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INTRODUCCION

La biodiversidad de papas nativas de la region Apurimac por su grande variacion del
ecosistema, efecto de su situacion geografica, muestra mas de 3200 variedades de los cuales
para la presente investigacion de las actividades antioxidantes se tomd en cuenta dos
variedades de papa nativa (Solanum tuberosum), yawar wayku, puma maki, en los cuales se
evaluo sus compuestos antioxidantes (Gil et al. 2019). Diversos estudios, han comprobado el
beneficio para la salud que aportan las ingestas de fruta y verdura rica en antioxidante, por lo
principal en la disminuciéon de una enfermedad cardiovascular (Gil et al. 2019) resultado
defensor en la precaucion del proceso degenerativo de una enfermedad cancerigena, presentar
actividades antioxidantes, agarrar un radical y proceder como agente quimio protector. Se
proyecta la hipétesis de que la papa nativa pigmentada de color rojo y morado posee
compuestos fendlicos y antocianinas. En tal sentido el proyecto es de mayor alcance para la
sociedad en general por su interesante cantidad de antioxidantes naturales, proteinas y elevado
contenido de vitamina C de alrededor de 20 mg/100 g de papa (Lopez et al. 2019) por lo tanto
ayudara sensibilizar y crear una cultura productiva, esto conlleva a mejorar econémicamente
con un sustento econdémico a cada unidad familiar de la region Apurimac. La finalidad general
de este trabajo de investigacion es que se evalle la eficacia potencial antioxidante de papas
nativas y antocianinas en dos variedades de papa nativa (Solanum tuberosum), yawar wayku,

puma maki.

La presente investigacion tiene como objetivo evaluar la eficacia potencial antioxidante de
papas nativas y captacion de radicales libres, CAT, TFIR, polifenoles totales (PFT), ABTS y
HPLC que pertenece al componente y al sistema de defensas de antioxidantes obtenidas

directamente de nuestra tierra andina principalmente de la Region Apurimac-Perd.
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RESUMEN

En la presente investigacion se evalQa las actividades antioxidantes de dos variedades de papa
nativa (Solanum tuberosum); yawar wayku, puma maki”. Se determind y se identifico el
espectro UV-Vis de la antocianina de dos papas nativas pigmentadas, donde todos los picos
del cromatograma HPLC de papa nativa pigmentada de pulpa roja Yawar wayku (PYW) y de
papa nativa pigmentada de pulpa morada puma maki (PPM) se identificaron antocianidinas
del tipo petunidina, cianidina y malvidina en las papas de color morado y pelargonidina en las
papas de color rojo, el espectro FTIR en extractos secos y purificado de papas nativas
pigmentadas en los espectrometros infrarrojos con accesorios ATR, siendo el espectro
resultante. La determinacion de las cantidades de antocianina total CAT y polifenol total
(PFT), donde la cantidad de antocianinas totales (CAT) de papa nativa Yawar wayku (PYW)
contiene aproximadamente 86.4946 (mg cianidina 3 glucosido/100 g) a diferencia de papa
nativa puma maki (PPM) en un 13,2088 (mg cianidina 3 glucosido/100 g). El contenido de
polifenoles totales (PFT) en dos variedades de papas nativas Yawar wayku PYW, puma maki
(PPM), el contenido de la muestra Yawar wayku (PYW), fue aproximadamente un promedio
de 333,33 (mg acido Galico/100g) a diferencia del puma maki (PPM) en un 50,29 (mg acido
Galico/100g). El contenido bajo de antocianinas esta ligado estrechamente con la
pigmentacion de las papas. Las actividades antioxidantes por el procedimiento ABTS, el
mismo que fue evaluado en cada uno de los extractos de las papas nativas pigmentadas; y como
resultado se han expresado una concentracion inhibitoria del 50% (IC50%) a equivalentes a
Trolox (TEAC), para las dos pruebas de papa nativa PYW y PPM. De dos de las muestras
trabajadas bajo este el método ABTS, para la muestra PYW se tuvo como resultado 1012,18 y

PPM 394.65 esto significa que la muestra PYW tiene mayor capacidad antioxidante.

Palabras claves: HPLC, UV Vis, actividad antioxidante, FTIR, CAT, PFT y ABTS.
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ABSTRACT

In the present study the antioxidant activity of two varieties of native potato (Solanum
tuberosum) was evaluated; yawar wayku, puma maki”. The UV-Vis spectra of the anthocyanins
of two pigmented native potatoes were determined and identified, where all the HPLC
chromatogram peaks of Yawar wayku red pulp native pigment potato (PYW) and puma maki
purple pulp pigmented native potato (PPM) ) anthocyanidins of the petunidine, cyanidine and
malvidin type were identified in the purple potatoes and pelargonidine in the red potatoes; FTIR
spectra in dry and purified extract of native pigmented potatoes in the infrared spectrometer
with ATR accessory, the resulting spectra. The determination of the amount of total CAT
anthocyanins and total polyphenols (PFT), where the amount of total anthocyanins (CAT) of
native Yawar Wayku potato (PYW) contains approximately 86.4946 (cyanidine mg 3 glucoside
/ 100 g) as opposed to native puma potato maki (PPM) in a 13,2088 (cyanidene mg 3 glucoside
/ 100 g). The total polyphenol (PFT) content in two varieties of Yawar wayku PYW native
potato, puma maki (PPM), the Yawar wayku (PYW) sample content, was approximately an
average of 333.33 (mg Gallic acid / 100g) unlike puma maki (PPM) by 50.29 (mg Gallic acid /
100g). The low anthocyanin content is closely linked with the pigmentation of the potatoes.
The antioxidant activity by the ABTS method, which was evaluated in each of the extracts of
the native pigmented potatoes; and as a result an inhibitory concentration of 50% (IC50%) has
been expressed as equivalent to Trolox (TEAC), for the two native potato samples PYW and
PPM. Of two of the samples worked under this ABTS method, for the PYW sample, 1012.18
and PPM 394.65 were obtained, this means that the PYW sample has a higher antioxidant

capacity.

Keywords: HPLC, UV Vis, antioxidant activity, FTIR, CAT, PFT and ABTS.
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CAPITULO |

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

1.1 Descripcion del problema

La papa nativa (Solanum tuberosum), contiene un alto valor funcional y nutricional por su
actividad antioxidante es cultivada pero no se extrae el colorante que contiene una gran
gama de antioxidantes, por tanto, muy desconocida por deficiencia de informaciones y
conocimientos de parte de la poblacién y las comunidades. En la actualidad la papa nativa
es un producto valorado en la industria alimentaria como consumo comun por lo cual se
propone hacer los estudios correspondientes en las composiciones quimicas y en la
valoracion y caracterizacion de actividades antioxidantes que poseen, asi como el

compuesto fendlico y el tipo de antocianinas presentes en la papa nativa.

El radical libre estd implicado en el origen de la enfermedad degenerativa, cardiovascular y
cerebrovascular por originar dafios oxidativos a la proteina, lipido y acido nucleico. En tal
caso el empleo del antioxidante, neutraliza las reacciones oxidativas y desempefia funciones

fundamentales en la precaucion de esta enfermedad (De et al. 2018).

De otro lado en la region Apurimac se desconoce de la gran importancia que tiene la papa
nativa por lo que falta incentivar, concientizar y capacitar tanto cientifica y
tecnoldgicamente, todo esto conllevaria a no utilizar productos sintéticos y artificiales que

no tienen una aceptabilidad en este mundo globalizado con productos organicos.

1.2 Enunciado del problema

1.2.1 Problema general

¢Cudl sera la actividad antioxidante, de dos variedades de papa nativa (Solanum

tuberosum), yawar wayku, puma maki?
1.2.2 Problemas especificos

e Cuales seran las antocianinas identificadas por cromatografia liquida-
espectroscopia (HPLC), UV — Visible y FTIR-ATR en dos variedades de papa
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nativa (Solanum tuberosum), yawar wayku, ¢puma maki?

e Cual sera la cantidad de antocianinas totales (CAT), de dos variedades de papa
nativa (Solanum tuberosum); yawar wayku, puma maki?

e ;Cual serd la cantidad de polifenoles totales (PFT), de dos variedades de papa
nativa (Solanum tuberosum); yawar wayku, puma maki?

e Cual sera la actividad antioxidante determinado por el método ABTS, en dos

variedades de papa nativa (Solanum tuberosum); yawar wayku, puma maki?

1.2.3 Justificacion de la investigacion

El proyecto es de mayor alcance para la sociedad en general por su composicion
interesante de la papa nativa: cantidad de antioxidantes naturales, proteinas y elevado
contenido de vitamina C de alrededor de 20 mg/100 g de papa. Ademas, los hidratos de
carbono (que incluyen almiddn, celulosa, glucosa, sacarosa y pectinas), junto con las
proteinas, grasas y sales minerales corresponden a la materia seca de la papa (Lopez
et al. 2019)

Hoy en dia, hay un aumento en el interés en el compuesto antioxidante presente en el
alimento, al cual se les atribuye las capacidades de gue se inhiba el proceso de oxidacion
ocasionado por lo radical libre en los organismos y que tengan asi roles preventivos de
cierta enfermedad como: Cancer, catarata y patologia cerebral. Entre el compuesto

antioxidante esta el flavonoide como es el tanino y antocianina (Lopez et al. 2019)

Con la investigacion de estudio intitulado evaluacion de las actividades antioxidantes
de dos tipos de papas nativas; yawar wayku y puma maki. A mayor cantidad de actividad
antioxidante ayudan tener mayores beneficios a nivel de la salud humana esto
contrarresta enfermedades como: cancer, obesidad, colesterol, trastornos mentales (De
et al. 2018) es por la misma razén buscamos fortalecer, incentivar, culturizar a toda la
region de Apurimac, donde se viene perdiendo toda la biodiversidad de las papas
nativas, con lo antes mencionado queremos incentivar a la produccion a nivel local,
regional y nacional, todo esto generara gran ingreso econémico que se resume en un
sustento para cada familia productora, donde esto conlleva a la reactivacion agricola
tecnificada y la recuperacion de nuestros productos nativos que contienen antioxidantes

naturales.

Repositorio Institucional - UNAMBA Pert



-6de 97 -

CAPITULO I

OBJETIVOS E HIPOTESIS
2.1 Objetivos de la investigacion

2.1.1 Objetivo general

Evaluar la actividad antioxidante, en dos variedades de papa nativa (Solanum

tuberosum), yawar wayku, puma maki.

2.2.1 Objetivos especificos

e Determinar e identificar las antocianinas por cromatografia liquida-
espectroscopia (HPLC), UV — Visible y FTIR-ATR, en dos variedades de papa
nativa (Solanum tuberosum); yawar wayku, puma maki.

e Determinar la cantidad de antocianinas totales (CAT), de dos variedades de papa
nativa (Solanum tuberosum); yawar wayku, puma maki

e Determinar la cantidad de polifenoles totales (PFT), de dos variedades de papa
nativa (Solanum tuberosum); yawar wayku, puma maki

e Determinar y evaluar la actividad antioxidante por el método ABTS, en dos
variedades de papa nativa (Solanum tuberosum); yawar wayku, puma maki.

2.2 Hipotesis de la investigacion

2.2.1 Hipotesis General

La actividad antioxidante tiene relacion significativa con la cantidad de flavonoides de

dos variedades de papa nativa (Solanum tuberosum); yawar wayku, puma maki.

2.2.2 Hipotesis especifica

e Los flavonoides mas representativos e identificables por, HPLC-DAD, Uv-Visible
y FTIR-ATR, depende del tipo y la variedad de papa nativa (Solanum tuberosum).

e La cantidad de antocianinas totales por el (CAT), de dos variedades de la papa
nativa (Solanum tuberosum), yawar wayku, puma maki, existe por la mayor

cantidad de antocianinas.
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e Lacantidad de polifenoles totales (PFT), existe por la mayor cantidad de flavonoides
en dos variedades de papa nativa (Solanum tuberosum); yawar wayku, puma maki.
e La actividad antioxidante determinado por el método ABTS; existe por la mayor
cantidad de flavonoides en dos variedades de papa nativa (Solanum tuberosum);

yawar wayku, puma maki.

2.3 Operacionalizacion de variables

Tabla 1 — Variables descriptivas

Variables Indicador indice

Variable independiente

Variedad de papa nativa Papa nativa yawar wayku | Estado de madurez de la papa
(PYW), puma maki (PPM) nativa

Variable dependiente

Identificacién de antocianinas Antocianinas limites maximos y minimos
por (HPLC, Uv-Visible, FTIR- identificadas tipos de flavonoides

ATR).

Cuantificacion de antocianinas Polifenoles totales, | mg de acido galico/100g de
totales (CAT), y polifenoles antocianinas totales. muestra seca y mg é&cido
totales (PFT) Galico/100g

Actividad antioxidante por el Actividad antioxidante | Conc. Trolox mM (mmol/L)
método ABTS

Nota: se trabajo para dos muestras (PYW) y (PPM)
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CAPITULO 11l

MARCO TEORICO REFERENCIAL

3.1. Antecedentes

Segln (Barragan, et al. 2018) en su investigacion “Antocianinas, compuestos fenolicos
y capacidad antioxidante del mio —mio (Coriaria ruscifolia L) en su analisis presenta
los siguientes resultados: Respecto a los contenidos de antocianina total (CAT), la papa
nativa pigmentada (PST) y (PWQ) disminuye su totalidad de 59,21y 19,35a 4,63y 1,31
(mg de cianidina 3-glucosido/100g) de forma respectiva, luego de los procesos de frituras,
resguardando mejor su antocianina en los procesos de cocimiento de hervido. De manera
parecida sucede en los contenidos de polifenol total (PFT) de las papas nativas (PST) y
(PWQ), se disminuye de 179,51 y 87,92 a 125,27 y 12,19 (mg de acido galico/100g)
luego del proceso de cocimiento por microonda en el primero y de frituras en el segundo
caso, continuamente se preserva de buena manera el polifenol total en el cocimiento por
hervido. Los espectros UV Visible y FTIR localizados, incumben a la antocianina tal
como se logra apreciar en el espectro publicado. En su conclusién (Barragan Condori,
Melquiades Cartagena Cutipa, Aro Aro y Meléndez Huamani 2018) , sefiala que las papas
nativas pigmentadas sangre de toro (PST) presentan mayores proporciones de antocianina
total (CAT) y polifenol total (PFT) con relacion a las papas nativas weng'os (PWQ), la
reduccion mas rigurosa en contenido de antocianina total (CAT) y polifenol total (PFT),
presenta a las papas nativas weng'os (PWQ) en el desarrollo de cocimiento por frituras
para las dos determinaciones, de otro modo las papas nativas sangre de toro (PST)
presentan méas firmeza a las degradaciones térmicas de su antioxidante, también se
determina que los procesos de cocimiento que menos dafian al antioxidante es el
cocimiento por hervido. El espectro UV — Visible y FTIR corresponde al espectro de

antocianina.

