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RESUMEN

El presente trabajo de investigacién tuvo como objetivo determinar la actividad
antioxidante y el contenido de polifenoles totales del extracto hidroalcohdlico de
tres ecotipos del tubérculo de Tropaeolum tuberosum R. & P. “mashua”, el cual
se realizé en los laboratorios de Farmacognosia de la Facultad de Ciencias de la
Salud — UNSCH. Las muestras fueron recolectadas en el distrito de Chiara,
provincia de Huamanga, regién de Ayacucho, ubicada a 3 515 m.s.n. m. El
extracto hidroalcohdlico fue obtenido por maceraciéon con alcohol de 80° durante
7 dias. La determinacion de la actividad antioxidante se realiz0 mediante el
método del radical libre 2,2-difenil-1-picrilhidraizil (DPPH) y el método de
reaccion con el radical 2,2’-azino-bis-(3-etilbenztiazolin-6 sulfonato de amonio)
(ABTS). EIl contenido de polifenoles totales fue determinado con el reactivo de
Folin-Ciocalteu. La actividad antioxidante para los ecotipos “yana puca muru”,
“yana rosado fiahui” y “gello” con el ensayo de DPPH fueron con 1C5=127,44;
154,66 y 184,64 pg/mL respectivamente y con el ensayo de ABTS fueron con
IC50=128,47; 156,20 y 199,52 ug/mL respectivamente. Los fenoles totales fueron
121,19; 118,19y 86,61 mg EAG/100 g de extracto respectivamente. Se concluye
que el extracto hidroalcohdlico de los ecotipos del tubérculo de Tropaeolum
tuberosum R. & P. “mashua” tienen actividad antioxidante y polifenoles totales.

Palabras clave: Tropaeolum tuberosum R. & P. “‘mashua”, actividad
antioxidante, polifenoles.
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|. INTRODUCCION
El creciente interés en las Ultimas décadas sobre el estudio de la capacidad
antioxidante de las plantas medicinales y alimenticias se ve aumentado puesto
que un numero importante de productos son obtenidos de éstas, como los
aceites esenciales, alcaloides y los polifenoles, poseen efectos antioxidantes los
cuales son evidenciados mediante diferentes ensayos in vitro e in vivo asociadas
a cada uno de ellos. La mayor parte de las principales enfermedades que
provocan la muerte de las personas o deterioran su calidad de vida estan
provocadas por radicales libres. Cada célula del cuerpo padece unos 10.000
impactos de radicales libres al dia."
El oxigeno es esencial para la vida, pero también plantea una paradoja para los
organismos aerobios. Este elemento desempefia una funcién importante como
aceptor terminal de electrones durante la respiracion celular y constituye lo que
se conoce como el "soporte de la vida", pero también es el punto de partida para
un tipo de dafio celular conocido como "estrés oxidativo". El desbalance en la
produccién de especies reactivas de oxigeno (EROs) y la defensa antioxidante
provoca el estrés oxidativo este se define cominmente como el desequilibrio
entre las especies oxidantes y reductoras a nivel celular en un organismo que
lleva a una variedad de cambios fisiol6gicos y bioquimicos, los cuales dan por
resultado el deterioro y muerte celular.?
La incapacidad de nuestro cuerpo para neutralizar los radicales libres a los que
nos exponemos diariamente, nos obliga a recurrir a nutrientes que tengan la
propiedad de neutralizarlos.® Podemos decir que un nutriente tiene propiedades
antioxidantes cuando es capaz de neutralizar la accion de una molécula inestable,
es decir un radical libre, sin perder su propia estabilidad.
El consumo de plantas medicinales y alimenticias ha sido asociado con la
proteccién contra ciertas enfermedades, tales como enfermedades

cardiovasculares y cerebrovasculares e incluso cancer, dicha actividad que se



atribuye a los diferentes antioxidantes contenidos en ellos, como vitamina C,
vitamina E, beta-caroteno, también se debe a otros compuestos tales como los
flavonoides (flavonas, isoflavonas, catequinas) que son componentes que se
consumen en la dieta y, que manifiestan una fuerte capacidad antioxidante. Es
por esta razén que resulta importante determinar la capacidad antioxidante de las
diferentes plantas medicinales y alimenticias.”

La mashua comparado con la papa, el melloco, y la oca presenta una mayor

capacidad antioxidante, con alto contenido de antocianinas y carotenoides.

Atributos que hacen de la mashua un cultivo con un gran potencial, y que podria

ser utilizado en la mejora para la resistencia a plagas, la industria farmacéutica y

en la nutricion.”

Objetivo General:

¢ Determinar la actividad antioxidante y el contenido de polifenoles totales del
extracto hidroalcohdlico de tres ecotipos del tubérculo de Tropaeolum
tuberosum R. & P. “mashua”.

Objetivos Especificos:

e Identificar los metabolitos secundarios del extracto hidroalcohdlico de tres
ecotipos del tubérculo de Tropaeolum tuberosum R. & P. “mashua”.

e Comparar la actividad antioxidante del extracto hidroalcohdlico de tres
ecotipos del tuberculo de Tropaeolum tuberosum R. & P. “mashua” con el
estandar trolox.

e Comparar el contenido de polifenoles totales presentes en el extracto
hidroalcohdlico de tres ecotipos del tubérculo de Tropaeolum tuberosum R. &

P. “mashua’.



ll. MARCO TEORICO
2.1. ANTECEDENTES
Beltran, Mera.b Realiz6 la investigacion: Elaboracion del tubérculo mashua
(Tropaeolum tuberosum) troceada en miel y determinacion de la capacidad
antioxidante. La actividad antioxidante se determind6 mediante el método de
reaccion del radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH), mediante el método
espectrofotométrico. Para evaluar la actividad antioxidante de la muestra
mashua se la someti6 a una operacion unitaria de secado en la estufa con
temperatura de 37 grados centigrados hasta alcanzar un peso constante, para
posteriormente por determinaciones técnicas y ensayos espectrofotométricos
determinar su capacidad antioxidante; introduciéndose ademas el parametro
llamado eficiencia antioxidante (AOE). La capacidad antioxidante equivalente al
trolox obtenida fue de 17, 87 umol/g, aplicando el ensayo DPPH. Se concluye
gue: tanto técnica como experimentalmente que el tubérculo mashua
(Tropaeolum tuberosum) posee importantes nutrientes y antioxidantes capaz de
solucionar los problemas de desnutricibn de los nifios y puede alargar el
promedio de vida en el ser humano.
Betalleluz et al.” Demostraron el potencial antioxidante de los compuestos
fendlicos de la mashua, al retardar la oxidacion del aceite de soya, durante el
almacenamiento acelerado y la fritura. La eficacia de estos polifenoles fue casi
igual o incluso mejor que los resultados obtenidos con antioxidantes
sintéticos como el butilhidroxitolueno (BHT) y la terbutilhidroxiquinona( TBHQ).
La extraccion con acetato de etilo fue la mas conveniente para la recuperacion
de los antioxidantes fendlicos que pueden ser incorporados facilmente en aceites
y protegerlos de la oxidacion.
Chirinos et al® Identificaron y cuantificaron compuestos fendlicos no
antocianicos. Los compuestos encontrados en los diferentes genotipos fueron:

acido galico, galocatequina, epigalocatequina, derivados de epigalocatequina y



procianidina B2, diferentes derivados de acido hidroxicindmico e hidroxibenzoico
y derivados de miricetina y/o rutina. Las proantocianidinas contribuyeron
significativamente a la actividad antioxidante total, pero otros compuestos
fendlicos como los acidos fendlicos, monémeros de flavan-3-oles, flavonoles y
antocianinas también contribuyeron en la capacidad antioxidante de este
tubérculo. El estudio sugiere que los compuestos fendlicos de la mashua
proveen de una excelente actividad antioxidante en la dieta y pueden ofrecer un
potencial efecto contra la oxidacion lipidica, lo cual podria ser explotado por la
industria alimentaria y cosmética.

Campos et al.® Sefialan que en el estudio realizado los genotipos de mashua de
color puarpura, presentaron alto contenido de compuestos fendlicos totales,
mientras que los genotipos de mashua color amarillo presentaron bajo contenido.
Las antocianinas totales del genotipo de mashua pigmentadas se encuentran en
el rango de 0,5 a 2,05 mg/g, encontrandose este resultado dentro de lo reportado
para las fresas, 1,38 — 3,85 mg/g. De otro lado, mencionan que los tubérculos de
mashua contienen carotenoides totales que se encuentran en el rango de 1 a 25
Mg B-caroteno/g. Los contenidos de carotenoides de los tubérculos de mashua
son relativamente elevados comparados con la papa comercial y papas nativas,
también es comparado con el contenido en papaya (4,08 pg/g). Sin embargo, el
contenido de carotenoides de mashua es reducido respecto a tomate (56 — 210
ug /g), mango (74,3 ug/g) y zanahoria (90 £ 16 ug/g).

Inostroza et al.®® Realizaron la investigacion: Actividad antioxidante de
tropaeolum tuberosum Ruiz & Pavon (mashua) y su aplicacibn como colorante
para yogur. El objetivo del estudio fue evaluar la actividad antioxidante y uso del
extracto etandlico de Tropaeolum tuberosum Ruiz & Pavon (mashua) como
colorante para yogur. La actividad antioxidante fue determinada por los métodos
DPPH y ABTS. EIl contenido total de antocianinas (AT) y polifenoles (PT) fue
determinado por el método de pH diferencial y Folin-Ciocalteu, respectivamente.
Pacco E.' Realizd la investigacion: Evaluacion del efecto del soleado y la
coccion en la capacidad antioxidante del puré deshidratado de mashua
(tropaeolum tuberosum Ruiz y Pavon). El objetivo fue determinar los pardmetros
del tiempo de soleado, tiempo y temperatura de coccién en la estabilidad de los
compuestos fendlicos totales y capacidad antioxidante del puré deshidratado de

mashua.



