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RESUMEN

En la presente investigacion se trabajo con diez clones mejorados de papa nativa
(Solarum tuberosum), procedentes del INIA (Instituto Nacional de Innovacion

Agraria, Estacion Experimental Andenes Cusco), de la region Cusco.

Los ensayos fueron realizados con los diez clones mejorados crudos y diez clones
mejorados cocidos, se determind fenoles totales (FT), antocianinas monoméricas
(AM), determinacion de la capacidad antioxidante por el método ABTS-TEAC y por
el método CUPRAC.

Se reportd que la cantidad de fenoles totales (FT) realizados por el método de Folin-
Ciocalteau oscilaron entre “8.00 mgGAE/100g en el clon Morado 204 a 33.24
mgGAE/100g en el clon 511114.27” ambas para muestras crudas, y de “19.87
mgGAE/100g en el clon Morado 204 a 44.23 mgGAE/100g en el clon 511114.27”

ambas para muestras cocidas.

El analisis para antocianinas monoméricas (AM) por el método de pH diferencial

mostrd resultados entre “2.36 mgC3G/100g en el clon 511188.31 a 38.77
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mgC3G/100g en el clon 511114.27” ambas para muestras cocidas, y de “5.11
mgC3G/100g en el clon Morado 204 a 55.03 mgC3G/100g en el clon 511120.43”,

estas dos ultimas para muestras crudas.

La capacidad antioxidante demostrada por el método de ABTS-TEAC expresada en
equivalente Trolox, presentd valores entre “20.93 umolTE/100g para el clon Morado
204 a 280.54 umolTE/100g para el clon 511114.27” ambas para papas crudas, y
valores para muestras cocidas entre “133.60 pmolTE/100g para el clon Morado 204 a
336.05 umolTE/100g para el clon 511114.27.” Los analisis de la capacidad
antioxidante por el método de CUPRAC expresada en equivalente de acido Ascorbico,
expres6 valores entre “9.55 umolAA/100g para el clon Morado 204 a 42.85
umolAA/100g para el clon 511114.27” ambas para muestras crudas, y para muestras
cocidas los valores oscilaron entre “20.29 umolAA/100g para el clon Morado 204 a
40.25 umolAA/100g para el clon 511114.27.”

Todos los resultados encontrados respecto al contenido de fenoles, antocianinas y
capacidad antioxidante, presentaron diferencias significativas entre los clones crudos

y los cocidos.

Los resultados indican que las papas nativas al ser clones mejorados mostraron una
muy buena cantidad de fenoles totales, capacidad antioxidante y antocianinas totales,
y que al recibir un tratamiento de coccion, en su mayoria aumenta la concentracion de
la capacidad antioxidante y fenoles totales, caso contrario ocurre en el caso de
antocianinas que disminuyen su concentracion al recibir calor, por lo tanto si se
incorpora a la dieta diaria papas nativas de color, contribuira con la mejora de la salud
y bienestar del organismo, disminuyendo el riesgo de enfermedades degenerativas
cardiovasculares y aumentaria la proteccion contra la accion nociva de sustancias
provenientes de la dieta y radicales libres. También por sus cualidades tendria

importantes aplicaciones en la industria farmacéutica, agroindustrial y alimentaria.

Palabras claves: Clon mejorado, ABTS, Trolox, CUPRAC, antioxidantes, fenoles,

antocianinas, enfermedad degenerativa, radicales libres.
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ABSTRACT

In the present investigation we worked ten improved native potato clones (Solarum
tuberosum), from the INIA (National Institute for Agricultural Innovation,

Experimental Station Andenes Cusco), the Cusco region.

The tests were conducted with ten improved raw and ten clones cooked improved
clones, all samples passed through an ethanol extraction for the determination of total
phenols (FT), monomeric anthocyanins (AM), determination of antioxidant capacity

by the method ABTS- CUPRAC and the TEAC method.

It was reported that the amount of total phenols (FT) performed by the Folin-
Ciocalteau ranged from "8.00 mgGAE/100g in Morado 204 clone at 33.24
mgGAE/100g in 511114.27 clone " both to raw samples, and "19.87 mgGAE/100g in
Morado 204 clone at 44.23 mgGAE/100g in 511114.27 clone" both for cooked

samples.

To monomeric anthocyanins analysis (AM) by the method pH differential results
showed between "5.11 mgC3G/100g in Morado 204 clone at 55.03 mgC3G/100g in
511120.43 clone" both for cooked samples and "2.36 mgC3G/100g in 511188.31 clone
at 38.77 mgC3G/100g in 511114.27 clone "the latter two for raw samples.

Antioxidant capacity as demonstrated by the method of ABTS-expressed in Trolox
Equivalent TEAC showed values between "20.93 umolTE/100g in Morado 204 clone
at 280.54 umolTE/100g in 511114.27 clone " both for raw potatoes and cooked
samples values between "133.60 pmolTE/100g in Morado 204 clone at 336.05
umolTE/100g in 511114.27 clone." The analysis of antioxidant capacity by the method
of CUPRAC, expressed as ascorbic acid, expressed values between "9.55
umolAA/100g in Morado 204 clone at 42.85 umolAA/100g in 511114.27 clone" both
for raw samples, and samples boiled values ranged from " 20.29 umolAA/100g in

Morado 204 clone at 40.25 umolAA/100g in 511114.27 clone".

All results regarding the content of phenols, anthocyanins and antioxidant capacity

showed significant differences between raw and cooked clones.
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The results indicate that native potatoes to be improved clones showed a great amount
of total phenols, antioxidant capacity and anthocyanins, which when treated cooking,
mostly the concentration of the antioxidant capacity and total phenols, if opposite
occurs in the case of anthocyanins that reduce its concentration to receive heat, so if it
is incorporated into the daily diet potatoes native of color, contribute to improving the
health and welfare of the body, reducing the risk of cardiovascular and degenerative
diseases increase protection against the harmful effects of substances from the diet and
free radicals. Also for its qualities have important applications in the pharmaceutical,

food processing and food industry

Keywords: Clone improved, ABTS, Trolox, CUPRAC, antioxidants, phenols,

anthocyanins, degenerative disease, free radicals
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INTRODUCCION

La papa es una planta mundialmente conocida por sus variados usos en la cocina, pero
ésta no es so6lo un ingrediente culinario, también es una fuente rica de vitamina C,
carotenoides, antocianinas, proteinas y vitamina B6, aunque esto depende de la
variedad del tubérculo. En los ultimos afios se ha incrementado la demanda de papas
nativas, el genotipo de colores abre muchas posibilidades para la elaboracion de
novedosos productos, las mayores proyecciones de las papas nativas estan en los altos
valores de antioxidantes en relacion a las papas blancas, que es donde tienen el
potencial de sumar valor a esta fuente de alimento mas que por su almidon, volumen
y cualidades de acompafiamiento sino, por su caracteristica significante de ser

promotora en la mejora de la salud.!

El germoplasma de la papa nativa en los Andes, presenta una notable diversidad
genética, lo que sugiere una considerable variabilidad en el estudio nutricional. Estas
por su diversidad de colores, contienen compuestos fendlicos antioxidantes que tienen
efectos positivos sobre la salud, neutralizan radicales libres y ayudan a prevenir el
dafio tisular oxidativo, que es vinculado a enfermedades cardiovasculares, cancer y

diabetes. 2

En un estudio realizado en 1000 genotipos de papas andinas por el Centro
Internacional de la Papa en Peru (CIP), se determind que los acidos fenolicos,
representaron una gran proporcion en todos los genotipos, entre el 45% y 90% del total
del contenido de polifenoles **. La presencia de antocianinas en papas con tonalidades
rojas contiene predominantemente glucésidos acilados de Pelargonidina, mientras que
las papas purpuras contienen predominantemente glucosidos acilados de Petunidina y

Pelargonidina.’

Ante la creciente oposicion al empleo de antioxidantes sintéticos en la alimentacion,
las investigaciones se han dirigido a encontrar productos naturales con actividad
antioxidante, lo cual permitira sustituirlos o, por lo menos, disminuir la cantidad
necesaria para proteger los alimentos y evitar el uso de antioxidantes sintéticos (BHT

y BHA), ya que se comprob6 que niveles altos de BHT y BHA producen un aumento
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significativo del peso del higado y una marcada proliferacion del reticulo
endoplasmatico. Otras alteraciones sefialadas han sido una disminucion del
crecimiento y caida del pelo en ratas, hiperplasia de las células epiteliales de los

pliegues del estomago y un efecto toxico en células de mono por parte del BHT ¢

Por lo tanto, el beneficio del consumo de antioxidantes naturales es su contribucion a
la mantencion de la salud y bienestar del organismo, disminuyendo el riesgo de
enfermedades degenerativas cardiovasculares y aumentando la proteccion contra la

accion nociva de sustancias provenientes de la dieta y del entorno ambiental.
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OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

e Evaluar fenoles totales, antocianinas totales y capacidad antioxidante en diez

clones mejorados de papa nativa (Solarum tuberosum sp.) de la region Cusco.
OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Determinar el contenido de compuestos fendlicos totales de diez clones

mejorados de papas nativas cocidas y crudas, de la region Cusco.

e Determinar el contenido de antocianinas monoméricas en diez clones

mejorados de papas nativas cocidas y crudas, de la region Cusco.

e Determinar la capacidad antioxidante total por método ABTS Y CUPRAC en

diez clones mejorados de papas nativas cocidas y crudas, de la region Cusco.

e  Determinar a los clones mejorado de papa nativa con la mayor concentracion

de compuestos bioactivos.
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HIPOTESIS

Dado que, existen nuevos clones mejorados de papas nativas (Solanum tuberosum)

coloreadas, es probable que estos posean fenoles, antocianinas y antioxidantes.
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1.1 PAPA NATIVA (Solanum tuberosum sp.)
1.1.1 Origen e historia

La papa se cultiva en los Andes desde hace mas de 7.000 afios. Segin
investigaciones confirmadas recientemente, el origen de la papa, especie
Solanum tuberosum, se centra en la parte norte del lago Titicaca, sur del
Peru. Actualmente, la subespecie S. tuberosum tuberosum es el cuarto
cultivo de mayor importancia en el mundo después del arroz, el trigo y el
maiz. Se cultiva en mas de 130 paises. En el afio 2005 cubri6 una superficie

de 18.652.381 hectareas a nivel mundial (FAO, 2005).

En el Perti existe alrededor de tres mil variedades de papas nativas, estas se
cultivan aproximadamente a 3900 m.s.n.m en condiciones naturales, es
decir sin necesidad de usar abono sintético y agroquimicos en general, razon
por la cual muchas de estas solo se encuentran en nuestro pais ya que por
razones climaticas y geograficas aiin no se han podido cultivar en el exterior.
En el Peru se cultiva aproximadamente 275 hectareas de papa siendo las
zonas de mayor cultivo: Huancavelica, Cajamarca, Ancash, Junin, Cusco,
Pasco, Ayacucho, Puno, Apurimac, Lima, Ica y Arequipa. La papa nativa
segun investigaciones cientificas posee un mayor indice proteico y
vitaminico en comparacion a las papas mas comerciales, tiene mejor sabor

y ademas propiedades medicinales segan su pigmentacion.’

La particularidad de este tipo y lo que las hace tnicas son sus colores y
tonalidades, en la sierra estas caprichosas formas poseen nombres,
haciéndola aun mas mitica y culturalmente rica, se ofrece como regalo en
eventos tradicionales. Por citar alguno de estos nombres, se encuentra la
“llla pilpintu” o mariposa radiante, “Munya” o pasion de media noche,
“Paqariy tika”o flor de la mafiana. Estos colores o pigmentos varian segin

su tipo, las que poseen color azul son aquellas que contienen un alto
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porcentaje de antioxidantes, las papas amarillas poseen vitamina C, las de

tonalidades rojas contienen antocianinas y flavonoides.

Dentro de la gastronomia y el comercio las papas nativas juegan un rol
importante, debido a su variedad de sabores y colores convierte a los platos
en una obra de arte, por ello es que se viene trabajando en métodos de
procesamiento para poder exportarlas en diversas presentaciones al exterior

del pais.’
1.1.2 Caracteristicas morfoldgicas de la papa nativa

Actualmente, la Solanum tuberosum, descrita por primera vez por el
botdnico suizo Caspar Bahuin en 1596, es la especie mas cultivada y

consumida a nivel mundial.
a) Posiciéon taxondémica de Solanum tuberosum.

REINO: Plantae

FILO: Magnoliophyta
CLASE: Magnoliopsida
ORDEN: Solanales
FAMILIA: Solanaceae.
GENERO: Solanum
ESPECIE:  Solanum tuberosum

Fuente. Centro Internacional de la Papa (CIP) 8

Figura N°01. Papas nativas moradas*
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1.1.3 Conservacion y mejoramiento genético

La conservacion en chacra de la biodiversidad es un tema de constante
preocupacion para las culturas andino-amazodnicas. Diferentes trabajos de
investigacion relacionados a la vivencia campesina y de los ecosistemas
naturales, reconocen que los pobladores asentadas en las comunidades de
las altas montafias poseen una extraordinaria capacidad de organizacion bio-
cultural, ligadas a una cosmovision propia, donde sus practicas y saberes
contribuyen prioritariamente a la conservacion y crianza de los cultivos
nativos, impulsados por su cultura chacarera, el carifio hacia la crianza de
especies y variedades heredadas y en salvaguarda de las estrategias de la
autonomia y seguridad alimentaria de las familias comuneras.’

Por otro lado el CIP (Centro Internacional de la Papa) y el INIA (Instituto
Nacional del Innovacion Agraria) aportan metodologias para el
mejoramiento de semillas, con el fin de hacerlas resistentes a virus, plagas,
sequias, inundaciones, heladas, etc.

