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RESUMEN

El presente trabajo de investigacion se desarrollé con fines de conocer las
diferencias de la actividad antioxidante de cuatro ecotipos del tubérculo de
Tropaeolum tuberosum Ruiz & Pav. “mashua”. Tiene como objetivo principal
evaluar la actividad antioxidante del extracto hidroalcohdlico de cuatro ecotipos
del tubérculo de Tropaeolum tuberosum Ruiz & Pav. “mashua” en los
laboratorios del Area de Farmacia de la Facultad de Ciencias Biologicas de la
Universidad Nacional de San Cristébal de Huamanga, de agosto del 2012 a
enero del 2013. La investigacion es de tipo basica, nivel descriptivo.

Se recolecto los tubérculos de los cuatro ecotipos del distrito de Ocros, provincia
Huamanga, region Ayacucho, ubicada a 2600 m.s.n.m. con los cuales se prepar6
los extractos hidroalcohdlicos de cada uno de ellos. Se realiz6 el Ensayo
fitoquimico cualitativo para identificar metabolitos presentes. La actividad
antioxidante se determin6 por el método de captacion del radical libre 1,1-difenil-
2-picrilhidrazilo (DPPH). Las diferencias entre las medias fueron contrastadas
mediante el Andlisis de Varianza a una nivel de confianza del 95% (p<0,05). Los
metabolitos secundarios presentes en los cuatro ecotipos fueron flavonoides,
cumarinas y lactonas, compuestos fendlicos, azlcares reductores y catequinas.
La actividad antioxidante del ecotipo “oge” fue mejor, seguidamente en forma
decreciente el ecotipo “yana fiahui’, luego el ecotipo “sangre de cristo”, y por
ultimo el ecotipo “zapallo”. Al comparar la actividad antioxidante de los ecotipos
con la vitamina C, ésta ultima demostr6 ser mejor antioxidante, y
estadisticamente a un nivel de confianza del 95% (p<0,05) existe una diferencia
significativa en la actividad antioxidante de los ecotipos y el estandar. Se
concluye que los extractos hidroalcohdlicos de los ecotipos evaluados del
tubérculo de Tropaeolum tuberosum Ruiz & Pav. “mashua” tienen actividad

antioxidante.

Palabras clave: Tropaeolum tuberosum Ruiz & Pav., actividad antioxidante.



I. INTRODUCCION

La biodiversidad del bioma terrestre en los Andes posee ventajas comparativas y
competitivas excepcionales en relacion a ofras regiones o paises, asi los granos,
las raices y tubérculos, y las frutas existen una variabilidad en formas, colores y
tamafios, y ocurren diferencias de calidades y cantidades de metabolitos
primarios (almidones, minerales, proteinas, vitaminas, acidos grasos, glucdsidos,
azlcares), y secundarios (saponinas, alcaloides, taninos, oxalatos, carotenos,
flavonoides, antocianinas, betacianinas). Tienen caracteristicas nutritivas vy
medicinales para resolver problemas de desnutricion humana y enfermedades,

no solamente en la zona andina, sino en gran parte del mundo.’

Segun diversas investigaciones internacionales, los tubérculos andinos como
oca, mashua, olluco, y raices como maca, arracacha, yacén, entre otros tienen la
caracteristica de ser potenciales fuentes funcionales, al existir informacion sobre
estudios de marchas fitoquimicas donde se encontré una diversidad de
metabolitos secundarios entre los que figuran la presencia de abundantes
compuestos fendlicos, ademas de otros compuestos con caracteristicas

antioxidantes."



Los recursos vegetales constituyen una buena fuente de sustancias con
propiedades antioxidantes, en las que podemos citar a la vitamina C, los

compuestos fendlicos, los flavonoides, los taninos y otros compuestos.

Tropaeolum tuberosum Ruiz & Pav. “mashua’es un cultivo indigena para las
tierras altas andinas y es de valor econémico como una comida y un cultivo
medicinal. Ha sido tradicionalmente y extensamente usado en los remedios
caseros de la region andina, y su domesticacion pudo haber estado relacionada
con su importancia como un agente medicinal. Muchos investigadores han
tomado importancia acerca de las propiedades de éste tubérculo es asi que los
estudios recientes sefialan que el “mashua” tiene un contenido alto de
compuestos fendlicos (acido clorogénico), antocianinas, asi como también una

aptitud hidrofila importante de la capacidad antioxidante.?

El antioxidante al reaccionar con el radical libre le cede un electrén oxidandose a
su vez y transformandose en un radical libre débil, con escasos o nulos efectos
toxicos y que en algunos casos como la vitamina E, pueden regenerarse a su
forma primitiva por la accion de otros antioxidantes.® El sistema antioxidante
provee al organismo de defesas contra la accion daiiina de los radicales libres.
Estos Ultimos son muy reactivos ya que tiende a reducirse, es decir, sustrae un
electron de atomos o moléculas estables, a las cuales oxida, con el fin de
alcanzar su propia estabilidad.* La salud de las personas se relaciona con el
adecuado balance oxidativo. Es decir, que radicales libres y antioxidantes se
equilibren de modo tal que se minimice el dafio y se retarde la aparicion de

enfermedades.®

Es entonces de gran importancia estudiar los principios activos de las plantas y
su localizacion en las diferentes partes de las plantas o en los diferentes

extractos debe ser motivo de ensayos bioldgicos adecuados.®



Por estas consideraciones y con el propdsito de generar conocimiento a cerca de
las propiedades de los tubérculos andinos, es necesario conocer la actividad
antioxidante a nivel de varios ecotipos de la mashua, razén por la cual se

plantearon los siguientes objetivos:
Objetivo general:

o Evaluar la actividad antioxidante del extracto hidroalcohdlico del tubérculo de

cuatro ecotipos de Tropaeolum tuberosum Ruiz & Pav. “mashua”.
Objetivos Especificos

¢ Identificar los metabolitos secundarios presentes en el tubérculo de cuatro

ecotipos de Tropaeolum tuberosum Ruiz & Pav. “mashua”.

o Comparar la actividad antioxidante del extracto hidroalcohdlico del tubérculo
de cuatro ecotipos de Tropaeolum tuberosum Ruiz & Pav. “mashua” con el

estandar vitamina C.

e Comparar la actividad antioxidante de los cuatro ecotipos de Tropaeolum

tuberosum Ruiz & Pav. “mashua”.



. MARCO TEORICO

2.1. Antecedentes

En las ultimas décadas se ha despertado el interés por el estudio fitoquimico de
los antioxidantes y de acuerdo a este base cientifica se va logrando la validez
del uso tradicional de los mismos; de la misma manera hay un gran interés por el

estudio de los tubérculos andinos con diferentes actividades farmacolégicas.

En estudios a cerca del efecto antioxidante in vitro de Lepidium peruvianum
Chacén “maca”, se ha encontrado en un extracto etandlico los efectos
antioxidantes de la harina cruda de 80,96%, harina tostada de 81,08%. En el
extracto acuoso los efectos antioxidantes fueron: harina cruda conlun promedio
de 94,16%, harina tostada fue de 79,36%. En el extracto cloroférmico los efectos
antioxidantes fueron: harina cruda con un promedio de 69,08%, harina tostada
fue de 71,68%. Donde se demuestra que el extracto etanélico y acuoso de la

maca tienen mayor efecto antioxidante que la cloroférmica.’