Coérdova, C.'? Realizé estudios de evaluacién del contenido de compuestos
fendlicos, antocianinas y capacidad antioxidante de la mashua, muestra los
diferentes cambios que se puede suscitar en la mashua morada al ser sometida
a un proceso soleado por un periodo de siete dias. Sus resultados evidencian
gue el soleado ejerce un efecto significativo sobre el contenido de antocianinas y
la capacidad antioxidante, disminuyendo y aumentando los valores de dichas
variables después de siete dias de soleado, respectivamente. Sin embargo, no
encontré un efecto significativo del proceso de soleado sobre el contenido de
compuestos fendlicos.

Morales N."® Evalué la actividad antioxidante del extracto hidroalcohélico de
cuatro ecotipos del tubérculo Tropaeolum tuberosum Ruiz & Pav. “mashua”, al
comparar la actividad antioxidante con la vitamina C, el ecotipo “oge” demostrd
ser la mejor antioxidante, estadisticamente a un nivel de confianza del 95%
(p<0.05) que existe una diferencia significativa antioxidante de los ecotipos y el
estandar.

2.2. Tropaeolum tuberosum R. & P. “mashua”

2.2.1. Clasificacion Taxondmica (Sistema de Clasificacidon de Cronquist. A.

1988)
DIVISION : MAGNOLIOPHYTA
CLASE : MAGNOLIOPSIDA
SUB CLASE : ROSIDAE
ORDEN : GERANIALES
FAMILIA : TROPAEOLACEAE
GENERO ; Tropaeolum
ESPECIE : Tropaeolum tuberosum R. & P.
N.V : “mashua”.

Fuente: Constancia expedida por Herbarium Huamangensis de la Facultad de
Ciencias Biologicas (Anexo 1).

ECOTIPOS : “yana puca muru”, “yana rosado fiahui”, y “gello”.

Fuente: Constancia expedida del Departamento Académico de Agranomia y
Zootecnia (Anexo 2).

2.2.2. Descripcion Botanica
La mashua es una planta herbacea perenne trepadora, glabra de 20-80 cm de
alto, de crecimiento inicialmente erecto, que luego varia a semipostrado y es

ocasionalmente trepador, mediante peciolos tactiles* con un follaje que puede



variar de verde amarillento a verde oscuro. Sus tallos aéreos son cilindricos de
3-4 mm de grosor, ramificados y pueden variar de color de verde a purpura
grisaceo con diferentes grados de pigmentacion. Las hojas son alternas
separadas por entrenudos de 1-8 cm con peciolo de 2-30 cm de longitud. Las
laminas son peltadas de 5-6 cm de ancho, tri 0 pentalobadas, también se puede
observar en una misma planta hojas tri y pentalobadas. La base de la lamina es
truncada en la base. Las hojas son verde oscuras, brillantes en el haz y mas
claras en el envés.™

Las flores solitarias aparecen sobre peddnculos de 10-15 cm, intensamente
pigmentados. Son zigomorfas de 2-2.5 cm de longitud. El caliz de color rojo
intenso tiene cinco sépalos unidos en su base, los tres sépalos superiores se
prolongan en un espolén de 1-1.5 cm de longitud. La corola es de cinco pétalos
rojo anaranjados y provistos de una nervadura roja oscura, los dos pétalos
superiores son orbiculares de 5-8 mm de didmetro y los inferiores son
espatulados de 10-12 mm de longitud.* El color de las flores va desde un color
amarillo oscuro, anaranjado y escarlata.’® El fruto es un esquizocarpo, formado
de tres mericarpos uniseminados indehiscentes. La semilla botanica es viable.*’
El color que presentan es variado, segin los descriptores de mashua® existen al
menos nueve colores: blanco amarillento, amarillo palido, amarillo, amarillo
naranja, naranja, rojo grisaceo, rojo grisaceo oscuro, purpura grisaceo y negro,
siendo dominante el amarillo con 0jos negruzcos o anaranjados. También son
comunes los tubérculos con fondo claro con color secundario, distribuido en los
ojos y bandas irregulares o también en forma de puntos densos o manchas
irregularmente distribuidos. Los ojos de la mashua son siempre profundos,
anchos y estrechos, sin bracteas.™

2.2.3. Habitaty Distribucién Geogréfica

La primera evidencia arqueolégica de la mashua data en los afios 650-1350
después de Cristo en los sedimentos de la cueva Huachumachay, localizada en
el valle de Jauja-Pera. Asimismo, en cerdmicas de la cultura Nazca se encontro
representaciones de mashua en el afio 1000 después de Cristo, entre otras
tuberosas andinas (papa, oca y olluco).*

Los tubérculos comestibles de mashua se cultivan en &reas pequefias en
sistemas agricolas tradicionales y en condiciones marginales, en todos los
paises Andinos, principalmente en Perld, Ecuador y Bolivia. El rango latitudinal

del cultivo de mashua en los andes es de 8 ° Ny 24 ° S, y la altitud varia desde



2400 hasta 4300 m.s.n.m, con la mas frecuente ocurrencia entre 3000 y 3700
m.s.n.m, donde las temperaturas medias anuales estan en el rango de 8-11 °C.*
2.2.4. Composicion guimica

El tubérculo posee una textura arenosa con un alto porcentaje de carbohidratos y
agua. El contenido de agua de los tubérculos de mashua va desde 79 hasta 94
por ciento. Los tubérculos secos pueden contener desde 14 por ciento hasta 16
por ciento de proteina, casi el 80 por ciento de carbohidratos, alrededor de 9
ug/100g R-caroteno, y casi 480 mg de vitamina C/100g.*® Ademaés, contiene
isotiocianatos, los cuales son usados en etnomedicina, compuestos fendlicos,
antioxidantes como la vitamina C, caroteno, flavonoides y antocianinas.'’ Los
glucosinolatos son metabolitos secundarios, responsables del sabor picante y
aroma sulfuroso de algunas plantas, que produce, como resultado, el
rompimiento en isotiocianatos.

Ademads, la composicién se ve afectada por varios factores como: variedad,
zonas de crecimiento, formas de cultivo, almacenamiento, madurez de cosecha
etc. La mashua pueden contener apreciables cantidades de carotenos (vitamina
A) y de vitamina C (77 mg en 100 gramos de materia fresca comestible), siendo
cuatro veces més que la cantidad de esta vitamina encontrada en la papa.'®
2.2.5. Formas de utilizacion

Algunos usos de tubérculo de mashua son:

Alimento: Los tubérculos se consumen cocidos. Los brotes tiernos y las flores se
comen cocidos como verduras.

Medicinal: Contra los célculos renales.

Antibiético: Contra Candida albicans, Escherichia coli y Staphylococcus, muy
buena contra las dolencias genito urinarias.

Antiafrodisiaco: Disminuye la cantidad de testosterona y dihidrotestosterona en la
sangre. Se dice que reduce el instinto sexual y se cuenta que las tropas de los
incas llevaban la mashua como fiambre para olvidarse de sus mujeres.*

2.3. Compuestos Fendlicos

Los compuestos fendlicos son metabolitos esenciales para el crecimiento y
reproduccion de las plantas y actiGan como agentes protectores frente a
patégenos, siendo secretados como mecanismo de defensa a condiciones de
estrés, tales como infecciones, radiaciones UV, entre otros. Esta sintesis se da a
partir de fenilalanina por la via del shikimato. Juegan un rol vital en las plantas y

regulan el metabolismo y sintesis de la lignina®, por lo que las plantas presentan



un gran numero de componentes fendlicos (e.g., flavanoles, flavonoles,
chalconas, flavonas, flavanonas, isoflavonas, taninos, estilbenos, curcuminoides,
acidos fendlicos, coumarinas, lignanos, etc).*

Constituyen un amplio grupo de sustancias quimicas, consideradas metabolitos
secundarios de las plantas, con diferentes estructuras quimicas y actividad,
englobando mas de 800 compuestos distintos. Actualmente se ha despertado un
gran interés por estos compuestos debido a sus propiedades antioxidantes y sus
posibles implicaciones beneficiosas en la salud humana, tales como el
tratamiento y prevencién del cancer, enfermedades cardiovasculares y otras
patologias de caracter inflamatorio.?

OH

Figura 1: Estructura quimica del fenol.

2.3.1. Mecanismo antioxidante de los acidos fendlicos

El comportamiento antioxidante de los compuestos fendlicos parecer estar
relacionado con su actividad para quelar metales, inhibir la lipoxigenasa y captar
radicales libres, aunque en ocasiones también puede promover reaccién de
oxidacion in vitro.

La captacién de los radicales, depende de la estructura quimica de la molécula,
ya que, el especial determinante es el numero y la localizacion de los grupos
hidroxilos donadores de electrones, al ceder un electron al radical libre, la
molécula se queda con un electron desapareado, que se estabiliza gracias a la
deslocacion de los dobles enlaces.?

2.4. Flavonoides

Los flavonoides son pigmentos naturales presentes en los vegetales y que
protegen al organismo del dafio producido por agentes oxidantes, como los
rayos ultravioletas, la polucién ambiental, sustancias quimicas presentes en los
alimentos, etc. El organismo humano no puede producir estas sustancias
guimicas protectoras, por lo que deben obtenerse mediante la alimentaciéon o en
forma de suplementos. Estdn ampliamente distribuidos en plantas, frutas,
verduras y en diversas bebidas y representan componentes sustanciales de la

parte no energética de la dieta. ©



Los flavonoides contienen en su estructura quimica un numero variable de
grupos hidroxilo fendlicos y excelentes propiedades de quelacién del hierro y
otros metales de transicion, lo que les confiere una gran capacidad
antioxidante.?* Por ello, desempefian un papel esencial en la proteccion frente a
los fenbmenos de dafio oxidativo, y tienen efectos terapéuticos en un elevado
numero de patologias, incluyendo la cardiopatia isquémica, la aterosclerosis o el
cancer.