El CIP también aporta semillas, tecnologia y capacitacion para diferentes
paises del mundo. Este material genético de primer orden es conservado
gracias al conocimiento tradicional de los agricultores andinos, que han

sabido conservar dicha riqueza durante siglos en sus tierras. '

Por ello, con el fin de lograr sus objetivos, el CIP y el INIA vienen
desarrollando formas conservacion in situ y conservacion ex situ, estas dos
son complementarias, ya que una sin la otro no se podria resguardar el
material genético de las especies de importancia para el mejoramiento
genético, la industria alimenticia, farmacéutica, maderera, etc, permitiendo
la conservacion de especies vulnerables a procesos de erosion

genética.

Se denomina clon a un grupo de organismos idénticos que se han obtenido
mediante mejoramiento genético, esto quiere decir que de un cruzamiento
“x” denominado para su identificacién con cédigo 511260 por ejemplo se
ha obtenido 2000 semillas via sexual (denominadas apropiadamente semilla
botanica). En el proceso de mejoramiento de estas semillas (botanicas)

deben formar tubérculos de las plantas seleccionadas por alguna
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caracteristica especial (rendimiento, color, resistencia a enfermedades, etc),
cuando ya se selecciono, estos tubérculos se identifican con un codigo
511260.12, este ya se denomina clon, porque ha sido escogido por algin
atributo, estos clones son materiales idénticos en tubérculo y la forma de

multiplicacion es asexual.

1.1.4 Propiedades
Las papas nativas moradas son ricas en fitoquimicos antioxidantes y los
estudios muestran que las papas moradas pueden ayudar a bajar la presion

arterial.

Al elegir las verduras que afiadimos a nuestra dieta, una mezcla de colores
es siempre una buena regla general para asegurarse de que estamos
recibiendo una variedad de nutrientes para satisfacer las necesidades de
nuestro cuerpo. Las papas moradas siguen la derecha junto con este
concepto como el caracteristico color purpura nos dice que son ricos en un
poderoso antioxidante llamado “antocianina”. Viniendo de la familia de los
flavonoides de antioxidantes, las antocianinas son mejor conocidas para
estimular el sistema inmunolégico y combatir el cancer. También se puede

encontrar este antioxidante en los ardndanos y granadas.'!

La reduccion de la presion arterial: Un estudio presentado en el 2012
Reunién Nacional de la American Chemical Society en Denver, Colorado
demostré que el consumo de papas moradas bajaron la presion arterial de
los sujetos que consumieron estas papas en comparacion con los sujetos que
no lo hicieron. Los efectos sobre la presion arterial es probable que
acompafie a las papas, efecto terapéutico sobre los capilares y los vasos
sanguineos mencionados anteriormente. También es probable que la
funcion de patata violeta tenga una alta concentracion de otro fitoquimico
llamado acido clorogénico que se ha vinculado a la reduccion de la presion

arterial en ratones. '2
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1.2 RADICALES LIBRES

Desde el punto de vista quimico los radicales libres son todas aquellas especies
quimicas, cargadas o no, que en su estructura atdmica presentan un electron
desapareado o impar en el orbital externo, dandole una configuracion espacial que
genera gran inestabilidad, sefializado por el punto situado a la derecha del simbolo.
Poseen una estructura birradicalica, son muy reactivos, tienen una vida media
corta, por lo que act@ian cercano al sitio en que se forman y son dificiles de
dosificar. Desde el punto de vista molecular son pequefias moléculas ubicuitarias
y difusibles que se producen por diferentes mecanismos entre los que se
encuentran la cadena respiratoria mitocondrial, la cadena de transporte de
electrones a nivel microsomal y en los cloroplastos, y las reacciones de oxidacion,
por lo que producen dafio celular (oxidativo), al interactuar con las principales

biomoléculas del organismo. 3

No obstante lo expresado anteriormente, los radicales libres del oxigeno tienen
una funcion fisioloégica en el organismo como la de que participan en la
fagocitosis, favorecen la sintesis de colageno, favorecen la sintesis de
prostaglandinas, activan enzimas de la membrana celular, disminuyen la sintesis
de catecolaminas por las glandulas suprarrenales, modifican la biomembrana y
favorecen la quimiotaxis. Existe un término que incluye a los radicales libres y a
otras especies no radicalicas, pero que pueden participar en reacciones que llevan
a la elevacion de los agentes prooxidantes y son las especies reactivas del oxigeno

(EROS). 4

1.2.1 La produccion de radicales libres en el cuerpo humano

Los radicales libres y otros ROS surgen de los procesos metabolicos
esenciales normales en el cuerpo humano o de fuentes externas, como la
exposicion a los rayos X, el ozono, el consumo de cigarrillos, contaminantes
del aire, y productos quimicos industriales. La formacion de radicales libres
se produce continuamente en las células como consecuencia de tanto las

reacciones enzimaticas y no enzimaticas. Las reacciones enzimaticas, que
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sirven como fuente de radicales libres, incluyen los implicados en la cadena
respiratoria, en la fagocitosis, en la sintesis de prostaglandinas, y en el
sistema citocromo P-450. Los radicales libres pueden también ser formados
en reacciones no enzimaticas del oxigeno con compuestos organicos, asi

como las iniciadas por reacciones ionizantes. '
Algunas fuentes generadores internamente de los radicales libres son:

e Las mitocondrias

o La xantina oxidasa

e Los peroxisomas

e Inflamacion

o La fagocitosis

e Vias del acido araquidonico

o Ejercicio
Algunas fuentes generadores externamente de los radicales libres son:

e El humo del cigarrillo

o Los contaminantes ambientales

o Radiacion

o Ciertos medicamentos, pesticidas
e Disolventes industriales

e Ozono

1.2.2 Los radicales libres en la biologia

Se espera que las reacciones de radicales libres para producir cambios
adversos progresistas que se acumulan con la edad en todo el cuerpo. Tales
cambios "normales" con la edad son relativamente comunes a todos. Sin
embargo, superponen a este patron comun son los patrones de influencia de
la genética y las diferencias ambientales que modulan el dafio de los
radicales libres. Estos se manifiestan como enfermedades a ciertas edades
determinadas por factores genéticos y ambientales. El cancer y Ila

arterosclerosis, dos principales causas de muerte son las enfermedades mas
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destacadas "radicales libres". Iniciacion y promocion del cancer se asocia
con defectos cromosomicos y activacion de oncogenes. Es posible que las
reacciones de radicales libres enddgenos, como las iniciadas por radiacion
ionizante, puede resultar en la formacion de tumores. La correlacion
altamente significativa entre el consumo de grasas y aceites, y las tasas de
mortalidad por leucemia y la neoplasia maligna de mama, ovarios y recto
entre las personas mayores de 55 afios puede ser un reflejo de una mayor
peroxidacion de lipidos. Los estudios sobre la aterosclerosis revelan la
probabilidad de que la enfermedad puede ser debido a reacciones de
radicales libres que implican los lipidos de la dieta derivado en la pared
arterial y suero para producir peroxidos y otras sustancias. Estos compuestos
inducen lesion celular endotelial y producen cambios en las paredes

arteriales. '©
1.2.3 Concepto de estrés oxidativo

El término se utiliza para describir la condicion de dafio oxidativo resultante
cuando el equilibrio critico entre la generacion de radicales libres y las
defensas antioxidantes es desfavorable. El estrés oxidativo, que surge como
resultado de un desequilibrio entre la produccion de radicales libres y las
defensas antioxidantes, se asocia con dafio a una amplia gama de especies
moleculares que incluyen lipidos, proteinas y acidos nucleicos. Estrés
oxidativo a corto plazo puede producirse en los tejidos lesionados por
trauma, infeccion, lesion de calor, hipertoxia, toxinas y el exceso de
ejercicio. Estos tejidos lesionados producen aumento de las enzimas
generadoras de radicales (por ejemplo, xantina oxidasa, lipogenase, la
ciclooxigenasa) la activacion de los fagocitos, la liberacion de hierro libre,
iones de cobre, 0 una interrupcion de las cadenas de transporte de electrones
de la fosforilacion oxidativa, produciendo exceso de ROS. La iniciacion,
promocion y progresion del cancer, asi como los efectos secundarios de la
radiacion y la quimioterapia, han sido relacionadas con el desequilibrio entre
ROS vy el sistema de defensa antioxidante. ROS se han implicado en la

induccion y complicaciones de la diabetes mellitus, enfermedad ocular
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relacionada con la edad y las enfermedades neurodegenerativas tales como

la enfermedad de Parkinson. !’
1.2.4 El estrés oxidativo y enfermedades humanas

Un papel del estrés oxidativo se ha postulado en muchas condiciones,
incluyendo arterosclerosis, condicion inflamatoria, ciertos tipos de cancer,
y el proceso de envejecimiento. El estrés oxidativo se cree ahora que hacer
una contribucion significativa a todas las enfermedades inflamatorias
(artritis, vasculitis, lupus eritematoso, sindrome adulta enfermedades
respiratorias), enfermedades isquémicas (enfermedades del corazon,
derrame cerebral), la hemocromatosis, sindrome de inmunodeficiencia
adquirida, enfisema, trasplante de 6rganos, Glceras géstricas, la hipertension
, trastorno neuroldgico (enfermedad de Alzheimer, enfermedad de
Parkinson, distrofia muscular), el alcoholismo, enfermedades relacionadas
con fumar, y muchos otros. Un exceso de estrés oxidativo puede conducir a
la oxidacion de lipidos y proteinas, que se asocia con cambios en su

estructura y funciones.'®
1.2.5 Radicales libresy el envejecimiento

El cuerpo humano esta en constante batalla para evitar el envejecimiento.
La investigacion sugiere que el dafio de los radicales libres a las células
conduce a los cambios patologicos asociados con el envejecimiento. Un
numero creciente de enfermedades o trastornos, asi como proceso de
envejecimiento en si, demostrar enlace ya sea directamente o indirectamente
a estas moléculas reactivas y potencialmente destructivas. El mecanismo
principal del envejecimiento atribuye a ADN o la acumulacion de dafio
celular y funcional. La reduccion de radicales libres o disminuyendo su tasa
de produccion puede retrasar el envejecimiento. El caracter progresivo del
envejecimiento significa que ocurre a lo largo de toda la vida del individuo,
tanto joven como viejo, con una intensidad mas o menos constante. Ademas,
todos los individuos envejecen, y lo mismo puede decirse de practicamente

todas las especies animales multicelulares, especialmente de aquellas que,
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como la humana, dejan de crecer al alcanzar el desarrollo adulto. Por tltimo,
el origen del envejecimiento es interno, lo que explica que el envejecimiento
continte aunque se proteja al individuo de toda fuente de dafio procedente
del medio ambiente. Este caracter endogeno también explica por qué las
distintas especies animales envejecen a velocidades enormemente diferentes
aunque vivan en el mismo ambiente. Los factores externos no pueden ser
causa del proceso intrinseco del envejecimiento. Esto significa que la
velocidad del envejecimiento de cada especie animal, y por tanto su
longevidad maxima, esta determinada fundamentalmente por sus genes, no
por el medio ambiente. La teoria del envejecimiento por radicales libres de
origen mitocondrial encaja con esas tres caracteristicas del envejecimiento,
ya que las mitocondrias son una fuente enddgena de radicales libres y todas
las células de los organos vitales producen ROS de forma continua en sus

mitocondrias. !°

LA TEORIA DE LA OXIDACION-INFLAMACION

“Envejecimiento oxi-inflamaterio”

ENVEIECIMIENTO {
[ | Estrés | Sistema Nervioso
| s L7
AN T | Oxidativo L= Sistema Endocring Homeostasis dafiada
Pl AU | Crénico ) .
i \ [ | tema Inmunitario J{
{ ROS
— n
Primero: dafio mitocondrial MORBILIDAD
[c&lulas postmicticas) l \ MORTALIDAD
Inmumidad Funciones de Fundiones de Funciones de Inmunidad
Adquirida Linfocitos Fagocitos Fagooitos Innata

| c 1 ros. rus
Compuestos pro-inflamatorios ﬁ
ANTIOXIDANTES

Mayor y mejor longevidad feem Homeostasizs mejorada otras factores
de estilo de vids

Figura N°02. teoria del envejecimiento oxi-inflamatorio.®
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1.3 ANTIOXIDANTES

Un antioxidante es una molécula suficientemente estable como para donar un
electron a un radical libre arrasa y neutralizarlo, reduciendo asi su capacidad para
dafiar. Estos antioxidantes retrasan o inhiben el dafio celular, principalmente a
través de su propiedad de eliminacion de radicales libres. Estos antioxidantes de
bajo peso molecular pueden interactuar de forma segura con los radicales libres y
poner fin a la reaccion en cadena antes de moléculas vitales estén
danadas. Algunos de estos antioxidantes, incluyendo el glutation, ubiquinol, y
acido urico, se producen durante el metabolismo normal del cuerpo. Otros
antioxidantes mas claros se encuentran en la dieta. Aunque hay sistema de
enzimas varios dentro del cuerpo que eliminar los radicales libres, el principio de
micronutrientes (vitaminas) antioxidantes son la vitamina E (a-tocoferol),
vitamina C (acido ascorbico), y B-caroteno. El cuerpo no puede fabricar estos

micronutrientes, por lo que deben ser suministrados en la dieta.?’
1.3.1. Historia

El término antioxidante fue utilizado originalmente para referirse
especificamente a una sustancia quimica que impidié que el consumo de
oxigeno. A finales del XIX y principios del siglo XX, un amplio estudio se
dedico a los usos de antioxidantes en importantes procesos industriales, tales
como la prevencion de la corrosion de los metales, la vulcanizacion del
caucho, y la polimerizacion de combustibles en el ensuciamiento de los

motores de combustion interna.