Segun (Bastidas, 2018) PublicO en su trabajo de investigacion denominado
“Determinacion, Aislamiento y Caracterizacion de antocianinas (Solanum
tuberosum L.)”, tiene por objetivo de determinar, aislar y caracterizar antocianinas en
solanum tuberosum L. la investigacion se llevé a cabo en el laboratorio de Quimica
orgénica y el laboratorio Instrumental de la Universidad Nacional del Dentro del Perd,
para ello se eligio la variedad de papa huayro macho, por sus caracteristicas fisica y
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presentar una coloracién roja intensa, se utilizd 1 kg de tubérculos y como testigo se
utilizo a la variedad Huayro rojo. Se realizo pruebas cualitativas y pruebas cuantitativas
para su deteccion, aislamiento y cuantificacion, se trabajé en medio acido y medio basico.
Los resultados de nuestra investigacion reportan: Para el analisis cualitativo la prueba dio
positiva en medio basico (coloracion amarilla) y medio &cido (coloracion azul). En el
analisis cuantitativo se determind el factor de retencion (Rf) en la cromatografia de capa
fina, para el testigo dio 81,71 y para la muestra en estudio 80,51 y la repeticion 80,72 lo
que nos confirma presencia de dos antocianinas: Pelargonidina y Malvidina. Las
concentraciones de antocianina en la cascara de la papa Huayro rojo (Testigo) fue de
84,94 mg.L-1 de Pelargonidina y 94,91 mg.L-1 de Malvidina y en la muestra de
investigacion (Huayro macho) dio como resultado de 246,54 mg.L-1 de Pelargonidina y
275,46 mg.L-1 de Malvidina, y en la repeticion de la misma muestra en estudio dio 246,19
mg.L-1 de Pelargonidina y 275,08 mg.L-1 de Malvidina, ello se corrobora con estudios
realizados por Lewis en 1998. Las estructuras se caracterizaron con la espectroscopia de
infrarrojo con transformada de Fourier, los espectros de infrarrojo para las antocianinas
en papa variedad Huayro macho, se caracterizan por presentar una banda ancha a 3500
cm-1-3200 cm-1 correspondiente al grupo hidroxilo. La sefial de 1570 cm-1-1465 cm-1
predice la existencia de un grupo (C-C) en el anillo aromatico y de 1300 cm-1-1000 cm-
1 confirmo la existencia de un grupo CO. La banda por debajo de 900 cm—1 corresponde
a C-H, la flexion se refiriere a la presencia de un anillo aromatico. Las sefiales a 3483,44
cm-1, 1631,78 cm-1, 1269,16 cm-1 y 1060,85 cm-1 fueron las principales bandas de

absorcion en la muestra aislada de Pelargonidina y Malvidina.

Segln (Ernesto y Céceres, 2020) en su trabajo de investigacion “Determinacion de
antocianinas y capacidad antioxidante en extractos de (Muehlembeckia volcanica”.
En este estudio se ha caracterizado, cuantificado y determinado la capacidad antioxidante
en extractos de frutos de (Muehlembeckia volcanica), para lo cual se extrajo los
pigmentos antocianicos con metanol acidificado al 0.01% HCI, se filtrd, concentrd,
centrifugo y aforé a un volumen conocido para su posterior analisis. En el extracto se
evalud el contenido de antocianinas totales (CAT) por el método de pH diferencial,
polifenoles totales (PFT) por el método Folin-Ciocalteu y su capacidad antioxidante por
el Metodo TEAC DPPH. Los extractos caracterizados por espectrofotometria UV-Vis
presentan valores maximos de absorbancia a 520 nm que corresponden a estructuras

antocianicas ya establecidas, del mismo modo por espectroscopia FTIR-ATR se observan
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fuertes sefiales de absorcion a diferentes valores de frecuencias de vibracién que
corresponden a grupos funcionales de antocianinas. Los cromatogramas de HPLC del
extracto pertenecen a antocianidinas delfinidina y petunidina. Se determiné en extractos
que el contenido de antocianinas es de 171.85 (mg cianidina 3-glucosido/100g),
polifenoles totales de 275.55 (mg &cido galico / 100 g) y su capacidad antioxidante TEAC
DPPH de 31.37 (umol trolox/g). Por su alto contenido de CAT, PFT y capacidad
antioxidante se concluye que estos frutos tienen alto poder antioxidante y puede ser

usados como alimento funcional

Segln (Lépez Rodriguez, 2019) en su trabajo de investigacion “Breeding studies in
potatoes containing high concentrations of anthocyanins'. Andlisis de estudio que
Ilevara a término un estudio de perfeccionamiento acerca de la conducta del clon de papa
con un nivel alto de antocianina. El clon de pulpas rojas que muestran estas caracteristicas
en mayores proporciones, los que sugieren controles multigénicos de los grados de
pigmentacion. Las pulpas rojas varian a partir de pigmentaciones parciales a
pigmentaciones completas, en las cuales los pigmentos se encontraban presente en todo
el tejido de los tubérculos. Las antocianinas totales variaron de 6.9 a 35mg/100g de peso
fresco en el clon de pulpas rojas y de 5.5 a 17.1 mg en el de pulpas moradas; y sus
contenidos en peso seco se ubican entre el de la fresa y la cereza. Las capacidades de
absorbancia de los radicales de oxigeno y las habilidades del plasma para la disminucion
del hierro se revelaron que el nivel de antioxidantes en la papa de pulpas rojas 0 moradas
es de 2 a tres veces mayor que en la papa de pulpa blanca.

Seguln (Davalos, 2019) en su investigacion “Determinacién de parametros optimos de
extraccion de antocianinas en mashua negra (tropaeolum tuberosum) y evaluacion
de la actividad antioxidante y polifenoles totales” el objetivo de esta investigacion fue
determinar los parametros Optimos de extraccion de antocianinas obtenidas de mashua
negra (Tropaeolum tuberosum), determinar el contenido de polifenoles totales y evaluar
su capacidad antioxidante. Para la optimizacion del proceso de extraccion de las
antocianinas se empled la metodologia de superficie de respuesta compuesto central no
aleatorio con tres factores: Temperatura extraccion (20 a 60°C), tiempo extraccion (180
a 300 minutos) y concentracion de solvente etanol acidificado (pH 3 a 4). La optimizacion
del modelo mostrd que las condiciones de extraccion optima son; solvente acidificado
(pH 3.317), tiempo de proceso de 264.564 minutos y temperatura de 37.769 °C, el cual
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presentd los mayores contenidos de antocianinas, alcanzando 170.36 mg cianidina 3-
glucosido/100g, el contenido de fenoles totales, es de 10.66+0.624 mg acido Galico/gr
evaluados por el método de Folin-Ciocalteu y la actividad antioxidante de 42.76+2.92

pmol equivalente de Trolox/g determinados por el método de DPPH, respectivamente.

Segun (Cantefio, 2022) en su investigacion titulada “Efecto de procesos de coccion y
digestibilidad invitro en el contenido de antocianinas, polifenoles totales y capacidad
antioxidante de papas nativas (solanum tuberosum spp)” . El objetivo de la
investigacion fue evaluar el efecto de procesos de coccion (hervido, frito y microondas)
y digestion invitro en el contenido de antocianinas, polifenoles totales y capacidad
antioxidante en papas nativas. La metodologia consistié en adicionar 1 g de cascara o
pulpa crudo o cocida (hervido, frito y microondas) en un tubo falcon, posterior se enrazo
hasta 10 mL con metanol grado analitico (1:10) y se maceré a (4 °C) durante 16 horas,
luego se centrifugd a 10,000 rpm durante 5 minutos para determinar el contenido de sus
propiedades antioxidantes. Los resultados en papas nativas crudas presentaron diferencias
significativas, siendo la variedad papa Elena 1198 y el clon de pulpa rojo mejores en el
contenido de propiedades antioxidantes. En los procesos de coccién (hervido, frito y
microondas) las papas nativas no presentaron diferencias significativas entre
tratamientos, pero el tratamiento de (37 minutos a 94 °C hervido; 7 minutos en
microondas y 12 minutos a 180 °C — 200 °C en frito) presentaron una mejor coccion en
comparacion con los demés tratamientos en estudio. En la digestion invitro existieron
diferencias significativas, siendo el clon de pulpa rojo quién presento mayor contenido
de propiedades antioxidantes. Se concluyé que con el proceso de coccidn por microondas

conservo el mayor contenido de compuestos bioactivos asi mismo en la digestion invitro.

Segin (Cerén M etal. 2018), en su investigacion intitulada “Composicion
Fisicoquimica y Propiedades Antioxidantes de Genotipos Nativos de Papa Criolla
(Solanum tuberosum Grupo Phureja)”. Se han estudiado las propiedades antioxidantes
y composicion fisicoquimica de 21 genotipos de papas criollas Solanum tuberosum
(Phureja). Se determind el contenido de humedad, cenizas, proteinas, almidon, azucares
totales y reductores, actividad antioxidante (ABTS y FRAP), fenoles totales y vitamina
C. El andlisis fisicoquimico mostr6 variaciones genotipicas significativas en muestra
cruda. La humedad entre 72,06% - 77,07%; cenizas 0,96% - 2,56%; proteinas 6,95% -
11,38% BS; almidon 14,44% - 22,4%; azUcares totales BH 16,38%-23,67% Yy azUcares
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reductores BH 0,88%-3,8%. El perfil antioxidante evidencid diferencias genotipicas.
ABTS entre 4408 - 12543 (crudo) y 6644 a 14492 (cocidas) pmol de Trolox/100g BS.
FRAP de 76,4 a 203,2 (crudo) y de 121,6 a 324,8 (cocidas) mg &cido ascorbico/100 g BS.
Los fenoles en muestras cocidas fueron mayores que en crudo (245,2 -524,8 y 161,6 -
442,7 mg de &cido galico/100 g BS, respectivamente, la vitamina C disminuy0 entre
33,07% a 68,8% luego de coccion.

3.2. Marco teorico

3.2.1. Papa nativa (Solanum tuberosum)

La papa forma parte del género Solanum dentro de la familia de la solanécea en la cual
ademas se encuentra el tomate (Lycopersicon esculentum), el aji (Capsicum spp.), la
petunia (Petunia spp.), el tamarillo (Cyphomandra spp.), el tabaco (Nicotiana Tabacum)
y otra especie con baya venenosa. Al mismo tiempo, el género Solanum alberga mas de
2000 especies (Sifiani et al. 2018), la mayor parte de la cual es una especie no tuberizante
como el pepino (S. muricatum), la berenjena (S. melongena), el naranjillo (S. quitoense),
la mora negra (S. nigrum), y alguna mala hierba y arbusto. Solo ciertas partes reducidas
del género Solanum estan conformada por una especie que forma el tubérculo o
tuberizante (seccidn Petota, subseccidn Potatoe) a las cuales se denominan papas. Existe
aproximadamente de 190 especies de papa silvestre taxonémicamente distinta a la cual
posee numeros de bases de un cromosoma (x =12) y tiene rangos que varian desde
diploide (2n = 2x = 24) hasta hexaploide (2n = 6x = 72) (Sifiani et al. 2018).Toda esta
especie existe solo en America: nacen desde el sur de los Estados Unidos, por medio de
México, América Central, las naciones andinas, hasta el sur de Chile. Se localizan desde

el nivel del mar hasta mas de 4 000 metros de altitud (Sifiani et al. 2018).

De acuerdo a las clasificaciones taxondmicas tradicionales adoptadas por (Sifiani et al.
2018) (Huaman, 1986, pag. 22), hay 8 especies de papa cultivadas (Tabla 1), que son:
S. stenotonum (2x), S. goniocalix (2x), S. phureja (2x), S. ajanhuiri (2x), S. juzepczsukii
(3x), S. chaucha (3x), S. tuberosum (4x) y S. curtilobum (5x). Por lo tanto los Gltimos
tratamientos taxondmicos realizados por Spooner et al., (2007) clasifican a la papa
sembrada en tan solo 45 especies: (i) S. tuberosum, con 2 grupos de cultivares (grupos

Andigenas con variedad diploide, triploide y tetraploide del alto Ande, y grupos
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Chilotanum con variedad tetraploide de la tierra baja chilena); (ii) S. ajanhuiri

(diploide), (iii) S. juzepczsukii (triploide) y (iv) S. curtilobum (pentaploide).

Tabla 2 — Especies de papa cultivada segun el tratamiento taxonémico tradicional y

moderno
Autor Especies Numero de Nivel de
Cromosomas ploidia
Huaman(1986) S.ajanhuire fuz.Et Buk 2n=2x=24 diploide
Ochoa (2019) S.goniocalix
S.phureja juez.Et Buk
S.stenotomon juez.Et
Buk
S.chaucha juz.Et Buk 2n=3x=36 triploide
S.juzepczsukii Buk
S.tuberusun L. 2n=4x=48 tetraploide
Spp.Andigena
Spp.Tubersum
S.curtilobum juz.Et 2n=5x=60 pentaploide
Buk
Spooner (2007) S.ajanhutre juez Et diploide
Ochoa (2019) Buk2n=2x=24
S.juzepczsukii Buk 2n=3x=36 triploide
S.tuberusun L. 2n=2x=24 diploide
Grupo Andigena 2n=3x=36 triploide
2n=4x=48 tetraploide
Grupo Chilotamon 2n=4x=48 tetraploide
S.curtilobum juz.Et 2n=5x=24 pentaploide
Buk
Extraido de Ochoa (2019).

Por lo tanto, se ha considerado que existen mas 0 menos unas 5000 variedades de papa
cultivada a nivel mundial, la mayor parte de la cual crece fundamentalmente en los
Andes de Perq, Bolivia, Ecuador, Chile, y Colombia (Mauro Rodas 2019). Muestran un
gran rango de forma, tamafio y color, que va a paritr del blanco hasta el rojo y 6 negro.
En el banco de germoplasma del CIP estan siendo protegidos cerca del 80 % de los
cultivares nativos y 50 % del pariente silvestre, por lo tanto, la posicion de algunos ain
estd en duda. De toda la especie cultivada Gnicamente S. t. tuberosum (S. tuberosum
Grupo Chilotanum) estd en todo el mundo divida, se debe a su adecuacion a dias
extensos, el resto esta restringida al pais andino, por lo principal se adaptada a los dias

cortos, en los que se encuentra el millar de cultivares nativos 4. La propiedad
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nutricional de la papa la hace uno de los primeros cultivos a nivel mundial. Por lo
principal esta formada de agua (75%); unos elevados contenidos de carbohidrato (20%),
rse presentada por lo general por almidén y en menores cantidades por fibra dietética;
proteina (2%); inferior cantidad de grasa (0.01%); y grandes cantidades de

micronutriente como la vitamina, mineral y antioxidante (Tabla 2).

