antioxidantes y de compuestos fenolicos, favoreciendo el consumo local y su futuro

aprovechamiento industrial.

2.2 Especificos

v' Cuantificar los compuestos fendlicos totales.

v' Determinar la capacidad antioxidante.
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3 MATERIALES Y METODOS
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3.1 Equipos

NN NN

3.2 Reactivos

Bafio maria Precision Scientific

Balanza analitica OHAUS Analytical Plus AP250D
Centrifuga CLAY ADAMS Brand DYNAC 0101
Espectrofotometro visible 6400 Jenway

Molino vibratorio de discos Retsch

Mezclador en “V”

Extraccidn de antioxidantes

v
v
v

Acido clorhidrico (37% PQ)
Acetona
Metanol (99,9% PAI-ACS)

Fenoles totales

v

Carbonato de sodio (Merk)
Folin-Ciocalteu 2N (Sigma-Aldrich)
Acido Galico (97.5 — 102.5% Sigma)
Metanol (99,9% PAI-ACS)

2,2-azinobis(3-etilbenzotiazolin-6-sulfénico) (>98% Sigma)
Persulfato de potasio (99 % USP) (Sigma-Aldrich)

Acido 6-hidroxi-2, 5, 7,8-tetrametilcromo-2-acido carboxilico (97%)
Trélox (Aldrich Chemistry)

Acido clorhidrico (37% PQ)

2, 4,6-tripiridil-s-triazina (<98%)

TPTZ (Sigma)

Acetato de sodio trihidratado (USP) (Merck)
Cloruro férrico hexahidratado (USP) (Merck)
Trolox (Aldrich Chemistry)

2,2-difenil-1-picrihidrazilo (Sigma)
Acido 6-hidroxi-2, 5, 7,8-tetrametilcromo-2-acido carboxilico (97%)
Trélox (Aldrich Chemistry)
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3.3 Materia prima

Se utiliz6 como materia prima el producto denominado “siete harinas”, constituido en un
15.5% de harinas de: cebada tostada (Hordeum vulgare L), trigo (Triticum aestivum L.), maiz
(Zea mays L.), soya (Glycine max L.), haba (Vicia faba L.), platano (Musa paradisiaca L.) y
un 7% de almidon de achira (Canna edulis, Ker). Se analizaron dos muestras,
correspondientes a dos proveedores, que las comercian en las ferias libres de las Pitas y la
Tebaida en la ciudad Loja. En la tabla 1. Se observa las caracteristicas de las harinas

utilizadas para elaborar “siete harinas”.

Tabla 1: Caracteristicas de la muestra 1y 2 de harinas.

Harina Caracteristica especial Procedencia
Trigo Integral Tenta/Saraguro
Maiz Integral Tenta/Saraguro
Cebada Tostada Tenta/Saraguro
Soya Tostada Los Rios

Haba Integral Tenta

Platano e Zamora Chinchipe
Achira Almidon Masanamaca/Yangana

Elaboraciéon: La autora

3.4 Preparacion de la materia prima

Con el fin de que el tamafio de particula sea homogéneo, a cada harina se le realiz6 un
proceso de molienda, en un molino vibratorio ultra centrifugo Retsch a 12000 rpm;
obteniendo particulas < 500 pum. Posteriormente se pes6 77.5 g de harinas (trigo, cebada,
maiz, haba, soya. platano) y 35 g de harina de achira, esta mezcla fue homogenizada en un

mezclador en “V” durante 5 minutos.

El producto “siete harinas”, se envas6 al vacio en fundas de polietileno y almacené a
temperatura ambiente (alrededor de 22 °C), hasta su utilizacion.
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3.5 Obtencion de extractos

Se desarroll6 segun lo descrito por Pérez & Saura, (2007), con algunas modificaciones. Se
tratd la muestra con una solucién de metanol y agua acidificada con HCI 2 N a un pH 2, en
proporciones (50:50 v/v); posteriormente se sometid el residuo a una nueva extraccioén con
acetona y agua (70:30 v/v). Los sobrenadantes se unieron y almacenaron en la oscuridad a

4 °C. Se detalla el procedimiento en la figura 7, y los calculos realizados en el Anexo A.

Preparaciondereactivos:
Acido clorhidrico al 2N (4.14 mL aforar a 25 mL con agua destilada)

Metanolfagua 50:50 viv (125 mL metanol/ 125 mL agua destilada) apH2 con el HCI 2N.
Acetona/agua70:30 v/v (175 mL acetona/ 75 mL agua destilada)

|

Pesar 0.5g de muestra “siete harinas”

!

[ Agregar 20 mL de solucion de metanolagua acidificada 50:50 v/v (125 mL metanol/ 125 mL

agua destilada)apH2con elHCI 2N.

Agitara 180 rpmpor 1 hora.

Centrifugar a 2850 rpmpor 30 min utos. I
[ Sobrenadante A ] [ Residuo A ]
'l Combinarsobrenadantes Ay B. ] Agregarla solucion de acetona/agua 70:30 viv (175 mL
* acetona/ 75mLaguadestilada)
Determinar fenoclestotalesy +
cap acidad antioxidante. [ Agitara 180rpmpor 1hora ]
[ Centrifugara 2850 rpm por 30 minutos. ]
| Sobrenadante B J Residuo B.-dejarlo secaren el
extractor degasespor 12horas,

luego registrarel peso.

Figura 7: Metodologia para obtencion de extractos
Fuente: Thaipong et al. ( 2006)
Elaboracion: La autora
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3.6 Cuantificacion de fenoles totales
3.6.1 Determinacién del contenido de Fenoles totales.

Se determind por el método colorimétrico de Folin-Ciocalteu, descrito por Thaipong et al.,
(2006), mismo que se basa en la reduccién de fenoles con el reactivo Folin-Ciocalteau y
posterior neutralizacién con bicarbonato de sodio. El ensayo se lo realizd por triplicado para
cada muestra, utilizando como blanco MeOH en reemplazo de las muestras. Se construyé
una curva patron usando como estdndar acido galico (0-0,1 mg/mL). La lectura de la
absorbancia se la realizd6 a 725 nm. Los resultados se expresaron como miligramos
equivalentes de acido galico para cada 100 gramos de muestra en base seca (mg EAG /100

g BS). Se detalla el procedimiento en la figura 8, y los calculos realizados en el Anexo B.

Preparacionde reactivos:

Folin-Ciocalteau pesar 1.25 mL de folin y aforar a 10 mL con agua destilada.
Carbonatode sodio 1 N: pesar 1.324 g de carbonato de sodioy aforara25 mL con agua destilada.

[ Curva de calibracion ] [ Preparacionde las muestras }
v v
[ FesralmE Ca e ] [ Tomar 150 pl de cada extracto }
v ¥
{ Aforara 25 mL con metanol ]
Adicionar 2400 plL de aguadestilada y
‘ 150 pL de Folin-Ciocalteu
Tomar alicuotas (mL)de 0.05; 0.101; ¢
0.151;0.202;0.252; 0.303; 0.353;
0.404,0 454,0.505 [ Agitarpor 2 minutos }
v :
[ Aforar a 10 mL con metanol J - i i
Dejarreaccionar por 3 minutos
[ Tomar 150 pL de cada concentracion ]
Adicionar 300 plde carbonato de
% sodio 1 N
Adicionar 2400 pl de aguadestilada y
150 L de Folin-Ciocalteu v
* Dejarreaccionar por2 horasa T.
[ T £ S T T J ambiente en la oscuridad.
¥ v
[ Dejarreaccionar por 3 minutos J [ Medir la absorbanciaa 725 nm. :l
Adicionar 300 pL de carbonato de sodio
1N
¥

Dejarreaccionar por2 horasa T
ambiente en la oscuridad.

v

[ Medirla absorbanciaa 725 nm ]

Figura 8: Metodologia para fenoles totales mediante el método de
Folin-Ciocalteu

Fuente: Thaipong et al. (2006)

Elaboracion: La autora
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3.7 Determinacion de la capacidad antioxidante

Con la finalidad de evaluar el modo de accién e interacciones sinérgicas de los compuestos
antioxidantes (Pérez & Saura, 2007), se emplearon tres métodos: ABTS, FRAP y DPPH,
para determinar y cuantificar la capacidad antioxidante.

