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RESUMEN

En el presente estudio se determind el contenido de 'antocianinas, polifendles
totales y capacidad antioxidante en dos clones de papa nativa del género
Solanum de pulpa azul (clon 304239) y roja (clon 303851).

Se determind el efecto de pH (3.0, 4.0) y solvente (acetona, etanol) en la
extraccién sobre el contenido de antocianina, de acuerdo a los resultados del
analisis estadistico realizado para ambos clonés indica que existen diferencias
significativas a un nivel de confianza de 0.05 en el contenido de antocianinas
entre los dos solventes, sin embargo existe diferencia significativa en el pH
para el clon 304239 y no asi para el clon 303851. El contenido de antocianinas
presentes en el clon 304239 y clon 303851 fueron 0.8044 y 0.1683 mg Cy-3- -

glu/ g MF respectivamente.

| El contenido de polifenoles totales encontrados fueron de 1.836 y 1.082 mg
acido gélico/ g MF para el clon 304239 y clon 303851 respectivamente. El .
contenido de carotenoides presentes fueron 10.405 y 4.860 ug j-caroteno/g
MF para el clon 304239 y clon 303851 respectivamente. Los valores de acido
ascorbico obtenidos fueron 7.943 y 7.371 ug &4 ascérbico/g MF para el clon

303851 y clon 304239 respectivamente.

Se determiné la capacidad antioxidante a una Concentracion Inhibitoria del
50% (IC50%), el clon 304239 (27.52 ug/ml) mostré menor concentracion que el
clon 303851 (76.15 ug/ml), dado que cuanto menor es el valor de IC50 mayor
es el poder antioxidante. Los compuestos funcionales responsables de esta
actividad antioxidante en las papas nativas son los &cidos fendlicos,
flavohoides, antocianinas, acido ascérbico, carotenoides y tocoferoles

Palabras Claves: Antocianinas, polifendles t{otales, acido ascodrbico,

carotenoides, actividad antioxidante, genero Solanum.
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INTRODUCCION

~Un alimento se considera funcional porque, ademas de destacar por sus
propiedades nutritivas, contiene ciertos elementos, cuyo consumo diario dentro
. de una dieta equilibrada contribuye a mantener o mejorar nuestro estado de
" salud y bienestar. La papa es considerado un alimento funcional o fuente de
nutracéuticos debido a la presencia de metabolitos secundarios que pueden
prevenir enfermedades crénicas o controlarlos una vez desarrollados. Los
polifendles aparecen como parte de esta amplia gama de elementos
funcionales y en los ultimos afos se ha determinado su fuerte relacién con la
disminucién de enfermedades como el cancer, debido a su elevada actividad
antioxidante. Algunos de estos compuestos aparte de poseer las propiedades
mencionadas, se presentan como sustancias utiles para la industria alimentaria

tal como es el caso de los pigmentos denominados antocianinas.

En las ultimas décadas, la incidencia de enfermedades oncégenas y
enfermedades cardiovasculares han aumentado. Esto se debe entre otros
factores a la generacion de radicales libres producto de fotocatalisis de
contaminantes en la atmésfera o de la contaminacién del agua por metales
pesados, humo del tabaco, hébitos de alimentacién,

El consumo de tubérculos frescos de papas nativas por parte de la poblacién
andina es muy importante ya que la mayor parte de su-produccién se destina
al autoconsumo. Las papas pigmentadas proveen una fuente natural de
fenoles, pues contienen antocianinas que son compuestos hidrosolubles
“responsables de los colores azul, pirpura y rojo de muchas frutas y vegetalés;
El contenido de polifendles y antocianinas presentes en los vegetales estan
asociados con la salud debido a su actividad antioxidante, por consiguiente la
importancia de realizar estudios, como una alternativa de reemplazar los
antioxidantes sintéticos (BHT, BHA y TBHQ) por los naturales; entonces las
papas pigmentadas constituyen una fuente de alimentos funcionales dandole
"un valor agregado potencial, lo cual permitiria alcanzar nuevos mercados
alternativos como la industria alimentaria incluyendo los mercados de

suplementos dietéticos, cosméticos y farmacéuticos.
iX



ANTECEDENTES

- Lewis, et al., (1997). “Determination of Anthocyanins, Flavonoids and
- Phenolic Acids in Potatoes. I: Coloured Cultivars " of Solanum
" tuberosum L.” | .

En este estudio las principales antocianinas, flavondides y acidos fendlicos
de 26 cultivares de Solanum tuberosun L, con la cascara, pulpa coloreada,
“flores y hojas fueron identificadas y cuantificadas usando el método
analitico del HPLC. Los tubérculos rojos contienen abundante pelagonidin-
3-(p-coumaroyl-rutinésido)-5- glucésido (200-2000 pg/g MF) y peonidin-3-(p
‘coumaroyl- rutinésido)-5-glucoside (20-400 ug/g MF), los tubérculos

~ ligeramente - purpuras contienen = petunidin-3-(p-coumaroyl-rutinésido)-5- .

~ glucoside (1000-2000 pg/g MF) méas pequefias cantidades de malvidin-3-(p-

coumaroyl-rutindsido)-5- glucésido (20-200 pg/g MF). Los tubérculos

purpuras -~ contienen similares niveles de petunidin-3-(p-coumaroyl-

: rutinésido)-5-glucoside - junto a concentraciones altas de malvidin-3-(p-
. coumaroyl-rutinésido)-s-gludoside (2000-5000 pg/g MF).

La pulpa del tubérculo también contiene acido clorogénico (300-900 ug/g

| MF) y otros acidos fénélicos, concentraciones bajas de flavonéides (30 ug/g

MF). La cascara mostré niveles méas altos (1000-4000 ug/g MF) de acido

| clorogénico. Las rhayores antocianinas en flores fueron los rutinésidos u

~otros glicésidos de Pelargonidina, Petunidina Malvidina, Cianidina y

' '\Delfinidina. Los flavonéides fueron el kaempferol-3-rutinoside y 2 quercetin-

rhamnosa- glucésido. Flores y hojas contienen altas concentraciones de

flavondides.

- Rodriguez, et al.,(1998). “Anthocyanin Pigment Composition of Red-
. fleshed Potatoes”. - ‘ '

En esta investigacion se determiné la composicién del pigmento antocianina

en papas rojas (Solanum tuberosum y S.stenotomum), fueron: evaluados la

composicién cualitativa de antocianinas y el contenido de pigmentos de 33

cultivares como posibles fuentes de colorantes naturales de color rojo. El

contenido de antocianinas monoméricas fue determinado por el método pH
' X



diferencial-, los dos clones NDOP5847-1 y NDC4069 4 se encuentra en un
rango de 2 a 40 mg/100g tubérculos de peso fresco. La antocianina fue
caracterizada por HPLC, andlisis espectral y espectrosbopia de masas.
Todas las muestras de papa roja mostraron perfiles similares al pigmento
pelargonidina-3-rutinésido-5-glucésido acilados con &cido p-cumdrico. La
presencia de glicoalcaloides en los extractos de color fue detectado por

espectroscopia de masas.

' Brown, et al.,(2003). “Breeding studies in potatoes containing high
~ concentrations of anthocyanins”
Trabajo de investigacion que llevaron a cabo estudios de mejoramiento
sobre el comportamiento de clones de papa con niveles altos de
antocianinas. Los clones de pulpa roja mostraron esta caracteristica en
mayor proporcién, lo que sugiere un control multigénico del grado de
| pigmentacién. -
| . La pulpa roja varié desde una pigmentacién parcial a una pigmentacién
completa, en el cual el pigmento se encontraba presente en todos los
tejidos del tubérculo. La antocianina total vari6 de 6.9 a 35mg/100g de peso
- fresco en los clones de pulpa roja y de 5.5 a 17.1 mg en los de pulpa
morada; y su contenido en peso seco se ubica entre'el de las fresas y las
cerezas. La capacidad de absorbancia del radical oxigeno y la habilidad del
plasma para la reduccién del hierro revelaron que los niveles. de
. antioxidante en papas de pulpa roja o morada fueron de dos a tres veces

mayores que en las papas de pulpa blanca.

Al

Eichhorﬁ y Winterhalter, (2005). “Anthocyanins From Pigmented Potato
(Solanum tuberosum L.) Varieties”. \ |

En este estudio se demostré que las variedades de papas coloreadas son
una rica fuente de antocianinas, en particular de las derivadas aciladas.

De los cul;ivares “Hermanns Blaue”, “Highland Burgundy Red”, “Shetland
Black”, y “Vitelotte” las antocianinas fueron aisladas y caracterizadas, para
“esto se utilizaron una “combinacién de extraccion en fase sélida,
cromafografl'a contracorriente y HPLC; se lograron separar derivados del
acido cumarico (3-p-coumaroyl rutinésido — 5 - glucésido de Petunidina, ‘



Pelargonidina, Peonidina y Malvidina) ademas de ello se aislé el acido
clorogénico, también como las respectivas antocianinas no aciladas fuerén

obtenidas en alta pureza.

Lachman y Hamouz, (2005). “Red and purple coloured potatoes as a
significant antioxidant source in human nutrition”

| En este estudio se demostré6 que la papa es una fuente importante de
antioxidantes en la nutricién humana. Los antioxidantes principales de papa
son los polifendles, acido ascérbico, los carotenoides, toéoferoles, y el
selenio. La mayoria de los antioxidantes polifenélicos'contenidos en papas
son la L-tirosina, acido cafeico, clorogénico y cryptoclorogénico y acido
ferudlico. En papas pigmentadas de pulpas rojas y purpuras el contenido de
antocianinas aciladas son dos o tres veces més altos en antioxidantes-en
comparacién con la papa de pulpa blanca, los tubérculos de papa roja
contienen  glucésidos de pelargonidina y peonidina, papas moradas
glucésidos de malvidina y petunidina, nuevas variedades de papa de pulpa

roja y purpura son utilizados para la industria alimentaria y no alimentaria.

Cémpos, et al., (2006). “Antioxidant cabacity and secondary
metabolites 'in. four species of Andean tuber crops: native pbtato
(Solanum sp.), mashua (Tropaeolum tuberosum Ruiz & Pavon), Oca
(Oxalis tuberosa Molina) and uIIucé (Ullucus tuberosus Caldas)”.

En esta investigacién se estudiarén 4 especies de tubérculos andinos
ehdémicos y dorﬁesticados en los andes, 'papa nativa (Solanum sp.),
mashua (Tropaeolum tuberosum Ruiz & Pavon), oca (Oxalis tuberosa
‘Molina) y ulluco (Ullucus tuberosus Caldas), observandose su capacidad
antioxidante asociada a sus metabolitos secundarios. La capacidad
antioxidante se midi6 usando el método del radical ABTS- y los fenoles
totales, carotenoides, antocianinas, betaxantinas y betacianinas también
fueron caracterizados. - - ' |
La capacidad antioxidante encontrada en los cultivos estudiados esté en el
rango de 483 a 9800 ug trolox equiv/g, fenoles en el rango de 0.41 a
3.37mg &cido clorogénico equiv/g, antocianinas en el rango de 0.08 a
2.05mg Cianidina 3-glucosido/g y los carotenoides en el rango de 1 a 25 ug



B-caroteno/g. El contenido de componentes bioactivos fue alto y variable

entre los diferentes cultivos y el genotipo.

Andre et al., (2007). “Andean Potato Cultivars (Solanum tuberosum L)
as a Source of Antioxidant and Mineral Micronutrients”.

~ Trabajo de investigacion que evaluaron los tubérculos de papa como una
" fuente de antioxidantes y minerales para la dieta. Muestras de cultivares
nativos genéticamente diversa de Solanum tuberosum L. -en los Andes de
América del Sur fue obtenida de una coleccién de casi 1000 genotipos
utilizando marcadores microsatélites. Esta coleccion de 74 landraces,
representadores de la principal diversidad genética de papa del
germoplasma, fueron analizadas para la determinacion de hierro, zinc,
calcio, fendles totales, carotenoides totales y contenido de vitamina C. La
capacidad antioxidante hidréfilica de cada genotipo también estaba medida
utilizando el ensayo de la Capacidad de Absorbencia del Radical Oxigeno
-(ORAC). El contenido de hierro fue desde 29.87 a 157.96 pg/g de peso seco
(MS), el contenido zinc de 12.6 a 28.83 pg/g de MS, y el contenido calcio
de 271.09 a 1092 98 pug/g de MS. El contenido fendlico total vario entre
1. 12 y 12.37 mg eq de acido galico/lg de MS, el contenido total de
caroten0|des vario entre 2.83 y 36.21 ug/g de MS vy el contenido total de
vitamina_C vario entre 217.70 y 689.47 ug/y de MS. El rango de valores
hidréfilos. ORAC fue 28.25-250.67 pmol de eq Trolox/g de MS. La capacidad
antioxidante hidréfilica y el contenido fendlico total fue alta y positivamente
correlacionédo. Sin embarg:), este estudio demostr6 la amplia variabilidad
~ de micronutrientes elevados con promocion a la salud de papa nativas
dentro del germoplasma, asi como también la contribucion significaﬁva de
distintos tubérculos de papa pueden impartir el consumo alimenticio de

antioxidantes, hierro y zinc.

Chirinos, et al., (2007). ‘*‘Optimization of extraction conditions of
antioxidant phenolic compounds from mashua (Tropaeolum
tuberosum Ruiz & Pavén) tubers” ' '

Determind las condiciones optimas para la extraccion de compuestos

fendlicos, antocianinas, flavonoides y la actividad antioxidante con dos



genoﬁpos de mashua. Se determinaron mediante método convencional
' liquido-sélido. El contenido de fendles vy actividad antioxidante fueron
» ‘afectados por el tipo de disolvente, el pH, la proporcién de solvente-agua y
el tiempo de extraccién. En general, no hubo diferencias significativas en la
recuperacion de fenoles totales .y los valores ORAC al utilizar metanol al
- 90% y metanol / acetona / agua (45/45/10), ambos con 0,1% de HCI. Por el
contrario, la solucién de metanol al 90% con 0,1% HCI obtuvieron los mas
altos niveles de antociahinas, mientras que la mezcla de disolvente extrae
‘ altos niveles de flavanoles. Los extractos purificados de los genotipos de
mashua presentaron fenoles totales y el contenido de ORAC dentro de los
rangos 14.4-18.7 equivalentes mg de acido gdlico / g de MS y 221-359
equivalentes moles de Trolox / g MS, respectivamente. Los perfiles de
HPLC-DAD obtenidos de la purificacién de extractos fendlicos de los dos '
| genotipos de mashua mostraron diferencias en las propdrciones (% del area
 .- total a 280 y 520 nm) en funcion de los solventes seleccionados en este
- estudio. El alto contenido de compuestos fenolicos y actividad antioxidante
que se encuentra en los extractos purificados para ambos genotipos de
mashua, indico que los extractos de mashua podrian ser considerados

como una fuente potencial de nutraceuticos en el futuro.

Laéhman, et al., (2008). “Cultivar Differences of Total Anthocyanins
'~ And Anthocyanidins In Red And Purple-Fleshed Potatoes And Their
" Relation To Antioxidant Activity”. |
En esta investigaci,éh se determiné '\el total de antocianinas (TAC) y las
~ antocianidinas individual (AN) luego de la hidrdlisis, en la pulpa morada de
15 cultivares distintos de papas producidos en 5 diferentes localidades de
Republica Checa. El total de antocianinas expresadas en el contenido de
Cianidina varia entre 0.7 mg/100g MF (cv. Blue Congo) y 74.3 mg/100 g
(cv. Blaue Ludiano). Se determiné la actividad antioxidante (AA) in vitro por
los métodos de ensayo: ABTS, FRAP y DPPH. Alta AA se observaron en
los cultivares de Vitelotte,:Blaue Ludiano, Hafija, y Highland Burgundy Red.
Incrementandose por encima del nivel del mar, precipitaciones anuales
altas, y promedios bajos de temperatura anuales causaron alta AA'y TAC.

