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RESUMEN

El presente trabajo de investigacion se realiz6 en el Ingenio Chaparrastique de
la ciudad de San Miguel en el periodo 2012-2013, y tuvo como objetivo
determinar fenoles, flavonoides y capacidad antioxidante en melaza, azlcar
blanco y moreno por el método de espectrofotometria ultravioleta -visible,
utiizando una muestra de referencia proporcionada por el Ingenio

Chaparrastique

La determinacion de fenoles se llevo a cabo, por el método de Folinciocalteu en
los meses de Enero a Junio; los flavonoides se determinaron por el método de
Tricloruro de Aluminio durante los meses de Marzo a Junio y la capacidad
antioxidante mediante el método radical catidénico Acido 2,2’-azinobis (3-
etilbenzotiazolina-6-sulfonico) (ABTS) en los meses de Abril a Junio; los analisis
fueron realizados en el laboratorio de “Pago por calidad de cafia” del Ingenio

Chaparrastique.

Los resultados obtenidos en la determinaciéon de fenoles, expresados en mg
equivalentes de acido galico por gramo de muestra en el azucar blanco son 3.4
- 5.08 mg/g, para el aztucar moreno los resultados son 10.17- 12.85 mg/g y para
la melaza son 796.98 - 852.78 mg/qg.

En el andlisis de flavonoides, los resultados son expresados en mg equivalentes
de Quercitina por gramo de muestra, para el azucar blanco se obtuvieron
valores de 0.016 - 0.022 mg/g, en el aztcar moreno es 0.037- 0.043 mg/g, en la
melaza 2.09 - 2.36 mg/g.

En la determinacion de la actividad antioxidante, se obtuvieron resultados
expresados en mg equivalente de Trolox por gramo de muestra, que indicaron
gue el azucar blanco contiene 46.15 - 47.11 mg/g, para azacar moreno 50.10 -
52.11 mg/g y en la melaza 1,551.51 - 1,605.33 mg/g.



Por lo cual s e confirmd que al consumir estos productos, se evitan reacciones

de oxidacion en las células del organismo.

Con el fin de evaluar la capacidad antioxidante en las muestras, se empleé el
disefio de la t de student, el cual demostr6 que no existe una diferencia
significativa en la variacion de la actividad antioxidante en la melaza, azucar

blanco y moreno durante los 3 meses analizados.

Segun los resultados obtenidos, el producto que mayor contenido de
antioxidantes presentd es la melaza, seguido por el aztcar moreno y el azucar

blanco.

Basandose en estos resultados, se recomienda a la poblacibn consumir
preferiblemente azicar moreno por poseer un contenido mayor de antioxidantes

por gramo de producto, con respecto al azlucar blanco.
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1.0INTRODUCCION

Los antioxidantes son moléculas, capaces de retardar o prevenir la oxidacion
de otras moléculas e inhibir reacciones de oxidacion, haciéndolo ellos

mismos.

La oxidacién es una reaccion quimica de transferencia de electrones de una
sustancia a un agente oxidante, que puede producir radicales libres que
originan reacciones en cadena que dafan las células, esto se produce
debido a que los radicales libres son a&tomos o grupos de a&tomos que tienen
un electron desapareado con capacidad de aparearse, por lo que son muy
reactivos, por lo tanto, recorren nuestro organismo intentando robar un
electron de las moléculas estables con el fin de alcanzar su estabilidad
electroquimica y lograr su funcion especifica en la célula, esto puede
conducir a diversas enfermedades, como envejecimiento precoz, problemas
del sistema cardiovascular (arteriosclerosis), problemas en el sistema
nervioso, dafio genético (mutaciones y canceres), entre otras, por ello,
actualmente el interés por alimentos naturales, que proporcionen sustancias
beneficiosas a la salud se ha incrementado, estas sustancias son los

antioxidantes.

Recientes estudios sefialan mdultiples referencias sobre el contenido
antioxidante, en los extractos de la cafla de azucar y su uso para el
tratamiento de diversas enfermedades, parte de los antioxidantes
encontrados en los productos de la cafia de azucar, son fenoles y

flavonoides entre otros.

En la investigacion se determind el contenido de fenoles por el método de
Folinciocalteu, flavonoides por el método colorimétrico de tricloruro de
Aluminio y capacidad antioxidante por el método radical catidnico Acido 2,2’-
azinobis (3-etilbenzotiazolina-6-sulfonico) (ABTS) en melaza, azlucar blanco
y moreno desde Enero a junio del 2013 en las instalaciones del laboratorio
de pago por calidad de cafa en el Ingenio Chaparrastique en la Ciudad de

San Miguel.



XXiii

Segun los resultados obtenidos, el producto que mayor contenido de fenoles,
flavonoides y actividad antioxidante presenté es la melaza, seguido por el

azucar moreno y en menor proporcion el azucar blanco.

Se realiz6 un disefo estadistico utilizando la t de student con el fin de
evaluar las variaciones de la actividad antioxidante en las muestras, el cual
revelo que no existen variaciones significativas en la actividad antioxidante

de la melaza, azucar blanco y moreno durante los meses analizados.
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2.00BJETIVOS

Objetivo General

Determinar fenoles, flavonoides y capacidad antioxidante en melaza, azucar
blanco y moreno del Ingenio Chaparrastigue por el método de
espectroscopia ultravioleta-visible.

Objetivos Especificos:

2.2.1. Cuantificar fenoles por el método de Folinciocalteu.

2.2.2. Analizar el contenido de flavonoides por el método colorimétrico de

Tricloruro de aluminio

2.2.3. Evaluar la capacidad antioxidante por el ensayo radical cationico

Acido 2,2’-azinobis (3-etilbenzotiazolina-6-sulfonico) (ABTS).

2.2.4. Estudiar las variaciones de la capacidad antioxidante, durante tres
meses del periodo de almacenamiento de las muestras en el

Laboratorio del Ingenio Chaparrastique.
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3.0MARCO TEORICO

3.1. Los antioxidantes y las reacciones de oxidacién. useo

Un antioxidante puede definirse como “cualquier sustancia que en
concentraciones bajas en comparacion con la sustancia oxidada retrasa o
inhibe significativamente la oxidacién de esta sustancia”. La oxidacion es
una reaccion quimica de transferencia de electrones de una sustancia a un
agente oxidante. Las reacciones de oxidacion pueden producir radicales
libres los cuales son atomos o0 grupos de atomos que tienen un electron
desapareado, por lo que son muy reactivos, ya que tienden a captar un
electron de otros atomos con el fin de alcanzar su estabilidad electroquimica.
El término “radical libre” enfatiza una reactividad mas alta comparada con
moléculas cuyos atomos estan ligados a otros por covalencia (enlace por
comparticion de electrones). Una vez que el radical libre ha conseguido
sustraer el electron (reduccién) que necesita, la molécula estable que lo
pierde (oxidacion) se convierte a su vez en un radical libre por quedar con un
electron desapareado, iniciandose asi una reaccion en cadena que dafan

las células.

El antioxidante al reaccionar con el radical libre le cede un electron
oxidandose a su vez y transformandose en un radical libre débil, con
escasos o nulos efectos toxicos y que en algunos casos como la vitamina E,
pueden regenerarse a su forma primitiva por la accion de otros

antioxidantes. (Ver figura 1) ¢
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Figura N°1: Neutralizacion del radical libre por un antioxidante

El cuerpo tiene varios mecanismos de defensa para neutralizar el estrés
oxidativo mediante el uso de agentes antioxidantes. Los antioxidantes se
pueden producir en las células (antioxidante endégeno) y / o suministrados
externamente a través de los alimentos / suplementos, (antioxidantes

ex0genos). us

Los sistemas de defensa frente a los radicales libres los podemos clasificar

segun su mecanismo de accion, o segun su naturaleza.

SEGUN EL MECANISMO DE ACCION: A su vez los podemos clasificar en

primarios, secundarios y terciarios. ¢

Antioxidantes primarios: Previenen la formacién de nuevos radicales
libres, esto lo consiguen convirtiendo los radicales libres existentes en
moléculas menos perjudiciales antes de que puedan reaccionar o evitando la

formacion de radicales libres a partir de otras moléculas.

Antioxidantes secundarios: Capturan los radicales evitando las reacciones
en cadena, la mayoria de estos compuestos son diarilaminas y fenoles
capaces de aceptar el electron desapareado del radical libre y de
estabilizarlo en su estructura, evitando asi la propagacion de la cadena

radicalaria.
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Antioxidantes terciarios: Reparan las biomoleculas dafiadas por los
radicales libres, incluyen enzimas reparadoras de ADN y la metionina
sulféxido reductasa.

SEGUN LA NATURALEZA: Se clasifican en enziméaticos y no enzimaticos s,

Cuadro N°1: Clasificacion de los antioxidantes segun su naturaleza. @s

ANTIOXIDANTES PROPIEDADES
ENZIMATICOS
Superodxido Dismutasa - Elimina los radicales superéxidos.
(SOD) - Primera linea de defensa.

- Remueve H,0, e hidroperéxidos organicos.

- Cada una de las subunidades contiene un
Glutatién peroxidasa. atomo de selenio que es esencial para su
actividad.

- Cataliza la descomposicién del H,O, para
formar agua y oxigeno.

Catalasa - Junto con la peroxidasa actia como

protector de la hemoglobina y otras

proteinas ricas en grupos tiolicos frente a la

oxidacion.

NO ENZIMATICOS

- Neutraliza directamente al ion superéxido,
Vitamina C radical oxidrilo, oxigeno singlete.

(acido ascérbico) - Regenera la forma oxidada de la vitamina E.

- Principal sistema de defensa a nivel
intracelular frente a las agresiones
oxidantes.

Glutation - Interviene en la sintesis del DNA.

- Participa en la detoxificacion de
xenobioticos.

- Actla como protector frente a la radiacién y

al estrés oxidativo
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Cuadro N°1: Continuaciéon

ANTIOXIDANTES PROPIEDADES

- Neutraliza el radical superoxido.

- Protege las membranas biolégicas por ser
Vitamina E liposoluble.

- Inhibe la fase de propagacién de la cadena de la

lipoperoxidacion.

- [3- caroteno: posee actividad antioxidante.
Carotenoides - Se ha descrito como el méas importante
neutralizador del oxigeno singlete aislado de la

naturaleza.

- Potente actividad antioxidante.

Acido drico - Elimina radicales OH"
lones metalicos: - Quelar iones de metales responsables de la
transferrina. reaccién de Fenton

3.2. ESPECIES REACTIVAS DEL OXIGENO (ROS) Y RADICALES
LIBRES. 4

3.2.1. TIPOS DE RADICALES LIBRES

- ERO (Especies Reactivas del Oxigeno)

- ERN (Especies Reactivas del Nitrogeno).

Radical libres de oxigeno (ERO)

Los orbitales moleculares mas externos del O, se encuentran ocupados por
dos electrones no apareados, cada uno de ellos, situado en un orbital T (pi)
diferente formando lo que se denomina un bi-radical. Es decir, tiene dos
electrones libres o desapareados, pero estos electrones tienen el mismo giro

0 spin, por lo que sélo pueden interaccionar con los electrones de otros
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elementos y compuestos que estén libres y que tengan el giro opuesto. Esto
significa que para aceptar un par de electrones de un sustrato, el O, debe
invertir el spin o giro de uno de sus electrones, lo cual requiere una gran
cantidad de energia. Esta es la razon por la cual el O, no es muy reactivo y
gue la materia organica no entra en combustién espontanea en contacto con
Os.

La toxicidad del O, se explica entonces debido a la formacion de especies
reactivas del oxigeno (EROs). Las ERO son radicales libres donde el
electron desapareado se sitia predominante sobre el atomo de oxigeno por

lo que son mas reactivos que éste en su estado basal.

Las principales clases de EROS son las siguientes ).

Cuadro N°2 Clasificacion de las especies reactivas de oxigeno. (o

ESPECIE SIMBOLO
Radical superéxido O,
Radical Hidroperoxido HO,
Peréxido de hidrégeno H.0,
Radical Hidroxilo HO"
Oxigeno Singlete 0,
Radical alcoxilo RO’
Radical peroxilo ROO’
Ozono O3

Radicales libres de nitrogeno (ERN) qs:
Las especies reactivas del nitrégeno representan otra clase de radicales

libres a los cuales, en los ultimos afios, se les ha dado mucha importancia.
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Cuadro N°3: Clasificacion de las especies reactivas de nitrégeno.

ESPECIE SIMBOLO
Oxido nitrico NO’
Peroxido de Nitrégeno ONOO
Dio6xido de Nitrégeno NO;’

3.3. FUENTES Y FORMACION DE RADICALES LIBRES g

3.3.1. FUENTES ENDOGENAS

- Cadenarespiratoria g

La cadena de transporte electronico mitocondrial es una de las principales
fuentes de radicales libres en la célula. Son muchas las patologias en las
gue se ha descrito que la mitocondria genera radicales libres, siendo una de

las causas del estrés oxidativo que sufre la célula.