3.7.1 Método ABTS.

Mide generalmente la capacidad captadora de los radicales libres, producto de la
decoloracién del radical ABTS, que se absorbe a una longitud de onda de 734 nm (Arnao et
al., 2001). De este modo, el ABTS reacciona con el compuesto polifendlico, ocasionando la
formacion de ABTS incoloro y la oxidacién de compuesto polifendlico (Re et al. 1999). Para
este método se sigue el procedimiento segun Arnao et al. (2001), con algunas

modificaciones descritas por Thaipong, (2006).

El ensayo se lo realizé por triplicado para cada muestra, utilizando como blanco MeOH en
reemplazo de las muestras. Se emple6 una curva estandar (25 — 600 puM) de trolox. La
absorbancia se leyé a 734 nm y el resultado se expresé en uM equivalentes de trélox/g de
materia seca. Se detalla el procedimiento en la figura 9, y los calculos realizados en el

Anexo C.
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v

[ Solucion patron (SP)

Preparacion de
lamuestra

[ Método ABTS ]
Y
Solucion de Curvade calibracion
trabajo ( ST)
ABTS

v

v

v

—

[ Solucion A J [ SolucionB

e ™\
Pesar 40.6 mg Pesar7 0mg de
de ABTS. persulfatode

\_‘_/

potasio.

\f/

Tomar 1mLde
solucion patron
(SP)

v

Adicionar 60 mL
de metanol

| —

Aforara 10 mL Aforara 10 mL
con agua con agua %/
destilada. i

S ) destilada. )

(/_Medirla \
absorbancaa
734nm Deser

Mezclar las necesario ajustar
soluciones al1+002

\  unidades.

)
Dejar reaccionar
por 12horas

Figura 9: Metodologia para el método ABTS
Fuente: Thaipong et al. (2006)
Elaboracion: La autora
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Pesar 0.0125gde

trolox
v

y

Aforara50mL con
metanol

N

v

Tomar alicuotas (mL)
de0.258; 1.032; 1.806;
2.580,3.354, 4.128,
4.902;5.676; 6.450.

AN

J

v

P
Aforara10mL con

metanol
v

Tomar 150 pl de cada
concentracion.

.

v

p
Adicionar 2850 pl de

solucién de trabajo

ABTS
e
v

-
Dejar reaccionar por 2

horas a T ambiente en
laoscuridad.
-

v

-

Medir la absorbanciaa
734nm

AN

v

P
Tomar 150 pL del

extracto.
< S

v

Adicionar 2850 pL
de solucidnde
L trabajo ABTS

v

Dejar reaccionar
porZ2horasaTl.
ambienteen la
oscuridad.

-

Medirla

absorbanciaa
734nm

N




3.7.2 Método FRAP.

Planteado por Benzie & Strain, (1996), con modificaciones descritas por Thaipong et al.,
2006). Este método determina la capacidad que posee una muestra para reducir hierro
férrico con la molécula (TPTZ) a su forma ferrosa, formando un complejo de color azul. El
ensayo se lo realizé por triplicado para cada muestra, utilizando como blanco MeOH en
reemplazo de las muestras. Se empled una curva estandar de (25 — 800 uM) de trélox. La
absorbancia se leyé a 593 nm y el resultado se expresé en uM equivalentes de trélox/g de

materia seca. Se detalla el procedimiento en la figura 10, y los célculos realizados en el

Anexo D.
[ Método FRAP ]
1% 1 '
[ Solucidn de trabajo (ST) ] [ Curva de calibracion ] Preparacion de la
muestra
+ A ¢ + ) *
Lo .. L. Pesar 0.0125g detrolox -
Solucion A Sol B (
[ aeen Solucion C ] Tomar 150 plL del
¢ * + v | extracto.
e R )
Pesar0.31g de Pesar 0.0312g Pesar0.054g Aforara50mL con p v .
acetato de de TPTZ de cloruro fériico \_metanol J Adicionar 2850 ul de
sodio y medir hexahidratado + |_soluciéndefrabajo FRAP |
16deacido
acético I Tomar alicuotas (mL) de *
Aforara10mL . ' ) 4 ™\
( ™ 0.258; 1.032; 1.806; Dei . 30
con lasolucion Aforar a10mL 2 580°3.354" 4128 ?J E::t(;eac? Onatr)P Ort
Y L ’ ’ ’ minutos a T. ambiente en
Aforar a 100 mL deHCI40Nm con metanol Sl L la oscuridad
con agua | - \7,225; 7.999 Y, - )
destilada. N . v ) v
_¢—/ Tomar una Tomaruna Y . .
alicuotade alicuotade Aforara 10 mL con Medirlaabsorbanca a
25ml 25mL (_metanol J (5%enm
Tomaruna L *
alicuotade 25 mL N

Mezclar las
soluciones

Calentara37°C
hasta ladilucion.

Figura 10: Metodologia para el método FRAP
Fuente: Thaipong et al. (2006)
Elaboracion: La autora
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Tomar 150 pl de cada
\_ concentracion.

v

p
Adicionar 2850 pL de
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v
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3.7.3 Método DPPH.

Descrito por Brand et al., (1995), con modificaciones realizadas por Thaipong et al., (2006).
Se fundamenta en que el radical DPPH tiene un electron desapareado de color azul-violeta,
y ante una sustancia antioxidante se torna amarillo-pdlido. El ensayo se lo realiz6 por
triplicado para cada muestra, utilizando como blanco MeOH en reemplazo de las muestras.
Se emple6 una curva estandar (25 — 1000 uM) de trélox. La absorbancia se leyo a 515 nmy
se expreso el resultado en uM equivalentes de trolox/g de materia seca. Se detalla el
procedimiento en la figura 11, y los calculos realizados en el Anexo E.

[ Método DPPH ]
( . 5 Y [ * e * *
Solucion patron (SP) Solucién de trabajo Curvade calibracion Preparacién de la
g )L (ST)DPPH L muestra
v ! v v
-~ ~ ' N N
Pesar0.024 g de DPPH. Tomar 10 mL de solucion Pesar 0.0250g defrélox Tomar 150 pldel
L \_patron(SF) )L JN extracto.
! ! ) ! . v
i ( ici 1 ( -
Aforara100mL con Adicionar45mL de Aforara 100 mL con Adicionar 2850 pl_ de
s | metanol ) L metanol ) solucién de trabajo
) ' v v DPPH
v N ;
~ .
é ) i ; Tomar alicuotas (mL) de
Medir la absorbandaa r
Almacenar en - - - s .
TR a AT 515 nm. Ajustar a 0'253: ! '290: 2-322: Dejar reaccionarpor 24
Iaosgcuridad y \_1-10.02 unidades. ) 3'354:4'387: 5'419: horasaT.ambiente en
N ; J 6.451;7.483; 8.515; L la oscuridad.
\9.51 5;10.580 Y, +
e * ~
Aforara 10 mL con Medir laabseorbancia a
L metanol ) L 515nm.
Tomar 150 pl de cada
concentracion. )
r v
Adicionar 2850 pul de
solucion de trabajo
DPPH.
. * /
s N

Dejar reaccionarpor 24
horas aT.ambiente en

laoscuridad.
.

v

Medirlaabsorbanciaa

Figura 11: Metodologia para el método DPPH
Fuente: Thaipong et al. ( 2006)

Elaboracién: La autora
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3.8 Anaélisis estadistico

Se analizaron los resultados de fenoles totales y actividad antioxidante (ABTS, DPPH,
FRAP), mediante un analisis de varianza ANOVA, a un nivel de significancia de 95%,
seguido de un test de rango multiple (Tukey). Se utilizé el programa estadistico MINITAB 16.