~ Un alto grado de hidroxilacién y/o metoxilacién de antocianinas individuales



pueden contribuir en conjuncién con otros fenoles a alta AA (Peohidina,

Delfinidina y Malvidina en los cultivares de Blue Congo, Highland Burgundy
" Red and Shetland Black).

-~ Consecuentemente los nuevos cultivares de pulpa roja y purpura con altas

| TAC y altamente metoxiladas y/o hidroxiladas AN, pueden ser una fuente

promisoria de antioxidantes en la dieta humana.



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Los radicales libres son causantes de numerosas enfermedades que provocan
- _reacciones en cadena, estas reacciones son eliminadas por la accién de otras
moléculas, los llamados antioxidantes. Comtinmente se utilizan antioxidantes
sintéticos como el butilhidroxitolueno (BHT) y butilhidroxianisol (BHA) en la
conservacién del alimento; sin embargo, recientemente ha surgido

preocupacion debido a su posible toxicidad, limitando su utilidad.

Frente a ésta situacién se refleja la necesidad de encontrar antioxidantes
efectivos provenientes de fuentes naturales para ser utilizados en la industria
alimentaria. Dentro de los polifencles, los flavondides presentan funciones
antioxidantes y atrapadoras de radicales libres que se traducen en acciones

anticarcinogénicas.

" El desconocimiento de nuevas fuentes de antioxidantes naturales nos obliga a
la realizacién de estudios fundamentales de los polifendles con relacién a la
" capacidad antioxidante de fuentes no convencionales. La regién andina es
bien conocida por la gran diversidad genética en diferentes tipos de cultivos
nativos que desafortunadamente han sido pobremente estudiados. Los cultivos
nativos muestran variabilidad en colores, formas, tamafios, constituyentes
nutricionales primarios y metabolitos bioactivos secundarios. Siendo una fuente
rica de antioxidantes en la dieta humana la papa -pig‘rﬁentada"(Genéro.
Solanum.), por lo que nos planteamos la sig“uiente interroganfe:

\
\

¢, Cudl sera la relacién entre el contenido de antocianinas y polifendles con la

capacidad antioxidante de los clones de papa pigmentada?

¢,Cudl es la capacidad antioxidante de los clones de papa nativa de pulpa azul .

yroja? . !

Xi



. OBJETIVOS

- = Objetivo general.

Determinar el contenido de antocianinas, polifendles totales y capacidad
~ antioxidante en dos clones de papa nativa del género Solanum de pulpa
azul (clon 304239) y roja (clon 303851).

- Objetivos especificos.

- Determinar el efecto de pH y solvente en la extraccién sobre el
contenido de antocianinas en los dos clones en estudio.
- Determinar la concentracién de polifendles totales, acido ascérbico y

carotenoides. _
-. - Determinar la capacidad antioxidante del extracto de papa nativa, a -

través del ensayo de la decoloracién del radical DPPH.

HIPOTESIS
La capacidad antioxidante de los clones de papa nativa esta relacionada

con el contenido de antocianinas, poIiferiéIes totales, acido ascérbico y

carotenoides totales.
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JUSTIFICACION

Los -compue'stos polifendlicos han sido asociados con la salud debido a su
capacidad antioxidante. Las propiedades funcionales de papas pigmentadas
como colorantes naturales y antioxidantes se presentan como sustancias utiles
para la industria alimentaria, debido a la preocupacién que va aumentando la
seguridad toXicoIégica de sus contrapartes sintéticas, los cuales tienen efectos
colaterales, dafinos para la salud. En los Ultimos afios se ha generado un
interés por el estudio de antioxidantes de origen natural, los cuales se

encuentran en una gran variedad de alimentos.

La producciéh y el desérrollo comercial de papas nativas de pequefios
productores alto andinos y el Centro Internacional de la Papa ha mostrado
interés a partir del afio 1993,'promoviendo.y mejorando genéticamente las
~ variedades de papas nativas que depende de las condiciones del ambiente de
produccidn, del genotipo y de la interaccién entre el genotipo yAeI ambiente, lo
que indica la posibilidad de mejorar la cantidad de compuestos polifendlicos
que poseen propiedades antioxidantes con efectos anticanceri’genos, es asi
‘que propone un respaldo sélido a las instituciones comprometidas con la
revalorizacién de este cultivo, proyectos como INCOPA, CAPAC-Per,
‘T’ikapapa, entre otros 'que promueven su consumo, transformacién y
comercializacion. '

Con la finalidad de prolongar la vida util de estos cultivos y de abrir nuevos .
mercados aprovechando su biodiversidad, es que se pretende ;Jtilizar las papas |
nativas como alternativas tecnoldgicas para el procesamiento de diferentes ,
productos que permita conservar sus caracteristicas. El mercado de la papa
procesada se incrementa con mayor velocidad con respecto a la papa en
tubérculo, tanto en paiséé desarrollados como en vias de desarrollo. Es
necesario obtener una mejor imagen de las papas nativés, la mayoria de
variedades nativas se destaca por su versatilidad para el procesamiento de
diversos productos como puré deshidratado, mezclas alimenticias, fritura, y en
menor medida conservas, esto logrard no solo incrementar la cantidad de
compra sino que al mismo tiempo la pépa nativa lograra obtener una posicion

competitiva, permitiendo asi la recuperacion de la biodiversidad de este cultivo.
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CAPITULO |

REVISION BIBLIOGRAFICA
1.1. LA PAPA

1.1.1. Generalidades y clasificacion. ,

La papa es el cultivo alimentario mas importante a nivel mundial, es una planta
herbacea anual perteneciente a la familia Solanaceae, es un tubérculo
comestible caracterizado por tener tallo recto, hojas pinnadas, flores de colores,
fruto en baya y puede crecer hasta un metro de altura, es cultivado en climas

frios, en altitudes que van desde los 2000 a los 4000 m.s.n.m.

Los componentes de la papa son controlados en su gran mayoria por Ios'genes,
" sin embargo, la edad y la madurez de los tubérculbs, el clima, el suelo y las
practicas culturalés realizadas durante su cultivo, almacenamiehto y
procesamiento, son factores que tienen también influencia sobre los nutrientes
(Lister y Monro, 2000). EI Centro Internacional de la Papa (CIP), clasifica a la

- papa en dos grandes grupos: las silvestres y las cultivadas.

a. Papas silvestres » _
Son aquellas que crecen exponténeaméhte, sin cuidado del hombre y
4 generalmente no son comestibles. Son cerca de 188 especies y crecen en
"una amplia variedad de suelos y climas. Geogréficamente se extienden
desde Chile hasta el Estado Colorado en los Estados Unidos.

b. Papas cultivadas _
También llamada Tarpuy, son aquellas que crecen bajo cuidado del hombre,
estan representadas por 8 especies y con mas de 4000 variedades. Dentro
de esta clasificacion, se encuentran las papas mejoradas y nativas (Amoros,
et al,, 2008). | '



1.1.2. Taxonomia y descripcién botanica.
La clasificacion taxonémica de la papa nativa, es la siguiente:

Reino: Vegetal
Divisioén: Fanérogamas
Sub divisién: Angiosperma

Clase: Dicotiledénea
Orden: Tubiflorales
Familia: Solanaceae
Género: Solanum
Serie: Tuberosa
Especie: Solanum spp.

Fuente: Elaborado en base a Huaman, 1986.

La denominacién spp, hace mencién a subespecies de la especie Solanum. El
CIP cominmente considera la clasificacion de 8 especies cultivadas (Cuadro 1).

Cuadro 1. Especies nativas.

Especie Subespecie| Ploidia | N° de entradas
Solanum tuberosum tuberosum |2n=4x=48 147
andigena 2n=4x=48 2864
Solanum goniocalyx 2n=2x=24 87
Solanum stenotomum 2n=2x=24 267
Solanum chaucha 2n=3x=36 163
Solanum phureja 2n=2x=24 196
Solanum juzepczukii 2n=3x=36 36
Solanum curtilobum 2n=5x=60 6
Solanum ajanhuiri 2n=2x=24 14
Total 3866

Fuente: Elaborado en base al CIP, 2008
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La papa (figura 1), es una planta herbacea, su habito de crecimiento cambia
entre las especies y dentro de cada especie (Huaman, 1986).

Figura 1. Partes de la planta de papa.
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Fuente: CIP, 2008
La Serie Tuberosa, se caracteriza por sus hojas imparipinadas o simples con
foliolos que varian en nimero, tamano y forma segun las especies y ambientes
dentro del cual se desarrollan, su corola rotada o pentagonal y sus bayas
redondeadas. La especie Solanum spp. se diferencia de las otras especies de
la misma serie taxondémica por presentar la articulacion del pedicelo en el tercio
medio, los I6bulos del céliz cortos y dispuestos de modo regular. Los tubérculos
son tallos modificados que constituyen los principales oérganos de
almacenamiento de la planta de papa, presenta ojos que se distribuyen por la
superficie del tubérculo, la forma del tubérculo varia de acuerdo a la especie:
redondas, ovaladas, oblongas y otras con diversidad de formas irregulares. El
peridermo o la piel es una capa delgada en el exterior del tubérculo, el color de
la piel y pulpa varia entre blanco, amarillo, crema, naranja, rojo o morado;
algunos presentan dos colores (Hawkes, 1990).



1.1.3. Generalidades y composicion quimica de papas nativas.

Las papas nativas (Solanum spp.), son tubérculos que se cultivan en los andes
peruanos, en altitudes que van sobre los 3400 m.s.n.m. donde otros cultivos no
prosperan, se caracterizan por su diversidad de formas, tamafios y colores
(Figura 2), cuyas variedades presentan piel y pulpa blanca, amarilla, roja,
morada y en muchos casos combinaciones vistosas y Gnicas (Bonierbale,
2002).

Entre las ventajas comparativas de las papas nativas respecto a las mejoradas
destacan: su excelente valor proteico, propiedades organolépticas agradables,
su cultivo natural y sin agroquimicos, propiedades agricolas favorables que
hacen de estas variedades Unicas en el mundo (Amorés et al., 2008).

Figura 2. Papas nativas con piel y pulpa de colores.

Fuente: Palomino, (2008). '

Anélisis cientificos, han demostrado que la gran mayoria de las papas nativas
posee mejores caracteristicas nutricionales en comparacion a las papas
mejoradas (Gomez et al., 2008). El cuadro 2 se muestra una comparacion de

los componentes de las papas cultivadas.



Cuadro 2. Comparacién de los componentes de las papas cultivadas.

_ Papa cultivada por 100g
Componente . Unidad | Mejorada Nativa
(Promedio) | (Promedio)
Energia - Kcal 68,57 89,91
Materia seca ' g. 20,00 27,00
Agua g. 80,00 73,00
Carbohidratos d. 15,97 20,76
Proteina g. 1,85 2,43
Grasa d. 0,09 0,12
Fibra cruda g. 0,53 0,69
Minerales d. 0,79 1,04
Vitaminas d. 0,06 0,08
Componentes no nutritivos g. 0,71 1,88

Fuente: Elaborado en base a Lister yAMonro, (2000); Bonierbale, (2002)

Més que un cultivo capaz de producir una mayor energia por unidad de tiempo
y drea que cualquier otro, la papa es una buena fuente de proteinas de alto
valor biolégico, de vitaminas solubles en agua (vitamina C y complejo B),

- minerales (hierro, zinc, cobre y calcio) y carotenoides. Actualmente, la

* . investigacion en los Estados Unidos y Europa esta avocada principalmente a la

~ caracterizacion del contenido de vitaminas y potencial antioxidante de las
papas mejoradas, prindipalmente en su contenido y tipos de antocianinas y
_carotenoides. Un especial interés al respécto se estd dando a équellos
materiales mejorados derivados de S. phurejay S. stenotomun (Lu et al., 2001;
Breithaupt et al., 2002). '

~Los principales carotenoides de la papa son violaxantina, antheraxantina,
luteina y xeoxantina, los que se encuentran en mayor contenido en las papas
amarillas que en las blancas. A pfiori la papa no es una buena fuente de

. S -caroteno, un precursor de la vitamina A, sin embargo mediante ingenieria |
genética se ha logrado promisoriamente un incremento de xeoxantina y

acumulacién de - caroteno en los tubérculos. La identificacion de cultivares
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nativos o el desarrollo de genotipos con estas caracteristicas ubicaria a la papa
dentro de la categoria de alimentos QUe pueden contribuir a la salud humana
" (Romer et al., 2002). | :

Los glicoalcaloides son compuestos naturales, metabdlitos secundarios de las
plantas que se encuentran en varios alimentos incluida la papa, aunque en
dosis altas son tdxicas, debido a su actividad anticolinesterasa en el sistema
nervioso central y alteracién de las membranas celulares, dando lugar a

alteraciones en el metabolismo general del cuerpo (Vaananen, 2007).

| También puede tener efectos beneficiosos como la reduccién del colesterol en
la sangre, la proteccion contra la infeccion por salmonella y la quimioprevencion
del céancer. Los glicoalcaloides son principalmente de dos tipos: a-solanina y
a-chaconina, estos dos compuestos representan aproximadamente el 95% de
los glicoalcaloides en tubérculos de papa (Jaspreet y Lovedeep, 2009), la
' exposicion a la luz durante el crecimiento, cosecha y almacenamiento es el
factor mas importante que influye en el contenido de glicoalcaloides en

tubérculos de papa (Magnifique, 2008).

El nivel permitido de glicoalcaloides en los tubérculos es de 20 mg/100 g de
peso fresco y la mayoria de variedades de la papa publicadas contienen menos
de 10.mg/100g de peso fresco de ambos a-solanina y a-chaconina (Lachman

~ etal., 2001 citado por Magnifique, 2008). -

1.1.4. Germoplasma de papa

La papa es uno de los cultivos con mayor diversidad genética. Esta diversidad
esta concentrada en la zona Andina de América de Sur, y se encuentra

ampliamente distribuida en términos eco-geograficos (Hijmans ot al., 2002).
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'El amplio rango de habitat en los cuales se encuentran las papas silvestres
desde ambientes muy frios y sujetos a heladas en la sierra Andina, hasta
condiciones muy secas de semidesierto demuestra la manera en que estos
recursos genéticos se han adaptado al estrés abiético y han desarrollado
resistencias fuertes a un rango de plagas y enfermedades. Aunque la
taxonomia sigue estando sujeta a debate, mas de 200 especies entre silvestres

y cultivadas han sido nominadas (Hawkes, 1990).

En el Pery, la gran diversidad de papas nativas procede principalmente de los
campesinos mas pobres de la zona andina entre los 3500 a 4500 msnm, y se
utiliza mayormente para autoconsumo y/o intercambio con poblados o
comunidades cercanas. Los llamados ‘productores conservacionistas’ que
tienen un conocimiento intimo sobre los atributos y manejo deA las papas
valoran su sabor, calidad culinaria y adaptacion bajo diversos climas y usos.
Sin embargo, los cambios sociales, presiones econémidas y otros factores
como los climaticos, amenazan la continuidad de la conservacion de esa
diversidad por productores tradicionales. El estatus in-situ de las especies
_ silvestres es alin menos segura, reportandose en el Perd una pérdida de 35 de

las 90 especies endémicas (Salas et al., 2001).

La papa cultivada de la zona Andina pertenece a un conjunto de especies
diploides (S. ajanhuiri Juz. et Buk., S. phureja Juz. et Buk., S. stenotomun Juz.
et Buk), triploides (S. chaucha Juz. et Buk., S. juzepzuckii Buk.), tetraploides (S.
tuberosum L subsp andigena Hawkes) y pentaploides (S. curtilobum Juz. et
Buk.), mientras que la papa cultivada en la regién litoral del sur de Chile
pertenece a la especie tetraploide S. tuberosum L subsp tuberosum. Estos
grupos cultivados, sin embargo, no son reconocidos por ciertos investigadores
como 8 especies independientes, sino como unas pocas o una sola especie
(Bonierbale et al., 2004).