Se demostré la actividad antioxidante de extracto de las hojas de Smallanthus
sonchifolius “yacén”. Las pruebas con los extractos, inhibieron Ila
lipoperoxidacion en un estudio de ratas in vivo, en membranas subcelulares
protegiendo a los hepatocitos de la rata de lesion oxidativa. Ademas indican la

presencia de acidos clorogénico y cafeico. También indican que el “yacon” es un



remedio potencial en la prevencion de enfermedades cronicas como la

arteriosclerosis.®

En un estudio comparativo de la actividad antioxidante del extracto metanélico

”

de cuatro cultivares de Oxalis tuberosa Mol. “oca”; indica que los cuatro
cultivares evaluados tienen actividad antioxidante y no son influenciados por el

tipo de cultivar y el efecto de la coccién.®

En un estudio de determinacion del contenido de compuestos fenélicos totales y
la capacidad antioxidante de cuatro especies de tubérculos y raices andinos,
Tropaeolum tuberosum “isafo”, Oxalis tuberosa “oca”, Ullucus tuberosus “ulluco”
y Arracacia xanthorrhiza “arracacha” realizaron la cuantificacion de la capacidad
antioxidante total (TAC) y la determinaciéon de compuestos fendlicos totales
(TPH). La capacidad antioxidante fue medida mediante el uso de los métodos
acido 2,2'-azino-bis (3- etilbenzotiazolin)-6-sulfénico (ABTS) y basado en la
capacidad de reduccién férrica del antioxidante (FRAP), los compuestos
fendlicos fueron medidos mediante el uso del reactivo de Folin & Ciocalteau. La
capacidad antioxidante encontrada en los tubérculos estudiados tiene un rango
de 0,35 a 11,8 ymol equivalente de trolox/g de muestra seca, el rango de
compuestos fendlicos es de 0,002 a 0,02 pmol equivalente de acido galico/g de
muestra seca. En general Tropaeolum tuberosum ‘“isafio” oscuro muestra los
valores altos de capacidad antioxidante y compuestos fendlicos comparados con

los otros tubérculos.'®

Un estudio de la composicion de antocianinas para tres genotipos ptrpuras de
Tropaeolum Tuberosum Ruiz & Pav. “mashua” con el uso de equipos como
cromatografia liquida de alta performance (HPLC) y espectrofotometria de
masas, encontraron la presencia de 11 antocianinas diferentes y determinaron

su actividad antioxidante del tubérculo."!



Chirinos et al 2, realizaron una optimizacién de las condiciones de extraccion de
compuestos fendlicos antioxidantes de los tubérculos de Tropaeolum Tuberosum

Ruiz & Pav. “mashua”.

Segun las diversas investigaciones acerca de la “mashua’ se sabe con
seguridad su actividad antioxidante incluso los compuestos fendlicos y
antocianinas que posee, también indican que los compuestos fendlicos de
tubérculos andinos Tropaeolum Tuberosum Ruiz & Pav. “mashua’ exhiben

proteccion en contra de la oxidacién de aceite de la soja."

Se ha realizado estudios sobre el efecto del calor en la capacidad antioxidante
de la Tropaeolum tuberosum “mashua amarilla®, con y sin cascara, encontrando
que el calor no influye en la capacidad antioxidante de la “mashua amarilla” con y

sin cascara.®

La mayoria de los estudios realizados al Tropaeolum tuberosum Ruiz & Pav.
“mashua” es a los genotipos purpura'’, mientras que los genotipos amarilla son
escasamente estudiadas. Entonces es necesario conocer la actividad
antioxidante de los genotipos amarilla y que mejor a nivel de varios ecotipos,

razdn por la cual se realiza la presente investigacion.



2.2. Tropaeolum tuberosum Ruiz & Pav. “mashua”

2.2.1. Clasificacion Taxonémica

DIVISION : MAGNOLIOPHYTA

CLASE : MAGNOLIOPSIDA

SUB CLASE : ROSIDAE

ORDEN : GERANIALES

FAMILIA : TROPAEOLACEAE

GENERO : Tropaeolum

ESPECIE : Tropaeolum tuberosum Ruiz & Pav.
NOMBRE COMUN : “mashua”

Fuente: Constancia expedida por Herbarium Huamangensis de la Facultad de

Ciencias Biologicas (Anexo 1).

ECOTIPOS : “zapallo”, “oqe”, “yana fahui” y

“sangre de Cristo”
Fuente: Departamento Académico de Agronomia y Zootecnia (Anexo 2).
2.2.2. Descripcion botanica de la familia y género

Son hierbas algo suculentas, postradas o trepadoras por medio de los peciolos y
aun por los estolones, algunos con rizoma parcialmente engrosado o con
tubérculos. Hojas simples, alternas, lobuladas con o sin estipulas. Flores
hermafroditas, zigomorfas solitarias en las axilas de las hojas, raramente en
umbelas, sépalos cinco, imbricados o valvares, pétalos generalmente cinco,
enteros, lobados hasta fimbriado-ciliados, los dos superiores por lo general
diferentes en forma y mayores que los inferiores que son tres. Ocho estambres

en dos verticilos, libres desiguales. Ovario stpero. Fruto esquizocarpico que en



la madurez se descompone en tres mericarpios rugosos, indehiscentes. Semillas
grandes con embrion recto y endosperma generalmente nulo. Familia americana
con dos géneros, uno Tropaeolum, que vive desde México hasta la Argentina y
Chile y otro Magallana. El género Tropaeolum tiene 90 especies de las cuales 18

viven en el Pera.™
2.2.3. Descripcion botanica Tropaeolum tuberosum Ruiz & Pav.

El Tropaeolum tuberosum “mashua” es una planta herbacea de crecimiento
inicialmente erecto que luego varia semipostrado, ocasionalmente trepadora, se

cultiva desde 2 400 a 4 300 msnm.

Las hojas son alternas, peltadas, con tres a cinco Iébulos brillantes en el haz y
mas claras en el envés; los tallos son cilindricos por lo general muy ramificados.
Las flores son solitarias, zigomorfas que nacen de las axilas de las hojas y
aparecen sobre peduinculos intensamente pigmentados; el caliz es de color rojo,
formado por cinco sépalos; la corola tiene cinco pétalos de color rojo anaranjado,
el nimero de estambres varia de ocho a trece. El fruto es esquizocarpo, formado
de tres mesocarpios uniseminados indehiscentes, carentes de endospermo. Los
tubérculos son tan grandes como la papa, cénicos o cilindricos, curvos o
alargados. El color varia de blanco marfil a parpura muy obscuro, pasando por el
amarillo, naranja en distintas tonalidades. Sobre la piel pueden presentarse
coloraciones rosadas o purpuras o café en forma de puntos, jaspes o bandas

que se distribuyen en el apice y debajo de las yemas."
2.2.4. Composicion quimica

El Tropaeolum tuberosum Ruiz & Pav. “mashua” tiene alto contenido de
carbohidratos (11% en base fresca), alto contenido de acido ascérbico (67 mg

por 100 g en base fresca), el contenido de proteina puede variar de 6,9 a 15,9%



en base seca. El principal componente secundario son los glucosinolatos que
pueden ser responsables para los usos medicinales y agricultura de esta
especie. En un andlisis bromatologico de muestras secas de los tubérculos (por
100 g) se obtuvo: 371 calorias, 11,4 g de proteina, 4,3 g de grasa, 78,6 g de
hidrato de carbono total, 5,7 g fibra, 5,7 g de ceniza, 50 mg de calcio, 8,6 mg de
hierro, 214 ug de beta-caroteno equivalente, 0,43 mg, 0,57 mg de riboflavina, 4,3
de niacina y 476 mg de acido ascorbico.'® También estudios como andlisis
quimico bromatoldgico de cinco ecotipos de Tropaeolum tuberosum “mashua” en
Ayacucho a 2760 msnm. indican la presencia de estos componentes en este

tubérculo.”