Figura N° 2: Reduccién monovalente del oxigeno y cadena respiratoria
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La reduccion monovalente de la molécula de oxigeno da lugar a la formacion
de la mayoria de estos compuestos. Sin embargo el 95% del oxigeno que
respiramos es reducido a H,O por accion de la citocromo oxidasa a3
mediante un mecanismo en el que participan cuatro centro redox
proporcionando, ademas, la principal fuente de energia (ATP) en el
organismo. También a nivel del complejo | y del complejo quinona-
semiquinona- ubiquinol (Q10) actuando como aceptor de electrones se puede

formar el Oy

Se calcula que entre el 1% y el 2% de los electrones transportados por la
cadena de transporte electronico mitocondrial en estado 1V (cuando todo el
ADP esta en forma de ATP) no llegan al complejo IV y producen reducciones

parciales del oxigeno.

- Produccién de radicales libres en los distintos estados

mitocondriales. 4 4

Células fagocitarias.

02 Arginina
CTE
{reduccién 1) M O Sintasa
oz NO

50D

Catalasa
HO 4 H O
2 2 2

an +Zlibra =
Radlacm ONOO
‘OH e

LP No]'
OH + NQ,

. O3
ROO#4+— R RH

Figura N° 3. Generacion de especies oxigénicas reactivas en las células

fagocitarias.
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Las células fagocitarias (neutréfilos, monocitos o macrofagos), utilizan el
sistema de la NADPH oxidasa generando directamente O, . Por otra parte,
dichas células también generan 6xido nitrico (NO) por accién de la éxido
nitrico sintasa sobre la arginina intracelular, como un mecanismo de defensa
con el oOxido nitrico da lugar a la formacion del peroxido de nitrégeno

(ONOQ7) capaz de inducir peroxidacion lipidica en las lipoproteinas.

Durante la fagocitosis, una oxidasa unida a membranas es activada en estas
células, llevando a un aumento en la captacion de oxigeno y en la
produccién de O,.” y H,0,. Se cree que las células fagociticas activadas
generan importantes cantidades de H;O, y que éste es el principal
compuesto responsable del potencial citotéxico observado en la inflamacién

tisular localizada. Ademas de la generacion de peroxido de hidrégeno el
radical hidroxilo ((OH) también puede ser generado durante la fagocitosis.

Este radical se produce a traves de la reaccion de Haber-Wiess o la reaccién

de Fenton catalizada por hierro. g
Reaccidon de Fenton-Haber-Weiss.

Consiste en la reduccion del H,O, por iones de metales de transicion, sobre
todo el ion ferroso (Fe*?) y, en menor medida, el cuproso (Cu*) y otros iones.
El peroxido de hidrégeno o agua oxigenada (H.O,) es una molécula
relativamente estable en ausencia de catalizadores que promuevan su
descomposicién. Fenton descubrio, a finales del siglo pasado, que se podian
oxidar moléculas orgénicas por mezclas de peroxido de hidrogeno y Fe*?
(reactivo de Fenton). Fueron Haber y Weiss quienes dieron una primera
explicacion del mecanismo de reaccion: el Fe*? reduce al H,0,, que a su vez
se descompone en el radical hidroxilo y el ion hidroxilo.

Esto puede representarse de la siguiente manera:

H,O, + Fe™>— HO' + HO + Fe™®
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Autooxidacion. g

La autooxidacion de compuestos de carbono reducido como son
aminoacidos, proteinas, lipidos, glucidos, y &cidos nucleicos dan lugar

también a la formacién de radicales libres.

- Sistemas de transporte electronico del reticulo endoplasmético y

membrana nuclear. g

Ambos sistemas de membranas intracelulares contienen los citocromos P 450
y b5 que pueden oxidar acidos grasos insaturados y xendbioticos. Son
monooxigenasas que actuan activando el oxigeno molecular a especies
electrofilicas de oxigeno (bien radicales, o bien generadoras a su vez de

radicales) que pueden ser liberada en la célula.
Peroxisomas uy

Los peroxisomas son potentes fuentes celulares de produccion de peroxido
de hidrégeno debido a su alta concentracion en oxidasas, ninguna de las

cuales utiliza el superéxido como precursor del mismo.

La catalasa peroxisomal es la enzima que metaboliza la mayor parte del

peroxido de hidrogeno generado por las oxidasas de los peroxisomas.

Xantina Oxidasa g

La enzima xantina oxidasa representa otra fuente de radicales libres. Esta
enzima participa en el camino degradativo de las bases puricas, catalizando
la transformacion de hipoxantina en xantina y esta en &cido urico en dos
pasos sucesivos de oxidacion. La amplia distribucion de esta enzima
citosolica, sugiere un rol importante en las condiciones patolégicas tales

como dafio por isquemia de una amplia variedad de O6rganos,
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particularmente en la mucosa intestinal. La xantino oxidasa es una

flavoproteina que contiene molibdeno, hierro y azufre.

3.3.2. FUENTES EXOGENAS () 3

Las fuentes exdgenas de radicales libres pueden ser:

- Factores ambientales: contaminantes aéreos fotoquimicos, hiperoxia,
pesticidas, humos del tabaco, solventes, anestésicos e hidrocarburos

aromaticos.

- Farmacoldgicas: Xenobioticos, drogas. Algunos de los efectos de estas
drogas se han atribuido a su capacidad para reducir el oxigeno a
superoéxido, peroxido de hidrogeno y radical hidroxilo.

3.4 DANO A BIOMOLECULAS COMO CONSECUENCIA DEL ESTRES
OXIDATIVO @5 as)

Estrés oxidativo se define como una situacion en la que existe tanto un
aumento en la velocidad de generacion de especies reactivas del oxigeno
como una disminucion de los sistemas de defensa, lo que resulta en una
mayor concentracion, en estado estacionario, de EROs. Es en esta situacion
de estrés oxidativo en la que se manifiestan las lesiones que producen los

radicales libres.

Estos reaccionan quimicamente con lipidos, proteinas, carbohidratos y ADN
al interior de las células, y con componentes de la matriz extracelular, por lo
gue pueden desencadenar un dafio irreversible que, si es muy extenso,

puede llevar a la muerte celular.
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Cuadro N° 4: Enfermedades o procesos asociados al dafio oxidativo en las

moléculas biolégicas .

ENFERMEDADES

DANO OXIDATIVO EN LAS MOLECULAS BIOLOGICAS

Envejecimiento

Peroxidacion de los &cidos grasos de la membrana celular y
dafio al ADN.

Los radicales libres toma un electrén de las células tejido de
colageno, provocando que la piel pierda la elasticidad y como

consecuencia la aparicion de arrugas y sequedad.

Enfermedades del

Peroxidacion de lipidos en las particulas de LDL con dafio de

corazon. otros de sus componentes.
Los radicales libres dafian las grasas de la ingesta, llamada
“grasa oxidada”, la grasa oxidada es grasa mas pegajosa por
lo que se adhiere a las paredes de las arterias con mayor
facilidad pudiendo causar un infarto de miocardio.

Diabetes Autooxidacion de la glucosa.
Disminucion de la secrecion de insulina en el pancreas por
interferencia de los radicales libres.

Céncer Dafio al ADN.
Cataratas Modificaciones irreversibles en las proteinas.
Cuadros

inflamatorios
croénicos.

Activaciébn de genes relacionados con la respuesta
inflamatoria.

Enfermedades

neurodegenerativas

Radicales libres de oxigeno inducen apoptosis Yy

desdoblamiento de proteinas.
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3.5 ANTIOXIDANTES NATURALES s

En los dltimos afios, el uso de antioxidantes naturales se ha promovido y la
literatura ha reconocido que la sustitucion de los antioxidantes sintéticos por
los naturales puede tener varias ventajas. La investigacion sobre
antioxidantes naturales se ha centrado principalmente en compuestos
fendlicos, flavonoides, en particular, como posibles fuentes de antioxidantes
naturales. Los compuestos fendlicos son agentes reductores y su potencial
relacionado con la salud le ha atribuido a su capacidad antioxidante
propiedades de gran alcance que pueden proteger al organismo de las

reacciones de oxidacion causados por radicales libres.

3.5.1 COMPUESTOS FENOLICOS @45

Los compuestos fendlicos constituyen uno de los grupos de sustancias mas
numerosos y ampliamente distribuidos en el reino vegetal. Ellos son
productos del metabolismo secundario de las plantas, que son
determinantes en la calidad sensorial y nutricion de las frutas, verduras y

otras plantas.

Se ha demostrado que los polifenoles dietéticos juegan un papel importante
en la salud humana. Se ha reportado que la ingesta elevada de verduras,
frutas, cereales integrales y algunas bebidas (té, jugos, vinos) que son ricos
en polifenoles previenen o retrasan una serie de muchas enfermedades
cronicas, como el cancer, enfermedades cardiovasculares, inflamacion
cronica y muchas enfermedades degenerativas. Muchas de las actividades
biologicas de los compuestos fendlicos se atribuyen a su capacidad

antioxidante.

Los compuestos fendlicos presentan un anillo aromatico que tiene uno o mas
grupos hidroxilos y su estructura puede variar desde la de una molécula
fendlico simple (acidos fendlicos) a la de un complejo de alto peso molecular

como un polimero de masa tales como taninos condensados.
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3.5.1.1 Principales clases de compuestos fendlicos s

Los compuestos fendlicos comprenden una amplia variedad de moléculas
gue tienen una estructura polifenol (es decir, varios grupos hidroxilo en el
anillo aromatico), también moléculas con fenol en el anillo tales como acidos

fendlicos.

Los polifenoles se dividen en varias clases de acuerdo con el nimero de
fenoles en el anillo y elementos estructurales que se unen al anillo entre si.
Los principales grupos de compuestos fendlicos son: flavonoides, acidos
fendlicos, taninos (hidrolizables y condensados), estilbenos y lignanos.

Cuadro N° 5: clasificacion de compuestos fendlicos (i5)

COMPUESTOS FENOLICOS
FENOLES
POLIFENOLES
SIMPLES
ACIDOS FLAVONOIDES TANINOS ESTILBENOS
FENOLICOS - Antoxantinas Hidrolizables Y LIGNANOS
. No hidrolizables
- Acido Flavona
. Flavonol
benzoico
Flavanol
- Acido Isoflavona
cinamico
- Antocianinas
3.5.1.2. FLAVONOIDES

Flavo proviene del latin flavus y significa de color entre amarillo y rojo, y
flavonoide, se refiere a un grupo aromatico, pigmentos heterociclicos que
contienen oxigeno ampliamente distribuido entre las plantas, constituyendo
la mayoria de los colores amarillo, rojo y azul de las plantas y frutas. Por
ende se encuentran en abundancia en las uvas, manzanas, cebollas,
cerezas, repollos; ademas de ser parte del arbol ginkgo biloba y la

Camellia sinensis (té verde). Siendo que al consumirlos obtengamos de
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ellos propiedades antiinflamatorias, antimicrobianas, antitrombdticas,
antialérgicas, antitumorales, anticancerigenas y antioxidantes. De esta
ultima, principalmente, radica su funcién en el sistema nervioso, pues se ha

visto relacion de proteccion en enfermedades neurodegenerativas
Estructura y clasificacion

Los flavonoides estdn compuestos de dos anillos fenilos(A y B), ligados
mediante un anillo pirano (C) lo cual nos deja en un esqueleto de

difenilpiranos: C6-C3-C6 (figura), comun en la mayoria de los flavonoides.

Figura N°4: Estructura de flavonoide con numeracion y especificacion de

cada heterociclo.

Los flavonoides se dividen en antocianinas y antoxantinas. Las antocianinas
son las moléculas que poseen algunos pigmentos de color, como rojo, azul y
morado. Antoxantinas son moleculas incoloras o de color blanco a amarillo y
se subdividen en cinco grupos. Estas son las flavonas, flavonoles,
flavanonas (o catequinas), los isoflavonones. Sustituciones a los anillos A 'y
B dan lugar a compuestos diferentes dentro de cada clase de flavonoides
Estas sustituciones pueden incluir la oxigenacion, alquilacion, glicosilacién,

la acilacion y sulfonacions,
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Nombre

Descripcion

Ejemplo

Antocianidinas

Tiene un grupo —OH unido en posicion 3,pero
ademas poseen un doble enlace entre los
carbonos 3y 4 del anillo C.

Antocianidina

Flavanoles Con un grupo —OH en posicion 3 del anillo C. Catequina
Flavonas Poseen un grupo carbonilo en posicién 4 del | Diosmetina
anillo C y carecen del grupo hidroxilo en
posicion C3
Flavonoles Grupo carbonilo en posicién 4 y un grupo —OH | Quercitina
en posicién 3 del anillo C.
Isoflavonas Tienen el anillo B en la posicién 3 del anillo C. Daidzeina

Localizacion en los alimentos

Los flavonoides se encuentran en numerosos frutos, plantas y semillas;

logrando mas de 5,000 distintos flavonoides. Por lo

encontrarlos en los siguientes grupos:

rojo de las cerezas.

- Catequina: se encuentra en el té negro y verde.

cual podemos

Acido elagico: se encuentra en frutas como la uva y las verduras.

- Citroflavonoides: como la Quercitina, limoneno, rutina y naranjina.

Antocianidinas: pigmentos responsables de los colores rojo-azulado y

- Isoflavonoides: tales como la genisteina y la daidzeina, presentes en los

alimentos de soya como tofu, leche, proteina vegetal y harina.

- Kaemferol: encontrdndose en brécoles, puerros, remolacha roja y

rdbanos.