Las primeras investigaciones sobre el papel de los antioxidantes en biologia
centrado en su uso en la prevencion de la oxidacion de grasas insaturadas,
que es la causa de la rancidez. La actividad antioxidante puede medirse
simplemente colocando la grasa en un recipiente cerrado con el oxigeno y
la medicion de la tasa de consumo de oxigeno. Sin embargo, fue la
identificacion de las vitaminas A, C, y E, antioxidantes que revoluciono el
campo y condujo a la realizacion de la importancia de los antioxidantes en

la bioquimica de los organismos vivos. La investigacion sobre como la
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vitamina E evita que el proceso de peroxidacion de lipidos condujo a la
identificacion de antioxidantes como agentes que previenen reacciones
oxidativas reducir, a menudo por barrido ROS antes de que puedan danar

las células. 2!
1.3.2. Los mecanismos para neutralizar a los radicales libres.

Los mecanismos de defensa para neutralizar a los radicales libres son

multiples y variados y pueden dividirse en dos grupos .>

» Enzimaticos: de produccion enddgena. Las enzimas son proteinas con
capacidad antioxidante las cuales no se consumen al reaccionar con
radicales libres, y son dependientes de ciertos cofactores generalmente
metales tales como cobre, fierro, magnesio, zinc o selenio. Las enzimas
antioxidantes de mayor importancia son la catalasa, la superoxido
dismutasa y la glutation peroxidasa, y representan la primera barrera frente

a la produccion de radicales libres.

» No enzimaticos: elementos principalmente exégenos, responsables de la
capacidad antioxidante de los fluidos bioldgicos. Estos compuestos a
diferencia de las enzimas se consumen durante su accion antioxidante, por
lo que deben ser reemplazados, provienen principalmente de la dieta a
través de los aportes de vitamina E, vitamina C, betacarotenos, polifenoles,
flavonoides y oligoelementos. Ademas, existen algunos componentes de
origen endogeno tales como glutation, urato, ubiquinol y proteinas

plasmaticas que también ejercen un rol protector.
1.3.3. Las plantas como fuente de antioxidantes

Los antioxidantes naturales y sintéticos se utilizan habitualmente en los
alimentos y en especial en la medicina, esos aceites que contienen grasas y
para proteger los alimentos contra la oxidacién. Hay un nimero de
antioxidantes fenolicos sintéticos, hidroxitolueno butilado (BHT) e
hidroxianisol butilado (BHA) siendo ejemplos destacados. Estos

compuestos han sido ampliamente utilizados como antioxidantes en la
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industria alimentaria, cosmética y la industria terapéutica. Desde hace
bastantes afios se ha trabajado mucho en comprobar la seguridad de los
antioxidantes sintéticos para alimentos, cuyo uso ha sido regulado y
restringido en muchos paises, ya que se comprob6 que niveles altos de BHT,
BHA y TBHQ producen un aumento significativo del peso del higado y una
marcada proliferacion del reticulo endoplasmatico. Por estas razones ha sido
eliminado de la lista de aditivos para alimentos considerados como seguros
(GRAS) antioxidantes. En vista del aumento de los factores de riesgo de
humano a diversas enfermedades mortales, ha habido una tendencia global
hacia el uso de la sustancia natural presente en plantas medicinales y platas
dietéticos como antioxidantes terapéuticos. Se ha informado de que hay una
relacion inversa entre la ingesta dietética de alimentos ricos en antioxidantes
y las plantas medicinales y la incidencia de enfermedades humanas. El uso
de antioxidantes naturales en los alimentos, cosmética y la industria
terapéutico seria alternativa prometedora para los antioxidantes sintéticos
con respecto a bajo coste, altamente compatible con la ingesta de la dieta y
no hay efectos perjudiciales en el interior del cuerpo humano. Muchos
compuestos antioxidantes, que ocurren de forma natural en fuentes
vegetales se han identificado como eliminadores de radicales libres de
oxigeno o activos. Se han hecho intentos para estudiar el potencial
antioxidante de una amplia variedad de verduras como patatas, espinacas,
tomates y legumbres. Hay varios informes que muestran potencial
antioxidante de los frutos. Actividades fuertes en antioxidantes han sido
encontradas en las bayas, cerezas, citricos, ciruelas pasas y aceitunas. Tés
verdes y negros se han estudiado extensamente en el pasado reciente para
propiedades antioxidantes ya que contienen hasta 30% del peso en seco

como compuestos fendlicos. 3

1.4. COMPUESTOS FENOLICOS

Los compuestos fendlicos son un amplio grupo de sustancias con diferentes
estructuras quimicas y actividad, son constituyentes importantes de las plantas y

que a su vez les otorga multiples efectos benéficos. Estan presentes generalmente
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en forma de glucdsidos en los extractos de las frutas, hierbas, vegetales, cereales
y otros materiales de plantas ricos en polifenoles lo que ha permitido su utilizacion
por la industria alimentaria no solo por las caracteristicas organolépticas que le
confieren a las frutas y verduras sino que retardan la oxidacion de los lipidos y
mejoran la calidad nutricional de los alimentos. En adicion a esto, los polifenoles
presentan una amplia gama de actividades bioldgicas, incluyendo la actividad
anticancerigena, antiinflamatoria, antihipertensiva, estrogénica, antioxidante y
efectos protectores contra enfermedades cardiovasculares. Especialmente estos
componentes pueden ejercer efecto antioxidante como el secuestro de radicales
libres, donan moléculas de hidrogeno, barren moléculas de superoxido, quelan
metales de transicion; estas propiedades son atribuidas principalmente al grupo

hidroxilo presente en su anillo estructural. 24

1.4.1. Rutas en la biosintesis de compuestos fendlicos. Existen dos rutas basicas
implicadas en la biosintesis de compuestos fenolicos: la ruta del acido

shiquimico y la ruta del 4cido maldnico.?> Figura N°03.

RUTAS DE SINTESIS DE COMPUESTOS FENOLICOS

Eritrosa 4-fosfato Acido fosfoenolpiravico

(de la ruta de las [de la glodlisis)
pentosas fosfatos)

Ruta del acido

Shikimico Acetil coA

Fenilalanina

Ruta de

'l' Poiliacetatos

I Acido cindmico I
L v v

Fenoles simples I Flavonoides I I Quinonas I

Acidos fendlicos

Cumarinas
Lignanos
Taninos

Figura N°03. Ruta de sintesis de compuestos fendlicos. 26

a) La ruta del &cido Malonico es una fuente importante de fenoles en

hongos y bacterias, pero es poco empleada en plantas superiores.

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




“ﬁ»& UNIVERSIDAD

REPOSITORIO DE i CATOLICA

]
S,
'S

TESIS UCSM =2 DE SANTA MARIA

b) La ruta del acido Shikimico es responsable de la biosintesis de la
mayoria de los compuestos fenolicos de plantas. A partir de eritrosa-4-
P y de acido fosfoenolpirvico se inicia una secuencia de reacciones
que conduce a la sintesis de acido shiquimico y, derivados de éste,
aminoacidos aromadticos (fenilalanina, triptéfano y tirosina). La
mayoria de los compuestos fenodlicos derivan de la fenilalanina. Esta
ruta esta presente en plantas, hongos y bacterias, pero no en animales.
La fenilalanina y el triptéfano se encuentran entre los aminoécidos
esenciales para los animales que se incorporan en la dieta. La tirosina
no es esencial en el sentido de que los animales pueden sintetizarla por

hidroxilacion de fenilalanina.

OP
HO O
HO CO,H
Hemicetal del OH
DAHP
DAHP sintasa
3-Deshidroquinato
sintasa
CO,H CO,H ;
HO/,,,’ COZH HO,/,, COzH
NADPH -H,0 <
— - e
HO Shikimato O 3-Desihidro O Quinato
! O deshidrogenasa dH OH quinasa O'H 2 deshidrogenasg i OH
OH OH
&cido Shikimico 4cido 3-deshidroshikimico acido 3-deshidroquinico 4cido quinico
3-Deshidroshikimato 0
deshidratasa -H,0
CO,H CO,H
HO/ : HO : OH
OH OH
acido protocatecuico acido galico

Figura N°04. Ruta del acido Shikimico y otros precursores.
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1.4.2. Propiedades biomedicinales

Estudios realizados demuestran que la concentracion de (+)-catequinas en
el plasma, observada en sujetos que consumen fruta, verdura y vino,
incrementan su actividad antioxidante lo que en parte podria explicar la

proteccion relativa contra la enfermedad coronaria.

El consumo de productos alimenticios que contienen altas cantidades de
flavonoides, disminuye el riesgo de contraer varios tipos de canceres. Los
mecanismos que son la base de los efectos protectores de cancer de estos
compuestos fendlicos naturales aun constituyen motivo de estudio. Los
flavonoides a los que particularmente se les atribuye esta propiedad son la
luteolina, quercetina, kaempferol, apigenina y taxifolina que inhiben la
lipogénesis y la formacion de células cancerigenas, de este modo es
interesante notar, la inhibicion de células de cancer tanto de mama como de
prostata; existe un paralelismo de respuesta sobre la inhibicion del
crecimiento de células y la induccion de apoptosis (BRUSSELMANS

2005), inhibicion de las sintesis de acidos grasos.
1.4.3. Actividad antioxidante

El nimero y la posiciéon de grupos hidroxi, la glicosilacion y otras
substituciones determinan la actividad de secuestro de radicales por los
compuestos fenolicos. Las diferencias que existen entre la actividad de
secuestro de radicales estan atribuidas a las diferencias estructurales de

hidroxilacion, glicosilacion y metoxilacion.

Los flavonoides son la clase predominantemente descripta de los fenoles
presentes en los alimentos, porque son aproximadamente 2/3 de los fenoles
consumidos en la dieta humana. Los taninos también son una fuente
importante de antioxidantes. Debido a su presencia ubicua en los alimentos
de origen vegetal, los humanos consumen compuestos fenélicos a diario. El
rango de consumo es de 25 mg a 1g por dia, expresados en acido galico,

dependiendo del tipo de dieta (frutas, vegetales, granos, té, especias). 2’
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1.5. ANTOCIANINAS

Las antocianinas estan basadas quimicamente en una unica estructura aromatica,
aquella de la cianidina, y todas se consideran derivadas de ella por adiccion o
sustraccion de grupos hidroxilo, por metilacion o por glicosidacion. Ellas son
intensamente coloreadas y solubles en agua. Se consideran que tienen como
funcién en la planta al ser atractores de insectos y pajaros para los procesos de

polinizacion y diseminacion de semillas.

Las antocianinas como pigmentos naturales inocuos tienen considerables
potencial en la industria alimentaria; pero a diferencia de los pigmentos rojos
sintéticos que se utilizan actualmente, las antocianinas no son estables en
soluciones neutras o alcalinas, ocurriendo facilmente cambios durante el
procesamiento del material crudo y el almacenaje, ultimos estudios reportan que
el color de las antocianinas se hace resistente a las variaciones de pH cuando se
encuentran como productos de condensacion con catequinas en presencia de
aldehidos, siendo en estos casos de mayor valor como agente de coloracion de

alimentos. 28

La variedad de papa violette (Solanum tuberosum var. Blue) que se origind en
Ameérica del Sur, contiene ademas antocianinas, que son glucésidos solubles en
agua de antocianidinas, son parte de los compuestos fenélicos conocidos como
flavonoides y son los responsables del color azul oscuro hasta lavanda
caracteristico de esta variedad. Las antocianinas presentes en esta variedad de
papa son mas estables que las que se pueden encontrar en otras variedades de
patata y en otros vegetales, considerandose €sta como una buena fuente y muy
estable 2. Entre las antocianinas presentes figuran la petunidina-3-(p-coumaroyl-
rutinoside)-5-glucosido ademas de pequefias cantidades de malvidina-3-(p-

coumaroyl-rutinoside)-5-glucosido.?’

Las antocianinas son de interés particular para la industria de colorantes
alimenticios debido a su capacidad para impartir colores atractivos (Konczack y
Zhang, 2004). Recientemente, diversos materiales conteniendo antocianinas estan

siendo incorporados a productos alimenticios, donde tales productos requieren
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investigacion a futuro para demostrar sus efectos fisiologicos. Actualmente, las
antocianinas de maiz morado y azul estan siendo usadas para la produccion de
tortillas azules coloreadas naturalmente. La incorporacion de antocianinas como
colorantes alimenticios, ademas de mejorar la apariencia total, son muy benéficas
para nuestra salud. Las antocianinas son compuestos antioxidantes, su consumo
resulta beneficioso para el organismo, diversos estudios presentan evidencia
cientifica que los extractos ricos en antocianinas pueden mejorar la agudeza
visual, atrapar radicales y actuar como agentes quimioprotectores. Otra gran
ventaja de la antocianina es su capacidad para proteger la integridad y la estructura
del ADN y estimular la produccion de citoquinas, que son clave en la promocion
de la respuesta inmune adecuada. Si eso no es suficiente, este poderoso
antioxidante también tiene propiedades anti-inflamatorias, ayuda a proteger la
salud y la integridad de los capilares y fortalece las membranas. También puede
jugar un papel en la regulacion de la actividad estrogeénica que ayuda a reducir el

riesgo de enfermedad relacionada con la hormona.3!

OH OH
OH OH
HO + HO o+
O\ AN
/
= OH O—gluc
HO HO
cianidina(Cy) cianidina_3_glucoésido
Figura N°05. Estructura de Cianidina. Figura N°06. Estructura de Cianidina-
3-glucdsido.
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CAPITULO I
MATERIALES Y METODOS
2.1 LUGAR DE INVESTIGACION

El presente trabajo de investigacion fue realizado en los laboratorios de H-302 y H-

101 de la Universidad Catolica de Santa Maria (UCSM), Arequipa-Peru.