Al realizar el tamizaje fitoquimico se encontré la presencia de triterpenoides y
esteroides, catequinas, flavonoides, azticares reductores, compuestos fendélicos

y aminoacidos en este tubérculo.®

Se menciona por estudios la presencia de 11 antocianinas diferentes en este
tubérculo Tropaeolum tuberosum Ruiz & Pav. “mashua”."’ Chirinos et al.? indican

que este tubérculo tiene compuestos fendlicos.
2.2.5. Propiedades y usos medicinales

Tradicionalmente la mashua tiene muchos usos medicinales para la gente. Se
considera un anti afrodisiaco y muchos hombres andinos lo recomiendan las
mujeres mientras ellos se niegan a comerlo. En una investigacion con ratas
machos fueron alimentados con una dieta a base del tubérculo, no mostré
ninguna declinacion en fertilidad, pero se mostré una baja del 45% en total de los

niveles de las hormonas testosterona y dihidrotestosterona. '



Otras propiedades encontradas en ese tubérculo es la actividad diurética del
extracto hidroalcohélico del tubérculo de Tropaeolum tuberosum ‘mashua’ en

ratas.'®

La mashua por su mayor rendimiento por hectarea tiene importancia para
satisfacer la alimentacién de los habitantes de menores recursos en zonas
rurales marginales en los Andes altos. Se prepara en forma de sancochado,
asado o como “thayacha”; esta ultima consiste en exponer los tubérculos por una
noche a los efectos de la helada. Al dia siguiente se comen, acompanados de

miel de chancaca (miel de cafia de azucar)."®
2.3. Tubérculos andinos con propiedades antioxidantes

En las comunidades rurales de los Andes, los tubérculos son
predominantemente papa, oca y mashua entre otros que se menciona a

continuacion:

Solanum tuberosum “papa” o "patata” es una solanacea originaria del altiplano
andino. Los principales carotenoides en la papa son luteina, zeaxantina, y
violaxantina todos de los cuales son xantéfilas. Existen trazas de alfa - o beta-
caroteno, lo que significa que la papa no es una fuente de esa pro-vitamina. En
cuanto a los compuestos fenélicos, varios acidos fenélicos o flavonoidicos fueron
encontrados tales como catequina, acido ferdlico y otros, siendo el acido
clorogénico es fendlico mayoritario.?' Varios genotipos de Solanum tuberosum

“papa” poseen propiedad antioxidante y fenoles totales.?'

Oxalis tubersosum “oca” es un tubérculo de fuente importante de vitamina C, su
valor nutritivoes muy variable, pero igual o mejor que la papa. Su contenido de

proteina es muy variable, pero generalmente esta por encima del 9% en materia
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seca y con buena proporcién de aminoacidos esenciales.?? Se ha comprobado

que la oca tiene propiedades antioxidantes.®

A cerca de las propiedades de éste tubérculo andino Tropaeolum tuberosum

Ruiz & Pav. “mashua” se menciona en la seccion: 2.2.4.y 2.2.5.

Lepidium peruvianum Chacén “maca” es otro tubérculo con propiedades

antioxidantes.”

El Smallanthus sonchifolius “yac6n” es una planta cultivada en los Andes por su
raiz tuberosa de textura crujiente, sabor dulce, pariente del girasol. La raiz esta
compuesta mayormente de agua y oligofructanos. Tanto las raices como las
hojas contienen compuestos con un alto poder antioxidante: acido clorogénico,
triptéfano y varios fenoles derivados del acido cafeico.”® Ademas esta
comprobada que también las hojas de Smallanthus sonchifolius “yac6n” tienen

actividad antioxidante e inmunolégica.?*

Segun investigaciones realizadas la Arracacia xanthorrhiza “arracacha” tiene

compuestos fendlicos y actividad antioxidante.®
2.4. Radicales libres

En los sistemas vivos se generan muchos tipos de radicales libres, siendo lo mas
conocidos los radicales libres del oxigeno. Se utiliza el término especies
reactivas del oxigeno (reactive oxygen species, ROS) como nombre colectivo
para referirse a las especies derivadas del oxigeno, incluyendo tanto los
derivados radicales como los no radicales, que son agentes oxidantes y/o

facilmente convertibles en radicales.?

En forma general, un radical libre es un atomo o molécula que tiene uno o mas
electrones desapareados en sus orbitales externos y es capaz de tener una

existencia independiente; sin embargo, es muy reactivo ya que tiende a
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reducirse, es decir, sustrae un electron de atomos o moléculas estables, a las
cuales oxida, con el fin de alcanzar su propia estabilidad. Una vez que el radical
libre ha conseguido el electrén que necesita para aparear a su electrén libre, la
molécula estable que pierde el electron se oxida y deja a 6tro electron
desapareado, lo que la convierte a su vez en un radical libre, iniciandose y
después propagandose de la misma manera, generando asi una reaccion en

cadena.*
2.5. Antioxidantes

Son sustancias cuya accién consiste en inhibir la tasa de oxidacién de los
nocivos radicales libres (disminuyen las defensas, producen dafio celular con la
posibilidad de producir cancer, arteriosclerosis y envejecimiento). Existen
antioxidantes naturales (fisiolégicas), presentes en nuestro organismo,
sistémicos; dentro de un grupo los antioxidantes pueden ser enzimas que
aumentan la velocidad de ruptura de los radicales libres, otros que previenen la
participacion de iones de metales de transicion en Ia generacién de radicales
libres y los inactivadores o barredores y de esta manera protegerian de las
infecciones, deterioro celular, del envejecimiento prematuro y probablemente del

cancer.”®
2.5.1. Actividad antirradicalaria

Los antioxidantes pueden actuar en los diferentes procesos de la secuencia
oxidativa y tener mas de un mecanismo de accién. Para que un antioxidante
tenga actividad antirradicalaria debe cumplir una caracteristica basica que es
generar un radical mas estable y menos dafiino después de reaccionar con la
especie radical. Esta reacciéon se basa en una transicién redox en la que esta
implicada la donacién de un electrén (o un atomo de hidrégeno) a la especie

radicalaria (Figura 1). Como resultado de esta transferencia, se formara un
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radical derivado del antioxidante que puede tener un caracter inerte, estable o

presentar cierta reactividad?®.

e 6 H*
] (R) ——LAa)+
Antioxidante Especie Radical Esecie
radical derivado det radical
antioxidante mas estable

Figura 1. Mecanismo antirradicalario de las moléculas antioxidantes.?”

2.6. Metabolitos secundarios relacionados con actividad antioxidante
2.6.1. Compuestos fendlicos

Los compuestos fendlicos estan ampliamente distribuidos en la naturaleza en el
reino vegetal, todos ellos presentan un anillo aromatico comin que puede estar
unido a grupos hidroxilos libres y combinados en forma de éster, éter,

heterésidos, etc.2®

Los estructuras fendlicos son metabolitos secundarios que pueden proceder de
la ruta del acido shikimico como fenoles sencillos, acidos fendélicos (benzoicos,
cinamicos, etc.), cumarinas, lignanos, flavonoides, antocianos y taninos; y otros
gque proceden de la ruta de los acetatos o ruta del acido mevalonico como
antraquinonas y heterésidos antracénicos.?