Tabla 3 — Valor nutricional de la papa cruda sin cocinar. Tomado de la base de datos
del Departamento de Agricultura de los Estados Unidos

Valor nutricional por cada 100g de
papa cruda con cascara-ene 80kcal
(320kJ)

Carbohidratos 199
Almidon 15¢
Fibra dietética 2.5¢
Grasas 0.1g
Proteinas 29
Agua 759
Tiamina (Vit.B1) 0.08mg
Riboflavina (Vit.B2) 0.03mg
Niacina (Vit. B3) 1.1mg
Vitamina B6 0.25mg
Vitamina C 20mg
Calcio 12mg
Hierro 23mg
Magnesio 57mg
Fosforo 421mg
Potasio 6mg

Extraido de (Mauro Rodas, 2019)

3.2.1.1 Caracteristicas de la papa nativa

La papa es un tubérculo donde crece anualmente en climas templados y semicalidos
también debe a su capacidad para propagarse vegetativamente a travées del tubérculo,

organo de acopio.

De la planta de papa. Esta planta esta formada por una parte que desarrolla encima del
suelo, en la que se recalca el tallo, hoja, flor y fruto, en tanto que la otra se desarrolla

profundamente perteneciendo al estoldn, tubérculo y raiz (Mauro Rodas, 2019)
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El tubérculo puede presentarse de estructura alargada, redonda u prolongada; su color,

mientras, es blanco, amarillo, violeta o rojizo.

3.2.1.1.1 Descripcion fisica de papas nativas

“Dentro de la forma bésica de la papa se puede encontrar un tubérculo redondo,
largo y ovalado, también de una serie de modos intermedios como la estructura

del dedo, cilindrico, arrifionado y de pera”(Agronom et al. 2019).

En cuanto al color de la piel, este es un caracter mas fijo en los tubérculos de la papay,
en la mayor parte del caso, su presencia es factible mucho antes de que alcancen
toda su maduracion (Palomino,2018). El color de la piel del tubérculo puede variar a
partir del blanco a coloreado, respondiendo a diferentes matices de rojo, purpura o
violeta. Ademas, el tubérculo puede tener la piel de tinte igual o des uniforme,
es decir, manchada (Figura 2)(Tabla 3, 4) (Palomino,2018).

Figura 1 — Variedades de papas nativas

Tabla 4 — Caracteristica morfologica de papa nativa (Solanum
tuberosum); puma maki

Habito de crecimiento Semi erecto
Color de flor Morado palido
Forma de tubérculo Comprimido
Profundidad de ojos Profundo
Color de piel Negruzco
Color de pulpa Crema-morado

Extraido de (Palomino,2018)

Repositorio Institucional - UNAMBA Peru



-16 de 97 -

Figura 2 — Papa nativa morada, puma maki

Tabla 5 — Caracteristica morfologica de papa nativa, (Solanum
tuberosum); yawar wayku)

Habito de crecimiento Decumbente
Blanco amarillo palido en
Color de flor estrella
Forma de tubérculo Oblongo
Profundidad de ojos Medio
Color de piel Rojo-morado
Color de pulpa Violeta

Extraido de (Palomino, 2018)

—

Figura 3 — Papa nativa roja, yawar wayku

3.2.1.2. Composicion de la papa nativa

3.2.1.2.1 Antioxidantes naturales

El antioxidante es una sustancia de diferente tipo, que previene o demora

los dafios moleculares producidos por el radical libre, que son
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macroparticulas negativas y positivas que no se encuentran interiormente
neutralizadas por lo que afectan ala membrana de nuestra célula logrando
al final que se destruya y cambie sus informes genéticos, favoreciendo asi los
caminos para que se desarrolle diferentes tipos de enfermedad (Trejo-Escobar,
Cortés y Mejia-Espafia 2019).

Para lograr prevenir o demorar su accion, el antioxidante entrega electrones al
radical libre, con los cuales lo desactiva disipando los procesos de oxidacion, y
modificando los en radical libre inactivado. Por consiguiente, las estructuras
moleculares de los antioxidantes sufren de igual manera dafios (modificaciones
quimicas) al responder con radicales libres pero con costos mucho menores para
los organismos que si las moléculas dafiadas tuvieran funciones biologicas
(Cerrén Mercado, 2018).

Los antioxidantes naturales se encuentran en toda parte de la planta. Este
antioxidante incluye  carotenoide, vitamina, fenol, flavonoide, metabolito
endogeno. El principal antioxidante extracelular es un nutriente natural que se
ingiere en las dietas, uno bien caracterizado como las vitaminas E y C y otros en

procesos de caracterizaciones como el polifenol (Cerron Mercado, 2018).

3.2.1.2.1.1 Identificacion de flavonoides

Flavonoides, antocianinas y polifenoles son constitutivos de la planta valiosa en
las capturas de radical libres, se debe a las grandes cantidades de grupo hidroxilo

presente en sus estructuras (Cerrén Mercado, 2018).

El flavonoide pertenece a las mayores clases de un compuesto polifendlico
suficientemente distribuido en la planta y entre ello se puede localizar flavona,
flavonol, isoflavona, flavononol, catequina, flavonoides, su estructura se
muestra en la Figura 3. Aparece de manera frecuente en modo de O-glucoésido,

incluyendo o no azucar en sus estructuras (Jimenez, 2019).
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En la actualidad existe aumento de los beneficios enfocados en el flavonoide,
puesto que se han estado evidenciados grandes valores en las dietas humanas que
se debe a las grandes variedades de actividad bioldgica que esto presenta; entre
ella impedimento de enzima hidrolitica y oxidativa (fosfolipasa A2,
cicloxigenasa, lipoxigenasa), efecto antibacterial, actividades antiinflamatorias
y antioxidantes. Puesto que este actla como antioxidante; ayuda a que se
contrarreste o se disminuya el riesgo de cancer, enfermedad cardiovascular
(Jiménez, 2019).

“El flavonoide puede ser separado, cuantificado e identificado por medio de una
técnica de HPLC acopladas a un detector UV, masa, o resonancias magnéticas
nucleares (RMN)” (Jiménez, 2019).

3.2.1.2.1.2 Compuestos fendlicos

Los compuestos fendlicos y polifenoles son un conjunto de composiciones
presentes en la condicidn que posee anillo aromatico con sustituto hidroxilo. Este
compuesto es en su mayor parte un potente antioxidante necesario para el
funcionamiento de la célula vegetal y animal. Se encuentra en la fruta y verdura,

bebidas como té y vino (Rojas Ruiz et al. 2017).

Los compuestos fenolicos neutralizan el exceso de radicales libres, que pueden
desarrollar enfermedades crénicas de tipo degenerativo como el céancer y
cardiovasculares. Estos radicales libres pueden dafiar el ADN y ser
potencialmente cancerigenos. Por ello un buen aporte de frutas y verduras en las
dietas pueden tener excelentes efectos en la salud (Benavides Gerrero et al.
2020).

3.2.1.2.1.3 Antocianinas

La antocianina forma parte de la familia del polifenol y se define como
flavonoide fendlico, manteniendo funciones antioxidantes. La antocianina es el
conjunto mas fundamental del pigmento soluble al agua visible para los ojos
humanos, donde es caracteristico el color rojo, azul o violeta (Benavides Gerrero
et al. 2020).
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El color rojo, azul y violeta depende del grupo que esté atado a las estructuras,
asi como la postura de los carbonos que estan siendo atacados. En medios
bésicos, el color vira de un color rojo a azul, sin embargo entre mas acidos se
encuentren los medios, el color de las antocianinas se hace mas rojo (De et al.
2018).

La antocianina pertenece a un conjunto de glicdsido cuyas estructuras
generales son el 2- fenilbenzopirilo o i6n flavilio. Esta formado por moléculas
de antocianindinas (aglicén) que se unen a fracciones de carbohidratos mediante
enlaces de B-glicosidicos, en el que el carbohidrato puede ser D-glucosa, D-
galactosa, etc. (Luzuriaga Tinoco 2020). Las formas mas comunes como indica
Lopez, se muestran en la (Tabla 5) asi mismo la estructura principal de las

antocianinas en la (Figura 6).

Tabla 6 — Formas mas comunes de antocianinas son: cianidina,
delfinidina, peonidina, petunidina, Malvidina y pelargonidina

Antocianina R1 R2
Cianidina -OH -H
Peonidina -OCH3 -H
Delfinidina -OH -OH
Petunidina -OCH3 -OH
Malvidina -OCH3 -OCH3

Extraido de (Luzuriaga Tinoco, 2020)
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Figura 5 — Estructura de principales antocianinas
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3.2.1.2.2 Métodos para la determinacién de la actividad antioxidante

3.2.1.2.2.1 Medicion de la actividad antioxidante

Las actividades antioxidantes no pueden ser medidas de manera directa, pero
pueden establecerse por el efecto de los compuestos antioxidantes en procesos

de oxidaciones controladas.

Las actividades antioxidantes de unas muestras no pueden ser determinadas
apoyandose en un Unico ensayo de muestra. En las practicas se efectian (Zapata,
2018) ciertos patrones de test in vitro (Tabla 6) para que se evalUe las actividades
antioxidantes de las muestras de interés; en cambio, es preciso que se considere
que el modelo presenta diferente variacién y pueden impedir un poco las

comparaciones del resultado entre unos metodos y otros.

Con apoyo a la reaccion quimica, la mayor parte del ensayo para que se
determine las capacidades antioxidantes que puede ser dividido en 2 rangos: (1)
Ensayo basado en la respuesta por propagacion de atomo de hidrégeno (HAT) y

(2) Ensayo basado en la respuesta por propagacion de electrén (ET) (Surco Laos

et al. 2020).
Tabla 7 — Clasificacion de los modelos de ensayo in vitro segtin su modo de reaccion ET
o HAT
Ensayo Categoria
Acido2,2”-azino-bis-3-etilbezotiazolin-6-sulfonico Ensayo basado en la
(ABTS”¥) transferencia de electrones (ET)

1,1-difenil-2picril-hidrazilo (DPPH*)

Poder de reduccion antioxidante del hierro (FRAP)
N,N-dimetil-p-fenilendiamina (DMPD)

Capacidad de reduccién antioxidante del cobre

(CUPRAQC)

Capacidad de absorcion del radical oxigeno (ORAC) Ensayos basados en la
Parametro antioxidante de captura de radicales (TRAP) | transferencia de atomos
Inhibicion de la oxidacion del &cido linoleico hidrogeno (HAT)

Inhibicidn de la oxidacion del acido (LDL)

Extraido de (Zapata, 2018)
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La muestra basada en la propagacion del electron (ET) involucra reacciones

redox con los oxidantes como indicadores de los puntos finales de reaccion.

La mayor parte del ensayo basado en HAT monitorea reacciones cinéticas
competitivas, por lo general esta compuesto de generadores de radicales libres
sintéticos, unas pruebas moleculares oxidables y unos antioxidantes. El ensayo
basado en HAT y ET fue desarrollado para que se midan las capacidades de
poder obtener un radical libre, en lugar de las facultades preventivas de
antioxidantes de unas muestras (Zapata, 2018) . En la Figura 5 se muestra la
reaccion especifica para el ensayo basado en la propagacion del electrén y en la
propagacién del atomo de hidrdgeno.

En los dltimos afios se han acogido amplios rangos de ensayo
espectrofotométrico para que se midan las capacidades de antioxidantes del
alimento, muestra biologica y extracto vegetal. Habitualmente el ensayo
antioxidante in vitro utiliza un dispositivo del radical libre y es relativo sencillo
de que se realice. Entre el ensayo de percepcion del radical libre, el
procedimiento DPPH es el mas veloz, es facil (no incluyen muchos pasos) y de
menores costos en paralelo con otro modelo. Por otra parte, la prueba de
decoloracion ABTSe+ logra aplicarse a un antioxidante hidrofilico y lipofilico

(Zapata, 2018). Por lo precedente, estos dos procedimientos son los mas usados.

Ensayos ET

Oxidante - prov_eni_ente del - Oxidante , Antioxidante
(prueba) antioxidante reducido oxidado

Ensayos HAT
ROO’ + AH —_—— ROOH + A’
A + ROO —. ROOA

Figura 6 — Mecanismos de reaccion por transferencia de electrones y transferencia de
atomos de hidrogeno

A. Determinacion de la actividad antioxidante por el método del ABTS**

(Acido 2,2'-azino-bis-3-etilbenzotiazolin-6- sulfonico)

La generacion del radical ABTS*" Figura 8, compone las bases de uno del

método espectrométrico que ha sido aplicado para que se midan las actividades
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antioxidantes totales de solucion o sustancia pura y mezcla acuosa. El ensayo
original de ABTS*" fue basado en las activaciones del metilmioglobinas con
perdxido de hidrogeno en disposicion de ABTS para que se produjera radicales
de cationes, en presencia o falta de antioxidante. Este es notado debido a que las
reacciones rapidas del antioxidante, contribuyen a la disminucién del radical
ferrilmioglobina. Unos formatos mas apropiados para los ensayos consisten en
las técnicas de decoloracion, en las cuales los radicales son generados de manera
directa en formas estables antes de la respuesta con el antioxidante
(Rioja Antezana et al. 2018).

- s SO, + Antioxidantes
o.s s, Ne< T Antoxidang:
4 -
N K,SO,
>=N\\ /S 2 s

ria C.Hg
c

2H5

+
ABTS (732 nm)
Azul

s:©,sog
T 058 s N—
T =

CoH5

ABTSZ (732 nm)
Incoloro

Figura 7 — Estructura del ABTSe+ antes y después de la reaccion con el antioxidante.

Las técnicas mejoradas para la reproduccién del radical cation ABTS®", implica
las productividades directas del croméforo ABTS®" verde-azul por medio de la
respuesta entre ABTS vy el persulfato de potasio (K2S208). Esta muestra 3
maximos de asimilacion a la longitud de onda de 645 nm, 734 nm y 815 nm. La
suma del antioxidante al radical pre-formado lo reduce a ABTS. De esta forma
los grados de decoloracion como porcentajes de impedimento del radical cation
ABTS"®" esta establecido en funcion de la manifestacion y el tiempo; asi como
de los valores correspondientes utilizando el Trolox como estandar, bajo la

misma condicion (Rioja Antezana et al. 2018).