Sus propiedades anti-radicales libres se dirigen fundamentalmente hacia los
radicales hidroxilo y superédxido, especies altamente reactivas implicadas en el
inicio de la cadena de peroxidacion lipidica y se ha descrito su capacidad de
modificar la sintesis de eicosanoides (con respuestas anti-prostanoide y anti-
inflamatoria), de prevenir la agregacion plaquetaria (efectos antitromboticos) y de
proteger a las lipoproteinas de baja densidad de la oxidacion (prevencién de la

placa de ateroma).?

)|
OH o

Figura 2: Estructura base de los flavonoides.

2.4.1 Accién antioxidante de los flavonoides

La capacidad de los polifenoles vegetales para actuar como antioxidantes en los
sistemas biolégicos fue ya reconocida en los afios treinta; sin embargo, el
mecanismo antioxidante fue ignorado en gran medida hasta hace poco tiempo.
El creciente interés en los flavonoides se debe a la apreciacion de su amplia
actividad farmacolégica. Pueden unirse a los polimeros bioldgicos, tales como
enzimas, transportadores de hormonas, y ADN; quelar iones metalicos
transitorios, tales como Fe?*, Cu*, Zn*, catalizar el transporte de electrones, y
depurar radicales libres.?® Debido a este hecho se han descrito efectos
protectores en patologias tales como diabetes mellitus, cancer, cardiopatias,

infecciones viricas, Ulcera estomacal y duodenal, e inflamaciones. Otras



actividades que merecen ser destacadas son sus acciones antivirales y

antialérgicas®’, asi como sus propiedades antitrombética y antiinflamatoria.

2.5. Radicales libres (RL)

Se consideran RL aquellas moléculas que en su estructura atbmica presentan un

electrén desapareado o impar en el orbital externo, dandole una configuracion

espacial que genera una alta inestabilidad. Es una entidad quimica que contrario

a la normal tendencia espontanea de los electrones localizados en los atomos y

moléculas a la formacion de parejas es desapareado. Esto lo hace muy

inestable, extraordinariamente reactivo y de vida efimera, con una enorme

capacidad para combinarse inespecificamente en la mayoria de los casos, asi

como con la diversidad de moléculas integrantes de estructura celular:

carbohidratos, lipidos, proteinas, acidos nucleicos y derivados de cada uno de

ellos.?®

El oxigeno es un elemento imprescindible para la vida, pero es fuente de

radicales libres, que si no se neutralizan de forma adecuada pueden tener

efectos deletéreos sobre la funcién celular. Se dice que existe "estrés oxidativo"

cuando existe una excesiva exposicion a oxidantes y/o una capacidad

antioxidante. %

2.5.1 Formacién de los radicales libres

Los radicales libres se producen generalmente en la célula a través de

reacciones de transferencia de electrones, con o sin participacion enzimatica,

pero mediada por iones metélicos de transicion; tal es el caso del radical OH que

es generado siempre que el H,O, entra en contacto con iones cobre (Cu*?) o

iones fierro (Fe*?); ya que el H,0, y los complejos metalicos estan presentes en

humanos, es ldgico asumir que el OH puede ser formado in vivo.?

Los radicales libres se forman por fuentes exdgenas o endégenas:

Fuentes endogenas: Podemos distinguir cuatro fuentes endbégenas que

originan la mayoria de los agentes oxidantes producidos por las células:

e En el transcurso normal de la respiracion aerbbica, las mitocondrias
consumen O, reduciéndolo en varias etapas a H,O. Inevitablemente, a lo

largo de este proceso aparecen subproductos como el O,’, H,O, y OH".

e . € e e
O, N, O, S~ H,O, S T N H,O

Figura 3. Agentes oxidantes derivados del metabolismo celular.*
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e Las células fagociticas (leucocitos, neutréfilos, macréfagos y eosindfilos) al
activarse por medio de mediadores proinflamatorios o de productos
bacterianos, viricos o de parasitos, destruyen las células infectadas por medio
de un ataque oxidativo (literalmente una “explosion” oxidativa) en el que se
producen grandes cantidades de O,, H,O, y OH'. Las infecciones crénicas
llevan a una actividad fagocitica continua que provoca una inflamacién
cronica que es el principal factor de riesgo del cancer.

e Los peroxisomas, organulos encargados de la degradacion de acidos grasos
y otras moléculas produce, H,O, como subproducto, que es degradado de
forma natural por la enzima catalasa. Bajo ciertas condiciones, algunos de los
peréxidos escapan la degradacién y se libera a otros compartimentos
celulares provocando un incremento del dafio por oxidacién en el ADN.

e Las enzimas del complejo Citocromo P450, son las principales responsables
del metabolismo oxidativo de los xenobioticos. La induccion de estas enzimas
previene los efectos de toxicidad aguda de agentes extrafios al organismo,
pero también produce subproductos oxidantes que pueden dafiar el ADN. 33

Fuentes exdgenas: Entre las principales fuentes exodgenas de radicales libres

destacan:

e Los oxidos de nitrégeno del humo de tabaco.

e Las sales de hierro y cobre que promueven la generacion de radicales

oxidantes a partir de perdxidos.

Fe?* + H0, —> Fe* + OH*+ OH

Figura 4. Sales de hierro generando radicales oxidantes a partir de perc')xidos.:%O
e Los alimentos que ingerimos a través de la dieta, especialmente los de origen
vegetal, que se oxidan en mayor o menor grado generando diferentes tipos de
oxidantes como peroéxidos, aldehidos, &cidos grasos oxidados y metales de
transicion.**3!
2.6. Antioxidantes
Los antioxidantes engloban un grupo de sustancias que presentan estructuras
quimicas y mecanismos de accion muy variados. Estos pueden inhibir o retardar
la oxidacion de dos formas: captando radicales libres, en cuyo caso se

denominan antioxidantes primarios, 0 por mecanismos que no estén
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relacionados con la captacion de radicales libres, en cuyo caso se conocen como
antioxidantes secundarios.

Los antioxidantes primarios incluyen compuestos fendlicos, y se destruyen
durante el periodo de induccién. Los antioxidantes secundarios operan a través
de un cierto nUmero de mecanismos, incluyendo su uniéon a metales pesados,
captacion del oxigeno, conversidon de hidroperoxidos a especies no radicales,
absorciobn de la radiacion UV o desactivacion del oxigeno singulete.
Normalmente, los antioxidantes secundarios solo poseen actividad antioxidante
en presencia de un segundo componente minoritario, lo cual puede observarse
en el caso de agentes secuestradores, tal como el acido citrico, que sélo es
efectivo en presencia de iones metdlicos, y agentes reductores tal como el acido
ascorbico que sdlo es efectivo en presencia de tocoferoles u otros antioxidantes
primarios.*

2.6.1. Los productos naturales como los antioxidantes

Las investigaciones de la actividad antioxidante de varias fuentes naturales
demuestran que son eficaces y seguros, asi extractos vegetales ricos en
compuestos fendlicos despiertan un interés en la industria alimenticia porque
retardan la degradacién oxidativa de lipidos y mejoran las cualidades de los
alimentos. Ademads, se estan estableciendo metodologias de extraccion,
identificacion de compuestos activos, y evaluacion de su eficacia de estos
compuestos activos en la oxidacion de aceites y alimentos, constatandose que la
capacidad antioxidante de una fuente natural es influenciada por diferentes
factores como: region en donde la planta es cultivada, el solvente o técnica de
extraccion empleados, o el sustrato lipidico utilizado en el ensayo.*

2.6.2. Mecanismo de accion de los antioxidantes

Uno de los mecanismos de accién de los antioxidantes presentes en el cuerpo
es aquél en que la molécula de antioxidante, al colisionar con un radical libre de
oxigeno, le cede un electron, que se oxida a su vez y se transforma en un radical

libre de oxigeno débil no téxico.**

N4

Antioxidante Especie Radical Especie
radical derivado del radical
antioxidante mas estable
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Figura 5. Mecanismo antirradicalario de las moléculas antioxidantes.*

2.6.3. Clasificacion de los antioxidantes

Los antioxidantes impiden que otras moléculas se unan al oxigeno, al
reaccionar e interactuar mas rapido con los radicales libres del oxigeno y las
especies reactivas del oxigeno que con el resto de las moléculas presentes, en
un determinado microambiente membrana plasmatica, citosol, nucleo o liquido
extracelular (tabla 1). La accion del antioxidante es de sacrificio de su propia
integridad molecular para evitar alteraciones de moléculas lipidos, proteinas,
ADN, etc. Funcionalmente vitales 0 méas importantes.® Su accién la realizan
tanto en medios hidrofilicos como hidrofobicos. Actian como eliminadoras
(Scavengers), con el objetivo de mantener el equilibrio prooxidante/antioxidante
a favor de estos Ultimos (tabla 2).%

Tabla 1: Clasificacién de antioxidantes segun el sitio donde ejercen su

accion.*®

Intracelular Membrana Extracelular
Superoxido dismutasa Vitamina E Ceruloplasmina
Catalasa Betacarotenos Transferinas
Peroxidasa Ubiquinol-10 Lactoferinas
DT-deafarasa AlbUminas
GSH Haptoglobinas
Proteinas que ligan metales Vitamina C
Sistemas proteoliticos Acido urico
Vitamina C Vitamina E