2.6.2. Actividad biolégica de los compuestos fendlicos

Poseen acciones antihelminticas, antihepatotéxicas, antiinflamatorias,
antidiarreicos, antiulcerosos, antivirales, antialérgicas y vasodilatadoras. Se ha
verificado que inhiben la replicacién del virus de la inmunodeficiencia humana
(VIH) y del virus simplex humano (HSV), inhiben las glucosiltransferasa del
Streptococcus mutans (caries dental), también inhiben efectos citotéxicos, la

promocién del crecimiento tumoral. La actividad antioxidante de los fenoles es el
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origen de funciones bioldgicas tales como la antimutagénica, anticancerigena y
antienvejecimeinto.?

a. Fenoles simples

Los fenoles simples como el catecol (Figura 2), guaiacol, floroglusinol, etc. Son
poco frecuentes en la naturaleza, a excepcién de los derivados quinénicos
hidroxilados presentes en algunas familias (Rosaceas, Ericaceas, etc.)
generalmente en forma de glucosido.?

OH
OH

Figura 2. Catecol
b. Acidos fenélicos
Bajo este término se engloba a todos los compuestos organicos que tiene al
menos una funcién carboxilica y un grupo hidroxilo fendlico, sin embargo en la
practica habitual esta denominacion queda reservada para derivados del acido
benzoico (Cs-C,) (Figura 3) y del acido cinamico (Ce-C3) (Figura 3).
0 o)

OH A

OH

0] (I

Figura 3. (I) Acido benzoico, (i) Acido cinamico
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c. Cumarinas

Son derivados de la benzo-a-pirona, como la cumarina, esculetina, umbeliferona
y escopoletina, son comunes en las plantas, tanto en estado libre como en el de
heterésidos. No todos son fenélicos, pero se estima conveniente incluirlos aqui
entre los derivados fendlicos. La cumarina se ha encontrado en unas 150
especies, que se distribuyen en mas de 30 familias diferentes.*' Las cumarinas
libres son solubles en alcohol, en otros disolventes organicos, como el éter
etilico, asi como en disolventes clorados, con los cuales se puede extraer.?®

d. Taninos

Los taninos son compuestos fendlicos que abundan en muchas plantas y frutos.
Son hidrosolubles. Su composicidn quimica es variable pero poseen una
caracteristica comun, la de ser astringente y coagular los alcaloides, albaminas y
metales pesados. Son polvos amorfos de color amarillento, aspecto grasiento,
poco denso, solubles en agua y alcohol, e insoluble en éter, benceno y
cloroformo; cuando se calienta a 210 °C, se descomponen produciendo diéxido
de carbono y pirogalol. Entre sus propiedades destaca su capacidad de formar
complejos con varias sustancias, pero ademas su actividad antioxidante, se
fundamenta en la captura de radicales libres, constituye una de las actividades
farmacolégicas. Los taninos han sido utilizados desde la antigiiedad por sus
propiedades astringentes en uso interno y externo, propiedad ligada a la unién
de las proteinas en la piel y mucosas formando una especie de curtido que hace
que las capas mas superficiales sean menos permeables y protejan a las capas
subyacentes, por eso es utilizada también en los casos de quemaduras y como
cicatrizante. En uso interno son antidiarreicos, disminuyen el peristaltismo y son
antisépticos.

Muchas de estas propiedades se relacionan con su actividad antioxidante y la

captura de radicales libres, mediante el estudio de inhibicion de la peroxidacion
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de los lipidos en mitocondrias o microsomas en el higado de los ratones
estudiados.?®

d.1. Taninos hidrolizables

Pueden ser hidrolizados por acidos o enzimas, como la tanasa. Estan formados
por varias moléculas de acidos fendlicos, como el gélico y el egalico, que se
unen por enlace éster a un nicleo central de glucosa.*

d.2. Taninos condensados

Estos comprenden todos los restantes taninos verdaderos. Sus moléculas son
mas resistentes a la rotura que las de los taninos hidrolizables y parecen ser
intermediarios en su biosintesis, las catequinas y las flavan-3,4-dioles estan, por
tanto, relacionados con los pigmentos flavonoides®.

El aislamiento de taninos puros ha permitido ensayar otras reacciones
farmacoléogicas. Muchas de ellas se relacionan antioxidante y la captura de
radicales libres que hayan sido investigados en varios sistemas
experimentales?.

e. Flavonoides

Son compuestos fendlicos ampliamente distribuidos en los vegetales. Son
responsables de las coloraciones de las plantas, la mayoria de ellos presentan
actividades biolégicas muy importantes. Se conocen mas de 5000 estructuras
diferentes y estan presentes en frutas y vegetales, asi como en alimentos y
bebidas obtenidas a partir de plantas como el aceite de oliva, el té y el vino tinto.
Son compuestos fendlicos, responsables de la coloracién de flores y frutos, por
lo tanto “guias de néctar’. Tiene como nucleo basico al 2-fenil cromano.
Farmacologicamente son antioxidantes por quelacion de metales, accion
antiespasmadica, antiinflamatoria, anticoagulante indirecto de la sangre, accién

diurética, antiedematoso, hipocolesterolemiante.®'
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Sus propiedades farmacolégicas estan ampliamente difundidas ya sean estas
antioxidantes, anticancerigenos. Los flavonoides en general, poseen capacidad
para neutralizar radicales libres, responsables, cuando estan dotados de un
grado de reactividad, en la aparicion de algunas patologias. Esta actividad
antirradicalaria es en algunos casos, heterogénea en relacién a los distintos tipos
de radicales libres (anién superoxido, radical hidroxilo, etc.). Muchos flavonoides
interaccionan in vivo con el radical libre estable 1,1-difenil-2-picrilhidrazilo
(DPPH), lo que se utiliza para poner en manifiesto su actividad antirradicalaria.
La capacidad de los flavonoides para prevenir la oxidacion del acido ascérbico
es un hecho reconocido en la proteccion de esta vitamina en los zumos frescos
de las frutas. Por lo que podemos considerar que presenta una actividad
antioxidante.?

2.6.3. Carotenoides

Se han identificado aproximadamente 500 carotenoides en verduras y frutas
usadas en la alimentacién humana, pero la gran mayoria de estos compuestos
se presentan en concentraciones bajas y probablemente tienen muy poca
importancia nutricional. El beta-caroteno, un precursor de la vitamina A, es con
mucho el carotenoide mejor conocido y mejor estudiado. Sin embargo, el
aumento del interés por los antioxidantes dietéticos se ha centrado en otros
carotenoides como el licipeno y luteina que se encuentran abundantemente en
los tomates y verduras pigmentadas. La estructura molecular de los carotenoides
incluye una larga cadena de dobles enlaces de la que proviene su funcién

antioxidante.®?
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lll. MATERIALES Y METODOS
3.1. Ubicacion del trabajo de investigacion

El presente trabajo de investigacion se realizé en los Laboratorios de Farmacia
de la Facultad de Ciencias Biolégicas de la Universidad Nacional de San

Cristébal de Huamanga, de agosto a diciembre del 2012.

3.2. Poblacion y muestra

3.2.1. Poblacidn

Tubérculos de los cuatro ecotipos de Tropaeolum tuberosum Ruiz & Pav.
“mashua” que se recolectaron del distrito de Ocros de la provincia Huamanga,

regién Ayacucho, ubicada a 2600 msnm.