Los valores se expresaron como la media + desviacion estandar de tres repeticiones.
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4 RESULTADOS Y DISCUSION
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4.1 Fenoles totales y capacidad antioxidante de “siete harinas”

El producto tradicional “siete harinas”, constituyd ser buena fuente de antioxidantes,
principalmente de polifenoles, derivados del aporte de los cereales (trigo, maiz, cebada),
leguminosas (haba, soya) y fruta (platano). Como muestran algunos estudios el trigo tiene
53.1 £+ 2.8 mg EAG/100 g BS (Alvarez, Wijngaard, Arendt, & Gallagher, 2010), el maiz
también es rico en antioxidantes, Ramos et al., (2012) demuestra que una variedad de maiz
morado tiene 699 mg EAG/100g de fenoles totales. Los principales antioxidantes en el maiz
son los carotenoides: luteina y la zeaxantina, en una concentracion de 1.36 mg/100 g de
harina en base seca. El maiz es una de las pocas fuentes de estos carotenoides que tienen
importancia en la prevencién de cancer, cataratas y la degeneracion macular relacionada
con el envejecimiento (Ledn & Rosell, 2007). Devi et al., (2009) estudiaron varios productos
derivados de la soya, entre ellos la harina obteniendo 2300 mg EGA/100 g de harina de

soya.

En la grafica 1. Se observa el contenido de fenoles totales del producto “siete harinas”,
446 + 8,47 mg EAG/100 g BS y 382 + 6,56 mg EAG/100 g BS, correspondientes al
proveedor 1y 2 respectivamente.

FENOLES TOTALES
500
450 -
400 -
350 ~
300 ~
250 ~
200 ~
150 +
100 -
50 -

mg Equi. acido géalico/100g BS

PROVEEDOR 1 PROVEEDOR 2

Grafica 1: Concentracion de fenoles totales en “siete
harinas”. Valores representan la media de tres
repeticiones. Letras mindsculas distintas muestran
diferencia  estadistica (p<0,05), entre ambos

proveedores.
Elaboracién: La autora
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En los resultados obtenidos, se evidencio diferencia estadistica (p < 0.05) en el contenido de
fenoles totales, probablemente debido a que la materia prima proviene de diferentes
proveedores, como menciona Devi et al., (2009) los niveles de los fitoquimicos dependen en
gran medida de muchos factores, tales como el clima, el afio de cultivo, la siembra y los
genotipos. En otro estudio realizado por Kim, Hahn, & Chung, (2005), mencionan que la
temperatura, el tiempo y las condiciones de almacenamiento, pueden influir en la
disminucion de los niveles de antioxidantes. Alguna de estas condiciones pudo influir, para

que se presente variacion en la composicion fendlica de las muestras analizadas.

Debido a que no existen estudios publicados sobre compuestos fendlicos en siete harinas,
se comparara los resultados con harinas de alimentos ancestrales representativos como la
gquinua y amaranto, considerados fuentes de compuestos fendlicos. Como menciona un
estudio realizado por Alvarez et al., (2010), el contenido de fenoles totales en amaranto y
quinua es 21.2 + 2.3 mg EAG/100 g y 71.7 £ 5.5 mg EAG/100 g. Al comparar estas
investigaciones con los resultados obtenidos se puede notar que siete harinas supera a lo

reportado por Alvarez et al., (2010).

Si lo comparamos con granos de sorgo, una investigacion realizada por Ragaee, Abdelaal, &
Noaman, (2006), muestra un contenido de fenoles totales de 412,8 £ 9,3 mg EAG/100 g, un
contenido bastante similar al producto siete harinas.

Por otro lado Pineda, (2009), en un estudio para harina compuesta de trigo y frijol bayo,
reporta 144 + 0.13 mg &cido felarico/100 g fenoles totales; pero la solucién que usa como

estandar difiere en cuanto a la utilizada en este estudio.

El rango estimado del consumo de compuestos fendlicos es de 25 mg diarios (Gasztonyi,
Tomoskosz, Berki, Petroczi, & Daood, 2011). Como se report6 siete harinas contiene 446 +
8,47 mg EAG/100 g BS, asi una porcion de 30 g de “siete harinas” aportaria
aproximadamente 134 mg de compuestos fendlicos, lo cual se halla dentro de los valores
diarios recomendados para los anti nutrientes, aunque sin duda este aporte es inferior al de
frutas y bebidas como el té, el vino tinto y el café; sin embargo, las harinas de cereales y
leguminosas contienen compuestos antioxidantes unicos (Alvarez et al., 2010), como luteina
y la zeaxantina presentes en el maiz, que ayudan a prevenir algunos tipos de cancer (Ledn
& Rosell, 2007).
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41.1 ABTS.

En la gréafica 2, se muestra la actividad antioxidante ABTS del producto “siete harinas”, se
puede observar que las muestras presentan 37 + 1,16 uM ET/g BSy 30 + 2,15 uM ET/g BS,

existiendo diferencia significativa (p < 0.05), entre muestras de ambos proveedores.

Actividad antioxidante ABTS
45
40 a
35 -

30 -
25 -
20 -
15 4
10 -

uMol trélox/g BS

PROVEEDOR 1 PROVEEDOR 2

Grafica 2: Actividad antioxidante ABTS en “siete
harinas”. Valores representan la media de tres
repeticiones. Letras minudsculas distintas muestran
diferencia  estadistica (p<0,05), entre ambos
proveedores.

Elaboracion: La autora

La capacidad antioxidante puede verse afectada debido a varios factores, tales como:
genética, procesos agrotécnicas, condiciones ambientales (Alvarez et al., 2010), el suelo, el
clima, la tensién y al tratamiento con fertilizantes que sufren los cultivos alimenticios, estos
factores pueden influir en la presencia de los compuestos fendlicos (Ologhobo & Fetuga,
1984). Ademas, una comparacion de los resultados de diferentes estudios puede ser dificil,
debido a la variabilidad de las condiciones experimentales entre los métodos que hayan sido
utilizados.

Conviene decir, que no existen estudios de capacidad antioxidante ABTS para el producto
siete harinas, por lo tanto se lo comparara con cereales. Asi pues un analisis realizado por
Ragaee et al., (2006) muestra que el mijo, centeno y sorgo contienen 21.4 + 0.43 uM ET/g,
13.0+0.48 uM ET/gy 51.7 £ 0.57 uM ET/g respectivamente. Asi también una investigacion
realizada por Banu, Vasilean, & Aprodu, (2010), reporta 3.7 ymol ET/g para la harina de
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centeno. Se observa que tanto el mijo como el centeno presentan valores inferiores al
reportado para siete harinas, sin embargo el sorgo tiene un aporte superior de ABTS en
relacion con el producto analizado.

4.1.2 FRAP.

En la grafica 3, se presenta la actividad antioxidante FRAP del producto “siete harinas”, las
muestras contienen 24 + 1,12 uM ET/g BS y 23 + 1,39 uM ET/g BS, los valores entre los dos

proveedores no mostraron diferencia significativa (p < 0.05).

Actividad antioxidante FRAP
30

25

20 -

15 4

10 -

uMol trélox/g BS

PROVEEDOR 1 PROVEEDOR 2

Gréfica 3: Actividad antioxidante FRAP en “siete
harinas”. Valores representan la media de tres
repeticiones. Letras minlsculas distintas muestran

diferencia  estadistica  (p<0,05), entre ambos
proveedores.
Elaboracién: La autora

La actividad antioxidante del ensayo FRAP, proviene generalmente del aporte del trigo y
soya. Un estudio realizado por Kumar et al.,, (2010) muestra una actividad FRAP de

2.70 = 0.03 pMol ET/g para un genotipo de soya amarilla.