Tabla 2. Clasificacion de los antioxidantes, segun origen.*

Origen Accién
1. Exégenos
Vitamina E - Neutraliza el oxigeno singlete
- Captura radicales libres hidroxilo
- Captura O2
- Neutraliza peréxidos
Vitamina C - Neutraliza el oxigeno singlete

- Captura radicales libres de hidroxilo
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- Captura O2
- Regenera la forma oxidada de la vitamina

E
Betacarotenos Neutraliza el oxigeno singlete
Flavonoides, Licopenos
2. Endégenos
Enzimaéticos Cofactor
Superéxido dismutasa (SOD) Cobre, sodio, manganeso
Catalasa (CAT) Hierro
Glutation peroxidasa (GPx) Selenio

3. No enzimaticos
Barreras fisioldgicas que enfrenta el
Glutation oxigeno a su paso desde el aire hasta las
células
Coenzima Q
Transportadores de metales (transferrina 'y

Acido Tioctico _
ceruloplasmina)

2.7. Método del radical libre 2,2-difenil-1-picrilhidraizil (DPPH)

Este método fue propuesto por Blois en 1958 en el cual se demostr6 por primera
vez la capacidad del radical libre DPPH para aceptar un a&tomo de hidrégeno (H)
proveniente de una molécula de cisteina. La molécula 1,1-difenil-2-picril-hidrazilo
(DPPH) es conocida como un radical libre estable debido a la deslocalizacion de
un electron desapareado sobre la molécula completa, por lo cual la molécula no
se dimeriza, como es el caso de la mayoria de los radicales libres. La
deslocalizacion del electron también intensifica el color violeta intenso tipico del
radical, el cual absorbe a 517 nm o 515 nm hasta alcanzar el equilibrio. Cuando
la solucién de DPPH reacciona con el sustrato antioxidante que puede donar un
atomo de hidrégeno, el color violeta se desvanece. El cambio de color es
monitoreado espectrofotométricamente y es utilizado para la determinacion de
los parametros para las propiedades antioxidantes. Después de
aproximadamente tres décadas este ensayo comenzé a utilizarse rutinariamente
para la caracterizacibn de las propiedades antioxidantes. El procedimiento
original para el ensayo DPPH ha sido adoptado por muchos laboratorios y a
pesar de que existen modificaciones a conveniencia, una revision detallada de la
literatura ha revelado que la mayoria de los estudios estan basados en un tiempo

de reaccién de 20-30 min en vez de un tiempo de reaccion total de 120 minutos
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requerido para alcanzar el estado estacionario y completar la reaccion redox.
Entre las ventajas de usar este método, se tiene que el ensayo DPPH es un

método rapido, sencillo y que no requiere de un equipamiento sofisticado. %’

NO, NO,
0,N NN + Floq —> O E—N + FIO'
NO, NO,
Flavonoide
DPPH (purpura) Flavonoide DPPH (amarillo)

Radical fenoxil

Figura 6: Reduccién del DPPH.

2.8. Método reaccion con el radical 2,2’-azino-bis-(3-etilbenztiazolin-6
sulfonato de amonio) (ABTS)

La generacion del radical ABTS constituye la base de uno de los métodos
espectrométricos que han sido aplicados para medir la actividad antioxidante
total de soluciones o sustancias puras y mezclas acuosas. El ensayo original de
ABTS estaba basado en la activacion de la metilmioglobina con perdxido de
hidrégeno en presencia de ABTS para producir un radical catién, en presencia o
ausencia de antioxidantes. Este fue criticado debido a que la reaccién rapida de
los antioxidantes, contribuye a la reduccion del radical ferriimioglobina. Un
formato mas apropiado para el ensayo consiste en la técnica de decoloracion, en
la cual el radical es generado directamente en una forma estable antes de la
reaccion con los antioxidantes.

La técnica mejorada para la generacion del radical catibn ABTS, implica la
produccién directa del croméforo ABTS verde-azul a través de la reaccién entre
ABTS vy el persulfato de potasio (K,S,0g). Este presenta tres maximos de
absorcion a las longitudes de onda de 645 nm, 734 nm y 815 nm. La adicion de
los antioxidantes al radical pre-formado lo reduce a ABTS. De esta manera el
grado de decoloracion como porcentaje de inhibicion del radical cation ABTS
esta determinado en funcién de la concentracion y el tiempo; asi como del valor

correspondiente usando el Trolox como estandar, bajo las mismas condiciones.
38
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s SOy + Antioxidante
—N
\(:[ } HsCo
N
CoHs
ABTS™ (verde- azul) s
- N
O3S S / -
T
N
CoHg
ABTS (incoloro)

Figura 7: Reduccion del ABTS.

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

Es un antioxidante como la vitamina E y se utiliza en aplicaciones bioldgicas o
bioquimicas para reducir el estrés oxidativo o dafio celular. EI compuesto acido
6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromo-2-carboxilico,Trolox es un analogo soluble en
agua de la vitamina E, que se puede comparar con varios antioxidantes

comerciales.®

CH,
HO
CO,H
H;C O CH,
CHj3
Figura 8: Férmula estructural del Trolox.
2.9. Contenido de polifenoles totales por el reactivo de Folin-Ciocalteu
El método de Folin-Ciocalteu se basa en la capacidad de los fenoles para
reaccionar con agentes oxidantes. Consiste en una reaccion entre el reactivo
Folin-Ciocalteu activado con carbonato de sodio. El conjunto de los compuestos
fendlicos de la muestra se oxidan por el reactivo de Folin-Ciocalteau, el cual se
reduce dando una mezcla de é6xido de tungsteno (WgOy3) y 0xido de molibdeno
(MogO,3) de color azul. La oxidacion de los fenoles, presentes en la muestra,
causa la aparicibn de una coloracién azulada que presenta un maximo de

absorciéon a 765 nm.*°
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Reactivo | Reactivo
Folin-Ciocalteu Folin-Ciocalteu
WgOss + —_— + M0gO3

(color amarillo) (color azul)

Figura 9: Reaccion del reactivo Folin-Ciocalteu.
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lll. MATERIALES Y METODOS
3.1. Lugar de ejecucién
El presente trabajo de investigacion se llevé a cabo en los Laboratorios del Area
de Farmacia de la Facultad de Ciencias de la Salud de la Universidad Nacional
de San Cristobal de Huamanga, durante los meses de mayo a setiembre del
2018.
3.2. Definicion de la poblacién y muestra
3.2.1 Poblacion
La poblacion esta constituida por tres ecotipos: “yana rosado fiahui”, “yana puca
muru” y “gello” del tubérculo de Tropaeolum tuberosum R. & P. “mashua”, que se
recolectaron del distrito de Chiara, provincia de Huamanga, region de Ayacucho,
ubicada a 3515 m.s. n. m.
3.2.2 Muestra
Constituida por 6 kg de tubérculo de tres ecotipos: “yana rosado fAahui”, “yana
puca muru” y “gello” del tubérculo de Tropaeolum tuberosum R. & P. “mashua”.
3.3. Disefio metodoldgico paralarecoleccion de datos
3.3.1. Recoleccidn e identificacién de la muestra
Se recolectaron del distrito de Chiara, provincia de Huamanga, region de
Ayacucho, ubicada a 3 515 m. s. n. m., teniendo en cuenta que el tubérculo se
encuentre en buen estado, los cuales fueron limpiados, secados y guardados en
bolsas de tela de color oscuro y cartones para evitar su descompaosicion.
La muestra recolectada fue trasladada a los Laboratorios del Area de Farmacia
de la Facultad de Ciencias de la Salud de la Universidad Nacional de San
Cristobal de Huamanga donde fueron trasladados para su conservacion.**
Se procedid a la identificacion botanica de los tubérculos por la especialista del
herbario Huamangensis de la Facultad de Ciencias Biologicas de la Universidad
Nacional de San Cristbbal de Huamanga, la bidloga Laura Aucasime Medina

(Anexo N° 01) y a la identificaciébn de cada ecotipo por el especialista de la
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catedra de produccion y manejo de semillas de la Facultad de Ciencias Agrarias
de la Universidad Nacional de San Cristébal de Huamanga, el ingeniero
agronomo Rolando Bautista Gémez (Anexo N° 02).

3.3.2. Preparacion de la muestra

6 kg de los tres ecotipos: “yana rosado Aahui”’, “yana puca muru” y “gello” del
tubérculo de Tropaeolum tuberosum R. & P. “mashua” se limpiaron, trozados en
forma transversal hasta obtener lAminas delgadas, luego se secaron a la sombra
y se colocaron en una fuente de vidrio, se procedié a colocar en una estufa a 40
°C hasta desecacion. Una vez seca las muestras se procedieron a moler hasta
su trituracién y finalmente fueron almacenadas en un frasco de color &mbar®?
(Anexo N° 03).

3.3.3. Obtencidn del extracto hidroalcohdlico

De la muestra seca y pulverizada se tomé 200 g de cada uno de los tres ecotipos
de Tropaeolum tuberosum R. & P. “mashua”, se maceré utilizando medio litro de
etanol al 80 % en un recipiente de vidrio color ambar durante una semana
agitandole periddicamente a temperatura ambiente, luego las muestras
maceradas se procedieron a filtrar con papel Whatman N°40 vy finalmente se
concentraron en el rotavapor a una temperatura de 50 °C hasta su sequedad en
una estufa a una temperatura a 40 °C** (Anexo N° 03).