3.2.2. Muestra vegetal

Se utilizé 2 kg de tubérculo de cuatro ecotipos de Tropaeolum tuberosum Ruiz &
Pav. “mashua” recolectados en buen estado y se conservaron limpias en bolsas
de tela.

3.3. Diseio de investigacion

Tipo: bésico

Nivel: descriptivo
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3.4. Metodologia para la recoleccion de datos

3.4.1. Procedimiento para la recoleccion e identificacion botanica de

muestra.

El procedimiento para la recoleccion de las muestras se realiz6é de acuerdo a los

procedimientos de recoleccion y conservacion propuestas por Villar del

Fresno®, como sigue:

e Se seleccioné el tubérculo que no esté dafado ni maltratado, luego se
procedié a lavarlo, secarlo y guardarlo para su transporte al laboratorio de

Farmacia de la Universidad Nacional de San Cristébal de Huamanga.

e Para su identificacién botanica se recurrié con las muestras de tubérculos de
“mashua” a especialistas del Herbarium Huamangensis de la Facultad de
Ciencias Bioldgicas y de la Facultad de Ciencias Agrarias de la Universidad

Nacional de San Cristébal de Huamanga, quienes dieron su conformidad.
3.4.2. Preparacion de la muestra

s Se trozaron las muestras en forma transversal con ayuda de un cuchillo

hasta obtener laminas delgadas.

o El secado de la muestra se realizéa la sombra con buena ventilacién, luego

con la ayudade la estufa a 37°- 40°C.

e Con un mortero se procedié6 moler las muestras secas hasta triturar y se

almacené en un frasco de vidrio de color ambar hasta su utilizacion.'®
3.4.3. Preparacion del extracto hidroalcoholico

Se tomod 100 g de muestra seca y pulverizada de cada uno de los ecotipos de
Tropaeolum tuberosum Ruiz & Pav. “mashua’” y se macero en un litro de solucion
hidroalcohdlico al 80% en recipientes de vidrio de color ambar por un espacio de

una semana agitando frecuentemente cada 12 horas a temperatura ambiente, el
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extracto se concentré en rotavapor; luego se sometié al calor en estufa a 40°C

hasta obtener un extracto seco.®
3.4.4. Ensayo fitoquimico cualitativo

La caracterizacion fitoquimico se basé en el agrupamiento de metabolitos
estructuralmente semejantes, para identificar el comportamiento quimico frente a
reacciones estandarizadas. Se realizaron las pruebas de coloracion al extracto
hidroalcohdlico del tubérculo de cuatro ecotipos de Tropaeolum tuberosum Ruiz
& Pav. “mashua” que se fundamentan en los cambios estructurales ocasionados
en los metabolitos presentes, como aparicion o desaparicion de una coloracion,

formacién o dilucién de un precipitado o desprendimiento de gas® (Anexo 7 al11).
3.4.5. Determinacion de la actividad antioxidante

3.4.5.1. Método: Actividad Secuestradora del radical 1,1-difenil-2-picrilhidrazilo

(DPPH) *.
3.4.5.2. Fundamento:

Uno de los métodos para determinar la capacidad antioxidante es aquel que
emplea al radical DPPH (1,1-difenil-2-picrilhidrazilo), el cual por su estabilidad es
destruido solamente por antioxidantes, de tal manera que el mejor compuesto

destructor del DPPH sera el mejor antioxidante.

La técnhica empleando el DPPH que tiene un electron desapareado y es de color
azul-violeta, se basa en la desaparicion de dicho color hacia el amarillo palido
por la reaccioén de la sustancia antioxidante, pudiendo cuantificarse la reaccion
espectrofotométricamente a 517 n.m. por diferencia de absorbancias, con lo que

se determina el porcentaje de inhibicién del radical DPPH.*
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La reaccion entre la sustancia a evaluar y el DPPH se observa en la siguiente

figura.
y )
O2N NO, / \P O2N NO2
AH A
NO, (agente antioxidante) NO,
DPPH DPPH-H
COLOR VIOLETA Gl SR A

Figura 4. Secuestramiento del DPPH (radical libre) por un antioxidante

(secuestrador de radical libre).

3.4.5.3. Procedimiento:

Para el ensayo se utilizd el siguiente procedimiento para cada uno de los cuatro

ecotipos:

Una solucion de DPPH Sigma en metanol de 20 mg/l.

Una solucion metandlica del extracto hidroalcohélico de300 ug /mi (sol. A)
Un blanco con metanol: agua (2:1) para ajustar el espectrofotometro a cero.
Un blanco de muestra con 0,75 ml de muestra (sol. A) y 1,5 ml de metanol.

Un patron de referencia (estandar) con 1,5 mi de DPPH Sigmay 0,75 mi de

agua destilada.

La muestra con 0,75 ml de solucion A y 1,5 ml de DPPH Sigma
obteniéndose una concentracion final de 100 ug/ml, se dejo a temperatura
ambiente por cinco minutos y se realizé la lectura a 517 nm en el

espectrofotometro.
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s Se diluyo la soluciéon A (2) con metanol en una proporcion de 1:1 (sol. B)
para obtener una concentracion final de 50 pg/ml y luego en una proporcion

de 1: 9 (sol. C) para obtener una concentracion final de 10 pg/mi.
e Con las soluciones B y C se procedié igual que en el caso anterior.

E! calculo de la capacidad antioxidante de los radicales libres se realizd

empleando Ia siguiente formula:

(Am — Ab)
%AA = 100 — ————x100

Donde:

Ac: Absorbancia del control DPPH Sigma
Am: Absorbancia de la muestra

Ab: Absorbancia del blanco de la muestra

AA: Actividad antioxidante
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3.5. Analisis estadistico

Los resuitados de la actividad antioxidante son representados en forma de
grafico de barras en funcion de las medias. Las diferencias entre las medias

fueron contrastadas mediante el Analisis de Varianza (ANOVA) a una nivel

de confianza del 95% (p<0,05).
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IV. RESULTADOS
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Tabla 1. Metabolitos secundarios presentes en el extracto hidroalcohdlico de los
cuatro ecotipos de Tropaeolum tuberosum Ruiz & Pav. “mashua”.

Metabolitos secundarios

Resultados/Ecotipos

Zapallo Oqe  Sangre de Cristo Yana fiahui
Flavonoides + ++ ++ ++
Cumarinas y lactonas + ++ + +
Compuestos fendlicos +++ 4+ 4+ 4+
Azucares reductores 4+ +++ 4 -
Catequinas ++ +++ +++ +4+
Leyenda:

Abundante : (+++)
Moderado  : (++)
Leve T (+)
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Figura 5. Porcentajes de captacion del radical libre segun tratamientos de cuatro
ecotipos del tubérculo de Tropaeolum tuberosum Ruiz & Pav. ‘mashua” y
vitamina C.
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V. DISCUSION

Existe un nimero creciente de datos experimentales, clinicos y epidemioldgicos
que demuestran los efectos beneficiosos de los antioxidantes frente a las
enfermedades degenerativas inducidas por el estrés oxidativo, envejecimiento y
las enfermedades relacionadas con la edad (cancer) por lo que se ha generado
un gran interés hacia el papel que ejercen los antioxidantes.*

En el presente trabajo se propuso evaluar la actividad antioxidante del extracto
hidroalcohdlico del tubérculo de cuatro ecotipos de Tropaeolum tuberosum Ruiz
& Pav. “mashua”, el método empleado para lograr este objetivo fue la actividad
secuestradora del radical 1,1-difenil-2-picrilhidrazilo (DPPH); es una técnica
invitro de decoloracién del radical del inestable.** Segun la Figura 5 los cuatro
ecotipos de “mashua” tienen una actividad antioxidante.