'S. stenotomum es probablemente el grupo més' primitivo, mientras que S.
tuberosum subsp andigena prédomina como la papa cultivada mas importante

en los Andes. El germoplasma mejorado, el cual incluye variedades modernas
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-y lineas en mejoramiento, es también una fuente importante de recursos

genéticos de la papa. (Bonierbale et al., 2004)

1.1.5. Valor agregado de las papé nativas

En los Gltimos afios ha surgido un especial interés en la busqueda de fuentes
naturales de colorantes capaces de reerhplazar los pigmentos sintéticos
usados en la industria de alimentos. Los pigmentos derivados de la papa con
~carne roja o purpura tienen poco oIAor', son mas intensos a pH &cido, lo que
podria representar una alternativa natural al Rojo N° 40. En Japén, estos
pigmentos parecen ser fuertes y con tendencia a reemplazar al pigmento
extral’do del rdbano rojo gigante. Estudios en E.E.U.U. han demostrado que la
produccmn de pigmentos a partir de la papa podrla resultar economlcamente

. provechosa (Reyes et al., 2003)

La cantidéd de antociéninas en las papas de color depende de las cbndiciones
del ambiente de produccion, del genotipo y de la interaccién entre el genotipo y |
el ambiente, lo que indica la posibilidad de mejorar la cantidad de estos
compuestos a través de estudios de caracterizacion y/o mejoramiento genético,

o de manejo agronémico (Bonierbale et al., 2004).

Parte de esta estrategia es’la de buscar mejores alternativas y oportunidades
para diversificar e intensificar su utilizacion a escala industrial. A la fecha, mas
de 'I‘BOO cultivares con pulpa amarilla y/o pigmentada han sido evaluados por
rendimiento, estabilidad ‘y pardmetros de procesamiento, asi como por sus
componentes nutricionales. Una serie de pardmetros importantes para la
industria como el contenido de materia seca, color de hojuelaé_ fritas y
absorciéon de aceite fueron evaluados en estos cultivares, indicando una alta
frecuencia de variedades aptas para fritura por su resistencia al endulzamiento,
por ejemplo resistencia a elevar su contenido de azicares reductores al frio.
Cerca de una cuarta parte de los cultivares mostraron un bajo contenido de
aceite, aéociado con un alto contenido de materia seca y excelente color de
| hojuelas. Los cultivares de la espécie S. goniocalyx fueron los mas
sobresalientes, con sabores excelentes, colores atractivos, etc. La diversidad

de formas y patrones de pigmentacién de las papas nativas, podrian resultar en
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- productos novedosos y atractivos. Estas caracteristicas combinadas a la
adaptacién a ambientes hostiles, convierte a estas papas en una fuente de
germoplasma valioso para el mejoramiento y en una gran oportunidad para los

pequefos. agricultores para darles un valor agregado a sus papas nativas, al

poder ingresar a un mercado potencial, como es la industria de bocaditos y de

~ alimentos saludables (Bonierbale et al., 2004).

1.2. COMPUESTOS FENOLICOS

Los compuestos fendlicos o polifendles constituyen un amplio grupo de
sustancias quimicas, considerados metabolitos secundarios de las plantas, con
diferentes estructuras quimicas y actividad, englobando mas de 8000
compuestos distintos. La distribucion de los compuestos fendlicos en los tejidos
y células vegetales varia considerablemente de acuerdo al tipo de compuesto
quimico que se trate, situdndose en el interior de las células o en la pared

celular..

Los compuestos fendlicos estan relacionados con la calidad sensorial de los

alimentos de origen vegetal, tanto frescos como procesados. Su contribucion a
la’ pigmentacion de los alimentos vegetales esta claramente reconocida, a-

través de las antocianidinas, responsables de los colores rojo, azul, violeta,
naranja y purpura de la mayoria de las plantas y sus productos. También se les
asocia con la astringencia que presentan muchas frutas comestibles antes de

la maduracién (Martinez et al., 2000).

-
1.2.1. Estructura quimica y clasificacién

Quimicamente, los compuestos fendlicos son sustancias quimicas que poseen
un anillo aromatico, un anillo benceno, con uno o mas grupos hidroxidos
incluyendo derivados funcionales (ésteres, metil ésteres, glicésidos, etc.). La
naturaleza de los polifendles varia desde moléculas simples como los acidos
fendlicos hasta compuestos altamente polimerizados, como los taninos. Se
presenfan en las plantas en forma conjugada con uno o mas residuos de

azdcar unidos a los grupos hidréxilos, aunque en algunos casos se pueden

producir uniones directas entre una molécula de azticar y un carbono aromatico. ,

Por ello la forma mas comun de en_contrarlos en la naturaleza es en forma de
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glicésidos, siendo solubles en agua y solventes orgénicos. Los asociados a los
polifendles pueden ser monosacaridos, disacdridos o incluso oligosacéridos.
Los compuestos a los que se encuentran unidos con més frecuencia son:
glucosa, galactosa, arabinosa, ramnosa, xilosa y 4&cidos glucurénico y
galacturénico. También pueden encontrarse unidos a dcidos carboxilicos,
' &cidos organicos, aminas, lipidos y a otros compuestos fendlicos (Martinez et
al., 2000). | |

Se clasifican en cuatro familias en funcién del nimero de anillos fendlicos y de
los elementos estructurales unidos a esos anillos (Ugartondo, 2009):
flavonoides, acidos fenolicos, estilbenos y lignanos.(Ver figura 3)

Flavonoides : Acidos fenélicos Estilbenos B Lignanos

Catequina =~ ~ Acido galico Resveratrol Secoisolariciresinol

Figura 3. Estructura quimica de los polifendles.

1.2.2. Actividad biolégica de los compuestos pblifeno’licos |

Los antioxidantes pueden clasificarse en naturales o sintétiéds, estando
algun;‘)s de estos tltimos en desuso debido a los estudios que les étribuyen
efectos carcinogénicos, este hecho ha despertado un creciente interés en el
- estudio de los antioxidantes naturales ehtre los que se encuentran distintos
compuestos polifendlicos. La capacidad antioxidante descrita por distintos
polifendles se puede considerar como la actividad biolégica responsable del
efecto preventivo que se les atribuye sobre determinadas enfermedades.
(Martinez et al., 2000). | | |

Los polifendles son un gran grupo de compuestos, presentes en la naturaleza
y, por ende, en la dieta, cuya estructura quimica los hace ser potentes

antioxidantes, que se basa en su capacidad secuestradora de radicales libres,
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quelacién de metales e inhibir oxidasas (Leighton et al., 1999). Su estructura
quimica es la ideal para reaccionar con los radicales libres y formar un radical
intermedio mas estable y menos reactivo, ya que la presencia de anillos
aromaticos y grupos hidréxilo permite que se deslocalicen los electrones
(Ugartondo, 2009). | |

Entre los poiifehéles, un interesante grupo lo constituyen los flavonoides. Hay
varios miles de flavonoides diferentes presentes en frutas y verduras, y muchos
de ellos tienen una capacidad antioxidantes incluso mas alta que las vitaminas

- AyE (Leighton et al, 1999). Los flavonoides pueden aumentar la disponibilidad
| de antioxidantes enddgenos, asi como la actividad de enzimas antioxidantes, al
‘mismo tiempo que son capaces de inhibir enzimas involucradas en la

generacion de especies reactivas de oxigeno (EROs) (Pérez, 2003).

1.2.3. Métodos de cuantificacion de compuestos polifendlicos.

Dentro de los métodos para la cuantificacion y/o identificacion de compuestos
polifendlicos se encuentran las técnicas espectrofotométricas, ensayos

ultravioleta y cromatograficas (Martinez et al., 2000 citado por Martinez, 2007).

- a) Técnicas espectrofotométricas.

N .

Entre este tipo de técnicas, los métodos usados cominmente para determinar
polifendles en alimentos ‘des'facan el ensayo 'de la vainilina para la
determinacién de compuestos flavan-3-ol, dihidrochalconas y proantocianidinas
que tienen una unién simple en la posicién 2,3 y poseen grupos hidroxilos en la
posicion del anillo B y el ensayb de Folin- Ciocalteu para la cuantificacion de
polifendles totales, esta técnica llegé a ser la mas utilizada para determinar de
manera cuantitativa a los polifendles. Este método consiste béasicamente en
generar cierto color a través de la adicién del reactivo de Folin-Ciocalteu en un

medio alcalino a una determinada muestra.

r
Y

N b) Ensayos ultravioleta.

Se han realizado numerosos estudios para desarrollar técnicas rapidas de

cuantificacion de compuestos fendlicos mediante ensayos ultravioletas. Cada
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grupo de compuestos fendlicos se caracteriza por tener una o varias
absorbancias maximas a distintas longitudes de onda dentro del espectro
ultravioleta. Una de las técnicas mas empleadas dentro de este grupo es la
determinacién del acido clorogénico, el cual se cuantifica después de su
extraccion con etanol y posterior lectura de la absorbancia méxima a una
longitud de onda de 325-328 nm.

c) T_écniéas cromatogréficas.

Las técnicas cromatograficas han permitido la separacion, aislamiento,
purificacién e identificacion de compuestos fendlicos, asi como el estudio de la
interaccion entre los polifendles y otros componentes de los alimentos. Hoy en
| dia, las técnicas de cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC) son las mas
empleadas para la separacion y cuantificacién de compuestos fendlicos. Existen
distintos soportes y fases moéviles que permiten el andlisis de antocianinas,
procianidinas, flavonas y acidos fendlicos. Mediante el empleo de HPLC, se
puede determinar un gran nuimero de polifendles de interés nutricional, como
fenoles simples, acidos fendlicos y sus derivados, y los distintos flavonoides; sin
embargo, esta técnica requiere la utilizacion de métodos de extraccion

adecuados a cada uno de los compuestos a analizar.

1.3. ANTOCIANINAS

1.3.1. Estructura de las antocianinas y color

Las antocianinas representan el grup]\o mas importante' de pigmentos
hidrosolubles detectables en la regién visible por el ojo humano. Estos
pigmentos son responsables de la gama de colores que abarcan desde el rojo
hasta el azul en varias frutas, vegetales y cereales, y se encuentran

acumulados en las vacuolas de la célula (Garzén, 2008).

Estructuralmente son derivados polimetoxi y polihidroxilados glicosilados de
las sales del 2 — fenil benzopirilio o sales de flavilo (Jin y Lian, 2003). (Ver

figura 4).
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Figura 4. Estructura de las antocianinas

Fuente: Durst y Wrolstad, (2001).

Las antocianinas son glucésidos de antocianidinas (aglicones), pertenecientes
‘a la familia de los flavonoides, compuestos por dos anillos aromaticos A y B.
Variaciones estructurales del anillo B resultan en seis antocianidinas conocidas
(Durst y Wrolstad, 2001):

e Pelargonidina (Pg) “3, 5,7, 4 — tetrahidroxiflavilo” -
. o Cianidina (Cy) “3, 5, 7, 3', 4 - pentahidroxiflavilo”
o Delffinidina (Dp) “3, 5, 7, 3', 4, 5’ — hexahidroxiflavilo”
e Peonidina (Pn) “3, 5, 7, 4 — tetrahidroxi — 3' — metoxiflavilo”
¢ Petunidina (Pt) “3, 5, 7, 4’, 5’ — pentahidroxi — 3’ - metoxiflavilo”
e Malvidina (Mv) “3, 5, 7, 4, — tetrahidroxi — 8, 5’ - metoxiflavilo” (Jin y Lian,
2003; Lock de Ugaz, 1990) '

'El color de las antocianinas depende del nimero y orientacion de los grupos
hidréxilo y metdxilo de la molécula. Incrementos en la hidroxilacion producen
--desplazamientos hacia tonalidades azules mientras que incrementos en las

metoxilaciones producen coloraciones rojas (Garzén, 2008). -

En la naturaleza, las antocianinas siempre presentan sustituciones glicosidicas
en las posiciohes 3 y/o 5 con mono, di o trisacaridos que incrementan su
solubilidad. Dentro de los sacéridos glicosilantes se encuentran la glucosa,
galactosa, xilosa, ramnosa, arabinosa, rutinosa, ‘soforosa, sambubiosa vy
gentobiosa. Otra posible variacién en la estructura es la acilacién de los
residuos de azucares de la molécula con &cidos organicos. Los 4cidos

‘organicos pueden ser alifaticos, tales como: malénico, acético, madlico,
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succinico u oxdlico; o aromaticos: p-coumdrico, caféico, ferlico, sinapico,

gélico, o p-hidroxibenzdico (Garzén, 2008).

+ Stintzing et al., (2002) citado por Garzén (2008), demostraron que el tipo de
sustitucion glicosidica y de acilacién producen efectos en el tono de las
“antocianinas; es asi como sustituciones glicosidicas en la posicién 5 al igual
que acilaciones aromaticas, producen un de'splazamiento hacié las tonalidades

purpura.

1.3.2. Biosintesis de las antocianinas

Las antocianinas se sintetizan a partir de la condensacién de dos moléculas
“precursoras: malonil Co A y p-cumaril-CoA, las que més tarde formaran anillos
Ay B respectivamente.

- . Las antocianinas son sintetizadas por varias rutas. Sobresalen dos, la del &cido

shikimico y la del acido maldénico. En la ruta del acido shikimico se convierten
carbohidratos simples derivados de la glicélisis, de la ruta de las pentosas"
fosfato y ciclo de Calvin en diversos &cidos organicos como el cinamico, p-

coumarico, cafeico, ferdlico, clorogénico y fenilalanina (Cuevas et al., 2008).

Cabe resaltar que esta ruta sintética también es compartida por otros
compuestos fendlicos. La principal reaccién de biosintesis de los flavonoides es
Ia'c':ondénsacién de los acilbs provenientes de cumaril-CoA y tres moléculas de
. fnalonil-CoA catalizada por la enzima chalcona isomerasa ql‘\Je lleva a cabo la
isomerizacién de chalcona a flavona, misma que es convertida en flavones o
antocianinas. Los pasos finales en la sintesis de antocianinas son las
acilaciones y las glicosilaciones, primero en el C-3, para estabilizar el cation
- flavilio (Cuevas et al., 2008). '

1.3.3. Factores quimicos que determinan el color y la estabilidad de las

'

_antocianinas , A , : \
A pesar de las ventajas que las antocianinas ofrecen como posibles sustitutos
de los colorantes artificiales, su incorporacién a matrices alimenticias o
productos farmacéuticos y cosméticos son limitadas debido a su baja

estabilidad durante el procesamiento y el almacenamiento (Wrolstad, 2000;
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Cevallos y Cisneros, 2004). Factores como su misma estructura quimica, pH,
concentracién, temperatura, presencia de oxigeno y A&cido ascorbico, 'y

' . actividad de agua de la matriz determinan la estabilidad del pigmento.

a Efecto del pH.
El pH tiene efecto en la estructura y la estabilidad de las antocianinas. La
acidez tiene un efecto protector sobre la molécula. En soluciones acuosas a
valores de- pH inferiores a dos, basicamente 100% del pigmento se
encuentra en su forma mas estable o de i6n oxonio o catién flavilio de color
rojo intenso. A valores de pH mas altos ocurre una pérdida del protén y
adiciéon de agua en la posicién 2, dando lugar a un equilibrio entre la
pseudobase carbinol o hemicetal y la forma chalcona, o de cadena abierta.
Tanto el hemicetal como la chalcona, son formas incoloras y bastante
inestables. A valores de pH superiores a siete se presentan. las formas
quinoidales de color purpura que se degradan rapidamente por oxidacién

con el aire (Garzon, 2008).

b Efecto de la temperatura ‘
Incrementos en la temperatura resultan una perdida del azticar glicosilante
en la posiciéh 3 de la molécula y apertura de anillo con la consecuente
‘produccién de formas incoloras (Garzén, 2008). Las conversiones
estructurales de las antocianinas son reacciones endotérmicas. Resisten
bien los procesos térmicos alta temperatura corto tiempo. Por ef'\ecto del
¢alor (a temperaturas por encima de 60°C) se deg\radan segun una cinética
de primer orden. Por lo tanto, las antocianinas altamente hidroxiladas son
menos estables térmicamente que las metiladas, glicosiladas (Fennema,

2000).