En el ensayo FRAP, el producto “siete harinas” mostré significativamente mayor capacidad
antioxidante en comparaciébn con semillas de pseudocereales como amaranto

2.21 + 1.6 puMol ET/g y menor aporte con respecto a la quinua 35.64 + 1.7 uMol ET/g
(Alvarez et al., 2010).
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4.1.3 DPPH.

El método DPPH se relaciona con la capacidad donadora de hidrégeno de fenoles y la
estabilidad de los radicales fenoxilo formados (Ren & Sun, 2014). En la gréafica 4. Se
observa que no existe diferencia significativa (p < 0.05), entre los valores de ambos
proveedores.

Actividad Antioxidante DPPH
120

100

80

60

40

uMol trélox/g BS

20

PROVEEDOR 1 PROVEEDOR 2

Grafica 4: Actividad antioxidante DPPH en “siete
harinas”. Valores representan la media de tres
repeticiones. Letras mindsculas distintas muestran
diferencia estadistica (p<0,05), entre ambos
proveedores.

Elaboracion: La autora

En el ensayo DPPH, el producto “siete harinas” mostré significativamente mayor capacidad
antioxidante 97,27 + 2,20 uMol ET/g BS; 101 + 1,94 uM ET/g BS en comparacion con
semillas de los pseudocereales como el amaranto 1.13 += 1.3 pMol ET/g y la quinua
2.31 £ 1.7 uMol ET/g (Alvarez et al., 2010).

Por otro lado comparandolo con la harina de centeno, un estudio realizado por Banu et al.,
(2010), reporta 3.2 ymol ET/g, como se observa siete harinas tiene un aporte superior en

DPPH en relacién al centeno.

De todos estos estudios y comparaciones se puede decir que “siete harinas” es un alimento
rico en antioxidantes. Aunque los fitoquimicos y antioxidantes presentes en los cereales no
han recibido tanta atencibn como los fitoquimicos contenidos en frutas y verduras. Liu,
(2007), manifiesta que el consumo regular de cereales especialmente integrales, se ha

asociado con un menor riesgo de desarrollar enfermedades cronicas como diabetes tipo 2,
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enfermedades cardiovasculares y algunos tipos de cancer, ademas que recalca que los
cereales integrales contienen fitoquimicos Unicos, que complementan los de frutas y

verduras al ser consumidos juntos.
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CONCLUSIONES

El producto “siete harinas” contiene antioxidantes, con 446 + 8,47 mg EAG/100 g BS,
382 + 6,56 mg EAG/100 g BS en fenoles totales y 37 + 1,16 uM ET/g BS, 30 + 2,15 uM ET/g
BS; 24 +1,12 uM ET/g BS, 23 +1,39 uM ET/g BS, y 97 + 2,20 uM ET/g BS, 101 + 1,94 uM
ET/g BS en capacidad antioxidante, medida por los ensayos ABTS, FRAP, DPPH

respectivamente.

Se evidencio6 diferencia estadistica (p < 0.05), para los métodos: fenoles totales y ABTS, la
muestra proveniente del proveedor 1, mostré valores superiores de fenoles totales 446 +
8,47 mg EAG/100 g BS y capacidad antioxidante para el radical ABTS 37 + 1,16 uM ET/g

BS, sin embargo no existio tal diferencia para los métodos FRAP y DPPH.
El contenido fendlico y capacidad antioxidante del producto “siete harinas” es superior a

harinas formadas por un solo cereal, leguminosas y alimentos ancestrales representativos

como quinua y amaranto.
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RECOMENDACIONES
Con el fin de facilitar la comparacion bibliogréfica, se recomienda expresar la actividad
antioxidante medida por la captacion del radical DPPH como IC50 (gramos de muestra

requeridos para inhibir en 50% un gramo de DPPH).

Se deberia realizar un andlisis cromatografico HPLC, para profundizar en cuanto a la

composicion fendlica del producto “siete harinas”.
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ANEXO A. Obtencion de extractos

1. Preparacion de reactivos
a. Para preparar 250 mL de solucion metanol/agua destilada (50:50 v/v), se midio
125 mL de metanol y 125 mL de agua destilada,
b. Para preparar 250 mL de solucion acetona/agua destilada (70:30 v/v), se midio

175 mL de acetona y 75 mL de agua destilada.

Acetona:
250 mL 100%
X 70% x=175 mL
H20 d.d.:
250 mL 100%
X 30% X= 75 mL

c. Solucioén acido clorhidrico al 2 N

Datos:
Riqueza del HCI 37%
Densidad 1,19 g/mL

Equivalente quimico del HCI 36,45 g

_ Densidad del acido x Riqueza%

100 x Equivalente quimico (g)

1,19¢g
L X 1000 mL x37%

100% x 36,45 (g)

N =12,08

C1.V1=C2.V2
V1= (C2.v2)/C1

V1= (2 N.25 mL)/ 12,08 N

V1= 4,14 mL

Se midi6 4,14 mL de acido clorhidrico y aforé a 25 mL
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ANEXO B. Fenoles Totales. Método Folin-Ciocalteu

1. Curvade calibracién con &cido gélico

Absorbancia nm

0,250

0,200

0,150

0,100

0,050

0,000

-0,050

0$0

FENOLES TOTALES y = 0,0023x - 0,0102
R? = 0,9942
<
20,00 40,00 60,00 80,00 100,00 120,00
Concentaciéon mg/L

0,05

170,12 97.5 25

2051,28 12057,85

0 10 0,00 0,00 0 0 0 0
0,05 10 10,26 60,29 0,009 0,01 0,01 0,010
0,101 10 20,72 121,78 0,032 0,031 0,031 0,031
0,151 10 30,97 182,07 0,054 0,054 0,054 0,054
0,202 10 41,44 243,57 0,085 0,084 0,084 0,084
0,252 10 51,69 303,86 0,102 0,103 0,103 0,103
0,303 10 62,15 365,35 0,135 0,135 0,134 0,135
0,353 10 72,41 425,64 0,166 0,165 0,166 0,166
0,404 10 82,87 487,14 0,18 0,181 0,181 0,181
0,454 10 93,13 547,43 0,202 0,202 0,202 0,202
0,505 10 103,59 608,92 0,221 0,223 0,222 0,222
Pendiente: 0,0023
Interseccion: 0,0102
R%: 0,9942
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2. Datos de la cuantificacién en las muestras

P1R1 0.50469 9,19 90,81 0,108 51,54 408,46 449,81
P1R2 0.50455 9,00 91,00 0,15 0,109 51,97 412,02 405,83 + 7,83 452,78 446,48 + 8,47
P1R3 0.50316 9,12 90,88 0,105 49,94 397,03 436,86

0,04
P2R1 0.50411 9,38 90,62 0,091 44,14 350,28 386,55
P2R2 0.50040 9,10 90,91 0,15 0,090 43,71 349,40 345,91 + 6,82 384,36 381,72+ 6,56
P2R3 0.50348 9,67 90,33 0,088 42,55 338,05 374,25
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3. Preparacién de reactivos

a. Preparacién de Folin
Cl.vVli=C2.\V2
V1i=C2.v2/C1
V1= (0.25 N) (10 mL)
V1=1.25mL
Se tomé un volumen de 1.25 mL de Folin y afor6 a 10 mL con agua destilada

b. Preparacién de carbonato de sodio

Datos:

Volumen a preparar 0.025L
Normalidad 1IN
Equivalente quimico 52,944 g

Se obtiene de la siguiente relacion

52,944 g 1IN - 1L
X 1IN - 0.025 L
X=1,324 g

Se pes6 1,324 g de carbonato de sodio y aforé en 25 mL de agua destilada.

c. Soluciéon patron(SP) de acido galico

Se la realizé mediante la siguiente formula, para determinar la concentracion de

acido galico a la cual se trabajé.