B. Determinacion e identificacion de flavonoides por cromatografia liquida
de alta eficacia (HPLC-DAD).
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En la deteccion de flavonoides por HPLC analiticos por lo general se utiliza un
sistema de eluciones binarias, con un disolvente polar acuoso acidificado con:
acido acético, &cido formico, &cido fosforico, acido perclérico y unos disolventes
organicos menos polares como metanol y/o acetonitrilo tal vez acidulado,
cambiando la condicién de acuerdo a los tipos de flavonoides y en su mayor
parte la corrida se hace con una columna de ODS (RP-18 o C18) (Cayan et al.
2020).

En su mayoria su exploracion esta basada en la asimilacién UV-Vis y una sola
magnitud de onda no es perfecto para toda clase de flavonoide, ya que que esta
muestra maxima de asimilacién a una diversa longitud de ondas. Es muy
frecuente la utilizacién de detectores de acuerdos de diodo DAD (el cual deja las
cuantificaciones simultaneas a una diferente longitud de ondas) (Cayan et al.
2020).

En la Figura 9 se puede visualizar el perfil cromatografico de 28 polifenoles
diversos y la disposicion aproximada en el cual se manifiesta a las longitudes de

ondas de 280 nm.

@—— Simple polyphenols —§» Anthraquinones
-§——— Flavonoid glycosides = g
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-—
-@—— Anthocyanins —§
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Figura 8 — Perfil cromatografico.

Cromatografia liquida- UV
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La espectroscopia ultravioleta-visible (UV-Vis) se basa en la asimilacion de la
radiacion UV-Vis por una particula, produciendo la promocion de algun electrén
de estados de energia basal a uno excitado. La asimilacion del espectro UV-Vis
del constituyente de la planta logra medirse contra un blanco utilizando un
espectrofotometro.

La estructura general de los flavonoides Figura 7 esta afiadida a unos sistemas
benzoicos del anillo A y a unos sistemas cinamoilos del anillo B el cual
proporciona el estudio del flavonoide, ya que el espectro ultravioleta del benzeno
muestra muy buenas estructuras que se deben a las interacciones vibracionales y
electronicas de su nivel de energia. Este relevante cromdéforo (grupo practico que
atrae luz ultravioleta) muestra 3 bandas de asimilacion a 184, 202 y 255 nm.
Cuando el anillo muestra sustitucion, puede por consecutivo, existir una
conjugacion, la cual va a mostrar desplazamientos batocromicos en el espectro
UV y proporcionan informes estructurales que permitan a que se identifique su

patron de oxidacion y tipo de flavonoide (Cayan et al. 2020).

"
o

Be nzoilo Cinamoilo

Figura 9 — Estructura general de los flavonoides

Tabla 8 — Clasificacion de flavonoides segun sus espectros UV

Tipo de compuesto Banda I (nm) Banda Il (nm)
Flovonas y Flavonoles 320-370 240
Flavononomas y Flovononoles 270-295 236
Isoflavonas 300-330 240-270
Auronas 430 370
Cumarinas 311 274

Extraido de (Cayan et al. 2020).
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La longitud de onda que se presenta en la tabla es aproximada, ya que el espectro
puede presentar desplazamientos que dependen de los grados de reemplazo o

glicosidacion del flavonoide presente en las muestras.

La flavononona, el flavononol e isoflavona sostienen espectros muy similares
debido a que pueden existir conjugaciones minimas o nulas entre el anillo Ay
B. La diversidad esta basa en el pico maximo de asimilacion el cual se muestra
en un clase de longitud de ondas para flavononas y flavononoles y otros para
isoflavona , también la isoflavona presenta un cima de bajas energia en el rango
de 300-330 nm (banda I) (Cayan et al. 2020).

“La chalcona y las auronas se clasifican por una asimilacion fuerte en la banda I
y una asimilacion baja en la banda I1. Un incremento en la purificacion del anillo
A o B origina un desplazamiento hipsocromico de la banda I” (Cayan et al.
2020).

3.2.1.2.3 La espectroscopia infrarroja (FTIR)

La espectroscopia infrarroja (IR) es un tipo de espectroscopias de asimilacion la
cual es usada en la region infrarroja de los espectros electromagnéticos. Es una
técnica ampliamente utilizada que como el resto de la técnica espectroscopica,
logra ser usada para que se identifique unos compuestos o se investigue la

elaboracion de las muestras (Tellez Mesa, 2019).

Consiste en la accion de que el enlace quimico de la sustancia tiene frecuencia de
vibracién especifica que corresponde al nivel de potencia de la particula. Esta
frecuencia depende de la estructura de la superficie de fuerza posible de la
particula, la geometria molecular, la masa atémica y, probablemente, la unién
vibracional (Tellez Mesa, 2019).

3.2.1.2.3.1 Rangos de longitud de onda de espectrofotometria infrarrojo

Cuando los espectros infrarrojos se amplian desde 10 a 14300 cm-1, desde una
perspectiva practica se distribuye en tres zonas: IR Infrarrojo cercano (NIR) 780

nm - 2500 nm (12800 - 4000 cm-1) en el que se produce una absorcion debida a
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sobre tono y combinacién de la banda fundamental. En la region del espectro
electromagnético IR con longitud de ondas de los infrarrojos medios (MIR) 2,5
um-25um (4000 y 1300 cm-1) se suele visualizar una serie de banda de
asimilacion provocada por la vibracion entre solo 2 4&tomos de la particula. Esta
vibracion se deriva de un equipo que contiene hidrégeno o de un equipo con doble
o triple enlace aislado. En la region de los espectros electromagnéticos IR con
longitud de ondas comprendida entre 25um-400um 1300 y 400 cm-1 (infrarrojo
lejano), se produce una absorcion debida a un cambio rotacional, la retribucion de
la banda de asimilacion a una vibracién molecular es mas complicado que se
realice, debido a que cada uno de ellas esta producida por una absorcion individual
sumada (multiplicidad de banda). Es la llamada zonas de las huellas dactilares
(flexién de enlace CH, CO, CN, CC, etc.) En estas zonas de longitud de ondas,
pequefa diferencia en las estructuras y contextura de la molécula da lugar a una

variacion importante en lo maximo de la asimilacion (Tellez Mesa, 2019).

3.2.1.2.4 Factores que afectan la estabilidad de las antocianinas

Las antocianinas disponen una elevada sensibilizacion en diferente condicion (pH,
temperatura, oxigeno, dioxido de azufre, compuesto carbonilico, metal, etc.). Que
produce que no sean muy solidos y con ello que se modifique su propiedad fisica,

quimica y bioldgica.

Influencia del pH. El pH tiene un evidente poder en su color de la solucion de
antocianina, actia como un indicador de pH debido a su indole anfotérica bajo pH
3 (...), La solucién de antocianina muestra un color rojo mds intenso, al aumentar
el valor de pH de dicha solucion su color por lo normal va dispersando hasta que
llegue hasta la categoria de 4 a 5. La pérdida del pH, tiene un resultado
estabilizador sobre lo antociano, en particular en presencia de oxigeno. Esto
consigue ser explicado ya que la igualdad, entra en las formas cationicas
coloreadas y las pseudo bases incoloras, se desplazan a las primeras, que son mas

estables (Pacheco Llamocca, 2019).

Formacion de complejos con metales. La solucion de antocianina presenta
decoloraciones bajo condicion fisiologica normal (pH 3 a 7) debido a las

inseguridades relativas de la base anhidra, la co-pigmentacion y otra reaccion se
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ha probado que actua para que se estabilice el pigmento antocianico, en cambio la
conservacion ademas logra que resulten de la instruccion de Complejo con algan

metal (Pacheco Llamocca, 2019).

Interaccion con é&cido ascorbico. Estudios recomiendan que la degradacion
méaxima de antocianina sucede en una condicion favorable con la interaccion del
acido ascorbico, lo que recomienda posibles interacciones entre ambos elementos.
Este &cido que ejerce como antioxidante ha estado coordinado rigurosamente con
el compuesto polifendlico, en cambio, una investigacion indica que este &cido

consigue que se acelere la degradacion de la antocianina 31,

Oxigeno. El oxigeno es uno de los motivos fundamentales de la devastacion de
la antocianina, presente en jugo y vino tinto y, por lo tanto, de lo concentrado de
antociano soélido o liquido. Por lo tanto, es adecuado que se almacene en la
atmosfera inactiva (nitrégeno o anhidrido carbdnico) y que se reduzca a un

significante el 4rea de la cabeza del envase 13,

Temperatura. El tratamiento térmico ademas influye en la destruccién de la
antocianina. Hay relaciones logaritmicas entre el retenimiento de los colores y la
temperatura del proceso de conservaciéon o deposito. Por consiguiente, para que
mejoren el retenimiento del pigmento tiene que aplicarse el tratamiento térmico
de la elevada temperatura y cortos tiempos, como ademas almacenamientos a una

baja temperatura (Pacheco Llamocca, 2019).

“Enzimas. Hay un nimero de enzima, endogena en la mayor parte del tejido
vegetal, la cual se relaciona con la palidez de la antocianina. Por lo general ha sido
identificada como glucosidasa o fenolasa la cual cataliza la oxidacion del

compuesto fendlico” (Pacheco Llamocca, 2019).

El tipo de antocianina se determina de las 2 bandas de asimilacion que cada una
de ellas otorgan, una en la region UV (260-280 nm) y otra en la region notoria
(510-700nm) (Pacheco Llamocca, 2019).
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La variedad de colores presentes en papas nativas, desarrolla mucha posibilidad
para la preparacion de un producto saludable y novedoso. El color que presentan
estas variedades de rojo, azul o pdrpura, como en todos los alimentos es debido a
las antocianinas. Por tanto, teniendo en consideracion las actividades
antioxidantes de las antocianinas, el poder caracterizar este elemento
diferenciador en estas variedades nativas, incentivaria su produccion por aportar
beneficios a la salud, lo que se veria reflejado en generar valor agregado a estos

productos regionales.

Diversas investigaciones han demostrado que la antocianina tiene una
fundamental bioactividad. Se ha probado que la antocianina es efectiva en el
impedimento del desarrollo de la célula cancerosa (Pacheco Llamocca, 2019),
por lo cual se ha aplicado la mayoria del esfuerzo a averiguar su propiedad
funcional, su relaciébn con una enfermedad cardiovascular y aumento del

alimento funcional.

3.3. Marco conceptual

Antocianina: La antocianina forma parte de la familia del polifenol y se define como

flavonoide fendlico, teniendo funciones de antioxidantes (Pacheco Llamocca, 2019).

Antioxidante: Los antioxidantes pueden ser definidos, en la significacién mas amplia del
término, como algunas moléculas capaces de evitar o retrasar las oxidaciones (dafio de
uno o mas electrén) de otra molécula, por lo general un sustrato bioldgico como lipido,
proteina o &cido nucleico. La oxidacidn de tal sustrato puede darse inicio por 2 modos de
especie reactiva: lo radical libre, y aquella especie que, sin ser radical libre, es lo
suficiente reactiva para persuadir la oxidacion del sustrato como lo mencionado
(Barragan, 2019).

Radical libre: Desde la perspectiva quimica, un radical libre es alguna clase de (&tomos,
moléculas o0 i6n) que contengan por lo menos electrones desapareados en su orbital mas
externo, y que a su vez sea capaz de vivir de manera libre (de ahi el término libre) (Zapata,
2018).
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Los flavonoides: Son metabolitos secundarios polifenolicos por lo comin con grupos de
cetonas y por lo normal un pigmento de color amarillo de donde proviene su nombre (del
latin flavus, "amarillo™). Dentro del flavonoide se puede diferenciar 4 grupos
fundamentales: los flavonoides, los isoflavonoides, los neoflavonoides y los antocianos,
pero para que no se complique la cosa no se refiere a ello con el término més frecuente
de flavonoide (Mandujano-Ponte, 2015).

Absorbancia: Ademés llamada como Densidad 6ptica (OD) la Absorbancia es definida
como la relacion (logaritmica) entre la fuerza de la luz que incurre sobre unas muestras y
la fuerza de la misma luz que es trasladada por medio de esas muestras. Cuando la luz de
la longitud de ondas determinadas, seleccionadas por filtros, incide acerca de unas
muestras, parte de esa luz es consumida. La luz no consumida pasa por medio de las
muestras y son recogidas por detectores colocados en el otro lado de los pocillos de las

microplacas, frente a la fuente de luz (Soledad y Ropero 2020).
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CAPITULO IV

METODOLOGIA

4.1 Tipo y disefio de la investigacion

El tipo de investigacion es descriptivo y explicativo ya que contribuye al conocimiento
existente de la actividad antioxidante de 2 tipos de papa nativa (Solanum tuberosum);

yawar wayku, puma maki.

4.2 El disefio de la investigacion

El disefio de la investigacion es cuasiexperimental, dentro de ello tienen las caracteristicas
de ser cualitativo puesto a que no se tomo en consideracion las acciones de la variable
extrafia y se tomo en el ensayo unas muestras de patron con la finalidad de que se compare
el dato obtenido, al igual de ello se utilizaron procedimientos comprobados de CAT, PFT,
FTIR y ABTS; y un equipo de alta gama para la identificacion de flavonoides por el
HPLC-DAD, que aseguren la confiabilidad de la investigacion y un analisis de varianza.

4.3 Poblacion y muestra
Poblacion: En la delimitacién de la primera poblacién los componentes son de la
actividad antioxidante se delimito tomando la cantidad de 100 g del extracto de la papa
nativa de cada variedad de papa yawar wayku, puma maki. Siendo considerados sus

estados de maduracion, en el que se contempla que no tenga ningun brote ni cascaras

verdes y que no esté deshidratada o arrugada.

Muestra: Para los diferentes analisis y pruebas la cantidad fue 100 g del extracto de papa

nativa de cada variedad yawar wayku y papa puma maki.

4.4 Procedimiento de la investigacion

ETAPA I: Extraccion de antocianinas
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M.P
Papa pigmentada puma RECEPCION DE PAPA
mekiy Yawar wavky  Ep PIGMENTADA
Pap:;an;:ir\;ae?‘i ir;23§da * SE LECCIé N Y Residuos extrafios
optimo LAVADO
Usando una solucién de PESADO Y
acetona(70%v/v en 1:1) » TRITURADO
Usando una solucidn de
acetona(70%v/v en 1:1) FILTRADO Residuos de almiddn
v papel whatman » v fibra
Cloroformo al doble del z Separacidn de dos
volumen ‘ DECANTACION fases
Rotavapor a 40 °C a 10sti CONCE NTRAClc’)N .
Aforo a volumen conocido » Almacenar a 4°c
con HCL 0.01% Y AFORO
Extracto puro

Figura 10 — Esquema de metodologia experimental segun (Pacheco Llamocca,
2019) con algunas modificaciones de autoria propia

Se empled para la primera etapa 10mL de solucion extractante de acetona 70 %, de igual
manera para el filtrado de vacio se adiciono 10mL de acetona 70 % para el arrastre, para
la segunda etapa se agrega en la pera de decantacion 10mL de cloroformo esto con la
finalidad de separar los lipidos, proteinas de compuesto fendlico (Pacheco Llamocca,
2019).