- Proantocianidinas: que aparecen en las semillas de las uvas, en el

extracto de corteza de pino marino y en el vino tinto.
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El valor medio de la ingesta de flavonoides es de 23 mg al dia. Y el principal

flavonoide consumido es la Quercitina, siendo el té su principal fuente

3.5.1.3. ACIDOS FENOLICOS g s

Los acidos fendlicos constituyen aproximadamente un tercio de los fenoles
dietéticos, que pueden estar presentes en las plantas en formas libres y
ligadas. Los &cidos fendlicos se pueden clasificar en dos subgrupos en

acidos hidroxibenzoico y hidroxicindmico. s

- Acidos hidroxibenzoico: tienen en comin la estructura C6-C1 e
incluyen los &cidos: galico, p- hidroxibenzoico, vanilico entre otros. El 4cido
galico es el hidroxibenzoato mas importante y se sintetiza a partir de
fenilalanina. El té negro y vino tinto proporciona ricas fuentes alimentarias de

acido galico.

- acidos Hidroxicinamicos: son compuestos aromaticos con una
cadena lateral de tres carbonos (C6-C3), cafeico, p-cumarico, y los acidos

sinapico son los representantes mas comunes.

3.5.1.4. TANINOS (1405

Los taninos son compuestos de alto peso molecular relativamente (peso
molecular entre 500 y 3000 Da), que constituyen el tercer grupo mas
importante de compuestos fendlicos. Ellos pueden subdividirse en

hidrolizables y taninos condensados.

- Taninos hidrolizables contienen un nucleo central de alcohol

polihidrico tal como la glucosa y los grupos hidroxilo, que estan esterificados,
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ya sea parcial o totalmente por el &cido gélico (galotaninos) o &cido

hexahidroxidifenico (elagitaninos).

- Los taninos condensados: son estructuralmente mas complejos que
los taninos hidrolizables. Son principalmente los productos polimerizados de
flavan-3-oles y flavan-3,4-dioles o una mezcla de los dos .Los Taninos
condensados estdn ampliamente distribuidos en frutas, vegetales, forraje,
plantas, cacao, vino tinto y ciertos granos alimenticios como el sorgo,

leguminosas entre otras.

3.5.1.5. ESTILBENOS Y LIGNINAS

- Estilbenos: Tienen una estructura C6-C2-C6 y se sabe que son
fitoalexinas, un clase de compuestos antibidticos producida como una
parte del sistema de defensa en las plantas contra la enfermedad.
Pequefias cantidades de estilbenos estan presentes en la dieta humana, y
el principal representante es el resveratrol, que existe tanto en las formas
cis y trans, sobre todo en formas glicosiladas Las uvas, cacahuetes y sus
productos se consideran las fuentes dietéticas mas importantes de

resveratrol.

HO
Resveratrol

Figura N° 5: Estructura quimica del resveratrol
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- Lignanos: Son producidos por dimerizacién oxidativa de dos
unidades de fenilpropano El interés en lignanos y sus derivados sintéticos
estan creciendo debido a las posibles aplicaciones en la quimioterapia del
cancer y muchos otros efectos farmacologicos.

3.6. ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE s

Aunque el cuerpo tiene una serie de defensas enddgenas, los antioxidantes
de fuentes dietéticas también tienen un papel importante que desempefiar
en los radicales libres y prevenir el dafio. Ademas de los antioxidantes
dietéticos comunes (vitaminas C y E), los compuestos fendlicos son
considerados como potentes antioxidantes en los sistemas biolégicos in
vitro. La capacidad antioxidante de los flavonoides es mucho mas fuertes
gue la de las vitaminas C y E. Los efectos protectores se han atribuido a su
capacidad de transferir electrones a los radicales libres, la quelacion de
catalizadores metalicos, activar enzimas antioxidantes, inhibir oxidasas,
reducir los radicales de la a-tocoferol, mitigar el estrés oxidativo causado por

el 6xido nitrico ,aumentar los niveles de acido Urico.
MECANISMO DE ACCION gs

Los polifenoles se han encontrado para ser fuertes antioxidantes primarios,
por mecanismo de ruptura de cadena, que puede neutralizar los radicales
libres donando atomos de hidrégeno o electrones a los radicales libres
resultando la formacién de productos mas estables. Cuando estos
antioxidantes, por ejemplo flavonoides (FI-OH), estdn presentes en
cantidades traza, pueden retardar o inhibir el paso de iniciacién al reaccionar
con un radical (figura N° 6) y, como consecuencia, reducir los radicales (R *)
a un no-producto radical (RH), convirtiéndose ellos mismo en un radical
oxidado (FI-O ).
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OH o’
-OH R'\—/ RH OH
Fi Z Fi
FI-OH FI-O"

Figura N° 6: Reaccion quimica de un antioxidante con un radical libre.

El radical formado debe tener baja reactividad y, por tanto, ser incapaz de
reaccionar con los componentes bioldgicos. Sin embargo, los radicales libres
formados a partir del antioxidante (FI-O ) se puede conectar a otros
radicales mas reactivos (R ¢), adquiriendo una estructura quinona estable, es
decir, un complejo estable no radical, FI-quinona, (figura N° 7), deteniendo
asi las reacciones en cadena. Con mas frecuencia, actian como
atrapadores de radicales directos de las reacciones en cadena de la

peroxidacion lipidica.

0
oH R RH L o
= \
P =
Fi Fi
FI-0" Fl-quinone

Figura N° 7: Reaccion quimica entre un radical antioxidante y un radical

libre.

Los polifenoles son conocidos como quelantes de metales. Los polifenoles
pueden actuar por un mecanismo secundario (prevencion), al disminuir la
velocidad de oxidacion de la etapa de iniciacion. La quelacién de metales de
transicion tales como Fe®" directamente puede reducir o inhibir las
formaciones de radicales libres a través de la reaccion de Fenton, evitando
asi su efecto catalizador en la formacion de EROs, asi como la oxidacion

causada por radicales hidroxilo altamente reactivos s
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Se ha encontrado que los polifenoles en realidad pueden funcionar como un
co-antioxidante (sinergista), y estan implicados en la regeneracion de las
vitaminas esenciales. Como un ejemplo, &cido cafeico y p-cumarico puede

regenerar la vitamina E mediante la reduccién de los radicales a — tocoferilo.

La actividad antioxidante de los polifenoles estan relacionados con su
estructura, y una serie de importantes factores determinantes estructurales
han sido identificados. En el caso de los acidos fendlicos, la actividad
antioxidante depende de los numeros y las posiciones de los grupos

hidroxilo en relacién con el grupo carboxilo funcional. s

Con respecto a su estructura, los flavonoides con sustituyentes dihidroxilicos
en posiciones 3" y 4 en el anillo B se muestran mas activos como
antioxidantes y es potenciado este efecto por la presencia de un doble
enlace entre los carbonos 2 y 3, un grupo OH libre en la posicion3 y un

grupo carbonilo en la posicion 4. g

Conforme a lo anterior mencionado, la Quercitina es el flavonoide que retne
los requisitos para ejercer una efectiva funcion antioxidante, pues ésta es
cinco veces mayor que la de las vitaminas C y E. Existe efecto sinérgico con
las vitaminas aludidas. Pues el acido ascorbico reduce la oxidacion de la
guercetina, de manera tal que combinado con ella permite al flavonoide
mantener sus funciones durante mas tiempo. Por su parte la quercetina
protege de la oxidacion a la vitamina E. Los flavonoides retiran oxigeno
reactivo, especialmente en forma de aniones superoxidos, radicales

hidroxilos, hidroperoxidos y peroxidos lipidicos. s
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3.7. PRODUCTOS EN ESTUDIO ¢ a9

3.7.1. CANA DE AZUCAR

Nombre cientifico: Saccharum officinarum
Nombre comun: cafia de azucar, cafia noble.

La cafia de azucar pertenece a la familia de las gramineas y al género
Saccharum, es una planta tropical perenne con tallos gruesos y fibrosos que
pueden crecer entre 3 y 5 metros de altura. Estos contienen una gran
cantidad de sacarosa que se procesa para la obtencién de azucar. La cafia
de azucar es uno de los cultivos agroindustriales mas importantes en las
regiones tropicales llegé al continente americano en el afio de 1541. El
periodo vegetativo oscila entre uno y dos afos dependiendo de la variedad y

caracteristicas de la zona donde se encuentre.

La cafia de azucar requiere altas temperaturas durante el periodo de
crecimiento y bajas temperaturas durante el periodo de maduracion. Los
meses de enero, febrero, marzo y abril, constituyen el periodo favorable para

la maduracion de la caia de azucar.

Tanto las raices y los tallos de la cafia de azucar se utilizan en la medicina
ayurvédica para el tratamiento de la piel y las infecciones del tracto urinario,
asi como para la bronquitis, enfermedades del corazén, pérdida de la
produccion de leche, tos, anemia, estrefiimiento asi como debilidad general.
En el género Saccharum se conocen cinco clases de flavonoides:
antocianinas, catequinas, chalconas, flavonoles y flavonas que poseen
todas, una estructura en comun C6-C3-C6.Estudios revelan que el jugo de

cafa es una fuente rica de antioxidantes.

Los productos de la cafia de azucar son el azucar blanco, azicar moreno y

melaza.
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3.7.1.1. Procesos de Obtencién de melaza, azUcar blanco vy

MOreno s

- Almacenamiento: La cafa después de ser cortada es llevada a

patios de almacenamiento en el ingenio.

- Extraccién del jugo: Este proceso se lleva a cabo en una serie de
cuchillas desmenuzadoras y molinos extractores. La cafla desmenuzada
pasa a los molinos donde se efectlia el proceso de extraccion del jugo,
luego esta cafia es rociada con agua caliente de esta forma se extrae mas
del 90 % del azucar que hay en la cafia quedando una parte remanente

en el bagazo, el cual va a las calderas como combustible.

- Sulfitacién: Proceso que elimina sustancias coloreadas, utilizada solo

para la obtencién de azucar blanco.

- Alcalizacién: Proceso que minimiza perdida de sacarosa y precipita

impurezas organicas e inorganicas.

- Clarificacion: Proceso en el que se separan los solidos insolubles del
jugo diluido. El lodo (sélido) es evacuado por la parte inferior del
clarificador mientras que el jugo clarificado, o jugo claro, es extraido por la

parte superior.

- Filtracién: Proceso en el que se separa el jugo de la cachaza contenida
en el lodo gracias a la accion de filtros rotatorios de vacio. Estos filtros

retienen la cachaza y dejan pasar el jugo filtrado.
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- Evaporacién: Proceso en el que se evapora la mayor cantidad del agua

contenida en el jugo claro para obtener meladura.

- Cristalizacién: Proceso en el cual se forman los cristales de sacarosa
mediante el uso de material semilla. En los tachos se obtienen masas
como diferentes proporciones de cristales y miel, componentes que luego
son separados en las centrifugas.

- Centrifugacion: Proceso a través del cual los cristales de sacarosa
contenidos en las masas resultantes de la cristalizacion son separados de

la miel (melaza).

- Secado: Proceso que se efectia con aire caliente para retirar la mayor

cantidad de humedad posible del azucar.

3.7.2. AZUCAR ()

Con el nombre de azlcar (sacarosa) se designa al producto obtenido
industrialmente de la cafla de azucar, (Saccharum officinarum), en

suficiente estado de pureza para la alimentacién humana.

La sacarosa es un hidrato de carbono, es decir, esta compuesta de atomos
de carbono, hidrogeno y oxigeno, es el edulcorante mas universalmente
utilizado en toda clase de productos alimenticios (helados, bebidas
refrescantes, néctares, productos de confiteria, etc.). Su formula empirica es
C12H22011 y su peso molecular 342. Funde a unos 170-180°C y es muy
soluble en agua, se hidroliza en soluciones acidas liberando sus dos

componentes (glucosa y fructosa).
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El azlcar rubio, moreno o terciado es el azlcar crudo de color amarillento o
pardo, pegajoso al tacto, soluble casi totalmente en agua, dando una
solucion amarillenta y turbia. Este tipo de azucar contiene un 85-95 % de
sacarosa y un 3% de sales, siendo el resto humedad. En cuanto a materias

insolubles en agua caliente no contiene mas de un 0.15%.

Tabla N° 1: Recopilacion de resultados obtenidos de fenoles, flavonoides y

capacidad antioxidante en estudios anteriores en azucar

MOreno. ¢y
Fenoles totales Flavonoides Capacidad
mg GAE/100 g (mg Quercitina/100 antioxidante
producto mL) (Mmol de Trolox/mL)
37.20g No especifica No especifica
32'319 (x10'309) 78'14 (+ 7'91) 35'08 (£ 1'94)
(19)

El azucar blanquilla o azucar blanco cristalizado es el procedente de los
primeros productos de extraccion. Tiene un color blanco o ligeramente
amarillento y es totalmente soluble en agua, con mas del 99.7 % de su
composicion como sacarosa pura y el residuo insoluble en agua caliente

debe ser inferior al 0.15%. (22

Tabla N°2: Recopilacion de resultados obtenidos de fenoles y capacidad

antioxidante en estudios anteriores en azucar blanco.

Fenoles totales Capacidad antioxidante(umol de
mg GAE/100 g Trolox/mL)

producto
315 mgas) No aplica

No aplica 10 mol Trolox/100 g producto .y
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3.7.3. MELAZA

- Las melazas o mieles finales, suelen ser definidas, por muchos autores
como los residuos de cristalizacion final del azlcar de los cuales no se

puede obtener méas azucar por métodos fisicos.