En la Tabla 1, al identificar los metabolitos secundarios presentes en el
tubérculo de cuatro ecotipos de Tropaeolum tuberosum Ruiz & Pav. "mashua”,
se observa que los ecotipos “oqe”, “sangre de Cristo”, y “yana fiahui” contienen
una cantidad abundante de catequinas; mientras que el ecotipo “zapallo”
contiene en cantidad moderada. Se evidencia estos resultados al observar una

mancha verde carmelita en luz UV después de aplicar una solucién de carbonato

de sodio sobre una mancha en papel de filtro de cada una de las muestras.®
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Ademas las catequinas son un tipo de compuestos relacionados a los
flavonoides y tiene la capacidad de ser antioxidantes.?

En caso de azlcares reductores los cuatro ecotipos contienen en cantidad
abundante (Tabla 1). Se observa estos resultados al contrastar con la teoria, que
los azucares reductores dan precipitados de coloracién rojo ladrillo al realizar la
prueba de Fehling.®

Los ecotipos “oqe”, “sangre de Cristo”, y “yana fiahui” contienen una cantidad
moderada de flavonoides; mientras que el ecotipo “zapallo” contiene en cantidad
menor (Tabla 1). Para reconocer la presencia de los flavonoides se realiza la
prueba de Shinoda en los cuales se observa coloraciones rojas.® En una
investigacion de actividad diurética del extracto hidroalcohélico del tubérculo de
Tropaeolum tuberosum Ruiz & Pav. “mashua” en ratas, se identificé los
metabolitos secundarios encontro flavonoides abundantemente, pero sin indicar
el nombre del ecotipo.’® Al realizar estudios de metabolitos secundarios de
cuatro tubérculos andinos entre ellos el Tropaeolum tuberosum Ruiz & Pav.
“mashua”, encontraron de los 11 genotipos estudiados que los de color purpura
tiene mayor contenido de antocianinas (pertenecientes a los flavonoides) que los
genotipos amarillos.® Por ésta razén se realizaron mas estudios a la
composicion de antocianinas para tres genotipos de mashuas purpuras;
encontrando11 tipos de antocianinas y determinaron su actividad antioxidante de

éstos. !

Entonces segin estos estudios se justifica la poca cantidad de
flavonoides encontrados en los ecotipos amarillos estudiados en el presente
trabajo.

Diversos autores indican que las antocianinas son pigmentos que se encuentran
principalmente en flores, frutos y tejidos con coloraciones que van del rojo hasta

el violeta y el azul. Las antocianinas por sus caracteristicas se han sugerido

como colorantes de alimentos.® Ademas al realizar un examen organoléptico de
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los cuatro ecotipos estudiados en este trabajo, se observé que el ecotipo “oqe”
tiene mayor cantidad de pigmentos de coloraciones moradas, por fuera y por
dentro del tubérculo; el ecotipo "yana fiahui” tiene coloraciones morado-azul en
sus ojos no en todo el cuerpo del tubérculo, ademas de pigmentaciones internas;
el ecotipo “sangre de Cristo” tiene coloraciones en forma de gotas de sangre de
color morado que brotan de los ojos del tubérculo, al hacer un corte transversal
como los anteriores, se observa una pigmentacién en forma de aro y por uitimo
el ecotipo “zapallo” no presentan estas coloraciones, es un tubérculo sélo de
coloracién amarilla sin pigmentos que se pueden observar tanto en la piel como
por dentro del tubérculo. Otros Investigadores, realizaron un estudio segtin
coloraciones a varios genotipos de “mashua” entre las purpuras y las amarillas, y
encontraron que los genotipos purpuras del mashua presentaron antocianinas y
capacidad antioxidante con valores mas altos, mientras que gendtipos amarillos
del “mashua” presentaron valores inferiores de estas componentes; en cuanto a
contenidos fendlicos totales, los genotipos purpuras presentan una ligera
superioridad de valores a los de genotipos amarillos, y en cuanto al contenido
total de carotenoides los valores se invierten.>* Con estas investigaciones se
justifica la actividad antioxidante que es moderada (Figura 6) de los cuatro
ecotipos estudiados en este trabajo.

En cuanto a la presencia de metabolitos cumarinas y lactonas en el ecotipo “oqe”
se encuentra en cantidad moderada, mientras en los demas ecotipos se
encuentran en cantidad menor (Tabla 1). Para reconocer la presencia de
cumarinas se realizé la prueba de Baljet en los cuales se observa coloracion y
precipitado rojo.® Ademas las cumarinas son combinaciones fenélicas con
propiedades antiinflamatorias.?

Y por ultimo los compuestos fendlicos, los cuatro ecotipos contienen en cantidad

abundante (Tabla 1). Los compuestos fendlicos dan coloraciones oscuras al
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tratar con solucion de cloruro férrico al 5%.% Se indica que los compuestos
fendlicos o polifenoles poseen una estructura comin, un anillo aromatico que
lleva al menos un sustituyente hidroxilo. Estos tienen propiedades

antiinflamatorias y antioxidantes.?®

Estos componentes antioxidantes mencionados y los metabolitos secundarios
encontrados en la Tabla 1 respaldan la actividad antioxidante de Tropaeolum

tuberosum Ruiz & Pav. “mashua”.

En la Figura 6 se compara la actividad antioxidante del extracto hidroalcohdlico
del tubérculo de los cuatro ecotipos de Tropaeolum tuberosum Ruiz & Pav.
“mashua” donde se muestra que el ecotipo “oge” es el que tiene. mayor actividad
antioxidante obtenidos a 10 pg/ml (56,51%), 50 pg/ml (59,656%), 100 ug/mi
(73,50%), seguidamente en forma decreciente el ecotipo “yana fiahui” a 10
Hg/ml (54,66%), 50 pyg/ml (61,50%), y 100 pg/ml (66,25%), luego el ecotipo
“sangre de Cristo” a 10 pg/ml (52,94%), 50 pg/ml (57,52%), 100 pg/ml (63,69%),
y por ultimo el ecotipo “zapallo” a 10 ug/ml (52,70%), 50 yg/mi (56,63%), 100
pg/ml (59,83%). En la Figura 5 muestra la comparacion de la actividad
antioxidante del extracto hidroalcohdlico del tubérculo de cuatro ecotipos de
Tropaeolum tuberosum Ruiz & Pav. “mashua” con la estandar vitamina C, donde
el estAndar muestra resultados obtenidos a 100 ug/ml tiene un mayor porcentaje
de captacion del radical libre a concentraciones 10 ug/ml (96,91%), a 50 pg/mi
(97,50%), a 100 pg/mli (99,58%), mientras que los ecotipos se mencionan
anteriormente. Si comparamos los porcentajes de captacion del radical libre el
estandar de vitamina C tiene alto y los cuatro ecotipos tiénen en forma
moderada. Segun investigaciones y la teoria, se sabe que la vitamina C es un
antioxidante y ayuda a proteger los tejidos de los efectos dafiinos de los

radicales libres, es el antioxidante mas efectivo presente en el plasma, en las
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frutas, verduras y patatas.®® 3® A cerca del mecanismo de accién de la vitamina C
(&cido ascorbico), se menciona que esta Vitamina hidrosoluble actia
absorbiendo los radicales libres al igual que la vitamina E (liposoluble), ambas
captan radicales y reduciéndolos e inhiben la reaccién en cadena o rompen la
reacciéon de propagacion. La vitamina C es un buen antioxidante e indicador
como sistema de referencia para captar el radical libre del DPPH.3