La extraccion del color de antocianinas se desarrolla de acuerdo al procedimiento
propuesto por (Pacheco Llamocca, 2019) se usaron como solventes acetona y
cloroformo, la acetona extrajo la antocianina y los cloroformos también de que se aisle
purificd incompleto los pigmentos. La suma de los cloroformos al extracto aceténico,
provoco una separacion en dos fases, en la fase superior acuosa se separ6 antocianina,
fenolico, azlcar, acido organico y otro componente polar y en la mayor parte que es la
fase inferior quedaron los disolventes inmiscibles, lipido, carotenoide, pigmento

clorofilico y otro compuesto no polar.

Procedimiento

MICAELA BASTIDAS
" o
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1. Las muestras de papas pigmentadas previamente seleccionadas sin magulladuras fueron
lavadas y secadas.

2. De estas papas 100 g de papa entera (con cascara), se picaron en cortador para reducir
de tamafio de forma uniforme y peso6 10 g para el proceso de extraccion de cada una de
ellas por triplicado.

3. Estas muestras previamente pesadas fueron trituradas en un mortero utilizando
soluciones acuosas de acetonas (70 % v/v) en una correspondencia 1:1 de (muestra:
solvente)

4. El resumen logrado fue filtrado en papel whatman utilizando un embudo Buchner y una
bomba de vacio a presion reducida, se efectudé una segunda re-extraccion con el mismo
solvente hasta que se obtengan soluciones incoloras de toda muestra.

5. Los purificados se recolectaron y se midid su volumen, se trasvasaron a una pera de
decantacion para agregar cloroformo al doble del volumen del filtrado, con agitacion
suave de arriba hacia abajo muchas veces. Después se deja en descanso durante media
hora hasta que se formaron dos fases bien definidas (Figura 11).

6. La porcidn acuosa (fase superior) fue recaudada y empleada en un rotavapor a 40°C
para concentrar el pigmento, a presion reducida de 100 psi.

7. El extracto concentrado se aforé a un tamafio conocido con una disoluciéon de HCI

0.01% para evitar la oxidacién del extracto y preservar a 4°C para posteriores analisis.

Figura 11 — Distribucién acuosa de extractos de papa de pulpa morada (izquierda)
y roja (derecha) en acetona y cloroformo
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ETAPA I11: Identificacion de antocianinas por (HPLC)

ILIDENTIFICACION DE ANTOCIANINAS (HPLC)

Extracto puro

ESTRACTO ESTRACTO
PURIFICADA PM PURIFICADA PY

PREPARAR LA ALAMACENAR A
» UNA

MUESTRA TEMPERATURA
4°C X 60min

ACIDIFICAR CON
METANOL

Purificacion
con C.18

ANALISIS POR
TRIPLICADO EN
VIALES DE 1ml

ANALISIS POR
TRIPLICADO EN

VIALES DE 1ml ANALISIS POR HPLC

Figura 12 — Esquema de metodologia experimental segun (Pacheco Llamocca,
2019) de identificacion de antocianinas por HPLC

Para la division de cromatografica se escoge el extracto vegetal que presenta porcentajes
de actividades antioxidantes mayores al 25%, preferible en los dos extractos (metanol y
diclorometano), pero que también pertenecen al mismo nucleo familiar para que puedan

usar una condicion similar.

Se usoO la metodologia propuesta por (Pacheco, 2019) con algunas modificaciones de
(Jiménez, 2019) y (Pacheco Llamocca, 2019)..

Procedimiento
A 1 mL del extracto recientemente preparado con metanol acidificado (5 mL), se
recolecta en vial de HPLC (1 mL), para que sean analizadas en HPLC. Hasta que se

realice la interpretacion en HPLC las muestras se almacenan en refrigeradora y en

MICAELA BASTIDAS
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oscuridad para que se proteja de la luz, ya que la antocianidina es muy inestable y debe

de ser analizada de preferencia dentro de los 60 min siguientes a su elaboracion.

Caracterizacion de antocianidinas por HPLC

El HPLC es el procedimiento mas frecuente para que se realice el estudio de
antocianidina. Las muestras fueron semi purificadas haciendo uso de un cartucho C-18
y las divisiones fenolicas (conteniendo antocianinas) fueron evitadas con metanol
acidificado con HCI (1%). Se hizo uso del agua acidificadas con HCI (0,01%) para que

se lograra volumenes conocidos.

La separacion de las antiocianidinas se llevo a cabo en una columna C-18 eclipse XDB
— C-18 (4,6 mm x 150 mm, 5 pm) usando un sistema HPLC Agilent Technologies,

equipado con un detector con arreglo de diodos (DAD).

La tension de su labor es de 200 bar, la dimensién de flujos es de 0.8 mL/min; las fases
moviles fueron mezclas de eluyentes A y B constituidos de los siguientes solventes:
Eluyente A: 95% (Acido formico 10%) o Mezcla de acido formico: agua (1:9).
Eluyente B: 5% Acetonitrilo (Acetonitrilo grado HPLC)

Se estableci6 un rango de flujo de 0.8 mL/min para que se obtenga la division apropiada
de la antocianidina presente y se monitore6 a 520 nm, con una magnitud de inyeccion
de 1 pL de prueba previamente purificada con cartucho C-18 antes descrito, a una
temperatura de la columna de 30°C. Las condiciones del método de analisis de

antocianidinas por HPLC se muestran en la tabla 09.

Tabla 9 — Condiciones para el analisis de HPLC

Instrumento HPLC Agilent Technologies con detector
DAD

Columna Eclips XDB-C18 columna, 4.6 mm x
150mm 5 um

Temperatura de la Columna 30 °C

Presion de Trabajo 200 bar

VVolumen de Inyeccion 1 ul

Rango de flujo 0.8 ml/min

Fase movil Eluyente A: Acido formico: agua (1:9)
Eluyente B: Acetonitrilo
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Gradiente 0 min; 96%A Y 4 % B; 2min; 96% Ay 4%
B; 2.01 min; 92% Ay 8% B; 3min; 92% Ay
8% B; 4.01 min ; 88% Ay 12%B; 20 min;
84% Ay 16% B; 25min; 84% Ay 16% B;
25.01 min ;0% Ay 100% B:30min; 96% Ay
4% B.

La identificacion del pico de la antocianidina fue efectuada en apoyo a las
comparaciones de los cromatogramas a 520 nmy periodos de retenimientos del extracto
concentrado de antocianidina de la especie (uva y fresa), corridas bajo la misma
condicion especificada anteriormente para que asi se pueda obtener un patron de

comparaciones que nos pueda ayudar a que se identifique el pico de los cromatogramas.

Los 5 aglicones segun (Halbwirth 2010), (antocianidina) patrones son de la especie Vitis
vinifera (uva), y fueron: delfinidina, cianidinas, petunidina, peonidina y malvidinas por
lo tanto que las antocianidinas presentes en Fragaria vesca (fresa) son las
pelargonidinas que no son encuentradas presentes en Vitis vinifera (uva) y los
cromatogramas se presentan en las Figuras 18 y 20, al igual que los espectros de las

antocianidinas a 520 nm.
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DAD1 B, Sig=520,4 Ref=520,20 (ANTOCIANINAS\2010-08-12 12-14-21\031-0101.D)
DAD1 B, Sig=520,4 Ref=520,20 (ANTOCIANINAS\2010-05-12 12-14-21\032-0201.D)
mALU

E 13.465 - PELARGONIDINA

12 Uva morada | )
Fresa )
.
0.8+
0.6 7 15.938 - PEONIDINA
7.930 - DELFINIDINA
0.4
17.824 - MALVIDINA
leB;_a— - ClANIDIMNA
11.457 - PETUNIDINA
0.2+
0 J1 e B
WW‘“
T T T T T T
0] 5 10 15 20 25 min|

Figura 13 — Cromatogramas de HPLC de antocianidinas en uva morada y fresa usados como patron o estandar.

Nota: Material proporcionado por el laboratorio de cromatografia (UNSAAC) del andlisis de antocianidinas de la uva y fresa.
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ETAPA 11l: Espectrometria FTIR-ATR

F y

Extracto puro
ESTRACTO ESTRACTO
PURIFICADA PMM PURIFICADA PYW

SECAR EN ROTAVAPOR
» PREPARAR LA » ELIMINACION DE

T°50°C X10min a
SUSTANCIAS

100mbar y reposar en
el medio ambiente MUESTRA COMO OH, ES
MAS VOLATIL

ANALISIS POR

ANALISIS POR I,:{:_;fg??,::“

FTIR.ATR

ANALISIS DE PYW

ANALISIS 1ml

ANALISIS DE PPM

Figura 14 — Esquema de metodologia experimental segun (Tellez Mesa, 2019) de FTIR-
ATR

El espectro se realiza en intervalos de 4000 a 600 cm-1y en unidad de transmision, en
los Espectrometros FTIR — ATR Nicolet™ iS-10. El proceso del espectro es realizado
por medio del Software OMNI. La muestra se midio usando los aditamentos de ATR
(Tellez Mesa, 2019).

MICAELA BASTIDAS
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ETAPA 1V: Contenido de antocianinas totales (CAT)

Para cuantificar el contenido de antocianinas monoméricas totales se emplea el

procedimiento de pH diferente (Cayan et al. 2020).

IV. CONTENIDO DE ANTOCIANINAS TOTALES

(CAT)

Cloruro de potasio Extracto puro 5ml Cloruro de potasio
0,025M acetato de sodio 0,4M

PREPARACION DE
BUFFERS DE Ph1

» FACTOR DE #

DILUCION

PREPARACION DE
BUFFERS DE Ph4.5

Llegar hasta 520nm en el
espectrofotometro UV

MEDIR A 520nmy720nm

ANALISIS POR MEDIR LA ANALISIS POR
QUINTUPLICADO
QUINTUPLICADO ABSORBANCIA

ANALISIS DEPPM ANALISIS DE PYW

Figura 15 — Esquema de metodologia experimental de contenido de antocianinas totales
(CAT), segun (Tellez Mesa, 2019)

Fundamento

La muestra es tratada con buffers de cloruro de potasio y acetato de sodio, de pH1 y
pH4.5 de manera respectiva, en esta condicion, la antocianina sufre una transformacion
estructural que se manifiesta por las diferencias en el espectro de absorbancia, la cual

es medida a traves de espectrofotometrias UV-Visible.

Preparacion del buffer pH =1 (Cloruro de potasio 0,025 M)
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Se peso 1.86 g de cloruro de potasio (KCI), seguidamente se agregara agua destilada a
los 980 ml. Medir el pH para ser ajustado a 1.0, con HCI concentrados (toma alrededor

de 6.3 ml). Se transferiran a unas probetas de 1 | y se enrasan con agua destilada.

Preparacion del buffer pH=4,5 (Acetato de sodio 0,4 M)

Para el buffer de pH 4,5 se diluye 54,43 g de acetato de sodio (CH3CO2Na*3H20) en
960ml de agua destilada y se le agrega una solucion de acido clorhidrico concentrado,

hasta que se llegue a pH 4,5.

Meétodo de Giusti y Wrolstad (2001)

v Se pesa (5 g) de la muestra en estado éptimo.

v Se utiliza solvente extractor (acetona)

v Se filtra al vacié con papel filtro watman (se agrego solvente para el arrastre
completo)

v Se purifica en rotavapor hasta obtener antocianina purificada

v Se determina los factores de diluciones apropiados a través de las diluciones con
el buffer de KCI pH = 1,0 hasta que la absoasimilacion asimilacion de toda la
muestra a 520 nm (maxima longitud de onda), sea menor a 1,0 y de preferencia
entre los rangos de 0,4 y 0,6 A. Se dividira el altimo volumen de las muestras
entre los volimenes iniciales para que se obtenga el FD (Factor de dilucién).

v Se utilizan 2 sistemas tampon: cloruro de potasio de pH 1,0 (0,025 M) y acetato
sodico de pH 4,5 (0,4 M). Segln el FD calculando con el buffer de cloruro de
potasio.

v Se deja igual la solucidn a lo largo de 15 minutos.

v Se mide la asimilacion de toda muestraa 520 y 700 nm, en un espectrofotometro,

se usa como blanco agua destilada

Calculos

Se utiliza la siguiente ecuacidn para que se determine la absorbancia de todas las
muestras, a la diferente longitud de onda y en la diferente solucion buffer
(Cayan et al. 2020).
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A= (A)lvis—max - A700)pH1-0 - (A)lvis—max - A700)pH4-5

Para qque sea calculado el pigmento antocianico monomérico, se emplea la ecuacion Ec. (01)

PAM (g) — A.MW.DF.1000 Ec. (01)

F1 e

Donde:

e A= Absorbancia

e MW-=Peso molecular de la antocianina predominante en estos frutos, que es la cianidin-
3-glucosido y cuyo peso molecular es 449.2 g/mol
e DF= Factor de dilusion

e E= Coeficiente de absortividad molar de la cianidin -3-glucosido 26900

ETAPA V: Cuantificacion y determinacion de polifenoles totales (PFT)

V. CUANTIFICACION Y DETERMINACION DE
POLIFENOLES TOTALES (PFT)

Cloruro de potasio Extracto puro Cloruro de potasio
0,025M acetato de sodio 0,4M

EXTRACTO PPM EXTRACTO DE PYW
Llegar hasta 765nm en el » CALI BCRUAF::\ljg N DE :;T;Z:;Somma L*

espectrofotémetro UV

FACTOR DE DILUCION

0, 50,100,150,200 de ml
MEDIR LA
0, 50,100,150,200 de ml

1T n

ANALISIS DE PMM ANALISIS DE PYW

ABSORBANCIA

Figura 16 — Esquema de metodologia experimental de contenido de polifenoles
totales (PFT).

MICAELA BASTIDAS
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La concentracion del fenol total en extractos fueton medidad por espectrofotometria,
siendo basadas en reacciones colorimétricas de 6xido-reduccion. Los agentes oxidantes

utilizados fue los reactivos de FolinCiocalteu, escrito por (Zapata, 2018).

La cuantificacion de polifenoles totales se llevo a cabo en los extractos anteriormente
explicados, aplicando el método (Zapata, 2018) el cual estd basado en la oxidacién del
compuesto fenolico con el reactivo Folin - Ciocalteu, lo cual ocasiona un color azul

calculable a 750 nm, la cual es directa proporcional a los contenidos de polifenol.