- Miel final 0 melaza de cafia (no cristalizable): jarabe o liquido denso y
viscoso separado de la masa cocida final, del cual no es posible cristalizar

mas azucar por los métodos usuales.

Su aspecto es similar al de la miel de abeja aunque de color parduzco muy
oscuro, practicamente negro. El sabor es dulce, agradable, segun los

expertos cuanto mas oscura sea, mas sabor y nutrientes tendra.

En el mercado internacional, la melaza de cafa tiene cuatro destinos
basicos: alimento animal, produccion de alcohol, reprocesamiento industrial
para extraer el azucar contenido en ella y producciones industriales como:

levadura, acido citrico, lisina, entre otros.

COMPOSICION

La composicion de las melazas es muy heterogénea y puede variar
considerablemente dependiendo de la variedad de cafia de azucar, suelo,
clima, periodo de cultivo, eficiencia de la operacién de la fabrica, sistema de
ebullicion del azucar, tipo y capacidad de los evaporadores, entre otros.

Los fenoles presentes en la melaza, provienen de la parte fibrosa de la cafia,

estos se derivan de los &cidos hidroxicinamico y parahidroxibenzadico.

Tabla N° 3: Recopilacion de datos obtenidos de capacidad antioxidante en

estudios anteriores en melaza.

Capacidad antioxidante
(umol de Trolox/mL)

4890 pmol/ 100 g7
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3.8. METODOS A UTILIZAR PARA LA DETERMINACION DE
COMPUESTOS FENOLICOS, FLAVONOIDES, Y ACTIVIDAD
ANTIOXIDANTE.

3.8.1 Determinacion de fenoles totales por el método de

Folinciocalteau gs)quo) @y

El ensayo espectrofotométrico fue desarrollado por Folinciocalteu (F-C) se
utiliza para determinar los compuestos fendlicos totales (TPC: compuestos
fendlicos totales). Se fundamenta en una reaccion de oxidacion / reduccién
gue es el mecanismo basico; gracias al caracter reductor del reactivo F-C.
Se utiliza como reactivo una mezcla de acidos fosfowolframico y
fosfomolibdico en medio basico, que se reducen al oxidar los compuestos
fendlicos, originando o6xidos azules de wolframio (WgO23) y molibdeno
(MogO23). La absorbancia del color azul desarrollado se mide a una A de 765
nm, la intensidad de absorcion de luz a esa longitud de onda es proporcional

a la concentracion de fenoles.

El método consiste en una calibracion con un compuesto fendlico puro, la
extraccion de los fenoles de la muestra, y la medicion de la absorbancia
después de la reaccion de color. El acido galico es usualmente utilizado
como estandar para producir la curva de calibracion. El contenido fendlico
total se expresa en equivalentes de acido galico (GAE). Para cualquier punto
de vista, los resultados siempre deben ser reportados sobre una base
equivalente para evitar la percepcion de que se esta midiendo la cantidad de

la sustancia de referencia.

La oficina Internacional de la vifia y el vino (OIV), es el Unico cuerpo
internacional que certifica los procedimientos especificos para el analisis de
vino, acepta el método de Folinciocalteu como el procedimiento estandar

para el andlisis de fenoles totales (OIV 1990).Aunque el método fue
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desarrollado para la aplicacion por primera vez a analisis de vinos y uvas, se

pueden adoptar para otros productos alimenticios.

3.8.2. Determinacion de flavonoides por el método de tricloruro de

Aluminio (i@

El uso de cloruro de aluminio (AICI3) en el diagndstico de la presencia de
determinados grupos quimicos se emple6 primero para antocianinas. En
1954, Harborne sugerido el uso de cloruro de aluminio para la determinacion
espectrofotométrica de la presencia de determinados grupos quimicos en

flavonoides.

Recientemente, se ha propuesto el uso de metodos espectrofotométricos
para la determinacion de flavonoides totales en las plantas, utilizando AICls.
En 1992 desarrollaron un método para determinar el contenido de
flavonoides en una planta mediante la adaptacion del método descrito por

Dowd en 1959 para quercitina, que se basa en el uso de cloruro de aluminio.

El cation de aluminio forma complejos estables con flavonoides en metanol,
gue se producen en el analisis espectrofotométrico un desplazamiento hacia
longitudes de onda mayores y una intensificacion de la absorcion. Asi, es
posible determinar la cantidad de flavonoides, evitando la interferencia de
otras sustancias fendlicas, especialmente &cidos fendlicos, que

invariablemente acompafan a los flavonoides en los tejidos vegetales.

Figura N° 8: Complejo flavonoide-Al
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El método es exacto, es decir, que es reproducible, proporcionando
desviaciones muy pequefias o ninguna diferencia entre una prueba y otra
sobre la misma muestra.

3.8.3. METODO ABTS/TEAC

El ensayo ABTS / TEAC (Capacidad antioxidante en equivalente Trolox)
mide la decoloracion, de un radical ABTS", el cuél presenta un color verde
intenso.

La reaccion en la que se basa este ensayo puede resumirse como sigue:

ABTS: ABTS + K,S,05— ABTS™

A max =734 nm

ABTS™" + ArOH — ABTSe«+ ArO. +H*

Pese a que otras longitudes de onda tales como 415 y 645 nm se han usado

en el ensayo ABTS/TEAC, el pico a la longitud de onda 734 nm ha sido

preferido debido a la menor interferencia de otros pigmentos de las plantas.

Figura N° 9: Estructura quimica de ABTS proyectada



55

El ensayo ABTS mide la capacidad antioxidante en equivalentes de Trolox.
Este ensayo fue reportado por primera vez por Miller y Rice-Evans (Miller,
1993). El ensayo ABTS se basa en la capacidad de captura que tiene el
anion radical ABTSe+ [del acido 2,2 '-azinobis (3-etilbenzotiazolina-6-
sulfénico)] de vida larga. EI ABTS es oxidado por los radicales peroxilo u
otros oxidantes a su forma de radical cation ABTSe+ el cual es de color
intenso, y la capacidad antioxidante de los compuestos de prueba se mide
como inhibicién Optica complementaria a la absorbancia (disminucion del
color), al reaccionar directamente con el radical ABTS<+. Los resultados de
los compuestos a analizar se expresan en relacibn con equivalentes de

Trolox utilizado como reactivo de calibracion.

Re y Rice- Evans en 1999 desarrollaron un ensayo mejorado de
decoloracion del cation radical ABTSe+ usando persulfato como oxidante,
compensando con ello las debilidades del ensayo original ferril-
mioglobulina/ABTS.

El radical mono cation preformado de 2,2-azinobis-(3-etilbenzotiazolina-6-
acido sulfénico) (ABTS™) se genera por la oxidacion de ABTS con persulfato
de potasio y se reduce en presencia de antioxidantes donadores de
hidrogeno. Las influencias de la concentracion de antioxidante y la duracion
de la reaccion de inhibicion del radical se tienen en cuenta al determinar la
actividad antioxidante. Este ensayo mejora claramente el original Ensayo
TEAC (la mioglobina ferrilo / ensayo ABTS) para la determinacion de la
actividad antioxidante en numerosas maneras. En primer lugar, consiste en
la generacion directa del radical ABTS sin la participaciéon de un radical
intermediario. En segundo lugar, es un ensayo de decoloracion, por lo que el
cation radical es pre-formado antes de la adicion de la muestra antioxidante.

Tercero, es aplicable tanto a los sistemas acuosos y lipdfilo.

El ensayo original del ABTSe+ se basa en la activacion de la metamioglobina

con peroxido de hidrogeno en presencia de ABTS para producir el radical
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cationico, en la presencia o ausencia de antioxidantes. Esto ha sido criticado
sobre la base de que cuanto mas rdpido se da la reaccion de los
antioxidantes también puede contribuir a la reduccion del radical ferrilo de
mioglobina. Un formato mas apropiado para el ensayo es una técnica de
decoloracion en la que el radical se genera directamente en una forma
estable antes de la reaccién con diferentes antioxidantes.

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

acuosas y bebidas.



CAPITULO IV

DISENO METODOLOGICO
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4.0DISENO METODOLOGICO

4.1. Tipo de estudio

Experimental: Durante el desarrollo del proyecto, se realizaron andlisis
espectrofotométricos para determinar fenoles totales, flavonoides y la
capacidad antioxidante de la melaza, azlcar blanco y moreno.

Prospectivo: Por ser el primer estudio realizado en el pais, para determinar

antioxidantes, en melaza, azdcar blanco y azdcar moreno.

4.2. Investigacion bibliografica

El proyecto se basO en una revision bibliografica sobre antioxidantes, con
enfasis en fenoles, flavonoides y capacidad antioxidante con su respectivo
método de analisis, asi como una descripcion general de los productos a
estudiar con el fin de desarrollar la investigacion desde un enfoque tedérico y

practico

La investigacion ha sido recolectada de las siguientes fuentes:

- Biblioteca “Dr. Benjamin Orozco” Facultad de Quimica y Farmacia

- Biblioteca de la Universidad Salvadorefa “Alberto Masferrer”

- Biblioteca “ P. Florentino ldoate, S.J” Universidad José Simedn Canas

- Biblioteca de la Facultad Multidisciplinaria Oriental de la Universidad
de El Salvador.

- Internet.
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4.3. Investigacién de Campo:
Universo y muestra

4.3.1. Universo: Melaza, Azucar Blanco y Azucar Moreno,
producidos en el Ingenio Chaparrastique el 24 de febrero de
2012, y recolectada el 14 de agosto de 2012.

4.3.2.  Muestra: Dirigida y puntual, de referencia compuesta de
varios sacos de azlcar y un tanque de melaza, de los que
se extrajeron aproximadamente 12 kg tanto de azUcar
blanco como de azucar moreno, y 15 kg de melaza,
selecciona de la fecha de produccion anteriormente
mencionada, y almacenada (Ver anexo N° 4), siendo
analizada por el método de Folinciocalteu para determinar
fenoles en los meses de Enero a Junio, Tricloruro de
Aluminio para determinar flavonoides, durante los meses de
Marzo a Junio, y radical cationico Acido 2,2- Azinobis (3-
etilbenzotiazolina-6-sulfonico) (ABTS™) para determinar la

actividad antioxidante en los meses de Abril a Junio.

Con el fin de evaluar la variacion de la capacidad antioxidante, se realizo el
ensayo de ABTS mensualmente, durante tres meses obteniendo un valor por
cada mes, para ello se emple6 el disefio estadistico de contraste de
hipétesis por la t de student de dos colas, con un nivel de significancia del
5% ()

4.4, PARTE EXPERIMENTAL

4.4.1. Muestra: Melaza, azucar blanco y azucar moreno producidas en el

Ingenio Chaparrastique.
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4.4.2. Preparacion de la muestra:

Para llevar a cabo los métodos de andlisis, es necesario preparar las

muestras como se detallan a continuacion:

Preparar disoluciones acuosas para el azlcar blanco y moreno, hasta
obtener aproximadamente 20 ° grados Brix uq a 20 °C, pesando 20.0 g de
azucar blanco o moreno y disolver con 80 mL de agua destilada, para la
melaza pesar 0.50 g y disolver con 100 mL de agua destilada.

20 g azucar blanco o moreno 80 mL H,O destilada
(Aproximadamente 20° Brix)

0.5 g melaza 100 mL de H20 destilada (Brix de 0.42°)

Figura N° 10: Diluciones de las muestras de azUcar blanco, moreno y

melaza.

Para preparar una solucion de melaza a 20° Brix, se debe de pesar 40.0 g
de melaza y disolver en 100 mL de agua destilada, sin embargo esta
solucion produjo interferencia al momento de leer las absorbancias debido al

color oscuro caracteristico que presenta la melaza, por ello se pesaron 0.5 g
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de melaza y se disolvieron en 100 mL de agua destilada obteniendo un
grado Brix de 0.42°.

Con el fin de mantener las 3 muestras en el mismo parametro de 20 ° brix se

realizé un factor de correcciéon en la melaza.

Factor de Correcciéon de la melaza

4.4.3. Determinaciéon de Fenoles g,

Para la determinacion de fenoles totales, se utilizo el método de
Folinciocalteu, el cual mide la intensidad del color producido cuando el
reactivo de Folinciocalteu, reacciona con los fenoles contenidos en la
muestras, el estandar utilizado es acido galico y los resultados se expresan

en mg equivalentes a acido galico por gramo de muestra.

Reactivos. (Ver preparacion en ANEXO N° 2)

- Reactivo de Folinciocalteu 2N
- Carbonato de sodio 20%
- Acido gélico.

- Agua destilada

PROCEDIMIENTO (30

1- Colocar 1.0 mL de la solucién preparada por muestra, un estandar de
calibracion de acido gélico (5 - 500 pg/mL) o de blanco (agua

desionizada o destilada) en un balén volumétrico de 100.0 mL.
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Anadir 70 mL de agua destilada, seguido por 5.0 mL de reactivo
Folinciocalteu, agitar para mezclar e incubar de 1 a 8 minutos a
temperatura ambiente en oscuridad. (El periodo de incubacién no debe
ser mayor de 8 minutos).

Afadir 15 mL de solucion de carbonato de sodio 20%.