2.2 MATERIALES
2.2.1 Material vegetal

El material vegetal utilizado fue proporcionado por el INIA (Instituto Nacional
de Innovacion Agraria- Estacion Experimental Andenes Cusco). En total se
analizaron 20 muestras de las cuales 10 fueron clones mejorados de papa nativa
sin cocer y los otros restantes fueron 10 clones mejorados de papa nativa

cocidos, todos correspondientes de la regién Cusco.
2.2.2 Material de laboratorio
Reactivos quimicos:
e ABTS (4cido-2,2 -azinobis(3-etilbenzotiazolin-6-sulfonico)) (Sigma).
e Persulfato de potasio (J.T. Baker)

e Trolox (6-hydroxi-2,5,7,8-tetrametilcromano-2-acido carboxilico)

(Merck).
e Etanol 96°.
e Acido gélico (Sigma).
e Folin Ciocalteau 2N (Merck).

e Carbonato de sodio (J.T.Baker).
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e  Cloruro de potasio (Merk).

e Acetato de sodio trihidratado (J.T. Baker)
e Acido clohidrico concentrado (Merck).

e  (Cloruro de cobre dihitrado. (J.T. Baker)

e Neocuproina (Sigma)

e Acetato de Amonio. (J.T. Baker)

e Acido ascorbico (J.T. Baker)

e Agua destilado.

e Buffer pH 1 (Fisher)

e Buffer pH 4 (Fisher)

e  Buffer pH 7 (Fisher)

Materiales de laboratorio:

e Bureta de 500 ml

e Tubos de ensayo de 12x75 mm pyrex.
e Tubos falcon con tapa rosca 5 ml.

e Balon esmerilado de 250 ml.

e Baguetas

e Pipetasde 1,2,5y 10 ml

e Fiolasde S5mly 10 ml.
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e Pesafiltro.

e Probetade 100 y 250 ml.

e  Micropipetas de 5, 10 y 1000 ul.

e  Vasos precipitados de 100 y 250 ml .

e  Papel filtro.

e Papel aluminio.

e Frascos ambar con tapa rosca.

e Frascos Boeco.

e Placas Petri de 5 ml.

e Espatulas.

e  Parafilm.

e Tubos falcon para centrifuga.

e Gradilla.

e  Matraz kitasato.

Equipos:

o Balanza analitica (OHAUS, AR2140)

. Bomba al vacio de alto rendimiento (Millipore).
o Rotavapor (RII Buchi).

. Agitador magnético con plancha calefactora.

. Cocina (Coldex)
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o Estufa

. Refrigerador (LG)

o Destilador automatico (GLF, 2008)

. Espectrofotometro (Shimadzu, Modelo: UV 1700)

J Centrifuga.

2.3 METODOS
2.3.1 OBTENCION Y ALMACENAMIENTO DE LAS MUESTRAS.

Los clones mejorados de papa nativa, fueron obtenidos del INIA -Estacion
Experimental Andenes Cusco, se muestran en la galeria de fotos del Anexo
N°01. Las muestras fueron almacenadas en bolsas de papel debidamente

rotuladas, en una congeladora a -4 °C. En las figuras N°07 y 08 se muestran la

seleccion y almacenamiento de clones.

Figura N° 07. Seleccién de los clones Figura N° 08. Muestras almacenadas en

mejorados en INIA-Cusco. bolsas de papel
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2.3.2 PREPARACION DE LA MUESTRA

Para realizar los andlisis posteriores, se acondicionaron las muestras segun el
diagrama de flujo de las operaciones que se muestran en la figura N°09. Las

operaciones se describen a continuacion.
a) Seleccion: se seleccionaron los tubérculos sanos.

b) Cocion: se cocieron los 10 clones, cada muestra previamente rotulada para

evitar confusiones.

c) Cortado: las muestras que no fueron cocidas se picaron en una tabla

aproximadamente el corte fue de 0.5 a 1 cm de ancho.
d) Prensado: las muestras que se cocieron, se prensaron posteriormente.

e) Almacenado: las muestras se almacenaron a temperatura ambiente hasta su
empleo en la preparacion de extractos, siempre y cuando fueran el mismo

dia, si no fuese el caso, se almacenaron en bolsas de polietileno a -10°C.

Seleccidn

Cocion

Cortado-
Prensado

Almacena
miento

Figura N°09. Diagrama de flujo de la preparacién de

muestras.
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2.3.3 DETERMINACION DE LA HUMEDAD Y MATERIA SECA

Se uso6 el método A.O.A.C 930.04 denominada humedad en las plantas, en el
que un determinado peso de materia es secado en estufa a 80°C por 24 horas,
hasta obtener un peso contaste, en la figura N°10 se muestran las muestras en la
estufa. Para hallar el porcentaje de humedad se resta el peso de la muestra fresca
menos la muestra seca, a esta resta se le divide entre el peso de la muestra fresca
y se multiplica por 100, y para hallar el porcentaje de materia seca, se resta 100

menos el porcentaje de humedad hallado por muestra.

Figura N°10. Muestras en la estufa.

2.3.4 PREPARACION DE EXTRACTO PARA LA DETERMINACION DE
COMPUESTOS FENOLICOS TOTALES Y DETERMINACION DE LA
CAPACIDAD ANTIOXIDANTE

Se prepard un extracto etandlico para la determinacion de compuestos fenolicos
totales y para la determinacion de la capacidad antioxidante por el método
ABTS y CUPRAC. Se peso 1 gramo tanto de la muestra fresca cortada como
de la muestra cocida prensada, y se llevaron a tubos falcon para centrifuga de
15 ml protegidos de la luz con papel aluminio, al cual se le adicioné 10 ml de
etanol al 96 %, luego se homogenizd levemente la muestra y se dejé macerar
por 24 horas a una temperatura de 4 °C (figura N°11). Transcurrido el tiempo

de maceracion se filtraron al vacio y luego se centrifugaron por 10 minutos a
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4000 rpm, se extrajo el sobrenadante y se almacend en tubos falcon con tapa

rosca (figura N°12) a -10 °C.

N

S

deeinnd

Figura N°11. Extractos etandlicos Figura N°12. Muestras en tubos
antes de las 24 horas. falcon después de la maceracion y

tratamiento de extractos etandlicos.

2.3.5 DETERMINACION DE COMPUESTOS FENOLICOS TOTALES POR
EL METODO FOLIN-CIOCALTEAU

El método de Folin- Ciocalteau, adaptado por Singleton (1999), consiste en que
los compuestos fenolicos (CF), presentes en la muestra se oxidan por accion del
reactivo de Folin (mezcla de acido fosfotingstico y acido fosfomolibdico), el
cual en cambio se reduce por accion de los fenoles, en una mezcla de 6xidos
azules de tungsteno y de molibdeno. La oxidacion de los fenoles, presentes en
la muestra, causa la aparicién de una coloracion azul que presenta un maximo
de absorcion a 755 nm, esta se cuantifica por espectrofotometria con base a una

curva patron de acido galico. 3334

a) Preparacion de la curva estandar: se disolvio 5 mg de acido galicoen 10
ml de etanol, el acido galico actudé como estandar, el carbonato de sodio se

trabajo al 20 % y el reactivo de Folin se llevo a concentracion de 1 N, para la
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grafica estandar se trabajo con fiolas de 5 ml donde se prepard concentraciones
de 4cido galico de 6 a 36 mg/L de concentracion, donde se us6 1 ml de Folin,
2.1 ml de carbonato y se enrasaron con agua destilada hasta 5 ml (figura N°13),

a continuacion se leyeron los estdndares a 725 nm en el espectrofotdmetro.

Figura N°13. Fiolas con diferentes concentraciones de

&cido galico, antes de ser leidas al espectrofotometro.

b) Ensayo con los extractos etandlicos: Para obtener cuantitativamente los
fenoles totales en cada una de las muestras de papas, se llevaron las muestras
a tubos de ensayo: 200 ul de la muestra concentrada o diluida segun sea el
caso, 300 pl de Folin al IN y 2500 pul de Carbonato de sodio al 20%, las

muestras se dejaron reposar por 15 minutos y se leyeron a 725 nm.

El contenido de compuestos fendlicos totales se expresara en mg de acido

galico/g de muestra fresca utilizada.

mg GAE (Abs + b)
= ;. V. Fd;+~Wma=A

g

mg GAE — 4
g

Ecuacién 2.1

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




REPOSITORIO DE UNIVERSIDAD

S CATOLICA
TESIS UCSM < DE SANTA MARIA

Doénde:

Abs: absorbancia de la muestra 725 nm
b: intercepto de la curva

m: pendiente de la curva

V: volumen final de la muestra (ml)
Fd: factor de dilucion

Wma: peso de la muestra (g)

GAE: Equivalente a 4cido gélico

A: mg GAE/g bf

2.3.6 CUANTIFICACION DEL TOTAL DE  ANTOCIANINAS
MONOMERICAS POR EL METODO pH DIFERENCIAL (AOAC
2005.02 37.37.168- Giusti, M.M. y Wroslstad, R.E)

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

del oxonio coloreado predomina a pH 1.0 y la forma hemicetal incolora a pH
4.5. 35, 36,37

a) Extraccion de la antocianina
Se pes6 1 gramo tanto de la muestra fresca cortada como de la muestra
cocida prensada, y se llevaron a tubos falcon para centrifuga de 15 ml
protegidos de la luz con papel aluminio, al cual se le adicioné 10 ml de etanol
acidificado al 0.1 % con HCI, luego se homogenizé levemente la muestra y
se dejo macerar por 24 horas a una temperatura de 4 °C (figura N°14).
Transcurrido el tiempo de maceracion se filtraron al vacio y luego se
centrifugaron por 10 minutos a 4000 rpm, se extrajo el sobrenadante y se

almacend en tubos falcon con tapa rosca a -10 °C.

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




v =" UNIVERSIDAD
REPQSITORIO DE X CATOLICA

TESIS UCSM DE SANTA MARIA

Figura N°14. Extraccion de antocianinas monomeéricas.

b) Purificacion de la antocianina
La purificacion es un paso muy importante, debido a que en la extraccion
se arrastran contaminantes los cuales pueden afectar la estabilidad o el
analisis del pigmento, después de tener la maceracion después de 24 horas,
las muestras son llevadas a un rotavapor Buchi a 40 °C por unos 5 a 10
minutos, se almacenaron las muestras a 4 °C hasta su utilizacion (figura

N°15).

e

.
T |

Figura N°15. Concentracion de las antocianinas en

rotavapor Buchi Il.
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c) Determinacion de la concentracion
Se tom6 1 ml de la muestra concentrada o diluida segun sea el caso, con 2
ml de buffer pH 1 y se procedi6 a leer a 520 nm y 700nm, para el buffer
pH 4.5 se toman las mismas medidas 1 ml de muestra con 2 ml de buffer y

se lee a 520 nm y 700 nm.

Para poder determinar la concentracion de las antocianinas totales se us6 la

formula de pH diferencial:

A= [( ASZOnm = A700nm)pH 1.0 — (A520nm - A700nm)pH 4.5]

g mg A.P.Fd.1000
Antocianinas totales (—L—) = )

Ecuacion 2.2
Donde:

A: Absorbancia de la muestra
P: peso molecular de Cianidina-3-glucosido 449,6 g/L
Fd: factor de dilucion

€: Absortividad molar de la Cianidina-3-glucosido, 26 900 L/cm.mg.

2.3.7 DETERMINACION DE LA CAPACIDAD ANTIOXIDANTE POR EL
METODO ABTS- TEAC (ABTS- Trolox equivalent antioxidant capacity).

Milllar y Rice-Evans 1997.38 39, 40.41

El compuesto ABTS, es un radical estable que presenta coloracion azul y que
absorbe radiacion a una longitud de onda de 734 nm, de forma que su

concentracion se puede determinar mediante métodos espectrofotométricos.

Este método radica en la decoloracion del radicar monocation preformado

ABTS™, el radical posee una coloracion verde azulada, la generacion del radical
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ABTS" se produce tras una oxidacion, entre el ABTS % (2,2-azinobis-3-
etilbenzotiazoline-6-sulfonato) y el persulfato de potasio. Como patrén se
emplea Trolox, un analogo sintético hidrosoluble de la vitamina E, la reaccién

del ABTS con Trolox se puede apreciar en la figura N°16.

+ . 0
NH, + O\//

CH, N \>\s

N
HaC
+e T l-e' CH,
S
o Lo *
I +
NH; + OL_J] d.
i s
o] }tN\N
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ABTS ¥ \ > N /\| i
SZ2 He” N~ N0 %  OH
JIAN = | TH
O O +NH, CHs 3
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NH,+O0__//
S
(/)/ s
N N\Q
s |
H3C /N
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;O
/I -
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Figura N° 16. Reaccion del radical ABTS con Trolox.*!
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a) Activacion del ABTS

Se prepararon dos soluciones, A y B. La solucién A es una solucion de ABTS,
para la cual se pesaron 2 capsulas del reactivo con 10 ml de agua destilada y
dicha solucion se guardd en un frasco ambar. La solucion B es una solucion de
persulfato de potasio, se prepar6 pesando 13.2 mg de persulfato de potasio y se
enrasé en una fiola de 10 ml con agua destilada. Ambas soluciones A y B, deben
de mantenerse protegidas de la luz y bajo refrigeracion, de este modo se
mantienen estables durante 5 dias.