Preparacion de la curva de calibracion

Se usa soluciones estandar de acido galico (100 pg/mL) de 1o cual se toma un volumen
de 0; 50; 100; 150 y 200 uL y se cumplio los volimenes de todos a 2000 puL con solucion
de Na2COs, reactivo Folin (1N) (Tabla 10). Posteriormente se determiné la curva de
calibracién estandar del &cido galico, a 765 nm, en un espectrofotémetro luego de 30
min de reposo, en oscuras al aire libre, efectuando con estos datos la curva de

calibracién.

Tabla 10 — Datos para la obtencién de la curva de calibracion de fenoles totales

N° tubo Solucion de acido | Agua destilada Reactivo Solucién Na2
galico (uL) (uL) Folin COos3
(uL) (uL)
Blanco 0 1700 100 200
1 50 1650 100 200
2 100 1600 100 200
3 150 1550 100 200
4 200 1500 100 200
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Abs a 765 nm

0.700

0.600 ¢

0.500
0.400
0.300 —
0.200 L

0.100

0.000

10 15

Concentracion (pg) acide galico

20

25

Figura 17 — Curva de calibracién de acido galico para la determinacion de fenoles
totales por el método de Folin-Ciocalteu.

Procedimiento

Del extracto de la muestra de papas nativas pigmentadas se procede como en la Tabla

10 aplicando en este caso 100 pL de extracto, obteniéndose de esta manera los factores

de dilucién. Este procedimiento se efectu6 por triplicado para cada muestra.

Obteniéndose la absorbancia a 765 nm.

El resultado fue expresado en (mg acido galico/100g de muestra fresca) con la ecuacion

2:

Donde:
PFT

ADbS muestra
A

B

FD

MICAELA BASTIDAS
" o

mg acido galico Abs. —-A
PFT ( g : g ) — [ muestra ]* FD =
litro B

: Polifenoles totales

: Apsorbancia de la muestra
: Intercepto
: Pendiente

: Factor de dilucion

FT1
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ETAPA VI: Determinacion por el metodo ABTS

RMINA

METODO ABTS

Extracto puro

EXTRACTO DE PYW

EXTRACTO PPM PREPARACION
DE ABTS
Pesar 784mg y
aforacién a 100ml con Pesar 13.2mg y aforacion v Mesclar 50ml de reactivo Tomar 1l v diluir a

agua destilada a 100ml con persulfato AyB, guardar 12 hra 6ormd con mvetanol

Reactivo A de potasio K25208 T°ambiente
PESAR ABTS y PESAR REACTIVO - SOLUCION MADRE DILUCION

AFORO B REACTIVOAY B » 60ml

Almacenara4’cx5

dias Absorbancia a 734nm
MEDIR LA
A ANALISIS POR
gﬁ::.lrsl;?l:oc:n ABSORBANCIA QUNTU‘ R o
ANALISIS DE PYW
ANALISIS DE PPM

Figura 18 — Esquema de metodologia experimental del ABTS, segtn (Rioja Antezana
et al. 2018), con algunas modificaciones de autoria propia.

Determinacion de la capacidad antioxidante TEAC — ABTS por el ensayo de
decoloracién de radical cationico del reactivo 2,2°- azinobis — (acido 3 —

etilbenzotiazolina — 6- sulfonico) ABTS.

El ensayo de las decoloraciones con el radical cationico ABTS "se us6 para que se
establezca la posibilidad de los antioxidantes del extracto de las papas nativas
pigmentadas frescas y procesadas, usando el método propuesto por (Rioja Antezana

et al. 2018) con algunas modificaciones.

Preparacion de la solucion ABTS* radical

e Sepesd 784 mg de ABTS y se aforé a 100 mL con agua destilada (Reactivo A).

MICAELA BASTIDAS
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Se peso 13.2 mg de persulfato de potasio (K2S20s), se disolvid y aforé a 100 mL
con agua destilada (Reactivo B).

Ambas soluciones se guardaron en frasco &mbar para defender de la luz, a 4°C,

por 5 dias como maximo para su uso.

Se prepara la disolucion madre de ABTS* radical, para lo cual se mezcld 50 mL
de reactivo A méas 50 mL de reactivo B, es decir en proporcion (1:1) en frasco
ambar y se guardd esta solucién por 12 h, a temperatura ambiente y en oscuras,

que se torné color azul verdoso.

De la solucién madre de ABTS* radical se tomd 1 mL y se diluy6 a 60 mL con
metanol y leyd la absorbancia de esta solucion a 734 nm, en un

espectrofotometro, debiendo dar una absorbancia de 1.10 +/- 0.02.

Se guardo esta solucion de ABTS* diluido en frasco d&mbar, para usar como

maximo hasta en dos dias.

Solucién de Trolox y construccion de la curva patron

Se prepard de 5000 uM de concentracion de trolox.

De esta solucién madre se midieron volimenes (Tabla 11).

Tabla 11 — Concentraciones de trolox para elaborar la curva de calibracion

Tubo Trolox Agua Conc Trolox Conc Trolox
V (uL) V (uL) uM (umol/L) | uM (mmol/L)
1 0 2000 0 0
2 40 1960 100 0.1
3 80 1920 200 0.2
4 160 1840 400 0.4
5 200 1800 500 0.5

e Se colocaron los volimenes respectivos en tubos recubiertos por completo
con papel aluminio, para que se proteja de la reaccion de la luz que consigue
destituir los compuestos antioxidantes. Se midio 950 uL de ABTS* diluido
(Tabla 11) para toda dilucion de la curva patron y/o de las muestras, segin
sea el caso, y se midieron sus absorbancias en un espectrofotometro a 734

nm (t = 0 min), de esta manera se determino la absorbancia inicial.
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e A los tubos anteriores se agregd 50 pul de cada una de las soluciones de la
curva patron de trolox o de la muestra segun sea el caso para aforar a 1000
uL a las soluciones de ABTS* diluidas anteriormente, se agitd y se guardo
por 10 min en oscuridad. Después se lee su absorbancia a 734 nm, de esta

manera se determinaron las absorbancias finales (t = 10 min).

e Se calculo las diferencias de absorbancias del ABTS* al tiempo cero y 10
minutos luego de la suma de las soluciones del trolox a las diferentes

concentraciones (Tabla 12).

Tabla 12 — Volumenes y concentraciones de Trolox y ABTS* diluido.

Tubo Conc Trolox V de Trolox V de ABTS* Dif. Abs.
uM (mmol/L) (uL) Dil. (uL) ABTS* (734

nm)

1 0 50 950 0.0

2 0.1 50 950 0.16

3 0.2 50 950 0.217

4 0.4 50 950 0.453

5 0.5 50 950 0.535

e Se construy0 la curva patron de trolox con concentracion (mmol/L) de Trolox Vs

diferencia de absorbancias de ABTS*.

0.5

0.4

0.3

dif. ABS

0.1

0 0.1 02 (mmol MPTrolox 04 0.5 0.6

Figura 19 — Curva patron de Trolox.
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4.5 Técnicas e instrumentos

El desarrollo de esta investigacion estd dividido en etapas para facilitar el estudio,
recoleccion y el reporte de los resultados, los ensayos y analisis se realizaran por triplicado
con la finalidad de garantizar la calidad del trabajo, es asi que de acuerdo a los objetivos e
hipdtesis se realizo los procedimientos en diagramas de flujo, analisis de polifenoles totales,

cantidad de antocianinas totales, infra rojo, HPLC-DAD.

4.6 Analisis estadistico

a) Estadistico

Los resultados obtenidos fueron procesados mediante el programa INFOSTAT Version
2013 (Barragan, 2018), mediante cuadro de andlisis de varianza simple comparando los

valores mediante el test de DUNCAN con una significancia de P<0.05.

Se evaluan los valores obtenidos en cada uno de los tratamientos y pre tratamientos,
para determinar la correlacion entre métodos de analisis, CAT, PFT, FTIR, ABTS y HPLC.

b) Nivel de significancia
El nivel de aprobacion de falla muestra uno que logre ser admitido en el estudio y en
cada una de la etapa del ensayo, en esta situacion las evaluaciones se daran a un nivel
de a=5% (o= 0.05).
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CAPITULO V
RESULTADOS Y DISCUSIONES

5.1 Analisis de resultados

5.1.1. Caracterizacién de antocianinas

5.1.1.1. Espectro UV-Vis de antocianinas

Para adquirir el perfil UV-Vis de antocianina presente en ambas muestras, se limpio el
producto final que se tuvo de la muestra en si con el solvente metanol acidificado en
cartucho C-18 descrito anteriormente. Posteriormente la lectura fue a partir de 190 a
1100 nm de longitud de onda, al mismo tiempo con los resultados de forma una rapida
de rastreo de 4200 nm por minuto, velocidad de rotacion de 11000 nm/min en una cubeta

de cuarzos de 10 mm de espesor, usando como blanco metanol se obtuvo lacurva.

1.8
1.6 4
1.4

1.2

absorbancia
=

0.8
0.6
0.4
0.2 M
0
0 100 200 300 400 500 600 700 800

longitud de onda

Figura 20 — Espectro UV-Visible de antocianina en papa nativa variedad puma maki
pigmentada

La Figura 21 indica que el espectro UV-Vis de antocianina en papa nativa pigmentada

yawar wayku presenta la absorbancia de 500- 720 nm con una absorbancia bien
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pronunciada con més de 1 Abs en su pico mas elevado, muestra mayor pronunciamiento
como se puede observar en la Figura 21, a diferencia de la Figura 20 del espectro UV-
Vis de antocianina en papa nativa pigmentada puma maki. Estos valores indican que si

pertenecen al tipo de antocianina evaluada en la variedad de papa nativa.

3.5
3
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B
£ 2
[1+]
+
2 1.5
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0
0 100 200 300 400 500 600 700 800
longitud de onda

Figura 21 — Espectro UV-Visible de antocianina en papa nativa variedad yawar wayku
pigmentada

5.1.2 De laidentificacidon de antocianinas en dos variedades de papas nativas
pigmentadas mediante cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC).

Identificacidn de antocianinas en dos variedades de papas nativas

pigmentadas por HPLC

Esta identificacion se efectud por comparacion de los picos que aparecen en cada
una de los Cromatogramas de ambas papas nativas pigmentadas en relacion con
el espectro UV- Vis de la antocianina estandar que se obtienen desde el fruto de
uvas moradas y fresas material proporcionado por el Laboratorio de
Cromatografia (UNSAAC) del andlisis de antocianinas de la uva y fresa (Ver
Figuras 22y 24).

A su vez estos valores presentados en mAU de 35 y un tiempo de recorrido (9 -
10 min), estos corresponden a los picos mas prolongados y representativos. Por

lo tanto, los picos presentados en la Figura 22, son por la pigmentacién de la
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variedad de papa nativa puma maki (PPM). Una vez relacionados cada uno del
pico de los cromatogramas HPLC de la papa nativa pigmentada de pulpa morada
mostrada en la Figura 23, se reconoce que el espectro UV-Vis antes citado se
corresponde al estandar Petunidina que fueron retenidas en un periodo de
(12.113 min.), y estos valores ya mencionados también corresponden a sus
trabajos de investigacion citado segun (Cayan et al. 2020).

La Figura 24, muestra que la papa nativa pigmentada de variedad yawar wayku
(PYW), presenta el cromatograma con los picos pronunciados y esto
corresponde a mAU que corresponde 38.2; mostrada en la Figura 25. De la
misma manera se realizo la comparacion de los espectros UV-Vis, fue posible
con el estandar de pelargonidina 9.945 min Figura 20, donde claramente se

observa que si corresponde al tipo de antocinina (pelargonidina).
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Figura 22 — Cromatograma de extracto de variedad de papa nativa pigmentada morada puma maki (PPM) fresca.
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Figura 23 — Resultados de espectros UV — Vis de antocianina del Cromatograma HPLC de variedad de papa nativa pigmentada puma maki
(PPM) siendo los Espectros de muestras (color azul) y de los estandares (color rojo).
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Figura 24 — Cromatograma de extracto de variedad de papa nativa pigmentada yawar wayku (PYW) fresca.
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Figura 25 — Reporte de resultados de espectros UV — Vis de antocianidinas del cromatograma HPLC de variedad de papa nativa pigmentada
yawar wayku (PYW) siendo el espectro de muestra (color azul) y del estandar (color rojo)
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5.1.3 Espectro FTIR — ATR de antocianinas

En la Figura 26 y 27 se muestran los espectros adquiridos en los
espectrofotometros infrarrojos. En los dos espectros se logran apreciar una banda
que pertenece al equipo O-H del &cido carboxilico (3500-2500 cm-1), asi como
la efectividad de la union C=0 (1720-1700 cm-1). La ATR (Reflectancias totales
atenuadas) de los espectrometros Infrarrojos de Transformada de Fourier FTIR
Nicolet iS10, mostrado en el area de los infrarrojos medios de 400 a 4000 cm*
en la Figura 26 corresponde a las bandas mas prolongadas de casi alrededor de
(3350 cm-1), corresponden a la variedad de papa nativa yawar wayku (PYW).
De la misma manera en la Figura 27 indica una banda prolongada alrededor de
(3260 cm-1), esto corresponde a la variedad de papa nativa puma maki (PPM).
Por lo tanto, indican que las variedades de papa nativa yawar wayku (PYW) y
puma maki (PPM) presentan antocianinas.
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Identificacion de FTIR de las antocianinas de las papas nativas pigmentadas

Se muestran a continuacion las siguientes figuras:
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Figura 26 — Espectro FTIR de antocianina en la variedad de papa nativa Yawar wayku (PYW)
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Figura 27 — Espectro FTIR de antocianina en la variedad de papa nativa Puma maki (PPM)
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5.1.4 Determinacién de Cantidad de Antocianinas Totales-CAT

En la Tabla 13 se puede observar que las diferencias mas notorias en la
caracterizacion son la concentracion de antocianinas totales donde la variedad
de papa nativa Yawar wayku (PYW) contiene aproximadamente 87 (mg
cianidica 3 glucosido/100 g) a diferencia de la variedad de papa nativa puma
maki (PPM) en un 13 (mg cianidica 3 glucosido/100 g) que estd ligada

estrechamente con la pigmentacion de las papas.

Esta diferencia presente en las dos variedades se debe a la condicion ambiental
en la que la papa fue cultivada y almacenada, por lo que todos los ambientes que

rodean su aumento y progreso influyen en su elaboracion.

Se presenta el resultado del ensayo de Duncan para el nivel de importancia
(p<0.05). La importancia del contraste varia con los niveles de trascendencia tal
como se muestra en la Figura 28, la papa nativa Yawar wayku (PYW) contiene
aproximadamente 87 (mg cianidica 3 glucosido/100 g) a diferencia del puma
maki (PPM) en un 13 (mg cianidica 3 glucosido/100 g), de igual manera se ve el

error estandar (EE) es alrededor de 5 para ambas muestras.