Aforar con agua destilada. Mezclar e incubar por 2 horas a temperatura

ambiente en oscuridad.

Leer absorbancia a wuna longitud de onda 765 nm en un
espectrofotometro Ultravioleta-Visible.

* El analisis se llevo por duplicado para cada muestra.

1.0 mL muestra en un matraz de
100.0 mL

\ 4

Afiadir 70 mL de agua destilada +
5.0 mL Folinciocalteu

!

Agitar e incubar de 1 a 8 min, a
T° ambiente.

\ 4
15 mL Na,CO;3; 20%, aforar con agua

destilada, mezclar e incubar por 2
horas a T° ambiente

A 4

Leer a longitud
de onda (A=) 765

Figura N° 11: Diagrama de flujo, desarrollo del método de Folinciocalteu.
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Preparacion de los estandares de acido galico.

Disolver 50 mg de &cido galico en 10 mL de etanol y luego se diluye con
agua destilada hasta 100.0 mL. Diluir 1.0, 2.0, 5.0 y 10.0 mL hasta 10.0 mL
con agua destilada para obtener estdndares con concentraciones de 50,
100, 250 y 500 pg/mL de &cido gélico. Diluir 1.0, 2.0, 5.0 mL hasta 100.0 mL
con agua destilada para obtener concentraciones de 5, 10 y 25 pg/mL de
acido gélico.

Estandar de acido gélico (Determinacién de fenoles)

50mg GAE 100.0 mL (0.5mg/mL)

1.0mL 2.0mL 5.0 mL 1.0mL 2.0mL 5.0mL  10.0mL

100.0 mL 100.0 mL 100.0 mL 10.0 mL 100mL 10.0mL 10.0 mL

(5ug/mL) (10pg/mL) (25pug/mL) (50 pg/mL) (100 pg/mL) (250 pg/mL) (500ug/mL)

CALCULOS

1. Restar la absorbancia del blanco de todas las lecturas de las muestras o

estandares

2. Elaborar una curva de calibracion para determinar la concentracion

correspondiente de la muestra

3. Calcular la regresion lineal de la curva mediante la ecuacion:

Ec. (1)
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Dénde:
: Absorbancia de la muestra
: Concentracién desconocida de la muestra
: Ordenada del origen

: Pendiente

4. Calcular la pendiente (). (Ecuacion 2)

Ec. (2)
Doénde:

: Concentracion del estandar

: Absorbancia del estandar

: Promedio de la concentracion del estandar.
: Promedio de la absorbancia del estandar.

5. Calcular la ordenada en el origen (by). (ecuacion 3)

Ec. (3)

Dénde:
: Promedio de la absorbancia del estandar

: Pendiente
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: Promedio de las concentraciones de los estandares

6. Calcular el coeficiente de correlacion.(ecuacion 4)

Ec. (4)

7. Despejar delaecuacién 1 :

— Ec. (1)

Representa la cantidad de fenoles totales en mg equivalentes de acido
galico por mL de solucion de muestra.

8. Corregir con el factor de dilucion empleado.

Nota: utilizar el factor de correccion para la melaza debido a la dilucion

hecha

9. Dividir este valor final por la masa introducida de la muestra en el

momento de hacer la disolucion.

4.4.4. Determinacion de flavonoides g

El contenido de flavonoides se determiné con el método de tricloruro de
aluminio, utilizando como estandar la Quercitina, los resultados son

expresados como mg equivalentes a Quercitina por gramo de muestra.

Reactivos. (Ver preparacion en ANEXO N° 2)

- Solucién de AlClz al 2% en etanol
- Solucién de Quercitina 0.05%
- Etanol 80%

PROCEDIMIENTO
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1- Afadir 1.0 mL de muestra, blanco o estandar de Quercitina (0.5-50

png/mL) en 1.0 mL de la solucién de AICI; 2% en etanol.

2- Reposar 1 hora a temperatura ambiente en oscuridad.

3- Leer la absorbancia a 420 nm

* El analisis se llevé por duplicado para cada muestra.

1.0 mL de muestra en 1.0 mL de
solucién de AICI; 2% en etanol

A 4

Reposar 1 hora a temperatura
ambiente

A 4

Leer a longitud de
onda (N) =420 nm

Figura N° 12: Diagrama de flujo, desarrollo del método de Tricloruro de

Aluminio.

Preparacion de estandares de Quercitina.

Disolver 50mg de Quercitina en etanol al 80% hasta un volumen de 1000.0
mL Diluir 1.0, 2.0, 5.0, 10.0 mL en 10.0 mL con etanol 80% para alcanzar
concentraciones de 5, 10, 25, 50 pg/mL equivalentes de quercitina y diluir
1.0, 2.0, 5.0, en 100.0 mL con etanol al 80% para alcanzar concentraciones

0.5, 1.0, 2.5, 5.0, ug/mL equivalentes de quercitina.
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Estandar de Quercitina (Determinacion de flavonoides)

50mg Quercitina 1000 mL etanol 80%
(0.05mg/mL)
1.0 2.0 5.0 1.0 2.0 5.0 10.0

100.0 mL 100.0mL  100.0 mL 10.0 mL 10.0mL 10.0mL  10.0 mL
(0.5ug/mL) (1.0pg/mL) (2.5pug/mL) (5 pg/mL) (10 pg/mL)  (25ug/mL) (50ug/mL)

CALCULOS

Los calculos aplicados para determinar flavonoides por el método de
tricloruro de Aluminio, son los mismos utilizados en la determinacion de

fenoles por el método de Folinciocalteu (ver 4.4.3)

4.4.5. Determinacion de la capacidad antioxidante

Este ensayo se realizd por el método radical cationico ABTS. El ensayo
ABTS / TEAC (capacidad antioxidante de equivalente acido 6-hidroxi-2, 5,
7,8-tetrametilcromano-2-carboxilico (Trolox)) mide la decoloracion, de un
radical ABTS+, el cual presenta un color azul-verde intenso.

El estandar utilizado es Trolox, los resultados se expresan en mg

equivalentes a Trolox por gramo de muestra.

REACTIVOS. (Ver preparacion en ANEXO N° 2)
*  ABTS (acido 2,2 - azinobis (3-etilbenzotiazolin)-6-sulfonico).

*  Persulfato potasico 2.45 mM
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*  Etanol absoluto

*  Trolox(acido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromano-2-carboxilico)

PROCEDIMIENTO 4,

Preparacién del radical ABTS:

1- Mezclar a partes iguales la solucion de ABTS 7 mM y la de Persulfato de
potasio 2.45 mM.

*la mezcla se mantiene en oscuridad a temperatura ambiente durante 16

horas para la formacion del radical

*La solucion de ABTS" se diluye con etanol para obtener una absorbancia de
0.7 £0.02 a 734nm.

2- Adicionar 0.1 mL de la muestra, blanco o estandar de Trolox (5-500

ng/mL) a 10.0 mL de la solucion del radical ABTS" mezclar.

3- Leer la absorbancia a 734 nm a una temperatura de 30 °C exactamente 1

min de la lectura inicial hasta 6 min de la lectura final.

* El analisis se llevo por duplicado para cada muestra.
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s Mezclar a partes iguales la solucion
de ABTS 7 Mmy la de Persulfato de
potasio 2.45 mM
Preparacion del v
Radical ABTS™ < Mantener en oscuridad a T°

ambiente durante 16 horas

y

\_ Diluir la sln ABTS™ con etanol hasta obtener

una absorbancia de 0.7+0.02 a 734 nm

\ 4

Adicionar 0.1 mL de muestra a 10.0

mL de la solucién del radical ABTS™

Leer a longitud de
onda (\)=734 nm

Figura N° 13: Diagrama de flujo, desarrollo del método de ABTS.

Preparacion de estandares de Trolox.

Disolver 50 mg en 100.0 mL de etanol, Diluir 1.0, 2.0, 5.0, 10.0 mL en 10.0
mL de etanol para alcanzar concentraciones de 50, 100, 250 y 500 pg/mL
equivalentes Trolox. Diluir 1.0 ,2.0 ,5.0, en 100.0 mL de etanol para alcanza

concentraciones de 5, 10,25 pug/mL equivalentes Trolox.
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Estandar de TROLOX (Determinacién de actividad antioxidante)

50mg Trolox 1000 mL etanol

1.0 mL 2.0 mL 5.0mL 1.0mL 2.0mL 5.0mL 10.0 mL

100.0 mL 100.0mL 100.0mL 10.0 mL 10.0mL 100 mL 10.0 mL

(5ug/mL) (10pg/mL) (25pug/mL) (50 pg/mL) (100 pg/mL) (250ug/mL) (500ug/mL)

CALCULOS

1. Restar la absorbancia del blanco de todas las lecturas y crear una curva

de calibracion.

2. Elaborar una curva de calibracion para determinar la concentracion

correspondiente de la muestra.
3. Calcular la regresion lineal de la curva mediante la ecuacion:
Ec. (1)
Donde:

: Absorbancia de la muestra

: Concentracion desconocida de la muestra
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: Ordenada del origen

: Pendiente

4. Calcular la pendiente (b,). (Ecuacion 2)

Ec. (2)

Dénde:
: Concentracion del estandar
: Absorbancia del estandar
: Promedio de la concentracion del estandar.
: Promedio de la absorbancia del estandar.

5. Calcular la ordenada en el origen (by). (ecuacion 3)

Ec. (3)

6. Calcular el coeficiente de correlacion.(ecuacion 4)

Ec. (4)

7. Calcular el porcentaje de inhibicion del radical con la siguiente ecuacion.
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El % de inhibicién corresponde al valor de la ecuacion 1.

8. Despejar de la ecuacion 1. Ec.(1)

Representa la cantidad en mg equivalentes de Trolox por mL de solucién

de muestra.

9. Corregir con el factor de dilucién empleado.

Nota: utilizar el factor de correccion para la melaza debida a la dilucion

hecha

10.Dividir este valor final por la masa introducida de la muestra en el

momento de hacer la disolucion.

4.4.6. Determinacion de la variacidon de la capacidad antioxidante.

ANALISIS ESTADISTICO g

El analisis estadistico empleado, para determinar si existe variacion
significativa en la actividad antioxidante de las muestras analizadas, fue el

contraste de hipoétesis por la t de student para dos colas.

Una vez obtenidos los valores promedio de cada una de las muestras se

emplearon las siguientes ecuaciones:

Célculo de la Varianza
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Dénde:
Porcentaje de inhibicién
Promedio de porcentaje de inhibicion

Numero de datos

Céalculo del Estadigrafo de contraste

Donde:
Promedio de porcentaje de inhibicion
Numero de datos
Varianza

Valor inicial

- HIPOTESIS ESTADISTICAS PLANTEADAS

Hipotesis Nula Ho: No existe variacion significativa en la actividad
antioxidante durante los 3 meses analizados

Hipotesis Alternativa H,: Existe variacion significativa en la actividad

antioxidante durante los 3 meses analizados.



CAPITULO V
RESULTADOS Y DISCUSION DE RESULTADOS
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5.0RESULTADOS Y DISCUSION DE RESULTADOS

- METODO DE FOLINCIOCALTEU PARA LA DETERMINACION DE
FENOLES @

A continuacion se presenta la cascada de dilucion por el método de
Folinciocalteu, realizada en el aztcar blanco, moreno y melaza para calcular

su respectivo factor de dilucion:

20 g azucar blanco o moreno — 80 mL H»O destilada

70 mL H2O dest+5mL
F.C+15 mL Na;CO3 20%

1.0 mL de solucibn —— 100mL

0.5g de Melaza —— 100 mL

70 mL H2O dest+5mL
F.C+15 mL Na,CO320%

ImbL — 100 mL
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Cuando se realizo el método de Folinciocalteu en el azGcar blanco, moreno y
melaza, estas presentaron un color azul (ver figura N°14) gracias al caracter
reductor del reactivo Folinciocalteu, que se reduce al reaccionar con los

fenoles generando este tipo de coloracion.

Figura N° 14: Método de Folinciocalteu en azucar blanco, moreno y melaza.

La absorbancia de color azul desarrollado se midi6 a una longitud de onda
de 765 nm.

En la tabla N°4 podemos apreciar las diferentes absorbancias obtenidas en
la melaza, azucar blanco y moreno, por el método de Folinciocalteu, las
cuales se leyeron en un espectrofotometro Ultravioleta-visible Shimadzu UV-

Mini-1240, ademas se presenta los factores de dilucion.



Tabla N°4: Absorbancias, Factor de dilucion del aztcar blanco, moreno y melaza por el método de Folinciocalteu.

AzUcar Blanco Azlcar moreno Melaza
Mes Absorbancia Promedio de Absorbancia Promedio de Absorbancia Promedio de
absorbancia por mes absorbancia por mes absorbancia por mes
Enero/2013 0.015
0.017
oo | | e e e e
Febrero/2013 0.020
0.019
ooir | | e e e e
Marzo/2013 0.016 0.043
0.013 0.047
0.010 0.052 | | e e
Abril/2013 0.017 0.049 0.099
0.014 0.048 0.100
0.011 0.047 0.101
Mayo/2013 0.016 0.040 0.103
0.014 0.038 0.105
0.012 0.036 0.107
Junio/2013 0.020 0.016 0.047 0.110
0.043 0.107
0.012 0.040 0.105
Factor de
o 8,000 8,000 10,000
dilucién

LL
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Para encontrar la concentracion de fenoles para cada muestra, se realizé
una curva de calibracion utilizando el estandar de acido gélico al 100 % de
pureza, de la cual se prepararon todas las diluciones de los estandares con
concentraciones de 5-500 pg/mL

En el siguiente cuadro se presentan las absorbancias obtenidas por los
estandares de &cido gélico.

