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RESUMEN

La falta de concienciacion sobre el consumo de alimentos funcionales y nutritivos ha
generado multiples problemas dentro del area de la salud, considerdndose un factor
negativo que ha ido en aumento con el paso de los afios. Por este motivo y con la finalidad
de brindar un aporte a la sociedad dentro del tema de la salud y nutricién humana, el
presente proyecto de investigacion tuvo como objetivo ser portador de informacion
relevante de los cultivos andinos del Ecuador, como lo son el camote y la mashua, de tal
manera que se exponga su composicion en cuanto a su contenido fendlico y capacidad
antioxidante. Esta informacion puede explotarse de forma que sea soporte para el
desarrollo de alimentos nutricionales que permitan alcanzar una mejor calidad de vida
reduciendo los problemas de salud alimenticios. Primeramente, se realizd la técnica de
HPLC UV Visible en las muestras de harina para la identificacion de compuestos
fenolicos usado acido galico como estandar, determinandose compuestos como acido p-
cumarico, cianidina, acido cafeico y derivados, tirosol glucésido y catequina. La
capacidad antioxidante se determiné por la técnica de DPPH, obteniéndose un porcentaje
de 60,976 por ciento para camote y 69,974 por ciento para mashua, mismos que se
consideran significativos, encontrandose la harina de mashua con una mayor capacidad

antioxidante.

Palabras clave: HPLC UV Visible, Ipomeas batatas, Tropaeolum tuberosum,

metabolitos secundarios, compuestos fendlicos, actividad antioxidante
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ABSTRACT

The lack of awareness about the consumption of functional and nutritious foods has
generated multiple problems in health, being considered a negative factor that has been
increasing over the years. For this reason and with the purpose of providing a contribution
to society around health and human nutrition, this research project aimed to provide
relevant information on the Andean crops of Ecuador, such as sweet potato and mashua,
to expose its composition in terms of its phenolic content and antioxidant capacity. This
information can be exploited in a way that supports the development of nutritional foods
that allow achieving a better quality of life by reducing nutritional health problems. First,
the HPLC UV Visible technique was performed on flour samples for the identification of
phenolic compounds using gallic acid as standard, determining compounds such as p-
coumaric acid, cyanidin, caffeic acid and derivatives, tyrosol glycoside and catechin. The
antioxidant capacity was determined by the DPPH technique, obtaining a percentage of
60.976 percent for sweet potato and 69.974 percent for mashua, which are considered

significant, finding the mashua flour with a higher antioxidant capacity.

Key words: HPLC UV Visible, Ipomeas batatas, Tropaeolum tuberosum, secondary
metabolites, phenolic compounds, antioxidant activity
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CAPITULO |

MARCO TEORICO
1. Antecedentes investigativos

1.1 Cultivos Andinos en el Ecuador

En la region central de los andes en donde la agricultura de montafa rodea los
1500 a 4000 metros sobre el nivel del mar, existe una gran variedad de especies
vegetales de interés agricola, siendo Ecuador uno de los diez paises con gran
biodiversidad en el mundo. Los tubérculos presentan muchas ventajas agricolas,
con potencial médico y gran campo como componentes de interés nutricional.
Ecuador posee tubérculos como yacén, mashua, melloco, boniato, camote,

zanahoria blanca, entre otros (Pacheco et al., 2020).

Los tubérculos de origen ecuatoriano presentan similitud en cuanto a los
compuestos bioactivos con variedades cultivadas en otros paises. Tubérculos
como el yacon, mashua presentan altos noveles de compuestos fendlicos,
carotenos, fructosa y glucosa, por otro lado, el melloco presenta elevados
contenidos de proteina y fibra, mienta que, el camote morado es una gran fuente
de antocianinas y almidén alto en amilosa. Los elevados contenidos de
carbohidratos, compuestos fenolicos, antocianinas, carotenoides, almidén y
minerales en las variedades de tubérculos ecuatorianos son considerados como
fuente de actividad benéfica para la salud y/o con fuertes propiedades
tecnoldgicas, asi como fuentes ricas en nutrientes para el consumo humano
(L6pez et al., 2020).

1.2 Seguridad y soberania alimentaria

La mejora de la seguridad alimentaria ha sido expresada frecuentemente como un
objetivo que los gobiernos, agencias de desarrollo nacionales, multinacionales e
incluso transnacionales pretenden alcanzar (Weis, 2020). La soberania
alimentaria va mas alla de la seguridad alimentaria incluyendo la cultura, practicas
laborales, asi como la dinamica de los ecosistemas (Ferguson et al., 2022). La

seguridad y soberania alimentaria son una problematica que se ha considerado en



todo el mundo y han sido considerados como una prioridad y derecho de todo ser
humano para garantizar su buena alimentacion.