3.3.4. Tamizaje fitoquimico

La caracterizacion fitoquimica se basé en el agrupamiento de metabolitos
estructuralmente semejantes, para identificar el comportamiento quimico frente a
reacciones estandarizadas. Se realizarén las pruebas de coloracién al extracto
hidroalcohélico de tres ecotipos: “yana puca muru”, “yana rosado nahui” y “gello”
del tubérculo de Tropaeolum tuberosum R. & P. “mashua” que se fundametaran
en los cambios estructurales ocasionados en los metabolitos presentes, como
aparicion o desaparicion de una coloracion, formacion o dilucion de un
precipitado o desprendimiento de gas*® (Anexo N° 04).

3.4. Tipo y disefio de investigacion:

3.4.1. Determinacién de la actividad antioxidante

3.4.1.1 Método del radical libre 2,2— difenil-1-picrilhidraizil (DPPH)

Se utilizé el procedimiento descrito por Bran Williams con ajustes descrito por
|.44

Thaipong et a

Preparacion de la solucién patréon (SP) y de la solucidn de trabajo (ST)
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* Solucion patrén (SP): se peso6 24 mg del reactivo DPPH y fueron disueltos en
un volumen de 10 mL con agua destilada, se almaceno en refrigeracion.

* Solucién de trabajo (ST): se tom6 10 mL de SP y se adicion6 45 mL de etanol
(EtOH), se hizo la lectura a 515 nm y se ajusté hasta una absorbancia de 1,1 *
0,02 con etanol.

Preparacion de larecta de calibracion

Se realiz6 una solucién patron a una concentraciéon de 12,5 mg de Trolox y se
aforé a 50 mL con etanol. A partir de la solucion patron se realizé diluciones de
0,5; 1; 2; 3; 4 mL y se aforé a 10 mL de etanol, se agité por cinco minutos. Las
diluciones se prepararon por triplicado. Se siguié con el procedimiento de la
muestra.*®

Preparacion de muestra

Se tomo 300 L de muestra y se adicionaron 2700 pL de ST, se dejé reaccionar
por media hora en oscuridad y se procedié a leer la absorbancia a 515 nm.

Todas las mediciones se realizaron por triplicado ** (Anexo N° 10).

Calculos:

%AA=100—%x

100

Dénde:

% AA: Porcentaje de la actividad antioxidante

Am: Absorbancia de la muestra

Ab: Absorbancia del blanco

Ac: Absorbancia del blanco del reactivo

3.4.1.2. Método reaccion con el radical 2,2’azino-bis-(3- etilbenzotiazolin-6-
sulfonato de amonio) (ABTS)

Preparacion de la solucidn patrén (SP) y de la solucidon de trabajo (ST)

Se utilizé el procedimiento descrito por Arnao con ajustes descrito por Thaipong
et al.*

* Solucién 1: se pes6 0,0406 g del reactivo ABTS y fueron disueltos en un
volumen de 10 mL con agua destilada.

* Solucidn 2: se pes6 0,007 g de persulfato potasico (K,S,0g) y se disolvieron a

un volumen de 10 mL con agua destilada.
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* Se mezclaron las soluciones 1 y 2, se dej6é reposar por doce horas en
oscuridad y esta fue la solucion patrén (SP).

» Solucion de trabajo (ST): se mezclé 1 mL de SP con 60 ml de etanol (EtOH),
se hizo la lectura a 734 nm y se ajusté hasta una absorbancia de 1,1 + 0,02
medida en cubetas.

Preparacion de larecta de calibracion

Se realiz6 una solucién patron a una concentracién de 12,5 mg de Trolox y se
aforé a 50 mL con etanol. A partir de la solucion patron realizara diluciones de
0,5;1;2;3;4mLy se afor6 a 10 mL de etanol. Las diluciones se prepararon
por triplicado. Se sigui6 con el procedimiento de la muestra.

Preparacion de muestra

Se tom6 300 pL de muestra + 2700 uL de ST ABTS, se dej6 reaccionar por dos
horas en oscuridad y se procedié a hacer la lectura de la absorbancia a 734 nm.
Todas las mediciones se realizaron por triplicado** (Anexo N° 11).

Célculos:

(Am—Ab)

%AA = 100 — x 100

Dénde:

% AA: Porcentaje de la actividad antioxidante

Am: Absorbancia de la muestra

Ab: Absorbancia del blanco

Ac: Absorbancia del blanco del reactivo

3.4.1.3. Evaluacion de la cuantificacion de polifenoles totales por el reactivo
de Folin-Ciocalteu

Se utilizé el procedimiento descrito por Arnao con ajustes descrito por Thaipong
etal.*

Preparacion de larecta de calibracion:

Se realizd una solucién patron a una concentracion de 50 mg de &cido galico y
se afor6 a 25 mL con etanol. A partir de la soluciébn patrén se realizaron
diluciones de 0,05; 0,1; 0,15; 0,2; 0,25; 0,3 mL y se afor6 a 10 mL de etanol. Las
diluciones se prepararon por triplicado. Se siguié con el procedimiento de la
muestra.

Preparacion de la muestra
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Para la preparacion de la muestra se tomé 300 puL de muestra y se adicion6
2400 pL de agua destilada, se agregd 150 pL de Folin-Ciocalteu a 0,25 N, se
agitd por cinco minutos, se dejé reaccionar por tres minutos y se procedi6 a
adicionar 300 pL de carbonato de socio 1 N y se incub6 a temperatura ambiente
por dos horas, se hicieron las lecturas a la absorbancia a 725 nm. Todas las
mediciones se realizaron por triplicado® (Anexo N° 12).

3.5. Anélisis de datos

Los resultados de la actividad antioxidante fueron representados en forma de
gréfico de barras. Las diferencias entre las medias fueron contrastadas mediante
el Andlisis de Varianza (ANOVA) a un nivel de confianza del 95% (p<0,05) y
como método de comparacion entre los tratamientos se realizd la prueba de

Tukey.
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IV. RESULTADOS
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Tabla 3: Metabolitos secundarios presentes en el extracto hidroalcohdlico de tres

ecotipos del tubérculo de Tropaeolum tuberosum R. & P. “mashua”. Ayacucho —

2018.

METABOLITOS

Resultados/Ecotipos

Yana Yana ello Observaciones
SECUNDARIOS Q
puca rosado
muru fiahui
Fenoles ++ +++ + Formacion de
coloraciéon oscura
Flavonoides ++ ++ + Formacion de
coloracion carmelita
y rojo
Azucares reductores +++ +++ +++ Formacion de
precipitado rojo
ladrillo
Cumarinas y lactonas ++ ++ + Formacién de

coloracion roja

LEYENDA:
(+) :Poco/débil

(++) : Moderado

(+++) : Abundante / intenso
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Figura 10: Porcentaje de la actividad antioxidante por el método de DPPH en el extracto hidroalcohdlico de tres

ecotipos del tubérculo de Tropaeolum tuberosum R. & P. “mashua”. Ayacucho — 2018.
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Tabla 4: Determinacion del ICsy en el extracto hidroalcohdlico de tres ecotipos

del tubérculo de Tropaeolum tuberosum R. & P. “mashua”. Ayacucho —2018.

Estandar/ Ecotipos IC 5odel DPPH IC 5 del ABTS
Trolox 46,63 48, 89
Yana puca muru 127,44 128,47
Yana rosado fiahui 154,66 156,20
Qello 184,64 199,52
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Figura 12: Polifenoles totales en el extracto hidroalcohdlico de tres ecotipos del

tubérculo de Tropaeolum tuberosum R. & P. “mashua”. Ayacucho — 2018.
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V. DISCUSION
La mashua (Tropaelum tuberosum R. & P.) es una planta nativa de los Andes
centrales, presentan un gran valor nutricional, como carbohidratos, proteinas,
vitaminas A y C.* Por otro lado, dentro de sus metabolitos secundarios se
encuentran los polifenoles que poseen una gran gama terapéutica, entre las
cuales se puede mencionar la relevancia de la actividad antioxidante in vitro.*” El
presente trabajo, brinda informacion sobre el contenido de polifenoles totales y la
actividad antioxidante in vitro.
Los compuestos fendlicos tales como los flavonoides y acidos fendlicos son una
de las sustancias mas importantes fuentes de antioxidantes, actualmente este
grupo de compuestos fitoquimicos presentan un gran interés por su contribucion
a la salud humana.*®
Los compuestos de naturaleza fendlica juegan un papel importante en los
procesos de oxidacion lipidica y se les asocia con la actividad antioxidante, se
les considera ademas con efectos inhibitorios sobre la mutagénesis y
carcinogénesis en humanos cuando son incluidos en la dieta diaria a partir de
productos naturales. Especificamente, acidos fendlicos y flavonoides son
tipicamente reconocidos como poseedores de actividad antioxidante.*?
Para la obtencion del extracto hidroalcoholico se tom6 200 g de la muestra seca
y pulverizada de cada uno de los tres ecotipos de Tropaeolum tuberosum R. & P.
“mashua”, se maceré utilizando medio litro de etanol al 80 % en un recipiente de
vidrio color &mbar durante una semana agitandole periddicamente a temperatura
ambiente, luego las muestras maceradas se procedieron a filtrar con papel
Whatman N°40 y finalmente se concentraron en el rotavapor a una temperatura
de 50 °C hasta su sequedad en una estufa a una temperatura a 40 °C*
También, Chirinos et al.® cuantificaron compuestos fendlicos no antocianicos. Los
compuestos encontrados en los diferentes genotipos fueron: acido galico,

galocatequina, epigalocatequina, derivados de epigalocatequina y procianidina
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B2, diferentes derivados de acido hidroxicindmico e hidroxibenzoico y derivados
de miricetina y/o rutina. Las proantocianidinas contribuyeron significativamente a
la actividad antioxidante total, pero otros compuestos fenélicos como los acidos
fendlicos, monomeros de flavan-3-oles, flavonoles y antocianinas también
contribuyeron en la capacidad antioxidante de este tubérculo.