Cuadro N° 7: Concentracion vs absorbancia de los estandares de acido

galico
Concentracién | Absorbancia
(mg/mL) X Y
0.005 0.004
0.01 0.008
0.025 0.012
0.05 0.038
0.1 0.127
0.25 0.470
0.5 0.745

Curva de calibracion por el metodo de

Folinciocalteu
0.8
[ 2
0.7
0.6 y = 1.4936x - 0.00001
3 R?=0.9801
§ 0.5 -
2 04 @ Estandares
3 B AZUCAR BLANCO
o 03
< AZUCAR MORENO
© MELAZA
0.2 0.3 0.4 0.5

Concentracion mg/mL de acido galico

Figura N°15: Curva de calibracién del método de Folinciocalteu.
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Para realizar la curva de calibracion se grafico absorbancia vs concentracién
y se traz6 una linea de tendencia entre los puntos, la cual tiene la siguiente

ecuacion de regresion lineal:

Dénde:

: Absorbancia de la muestra

: Concentracién desconocida de la muestra
: Ordenada del origen
: Pendiente

La pendiente se calcula mediante la siguiente ecuacion:

: Concentracion del estandar
: Absorbancia del estandar
: Promedio de la concentracion del estandar.

: Promedio de la absorbancia del estandar.
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La ordenada en el origen se calcula mediante la siguiente ecuacion:

Dénde:
: Promedio de la absorbancia del estandar
: Pendiente

: Promedio de las concentraciones de los estandares

Obteniendo los valores de la pendiente y la ordenada al origen se sustituyen

en la ecuacion de regresion lineal.

Para el ejemplo se tomo el valor promedio de absorbancia del azucar blanco

en el mes de abril que es de 0.014 para calcular la concentracion de fenoles.

Despejando

0.00936 mg/ mL eq. GAE
0.00936 mg/ mL eq. GAE x FD

FD= 8000
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0.00936 mg/ mL x 8000 = 74.92mg

Dividir este valor final por la masa introducida de la muestra en el momento

de hacer la disolucion.
(Analisis de Abril de azdcar blanco)

Para calcular el coeficiente de correlaciéon se utiliz6 la siguiente

ecuacion:

RESULTADOS DE FENOLES POR EL METODO DE FOLINCIOCALTEU

En la tabla N° 5 se observa el contenido de fenoles en cada una de las
muestras de andlisis, los resultados se obtuvieron en mg equivalentes de

acido galico/g de muestra.

Tabla N° 5: Resultados mensuales de fenoles totales, por el método de

Folinciocalteu en azucar blanco, moreno y melaza.

Mes Azucar blanco Azlcar moreno Melaza
Fenoles mg GAE/g Fenoles mg GAE/g Fenoles mg GAE/g
Enero S I i
Febrero 508 | - |
Marzo 3.47 1258 | -
Abril 3.74 12.85 796.98
Mayo 3.74 10.17 836.84
Junio 4.28 11.51 852.78
Promedio 4.14 11.77 828.86
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En la tabla N° 5 se observa que de los productos analizados, por el método
de Folinciocalteu, la melaza posee el mayor contenido de fenoles, seguido
por el azticar moreno y el azucar blanco. Debido a que durante el proceso de
produccién del azlcar tras la cristalizacidon (proceso en el cual se forman los
cristales de sacarosa (34) hay perdidas de las sustancias que aportan color
(fenoles) (19) por lo que se ve reflejado en una disminucién del contenido
antioxidante, sin embargo, estas sustancias permanecen en la melaza por lo
tanto es el producto que presenta el mayor contenido de fenoles en este
estudio.

En el caso de la produccion de azucar blanco o moreno, para obtener azucar
blanco es necesario llevar a cabo la sulfitacion (proceso que elimina
sustancias coloreadas), por ello el azucar blanco es el producto que

presenta el menor contenido de fenoles.

Los resultados se expresan en mg equivalente de acido galico por gramo de
muestra, debido a que el acido galico es utilizado como estandar de

calibracion para cuantificar fenoles, ya que es un compuesto fendlico puro.

Se observa que la diferencia del contenido de fenoles totales en cada

muestra con respecto a los meses analizados se mantiene estable.

Basados en la ingesta recomendada de fenoles en la dieta (segun Festy D
“‘Antioxidantes Guia Practica” (11)) y en el contenido de fenoles encontrados
en el azucar moreno y blanco en este estudio, a continuacion se presentan
los calculos realizados para obtener el aporte de antioxidantes por

cucharaditas de azucar:
La ingesta diaria recomendada de fenoles en la dieta es de 1g/dia (1)

1 cucharadita de azlcar 40 =4.6 g
Promedio del contenido de fenoles por gramo de azucar blanco = 0.00414 g

Promedio del contenido de fenoles por gramo de azucar moreno = 0.01177 g
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- Azlcar Blanco

0.00414 g de fenoles 1 g de azlcar blanco

1 g de fenoles X g de azucar blanco

X=241.54 g de azlcar blanco

4.6 g de azucar blanco 1 cucharadita de azucar
blanco

241.54 g de azucar blanco X cucharaditas de azlcar
blanco

X=52.5= 53 cucharaditas de azUcar blanco

- Azdcar Moreno

0.01177 g de fenoles 1 g de azucar moreno

1 g de fenoles X g de azucar moreno

X=84.96 g de azucar moreno

4.6 g de azUucar moreno ——— 1 cucharadita de aztcar moreno
84.96 g de azucar moreno ———— X cucharaditas de azucar
moreno

X=18.46 = 18 cucharaditas de aztcar moreno
Obteniendo estos resultados podemos decir:

241.54 g de azucar blanco= 53 cdtas de azucar blanco= 1g de antioxidantes

84.96 g de azucar moreno= 18 cdtas de azUcar moreno =1g de antioxidantes
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METODO DE TRICLORURO DE ALUMINIO PARA LA DETERMINACION
DE FLAVONOIDES

A continuacién se presenta la cascada de dilucidén realizada en el azucar
blanco, moreno y melaza para calcular su respectivo factor de dilucion:

20 g azucar blanco o moreno —— 80 mL H,0 destilada

1mL de solucion

0.5g de Melaza ———— 100 mL

1 mL de solucidon de melaza
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Cuando se realiz6 el método de Tricloruro de Aluminio en las muestras,
estas presentaron un color amarillo (ver figura N° 16), esto se debe a que el
cation de aluminio forma complejos estables con el flavonoide en etanol

evitando la interferencia de otras sustancias fenélicas.

Figura N° 16: Método de Tricloruro de Aluminio en azucar blanco, moreno y

melaza.

La absorbancia de color amarillo desarrollado se midié a una longitud de
onda de 420 nm en un espectrofotometro Ultravioleta-visible Shimadzu UV-
Mini-1240

En la tabla N° 6 podemos apreciar las diferentes absorbancias obtenidas en
la melaza, azucar blanco y moreno por el método de Tricloruro de Aluminio,

ademas se presenta los factores de dilucion.



Tabla N° 6: Absorbancias, Factor de dilucion de azucar blanco, moreno y melaza por el método de Tricloruro Aluminio

Azucar Blanco AzUcar moreno Melaza
Mes Absorbancia Promedio de Absorbancia Promedio de Absorbancia Promedio de
absorbancia por mes absorbancia por mes absorbancia por mes
Marzo/2013 0.190 0.386
0.192 0.387
0.194 o388 | e e
Abril/2013 0.102 0.339 0.694
0.197 0.344 0.70
0.193 0.349 0.706
Mayo/2013 0.145 0.388 0.629
0.143 0.384 0.635
0.141 0.380 0.641
Junio/2013 0.163 0.332 0.615
0.165 0.334 0.621
0.170 0.336 0.627
Factor de
o 80 80 100
diluciéon

98
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Para encontrar la concentracion de flavonoides para cada muestra, se
realizé una curva de calibracion utilizando el estandar de Quercitina al 95%
de pureza (ver anexo N° 3), de la cual se prepararon todas las diluciones de

los estandares con concentraciones de 0.5-50 pg/mL

En el siguiente cuadro se presentan las absorbancias dadas por los

estandares de Quercitina.

Cuadro N° 8: Concentracion vs absorbancia de los estandares de Quercitina

Concentracion |absorbancia
mg/mL X y
0.0005 0.006
0.001 0.031
0.0025 0.071
0.005 0.224
0.01 0.365
0.025 0.853

Curva de calibracion por el metodo de

AlCl3
0.9
08 - 35.1996x + 0.00201
N7 y= . X .
s 0.7 0.7 2_
8 06 R2=0,9935
_g 0.5 @ estandar
= (04
2 oa sk 033 M AZUCAR BLANCO
2 o
&

< 02 S ies A AZUCAR MORENO

0'(1) MELAZA

0 0.005 0.01 0.015 0.02 0.025 0.03

Concentracion mg/mL Quercitina

Figura N° 17: Curva de calibracién del método de Tricloruro de Aluminio
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Para realizar la curva de calibracion se grafico absorbancia vs concentracién
y se traz6 una linea de tendencia entre los puntos, la cual tiene la siguiente

ecuacion de regresion lineal:

Dénde:

: Absorbancia de la muestra
: Concentracion desconocida de la muestra
: Ordenada del origen

: Pendiente

La pendiente se calcula mediante la siguiente ecuacion:

: Concentracion del estandar
: Absorbancia del estandar
: Promedio de la concentracion del estandar.

: Promedio de la absorbancia del estandar.
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La ordenada en el origen se calculé6 mediante la siguiente ecuacion:

Dénde:
: Promedio de la absorbancia del estandar
: Pendiente

: Promedio de las concentraciones de los estandares

Obteniendo los valores de la pendiente y la ordenada al origen se sustituyen

en la ecuacion de regresion lineal.

Para el ejemplo se tomo el valor promedio de absorbancia del aztcar blanco
en el mes de abril que es de 0.197 para calcular la concentracion de

flavonoides.

Despejando

0.005539 mg/ mL eq. GAE
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0.005539 mg/ mL eq. GAE x FD
FD= 80
0.005539 mg/ mL x 80 = 0.4431mg

Dividir este valor final por la masa introducida de la muestra en el momento

de hacer la disolucion.
(Analisis de Abril de azlcar blanco)

Para calcular el coeficiente de correlaciéon se utilizé la siguiente

ecuacion:

0.9935

RESULTADOS DE FLAVONOIDES POR EL METODO DE TRICLORURO
DE ALUMINIO

En la tabla N° 7 se observa el contenido de flavonoides en cada una de las
muestras de andlisis, los resultados se obtuvieron en mg equivalentes de

Quercitina/g de muestra.
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Tabla N° 7: Resultados mensuales del contenido de flavonoides, por el

método de Tricloruro de Aluminio en azucar blanco, moreno y

melaza.
Azucar blanco Azlcar moreno Melaza
Mes Flavonoides mg Flavonoides mg Flavonoides mg
Quercitina/g Quercitina/g Quercitina/g

Marzo 0.021 0043 | -

Abril 0.022 0.038 2.36

Mayo 0.016 0.043 2.14

Junio 0.018 0.037 2.09
Promedio 0.019 0.040 2.196

En la tabla N° 7 se presentan los resultados obtenidos por el método de
Tricloruro de Aluminio para determinar flavonoides, se observa que el
contenido de flavonoides de cada una de las muestras analizadas es menor
en comparacion con el contenido de fenoles totales que se presentan en la
tabla N° 5, esto se debe a que los fenoles engloban los flavonoides, por lo
tanto si existe perdida de fenoles durante la produccién del azdcar también
se pierden flavonoides esto se ve reflejado en los resultados de la melaza
con el mayor contenido de flavonoides, seguido por el azdcar moreno y
blanco.

Los resultados se expresan en mg equivalentes de Quercitina por gramo de
muestra, debido que la Quercitina es el flavonoide cuya estructura presenta
la posiciones ideales del grupo — OH, posee una potente actividad

antioxidante, que llega a ser 5 veces mayor que la vitamina E y C (15).



92

- METODO DE ABTS PARA LA DETERMINACION DE CAPACIDAD
ANTIOXIDANTE @,

A continuacién se presenta la cascada de dilucion realizada en el azlcar

blanco, moreno y melaza para calcular su respectivo factor de dilucion:

20 g azucar blanco o moreno —— 80 mL H,0 destilada
Radical ABTS’
0.1mL de solucion ———— 10.0mL
0.5g de Melaza ——— 100 mL
Radical ABTS®

0.1mL de solucibon —— — 10.0 mL
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Durante el desarrollo del método, se observé una decoloracién del radical
cationico ABTS™, debido a que los antioxidantes contenidos en la soluciones
de melaza, azucar blanco y moreno, tienen la capacidad de neutralizar al
radical ABTS™, esto se ve reflejado en un descenso de absorbancia y una
disminucion de color azul-verde intenso (ver figura N° 18).

Figura N° 18: Método de ABTS en azucar blanco, moreno y melaza.

El descenso de absorbancia se midié a una longitud de onda de 734nm.