¢ Oxigeno :
Las antocianinas son rdpidamente oxidadas y degradadas cuando se
encuentran principalmente en su forma quinoidal (Fennema, 2000).La

remocién de oxigeno protege contra la degradacién térmica (Salazar, 2009). |
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d Acido ascérbico
Se ha observado que en presencia de oxigeno, el dcido ascérbico destruye
a las antocianinas, ya que forma peréxido de hidrégeno durante la oxidacion
del mismo; esta reaccién se acelera en presencia de cobre y es inhibida en
~ presencia de flavonoles como la quercitina. El peroxido de hidrégeno actia
~ rompiendo el anillo de pirilio de la antocianina por un ataque nucleofilico en

el C2 produciendo ésteres incoloros (Fennema, 2000).

e Otros factores

~ La concentracién del pigmento y la actividad de agua de la matriz afectan la
‘.estabilidad del color. Hoshino et al. (1982) citado por Garzén (2008),
demostraron que cuando la concentracién de antocianinas alcanza valores
altos, se presentan fenémenos de autoasociacion entre dos cationes flavilio,

~ dos formas hemicetal, dos bases quinoidales, e inclusive, entre una base

- quinoidal y un catién flavilio y protegiendo la molécula de antocianina. Por
otro lado, incrementos en la actividad de agua del medio causan
degradaciéon de las antocianinas probablemente debido a una mayor
interaccion entre el agua y el cation flavilio para formar la pseudobase
inestable (Garzén y Wrolstad, 2001; Olaya et al., 2008)_.

1.3.4. Actividad biolégica de las antocianinas

~ El interés en los pigmentos antocianicos se ha intensificado recientementé
"debido a sus propiedades farmacolc’)gicas~y terapéljticas.' Durante el paso del
tracto digestivo al torrente sanguineo de los mamiferos, las antocianinas
permanecen intactas (Miyazawa et al., 1999) y ejercen efectbs terapéuticos
conocidos que incluyen la reduccidon de la enfermedad coronaria, efectos
anticancerfgenos, antitumorales, antiinflamatorios y antidiabéticos; ademas del
mejoramiento de la agudeza visual y del comportamiento cognitivo. Los efectos
terapéuticos de las antocianinas estédn relacionados con su actividad
antioxidante. Estudios con fracciones de antocianinas provenientes del vino
han demostrado que estas son efectivas en atrapar especies reactivas de
oxigeho, ademds de inhibir la oxidacién de lipoproteinas y la agregacién de
plaquetas (Ghiselli et al., 1998). ‘
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De igual manera, Wang y Jiao (2000) y Wang y Lin (2000) han demostrado que
frutos ricos en antocianinas evidencian una alta actividad antioxidante contra el
peréxido de hidrégeno (H20z) y contra radicales peréxido (ROO®), superdxido

(02°"), hidroxilo (OH) y oxigeno singulete ('Oy).

A las antocianinas también se les atribuye actividad antitumoral y
anticancerigena. Hagiwara et al., (2002), demostraron que el suministro de
papas purpuras dulces y repollo morado a ratas de laboratorio, causan

supresion de tumores.
1.4. CAPACIDAD ANTIOXIDANTE -

1.4.1. Radicales libres »

El oxigeno esta asociado a las condiciones de vida aerobia, representa la
fuerza motriz para el mantenimiento del metabolismo y viabilidad celular al
mismo tiempo que involucra un peligro potencial, responsable de la formacién
de infermedi_aric_)s parcialmente reducidos y dotados de una reactividad alta

conocidas como especies reactivas de oxigeno (EROs) (Martinez, 2007).

Especies reactivas de oxigeno es el término que se aplica colectivamenfe alas
moléculas radicales (i6n superéxido O,*”, radical hidréxilo * OH, alcoxilo RO®,
- peroxilo 'ROO' y _'éxido de nitrégeno NO *) y no radicales (peroxido de
hidrégeno H,0O,, oxigeno éingUIete '0, y peroxinitrito ONOQO") que son agentes
oxidantes (Avello y Suwalsky, 2006), derivados de prbcesos fisiolégicos
normales, como la fosforilacién oxidativa y como resultado de la exposicion
diaria a la radiaciéon ionizante, la contaminacién atmosférica, el humo del

cigarrillo, algunos farmacos, entre otros ( Rojano et al., 2008).
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Figura 5: Formacién de especies reactivas de oxigeno.

Oxigeno Singulcle
Oxigeno
a-
Radical Superoxido 0,*"
e~ +2H" {i
Peroxido de hidrégeno H,0,
e~ +H' L
H,0 : .
Radical Hidroxilo *OH

Fuente: Vargas et al., (2007).

Los radicales libres son atomos o grupos de atomos que tienen un electrén
desapareado o libre, por lo que son muy reactivos ya que tienden a captar un
electron de moléculas estables con el fin de alcanzar su estabilidad
electroquimica. Una vez que el radical libre ha conseguido sustraer el electrén
que necesita, la molécula estable que se lo cede se convierte a su vez en un
radical libre por quedar con un electrén desapareado, iniciandose asi una
verdadera reaccion en cadena que destruye nuestras células. La vida media
biolégica del radical libre es de microsegundos, pero tiene la capacidad de
reaccionar con todo lo que esté a su alrededor provocando un gran dafio a
moléculas, membranas celulares y tejidos (Avello y Suwalsky, 2008).

Cuando el aumento del contenido intracelular de EROs sobrepasa las defensas
antioxidantes de la célula se produce el estrés oxidativo, a través del cual se
induce dafo a moléculas biolégicas como lipidos, glicésidos, proteinas y acidos
nucleicos. El estrés oxidativo se presenta en diversos estados patoldgicos en
los cuales se altera la funcionalidad celular, contribuyendo o retroalimentando
el desarrollo de enfermedades degenerativas como la ateroesclerosis,
cardiomiopatias, enfermedades neurolégicas y cancer (Avello y Suwalsky,
2006) (Ver figura 6).
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Figura 6. Dafios producidos por los radicales libres

- Alteraciones a nivel de ADN

- Pérdida de la integridad celular
debido a la oxidacion [jpidica

- Modificacion de las funciones
celulares Sobre regulacién enzimatica

- Desregulacion del crecimiento celular

- Inactivacion de los mecanismos
implicados en lIas defensas inmunolégicas

- Pérdida o disminucion de los procesos de
traduccion de sefiales

- Cancer
- Ateroesclerosis

- Envejecimiento

- Cataratas

- Enfermedades respiratorias

- Enfermedad de la motoneurona
- Diabetes mellitus

Fuente: Avelloy Suwalsky, (2006).

1.4.2. Funcién antioxidante

Los sistemas bioldégicos en ambientes oxigenados han desarrollado
mecanismos de defensa, tanto a nivel fisioldgico como bioquimico. Entre ellos
destacan, a nivel fisiologico, el sistema microvascular, cuya funcion es
mantener los niveles de Oz en los tejidos y a nivel bioquimico (Martinez, 2007),
la célula se protege de los radicales libres mediante la accién de sistemas
enzimaticos antioxidantes y de sistemas no enzimaticos (Rojano et al., 2008).

La primera defensa antioxidante es intracelular y es principalmente de tipo
enziméatico. Las enzimas antioxidantes requieren de la presencia de metales
como Cu, Fe, Mg, Zn o Se para su accién, por esto se les llama a veces
metales antioxidantes. Las mas importantes son la catalasa, la superéxido
dismutasa y la glutation peroxidasa, y requieren Fe, Zn y Cu o Mn, y Se
respectivamente (Urquiaga et al., 1999).
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La segunda barrera antioxidante es de tipo no enzimatico y estéd dada por
compuestos antioxidantes que actian tanto a nivel celular como extracelular
(Urquiaga et al., 1999), estd formada por distintos compuestos que atrapan o
neutralizan radicales libres, interrumpiendo las reacciones en cadena a través
de las cuales se propaga el dafio que éstos producen. Para lograrlo, los
antioxidantes entregan un electron a los radicales libres, con lo cual los
desactivan el proceso, pero sin transformarse ellos mismos en radicales fibres,
dada la gran movilidad de sus electrones o por su transformacién en radicales
libres no reactivos (Leighton et al., 1998).(Ver figura 7)

Figura 7: Interaccion de radicales libres con antioxidantes

Fuente: Velazquez et al., (2004).

Esta segunda defensa antioxidante esta formada por compuestos, endégenos
y exégenos. Los de origen exdégeno, es decir, provenientes de la dieta, para ser
reemplazados necesitan ser nuevamente ingeridos en ésta. Estos compuestos
antioxidantes, llamados hoy Antioxidantes Dietarios, son fundamentales para la
prevencion de enférmedades ya que son faciimente modificables. La clave en
Antioxidantes Naturales son los Antioxidantes Dietarios, algunos de los cuales
estan bien establecidos (vitamina C, vitamina E, carotenoides y Se) y otros
sustancias que tienen funcién antioxidante, particularmente los polifendles
(Urquiaga et al., 1999).
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El Conséjo de Nutricién del Instituto de Medicina de la Academia Nacional de
Ciencias de los Estados Unidos de Norte América (Nutrition Board, Institute of
_ Medicina, National Academy of Sciences, USA, 1998) propuso en 1998 una
definicién de Antioxidante Dietario para caracterizar las propiedades biolégicas
de los compuestos antioxidantes. Esta definicion propone que un Antioxidante

- Dietario es una sustancia presente en los alimentos, que disminuye

- . significativamente los efectos adversos de las especies reactivas de

oxigeno, especies reactivas de nitrégeno o ambas, sobre las funciones
fisiologicas normales en humanos. Con ella, se consideran los criterios de
que se trata de una sustancia presenté en la dieta humana, cuya cantidad se’
ha medido en alimentos de consumo comun y que disminuye en el organismo
los efectos adversos de las espeCIes reactlvas de oxigeno 'y nitrégeno
‘(Lelghton et al., 1999) '

1.4.3.'_ Caracteristicas de los antioxidantes

Las principales caracteristicas de un compuesto o sistema antioxidante son, la
prevencion o deteccién de una cadena de propagacién oxidativa, mediante la
estabilizacion del radical generado y . la regeneracion del antioxidante

radicalario ayudando asi a reducir el dafio oxidativo (Martinez, 2007).

La célula es una entidad de estructura compleja. Posee regiones Iipofl’iicas,
donde predominan las grasas, como las membranas. Otras regiones, como el
citosol, son de naturaleza acuosa. Por ello, el antioxidante tiene que tener
caracteristicas de solubilidad diferente, segun donde actie. En un caso, debe
ser soluble en grasas como la vitamina E y carotenoides y en el otro debe ser
soluble en agua, como lo es vitamina C. De este modo, tal como se estd
comprendiendo con las investigaciones mas recientes, los antioxidantes
difieren unos de otros tanto en su mecanismo como en su sitio de accion. Por
ejemplo, B-caroteno es uno de los antioxidantes mas efectivos en neutralizar al
oxigeno singulete; la vitamina E es el principal protector de las LDL y es uno de
los antioxidantes mas efectivos como interruptor de reacciones en cadena; la

vitamina C nos protege'de téxicos como el humo del cigarrillo (Leighton et al.,

©1999).
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Gordqn (1990) citado por Martinez (2007), da una - clasificacion de los
antioxidantes, mencionando que; hay dos tipos principales de antioxidantes, el
"primario” (ruptura de la reaccién en cadena, secuestradores de radicales
libres) y' el "secundario" o “preventivo". Los mecanismos antioxidantes
secundarios" pueden incluir la desactivacion de metales, inhibicién de los
hidroperéxidos lipidicos interrumpiendo la produccién de olores volatiles
indeseables, la regeneracion de antioxidantes "primarios”, eliminar el oxigeno

singulete, etc.

Por lo anterior se puede definir como antioxidantes en el ambito de los
alimentos como “aquellas sustancias que, en bajas cantidades, actian
previniendo o retardando considerablemente la oxidacién de materiales

- facilmente oxidables tales como las grasas” (Martinez, 2007).

1.4.4. Métodqs de determinacion de la actividad ahtiqxidante.

a. FRAP (Poder reductor férriéolantioxidante).

El anélisis se basa en el poder reductor de un antioxidante que reduce el ion
férrico (Fes") al ion ferroso (Fe?"). De este modo se genera una coloracién de
intensidad proporcional a la actividad reductora de la muestra. La capacidad
para reducir el hierro se considera un indice del poder antioxidante de la
muestra. El ensayo FRAP es sencilld y faciimente automatizable; Es répido,‘

generalmente la reaccion se completa entre 4 y 8 minutos (Prior et al., 2005).

b. ORAC-(Capacidad de absorbancia del radical oxigeno) .

Consiste en la cuantificacién de la capacidad antioxidante mediante la
inhibicién del ataque radicalario a la fluorecencia por parte del radical (AAPH)
2,2'-azobis-2-methyl-propanimidamide, dihydrochloride (Arrete, 2007).

c. ABTS acido 2,2"-azino-bis(3-etilbenzotiazolin-6-sulfénico))

Este método es muy usédo para materiales bioldgicos, compuestds puros o
extractos de plantas de naturaleza hidrofilica y lipofilica, para poder lle\var a cabo
el método ABTS se tiene que fo}mar el radical cation ABTSe+, generado en

medio de una reaccién que puede ser quimica (diéxido de magnesio, persulfato de
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potasio) o enzimatica (peroxidase, mioglobulina), el radical catién ABTSe+ posee

una coloracion verde-azulada (Kuskoski et al., 2005).

d. DPPH ( 2,2-difenil-1-picrilhidracil ) ‘

El DPPH es un radical libre quez puede obtenerse directamente sin una
preparacion previa, estable en medio orgdnico. La reduccién del DPPHe se
monitorea por la disminucién en la absorbancia a una longitud de onda
caracteristica. En su forma de radical libre, el DPPHe absorbe a 515 nm y
cuando sufre reduccion por un antioxidante, esta absorcion desaparece (Brand-
Williams et al., 1995). ‘

e. DMPD (Diclorhidrato de N,N-dimetil-p-fenilendiamina )

Este método se basa en la reduccion del radical cation DMPD por los
antioxidantes de la muestra. La generacién de este radical requiere un -pH
adecuado (5.25) y la adicion de una solucién de cloruro férrico. La absorbancia
del radical se determina a 505 nm y los compuestos antioxidantes una vez
adicionados, son capaces de transferir un atomo de H+, provocando su

decoloracion, se disuelve en medio acuoso (Arrete, 2007).
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CAPITULO I
MATERIALES Y METODOS

2.1. LUGAR DE EJECUCION

La presente investigacién se realiz6 en los laboratorios de Bioquimica de la
Carrera Profesional de Quimica y el laboratorio del Centro de Plantas
Alimenticias y Medicinales (CEPLAM) de la Universidad Nacional de San
Antonio Abad del Cusco. Se realizo el analisis quimico proximal de la muestra
liofilizada en la unidad de prestacion de servicio de analisis quimico,
Departamento Académico de Quimica — UNSSAC.