Formula:

* 50 mg)(0.975
COgp = (m)V(p) _( r;f)riL ) _ 1’95%

De donde:

COsp = Concentracion de la solucion de referencia de acido gélico (mg/mL)
m= Cantidad pesada de acido galico (mg)
p= % riqueza del compuesto (%)

v= Volumen de aforo (mL)
52



Una vez realizados los calculos se tuvo que la concentracion madre de &cido gélico

es 1.95 % a partir de aquella concentracion se procedid a calcular los volumenes de

estandares.
Preparacion de estandares

A partir de la siguiente concentracién se calculé el volumen de estandares para
obtener las concentraciones deseadas, mediante la aplicacion de la siguiente

formula.
COSP-VSP = CZST.VZST

De donde:

COsp= Concentracion de la solucién patrén (mg/mL)

Vsp= Volumen de la solucion patron a tomar para las alicuotas (mL)
Cst= Concentracion del estandar (mg/mL)

Vst= Volumen de aforo del estandar (mL)

Despejando

Vsp= Csr.Vsr / COgp.
Vgp: ( 0.01 mg/mL)(lo mL) / 1.95 mg/mL)
Vsp: 0.05 mL

Si se tiene una concentracion de la solucion madre de 1.95 qm Y Se requiere llegar a
una concentracion de 0.01 nmgmc, Y €l volumen de aforo es 10 mL, se tom6 0.05 mL de

la solucion madre de acido gélico. Se realizé el mismo proceso para cada estandar.

Célculos parala concentracién

La ecuacion de la recta esta dada por la curva de calibracion de acido galico y se

expres6 como mg EAG/100 g de muestra.
y=mxzxb
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De donde:

y= absorbancia

m= pendiente

X= concentracion

b= interseccién

Se despeja la concentracién obteniendo:

y—Db
X:—
m

Como explicacion, se reemplazé en la formula los valores correspondientes a la

primera muestra P1R1 en base himeda, teniendo lo siguiente:

~0,10833 + 0,0102 _ 51548
B 0,0023 UL

co

<154 MEEAG ( 0,04L )
’ L \0,50469g

mg EAG

4,08 (100 g)

408.46 mg EAG/100 g BH

54



ANEXO C. Método ABTS

1. Curvade calibracion con trélox

ABTS

1,2000

y =-0,0006x + 0,996
1,0000 R%2=0,9912

0,8000

0,6000

0,4000

Absorbancia (nm)

0,2000

0,0000
0,00 100,00 200,00 300,00 400,00 500,00 600,00 700,00

concentracion (uMol)

0,0125 250,29 97 50 25,77 1029,73

0,258 26,57 0,974 0975 0,974 0,9743
1,032 10 106,27 0,934 0,933 0,932 0,9330
1,806 10 185,97 0,884 0,885 0,886 0,8850
2,58 10 265,67 0,833 0,831 0,831 0,8317

3,354 10 345,37 0,785 0,781 0,783 0,7830
4,128 10 425,07 0,751 0,751 0,751 0,7510
4,902 10 504,78 0,662 0,663 0,662 0,6623
5,676 10 584,48 0,644 0,644 0,642 0,6433

Pendiente: - 0.0006

Interseccion: 0,099

R*: 0,9912
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2. Datos de la cuantificacién en las muestras

P1R1 0.50469 9,19 90,81 0,752 406,11 33,19 35,45
P1R2 0.50455 9,00 91,00 0,15 0,744 420,56 33,34 33,28 £1,07 36,64 36,61+1,16
P1R3 0.50316 9,12 90,88 0,737 431,67 34,32 37,76

0,04
P2R1 0.50411 9,38 90,62 0,806 316,11 25,08 27,68
P2R2 0.50040 9,10 90,91 0,15 0,788 346,11 27,07 27,19+£1,91 30,43 30,01 £2,15
P2R3 0.50348 9,67 90,33 0,778 362,78 28,82 31,91
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3. Preparacion de la Solucion Patron (SP)

Se lo realiz6 mediante la mezcla de la solucién Ay solucién B; dejando reaccionar

por 12 horas a temperatura ambiente y en la obscuridad.

Solucion A
Concentracion de ABTS: 7.4 mM
Peso molecular ABTS: 548.68 g/mol

Se aplic6 la siguiente relacion

548.68 g/mol >< 1 mol - 1L
X 0.0074 mol - 0.010L
548.68 g
o (m—ol) (0.0074 mol)(0.010 L)
B (1mol)(1L)
X=10.0406 g

Se pes6 0.0406 g de ABTS y afor6 a 10 mL con agua destilada
Solucion B
Concentracion del persulfato de potasio: 2.6 mM

Peso molecular del persulfato de potasio: 270.322 g/mol

Se aplico la siguiente relacion

270.322 g/mol >< 1 mol - 1L
X 0.0026 mol - 0.010 L
(%) (0.0026 mol)(0.010 L)

x= (Imol)(1L)

X=0.0070 g

Se peso 0.0070 g de persulfato de potasio y aforé a 10 mL con agua destilada.
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4. Solucién Trabajo (ST)

Se tom6 4 mL de SP, adicionando 45 mL de metanol, o hasta obtener una
absorbancia de 1.1 + 0.02, a una longitud de onda de 734 nm. Para ajustar el

espectrofotdmetro a cero se uso metanol.
5. Preparacion de solucion de referencia con trolox y estandares
a. solucion de referencia con trélox

Se la realiz6 mediante la siguiente formula, para determinar la concentracion de

trélox a la cual se trabajo.

Formula:
m
COuy = (m)(p)
De donde
COgy = Concentracion de la solucion madre trélox
m= Cantidad pesada de trolox
p= % rigueza del compuesto
v= Volumen de aforo
Reemplazando se obtiene:
Datos:
m: 12,5 mg
Riqueza: 97%
Volumen: 50 mL
m
COuy = (m)(p)
COgy= LZEMBON _ (9425 mg/mL

50 mL

Se requiere la concentracion de trélox en uM, por lo cual se pas6 de mg/mL a uM

siguiendo la siguiente relacion.

1M - 250.29 g 1000 mL

X - 0.0125 g>< 50 mL
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De donde:

1M: Concentracion definida en un mol
250.29 g: Peso molecular del trélox

0.0125 g: Cantidad pesada de trolox

1000 mL: Volumen definido en un mol

50 mL: Volumen a preparar

_ (1 M)(250.29 g)(50 mL)

= 9.9884 x10~*M
(0.0125 g)(1000 mL) x

= (9.9884 x10™*M) LM 998.84 uM
x = (9. X T0-6M — 84

Como el reactivo no tiene una pureza de 100%, se debe calcular con la pureza real

del reactivo, obteniendo la siguiente relacion.
998.84 uM 100%

X >< 97%

X=968.88 uM

b. Preparaciéon de estandares

Una vez realizados los calculos se obtuvo que la concentracién de la solucién madre
es 968.88 uM, con este valor, se calculd los volumenes para preparar los estandares,

mediante la aplicacion de la siguiente formula.
COSM-VSM = CZST.VZST

De donde:

COsy= Concentracion de la solucion madre (uM)

Vsu= Volumen de la solucion madre a tomar para las alicuotas (mL)
Cst= Concentracion del estandar (uM)

Vst= Volumen de aforo del estandar (mL)
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Despejando

VSM: CZST.VZST/ COSM.
V= (25 uM)(10 mL) / (968.88 uM)
Vsu= 0.258 mL

Si se tiene una concentracion de la solucion madre de 968.88 uM y se requiere llegar
a una concentracién de 25 uM y el volumen de aforo es 10 mL, se tom6 0.258 mL de

la soluciéon madre de trolox. Se realizd el mismo proceso para cada estandar.