En la tabla N° 8 podemos apreciar las diferentes absorbancias obtenidas en
la melaza, azUcar blanco y moreno por el método ABTS, las cuales se
leyeron en un espectrofotdmetro Ultravioleta-visible Shimadzu UV-Mini-1240,

ademas se presenta los factores de dilucion.



Tabla N° 8: Absorbancias, Factor de dilucién de azdcar blanco, moreno y melaza por el método ABTS.

Azlcar Blanco Azlcar moreno Melaza
Mes _ _ Promedio de . . Promedio de . ) Promedio de
Absorbancia | Absorbancia ) Absorbancia | Absorbancia . Absorbancia | Absorbancia .
absorbancia absorbancia absorbancia
Inicial Final i Inicial final i inicial final .
final por mes final por mes final por mes
Abril/ 0.627 0.528 0.522
0.708 0.625 0.708 0.525 0.708 0.511
2013 0.623 0.522 0.500
Blanco 0.667 0.667 0.646
Mayo/ 0.558 0.402 0.418
0.715 0.555 0.715 0.399 0.715 0.414
2013 0.552 0.397 0.410
Blanco 0.563 0.563 0.607
Junio/ 0.635 0.548 0.456
0.704 0.631 0.704 0.544 0.704 0.454
2013 0.628 0.540 0.452
Blanco 0.646 0.646 0.607
Factor
de 8,000 8,000 10,000
dilucion

V6
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Para encontrar la concentracion de la actividad antioxidante para cada
muestra, se realizé una curva de calibracion utilizando el estandar de Trolox
al 97% de pureza (ver anexo N° 3), de la cual se prepararon todas las
diluciones de los estdndares con concentraciones de 5-500 pg/mL

En el siguiente cuadro se presentan las absorbancias dadas por los
estandares de Trolox.

Cuadro N°9: Concentracion vs absorbancia de los estandares de Trolox

mg/mL.
Concentracion | Absorbancia

mg/ mL X y

0.005 0
0.01 0.011
0.025 0.026
0.05 0.136
0.1 0.246
0.25 0.454

Curva de calibracion del metodo ABTS
0.7
06 1,249.57x + 0.0092
V'S y=1,249.57x + 0.
.g 0.5 P R?=0,8694
c
g 04 @ Estandares
g 03 W Azucar Blanco
2 02 *
) A Azucar Moreno
0.1 O Melaza
0 ’ [ |
0 0.2 0.4 0.6
Concentracion mg/mL

Figura N° 19: Curva de calibracién del método radical catibnico ABTS.
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Para realizar la curva de calibracion se grafico absorbancia vs concentracién
y se traz6 una linea de tendencia entre los puntos, la cual tiene la siguiente

ecuacion de regresion lineal:

Dénde:

: Absorbancia de la muestra
: Concentracion desconocida de la muestra
: Ordenada del origen

: Pendiente

La pendiente se calcula mediante la siguiente ecuacion:

: Concentracion del estandar
: Absorbancia del estandar
: Promedio de la concentracion del estandar.

: Promedio de la absorbancia del estandar.
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La ordenada en el origen se calcula mediante la ecuacion:

Dénde:
: Promedio de la absorbancia del estandar
: Pendiente

: Promedio de las concentraciones de los estandares

Obteniendo los valores de la pendiente y la ordenada al origen se sustituyen

en la ecuacion de regresion lineal.

Porcentaje de inhibicion se calcula mediante la ecuacion:

Para ejemplo se eligié un valor del mes de Abril del aztcar blanco, que es
0.165

147.17 (este valor sustituye en la ecuacion de regresion lineal)
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En el método ABTS se calcula el porcentaje de inhibicién (disminucion del

color), que sustituye "y" en la ecuacion de regresion lineal.

Despejando

0.1177 mg/ mL eq. Trolox x FD (Ver anexo N° 5)

0.1177 mg/ mL x 8,000 = 942.20mg (analisis de Abril de la melaza)

Dividir este valor final por la masa introducida de la muestra en el momento

de hacer la disolucion.

Para calcular el coeficiente de correlacion se utilizd la siguiente

ecuacion:

0.8695
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RESULTADOS DE CAPACIDAD ANTIOXIDANTE POR EL METODO
RADICAL CATIONICO ABTS.

En la tabla N° 9 se observa el contenido de capacidad antioxidante en cada
una de las muestras de andlisis, los resultados se obtuvieron en mg

equivalentes de Trolox/g de muestra.

Tabla N° 9: Resultados mensuales del contenido de actividad antioxidante,
por el método de ABTS en azucar blanco, moreno y melaza.

Azlcar blanco Azlcar moreno Melaza
Mes Actividad antioxidante | Actividad antioxidante Actividad antioxidante
mg Trolox/g mg Trolox/g mg Trolox/g
Abril 47.11 51.63 1,535.97
Mayo 45.12 52.11 1,605.33
Junio 46.15 50.10 1,551.51
Promedio 46.13 51.28 1564.27

Como podemos observar la tabla N° 9, la melaza contiene mayor actividad

antioxidante seguido por el aztcar moreno y azucar blanco.

Durante la investigacion se ha comprobado que las muestras analizadas
contienen fenoles y flavonoides, estos compuestos son capaces de ejercer
una actividad antioxidante, por ello decimos que la melaza es la que posee
mayor capacidad antioxidante por presentar un alto de contenido de fenoles

y flavonoides.

Los resultados se expresan en mg equivalentes de Trolox, que es un
analogo de la vitamina E utilizado como estandar para determinar la

actividad antioxidante.
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RESUMEN DE LOS RESULTADOS OBTENIDOS DE FENOLES,
FLAVONOIDES Y CAPACIDAD ANTIOXIDANTE EN MELAZA, AZUCAR
BLANCO Y MORENO EN ESTE ESTUDIO.

Tabla N° 10: Promedio de los resultados obtenidos de fenoles, flavonoides y
capacidad antioxidante en melaza, azucar blanco y moreno en

este estudio

_ Capacidad
Muestra Fenoles Flavonoides o
Antioxidante
Azucar Blanco 4.14 11.77 828.86
Azucar Moreno 0.019 0.040 2.196
Melaza 46.13 51.28 1,564.27

Segun los resultados obtenidos se puede concluir que la melaza es el
producto que mayor contenido de antioxidantes posee, seguido por el azucar

moreno y en menor cantidad el azacar blanco.

- DETERMINACION DE LA VARIACION DE ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE

A continuacion se presentan los resultados obtenidos en el andlisis de la
actividad antioxidante en % de inhibicion de la melaza, azucar blanco y
moreno.

Tabla N° 11: Porcentajes de inhibicion de azucar blanco, moreno y melaza

% de inhibicién

Meses Azlcar blanco | Azucar moreno Melaza
Abril 147.17 161.29 161.22
Mayo 140.97 162.79 168.50
Junio 144.17 156.53 162.85




101

Se presentan los célculos estadisticos realizados para determinar si existe o
no una variacion significativa en el contenido de actividad antioxidante en las

muestras analizadas.

CONTRASTE DE HIPOTESIS SOBRE LA VARIACION DE LA ACTIVIDAD
ANTIOXIDANTE @,

Estudio Estadistico de t de student para dos colas

Formulas Estadisticas

Varianza

Donde:
Porcentaje de inhibicion
Promedio de porcentaje de inhibicion

Numero de datos

Estadigrafo de contraste

Donde:
Promedio de porcentaje de inhibicion
Numero de datos
Varianza

Valor inicial
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Contraste de hipdtesis sobre la variacion de la actividad antioxidante

en azucar blanco.

Cuadro N° 10: Recopilacion de datos utilizados en el célculo del estadigrafo
de contraste de la t de student para azlUcar blanco

Abril = 147.17
% de inhibicion Mayo= 140.97
Junio= 144.17
Media de % de inhibicion 144.10
Valor inicial 147.17
Numero de datos 3
Grados de libertad 2

¢ Existe variacion significativa en la actividad antioxidante del azucar blanco

durante los meses analizados?
Nivel de significacion= 0.05 (5%)
Planteamiento de hipotesis

Hipotesis nula Ho= No existe variacion significativa de la actividad

antioxidante del azucar blanco durante los tres meses analizados
Ho= W = po=147.17

Hipotesis alternativa H,= EXxiste una variacién significativa de la actividad

antioxidante del azucar blanco durante los tres meses analizados

Ho= P # p = 147.17

Célculo de la Varianza
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Céalculo del Estadigrafo de contraste

Cuadro N° 11: Resultados del método estadistico de t de student para
verificar la variaciéon de actividad antioxidante en azUcar

blanco.
AZUCAR BLANCO
Nivel de significacion 5%
Estadigrafo de contraste -1.71
Valor critico para el 5% 4.30 (ver anexo N° 5)
El valor del estadigrafo de contraste
Decision estadistica pertenece a la region de aceptacion
por lo tanto aceptamos la hipotesis
nula
No existe variacion significativa de
Decision no estadistica la actividad antioxidante del azucar
blanco durante los meses
analizados




104

Para ejemplo se realizé una gréfica de la campana de Gauss para el azlUcar
blanco (ver figura N°20), para observar el valor del estadigrafo de contraste,
el cual pertenece en la region de aceptacion.

ff"' \  tdetrabajoo= 430

REGIONCRITICA  / Y REGIONCRITICA

a/z / a2

Figura N° 20: Campana de Gauss para el aztcar blanco.

Contraste de hipoOtesis sobre la variacion de la actividad antioxidante
en azucar moreno

¢ Existe variacion en la actividad antioxidante del azicar moreno durante los
meses analizados?

Nivel de significacion= 0.05 (5%)
Planteamiento de hipotesis

Hipotesis nula Ho= No existe variacion significativa de la actividad
antioxidante del azucar moreno durante los tres meses analizados

Ho= [ = Ho= 161.29

Hipotesis alternativa H,= EXxiste una variacién significativa de la actividad
antioxidante del azicar moreno durante los tres meses analizados

H.=p # p = 161.29
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Cuadro N° 12: Recopilacion de datos utilizados en el célculo del estadigrafo
de contraste de la t de student para aztcar moreno.

Abril = 161.29
% de inhibicién Mayo= 162.79
Junio= 156.53
Media de % de inhibicion 160.20
Valor inicial 161.29
Numero de datos 3
Grados de libertad 2

Célculo de la Varianza

Célculo del Estadigrafo de contraste
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Cuadro N° 13: Resultados del método estadistico de t de student para
verificar la variacion de actividad antioxidante en azucar
moreno.

AZUCAR MORENO

Nivel de significacion

5%

Estadigrafo de contraste

- 0.5797

Valor critico para el 5%

4.30 (ver anexo N°5)

Decision estadistica

El valor del estadigrafo de contraste
pertenece a la regién de aceptacién

por lo tanto aceptamos la hipétesis
nula

No existe variacion significativa de
la actividad antioxidante del azlcar
moreno durante los meses
analizados

Decision no estadistica

Para ejemplo se realiz6 una grafica de la campana de Gauss para el azucar
moreno (ver figura N° 21), para observar el valor del estadigrafo de

contraste, el cual pertenece en la region de aceptacion.

t de trabajo a= 4.30

REGION CRITICA REGION CRITICA
a2 af2

y REGION DE ACEPTACION N

Figura N° 21: Campana de Gauss para el azicar moreno

Contraste de hipo6tesis sobre la variacion de la actividad antioxidante
en melaza

¢ Existen variaciones en la actividad antioxidante de la melaza durante los
meses analizados?

Nivel de significacion= 0.05 (5%)
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Planteamiento de hipotesis

Hipdtesis nula Ho= No existe variacion significativa de la actividad
antioxidante de la melaza durante los tres meses analizados

Ho = M= Ho= 161.22

Hipétesis alternativa H,= Existe una variacion significativa de la actividad
antioxidante de la melaza durante los tres meses analizados

Ho= P #p = 161.22

Cuadro N° 14: Recopilacion de datos utilizados en el calculo del estadigrafo
de contraste de la t de student para melaza.

Abril = 161.22
% de inhibicidon Mayo= 168.50
Junio= 162.85
Media de % de inhibicion 164.19
Valor inicial 161.22
Numero de datos 3
Grados de libertad 2

Céalculo de la Varianza
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Célculo del Estadigrafo de contraste

Cuadro N° 15: Resultados del método estadistico de la t de student para

verificar la variacion de actividad antioxidante en melaza.

MELAZA
Nivel de significacion 5%
Estadigrafo de contraste 1.34
Valor critico para el 5% 4.30 (ver anexo N° 5)
El valor del estadigrafo de contraste
Decision estadistica pertenece a la region de aceptacion
por lo tanto aceptamos la hipotesis
nula
No existe variacion significativa de
Decision no estadistica la actividad antioxidante de la
melaza  durante  los meses
analizados

Para ejemplo se realizé una grafica de la campana de Gauss para la melaza
(ver figura N° 22), para observar el valor del estadigrafo de contraste, el cual

pertenece en la region de aceptacion.
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t de trabajo a= 4.30

REGION CRITICA REGION CRITICA
afz af2

7~ REGION DE ACEPTACION e

3 2 1 o 1 2 3

1.34

Figura N° 22: Campana de Gauss para la melaza.