2.2. MATERIA PRIMA

La materia prima utilizada fue clones de papa nativa del género Solanum de
pulpa azul y roja; las que fueron proporcionados por el Instituto Nacional de
Investigacién Agraria (INIA) Cusco, Centro de Investigacion Andenes del
Distrito de Zurite, Provincia de Anta. Son dos muestras de clones de dos
especies diferentes, cuya descripcion se detalla en la tabla 1 y se muestra en la

figura 8.
Tabla 1. Descripcion de las muestras.
Muestra ID? Especies Variedad
1 303851 S. stenotonum X S. goniocalix Chingos x Kashpadana amarrilla
2 304239 8. stenotonum X S. stenotonum Cceccorani x Chingos

2 Numeros de identificacion asignados por INIA.

Figura 8: Clones de papas nativas estudiadas en la presente investigacion

Clon 303851 Clon 304239
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2.3. MATERIALES

a. Equipos

[}

(]

Agitador magnético ( Jerway-Modelo1000)
Espectrofotémetro UV/VIS (Evolution 300 UV)
Centrifuga (Zentrifugen EBA-20)

Liofilizador (Liotop-Modelo101)

Balanza analitica (GR-200)

Rotavapor Biichi (Heating Bath B-491)
Potenciémetro ( RS-232)

Bafio maria (Precisterms-140)

Estufa (Memmert-1200)

Vortex (VM-300)

b. Materiales de vidrio y otros

Matraz Erlenmeyer(50mi,100mi)

Beakers (50ml,100mil)

Probetas(20ml) -

Pipetas (5mi,10ml)

Micro pipetas(0.5-10 ul, 10-100ul y 100-1000ul)
Fiolas (10,20, 50, 100 y 250m!l)

Placas petri

Embudos de vidrio

Tubos de ensayo

Tubo para centrifuga (viales)

Baguetas

Mortero-

Papel filtro Whatman N°1

Papel aluminio

Otros materiales necesarios para los diferentes ensayos
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c. Reactivos

o Metanol 99% (J.T Baker)

o Etanol 96% (J.T Baker)

o Cloroformo (J.T Baker)

"o Acetona (E. Merck)

- DPPH (2,2-difenil-1-piCriIhidraciIo) (Sigma Aldrich)
o Reactivo de Folin Ciocalteu (Sigma Aldrich)
o .Carbonato de sodio (E. Merck )

» Acido gélico (Sigma Aldrich)

o Acido acético (J.T. Baker)

» Acido citrico (E. Merck )

o Hexano (Fisher Chemicals)

o Eter (J.T. Baker)

o Hidréxido de potasio (Nequimsa)
"o 2,6 Dicloroindofenol (E. Merck )

o Acido ascérbico (Sigma Aldrich)

- Acido oxalico 0.25 M (Sigma Aldrich)

o Acido clorhidrico 1 N (J.T Baker)

o Cloruro de potasio 0.025 M (E. Merck ) -

o - Acetato de sédio 0.4 M (E. Merck )

» Acido tricloroacetico (Riedel)

2.4.. METODOS DE ANALISIS

2.4.1. DETERMINACION DE HUMEDAD Y MATERIA SECA '
Se utilizé6 el método gravimétrico porcentual, que consiste en secar la
rhateg‘ia en una estufa a 105-110°C durante 24 horas hasta peso constante.
El contenido de humedad es el resultado de la diferencia del peso inicial y

- el final expresado en porcentaje.
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2.4.2. OBTENCION Y ACONDICIONAMIENTO DE LA MUESTRA

Se realizo el acondicionamiento de la materia prima para inhibir la actividad de
las enzimas y evitar la degradacion de los metabolitos secundarios. El flujo de
- operaciones para la obtencion de la papa liofilizada se muestra en Ia figura 9.

Las operaciones se describen a continuacion:

- Lavado: Los tubérculos de los dos clones estudiados fueron limpiados
manualmente con agua, retirando tierra adherida y cualquier otro tipo de

elemento extrano.

.- Seleccion: Se seleccionan aquellos tubérculos sanos, retirando los que

- presentan sefiales de deterioro.

- Troceado: Se realizé un réapido troceado para evitar el pardeamiento

enzimético, obteniéndose rodajas de 0.1mm de espesor (con cascara).

- Congelado: Las rodajas se congelan de forma inmediata por deba_ljo de los
-20°C durante 48 horas.

- Liofilizado: Las muestras fueron liofilizadas a una temperatura de -40°C y
presion de vacio 382 uHg por 8 horas, para evitar que la enzima polifenol
oxidasa oxide los polifendles a compuestos quinénicos que le atribuyen

- colores oscuros a la papa.

- Almacenamiento: Para una mejor conservacion de las papas liofilizadas,
. las muestras fueron congeladas por debajo de los -20°C en frascos oscuros
protegidos de la luz con papel aluminio, durante todo el tiempo en que se

desarrollaron las pruebas.
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FIGURA 9 ‘ ‘
DIAGRAMA DE FLUJO PARA EL ACONDICIONAMIENTO DE LA PAPA.
- " Papa nativa |
Agua N
A 4
Lavado . |y Agua + impurezas
y
Seleccion |, Papas dafados
y
Troceado
Y
Congelado T° =-20°C
~ 6@ =48 hr.
y
. o - L Vapor
Liofilizado To = -20°G
P° = 3820 Pa
: 6 =8hr.
Almacenamiento T° = -20°C

Fuente: Elaboracion propia

' 2.4.3. MICROSCOPIA ELECTRONICA DE BARRIDO

La morfologia y la asociacion de los granulos de almidén 'con el pigmento de
los clones de papa nativa se observaron mediante microscopia electrénica de
barrido, usando un equipo Vega//Tescan. Las muestras liofilizadas fueron
~ conservadas en congelacion, se observaron desde 500x, 1.0kx y 1.5kx a 10Kv,

~ sin preparacién previa a presion reducida tratdandose de muestras biolégicas.

2.4.4. DETERMINACION DE ANTOCIANINAS

'~ 2.4.4.1. Extraccion de antocianinas

La extracciéon del pigmento se desarrolié siguiendo el procedimiento descrito
" por Giusti y Wrolstad, 2005.

En este método, la acetona y etanol extraen las antocianinas de los clones de
papa nativa liofilizada mientras el cloroformo aisla y purifica parcialmente el

pigmento. La adicién de cloroformo da como resultado una fase de separacion
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entre la fracciébn acuosa (contiene antocianinas, fenoles, azucares, &cidos .
organicos y otras sustancias polares) y la fase organica (contiene lipidos,
carotenoides, pigmentos clorofilicos y sustancias no polares), este método

tiene la ventaja de producir un extracto sin contaminantes lipofilicos.

Procedifniento.

Para la extraccién de antocianinas se utilizé los disolventes: mezcla acetona -
agua acidificada (70.30 v/v, acidificada 0.1% HCL y 0.2% TCA) y mezcla
etanol - agua acidificada (70.30 v/v, acidificada 0.1% HOL y 0.2% TCA) cada
una bajo las condiciones de pH 3.0 y 4.0. Se pesé 1g de muestra liofilizada,
| mezclado con 45 ml del disolvente (con cada una de las mezclas indicados
~anteriormente) por 15 minutos con agitacién continua, en bafio de hielo a fin de
“reducir la actividad enzimatica. La mezcla se centrifugé por '10 minutos a 4500
RPM, la torta residual fue reextraido con 10 ml del disolvehte.acetona- agua
“acidificada 6 con etanol - agua acidificada durante 5 minutos. Los
~ sobrenadantes (fase acuosa) fueron combinados respectivamente y se
. trasvasé a una pera de decantacién,_ enseguida se afadié 2 volimenes de
cloroformo (deacuerdo al volumen del extracto obtenido) y se mezclo
suavemente. Las muestras fueron almacenadas a 4°C por 12 horas en
oscuridad. La fasé acuosa sé separé y centrifugd por 10 minutos a 4500 RPM
con el fin de eliminar el exceso de acetona/cloroformo. El sobrenadante acuoso
en el qué persisten‘trazas de. acetdna/clo'roformb, finalmente fue eliminado
usl‘ando un rotavapor Bichii a-40°‘C a una presién de 4000 Pa hasta obtener
5nﬁ|, se aforé a un volumen conocido (15ml) con agua acidificada (0.01%
" HCL). La extraccién fue realizada por duplicado (Figura 10).
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FIGURA 10
DIAGRAMA DE FLUJO PARA LA EXTRACCION DE ANTOCIANINAS DE
CLONES DE PAPA NATIVA

Muestra liofilizada

Disolvente v
45 mi Extraccion
> € =15min.
10 ml de disolvente
" ' L4 .
Centrifugacion Torta | Reextracciéon |6= 5 min.
€= 10 min.
2 volimenes de cloroformo
( 90 ml de cloroformo) y .
> Mezclado f=12 hr.
T°=4°C
y .
Decantado —» Fase organica
v Residuos acetona/cloroformo
Centrifugacion > yotros

f= 10 min.

y
Concentracion | Trazas de acetona /cloroformo

1
H,O acidulada - T°=40°C
0.01% HCL >

' : v

Extracto

Fuente: Elaboracion propia

2.4.4.2. Cuantificacion de antocianinas

La cuantificaciéon de las antocianinas monoméricas se determiné usando el
método del pH diferencial, descrito por Giusti y Wrolstad, 2005.

Las antocianinas desarrollan transformaciones estructurales reversibles con el

cambio de pH manifestado por cambios en el espectro y las absorbancias. La
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forma del oxonio coloréado predomina a pH 1.0 y la forma hemiacetal incolora
~apH 4.5. El método del pH diferencial se basa en los cambios de estrudtura,
generados a dos pH diferentes lo que permite conocer la concentracién y esto
se mide rapidamente el total de antocianinas, incluso en pigmentos

degradados, polimerizados y otros componentes interferentes.

Procedimiento.

~ Se determind el factor de dilucién apropiado para la mezcla. El extracto
*“purificado se diluyé con el buffer de cloruro de potasio (0.025 M) pH=1.0
(volumen utilizado de acuerdo con el color obtenido), para lo cual se hace un
barrido de las muestras entre las longitudes de onda de 500-700nm para

. determinar la maxima longitud de onda y la absorbancia que no debe ser mas
de 1.0, esto es que se encuentre dentro del rango lineal del espectrofotémetro.
Se divide el volumen final de la muestra (18 ml) entre el volumen inicial (1ml)
para obtener el factor de dilucidn correspondiente (en el ejm. El factor.de
dilucién es 18). Se preparé dos diluciones de las muestras (alicuotas de 1ml del
extracto putificado), una usando el buffer de cloruro de pbtasio (0.025 M) pH =
1.0 y la otra usando el buffer'de acetato de sodio (0,4M) pH = 4.5, luego se
obtiene el'correspondiente factor de dilucién para cada una de las muestras a
ensayar. Se dejé en reposo las diluciones durante 15 minutos en oscuridad
para estabilizar la mezcla. Posteriormente se medié la absorbancia de cada

- dilucién a la méaxima longitud de onda detérminada respectivamente (ver

Cuadro 3), usando cdmo blanco agua destilada.

CUADRO 3: Absorbancia de las diluciones a la maxima longitud de onda.

Muestras Solvente| pH | Dilucién | Experimento | Del método
Papas Nativas A } vis-max Azoo
Clon Azul Acetona 3.0 1:17 522 700
Clon Rojo Acetona 3.0 1:12 505 700
Clon Azul Acetona 4.0 1:16 522 700
Clon Rojo Acetona 4.0 1:11 505 700
Clon Azul Etanol 3.0 1:13 524 700
Clon Rojo Etanol 3.0 1:1 507 700
Clon Azul Etanol 4.0 1:11 523 700
Clon Rojo Etanol 4.0 1:1 531 700

-Ver ANEXO 1
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Se calculé la absorbancia de la muestra diluida con la siguiente férmula:

A = (A ; vis-max — A700)pH 1.0 — (A 1 vis-max — Az00)pH 4.5 (1)

En donde A jusmax €S la mayor absorbancia obtenida a pH 1.0 y pH 4.5,
mientras que Azoo es la lectura a 700nm tanto para pH 1.0 como pH 4.5.

El contenido de antocianinas mon-oméricas MAC (mg/L) fue calculada usando
la siguiente férmula:

AxDFxPMx1000

MAC({mg/1) = — | , 2

Donde:
A = Absorbancia de la muestra
DF = Factor de dilucién ,
PM = Peso molecular de la cianidina-3-glucosido (499.2 g mol™)
£ = Absortividad molar de la C|an|d|na 3-glucosido (26900 L mol'em™)

1 = Longitud del trayecto luminoso (1cm)

2.4.4.3. Disefio experimental
En el diagrama 1, se identifican las variables independientes y la variable de

~ respuesta del proceso de extraccion de antocianinas.

" DIAGRAMA 1: Esquema experimental del proceso de extraccién de

antocianinas }

\

Variables independientes Variable dependiente

= Solvente: ‘ v
- Acetona: Agua acidificada )
- Etanol: Agua acidificada , Concentracién de Antocianinas
‘ _ (mg eq Cy-3-glu/g )
» pH: ' PROCESO DE >
- 30 o EXTRACCION
- 40 :

Condiciones ambientales

Presién Atmosférica: 513 mmHg
Humedad Relativa: 60%
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El planteamiento de la hipétesis con un nivel de significancia o =0.05 es:

Hipétesis alterna:
Hi : El tipo de solvente y la variacién del pH en la extraccién tiene efecto

significativo en el contenido de antocianinas.

| Hipoétesis Nula:
HO : El tipo de solvente y la variacién del pH en la extraccion no tiene efecto

significativo en el contenido de antocianinas.

Se acepta la hipotesis alterna si Feacuiado > Feriico €ON Una probabilidad menor

al 0.05.
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DIAGRAMA 2: ESQUEMA DEL DISENO EXPERIMENTAL PARA EVALUAR LOS EFECTOS DE SOLVENTE Y pH EN LA
EXTRACCION SOBRE EL CONTENIDO DE ANTOCIANINAS.

Materia

Prima_~Papas Extraccién Centrifugacion | Reextracciéon | Mezclado | Decantado | Centrifugacion | Concentracién | Extracto | Cuantificacion
Nativas Solvente | pH Antocianinas
: r Etanol 4.0 ) Y4
Clon 303851 Acetona |4.0] | ) Y,
Clon 304239 || | [Etanol |30/ [ ) Ys
| \ | Acetona 3.0 ) Ya

Fuente: Elaboracién propia
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2.44.4. Analisis estadistico A

Los resultados se analizaron estadisticamente parai el contenido - de
antocianinas, bajo un Disefio Factorial de 22 con arreglo en Bloques Completos
“Randonizados (BCR) con una confiabilidad del 95%. Para ello se utilizo el
paquete estadistico: STATGRAPHICS Plus V 5.1.

2.4.5. DETERMINACION DE POLIFENOLES TOTALES

La determinacién del contenido de polifenoles totales se realizé de acuerdo con
el método de Folin-Ciocalteu, descrito por Shaidi F. y Naczk M, 1995;
- Singlenton y Rossi, 1965. Se fundamenta en su caracter reductor, se utiliza
- como reactivo una mezcla de acidos fosfowolframico y fosfomolibdico en medio
basico, que se reducen al oxidar los compuestos fendlicos, originando éxidos
" azules de wolframio (WsOés) y molibdeno (MogOz3). La absorbancia del color

- azul desarrollado se mide a 760 nm. Los resultados se expresan en mg de

acido gélico por g de peso seco

'2.45.1. Extraccién de polifenéies'

~Para la extraccion de.polifenéles en clones de papa nativa, se pesé 0.5g de
'mu'es'tra liofilizada, se le adicioné 10ml de metanol al 90% conteniendo 0.5% de
acido acético y se trituré en un mortero por 10 minutos, el homogenizado se
centrifugé a 3000 RPM durante 10 minutos, el sobrenadante se guarda. El
precipitado se lavo dos veces mas con la solucién de metanol-acido acético
| utilizando el procedimiento anterior. El sobrenadante de la primera extrécciéh y
los lavados sucesivos se concentran a presion de 13000Pa a 115 RPM a 40°C.
El residuo concentrado se afor6 en 50ml con metanol al 99%, para luego

- almacenarlo a -20°C hasta su cuantificacion.

2.4.5.2. Cuantificacion de‘polifenéles totales

Se elaboré una curva patrén utilizando acido gélico (500ug/ml) como patrén
- de referencia de acuerdo al cuadro 4, se mezclé en un vortex después de cada
adicién. La mezcla se colocé en un bafio isotérmico a 45°C durante 20 minutos,
se lee la absorbancia a 760nm contra el blanco. Para determinar la
concentracidon de los polifendles en el extracto obtenido se utiliza la curva

preparada con los patrones (ANEXO 2).
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CUADRO 4: Procedimiento para la preparacién de la curva patrén de

polifendles.
N° Acido galico | Acido galico | Agua | Na,CO; | Folin-Ciocalteu | Extracto
Tubos (ug) mi mi ml ml ml
P1 60 0.12 0.88 2 2.5 0
P2 50 0.1 0.9 2 2.5 0
P3 40 0.08 0.92 2 2.5 0
P4 30 0.06 0.94 2 2.5 0
P5 20 0.04 0.96 2 2.5 0
P6 10 0.02 0.98 2 2.5 0
Blanco 0 0 1 2 2.5 0
Muestra1l 0 0 0.5. 2 2.5 0.5
Muestra2 0 0 0.5 2 2.5 0.5

2.4.6. DETERMINACION DEL ACIDO ASCORBICO (VITAMINA C)

Se detefmina por volumetria, basado en el método descrito por Miller Dennis,
2003. El método usado fue la reduccién del colorante 2,6-dicloroindofenol (DIP)
por el acido ascérbico. Al titular una solucién 4cida del &cido ascérbico con el
DIP azul, el reactivo azul se volvera incoloro al ser reducido por el acido
ascérbico. _ |
2.4.6.1. Preparacion del extracto 4 .