Tropaeolum tuberosum Ruiz & Pav. “mashua” halladas en nuestros mercados
locales procedentes de nuestras serranias, son los ecotipos de coloraciones
amarillas y blancas-roja, y pocas veces las moradas. Al parecer las razones de la
abundancia de dos primeros son explicados por un estudio a muchos ecotipos
de mashua agrupando segun la coloracion amarilla y blancas-roja y morada.
Encontrando que blancas-roja y amarilla presentan mayor cantidad de
glucosinolatos. Estas sustancias le confieren resistencia a insectos herbivoros,
hongos, bacterias, moluscos y microorganismos, entonces tienen mucha
importancia en la agricultura, razén por la cual los campesinos siembran mas las
“mashuas” amarilla y blanca.¥ Y en el presente trabajo se estudié los ecotipos
de “mashua” mas abundantes en nuestros mercados locales, que son las
amarillas.

En consecuencia, por los metabolitos secundarios encontrados y por su actividad
antioxidante demostrada en esta investigacién, podemos utilizar como fuente
potencial de antioxidantes nuestra amplia variedad de ecotipos que existen de
Tropaeolum tuberosum Ruiz & Pav. “mashua”, mas ahora sabiendo que el
ecotipo “oqe” y “yana fiahui” es el que tiene mayor actividad antioxidante y ésta
actividad no es afectada por el proceso de coccién'®, que es la forma mas comin

de consumirlo.
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VI. CONCLUSIONES
Los extractos hidroalcohdlicos de los tubérculos de cuatro ecotipos analizados
de Tropaeolum tuberosum Ruiz & Pav. “mashua” presentan actividad

antioxidante.

Los metabolitos secundarios presentes en los extractos hidroalcohdlicos de
cuatro ecotipos de Tropaeolum tuberosum Ruiz & Pav. “mashua” son:
flavonoides, cumarinas y lactonas, compuestos fendlicos, azucares

reductores y catequinas.

Los extractos hidroalcohdlicos de los tubérculos de cuatro ecotipos de
Tropaeolum tuberosum Ruiz & Pav. “mashua” tienen menor actividad

antioxidante, que la vitamina C.

El ecotipo “oge” presenté mayor actividad antioxidante, seguido por el ecotipo
“yana fAahui, luego el ecotipo “sangre de Cristo”, y por ultimo el ecotipo

“zapallo”.
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VIi. RECOMENDACIONES

¢ Proseguir con el estudio de la actividad antioxidante de los cuatro ecotipos de
Tropaeolum tuberosum Ruiz & Pav. “mashua” y en especial del ecotipo “oge’,
aislando y elucidando la estructura quimica que los contiene.

¢ Realizar estudios comparativos de actividad antioxidante de ecotipos de
Tropaeolum tuberosum Ruiz & Pav. "“mashua”, de coloraciones amarilla,
blanca-roja y morada procedentes de las alturas de la Region Ayacucho.

o Realizar estudios explicativos acerca de la actividad antioxidante de
Tropaeolum tuberosum Ruiz & Pav. “mashua” ecotipo “oge” y qué relacién

tiene con las coloraciones que presenta este tubérculo con las antocianinas.
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Anexo 1

Tabla 2. Certificado de clasificacion taxonomica de Tropaeolum tuberosum Ruiz
& Pav. “mashua’.

EL JEFE DEL HERBARIUM HUAMANGENSIS DE LA FACULTAD DE
CIENCIAS BIOLOGICAS DE LA UNIVERSIDAD NACIONAL DE SAN
CRISTOBAL DE HUAMANGA

CERTIFICA

Que, el Bach. en Farmacia y Bioguimica, Sr. Nerio Nilo, MORALES HUAMAN,
ha solicitado la identificacién de una muestra vegetal para trabajo de tesis.

Dicha muestra ha sido estudiada y determinada segun el Sistema de Clasificacion
de Cronquist. A. 1988. y es como sigue:

DIVISION : MAGNOLIOPHYTA

CLASE : MAGNOLIOPSIDA

SUB CLASE : ROSIDAE

ORDEN : GERANIALES

FAMILIA : TROPAEOLACEAE

GENERO : Tropaeolum

ESPECIE : Tropaeolum tuberosum Ruiz & Pav.
N.V. : “mashua”

Se expide la certificacion correspondiente a solicitud de! interesado para
los fines que estime conveniente.

Ayacucho, 05 de Setiembre del 2012

uwx.w am:us
\\,\\

sﬁmws&s
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Anexo 2

Tabla 3. Certificado de identificacién de los cuatro ecotipos de Tropaeolum
tuberosum Ruiz & Pav. “mashua’.

UNIVERSIDAD NACIONAL DE SAN
CRISTOBAL DE HUAMANGA
Departamento Académico de Agronomia y Zootecnia

EL <QUIEN SUSCRIBE, PROFESOR DE LA CATEDRA DE PRODUCCION
Y MANEJO DE SEMILLAS DE LA ESCUELA DE FORMACION
PROFESIONAL DE AGRONOMIA DE LA FACULTAD DE CIENCIAS
AGRARIAS DE LA UNIVERSIDAD NACIONAL DE SAN CRISTOBAL DE
HUAMANGA:

CERTIFICA

Que, el sefior Nerio Nilo MORALES HUAMAN, estudiante de la Escuela de
Formaciéon Profesional de Farmacia y Bioquimica ha solicitado la
identificacion de ecotipos de muestras de Tropaeolum tuberosum Ruiz & Pav.

{Mashuaj, las mismas que han sido identificadas como sigue:

Muestra 01: Ecotipo zapallo

Muestra 02: Ecotipo Oqe

Muestra 03: Ecotipo Yana fiahui
Muestra 04: Ecotipo Sangre de Cristo

Se expide el presente certificado a solicitud del interesado, para los fines que

estime conveniente.

Ayacucho, 20 de Setiembre del 2012.
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Anexo 3

Tabla 4. Caracterizacion fitoquimica.®

Metabolitos Ensayos con Resultados/observacion

secundarios reactivos

Flavonoides Shinoda Formacién de coloracién naranja, carmelita
0 rojo

Cumarinas y Baljet Formacion de coloracién roja

{actonas

Compuestos Cloruro férrico Formacidn de coloracion oscura

fendlicos

Azucares reductores  Fehling Formacion de precipitado rojo fadrillo

Catequinas Catequinas Fluorescencia verde carmelita a la luz UV
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Anexo 4

Tabla 5. Porcentaje de captacién de radical libre del extracto hidroalcohdlico del
tubérculo de cuatro ecotipos de Tropaeolum tuberosum Ruiz & Pav. “mashua”.

Concentracion (ug/ml)

Muestras

10 (pg/mi) 50 {ug/mi) 100 (wg/mi)
Ecotipo zapallo 52,70% 56,63% 59,83%
Ecotipo oge 56,51% 59,65% 73,50%
Ecotipo sangre de Cristo 52,94% 57,52% 63,69%
Ecotipo yana Nahui 54,66% 61,50% 66,25%
Estandar vitamina C 96.91% 97 50% 99,58%




Anexo 5

Tabla 6. Analisis de varianza del porcentaje de captacion de radical libre DPPH
de los extractos hidroalcoholicos de cuatro ecotipos de Tropaeolum tuberosum
Ruiz & Pav. “mashua’y el estandar vitamina C.