Con el fin de comparar los valores obtenidos en esta investigacion, con otros

alimentos conocidos por su actividad antioxidante (19), y que son consumidos

por la poblacion Salvadorefia se realizo6 una busqueda bibliografica, cuyo

resultado se resume en la tabla N° 12.

Tabla N° 12: Comparacion de la cantidad de fenoles, flavonoides y

capacidad antioxidante determinados por distintos autores
en distintos productos vs los resultados obtenidos de las

muestras analizadas

Alimento Fenoles totales Flavonoides Capacidad
mg GAE /100g mg Quercitina/100g Antioxidante
umoles Trolox /100g

Mora 118.9 - 125.8

Manzana 129.7 61 -

Tomate 15 1 -

Uva 117.1 - 161.5

Naranja - - 113,000

Panela 383.7 - -

Vino tinto - - 5,000-15,000

*AzOcar 414 1.9 18,822

Blanco

*Azlcar 1,170 4.0 20,628

Moreno

*Melaza 73,226 236 613,676

* Muestras analizadas
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Nota: La melaza posee un color oscuro que ocasiona interferencia al
momento de obtener los resultados, por lo tanto se realizaron diluciones para

corregir las interferencias.

En la tabla N° 12 podemos observar las diferencias en el contenido de
fenoles, flavonoides y actividad antioxidante, que poseen diferentes
alimentos y que han sido analizados por diferentes autores, y los productos

gue se analizaron en esta investigacion.

Las diferencias ocurren dependiendo del tipo de fenoles y flavonoides
contenidos en los alimentos y de acuerdo a la potencia de la actividad

antioxidante que estos posean.



CAPITULO VI

CONCLUSIONES
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6.0 CONCLUSIONES

Por medio de la cuantificacion de fenoles, por el método de Folinciocalteu
se determiné que las muestras analizadas poseen una cantidad

nutricionalmente importante de fenoles.

La determinacién de flavonoides por el método de Tricloruro de Aluminio
demostré que el azicar moreno, blanco y melaza contienen pequefias
cantidades de flavonoides, comparado con el contenido de fenoles
encontrados, esto se debe a que los fenoles engloban tanto los

flavonoides como otras sustancias fendlicas.

En el desarrollo del método radical cationico ABTS, se demostré que las
muestras estudiadas, poseen una actividad antioxidante debido a la

presencia de fenoles y flavonoides

De los productos azucareros analizados, la melaza es el producto mas
rico en fenoles, flavonoides y actividad antioxidante, esto se debe a que la
melaza sufre menor perdida de sustancias que aportan color (fenoles y
flavonoides), durante su proceso de obtencién, seguido por el azucar

moreno y el azucar blanco.

La variacion de la actividad antioxidante se verificO mediante el contraste
de hipotesis de la t de student con un nivel de significancia del 5%,
demostrando que no existe variacion significativa en la actividad
antioxidante en la melaza, azucar blanco y moreno durante los 3 meses

analizados.
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6- La ingesta diaria recomendada bibliograficamente de antioxidantes es
de 1 gramo, lo que de acuerdo a los resultados de esta investigacion
equivale a 18 cucharaditas de azUcar moreno o 53 cucharaditas de

azucar blanco.



CAPITULO VII

RECOMENDACIONES
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7.0 RECOMENDACIONES

1- Divulgar a la poblacién a través de la entidad correspondiente que el

azucar moreno contiene mas antioxidantes que el azlucar blanco.

2- Realizar en estudios posteriores, determinaciones de antioxidantes en
muestras que tengan caracteristicas de color similar a la melaza,
diluciones que ayuden a evitar la interferencia por el color de la muestra,

al momento de obtener los resultados.

3- Evitar la luz durante la cuantificacion de antioxidantes, ya que los

reactivos utilizados en los métodos aplicados son fotosensibles.

4- Emplear el presente estudio como guia base para determinaciones
similares de fenoles, flavonoides y actividad antioxidante en diversos
alimentos de consumo Salvadorefio, y asi investigar otros alimentos que

contribuyen con el bienestar y fortalecimiento de la salud humana.

5- Realizar estudios a largo plazo sobre la estabilidad de la capacidad

antioxidante en productos azucareros.

6- Llevar a cabo estudios de la capacidad antioxidante en cada una de las

etapas del proceso de obtencion de melaza, azUcar blanco y moreno.

7- Investigar el tipo especifico de fenoles y flavonoides presentes en la

melaza, azucar blanco y moreno, considerando el presente estudio.
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GLOSARIO

Alimento: El alimento es cualquier sustancia normalmente ingerida por los

seres vivos con fines: nutricionales y psicoldgicos @,

Anticancerigeno: Previene el agente fisico, quimico o biolégico que induce

al desarrollo del cancer

Antimicrobiano: es una sustancia que mata o inhibe el crecimiento de

microbios, tales como bacterias, hongos, parasitos o virus

Apoptosis: es el conjunto de reacciones bioquimicas que ocurren en las
células cuando se diferencian y ejercen funciones normales, concluyendo
tras un cierto numero de divisiones celulares con la muerte celular de una
forma ordenada y silenciosa; por lo que a la apoptosis se le conoce

como muerte celular programada .

Carotenoides: son compuestos quimicos responsables de la gran mayoria
de los colores amarillos, anaranjados o rojos presentes en los alimentos
vegetales, y también de los colores anaranjados de varios alimentos

animales
Célula: Es la unidad morfoldgica y funcional de todo ser Vivo g

Cristalizacién: Es un proceso por el cual se forma un soélido cristalino, ya
sea a partir de un gas, un liquido o una disolucién. La cristalizacion es un
proceso en donde los iones, atomos o moléculas que constituyen la red

cristalina crean enlaces hasta formar cristales

Fagocitosis: Capacidad de algunas células de destruir las bacterias o

agentes nocivos para el organismo

Oxidacion: La oxidacion es una reaccion quimica donde un metal o un no

metal ceden electrones, y por tanto aumenta su estado de oxidacion (4



Peroxidacion lipidica: hace referencia a la degradacion oxidativa de los
lipidos. Es el proceso a través del cual los radicales libres capturan

electrones de los lipidos en las membranas celulares s,

Quercetina: Es un flavonoide ampliamente distribuido en el reino vegetal, se
trata de un compuesto polifendlico, entre las principales virtudes de la
guercetina destaca su poder removedor sobre los radicales libres, ejerciendo
un papel citoprotector en situacion de peligro de dafio celular s

Reduccién: Es una reaccion quimica donde un metal o un no metal acepta

electrones @,

Xenobidtico: La palabra xenobiotico deriva del griego "xeno" ("extrafio”) y
"bio" ("vida"). Se aplica a los compuestos cuya estructura quimica en la
naturaleza es poco frecuente o inexistente debido a que son compuestos

sintetizados por el hombre en el laboratorio @



ANEXOS



ANEXO N°1

LISTADO DE CRISTALERIA'Y EQUIPO

CRISTALERIA EQUIPO

Pipeta volumétrica de 1.0 mL - Espectrofotometro
Ultravioleta-Visible

Pipeta volumétrica de 2.0 mL Shimadzu UV-Mini-1240
Pipeta volumétrica de 5.0 mL - Refractometro ATAGO
rx5000

Pipeta volumétrica de 10.0 Ml

- Balanza semianalitica

Balén volumétrico de 10.0 mL

Balon volumétrico de 100.0 mL

Vaso de precipitados de 50 mL

Vaso de precipitados de 250 mL

Bureta de vidrio de 25.0 mL

Agitador de vidrio

Tubos de ensayo graduados



ANEXO N° 2

PREPARACION DE REACTIVOS ()
Solucién de Na,CO3

- Pesar en balanza semianalitica 20 g de carbonato de sodio
- Disolver en 25 mL de agua destilada
- Trasferir a un balén volumétrica de 100.0 mL y llevar a volumen con agua

destilada.
Solucién Stock de Acido Galico

- Pesar en balanza analitica 0.05 g de acido galico.
- Disolver en 10 mL de etanol
- Trasferir a balén volumétrico de 100.0 mL y llevar a volumen con agua

destilada.
Solucién de AICI;

Pesar en balanza analitica 2 g de Tricloruro de Aluminio
Disolver en 25 mL de etanol
Transferir a un balén volumétrico de 100.0 mL y llevar a volumen con

etanol.
Solucién Stock de Quercitina

- Pesar en balanza analitica 0.05 g de estandar de quercitina
- Disolver en 25 mL de etanol a 80%

- Trasferir a un balén volumétrico de 100.0 mL y aforar con etanol al 80%
Solucion de ABTS 7mM

- Pesar en balanza analitica 0.0384 g de sal amonica cristalizada de ABTS

- Disolver en 5 mL de agua destilada



- Trasferir a un balén volumétrico de 10.0 mL y llevar a volumen con agua

destilada
Solucién de K»S,052.45 mM

- Pesar en balanza analitica 0.0662 g de Persulfato de potasio
- Disolver en 25 mL de agua destilada
- Transferir a un balén volumétrico de 100.0 mL y llevar a volumen con

agua destilada
Solucion Stock de TROLOX:

- Pesar en balanza analitica 0.050 g de reactivo de Trolox
- Disolver en 25 mL de etanol
- Transferir a un balén volumétrico de 100.0 mL y aforar con etanol.



ANEXO N° 3
Pureza de los estandares

Acido galico: 100%

LOGIN REGISTER C

SIGMA-ALDRICH® PprobucTs-  SERVICES - SUPPORT - m

El Salvador Home » G734 - Gallic acid

G7384 SIGMA

Gallic acid 0O

97.5-102.5% (titration) HO

& DOWHLOAD MSDS (POF} OH
Synonym: 3,4,5-Triwdroxybenzoic acid

CAS Humber 149-91-7 ~ Linear Formula (HO}zCgH2COzH ~ Molecular Weight 170.12 H O
Beilstein Registry Humber 2050274 EC Humber 205-749-9 MDL number MFCD00002510

PubChem Substance 1D 24895304 7 O H

{EPOPULAR DOCUMENTS: SPECIFICATION SHEET (PDF) | FTHMR (PDF) Q

Quercitina: 95%
50mg — 95%
X — 100%

X=52.6mg 50 mg

LOGIN REGISTER CHAWGE COUNTRY

SIGMA-ALDRICH" probucts:  services - surporT- Y

ORDER CENTER ~ ADWANCED SESRCH

El Salvador Home > 04951 - Guercetin

4957 SIGIVIA
Quercetin
285% (HPLC), solid
< DOWHLOAD MSDS (PDF)

Synonym: 2-(3,4-Dihydroxyphenyl)-3,5,7 -trilydroxy-4H-1 4 . 3,3,4,5,6- Quercetin-3- HO
O-rhamnoside

CAS Humber 117-39-5 = Empirical Formula (Hill Hotation) CysH 707 = Molecular Weight 302.24
Beilstein Registry Humber 317313 EC Humber 204-1871 MDL number MFCD00006828
EPOPULAR DOCUMENTS: SPECIFICATION SHEET (PDF) Q



Trolox: 97 %
50mg — 97%
X — 100%

X=51.5mg 50 mg

SIGMA-ALDRBRICH " probucts-  SERVICES -  SUPPORT -

El Salvador Home > 238813 - (+)-6-Hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchromane-2-carboxylic acid

(£)-6-Hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchromane-2- CHs
carboxylic acid HO o]
97%

4 DOWHLOAD MSDS (PDF) OH

Synonym: Trolox HSC O CH3

CAS Humber §3188-07-1  Empirical Formula (Hill Hotation) C4H04  Molecular Weight 250,29 C H3
Beilstein Registry Humber 1384051 EC Humber 258-422-8 MOL number MFCD00006346

PubChem Substance 1D 24854347 (1

EPOFULMR DOCUMENTS: FTHMR (PDF}



ANEXO N° 4

Tabla N° 13: Condiciones de almacenamiento (temperatura y humedad), de
azucar blanco y moreno.

Enero | Febrero | Marzo Abril Mayo | Junio
Temperatura °C 31.5 31.7 30.5 33.0 30.6 28
Humedad 47.4 50.5 49.3 53.8 59.3 68
Melaza

Temperatura °C: 29
Humedad: 81

Condiciones de trabajo
Temperatura °C: 21

Humedad: 32



ANEXO N°5

Distribucion t. @

Tabla N° 14: Valores criticos de la distribucion t de Student.

i
—a—""/

< o z

Tabla distribucién t. Dos colas, probabilidad dentro(%)/fuera(0.00) del intervalo pt t,.o/vn

Valor de t para un intervale de confianza de 90% 95% 98% 99%
Valor critico de | 1| para valores de P de nimero

de grados de libertad 0.10 0.05 0.02 0.01
1 6.31 12.71 3182 6366
2 292 4.30 6.96 9.92
3 2.35 3.18 4.54 5.84
4 213 2.78 3.75 4.60
5 2.02 257 3.36 4,03
6 1.94 245 3.14 3.7
7 1.89 236 3.00 3.50
8 1.86 2.31 2.90 3.36
9 1.83 2.26 2.82 3.25
10 1.81 2.23 2.76 3.17
12 1.78 2.18 2.68 3.05
14 1.76 214 2.62 2.98
16 1.75 212 2.58 2.92
18 1.73 210 2.55 2.88
20 172 2.09 2.53 2.85
30 1.70 2.04 2.46 275
50 1.68 2.01 2.40 2.68
o 1.64 1.96 2.33 2.58