Se peso6 2.5g de muestra liofilizada en un matraz erlenmeyer,'se agrego 10ml
de la solucién de acido oxalico a una concentracién de 0.25M y macerar por 5
minutos, luego se afiadi® 10ml adicionales de &cido oxéliéo y macerar
nuevamente. La mezcla macerada fue filtrada en papel whatman N°1, el filtrado
se recogidé en un tubo de ensayo a un volumen .conocido\] (20 mi). Luego se
‘trasvaso 5ml del filtrado en un matraz, al que se agreg6 10 mi de la solucién

- &cido oxalico y 1ml HCL 1N. Se procedié a titular por duplicado.

2.4.6.2. Curva estandar para el acido ascérbico
Se afiadié la solucién de &cido oxalico (9ml al 0.25M) y de acido clorhidrico -
(1ml al 1N) a cada uno de los 4 matraces de 50ml. Lu’ego se agrego la solucién
de acido ascérbico (0.05mg/ml) a cada uno de los matraces, que se muestra en
el cuadro 5. Se procedi6 a titular cada matraz con la solucién\del colorante (2,6
Dicloroindofenol)> (0.25mg/ml), hasta que persista un color rosado ligero pero
definido durante 5 seg. Se trazé una 6urva del volumen del colorante con

relacion a los miligramos de &cido ascérbico (ANEXO 3).
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CUADRO 5: Procedimiento para la preparacion de la curva patrén del acido

ascérbico
acido oxalico |Acido clorhidrico| ~ Solucién acido

N° | . (0.25M) (1N) ascorbico (0.05mg/mi)
Tubos (ml) (ml) (ml)

1 9 1 . 0.5

2 9 1 1

3 9 1 1.5

4 9 1 2

2.4.7. DETERMINACION DE CAROTENOIDES TOTALES

Se determina cuantitativamente por el método espectrofotométrico, basado en

el método descrito por Hernandez y Moreno (2000).

2.4.7.1. Preparacion del extracto

Se pes6é 3g de muestfa liofilizada, se afiadié 5ml de acido citrico al 2% para
evitar que se oxide los carotenoides y preservarlo durante 30 minutos en -
oscuridad. Se coloco en plécas petri y dejo secar en la estufa a 40 °C hasta
alcanzar peso constante para luego ser trituradas las muestras, se peso 1g de
muestra liofilizada y se afiadio 35ml de la solucién de hexano-éter (50:50) para
" lo cual se realizé la eitraccién en oscuridad por 48 horas. -

Se sebara el sobrenadante y se guarda, al precipitado se le afiadié 10ml mas la
solucién hexano-éter; se dej6 que precipite y se separa la fase superior que se
mezcla con el sobrenadante anterior, esto se repite hasta alcanzar 80 ml. El
extracto final se concentrd en rotavapor a una velocidad de 118 RPM a 40°C
| hasta obtener un volumen conocido (entre 3 y 5 ml), se afadi6é 10 ml KOH al

1% en metanol. Se separa la fase organica no polar, se evalué contra el blanco

hexano a una absorbancia de 440nm.

2.4.7.2. Curva estandar para el 3 -Caroteno |

Se utiliza una solucion diluida de S -caroteno (200 ug./ml.) en cada tubo de
- ensayo, se afnadié a cada uno las cantidades de reactivos gue se eSpecifican
en el cuadro 6; se agito con cuidado los tubos y se determino la absorbancia de
cada solucién a la longitud de onda de 440nm. Se procedié a construir la curva
de calibracion trazando un grafico de la absorbancia vs  la concentracion de

B-caroteno, contenida en cada una de las soluciones patrén (ANEXO 4).
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CUADRO 6: Procedimiento para la preparacion de la curva pétrén p-Caroteno.

N° Tubos | Solucién S-Caroteno (ml) Hexano (ml)
1 0.5 9.5
2 1 9
3 2 8
4 3 7

2.4.8. DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE POR EL
METODO DPPH '

Se empleo el método desarrollado por Brand-Willams et al., (1995). El 2,2-
difenil-1-picrilhidracil (DPPH), consiste en que este radical tiene un electron
desapareado que presenta una coloracién azul-violeta en medio metandlico,
decolorandose hacia amarillo bélido como consecuencia de la donacién de un
| -electrén por un compuesto con poder antioxidante; la absorbancia es medida
espectrofotométricamente a 517nm. La diferencia de absorbancias, permite

‘obtener el porcentaje de captacién de radicales libres.

2.4.8.1. Preparacion del extracto _ ,

* Para las muestras de clones de papa nativa, se pesé 3g de mueétra liofilizada,
se le adicion6é 20 ml de metanol al 90% y se trituré en un mortero durante 15
| minutos; el extracto se almacend durante 24 horas a 4°C en 'oscuridad, luego
se procedi6 a centrifugar el homogenizado a 3500 RPM durante 15 minutos, se
separa el sobrenadante y el precipitado se lavé con 20 ml de metanol, se
centrifuga en las mismas condiciones anteriores y el precipitado fue eliminado.‘\.
" El sobrenadante de la extraccién y el lavado se concentré a presién reducida
a 115 RPM a 40°C, hasta obtener un volumen de 10 ml, seguidamente el’
concentrado se conserva en refrigeracion a 4°C hasta la realizaciéon de la

prueba de actividad antioxidante.

2.4.8.2, Determinacién del tiempo de inhibicion del 50%
Se introduce en la cubeta del espectrofotémetro 2 ml de disolucién de DPPH "
(0.1mM). Se afiade un volumen 25ul y 100ul del extracto del clon azul y rojo
respectivamente, obtenidos anteriormente (2.4.8.1) y se realiz6 medidas de

"absorbancia a 517 nm cada 2 minutos durante 30 minutos. ,
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La capacidad de atrapar radicales libres, se calculé de acuerdo con la siguiente
formula: '

‘ e, Ao —Am
% Inhibicidn = Txloﬁ (3)

'Donde:
Ao = Absorbancia inicial del DPPH sin muestra
Am = Absorbancia de la muestra (DPPH + extracto)

2.4.8.3. Determinacion de la concentracion inhibitoria del 50% de DPPH
(C150%) del extracto. ' ' ,
Se prepara una solucién de DPPH a 50uM'(2mg de DPPH en 100 ml de
- metanol) y una solucién buffer de acetato de sodio a pH 6.0 (2g en 100ml de
agua destilada). ' | | '
Se prepara duplicados de un nimero de tubos de acuerdo al numero de
concentraciones a evaluar, que contiene los extractos segun se indica en el
cuadro 7. Dado que el color de la papa puede interferir con la lectura se
. prepara un blanco de muestra (Ver Cuadro 8) para cada uno de los tubos. Los
reactivos se mezclan de acuerdo al cuadro 7 y agitando vigorosamente en un
vortex por 10 seguknd-os. Los tubos se mantienen en oscuridad durante 30
minutos y se lee la absorbancia 517nm contra el blanco.
0 o |
El extractd que se utilizé éorresponde al tratamiento de la muestra del punto
2.4.8.1.

CUADRO 7: Determinacién de la inhibicion del radical DPPH — Procedimiento

. para la preparacion de muestras

Clon Azul Clon Rojo
N° Tubos Extracto | Metanol Extracto Metanol | Amortiguador | DPPH
{(ug) | (ml) | (mli) (ug) | (ml) | (ml) (ml) (ml)
P1 116] 0.01 1.49 315| 0.09 1.41 1 0.5
P2 232| 0.02 1.48 350| 0.1 1.4 1 0.5
P3 290| 0.025 1.475 525| 0.15 1.35 1 0.5
P4 348 0.03 1.47| 612.5] 0.175 1.325 1 0.5
P5 464 0.04 1.46 700 0.2 1.3 1 0.5
Blanco 0 0 2 0 0 2 1 0.0
Control 0 0 1.5 0 0 1.5 1 0.5
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CUADRO 8: Determinaéién de la inhibicion del radical DPPH — Procedimiento

para la preparacion del blanco de muestras

Clon Azul Clon Rojo !
'[N° Tubos | Extracto | Metanol | Extracto | Metanol | Amortiguador | DPPH
(mi) (ml) (ml) (mi) (ml) (ml)
P1 0.01 1.99 0.09 1.91 1 0.0
P2 0.02 1.98 0.1 1.9 1 0.0
P3 0.025 1.975 0.15 1.85 1 0.0
P4 0.03 1.97 0.175 1.825 1 0.0
P5 0.04{ 1.96 0.2 1.8 1 0.0
Blanco 0 2 0 2 1 0.0

Posteriormente, con los valores de las absorbancias obtenidas se determiné

- el % de captacion de radicales libres (DPPH) mediante la siguiente férmula:

-~ Capacidad Antioxidante = [1-(42 - 43)/ 41] x 100 (4)
% Captacion de Radical Libre '

Donde: _
Al = Absdrbancial_ del patrén de referencia |
A2 = Absorbancia de la muestra

A3 = Absorbancia del blanco de muestra

Nota: Para obtener los ug de extracto, préviamente se llevo a sequedad un
volumen conocido del extracto obtenido del tratamiento de la muestra (Ver
ANEXO 5: cuadro 5.1 y cuadro 5.2) " ' ’
2.4.8.4. Determinacién de la concentracién inhibitoria del 50% de DPPH
| " (C150%) del 4cido ascérbico. |

Se prepara una solucion de dcido ascérbico en metanol a una concentracién
de 100ug/mI (5mg de acido ascorbico en 50 ml de metanbl). Seguidamente se
tomaron triplicados de un numero de tubos de acuerdo al nuamero de
concentraciones a evaluar segun se indica‘en el cuadro 9, se Coloca cada tubo

"en un vortex durante 15 segundos. Los tubos se mantuvieron en oscuridad
- durante 15 minutos, se lee las absorbancias a 517nm contra el blanco en un R

espectrofotdmetro.
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CUADRO 9: Determinacion de la inhibicion del radical DPPH frente al acido

ascorbico.
N° Tubos | a ascérbico | a ascérbico | Metanol |Amortiguador| DPPH
(ug) (ml) (ml) (ml) (ml)

P1 0.5 0.005 1.495 1 0.5
P2 1 0.01 1.49 1 0.5
P3 2 0.02 1.48 1 0.5
P4 3 0.03 1.47 1 0.5
P5 4 0.04 1.46 1 0.5
P6 5 0.05 1.45 1 0.5
Blanco 0 0 2 1 0
Control 0 0 1.5 1 0.5

A continuacién, con los valores de las absorbancias obtenidas se determiné

el % de captacion de radicales libres (DPPH) utilizando la formula (4) (Ver
ANEXO 5, cuadro 5.3).
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CAPITULO it
RESULTADOS Y DISCUSIONES

3.1. DEL ANALISIS FiSICO-QUIMICO

El cuadro 10 se muestra los resultados del analisis quimico proximal de clones
de papas nativas y en el anexo 6 se presenta los resultados de la muestra
liofilizada.

CUADRO 10: Analisis quimico proximal en dos clones de papa nativa

- .+l - %(Baseseca) . | . % (Basehiimeda)
-~ Componentes.: | Clon 303851 | Clon 304239°| -Clon'303851-| Clon 304239-
v .4 (Rojo) | (Azul) :| {(Rojo) (Azul)
Humedad - - 74.8 69.08
Materia Seca - - 25.2 30.92
Proteina 6.02 4,91 1.52 1.52
Grasa 1.47 1.49 0.37 0.46
Ceniza 4.04 3.89 1.02 1.2
Carbohidratos 88.47 89.71 22.29 27.74
Fibra 3.35 3.64
Almiddn 83.20 80.60
Azucares Reductores 0.52 0.31

La humedad presente en las plantas y en los tubérculos depende del medio
ambiente (Pefha et al., 2006), mientras Andre et al., (2007) reporta que la
humedad de variedades de papas nativas se encuentra en 65.0 a 79.4%, lo
que coincide con los resultados del presente trabajo.

En lo referente a la materia seca se observa que el valor encontrado esta
dentro de lo reportado por Huaman, (1986) y Bonierbale ef al., (2004) quienes
indican valores de 24-31% y 18-22% respectivamente. El contenido de materia
seca en las variedades nativas es superior a 24.30% (Pefa ef al., 2006).

Probablemente uno de los componentes nutricionales que mas llama la
atencion en papas mejoradas y otros tubérculos, es el contenido de proteina,
debido al alto valor nutritivo que radica en los altos niveles de aminoacidos
esenciales como lisina, treonina, metionina y triptéfano (Jaspreet y Lovedeep,
2009).
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Todas las variedades de papas nativas no son considerados como una
importante fuente de lipidos, ya que el contenido de estos en el tubérculo es
muy baja, en cuanto al contenido de cenizas son medianamente apreciables
debido a que en su composicion predominan minerales como potasio, hierro,

calcio y otros (Andre et al., 2007).

El porcentaje de carbohidratos eé abundante, como era de esperar y por lo que

su utilizacién como fuente de energia es apreciable, por otro lado se observa
que se encuentra entre valores de 88.47 — 89.71% que coinciden con lo
reportado por Villacrés et al., (2010), como también Pefia et al., (2006)
encontraron valores de 21.57% a 27.23% en materia fresca. Las diversas
variedades de papa nativa, difieren en el contenido de azucares en los
tubérculos,' como en el contenido de N total, proteinas y aminoacidos. La gran
‘variabilidad en el contenido de azucares reductores, presentes en estas
variedades permite identificar materiales con niveles muy bajos y estables en
contenido de glucosa y fructosa, son productos de excelente color y sabor
(Bonierbale et al., 2004).

3.2. DE LA EVALUACION MICROSCOPICA DEL LIOFILIZADO DE
CLONES DE PAPAS NATIVAS

La figura 11, muestra las micrOfotografl’as’de los granulos de almidén de
~ papa de pulpa azul y roj'a, obtenidas por microscopfa electronica de barrido
' (SEN). Se observé la forma y tamafio de los granulos de almidén y su
asociacién con otros componentes, entre ellos los pigmentos. Las flechas
coloreadas sefialan las formas tipicas ovoides y esféricas dé la superficie lisa,
con fracturas y roturas de los granulos de -almidén de papa, estas
observaciones coinciden con lo reportado en la literatura (Alvis, et al., 2008) y
las flechas blancas sefialan como esta adherido el pigmento con relacién al

almiddn, lo que dificulta la extraccion de los pigmentos.
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Figura 11. Microfotografias 1.5kx, 1.0kx y 500x, de almidén de papa
pigmentada: Clon azul (A) Y Clon rojo (B).

33. DE LA INFLUENCIA DE LOS PARAMETROS DE EXTRACCION
SOBRE EL CONTENIDO DE ANTOCIANINAS

La idea principal de esta etapa fue probar cual era el mejor solvente y pH para
la extracciéon de antocianinas, tomando en cuenta que los solventes polares
extraen compuestos polares y los solventes organicos extraen compuestos no
polares, con pocas excepciones.

Después de la extraccidén, purificacién parcial de las antocianinas vy
cuantificacion por el método de pH diferencial, a los resultados obtenidos para
cada uno de los solventes y pH se les hizo un analisis de varianza (ANOVA)
para saber si existe diferencia significativa 0 no entre las diferentes
combinaciones realizadas (Ver ANEXO 7).
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- 3.3.1. Anadlisis de datos para el contenido de antocianinas en el clon
304239 (Azul)

La concentracion de antocianinas totales se expresa en miligramos de cianidina

3-glucésido por gramo de muestra seca, donde los valores alcanzados en este

experimento varian entre 1.6895 y 2.6272 mg cianidina 3-glucésido/g de

muestra seca (Ver Cuadro 11).