Para activar el radical ABTS, deben mezclarse partes iguales (1:1) de los
reactivos A y B, y dejarlos reaccionar durante 12 horas. Culminando este
tiempo el radical libre estard activado y listo para su uso. Esta activacion del
radical debe de hacerse en oscuridad y la mezcla se guarda a temperatura
ambiente. Esta solucion con el radical activo, se mantendra estable durante 2
dias y bajo refrigeracion, una vez culminadas las 12 horas de reposo.

Se prepar6 una solucion diluida, a partir de la solucion del radical ya activo, se
mide 1 ml de la solucion del radical y se diluye con 30 ml de etanol. Esta
solucion debe ajustarse a una absorbancia de 1.1 con un error de +/- 0.02, a una
longitud de onda de 734 nm; es decir, la absorbancia de esta solucion debe de

oscilar entre un rango de 1.08 a 1.12, para empezar a trabajar.

b) Preparacion del gréafico estandar

Se prepard el grafico estandar con un patrén de referencia para asegurarnos que
los resultados obtenidos para nuestras muestras sean confiables. Para la
realizacion del grafico estandar  se us6 Trolox (6-hydroxi-2,5,7,8-
tetrametilcromano-2-acido carboxilico), que es un analogo hidrosoluble a la
vitamina E, por su alta estabilidad.

Se prepar6 una soluciéon madre de Trolox de concentracion 1 mM, a partir de la
cual se trabajaron con concentraciones de 80, 160, 240, 320, 400 y 480 uM
respectivamente. El calculo de estas concentraciones se encuentra en la

ecuacion 2.4.
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c) Preparacion de la solucion madre
Se pesaron 2.5 mg de Trolox y se llevd a una fiola de 10 ml, completando el
volumen con etanol. En la ecuacion 2.3 se puede observar el célculo para la
concentracion inicial de la solucion madre de Trolox.

PM: 250.3 g/mol de Trolox

25mg  1mmol 1000ml
. . =1mM
10ml 250.3mg 1L

Ecuacioén 2.3

d) Preparacion de las soluciones de trabajo
Se prepar6 7 soluciones de trabajo, con concentraciones de 80 uM, 160 uM,
240 puM, 320 uM, 400uM y 480 uM. Se trabajo con la ecuacion 2.4 para
determinar el volumen de la solucion madre a emplear para cada concentracion

(figura N°17)

Figura N° 17. Fiolas con diferentes concentraciones
de Trolox.

C1.V1=C2.V2
1mM.V1 = 0.08 uM. 5ml
V1 =04ml

Ecuacién 2.4
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e) Determinacion de la capacidad antioxidante de las soluciones stock de
Trolox y de las muestras
Se midieron 2850 pul de reactivo ABTS activado mas 150 pl de cada una de las
soluciones stock, se mezclaron en el vortex, y se esperd por 10 minutos en la
oscuridad. Luego se leyo en el espectrofotometro a 734 nm.
En el caso de las muestras se sigui6é el mismo procedimiento, pero en lugar de
150 pl de solucidn stock se usaron 150 pl de la muestra (pura o diluida segiin

sea el caso), y luego se procediod a leer las absorbancias.

2.3.8 DETERMINACION DE LA CAPACIDAD ANTIOXIDANTE POR EL
METODO CUPRAC. Packer, 2002. 3342

El método CUPRAC (copper reducing antioxidant capacity), es un sistema
capaz de determinar la capacidad antioxidante basado en la reaccion donde hay

transferencia de un solo electron, figura N°18.

_ S = —+

Antioxidante Producto oxidado

b 8

>

Cu(INc Cu()Nc

Figura N° 18. Reduccion del complejo Neocuproina/cobre(11)%3
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Este método utiliza Cu™ y la Neocuproina para reaccionar con el compuesto
en estudio formando un quelato coloreado de Cu*!: (Cu-Nc2)*!, el cual es
soluble en agua y en medios organicos. Esta relacion se lleva a cabo a pH 7,
controlado por el buffer acetato de amonio, el quelato formado con el cobre
reducido es medido a 450 nm, normalmente la formacion de este complejo se
completa a 30 minutos. Sin embargo, antioxidantes de reaccion lenta necesitan
la incubacion de temperatura elevada para completar la oxidacion (50°C por 20

minutos).

a) Reactivos a preparar
e Cloruro de cobre dihidratado: solucién a 1.2 x 102 M en agua.
e Acetato de amonio: solucion buffer IM a pH 7
e  Neocuproina: solucion 7.5 x 10 M en etanol.

e Acido ascorbico: solucion stock 2x10- M en etanol.

Figura N°19. Fiolas con diferentes concentraciones de

acido ascoérbico.
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b) Curva de calibracién
Se prepar6 en fiolas de 5 ml a diferentes concentraciones de 4cido ascorbico
que se muestran en la tabla N°2.1, posteriormente se mezclaron y se dejaron
en reposo por 30 minutos en oscuridad (figura N°19), se procedieron a leer

en un espectrofotometro a una longitud de onda a 450 nm.

c) Preparacion de muestras
Para determinar la capacidad antioxidante de las muestras se hizo el
procedimiento de la tabla N°01, donde en lugar de adicionar el &cido
ascorbico se utilizo el extracto de la muestra, se us6 0.25 ml de las muestras

y fueron leidas en el espectrofotémetro a 450nm.

Tabla N° 01. Esquema del procedimiento por el método CUPRAC

Blanco 1 2 3 4 5
Buffer acetato(ml) 1 1 1 1 1 1
Neocuproina(ml) 1 1 1 1 1 1
CuCl, (ml) 1 1 1 1 1 1
Acido ascorbico(ml) 0 025 05 1 1.5 2
Agua(ml) 2 1.75 1.5 1 0.5 -
Concentracion

0 100 200 400 600 800

(LM)

Se trabajo con la ecuacion 2.5 para determinar la concentracion del acido

ascorbico, para cada patron.

Cl1.V1=C2.V2
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0.2mM.0.25ml = C2. 5ml
C2 = 0.1mM

Ecuacién 2.5

2.3.9 Analisis estadistico

Los datos fueron presentados como promedios, correspondientes a tres
repeticiones. Los andlisis estadisticos se hicieron en el programa EXCEL

2010, en el entorno de Windows 7.

Para observar si existen diferencias significativas, entre las 20 muestras de
papa nativa, se realizaron analisis estadisticos con la prueba “t” para medias

de dos muestras emparejadas, a un nivel de significancia del 95 % (p<0.05).
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CAPITULO Il
RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 DETERMINACION DE LA HUMEDAD Y MATERIA SECA.
La determinacién de la humedad se realizé mediante el método A.O.A.C (2.3.3). La

comparacion de los resultados de materia seca de las 10 muestras crudas, se observan

en la figura N°20.

Materia Seca (%)
Il el e
ONPOIOIXONIO®
e E=R=R=R=R=R=-R=R=R=
IsR-R-R-R=R-R=R=R=X=}
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> ]
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-
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Figura N°20. Comparacion del porcentaje de materia seca en 10 clones crudos

de papa nativa.

Se realizo la determinacion de la materia seca, con la finalidad de poder observar

algunas cualidades fisicas de rutina para esta variedad de papas nativas de color,

Se puede observar que las papas presentaron un promedio de 20 % en cuanto a materia
seca. Para consultar el porcentaje de materia seca y humedad de cada clon, puede

verse en el Anexo N°02.
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A continuacion en la tabla N°02, se puede observar el porcentaje de materia seca
en cada clon trabajado.

Tabla N°02. Concentracion de %MS en 10 clones de papa nativa.

Clon crudas

%MS
MORADO 204 20.60
AMACHI 96 B azul 21.03
AMACHI 32 azul 20.66
AMACHI 204 azul 20.92
511188.31 19.86
511112.15 20.95
511178.74 18.85
511114.27 20.00
511120.43 21.57
511188.S/1"3 19.76

% MS/100g: Porcentaje de materia seca.

Como se menciond anteriormente se realizd este método para tener conocimiento del
porcentaje de materia seca como prueba fisica de rutina, el contenido de materia seca
requerido depende del producto final por ejemplo para la produccion de patatas fritas se
prefieren patatas con un contenido de materia seca de un 20 - 24%. Si el contenido de
materia seca es demasiado bajo (menor a 18%), las patatas fritas o las patatas chips
resultaran demasiado blandas o himedas. Ademas, se requerira mas energia, ya que hay

que evaporar mas agua. *

Segun los resultados de la tabla N°02, el promedio de la papa nativa es de 20 %, que es

ideal para la produccion de papas fritas y chips.
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3.2 DETERMINACION DE COMPUESTOS FENOLICOS TOTALES POR EL
METODO DE FOLIN-CIOCALTEAU.
De acuerdo al método desarrollado por Folin-Ciocalteau (2.3.5), se obtuvieron los
siguientes resultados que se hicieron por triplicado y que se muestran en la tabla N°03.

Tabla N° 03. Concentraciones de la curva estdndar del acido galico.

Patron Conc. Abs1l Abs2 Abs3 Promedio deswacmn
mg/L estandar
1 6 0.0545 0.067 0.0654 0.0623 0.0068
2 12 0.1506 0.1583 0.1264 0.1451 0.0166
3 18 0.2455 0.2645 0.2055 0.2385 0.0301
4 24 0.3295 0.3517 0.2864 0.3225 0.0332
5 30 0441 0.4506 0.3931 0.4282 0.0308
6 36 0.5382 0.5437 0.4901 0.5240 0.0295

Con las datos de la tabla N°03 se obtiene el siguiente grafico de

calibracion (Figura N°21)

0.6000
y =0.0154x - 0.0374
2 _
0.5000 R*=10.9986
E 0.4000
=
0
(%]
£ 0.3000
-]
o
(7]
-g 0.2000
0.1000
0.0000
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Concentracion de acido Galico (mg/L)

Figura N°21. Representacion la grafica estandar de acido Galico.
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La tabla N°04, muestra el resumen de los resultados obtenidos de la concentracion
de compuestos fendlicos totales en las 20 muestras de papa nativa, y los resultados

completos se observan en Anexo N°03.

Tabla N°04. Concentracién de fenoles totales, mg GAE/100g de muestras
crudas y cocidas.

Crudas Cocidas
Clon FT, mg FT, mg
GAE/100g GAE/100g

MORADO 204 8.00 19.87
AMACHI 96 B azul 19.52 32.07
AMACHI 32 azul 19.66 21.06
AMACHI 204 azul 14.06 32.23
511188.31 12.51 28.34
511112.15 17.30 31.38
511178.74 19.54 36.21
511114.27 33.24 44.23
511120.43 22.34 37.83
511188.S/1"3 15.61 34.29

FT: fenoles totales; mg GAE/100g: miligramos de acido galico
equivalente por 100 gramos de papa

50.00 -

45.00 -

40.00 -
wo 35.00 -
30.00 -
25.00 -
20.00 -
15.00 -
10.00 - M Cocidas
5.00 -
0.00 -

M Crudas

mg GAE/100

Figura N°22. Comparacion de la concentracion de fenoles totales
(mgGAE/100g) en 10 clones crudos y 10 clones cocidos de papa nativa.
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En la Figura N°22 se presentan los datos en barras para una mejor apreciacion, donde se
puede observar que el clon con una concentracion alta de fenoles totales fue 511178.27,
tanto cruda como cocida, otra observacion es que los clones cocidos presentan una mayor

concentracion de fenoles totales frente a los clones crudos.

Al parecer las muestras al ser sometidas a coccion por hervor aumentan su concentracion
de fenoles totales, hay que recordar que el efecto de la temperatura depende de la
estructura de cada vegetal y del compuesto en concreto. Por ejemplo, es conocido que el

licopeno (un tipo de antioxidante) del tomate se incrementa cuando se frie. 44

Haciendo un analisis estadistico (Tabla N°05), con todas las muestras para determinar si
existe diferencia significativa entre los datos obtenidos de fenoles totales para papas

nativas cocidas y no cocidas, el valor de significancia es de p>0.05.

Tabla N°05. Analisis estadistico con la prueba “t” para medias de dos muestras
emparejadas para la concentracion de fenoles totales de muestras cocidas y sin cocer

de papa nativa.

Cruda Cocida

Media 18.1781895 31.750573
Varianza 45.5479978 54.0660702
Observaciones 10 10
Coeficiente de correlacion de

Pearson 0.75193095

Diferencia hipotética de las

medias 0

Grados de libertad 9

Estadistico t 8.58641635

P(T<=t) una cola 6.2623E-06

Valor critico de t (una cola) 1.83311293

P(T<=t) dos colas 1.2525E-05

Valor critico de t (dos colas) 2.26215716
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Se rechaza la hipotesis nula, y se demuestra con el test estadistico que el contenido
de la concentracion de fenoles totales en papas nativas crudas es diferente al
contenido de la concentracion de fenoles totales en papas nativas cocidas, siendo la
concentracion en fenoles totales en papa nativa cocida mayor a la concentracion de

fenoles totales no cocida.

Tabla N°06. Comparando los resultados con antecedentes de estudios en
diferentes frutas y tubérculos.

Muestra FT, mg
GAE/100 g

511178.74 19.54 bf
511114.27 33.24 bf
511120.43 22.34 bf
6-SJ-JP papa Apurimac 4 40.60 bs
13 SJ-JP papa Apurimac #° 49.52 bs
Camu camu cascara seca 4 7.7 bf
Uva 4’ 876 bs
Espinaca®’ 217 bf
Tomate*’ 21.24 bf

FT: fenoles totales, mg GAE/100g: miligramos de acido galico
equivalente en 100 gramos de muestra, bf: base fresca, bs: base seca,
*referencias bibliograficas ** 4647

Como se puede apreciar en la tabla N°06, los resultados obtenidos de las papas
estudiadas fueron comparadas con estudios de papas nativas de Apurimac (2014), se
puede observar que el valor mds alto en cuanto a papas estdn en el estudio de
Apurimac, pero hay que sefialar que estas muestras se encuentran en un estudio en
base seca, y que el estudio que se realizé con estos nuevos clones esta en base fresca.