Célculos parala concentracién

La ecuacion es dada por la curva de calibraciébn de trolox, y se expresé en

micromoles de equivalentes trélox por gramo de materia seca.
y=mxz*b

De donde:

y= absorbancia

m= pendiente

X= concentracion

b= interseccion

Se despeja la concentracion obteniendo:

Como explicacion, se reemplazara en la formula los valores correspondientes a la

primera muestra (P1R1), base hiumeda, teniendo lo siguiente:

_0752-099% _ . uM
0= 00006 UL
406,11 MET ( 0041 ) = 32,19 MMET
’ L 0,50469 g ’ g
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ANEXO D. Método FRAP

1. Curvade calibracion con trélox

FRAP y = 0,0009x + 0,0564
R2 = 0,9952
1,0000
0,8000 -
0,6000

Absorbancia (nm)

0,4000 /
0,2000 /

0,00 200,00 400,00 600,00 800,00 1000,00

Concentracion (uMol)

0,0000

0,0125 250,29 97 50 25,77 1029,73

0,258 10 26,57 0,078 0,076 0,077 0,0770
1,032 10 106,27 0,152 0,151 0,15 0,1510
1,806 10 185,97 0,231 0,231 0,23 0,2307
2,58 10 265,67 0,303 0,306 0,304 0,3043
3,354 10 34537 0,385 0,384 0,384 0,3843
4,128 10 42507 0,443 0,443 0,443 0,4433
4,903 10 504,88 0,563 0,564 0,563 0,5633
5,677 10 584,58 0,621 0,62 0,62 0,6203
6,451 10 664,28 0,655 0,656 0,656 0,6557
7,225 10 743,98 0,727 0,727 0,728 0,7273
7,999 10 823,68 0,84 0,841 0,84 0,8403

Pendiente: 0,0009

Interseccion: 0,0564

R*: 0,9952
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2. Datos de la cuantificacién en las muestras

P1R1 0.50469 9,19 90,81 0,309 281,04 22,27 24,53
P1R2 0.50455 9,00 91,00 0,15 0,287 255,85 20,28 21,33+1,00 22,29 23,47 +1,12
P1R3 0.50316 9,12 90,88 0,299 269,56 21,43 23,58

0,04
P2R1 0.50411 9,38 90,62 0,305 275,85 21,89 24,15
P2R2 0.50040 9,10 90,91 0,15 0,280 248,07 19,83 20,44+ 1,26 21,81 22,55+ 1,39
P2R3 0.50348 9,67 90,33 0,278 246,59 19,59 21,69
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3. Solucién de Trabajo (ST)

Para la preparacion de la ST se emplearon 3 soluciones, de las cuales se tomé las
siguientes alicuotas: 25 mL de solucién A; 2.5 mL de solucién B; 2.5 mL de solucién
C. se las mezclé y sometié a bafio maria a una temperatura de 37 °C, hasta su

completa disolucién.

Solucion A: 300 mM de buffer acetato
Se pes6 0.31 g de Acetato de sodio y se diluyé en 1.6 mL de Acido acético, aforando

en 100 mL de agua destilada.

Acetato de sodio

319 1000 mL
>< 100 mL

X=0.31g

Acido acético

16 mL 1000 mL
>

100 mL
X=1.6 mL

Solucién B: 2,4,6-tripiridin-5-triazina (TPTZ)
Se pes6 0.0312 g de TPTZ vy aforé con la solucion de HCI 40 mM

TPTZ
312.33 g/mol >< 1 mol - 1L
X 0.01 mol 0.010 L

(312.33-£) (0.01 mol) (0.010 L)

(I1mol)(1L)

X =

X=0.0312 g
HCI
36.5 g/mol >< 1 mol - 1L
X 0.04 mol 0.010L
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(36.5 %) (0.04 mol)(0.010 L)

(I mol)(1L)

X =

X=0.0146 g

Se convirtié de gramos a mililitros.

V:E

_0.0146¢
"~ 1.19 g/mL

V =0.0123mL

Como el reactivo no tiene una pureza del 100%, hubo que corregir con la pureza real

del reactivo.

0.0123 mL 3%
X >< 100%

V =0.033 mL

Solucion C: cloruro férrico hexahidratado 20 mM
Se pes6 0.0541 g de cloruro férrico hexahidratado y afor6 en 10 mL de agua

destilada.

270.3 g/mol >< 1 mol - 1L
X 0.02 mol 0.010 L

(270.3-57) (0.02 mo(0.010 1)

(I1mol)(1L)

X =

X=0.0541 g
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4. Preparacion solucién de referencia de trélox y estandares

a. Solucion de referencia de trolox
Se la realiz6 mediante la siguiente formula, para determinar la concentracion de

trolox a la cual se trabajo.

Formula:
m
COu, = (m)(p)
De donde:
COgu= Concentracioén de la solucién madre trélox
m= Cantidad de trélox pesada
p= % rigueza del compuesto
v= Volumen de aforo
Reemplazando se obtiene:
Datos:
m: 12.5mg
Riqueza: 97 %
Volumen: 50 mL
m
COqy = ( i(p)

COgy= S22MCD — 02425 mg/mL

Se requiere la concentracion de trolox en uM, por lo cual se pasé de mg/mL a uM

siguiendo la siguiente relacion.

Y >< 250.29g - 1000 mL

X 0.0125g - 50mL
De donde:
1M: Concentracién definida en un mol
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250.29 g: Peso molecular del trélox
0.0125 g: Cantidad pesada de trolox
1000 mL: Volumen definido en un mol
50 mL: Volumen a preparar

(1 M)(250.29 g)(50 mL)

— 9.9884 x10~*M
(0.0125 g)(1000 mL) X

1uM
10-°M

x = (9.9884 x10™*M) = 998.84 uM

Como el reactivo no tiene una pureza de 100%, hubo que calcular con la pureza real

del reactivo, obteniendo la siguiente relacion.

998.84 uM >< 100%
X 97%

X=968.88 uM
b. Preparacion de estandares

Una vez realizados los calculos se obtuvo que la concentracion de la solucién madre
es 968.88 uM, con este valor, se calcul6 los volimenes para preparar los estandares,

mediante la aplicacién de la siguiente formula.
COSM. VSM: CZST.VZST

De donde:

COsn= Concentracion de la solucion madre (uM)

Vsu= Volumen de la solucion madre a tomar para las alicuotas (mL)
Cst= Concentracion del estandar (uM)

Vsr= Volumen de aforo del estandar (mL)

Despejando
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VSMz CZST.VZST/ COSM.
Veu= (25 uM)(10 mL) / (968.88 M)
Vsu= 0.258 mL

Si se tiene una concentracion de la solucion madre de 968.88 uM y se requiere llegar
a una concentracion de 25 uM y el volumen de aforo es 10 mL, se tom6 0.258 mL de
la soluciéon madre de trolox. Se realizd el mismo proceso para cada estandar.