CUADRO 11: Andlisis de Varianza para el Clon 304239

Fuente - SC Gl CM . F-Ratio P-Valor
- A:Solvente , 0.703595 1 0.703595  1326.20 0.0000
- B:pH 0.192914 1 0.192914 363.62 0.0003
"AB , 0.0515366 1 0.0515366 97.14 0.0022
Bloques - 0.0011544 1 0.0011544 2.18 0.2366
Error Total » 0.0015916 3 0.000530535 '
Total (corr.) 0.950791 7

R-cuadrado = 99.8326 por ciento

R-cuadrado (adj.) = 99.7071 por ciento

Error Estandar de Est. = 0.0230333

Los resultados del analisis estadistico realizado para el clon 304239 indican
que existen diferencias significativas, a un « de 0.05 en el contenido de
| ,/antocianinas entre los dos solventes y pH, Vasi como también en la interaccion
entre las dos variables. El estadistico R-sq indica que el modelo asi ajustado

. explica el 99.83% de la variabilidad en el contenido de antocianinas.

. Se observa que el efecto en la variacion del solvente y pH de extraccion, son
significativos (p<0,05) al 100% y 99.97% respectivamente; esto implica una alta
relacion causa efecto entre el contenido de antocianinas totales con la variable

solvente y pH.
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3.3.2. Anidlisis de datos para el contenido de antocianinas en el clon
303851 (Rojo)

Al aplicar las distintas condiciones de extraccion, el contenido de antocianinas

totales varié'entre 0,0224 y 0.7206 mg cianidina 3-glucésido/ g de muestra

seca (Cuadro 12).

. Cabe destacar que la pigmentacién del clon 303851 es menos intensa que el

clon 304239, presentando a su vez una menor concentracién de antocianinas.

CUADRO 12: Andlisis de Varianza.para el Clon 303851

Fuente - - SC Gl CM F-Ratio P-Valor
” A:Solvente | 0.807784 1 0.807784 568.14 0.0002

B:pH 0.000145351 . 1 0.000145351 0.10 0.7701
‘ AB 0.0000485113 1 0.0000485113 0.03 0.8652

Bloques - 0.00134421 1 0.00134421 0.95 0.4026

Error Total - 0.00426538 3 0.00142179

Total (corr.)  0.813588 7

 R-cuadrado = 99.4757 por ciento

R-cuadrado (adj.) = 99.0825 por ciento

" Error Estandar de Est. = 0.0377067

Los resultados del andlisis estadistico realizado para el clon 303851 indican
que existen diferencias significativas, a -un o de 0.05 en el contenido dé
antocianinas entre los dos solventes y no asi entre los pH y la interacciéh entre
solvente - pH. El estadistico R-sq indica que el modelo asi ajustado explica el -

99.47% de la variabilidad en el contenido de antocianinas.

Se observa que la variable solvente influye significativamente con una
probabilidad del 99.98% en el contenido de antocianinas totales del .clon
303851, sin embargo la variacién de pH solo influye con una probabilidad del
23%. La influencia del tipo de solvente sobre la respuesta es superior a la
influencia de la variacién del pH indicado. | | '

En el anexo 8, se contrasta gréficarﬁente los resultados obtenidos para ambos

clones de papa nativa.
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La extraccion es influenciada por la naturaleza quimica de los compuestos, el
método de extraccién empleado (extraccion por solventes, la extraccién en fase
sdlida y la extraccion supercritica), el tiempo y condiciones de almacenamiento,
y la presencia de sustancias interferentes. La extraccion por solventes es un
proceso disefiado para separar compuestos solubles por la difusién de un
sélido (tejido de la planta) usando una matriz liquida (disolvente) (Brown, 2005).

El contenido de antocianinas varié de acuerdo al solvente utilizado, la mayor
eficiencia de los solventes estudiados en la extraccion de los tubérculos de
papa fue la acetona con respecto al etanol. Estos resultados estan de acuerdo
con un estudio previo de informacién que los solventes con polaridad alta,
como el etanol no da buenos resultados de extraccion. En este estudio se
demuestré que la acetona es el solvente mas eficiente en la extraccion de
antocianinas (Figura 12).

Nota: Los resultados estdan de acuerdo con la estadistica, analisis del
experimento y bibliografia.

Figura 12. Contenido de antocianinas presentes en los dos clones de papa
nativa a diferentes solventes y pH.
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El uso del agua en combinacién con otros solventes organicos (acetona)
contribuye a la creacién de un medio moderadamente polar que garantiza la
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extraccién de antocianinas (Chirinos et. al., 2006). El efecto del pH en la
extraccion se evalué con un 0.1% de HCI para aumentar la estabilidad, mejorar
.la desintegracién de las paredes celulares, lo que facilita la solubilidad y la
difusion de las antocianinas, y sobre todo para inhibir la actividad de la
polifencloxidasa presentes en los tubérculos de papa; sin embargo se observd
una disminucién en ia recuperaciéon de los compuestos antocianicos de los
clones de papa nativa cuando el valor del pH del solvente fue superior a 3.0.

3.4. CONTENIDO DE ANTOCIANINAS TOTALES

Los resultados del contenido de antocianinas de las papas nativas: clon
303851 y clon 304239 se detallan en el cuadro 13 y se muestra en la figura 13,
expresados en mg de cianidina-3-glucésido/g.

Cuadro 13: Contenido de antocianinas totales en dos clones de papa nativa.

Muestras Antocianinas Totales
mg Cy-3-glu/ g MS | mg Cy-3-giu/ g MF | mg Cy-3-glu/ 100g MF
303851 (Clon Rojo) 0.6677 0.1683 16.83
304239 (Cion Azul) 2.6015 0.8044 80.44

Figura 13: Contenido de antocianinas totales presentes en los dos clones de
papa hativa.

303851 -Rojo 304239-Azul
Clones

Como se aprecia en el cuadro 13, la concentraciéon de antocianinas de los dos
clones de papa nativa difieren significativamente, clon 304239 es la que
presenta la mayor concentracion de antocianinas (80.44 mg/100g MF) con
respecto al clon 303851 (16.83 mg/100g MF).
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Segura (2004), afirma que los genotipos de papas nativas con pigmentacion
morada presentan mayores concentraciones de antocianinas, con valores de
79,89 y 58,76 mg cianidin-3-glucésido/100g MF, sin embargb, Rodriguez-
Saona et al., (2001), mencionan que las papas con pigmentacién roja
presentan un alto contenido de antocianinas, en comparacion a aquellas con

pigmentacion morada.

El cuadro 14 muestra una comparaciéon del contenido de antocianinas
reportado por diversos autores y los resultados obtenidos en la presente
investigacién. El clon 304239 se encontré dentro de los rangos reportados por
los cinco autores, mientras que el clon 303851 se encontré dentro de los
rangos reportados por Rodriguez-Saona et al., (1998) y Brown et al.,(2003).

Los resuitados obtenidos y en contraste con la bibliografia afirman que la
concentracién de antocianinas dependen de factores como: la naturaleza,
variedad, el método de extraccion y cuantificacién de antocianinas, también la
expresion de los resultados ya que varian en funcién al tipo de antocianidina

presente.

Cuadro 14. Concentraciéon de antocianinas de papas moradas y rojas
expresados en (mg de cianidina-3-glucdsido/100g MF).

" Caracteristica del tubérculo . 1| Valor. | . ~Autoryafio i -
Clon 303851 (Rojo) 16.83 | Resultados de la presente
Clon 304239 (Azul) 80.44 |investigacion (2010)
Papas con pulpa morada (Solanum sp) 59.0-80.0 | Campos et al. (2006)
Clones de papas nativas — Pulpa roja 6.9-35 |Brown efal.,(2003)

Pulpa morada 5.5-17.1
Papas con pulpa roja y morada (Solanum spp) 37.50 |Lachman et al. (2008)
Patata con pulpa roja y purpura
(Solanum tuberosum L.) 92,50 |Reyes etal. (2005)
Papas nativas (Solanum spp) 44,10 | Segura (2004)
Patata roja (Solanum tuberosum y Solanum Rodriguez-Saona ef al.
stenotomun) 21,00 ](1998)

Lewis et al. (1998a) citado por Brown, (2005) hallaron concentraciones mucho

mas altas de antocianinas en ciertos cultivares que se extiende hasta a 368 mg
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por 100 g de peso fresco en papas de pulpa purpura y hasta 22 mg/100g MF
en los tipos de carne roja. Pelargonidina y peonidina se encuentran en
cantidades casi iguales en las de pulpa roja, mientras que petunidina y
malvidina son predominantes en la de pulpa purpura.

3.5. CONTENIDO DE POLIFENOLES TOTALES

Los polifenéles es uno de los grupos principales de compuestos que se basa
en su capacidad secuestradora de radicales libres. Se presentan los resuitados
del contenido de polifendles totales expresados en peso seco Yy fresco en el
cuadro 15 y se grafican en la figura 14. Se puede observar un mayor contenido
de polifendles en el clon 304239 (5.938 mg acido galico/g MS) con respecto al
clon 303851(4.283 mg acido galico/g MS). Los niveles obtenidos en este
estudio se encuentran de acuerdo con aquellos reportados por
Andre et al.,(2007), que estan en el rango de 1.12 - 12.37 mg acido galico/g MS
y superiores a los resultados obtenidos por Shiroma et al, (2008) y
Moenne-Locoz, (2008), que se encuentran entre 8.52 - 153.20 y 8.32 mg acido
galico/100g MS respectivamente.

Cuadro 15: Contenido de polifendles totales en dos clones de papa nativa.

Muestras Polifendles Totales

mg & gélico/ g MS | mg & gélico/ g MF | mg & galico/100 g MS
303851 (Clon Rojo) 4.293 1.082 429.3
304239 (Clon Azul) 5.938 1.836 593.8

Figura 14: Contenido de polifendles totales presentes en los dos clones de
papa hativa.
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- Segln los resultados obtenidos por Lachman et al., (2008) el contenido de
polifendles totales son causados principalmente por antocianinas. Las
antocianinas principales encontrados en papas son glucésidbs diversos de
pelargonidina, petunidina y malvidina (Lewis et al., 1998a citado por Lachman
et al., 2008), asimismo entre mas intenso es el color rojo o morado de la piel o
pulpa, los genotipos presentan mayor contenido de polifendles (Villacrés et al.,
2010). |

También encontraron que las variedades de pulpa purpura o rojo tenian el
doble de concentracién de flavonoides de las variedades de pulpa blanca y de

tres a cuatro veces la concentracién de los acidos fendlicos, quienes |
contribuyen en el contenido de polifendles. Por ejemplo los flavonoides en
* orden de abundancia fueron catequina, epicatequina, erodictyol, kaempeferol y
naringenina. Los acidos fendlicos predominantes fueron el acido clorogénico, el

acido \)anilico, y el acido p-cumarico (Lewis et al., 1998b).

El genotipo y localizacién (condiciones ambientales) han sido observados como
las fuentes de principal variacién en el contenido polifendles entre papas
(Shiroma et al., 2008).

3.6. CONTENIDO ACIDO ASCORBICO

El 4cido ascérbico, es un nutriente esencial en la dieta humana y es reconocido
por su capacidad de reducir las reacciones de oxidacién. La estabilidad del
acido ascérbico es afectada por diversas condiciones ambientales tales como

temperatura, luz, oxigeno y actividad de agua (Fennema, 2000).

El contenido de 4cido ascérbico en los dos clones de papa nativa estudiadas

en el presente trabajo’ se muestra en el cuadro 16 y se grafican en la figura 15.

Cuadro16: Contenido de &cido ascérbico en dos clones de papa nativa.

Muestras acido ascoérbico

ug 4 ascorbico/g MS |ug & ascérbico/g MF | mg & ascérbico/100g MF

303851 (Clon Rojo) 31.52 7.943 0.7943

'|.304239 (Clon Azul) 23.84 ' 7.371 0.7371
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Figura 15: Contenido de acido ascérbico presentes en los dos clones de papa
nativa.

[+ ]

N
©

N
)

N
~

NNz
»

ug a ascarbicolg MF
~N N
[42 )]

NNN
=W

~

T

303851 - Rojo 304239- Azul
Ciones

Se puede observar un mayor contenido de vitamina C en el clon 303851
(31.52 ug acido ascorbico/g MS) con respecto al clon 304239 (23.84 ug acido
ascorbico/g MS).

Informes recientes de la variabilidad genética informan de una alta
heredabilidad para el contenido de vitamina C (h? = 0.96), y se miden en los
clones de la progenie de los cruces que constituye con 40mg de vitamina C
por cada 100g de peso fresco. Se ha destacado el contenido elevado de
vitamina C en especies cultivadas de Solanum phureja. En los cruces de S.
phureja (diploide), con los padres tetraploide se observaron relativamente
niveles altos de la vitamina C en la progenie; sin embargo en especies de S.
stenotonumy S. Goniocalix los niveles de vitamina C son bajos (Brown, 2005),
por lo tanto se confirman los resultados obtenidos en el presente estudio.

Dale et al, (2003) también demostré la gran reduccién en el contenido de
vitamina C que se produce durante el almacenamiento con un promedio del
45%, se sabe relativamente poco de la contribucién de la vitamina C en la papa
al valor antioxidante.

Ademas de la disminucion durante el almacenamiento ya se ha sefialado, que
el contenido de vitamina C aumenta durante el desarrollio del cultivo, pero
disminuye durante la maduracion final de la temporada de la cosecha
(Brown, 2005).
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3.7. CONTENIDO DE CAROTENOIDES TOTALES

Los niveles de carotenoides totales en clones de papa nativa se presenta en el
cuadro 17 y se grafican en la figura 16. Se puede observar una variacién en
el contenido de carotenoides totales eri los dos clones; el clon 304239 mostrd
mayor contenido de carotenoides de 33.65 ug/g con respecto al clon 303851
que fue de 19.29 ugl/g. Estos niveles de carotenoides se encuentran en el
rango de valores reportado por Andre et al.,(2007) que obtuvieron entre 2.83 -
36.21 ug/g MS, ademas menciona que los carotenoides principales de la papa
pigmentada son zeaxanthina, antheraxanthina, violaxanthina, y luteina en
diferentes proporciones dependiendo del genotipo y de las condiciones de
almacenamiento.

Cuadro 17: Contenido de carotenoides totales en dos clones de papa nativa.

Muestras Carotenoides Totales

ug S -caroteno/g MS | ug 3 -caroteno/g MF | ug g -caroteno/100 g MF
303851 (Clon Rojo) 19.2875 4.860 486.0
304239 (Clon Azul) 33.6507 10.405 1040.5

Figura 16. Contenido de carotenoides totales presentes en los dos clones de
papa nativa.

ug beta-carotenolg MF

303851- Rojo 304239- Azul
Clones

La variacién elevada en el contenido de carotenoides totales se mostré entre
los dos clones debido a los progenitores empleados para cada progenie, es
probable en el mejorémiento se haya logrado promisoriamente un incremento
de xeoxantina y acumulacién de g —caroteno en los tubérculos, como lo

reportado por Bonierbale et al., 2004.
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Brown et al,(1993) encontraron niveles superiores a 2000 ug en el
mejoramiento de la segregacion de materiales para fenotipos de pulpa naranja,
amarillo, blanco procedentes de una poblacién diploide como S. phurejay S.
stenotonum. Hale, (2003) citado por Brown, (2005) encontraron un rango de 97
a 936 ug por cada 100 g de peso fresco en una serie de cultivares y lineas de
mejoramiento. El contenido de carotenoides no parece estar relacionado con el

color de la pulpa.

3.8. ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE

En la figura17 y anexo 9, se muestran los resultados del tiempo Vs porcentaje
de inhibicion del radical DPPH inhibido por las diferentes volimenes del
extracto de papa de los clones azul y rojo (25 y 100 ul respectivamente).