3.3 EXTRACCION Y CUANTIFICACION DE ANTOCIANINAS
MONOMERICAS (AM).
De acuerdo al método desarrollado de por antocianinas monoméricas (2.3.6), para la
expresion de la concentracion en antocianinas monoméricas se hizo en mg de

Cianidina-3-glucdésido a partir de las absorbancias.
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Tabla N°07. Concentracion de antocianinas monoméricas en mg C3G/100g de

crudas y cocidas

Crudas Cocidas

Clones AM, mg AM, mg

C3G/100g C3G/100g
MORADO 204 13.03 5.11
AMACHI 96 B azul 20.31 16.11
AMACHI 32 azul 7.20 23.64
AMACHI 204 azul 13.62 8.80
511188.31 2.36 13.93
511112.15 29.16 8.10
511178.74 27.82 3.67
511114.27 38.77 50.40
511120.43 51.42 55.03
511188.S/1"3 25.97 25.86

AM: antocianinas monoméricas; mg C3G/100g: miligramos
equivalentes a Cianidina-3-glucosido en 100 gramos de papa

La tabla N°07, muestra el resumen de los resultados obtenidos de la concentracion de
antocianinas monoméricas en las 20 muestras de papa nativa, y los resultados

completos se observan en la Anexo N°04.
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Figura N°23. Comparacion de antocianinas monoméricas en mgC3G/ 100 g en
10 clones crudos y 10 clones cocidos de papa nativa.
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Se puede observar en la figura N°23 que la concentraciéon de AM es mayor en los
clones “511114.27 y 511120.43’, tanto en clones crudos como cocidos. También se
puede observar que algunas muestras presentan mayor concentracion de antocianinas
en muestras crudas, se podria deducir que al ser estos clones nuevos algunos presentan
una mayor concentracion de antocianinas al ser cocidas, mientras que otras tienen
comportamientos opuestos, hay que tener en cuenta que se tiene como referencia a la
antocianina cianiadina-3-glucésido, es probable que las muestras tengas otros

compuestos antocianicos que son afectados por la temperatura.

Haciendo un analisis estadistico (Tabla N°08), con todas las muestras para determinar
si existe diferencia significativa entre los datos obtenidos de antocianinas
monomeéricas para papas nativas cocidas y no cocidas, el valor de significancia es de

p>0.05, con un nivel de confianza del 95 %.

Tabla N°08. Analisis estadistico con la prueba “t” para medias de dos muestras
emparejadas para la concentracion de antocianinas monomeéricas, de muestras

cocidas y no cocidas de papa nativa.

Crudas Cocidas

Media 22.966177 21.0639693
Varianza 221.804474 332.719733
Observaciones 10 10
Coeficiente de correlacion de

Pearson 0.68392261

Diferencia hipotética de las

medias 0

Grados de libertad 9

Estadistico t 0.44474164

P(T<=t) una cola 0.33350473

Valor critico de t (una cola) 1.83311293

P(T<=t) dos colas 0.66700945

Valor critico de t (dos colas) 2.26215716
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Se rechaza la hipotesis alternativa, y se demuestra con el test estadistico que la
concentracion de antocianinas monoméricas en papas nativas crudas no tiene
diferencia significativa con la concentracion de antocianinas monoméricas en
papas nativas cocidas, siendo la concentraciéon de antocianinas en papa nativa

crudas casi igual a la concentracion de papas cocidas.

Tabla N°09. Comparando los resultados con antecedentes de estudios en
diferentes frutas y tubérculos.

AM, m
Muestra C3G /10()gg
511120.43 55.02 bf
511114.27 50.39 bf
Papa yana huancuy*® 58.57 bs
Papa Caramelo*® 47.87 bs
Mora* 104 bs

AM: antocianinas monoméricas, mg C3G/100g: miligramos de
cianidina-3-glucésido equivalente en 100 gramos de muestra, bf:
base fresca, bs: base seca, *referencias bibliograficas ****

Como se puede apreciar en la tabla N°09, los resultados obtenidos de las papas
nativas estudiadas fueron comparadas con estudios de papas del centro del pais,
mostrando que se encuentran en un rango de 48 a 60 mg C3G/100g, lo que quiere
decir que no es muy variable la concentracion para ser tubérculos, en el caso de
la mora si se muestra un valor alto, por lo general el valor de antocianinas en

frutos es mucho mayor que en tubérculos y vegetales.

3.4 DETERMINACION DE LA CAPACIDAD ANTIOXIDANTE POR EL
METODO ABTS-TEAC (ABTS - CAPACIDAD ANTIOXIDANTE EN
TROLOX EQUIVALENTE).

De acuerdo al método desarrollado de ABTS-TEAC (2.3.7), este método se basa en

la decoloracion del radical monocation performado ABTS™, al ir perdiendo color por
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la concentracion del estandar la grafica de calibracion ira en declive, por lo que se

debe ajustar la gréfica estandar, este ajuste se puede observar en la tabla N°11.

En la tabla N°10, se puede observar los datos para la grafica inicial para la curva

estandar y el ajuste de la absorbancia inicial (blanco).

Tabla N°10. Una de las tres tablas para grafica estandar de Trolox .

atrén Conc Abs blanco Blanco - Desviacion
P (uM/ml) Abs estandar

1 80 0.9409 1.1364 0.1956 0.0004

2 160 0.8236 1.1364 0.3128 0.0005

3 240 0.7340 1.1364 0.4024 0.0002

4 320 0.6095 1.1364 0.5269 0.0003

5 400 0.5337 1.1364 0.6027 0.0003

6 480 0.4703 1.1364 0.6662 0.0004

En la figura N°24 se observa la gréafica estandar inicial sin ajustes de absorbancias.

1.0000
0.9000

o

s y =-0.0012x + 1.0201
§ 0.4000 R2=0.9893
<

0 100 200 300 400 500 600
Concentracién de Trolox (LM)

Figura N°24. Representacion de la grafica estandar de Trolox de la tabla N°3.9.
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Tabla N°11. Concentraciones de la curva estandar de Trolox.

Patron c(:ﬁlr\]/f) Absorbancia Promedio  Desviacion
1 2 3 Abs. estandar
1 80 0.1799 0.1956 0.1785 0.1847 0.00947
2 160 0.2982 0.3128 0.2997 0.3036 0.00804
3 240 0.3981 0.4024 0.3619 0.3875 0.02226
4 320 0.5148 0.5269 0.4935 0.5118 0.01689
5 400 0.6049 0.6027 0.5606 0.5894 0.02499
6 480 0.7284 0.6662 0.6668 0.6871 0.03572

En tabla N°11, se puede observar la tabla con la repeticion de las 3 absorbancias

por cada concentracion de Trolox.

Con las datos de la tabla N°11, se obtiene el siguiente grafico de calibracion (Figura

N°25)

0.8000

0.7000 y =0.0012x + 0.0946
R?=0.9965

0.6000

0.5000

0.4000

0.3000

Absorbancia (nm)

0.2000

0.1000

0.0000
0 100 200 300 400 500 600

Concentracion de Trolox (uM)

Figura N°25. Representacion gréafica de la curva estandar de Trolox, con las
concentraciones de la tabla N°3.10.
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Tabla N°12. Concentracion de capacidad antioxidante en umolTE/ 100g de
muestras cocidas (C) y no cocidas (NC).

Crudas Cocidas
Clon CA, CA,
pumolTE/100 g pumolTE/100 g
MORADO 204 20.93 133.60
AMACHI 96 B azul 174.24 213.99
AMACHI 32 azul 179.02 159.09
AMACHI 204 azul 183.38 247.96
511188.31 70.93 252.77
511112.15 176.81 243.18
511178.74 161.37 299.19
511114.27 280.54 336.05
511120.43 169.46 308.35
511188.S/1"3 124.88 260.90

CA: capacidad antioxidante; umol TE/100g, micromoles de Trolox

equivalente en 100 gramos de papa.

300.00 -~

250.00 -

200.00 -

150.00 -

pUmol TE/100g

100.00 - M sin cocer

M cocidas
50.00 -

0.00 -

Figura N°26. Comparacion de capacidad antioxidante en umol TE/100g en 10

clones sin cocer y 10 clones cocidos de papa nativa
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La tabla N°12, muestra el resumen de los resultados obtenidos de la concentracion de
capacidad antioxidante por el método ABTS-TEAC en las 20 muestras de papa
nativa, y los resultados completos se observan en el Anexo N°4. Estos resultados son

presentados graficamente en la Figura N° 26 para una mejor apreciacion.

Se puede observar en la figura N°26 que en la mayoria de muestras la capacidad
antioxidante es mayor en papas cocidas que en las no cocidas, salvo excepciones
como AMACHI 36 B azul, recordemos que la papa en su estado crudo esta
almidonada, y al estar cocida los enlaces que unian los antioxidantes con los
almidones se liberan, lo que hace que la capacidad antioxidante aparente sea mayor,
pero en realidad se rompen enlaces, lo que hace que incremente su lectura con el

método mas no su concentracion.

Haciendo un anélisis estadistico (Tabla N°13), con todas las muestras para determinar
si existe diferencia significativa entre los datos obtenidos de capacidad antioxidante
por el método ABTS-TEAC para papas nativas cocidas y no cocidas, el valor de

significancia es de p>0.05, con un nivel de confianza del 95 %.

Tabla N°13. Analisis estadistico con la prueba “t”” para medias de dos muestras
emparejadas para la concentracion de la capacidad antioxidante por el método

ABTS-TEAC, de muestras cocidas y crudas de papa nativa.

Crudas Cocidas

Media 131.033333 208.685417
Varianza 3546.71491 2915.30116
Observaciones 10 10
Coeficiente de correlacion de

Pearson 0.5962721

Diferencia hipotética de las

medias 0

Grados de libertad 9

Estadistico t 4.79066113

P(T<=t) una cola 0.00049324

Valor critico de t (una cola) 1.83311293

P(T<=t) dos colas 0.00098648

Valor critico de t (dos colas) 2.26215716
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Se rechaza la hipotesis nula, y se demuestra con el test estadistico que la
concentracion de la capacidad antioxidante por el método ABTS en papas nativas
crudas es diferente a la concentraciéon de la capacidad antioxidante por el método
ABTS de papas nativas cocidas, siendo la concentracion de antioxidantes en papa

nativa cocida mayor a la concentracion de papas no cocida.

Tabla N°14. Comparando los resultados con antecedentes de estudios en papa

boliviana y quinua.

CA,
ISR umol TE/100 g
511178.74 254.31 bf
511114.27 285.64 bf
511120.43 262.10 bf
papa boliviana> 70 bs
quinua >° 190 bs

CA: Capacidad Antioxidante; umolTE/100 g: micromoles de Trolox

equivalente en 100 gramos de muestra, bf: base fresca; bs: base seca.

Como se puede apreciar en la tabla N°14, los resultados obtenidos de las papas nativas
estudiadas fueron comparadas con la estudios de papa boliviana y quinua, en las
mismas condiciones de Trolox equivalente para ABTS, se puede apreciar que
nuestros clones de papa nativa tienen una buena concentracion de capacidad

antioxidante, frente a la papa boliviana y a la quinua.

3.5 DETERMINACION DE LA CAPACIDAD ANTIOXIDANTE POR EL
METODO CUPRAC (Cupric lon Reducing Antioxidant Capacity).

De acuerdo al método desarrollado de CUPRAC (2.3.8), los datos obtenidos, de la

curva estandar de acido ascorbico, se observa en la tabla N°15.
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Tabla N°15. Concentraciones de la gréfica estandar del acido ascérbico.

Patron Conc. Abs Abs Abs Promedio deS\{iacién
uM 1 2 3 estandar

1 0.1 0.035 0.033 0.032 0.0333 0.00153

2 0.2 0.070 0.064 0.066 0.0667 0.00306

3 0.4 0.129 0.121 0.120 0.1233 0.00493

4 0.6 0.188 0.187 0.190 0.1883 0.00153

5 0.8 0.246 0.240 0.238 0.2413 0.00416

Con las datos de la tabla N°15, se obtiene el siguiente grafico de calibracion (Figura
N° 27), el cual muestra un R AL 99%, para hallar la curva de calibracion se trabajo

con 3 repeticiones por cada patréon de concentracion.

0.3000

y = 0.2982x + 0.0054
02500 R? = 0.9989

0.2000

0.1500

Absorbancia (nm)

0.1000

0.0500

0.0000

0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7 0.8 0.9

Concentracion de acido ascérbico (M)

Figura N°27 .Representacion grafica de la curva estandar de &cido ascorbico.

La tabla N°16, muestra el resumen de los resultados obtenidos de la concentracion
de capacidad antioxidante por el método CUPRAC en las 20 muestras de papa nativa,
y los resultados completos se observan en el anexo N°05. Estos resultados son

presentados graficamente en la figura N° 28 para una mejor apreciacion.
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Tabla N°16. Concentracion de capacidad antioxidante pmolAA/ 100g de
muestras cocidas y crudas de papas nativas.