Uno de los métodos para la determinacion de polifenoles totales se basa en el
método Folin-Ciocalteu, a partir de una curva estandar de acido gdlico, se
cuantificd los polifenoles totales y los resultados se expresaron en equivalentes
de acido galico (mg EAG/100 g de muestra).

Al realizar la prueba de comparacion HSD Tukey se pudo observar que existe
diferencia siginificativa en cuanto a los polifenoles totales de cada variedad
(p<0,05), determinando que la variedad “gello” presenta 86,61 mg EAG/100 g, la
variedad “yana rosado fiahui” 118,19 EAG/100 g vy la variedad “yana puca muru”
121,19 EAG/100 g de muestra. Podemos observar que el contenido de
polifenoles encontrados en este trabajo son menores a los reportados por Doylet
et al.*®
encontrando 307,83 mg EAG/100 g y 268,93 mg EAG/100 g respectivamente.

Tocando este punto afirma que el contenido de compuestos fendlicos se ve

donde se cuantifico los fenoles totales de la variedad Rosa y Amarilla

influenciado por diversos factores; entre ellos el genético, dado que las
composiciones pueden variar significativamente entre variedades de una misma
especie vegetal, ademas existen factores ambientales como la luz y temperatura
que afectan el crecimiento y calidad del cultivo, finalmente, es importante
mencionar el estado fisiolégico; es decir, estado éptimo de madurez.

Muchos ensayos quimicos in vitro han sido desarrollados para medir
capacidades antioxidantes de los productos vegetales. A pesar de la reciente
popularidad en la investigacibn de antioxidante, la falta de ensayos
estandarizados para comparar los resultados de investigacion de diferentes
grupos de investigacion ha sido un gran desafio. Los examenes referidos a los
antioxidantes, son necesarios para el desarrollo de métodos estandarizados que
son ampliamente aplicables por los investigadores. Sin embargo, debido a la
complejidad naturaleza de los sistemas biolégicos, no existe un Unico método
universal para medir capacidad antioxidante. Métodos antioxidantes como DPPH
y ABTS son métodos ampliamente utilizados. EI método DPPH se basa en La
capacidad de donaciéon de hidrégeno o captacién de radicales del extracto

reduce el 2,2-difenil-1-picrilhidraizil radical a 2,2 difenil-1-picrilhidrazina que da
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como resultado una solucion de color amarillo palido, mientras que la método del
2,2’-azino-bis-(3-etilbenztiazolin-6 sulfonato de amonio) (ABTS) se basa en La
generacién de radical ABTS y esto a su vez implica la produccién directa de
azul-verdedoso. El cromoforo ABTS a través de la reaccion entre ABTS y el
persulfato de potasio. La adicién de antioxidantes al catién radical preformado la
reduce a ABTS (decoloracion de la solucién), en una medida y en un calendario
segun la actividad del antioxidante, la concentracion del antioxidante y la
duracion de la reaccion.’® Entre los ensayos de captacion de radicales libres, el
método del DPPH es el mas rapido, simple y de menor costo en comparacion
con otros modelo. Por otro lado, el ensayo de decoloracion ABTS+ se puede
aplicar a antioxidantes hidrofilicos y lipofilicos. Por lo anterior, estos dos métodos
son los més utilizados.*

Al realizar la prueba HSD-Tukey para el ensayo de DPPH (p<0,05) se pudo
obtener diferencias significativas entre grupos, observando que la variedad “yana
puca muru” tuvo una mejor estabilizacion del radical DPPH (IC5,=127,08 pg/mL)
y la variedad que tuvo una menor estabilizacion del radical libre fue la variedad
“gello” (IC5,=186,94 ug/mL).

Por otro lado realizando la prueba de HSD-Tukey al ensayo de ABTS se pudo
observar que las variedad “yana puca muru” obtuvo una mejor actividad
antioxidante (IC5,=128,47 pg/mL) y la variedad con menor actividad fue gello
(IC50=199,52 pg/mL). EIl ICs, mide la efectividad de un compuesto para inhibir
una actividad biolégica y/o bioquimica.>

Cuya A.** indica que el proceso de secado afecta frecuentemente los
compuestos fendlicos. En los resultados obtenido por este autor, utilizando la
prueba estadistica ANOVA, con un nivel de significancia p<0,05, indica que
existe alta significancia entre los niveles de temperatura sobre la perdida de
actividad antioxidante. El andlisis de comparaciones multiples de medias, prueba
de Tukey, con un nivel de significancia p<0,05; confirma dicha significancia,
resultando menos la perdida de actividad antioxidante hidrofilia de la mashua
seca. De la misma forma Pacco. en su trabajo logra demostrar que la
temperatura de coccion afecta en la medida que mientras mayor sea la
temperatura es menor la capacidad antioxidante esto debido a que el que
muchos fitoquimicos son sensibles al calor.

Dado lo mencionado, y comparando con los resultados obtenidos en el presente

trabajo, no se tomé en cuenta el factor secado de la muestra y la exposicion a la
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temperatura, por lo cual un incremento en estos factores tienden a disminuir la
capacidad de los polifenoles de estabilizar el radical de 2,2-difenil-1-picrilhidraizil
(DPPH) y 2,2’-azino-bis-(3-etilbenztiazolin-6 sulfonato de amonio) (ABTS).
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VI. CONCLUSIONES
Los extractos hidroalcohdlicos de los tres ecotipos del tubérculo
Tropaeolum tuberosum R. & P. “mashua”, presentan actividad
antioxidante y polifenoles totales.
Los metabolitos secundarios presentes en el extracto hidroalcohdlico de
los tres ecotipos fueron fenoles, flavonoides, azucares reductores y
cumarinas.
La actividad del radical libre DPPH para los ecotipos: “yana puca muru”,
‘yana rosado hahui” y “gello” fueron con 1C5=127,44; 154,66 y 184,64
pg/mL  respectivamente 'y con el ensayo de ABTS fueron con
IC50=128,47; 156,20 y 199,52 pg/mL respectivamente.
El contenido de polifenoles para los ecotipos “yana puca muru”, “yana
rosado nahui’ y “gello” fueron 121,19; 118,19 y 86,61 mg EAG/100 g de

extracto respectivamente.
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VI. RECOMENDACIONES
Continuar con los estudios de la actividad antioxidante in vivo puesto que
demostr6 tener actividad antioxidante. Realizar ensayos in vivo con
animales de experimentacion para evaluar los efectos fisiologicos de
compuestos bioactivos de la mashua como son los polifenoles para
obtener valores comparativos y evaluar la eficiencia de los métodos in vivo.
Seguir realizando estudios para los demas ecotipos y sus propiedades que
se le ortorga a la mashua.
Profundizar por HPLC de los compuestos fendlico, asi como también
identificar las antocianinas presentes en el extracto de mashua del ecotipo
‘vyana puca muru”. Para determinar especificamente que compuestos
fendlicos y antocianinas son los responsables de las propiedades
funcionales.
Promover e incentivar el consumo de la mashua, ya que es una fuente en
antioxidantes y polifenoles, necesarias para prevenir enfermedades
cardiovasculares, cancer, préstata, etc.
Dar a conocer a la poblacion y que tomen conciencia sobre la gran
importancia de los buenos habitos alimenticios y la relaciéon que tienen en
una vida saludable, en este caso la mashua por ser una planta que crece

en nuestra region y tiene un precio econémico al alcance de todos.
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Anexo N° 1. Certificado de la identificacibn de la muestra de Tropaeolum

tuberosum R. & P. “mashua”. Ayacucho - 2018.

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

CERTIFICA

Que, la Bachiller. en Farmacia y Bioquimica, Srta. Zussety Katherine RIOJAS
LOAYZA, ha solicitado la identificacion de una muestra vegetal para trabajo de
tesis.

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

DIVISION : MAGNOLIOPHYTA

CLASE MAGNOLIOPSIDA

SUB CLASE ; ROSIDAE

ORDEN : GERANIALES

FAMILIA : TROPAEOLACEAE

GENERO : Tropaeolum

ESPECIE : Tropaeolum tuberosum R. & P.
N.V. ; ‘mashua ’

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

Ayacucho, 11 de Setiembre del 2017
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Anexo N° 2. Certificado de la identificacion de los ecotipos de las muestras de

Tropaeolum tuberosum R. & P. “mashua”. Ayacucho - 2018.

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

EL QUIEN SUSCRIBE, PROFESOR DE LA CATEDRA DE PRODUCCION Y MANE]JO
DE SEMILLAS DE LA ESCUELA PROFESIONAL DE AGRONOMIA DE LA
FACULTAD DE CIENCIAS AGRARIAS DE LA UNIVERSIDAD NACIONAL DE SAN
CRISTOBAL DE HUAMANGA:

CERTIFICA

Que, la sefiorita Zussety Katherine RIOJAS LOAYZA, estudiante de la Escuela Profesional
de Farmacia y Bioquimica ha solicitado la identificacién de ecotipos de muestras de
Tropaeolum tuberosum Ruiz & Pav. (Mashua), las mismas que han sido identificadas como

sigue:

Muestra 01: Ecotipo yana rosado fiahui
Muestra 02: Ecotipo yana puca muru

Muestra 03: Ecotipo gello

Se expide el presente certificado a solicitud de la interesada, para los fines que lo estime

conveniente.

Ayacucho, 15 de setiembre del 2017

AW
o TISTA GOMEZ
""D’O'FENTE

///

o )
E
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ANEXO N°3. Diagrama de la preparacion de la muestra de Tropaeolum tuberosum R. & P. “mashua”. Ayacucho - 2018.