Figura 17: Tiempo Vs. Porcentaje de inhibicién del radical DPPH inhibido por el
extracto de papa del clon azul y clon rojo
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Cuadro 18: Tiempo de inhibicién al 50% en dos clones de papa nativa

Muestra % Tiempo inhibicién
inhibicién (minutos)
304239 - Clon Azul 50.0 22.919
303851 - Clon Rojo 50.0 54.94
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En el cuadro 18 se observa los resultados; el extracto clon azul presenta mayor
actividad antioxidante con respecto al exiracto clon rojo. Esto significa que
cuando la actividad se expresa como TEC 50%, que representa el tiempo
necesario para alcanzar el equilibrio a la concentracién inhibitoria del 50%
(IC50) (Padilla et al., 2008), con 25 ul del extracto azul se alcanza el TEC50%
en 22.919 minutos. La mayor actividad antioxidante esta relacionada con el
mayor volumen de extracto el cual contendra mayor proporcién de sustancias
antioxidantes como vitamina C y polifendles.

En las Figuras 18 y 19 se determiné la capacidad antioxidante, medida por el
porcentaje de captacion de radicales libres (Ver ANEXO 5), para los dos clones
de papa nativa azul y rojo respectivamente a diferentes concentraciones, en las
que fueron ajustados a una ecuacién logaritmica. Asimismo en la Figura 20 se

puede observar la capacidad antioxidante de la Vitamina C

Figura 18: Concentracion del Extracto Azul Vs Porcentaje de Captacién de
Radicales Libres
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Figura 19: Concentracién del Extracto Rojo Vs Porcentaje de Captacion de
Radicales Libres
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Figura 20: Concentracion de Vitamina C Vs Porcentaje de Captacion de

Radicales Libres
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En la evaluacién de la actividad antioxidante frente al radical DPPH de
diferentes tubérculos andinos se utilizan equivalentes trolox (antioxidante
sintético) (Campos et al., 20086), en el presente estudio se utilizé la Vitamina C
como patrén de comparaciéon. Se puede observar que ambos clones de papa
nativa necesitan mayor concentracion de vitamina C para inhibir el radical
DPPH al 50%.
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Cuadro 19: Capacidad Antioxidante a IC 50% de los extractos Azul, Rojo y

vitamina C
IC 50
Extractos . Concentracion (ug/ml)
304239 - Clon Azul 27.52
303851 - Clon Rojo 76.15
Vitamina C 0.35

Los resultados de la éapacidad antioxidante a una concenfracién inhibitoria del
50% (1C50%) se observa en el cuadro 19, dado que cuanto mas menor es el
valor de IC50 mayor es el poder antioxidante, podemos observar que el valor
de IC50 de la vitamina C eé menor que los extractos azul y rojo esto se debe a
que la vitamina C (& ascérbico) posee propiedades fuertemente reductoras.
Tales propiedades se deben a su estructura enodiol. (Serra y Cafaro, 2007).

Cuentas et al., (2008) reportaron la capacidad antioxidante de hojas de maca
encontrando un valor de IC50 63.78 ug/ml, asi mismo Sandoval et al., (2002)
reportaron la actividad antioxidante de la. maca, obteniendo un IC50 de 430-
610 ug/ml; comparando con estos valores el extracto clon azul y clon rojo

mostrd tener una mayor actividad antioxidante que los estudios mencionados.

Los compuestos funcionales responsables de esta actividad antioxidante en las
papas son los &cidos fendlicos, ﬂavon0|des antomamnas acido ascorblco

t

: carotenmdesytocoferoles (Lavanya, 2007)

Lavanya, (2007) reporté que entre antocianidinas, malvidina es el antioxidante
mas potente, la cianidina mostré tres veces mas antioxidantes que el potencial
de pelargonidina. Varios informes indican fuerte correlacion positiva entre

fendles totales y/o antocianinas y antioxidantes.

La capacidad antioxidante de la papa de variedades de pulpar roja y purpura
mostraron de 2,5 a tres veces mayor actividad antioxidante en comparacion

con las variedades de pulpa blanca (Brown et al., 2005).
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CONCLUSIONES

» La extraccién con acetona fue la més efectiva para ambos clones de
A papa nativa, pero el efecto de pH (3.0 — 4.0) no vario en el contenido de
antocianinas para el clon 303851, sin embargo I"existe diferencias
significativés para el clon 304239 obteniéndose un pH adecuado de 3.0.
Por lo tanto la adicién de agua acidificada en la extraccién con solventes
incrementa la estabilidad, inhibe la accién de las enzimas y mejora la
desintegracién de la pared celular facilitando la solubilizacién y la

difusién de los compuestos antocianicos,

» El clon 304239 mostré maydr contenido de polifendles (1.836 mg acido
- galico/g MF) y carotenoides (10.405 ug /3 -caroteno/g MF) que el clon

303851 (1.082 mg acido galico/g MF y 4.860 ug p -caroteno/g MF

respectivamente), sin embargo se encontré mayor contenido de vitamina
" C en el clon 303851 (7.943 ug acido ascérbico/g MF) con respecto al
clon 304239 (7.371 ug Aacido ascorbico/lg MF). Estas diferencias
 presentes en ambas papas nativas se deben ‘a los progenitores
empleados para cadé uno y a las condiciones ambientales en las que
fueron cultivadas y almacenadas, ya que todo el ambiente que rodea su

crecimiento y desarrollo influye en su composicion. .

* La actividad antioxidante del clon 304239 es mayor, porque logro un
menor 1C50 (27.52 ug/ml) con respecto al clon 303851 (76.15 ug/ml), el

cual esta relacionada con el contenido de antocianinas y polifendles.
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Los resultados concluidos en esta tesis demuestran la potencialidad de los
clones 'de papas nativas como fuente de alimento funcional, el cual se logro
mediante el mejoramiento genético de clones selectos con caracteristicas
especiales: alto rendimiento, buena apariencia agronémica de los tubérculos,
resistencia a virus y alto contenido de antocianinas, polifenoles, carotenoides,

~ lo cual permitiria alcanzar nuevos mercados alternativos,
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RECOMENDACIONES

o - Realizar estudios "adicionales sobre aislamiento e identificacién
estructural de los principios activos presentes en estos extractos de
~ papa nativa estudiados en el presente trabajo, que han presentado una

" capacidad antioxidante.

¢ Realizar un estudio de identificacion y cuantificacion de los tipos de

antocianinas en los clones de papas nativas en estudio.

- o Realizar un estudio sobre la aplicacién de las antocianinas de papa
nativa como colorante en alimentos y como producto antioxidante para
- alimentos como también para la salud (como extracto liquido o en

polvo).
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ANEXO 1
BANDAS DE ABSORCION

Figura 1.1: Extracto con acetona a pH = 3.0




Figura 1.2: Extracto con acetona a pH = 4.0
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Figura 1.3: Extracto con etanol a pH = 3.0
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Figura 1.4: Extracto con etanol a pH = 3.0
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Figura 1.5: Extracto con etanol a pH= 4.0




Flgura 1.6: Extracto con etanol a pH 4.0
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ANEXO 2

DETERMINACION DE POLIFENOLES TOTALES

Cuadro 2.1: Curva de calibracién con acido galico para la determinacién de
polifendles totales

N° Acido galico| Apgorbancia
Tubos (ug/ml) (nm)
P1 10.9091 1.002
P2 9.0909 0.8019
P3 7.2727 0.6131
P4 5.4545 0.4153
P5 3.6363 0.3031
P6 1.8182 0.1777
Blanco 0 0.005
Muestras
303851 - Clon Rojo 3.9031 0.3493
304239 - Clon Azul 5.3979 0.4734

La férmula que se utilizbé para determinar la concentracion de polifendles totales

se determino por la curva de calibracién.

Figura 2.1: Curva de calibracién con acido galico
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ANEXO 3

DETERMINACION DE ACIDO ASCORBICO

Cuadro 3.1: Curva estandar del acido ascorbico

Concentracién a ascorbico Volumen gastado
N° Tubos (mg) (ml)
P1 0.025 0.3
P2 0.05 0.55
P3 0.075 0.8
P4 0.1 1.05
Muestras
303851 - Clon Rojo 0.0197 0.225
304239 - Clon Azul 0.0149 0.175

La féormula que se utilizé para determinar la concentraciéon de acido ascorbico
se determind por la curva de calibracion.

Figura 3.1: Curva estandar del acido ascorbico
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ANEXO 4
DETERMINACION DE CAROTENOIDES TOTALES

Cuadro 4.1: Curva de calibracidn para la determinacién de S -caroteno.

N° Prueba p-Caroteno | Absorbancia
ug/mL nm

1 10 0.2343

2 20 0.4158

3 40 0.7584

4 60 1.1629
Muestras
303851 - Clon Rojo 7.2328 0.1589
304239 - Clon Azul 12.6190 0.2607

La formula que se utilizé para determinar la concentracion de carotenoides

totales se determiné por la curva de calibracion.

Figura 4.1: Curva estandar del j-caroteno.

1.4 7 —
A oy E£.0:0189%4.0:0222 ¢
=127 T RFEU998
£ 1 . -
T
‘s 0.8 +
[z ‘
g 0.6
% 0.4+
2
<02 ¢+
0 T ] ¥ T i T
0 10 20 30 40 50 60 70

Concentracion beta-caroteno{ug/ml)




. ANEXO 5 :
DETERMINACION DEL PORCENTAJE DE INHIBICION

' Cuadro 5.1: Resultados del porcentaje inhibicidn a diferentes concentraciones
del extracto azul

Concentracion | Absorbancia Absorbancia Absorbancia Porcentaje

Extracto | Muestra | Blanco Muestra | Control DPPH inhibicién
(ug/ml) (nm) (nm) (nm) (%)

38.67 0.1109 0.055 62.3569024

77.33 0.1057 0.0713 0.1485 -76.8350168

96.67 0.0899 0.0713 87.4747475

116.00 0.0815 0.0726 94.0067340

154.66 0.0813 0.0726 94.1414141

Peso del extracto seco:
Para10ml=0.116g

0.116 g ---==-=-- 10ml
) G —— 0.01 ml
X=1.16x10"*g =116 ug
116 ug -~==-=--- 3ml
X - 1ml _‘ : .
X = 38.67 ug/mi , -

Cuadro 5.2: Resultados del porcentaje inhibicién a diferentes concentraciones
del extracto Rojo

Concentracion| Absorbancia Absorbancia Absorbancia Porcentaje
Extracto Muestra Blanco Muestra | Control DPPH inhibicién
(ughl) | (nm) _(nm) - __(nm) (%)
105 0.1429 0.0934 68.9460476
116.67 0.1317 0.0924 | 75.3450439
175 0.1125 0.1006 0.1594 92.5345044
204.17 0.1091 0.1048 97.3023839
233.33 0.1056 ’ 0.105 | 99.6235885

Peso del extracto seco:
Para 10 ml =0.0350 g

0.035 g ---------- 10ml
) QEE— 0.09 ml
X=3.15x10%g =315 ug
315 ug -----=--- 3ml
X e 1mi

X =105.0 ug/ml



Cuadro 5.3: Resultados del porcentaje inhibicién a diferentes concentraciones

del acido ascorbico (vitaminé C)

Concentracion

Absorbancia

Absorbancia

Absorbancia

Porcentaje

a ascorbico Muestra Blanco Muestra | Control-DPPH | de Inhibicion
(ug/ml) (nm) (nm) (nm) (%)
0.1667 0.1693 28.9568345
0.3333 0.1349 49.5803357
0.6667 0.1161 0.0508 0.1668 60.8513189

1 0.0739 86.1510791
1.3333 0.0567 96.4628297
0.0571 96.2230216

1.6667
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ANEXO 7

RESULTADOS DE LA CUANTIFICACION DE ANTOCIANINAS TOTALES EN
LOS CLONES DE PAPA NATIVA

Cuadro 7.1: Resultados_ de la cuantificacion de antocianinas totales del

extracto aceténico.

Extractos| pH | AJvis-max | Az A FD | mg Cy-3-glu/ L | mg Cy-3-glu/g DW X SD
1 0.659 0.0508 [0.5713| 18 | 171.7213115 | 2.575819673
pH 3.0 1 0.6691 0.0512 | 0.5827 | 18 | 175.1479227 2.62721884
i 4.5 0.0879 | 0.0527
1 0.6461 0.0508 | 0.5699| 17 | 161.7838052 | 2.426757078
Clon azul ~
:H 4;“ 45 | 0.0777 | 0.0523 2.4514 0.0247
_ 1 0.6578 | 0.0514 |0.5815] 17 | 165.0768253 | 2.476152379
4.5 0.0788 | 0.0539
1 0.2914 | 0.0555 10.1888| 13 | 40.98574275 | 0.614786141
pH 3.0 1 0.3001 0.055 |0.2213]| 13 | 48.04102156 | 0.720615323
4.5 0.0752 | 0.0514 :
1 0.2877 | 0.0486 |0.2171| 12 | 43.50393457 | 0.652559019:
Clon rojo
p°H 4%1 45 | 0.0723 | 0.0503 0.6542 0.0017
1 0.2882 | 0.0494 |0.2182| 12 | 43.72435985 | 0.655865398
4.5 0.0712 |.0.0506




Cuadro 7.2: Resultados de la cuantificacion de antocianinas totales del.

extracto etanodlico.

Extractos | PH | A vis-max | Az A FD | mg Cy-3-glu/L | mg Cy-3-glu/g DW X sSD
1 | 0.6326 | 0.0546 |0.5397 | 14 | 126.1734335 |  1.892601502
45| 0.0964 | 0.0581
Clon azul 1.8978 | 0.0052
pH3.0 |1 | 06326 | 0.054 |0.5427| 14 | 126.8747866 | 1.903121799
45| 0.0931 | 0.0572
1 0.647 | 0.0513 |0.5676| 12 | 113.7394439 |  1.706091658
| I
°p°|_';' gadll45| oos2t | 0.054 16978 | 0.0083
1 0.6413 0.0514 [0.5621}| 12 | 112.6373175 1.689559762
45| 0.0808 | 0.053 |
1 | 02023 .| 0.065 |0.0574| 2 | 1.91703197 0.02875548
' 45| 0.1494 | 0.0695
Clon rojo 0.0273 | 0.00145
pH3.0 | 1 | 02175 |0.0749 |0.0515| 2 | 171998513 | 0.025799777
45| 0.1767 | 0.0856
1 | 0.1489 | 0.0548 |0.0496| 2 | 1.656529368 |  0.024847941
Cm‘;‘(’)w 45| 01001 0.0556 ' 0.0236 | 0.0012
' 1 0.1315] 0.0531/0.0448| 2 | 1.496220074| 0.022443301
4.5 0.0881| 0.0545




ANEXO 8
GRAFICOS DE EFECTOS PRINCIPALES PARA EL CONTENIDO DE
ANTOCIANINAS
Figura 8.1: Efectos principales para el clon 304239 (Clon Azul)
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Figura 8.2: Efectos principales para el clon 303851(Clon Rojo)
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ANEXO 9

DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE

Cuadro 9.1: Tiempo Vs inhibicion del radical DPPH por el extracto de papa del

clon azul y clon rojo

Tiempo Clon Azul Clon Rojo
Absorbancia - 25 uL | % Inhibicién | Absorbancia - 100 uL | % Inhibicién

0 1.3905 0. 00 1.3925 0. 00
2 0.9251 33.47 1.0429 25.10
4 0.8592 . 38.21 1.0109 27.40
6 0.8502 38.86 0.9812 29.54
8 0.8467 39.11 0.9675 30.52
10 0.8126 41.56 0.9591 31.13
12 0.7702 44.61 0.9292 33.27
14 0.7483 46.18 0.8845 36.48
16 0.7296 47.53 0.8677 37.69
18 0.7198 48.23 0.852 38.81
20 0.7069 49.16 0.842 39.53
22 0.6981 49,79 0.8352 40.02
24 0.6874 50.56 0.8243 40.80
26 0.6766 51.34 0.817 41,33
28 0.6673 52.01 0.8067 42.07
30 0.6605 52.49 0.7985 42.66




ANEXO 10
FOTOGRAFIAS
EXTRACCION DE ANTOCIANINAS