Tabla 13 — Contenido de Antocianinas Totales (CAT) en papa nativas pigmentadas
congeladas y procesadas

Muestra de papas CAT (mg cianidica 3 glucosido/100
nativas 9)
Yawar wayku (PYW) 86.4946+/-12.35
Puma Maki (PPM) 13.2088+/-2.33

Nota: Datos expresados en media £ SD, n=3, p<0.05
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Tabla 14 — Analisis de varianza y test Duncan en papas nativas pigmentadas
congeladas y procesadas
Analisis de la varianza

Variable N R= RZ Aj CVv
CAT (mg cianidina 3 glucos.. 6 0.96 0.95 17.83

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo IITI)
F.V. SC gl CM E p—valor
Modelo. 8056.22 1 8056.22 102.01 0.0005

MUESTRA 8056.22 1 8056.22 102.01 0.0005
Error 315.90 4 78.98
Total 8372.13 5

Test:Duncan Alfa=0.05
Error: 78.9762 gl: 4

MUESTRA Medias n E.E.
PAPA PUMA MAKIT 13.21 3 5.13 A
PAPA YAWAR WAYKU 86.49 3 5.13 B

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0.05)

95.55

73.98

52.42

30.85

CAT (mg cianidina 3 glucosido/L)

A

9.29

PAPA PUMA MAKI PAPA YAWAR WAYKU
MUESTRA

Figura 28 — Contenido de antocianinas totales (CAT) en papas nativas pigmentadas
congeladas y procesadas

5.1.5 Determinacion y cuantificacion de polifenoles totales (PFT)

Se puede observar que las diferencias méas notorias en el analisis de polifenoles
totales donde Yawar wayku (PYW1) contiene aproximadamente en promedio de
333 (mg acido Galico/100g) a diferencia del puma maki (PPM1) en un 50 (mg
acido Galico/100g), que esta ligada estrechamente con la pigmentacion de las

papas, ver Tabla 15.

MICAELA BASTIDAS
o
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Se presenta el resultado del ensayo de Duncan para el nivel de importancia
(p<0.05). La importancia del contraste varia con los niveles de importancia tal
como se muestra en la Figura 29, la papa nativa Yawar wayku (PYW) contiene
aproximadamente 563 mg acido Galico/100g a diferencia del puma maki (PPM)
alrededor de 41 mg acido Galico/100g, de igual manera se ve el error estandar

(EE) es igual a 198.23 para ambas muestras.

Tabla 15 — Contenido de polifenoles totales (PFT) en papas nativas pigmentadas
congeladas y procesadas

Muestra de papa nativas PFT (mg acido Galico/100g)
Papa yawar wayku (PYW1) 333.33+/-485.50
Papa yawar wayku (PYW2) 233.46
Papa yawar wayku (PYW3) 1119.85

Papa puma maki (PPM1) 50.2950.29+/-8.36

Papa puma maki (PPM2) 35.81

Papa puma maki (PPM3) 35.81

Nota: se trabajaron con dos muestras y tres repeticiones por muestra

Tabla 16 — Analisis de varianza y test Duncan en papas nativas pigmentadas
congeladas y procesadas
Analisis de la wvarianza

Variable N R2 R2 Aj CV
PFT (mg ac. Galico/100qg) 6 0.46 0.33 113.91

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)
F.V. SC gl CM F p-valor

Modelo. 408063.33 408063.33 3.4¢ 0.1363

MUESTRA 408063.33 1 408063.33 3.4¢6 0.1363

Error 471564 .77 4 117891.19

Total 879628.10 5

=

Test:Duncan Alfa=0.05
Error: 117891.1917 gl: 4
MUESTRA Medias n E.E.
PAPA PUMA MAKT 40.64 3 198.23 A
PAPA YAWAR WAYKU 562.21 3 198.23 A
Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0.05)
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Figura 29 — Contenido de polifenoles totales (PFT) en papas nativas pigmentadas
congeladas y procesadas

5.1.6 Determinacion de la actividad antioxidante por el método de ABTS.

En la Tabla 17, actividades antioxidantes promedio, se puede observar que las
diferencias méas notorias en el analisis de variedad papa nativa Yawar wayku
(PYW) contiene aproximadamente un promedio de 1012 (ug/0.5mL) a
diferencia de variedad papa nativa puma maki (PPM) alrededor de 395
(ug/0.5mL).

Se presenta el resultado del ensayo de Duncan para los niveles de importancia
(p<0.05), al aplicar este modelo se puede concluir que es significativo
observandose asi los contrastes y el cambio con los niveles de importancia tal
como se muestran en la Figura 30. TEAC ABTS CI50 reacciona como agentes
oxidantes o radicales libres, percibiendo electrones que les donan los

antioxidantes.
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Tabla 16 — Actividad antioxidante (TEAC ABTS CI50) en papas nativas pigmentadas
congeladas y procesadas

Muestra de TEAC ABTS CI50 .
. Promedio
papas nativas (ug/0.5mL)
PYW 969.095 1012.18+/-
27.92

PYW 1006.434

PYW 1012.178

PYW 1032.284

PYW 1040.901

PPM 363.051 394.65+/-17.94
PPM 397.518

PPM 403.263

PPM 403.263

PPM 406.135

Nota: Datos expresados en media + SD, n=5, p<0.05
Medias de las letras diferentes se diferencian entre si.
PYM: papa yawar wayku
PPM: papa puma maqui

Tabla 17 — Analisis de varianza y test Duncan en papas nativas pigmentadas
congeladas y procesadas

Analisis de la wvarianza

Variable N R2 R2? Aj CV
TEAC ABTS CI50 (ug/0.5mL) 10 1.00 0.99 3.34

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)
F.V. sC gl CM F p-valor

Modelo. 953365.66 1 9533¢5.66 1731.27 <0.0001

MUESTRA 953365.66 1 953365.66 1731.27 <0.0001

Error 4405.40 8 550.67

Total 957771.06 9

Test:Duncan Alfa=0.05

Error: 550.6744 gl: 8
MUESTRA Medias n E.E.

PPM 394.65 5 10.49 A
PYW 1012.18 5 10.49 B

Medias con una letra comiin no son significativamente diferentes (p > 0.05)
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Figura 30 — TEAC ABTS CI50 en papas nativas pigmentadas congeladas y procesada

5.2 Contrastacion de hipotesis

5.2.2 Hipotesis estadisticas
c) Hipotesis estadistica (nula y alterna)

Hipotesis de la investigacion

La actividad antioxidante tiene relacion significativa con la cantidad de flavonoides

de dos variedades de papa nativa (Solanum tuberosum); yawar wayku, puma maki.

Hipotesis nula

e Los flavonoides méas representativos e identificables por, HPLC-DAD y FTIR-
ATR son menos identificables porque tiene menor relacion de presencia de
antocianinas de dos variedades de la papa nativa (Solanum tuberosum), yawar
wayku, puma maki.

e Lacantidad de antocianinas totales (CAT), no tiene relacion con la menor presencia
de antocianinas en dos variedades de papa nativa (Solanum tuberosum); yawar
wayku, puma maki.

e Lacantidad de polifenoles totales, PFT no tiene relacion con la menor presencia de
antocianinas en dos variedades de papa nativa (Solanum tuberosum); yawar wayku,

puma maki.
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e La actividad antioxidante determinado por el método ABTS, afecta en la relacion
con la menor presencia de flavonoides en dos variedades de papa nativa (Solanum

tuberosum); yawar wayku, puma maki.

Hipotesis alterna

e No existe incidencia significativa en los flavonoides mas representativos e
identificables por, HPLC-DAD y FTIR-ATR, porque tiene mayor relacion de
presencia de antocianinas de dos variedades de la papa nativa (Solanum
tuberosum), yawar wayku, puma maki.

e No existe incidencia significativa en la cantidad de antocianinas totales (CAT), en
relacion con la menor presencia de antocianinas en dos variedades de papa nativa
(Solanum tuberosum); yawar wayku, puma maki.

e No existe incidencia significativa en la cantidad de polifenoles totales (PFT) en
relacién con la menor presencia de antocianinas en dos variedades de papa nativa
(Solanum tuberosum); yawar wayku, puma maki.

e No existe incidencia significativa en la actividad antioxidante determinado por el
método ABTS, no afecta en relacion con la menor presencia de antocianinas en dos

variedades de papa nativa (Solanum tuberosum); yawar wayku, puma maki.

5.3 Discusion

5.3.1 De los espectros UV — Vis de las antocianinas

La postura de esta banda de acuerdo (Barragan et, al. 2018) permiten que se
distinga entre un diferente tipo de flavonoide, entre ella la antocianina que produce
bandas entre 500- 550 nm (Banda 1), también de otra de menor fuerza entre 430-
440 nmy 270-280 nm (Banda I1), (Figura 31).
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Abs

5.3.2

Figura 31 — Bandas de absorcion UV de flavonoides

El espectro UV-Vis de las antocianinas de las papas nativas pigmentadas,
presenta 2 bandas de asimilaciones maximas bien definida. La banda | asueme a
longitud promedio de 520 nm, mientras que la banda Il absorbe a una longitud
promedio de 360 nm (Ver Figuras 15 y 16). Con ese resultado, ya se puede
realizar una conjetura preliminar de que el extracto podria ser algin tipo de
flavonoides en estos casos de los grupos de la antocianina.

Los espectros encontrados y citados por (Barragan et al. 2018) indica que la
desigualdad esta formada en los picos maximos de asimilacion el cual se muestra
en rangos de longitud de ondas para flavonona y flavononol y otros para
isoflavona, también la isoflavona presenta pico de disminuida potencia en el
rango de 300-330 nm (banda I), por lo tanto el resultado que se obtuvo de la papa
nativa pigmentada de la variedad de papa nativa puma maki y yawar wayku
(PPM, PYW) son verificadas y similares a las bandas de absorcion, (Ver Figuras
20y 21).

De la cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC)

Una vez comparados cada uno de los picos del cromatograma HPLC de la papa
nativa pigmentada de pulpa roja (PYW) se confirm6 que el espectro (Figura 25)
corresponde al estandar de pelargonidina que fue retenida en un tiempo de 9.495
min. lgualmente se considera que la diferencia a longitudes de onda de UV
menores a 400 nm se debe a distintas composiciones en componentes

glucosidicos que acompafian a las antocianidinas de ambas papas nativas
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pigmentadas. De la misma manera (Barragan et al. 2018) en su trabajo de
investigacion indica que la antocianina fue aislada y caracterizada, para lo cual
se utiliza combinaciones de -extracciones en fases sélidas, cromatografias
contracorrientes y HPLC. De la misma manera el autor en mencion (De et al.
2018). en su trabajo, analizo la principal antocianina, flavonoide y &cido fendlico
de 26 cultivares de Solanum tuberosun L. EL tubérculo rojo contiene mucha
pelagonidin3-(p-coumaroyl-rutin6sido)-5- glucésido (200-2000 pg/g MF) y
peonidin-3-(p - coumaroyl- rutindsido)-5-glucoside (20-400 pg/g MF), el
tubérculo ligero , pUrpuras tienen - petunidin-3-(p-coumaroyl-rutindsido)-5-
glucoside (1 000-2000 pg/g MF) més diminuta cantidad de malvidin-3-
(pcoumaroyl-rutindsido)-5- glucoésido (20-200 pg/g MF).

También caracterizaron y cuantificaron la composicion fendlica en 20
variedades de papas andinas pigmentadas y encontraron por HPLC que las
antocianidinas mas predominantes fueron petunidina-3-cumaroil rutinosido-5-
glucdsido en extractos de papas de pulpa morada y pelargonidin-3-coumaroil
rutinosido-5-glucésido en extractos de papa de pulpa roja los mismos que son
similares en el presente trabajo de investigacion (Barragan et, al. 2018) .

De la misma manera en corroboracidn con los estudios anteriores, en la papa
nativa pigmentada de color rojo y morado materia de estudio en el presente
trabajo de investigacion mediante cromatografia HPLC, se han identificado
antocianidinas del tipo petunidina, cianidina y malvidina en las papas de color
morado y pelargonidina en las papas de color rojo. Ademas, se explica que este
contenido varia de acuerdo al genotipo de papa y otras variables como el estrés
climatico. Observandose que hay otras antocianidinas que no han podido
caracterizarse. También se ha estudiado el efecto de coccidn de papas nativas
pigmentadas (Barragan et al. 2018) en la que determinaron por HPLC que en
papas rojas existe antocianidinas del tipo pelargonidina y en las papas moradas

petunidina, cianidina y malvidina.

5.3.3 De los espectros FTIR - ATR de las antocianinas
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Se establece el espectro FTIR en extractos secos y purificados de papas nativas
pigmentadas en los espectrometros infrarrojos con accesorios ATR, siendo el

espectro resultante las Figuras 21y 22.

En las Figuras 26 y 27 se logra apreciar el espectro FTIR de los extractos de
papas nativas pigmentadas de ambas variedades con su respectiva atribucion de
frecuencia de vibraciones (cm™), la misma que se puede mostrar en la Figura 24,
en la que se puede apreciar una fuerte sefial de asimilacion de un diferente valor

de frecuencia de vibracion (cm™) interpretacion segiin (Ernesto y Caceres 2020).

Espectros FTIR — ATR (cm-1) con sus respectivas asignaciones de grupos
funcionales

Segln (Ernesto y Céaceres 2020) indica que la técnica IR en el analisis de
flavonoides tiene una caracteristica de asimilacion C=0 entre 1680 y 1640,
aromatico entre 1600 y 1500 y la de -OH quelatado (o-hidroxicetona a 3500-
3200 . En nuestro caso la papa nativa pigmentada yawar wayku (PYW) y puma
maki (PPM) estan en la region donde mencionan los autores por lo tanto esta en

la region que mas describe Figura 26 y 27.

Por otro lado en la Figura 32 segun (De et al. 2018) se describe a un mas detallado.

1609.61

4000 3200 2400 1800 1400 1000 400

Figura 32 — Espectro infrarrojo de la fraccion de un colorante flavinico

En los espectros Infrarrojos FTIR-ATR (Figuras 26 y 27), la presencia de la
antocianina logra ser explicada de acuerdo al diferente autor como (Ernesto y
Céceres 2020) tension O-H: Banda ancha desde 3500 a 3200 cml. En la falta de

Repositorio Institucional - UNAMBA Pert



5.34

- 68 de 97 -

un puente de hidrégeno se presenta como picos agudos a 3650-3600 cm-1. Los
estiramientos C-H se producen aproximadamente de 2900 a 3000 cm-1. A
medida que los &tomos unidos al carbono aumentan en masas, la continuidad de
vibraciones disminuye (el nimero de ondas se hace mas pequefio). Estiramiento
C=C anillo aromatico a 1600 - 1475 cm-1. 1050 cm-1 se aplica a la alteracion
en los planos arométicos = C-H (benceno). Toda esta caracteristica de frecuencia
de vibraciones recomienda estructuras similares a unos flavonoides de los tipos
de antocianinas en el espectro FTIR-ATR de antocianina de papas nativas yawar
wayku (PYW) y papas nativas puma maki (PPM), todo este espectro es
semejante a los espectros flavinicos Infrarrojos de la Figura 32.