Crudas Cocidas
CLON CA, CA,

umolAA/100g  umol AA/100 g
MORADO 204 9.55 20.29
AMACHI 96 B azul 29.60 34.50
AMACHI 32 azul 19.76 21.03
AMACHI 204 azul 13.72 32.88
511188.31 10.41 25.83
511112.15 20.24 27.85
511178.74 20.35 35.20
511114.27 42.85 40.25
511120.43 3341 35.56
511188.S/1"3 20.06 38.85

CA: Capacidad antioxidante, umolA A/100g: micromoles de acido ascorbico

equivalente en 100 gramos de papa.

umol AA/ 100g

15.00 - M crudas
10.00 - M cocidas

Figura N°28. Comparacién de capacidad antioxidante por el método CUPRAC
en umol de &cido ascorbico/ 100 g en 10 clones crudos y 10 clones cocidos de

papa nativa.
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Se puede observar en la figura N°28 que en la mayoria de muestras la capacidad
antioxidante es mayor en papa cocidas que en las no cocidas, salvo una excepcion del

clon 511114.27 que indica lo contrario.

Haciendo un analisis estadistico (Tabla N°17), con todas las muestras para determinar
si existe diferencia significativa entre los datos obtenidos de capacidad antioxidante
por el método CUPRAC para papas nativas cocidas y no cocidas, el valor de

significancia es de p>0.05, con un nivel de confianza del 95 %.

Tabla N°17. Analisis estadistico con la prueba “t”” para medias de dos muestras
emparejadas para la concentracion de la capacidad antioxidante por el método
CUPRAC, de muestras cocidas y crudas de papa nativa.

Crudas Cocidas
Media 21.99392433  31.22406
Varianza 110.5568961 50.1822906
Observaciones 10 10
Coeficiente de correlacion de
Pearson 0.678428085
Diferencia hipotética de las
medias 0
Grados de libertad 9
Estadistico t -3.778468817
P(T<=t) una cola 0.002179635
Valor critico de t (una cola) 1.833112933
P(T<=t) dos colas 0.00435927
Valor critico de t (dos colas) 2.262157163

Se rechaza la hipdtesis nula, y se demuestra con el test estadistico que la
concentracion de la capacidad antioxidante por el método CUPRAC en papas nativas
crudas es diferente a la concentraciéon de la capacidad antioxidante por el método
CUPRAC de papas nativas cocidas, siendo la concentracion de antioxidantes en papa

nativa cocida mayor a la concentracion de papas no cocida.
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Tabla N°18. Comparando los resultados con antecedentes de estudios frutas

procedente de Brasil.

CA,
Muestra umol AA/100 g
511112.15 27.85 bf
511114.27 35.2bf
511120.43 42 .85 bf
Acai ! 84 bf
camu camu ! 220 bf

CA: Capacidad antioxidante; pmolAA/100 g: micromoles de acido

ascorbico equivalente en 100 gramos de muestra, bf: base fresca.

Como se puede apreciar en la tabla N°18, los resultados obtenidos de las papas
nativas estudiadas fueron comparadas con la estudios frutas procedentes de un
estudio realizado en Brasil, en las mismas condiciones de acido ascorbico por el
método CUPRAC, se puede apreciar que las frutas superan en el doble o triple de
concentracion de capacidad antioxidante a nuestras papas nativas, se ha demostrado
que las frutas tienen una elevada concentracion de antioxidantes, pero no por esto

se debe menospreciar la capacidad antioxidante de estos nuevos clones.

3.6 RELACION DE LA CAPACIDAD ANTIOXIDANTE CON FENOLES
TOTALESY ANTOCIANAS MONOMERICAS TOTALES.
Para determinar la correlacion que existe, entre la capacidad antioxidante, fenoles

totales y antocianinas monoméricas, usamos regresiones polindmicas.

3.6.1 RELACION DE LA CAPACIDAD ANTIOXIDANTE POR EL
METODO ABTS-TEAC CON FENOLES TOTALES
a) En diez clones mejorados de papa nativa sin cocer: Los
resultados de la correlacion, entre los valores del contenido de capacidad
antioxidante por el método ABTS-TEAC con fenoles totales, se observan

a continuacion en la Figura N°29
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Estos resultados (Figura N°29), muestran que la capacidad antioxidante por
el método ABTS-TEAC esté relacionado en un gran porcentaje con los
fenoles totales, es decir, que los compuestos fendlicos son responsables en
gran medida de la capacidad antioxidante que presentan las papas nativas.
Debido a que presentan un coeficiente de determinacion (R?) de 0.83, dato
que nos indica el porcentaje de la variacion de una variable con respecto a

la otra.

y =-0.2047x% + 17.803x - 93.441 *
250 R?=0.8321

nmol TE/100g
=
(O3]
o

0 5 10 15 20 25 30 35
mg GAE/100g

Figura N°29. Correlacion entre la capacidad antioxidante en umolTE/100g
por método ABTS-TEAC y fenoles totales en mgGAE/100g papa no
cocida.

b) En diez clones mejorados de papa nativa cocidas .
Los resultados de la correlacion, entre los valores del contenido de capacidad
antioxidante por el método ABTS-TEAC con fenoles totales, se observan a

continuacion en la Figura N°30.
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Estos resultados, muestran que la capacidad antioxidante por el método
ABTS-TEAC esté relacionado en un gran porcentaje con los fenoles totales, es
decir, que los compuestos fendlicos son responsables en gran medida de la
capacidad antioxidante que presentan las papas nativas. Debido a que presentan
un coeficiente de determinacion (R?) de 0.91, dato que nos indica el porcentaje

de la variacion de una variable con respecto a la otra.

400

350 y =-0.0727x% + 12.759x - 82.784
R?=0.9154

300 Py

250

umol TE/100g
=N
=)
o o

[Eny
o
o

u
o

o

0 10 20 30 40 50
mg GAE/100g

Figura N°30. Correlacion entre la capacidad antioxidante total por
meétodo ABTS-TEAC y fenoles totales en papa cocida.

3.6.2 RELACION DE LA CAPACIDAD ANTIOXIDANTE POR EL METODO
CUPRAC CON FENOLES TOTALES
a) En diez clones mejorados de papa nativa crudas.
Los resultados de la correlacion, entre los valores del contenido de capacidad
antioxidante por el método CUPRAC con fenoles totales, se observan a

continuacion en la Figura N°31.
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Estos resultados, muestran que la capacidad antioxidante por el método
CUPRAUC, esté relacionado en un gran porcentaje con los fenoles totales, es
decir, que los compuestos fendlicos son responsables en gran medida de la
capacidad antioxidante que presentan las papas nativas. Debido a que
presentan un coeficiente de determinacion (R?) de 0.88, dato que nos indica

el porcentaje de la variacion de una variable con respecto a la otra.

50

45 y =-0.0016x? + 1.5285x - 5.1931
RZ=0.

40 0.88

35

w
o

umol AA/100g
N N
S u

[
o un

(2}

o

0 5 10 15 20 25 30 35
mg GAE/100g

Figura N°31. Correlacién entre la capacidad antioxidante total por

método CUPRAC y fenoles totales en papa no cocida.

b) En diez clones mejorados de papa nativa cocidas.
Los resultados de la correlacion, entre los valores del contenido de capacidad
antioxidante por el método CUPRAC con fenoles totales, se observan a

continuacion en la Figura N°32.

Estos resultados, muestran que la capacidad antioxidante por el método
CUPRAUC, esta relacionado en un gran porcentaje con los fenoles totales, es

decir, que los compuestos fendlicos son responsables en gran medida de la
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capacidad antioxidante que presentan las papas nativas. Debido a que presentan
un coeficiente de determinacion (R?) de 0.88, dato que nos indica el porcentaje

de la variacion de una variable con respecto a la otra.

IS
«

y =-0.0139x? + 1.7602x - 9.9815
R?=0.8816

N
o

pumol AA/100g
P R, NN W W
o (] o (] o (¥, ]

wv

o

0 10 20 30 40 50
mg GAE/100g

Figura N°32. Correlacion entre la capacidad antioxidante total por

método CUPRAC y fenoles totales en papa cocida.

3.6.3 RELACION DE LA CAPACIDAD ANTIOXIDANTE POR EL METODO
ABTS-TEAC CON ANTOCIANINAS MONOMERICAS TOTALES

a) Endiez clones mejorados de papas nativas crudas.
Los resultados de la correlacion, entre los valores del contenido de capacidad
antioxidante por el método ABTS-TEAC con antocianinas monoméricas

totales, se observan a continuacion en la Figura N°33.

Estos resultados, muestran que la capacidad antioxidante por el método
ABTS-TEAC, no esta relacionado en un gran porcentaje con las
antocianinas monoméricas, es decir, que las antocianinas no  son

responsables directos de la capacidad antioxidante que presentan las papas
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nativas. Debido a que presentan un coeficiente de determinacion (R?) de
0.29, dato que nos indica el porcentaje de la variacion de una variable con

respecto a la otra.

300
2 2
- y = -0.0525x2 + 5.1742x + 73.493
5 R? = 0.2966
200

umolTE/100g
[E=y
w1
o

0 10 20 30 40 50 60
mg C3G/100g

Figura N°33. Correlacion entre la capacidad antioxidante total por método

ABTS-TEAC y antocianinas monoméricas en papa no cocida.

b) En diez clones mejorados de papas nativas cocidas.
Los resultados de la correlacion, entre los valores del contenido de
capacidad antioxidante por el método ABTS-TEAC con antocianinas

monoméricas, se observan a continuacion en la Figura N°34.

Estos resultados, muestran que la capacidad antioxidante por el método
ABTS-TEAC, no esta relacionado en un gran porcentaje con las
antocianinas monoméricas, es decir, que las antocianinas no son
responsables directos de la capacidad antioxidante que presentan las papas

nativas. Debido a que presentan un coeficiente de determinacion (R?) de
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0.38, dato que nos indica el porcentaje de la variacion de una variable con

respecto a la otra.

400
350 y =0.0811x? - 2.9205x + 246.76
R?=0.3835 2
300 L 2 L 2

L 2

umolTE/100g
N
=)
=)

0 10 20 30 40 50 60
mg C3G/100g

Figura N°34. Correlacion entre la capacidad antioxidante total por
método ABTS-TEAC y antocianinas monomeéricas totales en papa

cocida.

En los tres métodos trabajados para evaluar fenoles totales, antocianinas totales y
capacidad antioxidantes, en la mayoria de muestras se observo que la concentracion era
mayor en clones cocidos que en no cocidos, se procedid a pesar las papas antes y después
de la cocion (anexo N°07) para ver si tenia alguna diferencia significativa en el peso y con
estos resultados se trabajaron las concentracion para cada método, se observo que las
papas al ser cocidas son hidratadas y ganan un promedio de 0.47 gramos que es menos del
0.87% de su peso inicial. Los clones trabajados si mostraron mayor concentracion de
fenoles, antocianinas y capacidad antioxidante en muestras cocidas, pero esto no quiere
decir que por el calor aumenta la concentraciéon de compuestos bioactivos, sino que se
rompen enlaces por la cocion haciendo que estos compuestos estén mas expuestos y

faciles de detectar que en su estado primario(crudo).
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CONCLUSIONES

e Se evalud el contenido de compuestos fendlicos totales, antocianinas totales y
capacidad antioxidante en diez clones mejorados de papa nativa (Solanum

tuberosum sp.) de la region Cusco.

e Se determind el contenido de compuestos fendlicos totales de diez clones

mejorados de papa nativa cocidas y no cocidas, de la region Cusco.

e Se determind el contenido de antocianinas monomeéricas en diez clones mejorados

de papas nativas cocidas y crudas, de la regién Cusco.

e Se determino la capacidad antioxidante total por método ABTS Y CUPRAC en
diez clones mejorados de papas nativas cocidas y crudas, de la region Cusco. Se
observo también que los fenoles totales son responsables en gran parte de la

capacidad antioxidante que presentan las papas nativas.

e Se determiné que el clon mejorado de papa nativa con la mayor concentracion de
compuestos bioactivos es el clon 511114.27, ya que presento la concentracion
mas alta de fenoles totales, antocianinas y capacidad antioxidante, este clon
también es el que presenta uno de los colores mas oscuros entre todas las muestras,
lo que indicar que la concentracion de color en las muestras estd directamente
vinculada con la capacidad antioxidante y contenido de antocianinas

monomeéricas.
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RECOMENDACIONES

1. Realizar investigaciones de acuerdo a los diferentes tipos de compuestos fendlicos
que se pueden encontrar en papas nativas, para poder determinar cuél de ellos esta

asociado a la accion antioxidante que presentan los compuestos fenolicos.

2. Realizar investigaciones de acuerdo a los diferentes tipos de antocianinas
monoméricas presenten en papa nativa, ya que estas presentan una concentracion

alta, que podria ser usada en la industria alimenticia.

3. Se sugiere continuar con el estudio sobre compuestos bioactivos en los clones
mejorados de papa nativa, ya que al ser uno de los primeros cuatro alimentos

consumidos a nivel mundial, es un producto muy importante para la salud.
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ANEXO N°1

Descripcion de 10 clones mejorados de papa nativa.

TUBERCULO PULPA DEL
CLON ENTERO TUBERCULO DESCRIPCION
FOTOGRAFIA FOTOGRAFIA
1 | MORADO ' = Muestra de 5 cm
204 aproximadamente de

diametro de forma r
redonda,  presenta

pocas yemas.
Internamente la
coloracion es

violacea , la corteza
es amarilla casi
blanca y el tejido
medular es un poco
mas oscuro.

Muestra de 6 a 7 cm
de largo, presencia de
0jos mas profundos.
Internamente
presenta coloracion
violacea mas oscura,
la corteza es un poco

2 | AMACHI
96 B azul

amarilla y el
peridermo es
intensamente
violaceo.
3 AMACHI Clon de 6 a 7 cm de
32 azul largo, yemas la zona

del peridermo es
intensamente
violaceo, la corteza
esta entre una
coloracion amarilla a
violacéa,
internamente es
violacea oscura.
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4 AMACHI
204 azul

Papa 7 a 8 cm de
largo, con pocas
yemas y 0jos pocos
profundos. La carne
del tubérculo
presenta aréas
dispersas  violaceas
en su mayoria y
pocas amarillas.