En el afio 2016 la Organizacion de las Naciones Unidas para la alimentacion y
agricultura emitio estadisticas para garantizar la orientacion y sensibilizacion en
la educacion nutricional de Ecuador, destacando que; 3.4 millones de personas
mueren al afio por problemas de obesidad y sobrepeso; 815 millones de personas
sufren de hambre cronica; 155 millones de infantes por debajo de los cinco afios
de edad padecen de retraso en su desarrollo fisico, ademas, 3.5 billones de ddlares
al afio corresponden al coste de malnutricion. Asi mismo, se recalca que, la
nutricion se constituye como la defensa fundamental frente a enfermedades, una
diete inadecuada puede desencadenarse en una gran variedad de problemas
nutricionales (FAO, 2017).

El mundo se encuentra enfrentando un desafio imponente y es el proveer de
alimentacidn a la poblacion que continGa creciendo y con ello aumenta el hambre.
Aunque ya se han alcanzado logros en cuanto a la satisfaccion de la demanda
mundial de alimentos, la desnutricién sigue presentando niveles elevados, de
manera especial en aquellos paises de bajos ingresos. La generacion de alimentos
de origen indigenas y tradicionales, africanos, euroasiaticos, estadounidenses y
australianos consumidos en todo el mundo se presenta como una forma de
diversificacion de la agricultura para mejorar la atencion en cuanto a las

necesidades nutricionales humanas (Merchant & Simon, 2022).

1.3 Camote morado

1.3.1 Generalidades

El camote morado (Ipomeas batatas) se ha convertido en unos de los siete
cultivos de mayor relevancia en el mundo en términos de produccion. Este
cultivo se encuentra en mayor frecuencia dentro de paises en vias de desarrollo
entre latitudes de 32°S y 40°N, constituyéndose ahi en un elemento de
nutricion humana basico. Todo esto gracias a sus requerimientos bajos en

insumos y cuidados en su produccién (Lado et al., 2021).

El camote morado presenta una coloracion de su pulpa de entre purpura a

purpura oscuro y es fuente importante de fibra dietética, minerales, vitaminas,
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antocianinas, etc. Especificamente el camote de coloracién rojo purpura posee
un contenido de antocianinas, fenoles totales y una elevada actividad
antioxidante (Li et al., 2019).

Figura 1
Camote morado (Ipomeas batatas)

Nota. En la imagen se muestra el tubérculo de camote morado en su proceso
para obtencion de harina en las instalaciones de la OUDIDE.
Elaborado por: Chamba (2023).

1.3.2 Usos

El camote ha tomado gran relevancia durante los Gltimos tiempos a nivel
industrial. El tubérculo presenta una gran diversidad en cuestidn se sus usos y
algunos paises han optado por usos particulares, en china es empleado para
desarrollar almiddn, en PerG se procesa el camote para la obtencion de harinas
que posteriormente emplean en la elaboracién de fideos y alimentos
panificados. En Japdn emplean la raiz para el desarrollo de salmueras, asi
como bebidas lacteas. En Filipinas realizan procesos de extraccién de
antocianinas del camote para usarlas en leche fermentada, de forma que se
fortalece el sistema inmune gracias a la actividad antioxidante. En Estados
Unidos se han extraido compuestos bioactivos del tubérculo como vitaminas,
fibra, carotenoides y polifenoles para ser usados en zumos de frutos con el fin
de efectuar una actividad protectora contra enfermedades cronicas (Vidal et
al., 2018).



Segun Basilio et al., (2022), el camote morado puede emplearse en bebidas
mixtas sin alcohol con potencial fitoquimico, esto gracias a los perfiles de
compuestos fendlicos y aminas biogénicas presentes en los jugos de la pulpa.
De acuerdo con la bebida obtenida a base de camote, esta presenta una alta
actividad antioxidante debido al contenido de compuestos fitoquimicos como

antocianinas, acido gélico, catequina, dopamina, entre otros.

1.3.3 Taxonomia

Tabla 1
Taxonomia de camote morado (Ipomeas batatas)

Viridiplantae
Reino:

Embryophyta
SubReino:

Magnoliophyta
Division:

Angiospermae
SubDivision:

Magnoliopsida
Clase:

Asteridae
SubClase:

Solanales
Orden:

Convolvulaceae
Familia:

Ipomoea
Género:

Ipomoea batatas (L.) Lamk
Especie:

Nota. Tomada de Tong Kwee Lim., (2016).