Filtrar la
muestra.

Llevar a la Triturar la
estufa hasta muestra
su sequedad.

La muestra con
etanol al 80% se

Tubéreul macero por siete dias
du Iercu Oﬁ' agitandole cada 12
e la mashua horas

Concentrar
con el
rotavapor.

Tamizaje
fitoquimico.

Leer en el ga moo.w"

espectrofotd
metro. Realizar por los 2 Preparacion Guardar la En un frasco
métodos y de la soluciéon muestra en ambar se Llevar a la
det_erminar madre. una almacenara la estufa hasta
polifenoles totales. refrigeradora. muestra seca. Su sequedad.
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Anexo N°4. Caracterizacion fitoquimica.

Ensayo Metabolitos secundarios Resultados

Cloruro férrico Fenoles Formacién de coloracién
oscura

Shinoda Flavonoides Formacion de coloracién
naranja, carmelita y rojo

Fehling Azucares reductores Formacién de precipitado rojo
ladrillo

Baljet Cumarinas y lactonas Formacioén de coloracién roja

50



Anexo N° 5. Preparacién de la muestra de tres ecotipos del tubérculo de
Tropaeolum tuberosum R. & P. “mashua”. Ayacucho - 2018.

[ Ecotipo “yana puca muru” ] [ Ecotipo “yana rosado nahui” ]

[ Ecotipo “gello” ]

Fueron trozados en

forma transversal hasta
/ obtener laminas

delgadas
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Se colocé en una estufa a Se trituré las muestras
40°C secas

Se tom6 200 g de cada uno de los
tres ecotipos y se macerard en medio
litro de solucion hidroalcohdlico al
80°%

Se filtré con papel
Whatman N° 40

La solucién
hidroalcoholica se
concentr6 en el
rotavapor a una
temperatura de 50 °C.
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Ecotipo “yana puca Ecotipo “yana rosado
muru” en un recipiente Aahui” en un recipiente

Ecotipo “gello” en un Se dejo hasta su sequedad
recipiente en una estufa a una
temperatura a 40°C
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Anexo N°6. Ensayo con cloruro férrico en el extracto hidroalcohélico de tres
ecotipos del tubérculo de Tropaeolum tuberosum R. & P. “mashua”. Ayacucho -
2018.

7 ”
Yana puca muru “Yana rosado fahui” m
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Anexo N°7. Ensayo con Shinoda en el extracto hidroalcohdlico de tres ecotipos
del tubérculo de Tropaeolum tuberosum R. & P. “mashua”. Ayacucho - 2018.

“Yana puca muru” “Yana rosado inahui” “Qello”
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Anexo N°8. Ensayo con Baljet en el extracto hidroalcohélico de tres ecotipos del

tubérculo de Tropaeolum tuberosum R. & P. “mashua”. Ayacucho - 2018.

“Yana puca muru”
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Anexo N°9. Ensayo con Fehling en el extracto hidroalcohélico de tres ecotipos
del tubérculo de Tropaeolum tuberosum R. & P. “mashua”. Ayacucho - 2018.
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Anexo N°10. Diagrama del método DPPH.

DPPH

N
Solucion Solucién trabajo Curvade Preparacion
patron (SP) (ST) calibracion de la muestra
J
) N\
Pesar 24 m
worpn. | | gemeionte || pesarszomg || romarsoou
de Trolox
) mL de EtOH de extracto
‘ J
N\ N\ \
Medir Adicionar
Aforar a 100 mL ) Aforar a 50 mL
absorbancias a 2700 pL de
con EtOH H
con EtOH 515 nm ST
J J J
e
Al ) A Tomar alicuotas ™\
Tgcenar en Ajustar abs hasta de 0,5;1;2; 3,4 Incubar por 30
retrgeracion abs 1,1+ 0.02 mL minutos en la
/ ) oscuridad
J
-
Aforar a 10 mL N
con EtOH Medir
\ | absorbancia a
-
515 nm )
Agitar por 5 min
.
-
Seguir con el
procedimiento
de la muestra
g
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Anexo N°11. Diagrama del método ABTS.

ABTS

Solucién
patrén (SP)

Solucion
trabajo (ST)

Curvade
calibracién

Preparacion
de la muestra

Solucién 1

Solucion 2 Mezclar 1mL
(S1) (S2) de SP con
— 60 mL de
EtOH
\_
\
Pesar Pesar 7mg
40.6 mg de
de ABTS persulfato Leer a 734
de potasio ”hm ytajuztar
asta abs
— 1,1+£0.02
Aforar en Aforar en
10 mL 10 mL
HZO HZO
destilada destilada
Mezclar S1y S2y
dejar reposar 12h
(SP)
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N
Pesar 12,5 TOHE“;;’OO
mg de Trolox extracto
J \_
N\
Aforar a 50 Adicionar
mL con EtOH 2700 pL de
ST
7 L
(" A
Tomar e N
alicuotas de Incubar por 2
0,51;2;3; 4 horas en la
mL oscuridad
. VAN )
Aforar a 10 Medir
mL con EtOH absorbancia a
\ ) 734 nm
\. J
( \
Agitar por 5
min
(" N
Segquir con el
procedimiento
de la muestra

\_
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Anexo N°12. Diagrama de la determinacién del contenido de polifenoles totales.

Polifenoles totales
Método de Folin-Ciocalteau

i
Curvade Preparacion
calibracién de muestras
-
Tomar 300 L
Pesar 50 mg de muestraLI1
de &c. Gélico
.
-
Adicionar
Aforar a 25 mL 24o|o IpL de
con EtOH H,O
\_

Agregar 150 pL de

0,05; 0,1; 0,15; 0,2; Folin —Ciocalteu a

0,25; 0,3 mL

[ Tomar alicuotas de

0.25N
- )
Aforar a 10 mL Agitar por 5 min
con EtOH y _de]ar
reaccionar por
3 min
|
] 4
Seguir con el Adicionar 300
tratamiento de uL de
la muestra carbonato de
sodio 1 N

Incubara T en
la oscuridad por
2h y medir
absorbancias a
725nm
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Anexo N° 13. Procedimiento de la determinacion de la actividad antioxidante por
el método de DPPH en el extracto hidroalcohdlico de tres ecotipos del tubérculo

de Tropaeolum tuberosum R. & P. “mashua”. Ayacucho - 2018.

Se pes6 24 mg del Se peso 12,5 mg del
reactivo DPPH para su reactivo Trolox
preparacion

Se realiz6 diluciones de 0,5;1; 2; o

) . o Se agito por
3; 4 mLy se afor6 a 10 mL de [cinco minutos J
etanol

Se hicieron lecturas de las
absorbancias en el
espectrofotdmetro a 515 nm

Se preparé las soluciéon
patron y de trabajo
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Se peso 25 mg de cada
muestra de los ecotipos

Se prepararon Se realiz6 diluciones de
soluciones de cada 0,5;1;2;3;4mLyse
ecotipo afor6 a 10 mL de etanol

Se hicieron lecturas de
las absorbancias en el
espectrofotdbmetro a
515 nm
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Anexo N°14. Evaluacion de la actividad antioxidante a distintas concentraciones
por el método de DPPH en el extracto hidroalcohdlico de tres ecotipos del

tubérculo de Tropaeolum tuberosum R. & P. “mashua”. Ayacucho - 2018.

| Ecotieo “Yana Euca muru”’ |

ZENG e\
y »k..\\. )':,/l,_.,..‘\-

il

25 pg/mL 50 ua/mL 100 pg/mL 150 pg/mL 200 pg/mL
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Anexo N°15. Procedimiento de la determinacion de la actividad antioxidante por
el método de ABTS en el extracto hidroalcohdlico de tres ecotipos del tubérculo

de Tropaeolum tuberosum R. & P. “mashua”. Ayacucho - 2018.

0102
HNOS,

946 001 7
NH,, - M #

@

esearch 00 s
0SHC P'Ww

Se peso6 40,6 mg del
reactivo ABTS para su
preparacion

Se pes6 7 mg de Persulfato
[ Se aforé en 10 mL de J de potasio y se afor6 en 10

agua destilada mL de agua destilada

Se mezcld las dos
soluciones y se dej6
reposar por 12
horas.
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\ ACROS

! ORGANICS E
i ;

Se peso 12,5 mg del
reactivo Trolox

Se realiz6 diluciones de 0, 0.5, 1, 2,
3,4 mly se afor6 a 10 mL de etanol

Se preparé las soluciéon patréon 'y
de trabajo

Se hicieron lecturas de
las absorbancias en el
espectrofotdbmetro a
734 nm

Se peso 25 mg de cada
muestra de los ecotipos

Se prepararon
soluciones de cada
ecotipo
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Se realiz6 diluciones
de0,5;1;2;3;4mLy
se afor6 a 10 mL de
etanol

Se hicieron lecturas de
las absorbancias en el
espectrofotometro a
734 nm
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Anexo N° 16. Evaluacion de la actividad antioxidante por el método de ABTS en
el extracto hidroalcohdlico de tres ecotipos del tubérculo de Tropaeolum
tuberosum R. & P. “mashua”. Ayacucho - 2018.

Control L 25 pg/mL L 50 pg/mL E 100 pg/mL i 150 pg/mL i 200 pg/mL |
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Anexo N°17. Procedimiento de polifenoles totales en el extracto hidroalcohdlico
de tres ecotipos del tubérculo de Tropaeolum tuberosum R. & P. “mashua”.
Ayacucho - 2018.