Célculos para la concentracion

La ecuacion es dada por la curva de calibracion de trélox, y se expresa en

micromoles de equivalentes trélox por gramo de materia seca.

y=mxz*b
De donde:
y= Absorbancia
m=  Pendiente
X= Concentracion
b= Interseccion

Se despeja la concentracion obteniendo:

Como explicacion, se reemplazé en la formula los valores correspondientes a la

primera muestra P1R1, base humeda teniendo lo siguiente:

_0309- 00564 _ - uM
€0=""00009  “°V"TL
281,04 WMET ( 0,041 ) — 22727 WMET gy
L 0,50469 g g
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ANEXO E. Método DPPH

1. Curvade calibracion con trélox

1,0000

0,9000 DPPH y = -0,0004x + 0,9535
7] k’\\‘ RZ = 0,9928

0,8000

0,6000 \

0,5000

¢

0,4000
0,3000
0,2000
0,1000
0,0000

Absorbancia nm

0,00 200,00 400,00 600,00 800,00 1000,00 1200,00
Concentracion pMol

0,025 250,29 97 100 25,77 1029,73

0,258 10 26,57 0,921 0,92 0,923 0,9213
1,29 10 132,84 0,838 0,889 0,89 0,8890
2,322 10 239,10 0,86 0,861 0,861 0,8607
3,354 10 34537 0,821 0,822 0,822 0,8217
4,387 10 451,74 0,777 0,777 0,776 0,7767
5,419 10 558,01 0,719 0,72 0,72 0,7197
6,451 10 664,28 0,676 0,679 0,677 0,6773
7,483 10 770,55 0,641 0,642 0,641 0,6413
8,515 10 876,82 0,589 0,589 0,589 0,5890
9,547 10 983,09 0,541 054 0,541 0,5407
10,58 10 1089,46 0,473 0,473 0,473 0,4730

Pendiente: 0,0004

Interseccion: 0,9535

R%: 0,9928
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2. Datos de la cuantificacién en las muestras

P1R1 0.50469 9,19 90,81 0,515 1097,08 86,95 95,75
P1R2 0.50455 9,00 91,00 0,15 0,495 1145,42 90,81 88,41+ 2,09 99,79 97,27 £ 2,20
P1R3 0.50316 9,12 90,88 0,513 1100,42 87,48 96,26

0,04
P2R1 0.50411 9,38 90,62 0,499 1137,08 90,23 99,57
P2R2 0.50040 9,10 90,91 0,15 0,484 1172,08 93,69 91,37 £2,01 103,07 100,83 £1,94
P2R3 0.50348 9,67 90,33 0,499 1135,42 90,21 99,86
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Solucién patrén (SP)

Se pesé 0.024 g de DPPH, diluyéndolos en 100 mL de metanol, y de ser necesario

almacenar a -20 °C.

Solucién Trabajo(ST)

Se tomé 24 mL de SP, adicioné 46 mL de metanol, hasta obtener una absorbancia
de 1.1 + 0.02, a una longitud de onda de 515 nm. Para ajustar el espectrofotometro a

cero se uso metanol.
Preparacion de solucién de referencia de trolox y estandares
Solucion de referencia de trélox

Se la realiz6 mediante la siguiente formula, para determinar la concentracion de

trélox a la cual se trabajo.

Formula:
m

COuy = (m)(p)
De donde
COgu= Concentracion de la solucion madre trélox
m= Cantidad de trélox pesada
p= % riqueza del compuesto
v= Volumen de aforo

Reemplazando se obtiene:

Datos:

m: 12,5 mg
Riqueza: 97%
Volumen: 50mL
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COuy = (m)(p)

COsy= 2ETE0I — 02425 mg/mL

Se requiere la concentracion de trlox en uM, por lo cual hay que pasar de mg/mL a

uM siguiendo la siguiente relacién.

1M >< 250.29g - 1000 mL

X 0.0250g - 100 mL

De donde:

1M; Concentracioén definida en un mol
250.29 g: Peso molecular del trélox

0.0250 g: Cantidad pesada de trolox

1000 mL: Volumen definido en un mol
100 mL: Volumen a preparar
(1M)(250.29 g)(100 mL)
= =9.9884 x10™*M
(0.0250 g)(1000 mL) X
4 1uM
x = (9.9884 x107*M) 10-M = 998.84 uM

Como el reactivo no tiene una pureza de 100%, se calcul6 con la pureza real del

reactivo, obteniendo la siguiente relacion.
998.84 uM - 100%
X - 97%
X=968.88 uM

b. Preparacion de estandares

Una vez realizados los calculos se obtuvo que la concentracion de la solucién madre
es 968.88 uM, con este valor, se calculo los volimenes para preparar los estandares,
mediante la aplicacion de la siguiente formula.
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COSM. Vst CZST.VZST

De donde:

COsy= Concentracién de la solucién madre (uM)

Vsu= Volumen de la solucion madre a tomar para las alicuotas (mL)
Csr= Concentracion del estandar (uM)

Ver= Volumen de aforo del estandar (mL)

Despejando

VSM: CZST.VZST / COSM.
Ven= ( 25 uM)(10 mL) / (968.88 uM)
Vsu= 0.258 mL

Si se tiene una concentracion de la solucion madre de 968.88 uM y se requiere llegar
a una concentracion de 25 uM y el volumen de aforo es 10 mL, se tom6 0.258 mL de

la soluciéon madre de trolox. Se realizé el mismo proceso para cada estandar.

Célculos parala concentracién

La ecuacion es dada por la curva de calibracion de trélox, y se expresé en

micromoles de equivalentes trélox por gramo de materia seca.
y=mxz*hb

De donde:

y= absorbancia

m= pendiente

X= concentracién

b= interseccion

Se despeja la concentracion obteniendo:
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Como explicacion, se reemplazo en la formula los valores correspondientes a la primera
muestra P1R1 base himeda, teniendo lo siguiente:

_0515- 09535 . uM
=" 00004 UL
1097 05 "MET ( 0,04 L )_ 66 o5 MMET

’ L \050469g/ g
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ANEXO F. Analisis estadistico ANOVA

ANOVA unidireccional: Fenoles totales vs. Tratamiento (base seca)

Fuente GL SC CM F P
Tratamiento 1 6291,4 6291,4 109,69 0,000

Error 4 229,4 57,4

Total 5 6520,9

s =7,573 R-cuad. = 96,48% R-cuad. (ajustado) = 95,60%

ICs de 95% individuales para la media
basados en Desv.Est. agrupada

Nivel N Media Desv.Est. —_—t e —————— o e b ———
P1 3 446,48 8,47 (m=—=*——=)
P2 3 381,72 6,56 (————*-——-)
e Fom = Fom t-——————
375 400 425 450

Desv.Est. agrupada = 7,57

Agrupar informacién utilizando el método de Tukey

Tratamiento N Media Agrupacidén
Pl 3 446,483 A
P2 3 381,720 B

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.

Intervalos de confianza simultdneos de Tukey del 95%
Todas las comparaciones de dos a dos entre los niveles de Tratamiento

Nivel de confianza individual = 95,00%
Tratamiento = Pl restado de:
Tratamiento Inferior Centro Superior
P2 -81,932 -064,763 -47,595
Tratamiento -—-—4-------—- it Fomm Fo—————
P2 (-————- Fmm o —— )
———fmm fom fom fo————
-75 -50 -25 0
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ANOVA unidireccional: Fenoles totales vs. Tratamiento (base humeda)

Fuente GL SC CM F P

Tratamiento 1 5386,8 5386,8 99,88 0,001

Error 4 215,7 53,9

Total 5 5602,5

S = 7,344 R-cuad. = 96,15% R-cuad. (ajustado) = 95,19%

ICs de 95% individuales para la media
basados en Desv.Est. agrupada

Nivel N Media Desv.Est. -—------ o o b R
Pl 3 405,84 7,83 (m—=H———m)
P2 3 345,91 6,82 (———*———-)
—————— Fom———— Fmm———— Fmm———— +-—
350 375 400 425

Desv.Est. agrupada = 7,34

Agrupar informacién utilizando el método de Tukey

Tratamiento N Media Agrupacidn
Pl 3 405,837 A
P2 3 345,910 B

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.