1.3.4 Composicion Quimica

El Manuel No. 106 sobre el cultivo de camote, muestra valores proximales
para la variedad morada de Ecuador, misma que se compone de un 72,06% de
humedad, con un 15,08% de grasa, las cenizas oscilan en un 5,19%, por otro
lado, la proteina ocupa un 2.0% y por ultimo la fibra se encuentra en un 2,91%,

asi mismo el valor estandar de pH corresponde a 7,0 (Cobefa et al., 2017).



La variedad morada de camote en Ecuador presenta un contenido de
polifenoles de alrededor de 1726,46 mg/100 g, un valor de antocianinas totales
de alrededor de 0,03 mg/100 g, las antocianinas manométricas ocupan un
valor oscilante de 0,24 mg/100 g, por otro lado, el contenido de vitamina C
presenta un valor de alrededor de 46,01 mg/100 g, asi mismo la actividad
antioxidante medida en el tubérculo en estado fresco presenta un valor de
2228,12g Equivalente Trolox/g. También se ha reportado la presencia de
macro minerales como Ca, P, Mg, K, Na y microminerales como Cu, Fe, Mn
y Zn (Armijos et al., 2020).

Por otra parte, existen algunos estudios en donde se ha evaluado la
composicion quimica del camote morado tras un proceso para la obtencién de
su harina (Tabla 2).

Tabla 2
Composicion quimica de la harina de camote (Ipomoea batatas)
Camote
Parédmetro
341.73
Calorias (kcal/100g9)
4,65+ 0,24
Proteina (%)
40,5 + 0,55
Almidén (%)
33,82
Amilopectina (%)
6,23 0,13
Amilosa (%)
11,19+£0,11
Fibra (g)
0,37
Grasa (%)
0,25
Acidez (%)
74,35
HC totales (%)
6,20 + 0,27
Humedad (%)
3,24 +£0,49
Ceniza (%)
5,85+ 0,01

pH

Nota. Tomada de Salazar et al., (2021).



1.3.5 Beneficios de su consumo

Segun investigaciones realizadas por Renee et al., (2018), el camote morado
posee grandes cantidades de magnesio, mismo mineral empleado para
combatir el estrés promoviendo la relajacion, fortaleciendo la salud arterial,
sanguinea, 6sea, muscular y nerviosa. Se considera como una excepcional
fuente de vitamina B6 (piridoxina), contiene potasio, que contribuye a la
disminucion de la presion arterial. Se le han conferido propiedades para
aumentar la produccion de leche materna, ademas posee vitamina A que
otorga beneficios antienvejecimiento, mejorando la vision, asi como, el

mantenimiento de las membranas de la piel y las mucosas.

Los compuestos bioactivos contenidos en este tubérculo toman gran
relevancia en la promocion de la salud, teniendo beneficios directos sobre el
sistema inmunoldgico, sobre la reduccién del estrés oxidativo y los radicales
libres logrando una disminucion de las enfermedades cardiovasculares (Lopez
et al., 2020).

1.4 Mashua
1.4.1 Generalidades

La mashua (Tropaeolum tuberosum) es un tubérculo cuyo origen se sitla en
los Andes Peruanos y que a lo largo del tiempo se ha extendido a Ecuador,
Colombia y Bolivia. Este tubérculo contiene altos contenidos de
carbohidratos, proteinas y vitamina C, asi mismo posee propiedades
medicinales y un elevado rendimiento en condiciones de poco cuidado. La
mashua se desarrolla de mejor manera entre los 3700 y 4000 metros sobre el
nivel del mar. La mashua muestra una considerable resistencia frente a plagas
y enfermedades y se considera como una excelente fuente de actividad
antioxidante gracias a la presencia de flavonoides y polifenoles (Arteaga et
al., 2022).

Durante siglos este tubérculo ha sido empleado en la medicina tradicional y
ultimamente se considera como una excelente fuente para el desarrollo de

alimentos funcionales gracias su rico valor nutricional y propiedades



1.4.2

nutracéuticas. La mashua se encuentra compuesta de almidén, proteinas, fibra,
vitaminas y minerales, también cuenta con compuestos bioactivos como los
fendlicos, principalmente flavonolignanos, &cidos fendlicos y flavonoides
(Paucar et al., 2020).