Método tnico

Suma de Media

cuadrados gl cuadratica F Sig.

~ Covariables Tratamientos 6 652,617 1 ©652,617 60,328 0,000
Porcentaje Efectos

de

. principales Conc. (ug/mi) 736,704 2 368,352 3,340 0,045
g:‘pr‘:dc;g; Modelo 7389320 3 2463,107 22,336 0,000
DPPH (%) Residual 4521273 41 110,275

Total 1 910,594 44 270,695
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Anexo 6

Tabla 7. Andlisis de varianza del porcentaje de captacion de radical libre DPPH

de los extractos hidroalcohdélicos de cuatro ecotipos de Tropaeolum tuberosum
Ruiz & Pav. “mashua’.

Método unico

Suma de Media
cuadrados gl cuadratica F Sig.
Covariables Tratamientos 152,647 1 152,647 15,497 0,000
Porcentaje Efectos

de‘ principales Conc. (ug/mi) 821,211 2 410,606 41,686 0,000
captacién

. Modelo 973,8458 3 324,619 32,956 0,000
del radical X
DPPH (%) Residual 31 5,200 32 9,850
Total 289,057 35 36,830
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Anexo 7

Figura 7. ldentificacion de flavonoides con reactivo de Shinoda del extracto
hidroalcohodlico de los tubérculos de Tropaeolum tuberosum Ruiz & Pav.
“mashua”. Ecotipos: (1) “zapallo”, (2) “oge”, (3) “sangre de Cristo” y (4) “yana
fiahui”.

47



Figura 8. Identificacién de lactonas y cumarinas con reactivo de Baljet del
extracto hidroalcohdlico de los tubérculos de Tropaeolum tuberosum Ruiz & Pav.
“mashua”. Ecotipos: (1) “zapallo”, (2) “oge”, (3) “sangre de Cristo” y (4) “yana
fiahui”.



Figura 9. Identificacion de taninos y fenoles con cloruro férrico del extracto
hidroalcohélico de los tubérculos de Tropaeolum tuberosum Ruiz & Pav.
“mashua”’. Ecotipos: (1) “zapallo’, (2) “oge”, (3) “sangre de Cristo” y (4) “yana
fiahui”.
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Anexo 10

Figura 10. Identificacion de azicares reductores con reactivo de Fehling del
extracto hidroalcohélico de los tubérculos de Tropaeolum tuberosum Ruiz & Pav.
“mashua”. Ecotipos: (1) “zapallo”, (2) “oqe”, (3) “sangre de Cristo” y (4) “yana
fiahui”.



Anexo 11

Figura 11. Catequinas observadas con luz U.V. del extracto hidroalcohélico de
los tubérculos de Tropaeolum tuberosum Ruiz & Pav. “mashua’. Ecotipos: (1)
“zapallo”, (2) “oqe”, (3) “sangre de Cristo” y (4) “yana fiahui’.
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Ecotipo “Zapallo” Ecotipo “Oge”

Ecotipo “Sangre de Cristo” Ecotipo “Yana Nahui”

Figura 12. Ecotipos de Tropaeolum tuberosum Ruiz & Pav. “mashua’.
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Anexo 13

Tubérculos Trozado de las muestras

Molienda las muestras secas y Secado a ambiente
posterior maceracion. ventilado, Iluego en
estufaa 40 C

Concentracion en rota-vapor y Preparacién de rctivos y
estufa hasta obtener un lectura en espectrofotémetro
extracto seco.

Figura 13. Flujograma de preparacion del extracto hidroalcohdlico y su lectura en
espectrofotometro de cuatro ecotipos de Tropaeolum tuberosum Ruiz & Pav.
“mashua’.
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Tabla 8. Matriz de consistencia

Anexo 14

TITULO PROBLEMA OBJETIVOS MARCO TEORICO HIPOTESIS VARIABLES METODOLOGIA
Actividad ¢Tendra Objetivo general: El Tropaeolum tuberosum Ruiz & El extracto Variable Tipo: Basico
antioxidante del diferente e Evaluar la actividad antioxidante Pav.“mashua” es una planta herbacea hidroalcohélico Independiente: Nivel: Descriptivo
extracto actividad del extracto hidroalcohdlico del que se cultiva desde 2400 a de cuatro Extracto Poblacién: Ecotipos de
hidroalcohdélico antioxidante los tubérculo de cuatro ecotipos de 4300msnm.(Tapia, 1996). ecotipos del hidroalcohélico de Tropaeolum tuberosum
de cuatro extractos Tropaeolum tuberosum Ruiz & Tradicionalmente la  mashua se tubérculo de cuatro ecotipos del Ruiz & Pav. “mashua” que
ecotipos del hidroalcohdlicos Pav. “mashua”. considera un anti afrodisiaco (Tapia, Tropaeolum tubérculo de se encuentran en Ila
tubérculo de de los cuatro Objetivos especificos: 1996). Un andlisis bromatolégico fuberosum Ruiz Tropaeolum Provincia Huamanga,
Tropaeolum ecotipos del e |dentificar los metabolitos realizado indica que la mashua contiene & Pav. “mashua” fuberosum Ruiz & Region Ayacucho.
tuberosum Ruiz tubérculo secundarios presentes en el beta-caroteno, rivoflavina, niacina, acido poseen diferente Pav. “mashua”. Muestra: 2Kg de
& Pav. Tropaeolum tubérculo de cuatro ecotipos de ascorbico ademas de otros nutrientes actividad Indicador: tubérculo de cuatro
“mashua”. tuberosum Ruiz Tropaeolum tuberosum Ruiz & (Felices, 2001). antioxidante. Diferentes ecotipos de Tropaeolum
Ayacucho - & Pav. Pav. “mashua”. Radicales libres son atomos o concentraciones del fuberosum Ruiz & Pav.
2012. “mashua™? o Comparar la actividad moléculas que tiene uno o mas extracto “mashua”

antioxidante del extracto e€lectrones desapareados, es muy hidroalcohélico Disefio metodolégico:

hidroalcohélico del tubérculode
cuatro ecotipos de Tropaeolum

tuberosum Ruiz & Pav.
“‘mashua” con el estandar
vitamina C.

e Comparar la  actividad
antioxidante de los cuatro
ecotipos de Tropaeolum
tuberosum Ruiz & Pav.
“mashua’.

reactivo,es decir, sustrae un electréon de
atomos o moléculas estables, a las
cuales oxida, con el fin de alcanzar su
propia estabilidad (Quintanar y Calderén,
2009).

Los antioxidantes son sustancias cuya
accion consiste en inhibir la tasa de
oxidacién de los nocivos radicales libres.

(Villar de Fresno, 1999)

obtenidos de cuatro
ecotipos del tubérculo
Tropaeolum
tuberosum Ruiz &
Pav. “mashua”.
Variable
Dependiente:
Actividad antioxidante
Indicadores:
Porcentaje (%) de
captacion de
Radicales Libres.

De

hidroalcohélicos obtenidos

los extractos
de los cuatro ecotipos de
Tropaeolum tuberosum
Ruiz & Pav. se estudiara la
actividad antioxidante por
deactividad

secuestradora del Radical

el método

1,1-difenil-2-picrilhidrazilo
(DPPH)
(Castarieda y Col. 2008)
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