AN

Se aforé a 25 mL con
Se pes6 50 mg de acido EtOH
oalico

Se realiz6 diluciones de Se aford a 25 mL con
0,05;0,1; 0,15; 0,2; 0,25; EtOH
0.3 mL

Se tomé 300 L de cada Se adicioné 2400 pL de
muestra H.0
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Se agrego6 150 uL de
Folin-Ciocalteu a 0.25N

Se agreg6 300 uL de
carbonato de sodio

Diluciones para la curva
de calibracién de 4cido
galico

Se agit6 por 5 minutos y se
dejo reaccionar por 3
minutos

Se hicieron lecturas de las
absorbancias en el
espectrofotébmetro a 725 nm
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Anexo N°18. Curva de calibracion del DPPH.

Absorbancia

0.9
0.8
0.7
0.6
0.5
0.4
0.3
0.2
0.1

/
/

-0.0085x + 0.9291

R?=0.9994

/

NG

N

N

¢

20 40 60 80

100

Concentracion del Trolox pg/mL

120
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Anexo N°19. Curva de calibracién del ABTS.

0.9

0.8 \‘
e y = -0.0084x + 0.9506
0.7

: RZ=0.9984
0.6 \

0.5 \

0.4 S
0.3 \
0.2

0.1 \T

0 20 40 60 80 100 120

Absorbancia

Concentracion del Trolox pg/mL
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Anexo N°20. Curva de calibracién de polifenoles totales.

0.45
0.4 y = 0.0069x - 0.0154
' R? = 0.9955
0.35
0.3

0.25

0.2

0.15

0.1

| Absorbancia |

0.05

-0.05

Concentracion de acido galico pg/mL

72



Anexo N°21. Prueba estadistica de ANOVA y Tukey del DPHH

ANOVA
1Cs0
Suma de Media
cuadrados Gl cuadrética F Sig.
Entre grupos 94764,718 3 31588,239 | 81447,099 ,000
Dentro de grupos 12,411 32 ,388
Total 94777,129 35
ICso
HSD Tukey?®
Subconjunto para alfa = 0.05
Variedad N 1 2 3 4
Trolox 9 46,6933
Puca 9 127,4433
Rosa 9
154,6600
Qello 9 184,6400
Sig. 1,000 1,000 1,000 1,000

ICs50. Concentracion inhibitoria del 50%
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Anexo N°22. Prueba estadistica de ANOVA y Tukey del ABTS.

ANOVA
1Cs0
Suma de Media
cuadrados gl cuadrética F Sig.
Entre grupos 108520,972 3| 36173,657[88045,005 ,000
Dentro de grupos 13,147 32 411
Total 108534,119 35
ICs0
HSD Tukey?®
Subconjunto para alfa = 0.05
Variedad N 1 2 3 4
Trolox 9 48,8900
Puca 9 128,4744
Rosa 9
156,2044
Qello 9 199,5189
Sig. 1,000 1,000 1,000 1,000
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Anexo N°23. Prueba estadistica de ANOVA y Tukey de polifenoles totales.

ANOVA

POLIFENOLES

Suma de Media

cuadrados gl cuadratica F Sig.
Entre grupos 2201,441 2 1100,721 ]1060,708 ,000
Dentro de grupos 6,226 6 1,038
Total 2207,668 8

POLIFENOLES
HSD Tukey?
Subconjunto para alfa = 0.05

Variedad N 1 2 3
Quello 3 86,6133
Rosa 3 118,1867
Puca 3 121,1900
Sig. 1,000 1,000 1,000
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Anexo N° 24. Porcentaje de la actividad antioxidante por el método de DPPH en
el extracto hidroalcohdlico de tres ecotipos del tubérculo de Tropaeolum

tuberosum R. & P. “mashua”. Ayacucho — 2018.

% A.A en el DPPH

Estandar/ Ecotipos Concentraciones Porcentajes
12,5 pg/mL 24.73
25 pg/mL 33.73
Trolox 50 pg/mL 46.09
75 pg/mL 73.09
100 pg/mL 96.36
25 pg/mL 11,73
50 pg/mL 25,82
Yana puca muru 100 pg/mL 38,27
150 pg/mL 57,55
200 pg/mL 76,45
25 pg/mL 9,2
50 pg/mL 21,18
Yanarosado fiahui 100 pg/mL 36,36
150 pg/mL 48,36
200 pg/mL 63,27
25 pg/mL 5,45
50 pg/mL 17,82
Qello 100 pg/mL 30,73
150 pg/mL 41,45
200 pg/mL 51,27

76



Anexo N°25. Porcentaje de la actividad antioxidante por el método de ABTS en
el extracto hidroalcohdlico de tres ecotipos del tubérculo de Tropaeolum

tuberosum R. & P. “mashua”. Ayacucho — 2018

% A.A en el ABTS

Estandar/ Ecotipos Concentraciones Porcentaje
12,5 pg/mL 20.83
25 pg/mL 31.94
Trolox 50 pg/mL 52.5
75 pg/mL 69.17
100 pg/mL 90.19
25 pg/mL 11,48
50 pg/mL 27,78
Yana puca muru 100 pg/mL 47,04
150 pg/mL 56,57
200 pg/mL 69,35
25 pg/mL 10,83
50 pg/mL 28,15
Yana rosado fiahui 100 pg/mL 37,78
150 pg/mL 44,81
200 pg/mL 62,13
25 ug/mL 8,70
50 pg/mL 24,17
Qello 100 pg/mL 33,89
150 pg/mL 37,04
200 pg/mL 49,81
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Anexo N°26. Matriz de consistencia.

TITULO PROBLEMA OBJETIVOS MARCO TEORICO HIPOTESIS VARIABLES METODOLOGIA
Actividad ¢Tendran Objetivo General. Descripcién Botanica El extracto | Variable Tipo de Investigacion.
antioxidante y | diferente e Determinar la actividad | La mashua es una planta herbacea | hidroalcohdlico independiente. Bésico- Descriptivo.
polifenoles actividad antioxidante y el contenido | perenne trepadora, glabra de 20-80 | de los tres | Extracto Régimen de Investigacion.
totales del | antioxidante | de polifenoles totales del | cm de alto, de crecimiento inicialmente | ecotipos del | hidroalcohdlico de | Libre
extracto y diferente | extracto hidroalcohdlico de | erecto, que luego varia a semipostrado | tubérculo de | tres ecotipos del | La poblacion. La poblacion estara
hidroalcohdlico | contenido de | tres ecotipos del tubérculo | y es ocasionalmente trepador, | Tropaeolum tubérculo de | constituida por tres ecotipos del
de tres | polifenoles de Tropaeolum tuberosum | mediante peciolos tactiles con un | tuberosum R. & | Tropaeolum tubérculo de Tropaeolum tuberosum
ecotipos del | totales los | R. & P. “mashua”. follaje que puede variar de verde | P. “mashua” | tuberosum R. & P. | R. & P. “mashua”, que crece en el
tubérculo  de | extractos Objetivos Especificos. amarillento a verde oscuro. poseen diferente | “mashua” distrito de Chiara, ubicada a 3 515 m.
Tropaeolum hidroalcohdli | eldentificar los metabolitos | Compuesto Fendlico actividad Indicadores: s. n. m. provincia de Huamanga,
tuberosum R. | cos de los | secundarios del extracto | Los compuestos fendlicos son antioxidante y | Concentracion de | departamento de Ayacucho.
& P. | tres ecotipos | hidroalcohdlico de tres | metabolitos esenciales para el diferente 25, 50, 100,150 y | La muestra Constituida por 6 kg de
“mashua’. del tubérculo | ecotipos del tubérculo de | crecimiento y reproduccion de las contenido de | 200 pg/mL. tres ecotipos del tubérculo de
Ayacucho - | de Tropaeolum tuberosum R. & | plantas y actian como agentes polifenoles Variable Tropaeolum tuberosum R. & P.
2018. Tropaeolum P. “mashua”. protectores frente a patdgenos, siendo | totales. dependiente. “mashua”.
tuberosum eComparar la actividad | secretados como mecanismo de Actividad Unidad experimental: Un tubérculo
R. & P. | antioxidante del extracto | defensa a condiciones de estrés, tales antioxidante de cada ecotipos de Tropaeolum
“mashua”? hidroalcohdlico de tres | como infecciones, radiaciones UV, Indicadores: tuberosum R. & P. “mashua”.
entre otros La actividad | Técnica:

ecotipos del tuberculo de
Tropaeolum tuberosum R. &
P. “mashua” con el estandar
trolox.

e Comparar el contenido de
polifenoles totales
presentes en el extracto
hidroalcohdlico de tres
ecotipos del tubérculo de
Tropaeolum tuberosum R. &
P. “mashua”.

Radicales libres (RL)

Se consideran RL aquellas moléculas
que en su estructura atomica
presentan un electron desapareado o
impar en el orbital externo, dandole
una configuracion espacial que genera
una alta inestabilidad.

Antioxidantes

Los antioxidantes engloban un grupo
de sustancias que presentan
estructuras quimicas y mecanismos de
accion muy variados. Estos pueden
inhibir o retardar la oxidacién de dos
formas: captando radicales libres, en
cuyo caso se denominan antioxidantes
primarios, 0 por mecanismos que no
estén relacionados con la captacion de

radicales libres, en cuyo caso se
conocen como antioxidantes
secundarios.
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antioxidante:
porcentaje (%) de
captacién de
radicales libres.

Actividad Antioxidante

e Método del radical 2,2-difenil-1-
picrilhidraizil (DPPH)

e Método reaccién con el radical
2,2’azino-bis-(3- etilbenzotiazolina)-6-
sulfonato de amonio) (ABTS)
Andlisis de Datos: Mediante el
andlisis de varianza (ANOVA) a un
nivel de confianza de 95% y como
método de comparacién entre los
tratamientos se realizara con la
prueba de Tukey.
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