5 | 511188.31

6 | 511112.15

7 | 511178.74

Tuberculo de 7 a 8
cm de largo con
pocos ojos. La carne
de la papa es rojo
morado y la médula
presenta un color un
tono mas oscuro.

Forma redonda de 5
a 6 cm de largo, con
poca presencia de
ojos. Internmante el
tubérculo  presenta
color violaceo con
mancha amarillas, la
médula es  mas
oscura que el resto
del tubérculo.

Tuberculo

redondeado de entre
6 a 7 cm de largo, de
pocos ojos. La carne
del tuberculo es
violacea manchada
con pequeias partes
amarillas.
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8 | 511114.27 De forma alargada,
de 11 a 12 cm de
largo, son las
muestras mas

grandes del grupo. La
carne del tubérculo
es violaceo intenso
en todo el tubérculo.

9 | 511120.43 De forma alargada,
aproximadamente de

7 a 8 cm de largo.

Internamente
presenta color
violaceo intenso con
presencia de
pequefias  manchas
amarillas.

10 | 511188.S5/1*
3

De forma redondea
con presencia de
pocas yemas , de 7 a
8 cm de largo. La
pulpa del tubérculo
es intensamente
violacea, aun mas
intensa en la médula
del mismo.

Figura del anexo N°01 Galeria de imagenes de papa nativa (Solarum tuberosum s.p)
de la Region Cusco.

Como se puede observar en la galeria de imagenes mostrada en la figura N° 01 a pesar
de que la mayoria de muestras tienen los mismos progenitores, éstas difieren en sus
caracteristicas morfologicas, como el peso, forma, el color y presencia de ojos.
Respecto al color, la gran mayoria son pirpuras, mientras que hay un clon que es de
color rojo, esto se debe a la presencia o ausencia de algunos componentes que le
brindan dicha coloracion como son las antocianinas y flavonoides.
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ANEXO N° 02

2.A) Determinacion del % de humedad y de materia seca en 10 clones crudos de

papa nativa.
CRUDAS
. Promedio
% Masa % Promedio | ',
Muestra | Rep | Pesog Seca Humedad |%Humedad /OSI\G/IC?a

MORADO 1 9.43 20.47 79.53 79 40 20.60
204 P 9.60 20.73 79.27

AMACHI 96 1] 10.54 20.68 79.32 73.97 21.03
B azul 2 9.78 21.37 78.63

AMACHI 32 1] 10.12 20.85 79.15 79 34 20.66
azul 2| 1241 20.47 79.53

AMACHI 1| 10.98 20.31 79.69 79,08 20.92
204 azul 2| 11.61 21.53 78.47

511188.31 b ) el LS5 80.14 19.86
2| 12.67 18.71 81.29

511112.15 L 1186 21627 U 79.05 20.95
2| 10091 20.62 79.38

511178.74 ! 10&1 > ol 81.15 18.85
2 9.50 18.95 81.05

511114.27 o Ued bd g0} 80.00 20.00
2] 11.94 20.60 79.40

511120.43 ! 1247 - 1948 78.43 21.57
2| 11.53 22.29 77.71

511188.8/13 — 1109 e S0.77) " 80.24 19.76
2] 11.38 20.30 79.70

Rep: numero de repeticiones, g: gramos
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ANEXO 03

3.A) Resultados de concentracion de fenoles totales (FT) en 10 clones no cocidos
de papas nativas.

NO COCIDAS

Promedio FT, FT, mg

CLONES Rep| Abs. Abs mg/L mgGAE/g | GAE/100g

MORADO 204 1] 0.1109 0.1023 9.0714 0.0800 8.0042
21 0.0937

AMACHIGS B 1] 02987 0.30325 |22.1201 | 0.1952 19.5178
azul 21 0.3078

AMACHI 32 azul 1] 03320 0.3058 | 22.2857 0.1966 19.6639
21 0.279

AMAEGHL208 Al 0.20795 | 15.9318 | 0.1406 14.0575
azul 2| 0.2054

511188.31 8, 0-2131 0.1809 | 14.1753 | 0.1251 12.5076
21 0.1437

511112.15 MmO ) 0.2646 19.6104 0.1730 17.3033
21 0.2893

511178.74 LIRR2053 0.3036 | 22.1429 0.1954 19.5378
2103119

511114.27 LL51G 0.5427 | 37.6688 0.3324 33.2372
21 0.5038

511120.43 LI Shet e 0.3525 |25.3182 | 0.2234 22.3396
2| 0.3727

511188.S/1"3 ;002;2? 0.2351 17.6948 0.1561 15.6131

Rep: numero de repeticiones, Abs: Absorbancia, mg/L: miligramos por litro, FT: fenoles totales,
mg GAE/g: miligramos de acido galico equivalente por gramo, mg GAE/ 100g: miligramos de
acido galico equivalente por 100 gramos.
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3.B) Resultados de concentracion de fenoles totales (FT) en 10 clones cocidos de papas
nativas cocidas.

COCIDAS

Promedio FT, FT, mg

CLONES Rep| Abs. Abs mg/L mgGAE/g | GAE/100g

MORADO 204 1927521 3005 | 225227 | 0.1987 | 19.8730
2] 03437

AMACHI96B | 1] 046911 o 5rny | 363474 | 03207 | 32.0712
azul 21 0.5756

AMACHI 32 azul 1934461 2301 1238626 | 02106 | 21.0552
2] 03156

AMACHI 204 1059021 5r55 1365325 | 03223 | 322345
azul 21 0.4602

51118831 11042311 150 1321136 | 02834 | 283356
2] 04912

511112.15 117043361 15103 [355617 | 03138 | 31.3780
2] 0.5869

511178.74 L1 059311 5046 | 41.0390 | 03621 | 362108
2] 05961

511114.27 L OT1I5] 2346 | 50.1266 | 0.4423 | 44.2294
21 0.7576

511120.43 11 0.5956} ) 6r08 | 42.8701 | 03783 | 37.8266
2| 0.65

511188.8/13 11 049931 5611 |38.8636 | 03429 | 34.2914
2] 0.6229

Rep: numero de repeticiones, Abs: Absorbancia, mg/L: miligramos por litro, FT: fenoles totales,
mg GAE/g: miligramos de acido galico equivalente por gramo, mg GAE/ 100g: miligramos de
acido galico equivalente por 100 gramos.
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ANEXO N°05: 5.A). Resultados de capacidad antioxidante por el método ABTS —
TEAC en 10 clones no cocidos de papas nativas.

NO COCIDAS
CA CA,
CLONES |[Rep| Abs. |[Promedio Y . pumolTE/100
Abs umolTE/g 9
1] 0.1161
MO;QDO 21 0.1219| 0.1231 23.7222 0.2093 209314
3] 0.1312
1| 03171
AM]?SZEII “% 21 0.3327| 0.3316 197.4722 1.7424 174.2402
3| 0.3449
1| 03186
AM?;}IHQ 2|1 0.3311| 0.3381 202.8889 1.7902 179.0196
3| 0.3645
1| 03164
gl(\)ii(zjgl 2 0.365| 0.3440 | 207.8333 1.8338 183.3824
3| 0.3506
1] 0.1528
511188.31 20 0.2151] 0.1911 80.3889 0.7093 70.9314
3| 0.2053
1] 0.3107
511112.15 2 0.349| 0.3351 | 200.3889 1.7681 176.8137
3| 0.3455
1| 0.3037
511178.74 21 0.3394| 0.3141 | 182.8889 1.6137 161.3725
3] 0.2991
1| 0.4443
511114.27 2| 0.4847| 04761 317.9444 2.8054 280.5392
3| 0.4994
1| 02772
511120.43 2| 0.3485| 0.3251 192.0556 1.6946 169.4608
3| 0.3495
1| 0.2591
511188.S/1"3 2| 0.2892| 0.2644 141.5278 1.2488 124.8775
3 0.245

Rep: nimero de repeticiones, Abs: Absorbancia, uM: micromolar, CA: capacidad antioxidante,
pumol TE/g: micromoles de Trolox equivalente por gramo, pmol TE/ 100g: micromoles de trolox
equivalente por 100 gramos.
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5.B). Resultados de capacidad antioxidante por el método ABTS - TEAC en 10
clones cocidos de papas nativas.

COCIDAS
CA CA,
CLONES |[Rep| Abs. |Promedio uM ITiE/ numolTE/100
Abs umo g g

1| 0.2650

MO;;ZDO 2| 0.2762| 0.2763 151.4167 1.3360 133.6029
3| 0.2877
1| 0.3893

AM]?;:;III% 2| 0.3434| 0.3856 | 242.5278 2.1400 213.9951
3| 04242
1| 0.2595

AM’:SIII{I?Q 2| 0.3365| 0.3110 | 180.3056 1.5909 159.0931
3| 0.3369
1| 0.3797

g%ai(;gl 2| 0.4494| 04318 | 281.0278 | 2.4797 247.9657
3| 0.4664
1| 04114

511188.31 2|1 0.4520| 0.4384 | 286.4722 | 2.5277 252.7696
3| 04517
1| 0.3921

511112.15 2| 0.4370| 0.4253 | 275.6111 2.4319 243.1863
3| 0.4469
1| 0.4262

511178.74 21 0.5206| 0.5015 | 339.0833 2.9919 299.1912
3| 0.5577
1| 0.5346

511114.27 21 0.5531| 0.5516 | 380.8611 3.3605 336.0539
3| 0.5672
1| 0.5872

511120.43 21 0.4735| 0.5140 | 349.4722 3.0836 308.3578
3| 04812
1| 04161

511188.S/1"3 2| 0.4699| 0.4494 | 295.6944 | 2.6091 260.9069
3|1 0.4623

Rep: nimero de repeticiones, Abs: Absorbancia, uM: micromolar, CA: capacidad antioxidante,
pumol TE/g: micromoles de Trolox equivalente por gramo, pmol TE/ 100g: micromoles de trolox
equivalente por 100 gramos.
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ANEXO N°06

6.A) Resultados de capacidad antioxidante por método CUPRAC en 10 clones no
cocidos papas nativas.

NO COCIDAS

CA, CA,

CLONES |[Rep| Abs. |Promedio uM pumol pmol

Abs AAlg | AA/100g
1| 0.0544

MO;;:‘DO 2| 0.0724| 0.0641 0.1967 | 0.0955 9.5475
3] 0.0654
1| 0.1749

AMACHI96 2| 0.1993| 0.1873 0.6099 | 0.2960 | 29.5972

B azul

3| 0.1876
1| 0.1452

AM?;PIHQ 21 0.1118| 0.1268 0.4071 0.1976 | 19.7568
3] 0.1234
1| 0.0856

AMACEZ 2| 0.0936| 0.0897 0.2828 0.1372 13.7245

204 azul

3| 0.0900
1| 0.0764

511188.31 2| 0.0639| 0.0694 0.2145 0.1041 | 10.4100
3| 0.0678
1] 0.1264

511112.15 2| 0.1320| 0.1298 0.4171 0.2024 | 20.2396
3] 0.1309
1| 0.1175

511178.74 2| 0.1394| 0.1305 0.4194 0.2035 20.3535
3] 0.1345
1| 0.2670

511114.27 21 02702 0.2687 0.8830 0.4285 42.8497
3| 0.2689
1| 0.2031

511120.43 2| 0.2186| 0.2107 0.6884 | 0.3341 | 33.4053
31 0.2103
1| 0.1401

511188.S/1"3 2| 0.1169| 0.1286 0.4133 0.2006 | 20.0551
3| 0.1289

Rep: nimero de repeticiones, Abs: Absorbancia, pM: micromolar, CA: capacidad antioxidante,
umol AA/g: micromoles de acido ascérbico equivalente por gramo, pmol AA/ 100g: micromoles
de 4cido ascorbico equivalente por 100 gramos.
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6.B) Resultados de Capacidad Antioxidante por método CUPRAC en 10 clones
cocidos papas nativas.

COCIDAS
CA, CA,
CLONES |[Rep| Abs. |Promedio uM pmol pmol
Abs AAlg | AA/100g
1| 0.1245
MO;{O‘ZDO 2| 0.1382| 0.1301 0.4181 0.2029 | 20.2884
31 0.1275
11 0.2029
AM}?;EII% 21 02260 0.2174 0.7109 0.3450 | 34.5011
3| 0.2233
1| 0.1320
AM?;}IIBZ 2| 0.1386| 0.1346 0.4334 0.2103 | 21.0316
3| 0.1333
11 0.1921
él(\)ii(zjgl 21 0.2194| 0.2075 0.6776 0.3288 | 32.8846
3| 0.2109
1| 0.1738
511188.31 2] 0.1596| 0.1641 0.5323 0.2583 25.8324
3| 0.1590
1| 0.1665
511112.15 2| 0.1865| 0.1765 0.5738 0.2785 | 27.8450
3|1 0.1765
1] 0.2146
511178.74 2| 0.2298| 0.2217 0.7254 0.3520 | 35.2009
3| 0.2207
1| 0.2319
511114.27 20 0.2719| 0.2527 0.8293 0.4025 | 40.2459
3] 0.2543
1| 0.2078
511120.43 2| 02360 0.2239 0.7327 0.3556 | 35.5589
3| 0.2279
1] 0.2324
511188.S/1"3 2| 0.2554| 0.2441 0.8006 0.3885 | 38.8517
3| 0.2446

Rep: nimero de repeticiones, Abs: Absorbancia, pM: micromolar, CA: capacidad antioxidante,
umolAA/g: micromoles de acido ascdrbico equivalente por gramo, pmol AA/ 100g: micromoles
de acido ascorbico equivalente por 100 gramos.
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