Intervalos de confianza simultédneos de Tukey del 95%
Todas las comparaciones de dos a dos entre los niveles de Tratamiento

)

Nivel de confianza individual = 95,00%

Tratamiento = Pl restado de:

Tratamiento Inferior Centro Superior

P2 -76,575 -59,927 -43,278
Tratamiento —t————————= Fo——————— Fmm—————— Fm——————
P2 (-————- Kommm )
—m———— fommmm fommmm fommm -
=75 -50 -25 0
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ANOVA unidireccional: ABTS vs. Tratamiento (base seca)

Fuente GL SC CM F P

Tratamiento 1 65,54 65,54 22,06 0,009

Error 4 11,88 2,97

Total 5 77,42

S =1,724 R-cuad. = 84,65% R-cuad. (ajustado) = 80,81%

ICs de 95% individuales para la media
basados en Desv.Est. agrupada

Nivel N Media Desv.Est. i o e ———— fom———
Pl 3 36,617 1,155 [C—— X )
P2 3 30,007 2,147 (======= e e )
e R R fomm -
28,0 31,5 35,0 38,5

Desv.Est. agrupada = 1,724

Agrupar informacién utilizando el método de Tukey

Tratamiento N Media Agrupacién

Pl 3 36,617 A

P2 3 30,007 B

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.
Intervalos de confianza simultédneos de Tukey del 95%

Todas las comparaciones de dos a dos entre los niveles de Tratamiento

Nivel de confianza individual = 95,00%

Tratamiento = Pl restado de:

Tratamiento Inferior Centro Superior

P2 -10,517 -6,610 -2,703
Tratamiento ------ Fomm = Fomm = Fommm +-==
P2 (—==—==—- oo oo )
—————= Fommm Fommm Fomm ==
-8,0 -4,0 0,0 4,0
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ANOVA unidireccional: ABTS vs. Tratamiento (base humeda)

Fuente GL SC CM F P

Tratamiento 1 55,69 55,69 23,17 0,009

Error 4 9,61 2,40

Total 5 65,31

S = 1,550 R-cuad. = 85,28% R-cuad. (ajustado) = 81,60%

ICs de 95% individuales para la media
basados en Desv.Est. agrupada

Nivel N Media Desv.Est. —-——-——-—-——--—- o e o +—
Pl 3 33,283 1,066 [C— S __ )
P2 3 27,190 1,916 (--—-———- P )
———————— B e
27,0 30,0 33,0 36,0

Desv.Est. agrupada = 1,550

Agrupar informacién utilizando el método de Tukey

Tratamiento N Media Agrupacidn

Pl 3 33,283 A

P2 3 27,190 B

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.

Intervalos de confianza simultédneos de Tukey del 95%
Todas las comparaciones de dos a dos entre los niveles de Tratamiento

)

Nivel de confianza individual = 95,00%

Tratamiento = Pl restado de:

Tratamiento Inferior Centro Superior

P2 -9,608 -6,093 -2,579
Tratamiento —------- Fomm - Fomm - Fmm +-=
P2 R Homm e )
——————— e e it
-7,0 -3,5 0,0 3,5
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ANOVA unidireccional: FRAP vs. Tratamiento (base seca)

Fuente GL SC CM F P

Tratamiento 1 1,26 1,26 0,79 0,424

Error 4 6,38 1,59

Total 5 7,064

S =1,262 R-cuad. = 16,51% R-cuad. (ajustado) = 0,00%
ICs de 95% individuales para la media
basados en Desv.Est. agrupada

Nivel N Media Desv.Est. --—+4--—-—----- tomm—————= Fmm Fm————

Pl 3 23,467 1,124 (—=————————- Ammm e )

P2 3 22,550 1,387 (—=—=—==——————- Ammmmm e )
e fomm - fomm - e et
21,0 22,5 24,0 25,5

Desv.Est. agrupada = 1,262

Agrupar informacién utilizando el método de Tukey

Tratamiento N Media Agrupacidn

Pl 3 23,467 A

P2 3 22,550 A

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.

Intervalos de confianza simultédneos de Tukey del 95%
Todas las comparaciones de dos a dos entre los niveles de Tratamiento

)

Nivel de confianza individual = 95,00%

Tratamiento = Pl restado de:

Tratamiento Inferior Centro Superior

P2 -3,779 -0,917 1,945
Tratamiento --------- Fomm - Fomm - Fmm +
P2 R e )
————————— i e e X
-2,0 0,0 2,0 4,0
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ANOVA unidireccional: FRAP vs. Tratamiento (base humeda)

Fuente GL SC CM F P
Tratamiento i1 1,19 1,19 0,92 0,393
Error 4 5,19 1,30
Total 5 6,38
S =1,139 R-cuad. = 18,62% R-cuad. (ajustado) = 0,00%
ICs de 95% individuales para la media
basados en Desv.Est. agrupada
Nivel N Media Desv.Est. ----- Fomm—————= Fomm—————= Fomm = to——-
Pl 3 21,327 0,999 (—=——————————— e m e )
P2 3 20,437 1,264 (—-======—=————= A )
————— Bt e e
19,2 20,4 21,6 22,8

Desv.Est. agrupada = 1,139

Agrupar informacién utilizando el método de Tukey

Tratamiento N Media Agrupacidn

Pl 3 21,327 A

P2 3 20,437 A

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.

Intervalos de confianza simultédneos de Tukey del 95%
Todas las comparaciones de dos a dos entre los niveles de Tratamiento

)

Nivel de confianza individual = 95,00%

Tratamiento = Pl restado de:

Tratamiento Inferior Centro Superior

P2 -3,473 -0,890 1,693
Tratamiento ——t————————- Fomm - Fmm Fmm————-
P2 (mmm—mmm o )
e Fom - Fom - Fo—
-3,2 -1,6 -0,0 1,6
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ANOVA unidireccional: DPPH vs. Tratamiento (base seca)

Fuente GL SC CM F P

Tratamiento 1 19,08 19,08 4,43 0,103

Error 4 17,23 4,31

Total 5 36,31

S =2,075 R-cuad. = 52,55% R-cuad. (ajustado) = 40,69%

ICs de 95% individuales para la media
basados en Desv.Est. agrupada

Nivel N Media Desv.Est. -—---—---- e o —— [P fee
Pl 3 97,27 2,20 (—————————- ol ___ )
P2 3 100,83 1,94 (m==—m————— [, )
——————— B e s T
96,0 99,0 102,0 105,0

Desv.Est. agrupada = 2,08

Agrupar informacién utilizando el método de Tukey

Tratamiento N Media Agrupacidn
P2 3 100,833 A
Pl 3 97,267 A

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.

Intervalos de confianza simultédneos de Tukey del 95%
Todas las comparaciones de dos a dos entre los niveles de Tratamiento

)

Nivel de confianza individual = 95,00%

Tratamiento = Pl restado de:

Tratamiento Inferior Centro Superior

P2 -1,138 3,567 8,271

Tratamiento —---+--------- Fomm - Fmm Fm————-

P2 O R )
i Fom - Fom - o
-3,5 0,0 3,5 7,0
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ANOVA unidireccional: DPPH vs. Tratamiento (base himeda)

Fuente GL SC CM F P

Tratamiento 1 13,17 13,17 3,14 0,151

Error 4 16,78 4,20

Total 5 29,96

S = 2,048 R-cuad. = 43,97% R-cuad. (ajustado) = 29,96%

ICs de 95% individuales para la media
basados en Desv.Est. agrupada

Nivel N Media Desv.Est. —--------- Fomm - Fomm - Fmm +
Pl 3 88,413 2,092 (-——————————- Fommm o )
P2 3 91,377 2,003 (m===mmmmm - Fommm oo )
————————— o
87,5 90,0 92,5 95,0

Desv.Est. agrupada = 2,048

Agrupar informacién utilizando el método de Tukey

Tratamiento N Media Agrupacidn

P2 3 91,377 A

Pl 3 88,413 A

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.

Intervalos de confianza simultédneos de Tukey del 95%
Todas las comparaciones de dos a dos entre los niveles de Tratamiento

)

Nivel de confianza individual = 95,00%

Tratamiento = Pl restado de:

Tratamiento Inferior Centro Superior

P2 -1,680 2,963 7,607

Tratamiento —---+--------- Fomm - Fmm Fm————-

P2 O R )
i Fom - Fom - o
-3,5 0,0 3,5 7,0
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