En su trabajo (Ernesto y Caceres 2020) también trabajo el espectro se realiza en
intervalos de 4000 a 600 cm-1 y en unidad de transmitancias,
espectrofotometrias ultravioletas y visibles: El espectro se realiza rangos de
longitud de ondas de 190 a 1100 nm en un espectrofotometro THERMO
GENESYS 10S UV VIS en una cubeta de cuarzos de 10 mm de densidad con
rapidez de registros de 2500 nm/min y se usé metanol como disolvente. En
cuanto a los resultados obtenidos en la papa nativa yawar wayku (PYW) y papa
nativa puma maki (PPM) (ver Figura 26 y 27), estén en los rangos y nimero de

ondas descritas arriba.

De la cuantificacion de antocianinas totales (CAT) por el método de pH
diferencial

De la misma manera (Cantefio 2022), hicieron estudios en papas pigmentadas
encontrando que el CAT varid de 13.98 a 38.57 (mg cianidina 3-glucosido/100g
peso fresco) en comparacion con las variedades no pigmentadas. En
consecuencia, en su investigacion encontraron que, de dos variedades de papas
nativas de Ameérica del Sur, el CAT los contenidos de antocianina total varia de
cero a 23 mg equivalente de cianidina / 100 g de peso fresco.

Segun (Cantefio, 2022) en su trabajo de investigacion el indica que los
contenidos de antocianina monomérica fue establecida por el procedimeinto pH
X diferencial, los dos clones NDOP5847-1 y NDC4069 4 se localiza en un
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_rango de 2 a 40 mg/100g tubérculo de peso fresco. Siendo el resultado para
nuestro caso donde papa nativa Yawar wayku (PYW) contiene
aproximadamente 86.4946 (mg cianidica 3 glucosido/100 g) a diferencia de papa
nativa puma maki (PPM) en un 13.2088 (mg cianidica 3 glucosido/100 g) viendo
asi la PPM presenta un contenido bajo esto se basa fundamentalmente al tipo
climatologico y estas papas nativas estan ligadas estrechamente con la
coloracion de la papa nativa. Se muestra en la Tabla 13. Del mismo modo
(Davalos, 2019) en su investigacion menciona que, el clon de pulpas rojas
muestra estas caracteristicas en mayores proporciones, lo que sugiere controles
multigénicos de los grados de coloracion. La pulpa roja varia a partir de
pigmentaciones parciales a una coloracion completa, en el cual la coloracion esta
presente en todo el tejido de los tubérculos. Las antocianinas totales varian de
6.9 a 35mg/100g de peso fresco en el clon de pulpa rojay de 5.5a 17.1 mg en
los de pulpa morada. Por lo tanto, se ve que las papas rojas como es el PYW

tienen mayor cantidad de antocianinas totales.

En su trabajo segin (Ernesto y Caceres 2020) en cuanto a los contenidos de
antocianina total (CAT), la papa nativa pigmentada (PST) y (PWQ) disminuye
su dosis de 59,21y 19,35 a 4,63 y 1,31 (mg de cianidina 3-glucosido/100g) de
forma respectiva, luego de los procesos de fritura, salvaguardando mejor su
antocianina en el desarrollo de coccion de hervido, en cuanto a las papas nativas
comparadas con (PYW,PPM) descritas arriba las cantidades de CAT son

similares a los resultados de Barran Condori, Ver Tabla 13.
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5.3.5 De la cuantificacion de polifenoles totales (PFT) por el método Folin -
Ciocalteu

Segun (Ernesto y Céceres 2020) analizaron los contenidos de polifenol total en
dos clones de papas nativas causo Solanum de pulpa azul (clon 304239) y roja
(clon 303851) y encontraron 183.6 y 108.2 (mg &cido galico/100 @)
respectivamente esto es contrastado en el presente trabajo de estudio en la que
se han localizado los polifenoles totales (PFT) entre 87.92 a 179.51 (mg acido
galico/100 g de peso fresco) entre ambas diferencias de papa nativa pigmentadas
de pulpa moraday roja. En el contenido de poli fenoles totales (PFT) encontraron
rangos entre 1.8 a 11 (mg EAG/g peso seco) en 50 variedades de papas.

En los resultados obtenidos en las papas nativas pigmentadas, asi conteniendo la
muestra PYW aproximadamente un promedio de 333.33 (mg acido Galico/100g)
a diferencia del puma maki PPM en un 50.29 (mg &cido Galico/100g), que esta
ligada estrechamente con la pigmentacion de las papas. Teniendo asi un alto
contenido en la PYW con una mejor cantidad de PFT, Ver Tabla 15. De la misma
manera (Lépez Rodriguez 2019) , en su estudio demostré que la papa
pigmentada de pulpa roja y parpura los contenidos de antocianina acilada son 2
0 3 veces mas elevadas en antioxidante-en paralelo con las papas de pulpa
blanca, el tubérculo de papa roja contiene glucésido de pelargonidinas y
peonidinas, papa morada glucosido de malvidinas y petunidinas, nueva variedad
de papas de pulpas rojas y purpura son usadas para la fabricacion alimenticia y

no alimenticia.

En su investigacion (Barragan, 2018) indica en su resultado de su trabajo los
contenidos de polifenol total (PFT) de las papas nativas (PST) y (PWQ), se
reducen de 179,51y 87,92 a 125,27 y 12,19 (mg de &cido galico/100g) luego de
los procesos de coccion por microonda en el primero y de fritura en el sequndo
caso, siempre preservando mejor el polifenol total en las cocciones por hervido.
Esta variacion es porgue trabaja con la coccion de las papas nativas. Teniendo
en cuanta los resultados de las papas nativas (PYW, PPM) ver Tabla 15, tienen
mas similitud con los resultados de Navarre et al. (2011), por el mismo hecho
que trabajo con las papas nativas frescas como indica en su trabajo de

investigacion.
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De la actividad antioxidante ABTS

EL resultado obtenido en las determinaciones de las actividades antioxidantes
por el método ABTS segln (Ceron M et al. 2018), (Barragan, 2018) el mismo
que fue evaluado en cada uno de los extractos de las papas nativas pigmentadas;
y como resultado se verifica en la (Tabla 17) se han expresado una
ConcentraCion Inhibitoria del 50% (IC50%) a equivalente a Trolox (TEAC),
para los dos modelos de papa nativa PYW y PPM. De dos de las muestras
trabajadas bajo este el método ABTS, para la muestra PYW se tuvo como
resultado 1012.18 y PPM 394.65 esto significa que la muestra PYW tiene mayor
capacidad antioxidante. Donde segun 8 indica claramente lo siguiente, el
radical es causado de manera directa en formas estables antes de la reaccion con
el antioxidante. Por lo tanto, esto indica que la muestra PYW conntien en su total
actividad antioxidante a diferencia de la poca reaccion que presenta la muestra
PPM. Del mismo modo segun (Ceron M et al. 2018), (Davalos, 2019) en este
estudio se analizard 4 tipos de tubérculo andino 1 endémicos y domesticado en
los andes, papas nativas (Solanum sp.), mashua, oca (Oxalis tuberosa - Molina)
y ulluco (Ullucus tuberosus Caldas), percibiendo su capacidad de antioxidantes
asociados a su metabolito secundario. La capacidad de antioxidantes se mide
haciendo uso del procedimiento del radical ABTS y el fenol total, carotenoide,
antocianina, betaxantina y betacianina ademas de ser caracterizado. La
capacidad de antioxidantes encontrados en el cultivo estudiado esta en los rangos
de 483 a 1012 ug trolox equiv/g, fenol en el rango de 0.41 a 3.37mg é&cido
clorogénico equiv/g, antocianina en el rango de 0.08 a 2.05mg Cianidina 3-
glucosido/g y los carotenoides en el rango de 1 a 25 ug, B-caroteno/g. Los
contenidos de componente bioactivo fueron altos y variables entre un diverso

cultivo y los genotipos.

En su investigacion (Ceron M et al. 2018), que evaluaron al tubérculo de papas
como fuentes de antioxidante y mineral para las dietas el rango de valor hidréfilo
ORAC fue 28.25-250.67 pmol de Eq Trolox/g de MS. La capacidad de
antioxidantes hidrofilicos. Ademas, estos estudios demuestran las amplias
variabilidades de micronutriente alto con promociones a la salud de papas nativa
dentro de los germoplasmas, asi como ademas las contribuciones significativas

de un distinto tubérculo de papas puede compartir el consumo alimenticio del
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antioxidante, hierro y zinc. En comparacion de papa nativa yawar wayku (PYW)
y papa nativa puma maki (PPM), estos presentan las mismas propiedades como

los mencionan (Cerén M et al. 2018).
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CAPITULO VI
CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

6.1 Conclusiones

Las antocianinas identificadas por HPLC, fueron del tipo petunidina, cianidina y malvidina
en la papa nativa pigmentada de pulpa morada (PPM) y la presencia de pelargonidina en las

papas nativas pigmentada de pulpa roja (PYW).

La papa nativa pigmentada Yawar wayku (PYW) muestra mayores cantidades de
antocianina total (CAT) y polifenol total (PFT) con relacion a las papas nativas puma maki
(PPM). EI menor contenido de antocianina total (CAT) y polifenoles totales (PFT) muestro
las papas nativas puma maki (PPM), esto por su estado fresco y también por su estado como
se encuentra ligado el pigmento y los factores climatolégicos donde estos se cultivan, para
las dos decisiones, mientras que las papas nativas Yawar wayku (PYW) presenta mas
resistencia a la degradacion en el medio ambiente de sus antioxidantes, ademas se verifica
que el medio ambiente es un factor del pardeamiento en el proceso de extraccién de

colorante de las papas nativas cuando se extrae de un estado fresco.

Entre el método quimico utilizado para que se determine las capacidades antioxidantes
(captacién de un radical libre), el radical ABTS™* es uno de los mas veloces, produciendo
un resultado reproducible y coherente. También, el ABTS presenta una importante ventaja;
muestran diferentes maximos de asimilacién y buenas solubilidades, accediendo a los
ensayos del compuesto de la naturaleza lipofilica como hidrofilica. El periodo de 1 minuto,

para el procedimiento ABTS, logra ser suficientes para la medida de pulpa de papas nativas.

6.2 Recomendaciones

e La apreciacion de las actividades antioxidantes de papa nativa en las muestras de papa
nativa yawar wayku (PYW) y papa nativa puma maki (PPM), se recomienda tener la
extraccion mas delicada que amerita extraer (un extracto lo mas puro posible) esto
ayudara a un analisis y evaluacion de (UV Vis, FTIR, CAT, PFT, HPLC, y ABTS), si
no se tiene un extracto puro siempre habra alteraciones en los ya analisis ya

mencionados.
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El alto contenido de cantidad de antocianinas totales (CAT) que se encuentra en los
extractos purificados para ambas muestras de papa nativa yawar wayku (PYW) y papa
nativa puma maki (PPM), la papa nativa yawar wayku (PYW) como muestra los
resultados, tiene mayor cantidad de antocininas, por tanto, se recomienda trabajar con
la antocinina del mismo y asi podria ser tomado en cuenta como fuentes potenciales

para aprovechar el antioxidante y asi utilizar en diferentes productos con valor agregado.

Para determinar los polifenoles totales (PFT), se recomienda trabajar con papas nativas
previamente congeladas esto ayudara a cuidar estrictamente del pardeamiento, esto
porque como no se trabaja en un medio ambiente controlado el factor del medio
ambiente y el pardeamiento tiene mucha influencia para su determinacién tanto en
calidad y cantidad, esto ayuda con mayor facilidad en el andlisis de trabajo de

investigacion.

La actividad antioxidante es dado y determinado por el método ABTS, se recomienda
utilizar por el mismo proposito de tener mas relevancia significativa en el momento de
analisis, teniendo en cuenta el tipo de muestra de la papa nativa yawar wayku. En
consecuencia, se conoce y sabe que la alteracion del alimento con relacion a los aportes,
ingestion y absorcion del nutriente, puede cambiar de manera negativa los desarrollos
fisicos, psiquicos, rendimientos y salud, repercutiendo en la calidad de vida en la
persona, ya que son de mucho valor preocupandose por conservar una conveniente
nutricion, esencialmente para que se mantenga usando un antioxidante natural ya que

es la fundamental via de entrada del compuesto antioxidante a los organismos.
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ANEXOS

Anexo 1 — Papas nativas de la Region Apurimac en “FERIA SAN ANTONIO 2017

Figura 33 — Variedad de papas nativas de la Region Apurimac.

Anexo 2 — Papas nativas pigmentadas congeladas (cortadas y enteras) a -25 °c

Figura 34 — Papas congeladas y cortadas
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Figura 35 — Papas enteras y congeladas

Anexo 3 — Extraccion de pigmentos antocianicos de muestras de papas nativas pigmentadas

congeladas

Figura 36 — Extraccion con solventes
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Anexo 4 — Extraccién de pigmentos antocidnicos de muestras de papas nativas pigmentadas
congeladas
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Figura 38 — Separacion de solventes y particulas del extracto
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Figura 39 — Rotavapor: Reduccién de solventes a presion reducida de extractos de papas
nativas pigmentadas

Anexo 5— Extraccion de pigmentos antocianicos de muestras de papas nativas

pigmentadas congeladas
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Figura 40 — Extractos aforados de papas nativas pigmentadas con HCI 0.01%
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Anexo 6 — Hidrolisis acida y purificacion de extractos de antocianinas

Figura 41 — Purificacion de antocianinas por cartucho C-18

Anexo 7 — Espectrofotometria UV — Visible de antocianinas

Figura 42 — Espectrofotometro UV Visible para caracterizar antocianinas

Anexo 8 — Espectrémetro FTIR — ATR de antocianinas
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Figura 43 — Espectrometro FTIR — ATR

Anexo 9 — Contenido de antocianinas totales CAT

wmuw [

} : ‘wigwﬂ “im

{

) e A

Figura 44 — Extractos de método pH diferencial para CAT.
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Anexo 10 — Contenido de polifenoles totales PFT

S
Poli favoles
Folin Qo u\+w

Figura 46 — Extractos de método Folin Ciocalteu para PFT.
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