Figura 2

Mashua amarilla (Tropaeolum tuberosum)

Nota. En la imagen se muestra el tubérculo de mashua amarilla en su proceso
para obtencion de harina en las instalaciones de la OUDIDE.
Elaborado por: Chamba (2023).

Usos

Gracias a su gran variedad de propiedades nutricionales, dentro de las
industrias pueden obtenerse harinas a base de este tubérculo como base para
el desarrollo de varios productos. La mashua tiene potenciales utilidades tales
como productos de panificacion, espesante, embutidos y soluciones para
bebidas (Dilas & Ascurra, 2020).

En el campo medicinal se emplea contra afecciones como la prostatitis y el
alivio de la blenorragia, también ha sido usada como un antiafrodisiaco. Por
otro lado, gracias a su propensa floracion y sus atractivos colores se han usado
como plantas ornamentales, de igual manera se ha usado a este tubérculo como
biopesticida, gracias a la presencia de glucosianatos en su composicion
(Arteaga et al., 2022).
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Taxonomia

Tabla 3
Taxonomia de camote mashua (Tropaeolum tuberosum)

Reino: Plantae

SubReino: Viridaeplantae

Division: Magnoliophyta (angiospermas)
SubDivisiodn: Spermatophytina (faner6gama)

Clase: Magnoliopsida (dicotiledoneas)
SubClase: Rosidae

Orden: Brassicales

Familia: Tropaeolaceae

Género: Tropaeolum

Especie: Tropaeolum tuberosum Ruiz & Pavon

Nota. Tomada de T. K. Lim., (2016).

Composicion quimica

La mashua posee un elevado valor en cuanto a sus nutrientes, tales como
hierro, fosforo y calcio, asi como contenidos considerables de fibra, proteina,
calorias, carbohidratos y antocianinas. Las proteinas contenidas en la mashua
ocupan un 15% rico en potasio, fosforo, manganeso cobre y zinc, ademas,
cuenta con cualidades antioxidantes tales como el acido ascorbico (Arteaga
et al., 2022).

También, Malpartida et al., (2022) menciona en su revision que la mashua
de variedad amarilla en estado fresco posee un valor de humedad de alrededor
de 78,04%, un porcentaje de cenizas de 0,59%, el porcentaje de la proteina en
el tubérculo ocupa un valor que oscila en un 1,526%, por otro lado, los
carbohidratos presentan un valor de 12,606%, asi mismo el contenido de grasa

del tubérculo presenta un porcentaje de 0,31%, los sélidos solubles mantienen



un valor de 8,5%, la mashua tiene un valor de pH de alrededor de 6,22
mientras que el valor de acidez oscila en un 1,59%.
La mashua cuenta con algunos estudios de evaluacién en cuanto a su

composicion quimica tras un proceso para la obtencion de su harina Tabla 4.

Tabla 4
Composicion quimica de la harina de mashua (Tropaeolum tuberosum)
Mashua
Parametro
288,48 + 0,98
Calorias (kcal/100g9)
9,12
Proteina (%)
22,21+ 0,30
Almidon (%)
12,56 £ 0,17
Amilopectina (%)
9,68
Amilosa (%)
9,60 £ 0,05
Fibra (g)
0,59
Grasa (%)
1,03 +0.03
Acidez (%)
56,89 + 0,25
HC totales (%)
18,87
Humedad (%)
4,94 + 0,05
Ceniza (%)
5,88 £ 0,01

pH

Nota. Tomada de Salazar et al., (2021).

1.4.5 Beneficios de su consumo

Gracias a sus elevados contenidos de isotiocianatos se ha considerado a este
tubérculo como ingrediente activo para el desarrollo de varias técnicas
terapéuticas, esto gracias a las propiedades nematicidas, antibidticas,
anticancerigenas, nematicidas e insecticidas. Hay varios estudios que
muestran que este tubérculo posee amplias aplicaciones en la medicina. Las
infusiones de mashua pueden ayudar el alivio de afecciones al rifidn,
malestares urinarios, de prostata y mejora la agudeza visual (Arteaga et al.,
2022).



Segun, el consumo de mashua es frecuentemente usado para la prevencion de
la inflamacion de la prostata, trastornos urinarios, efecto diurético, tratamiento
de enfermedades de la piel, reduccion de la funcién reproductiva de los
hombres, entre otros (Aguilar et al., 2020). Su consumo aporta beneficios
tales como el actuar como antibi6tico frente a Candida albicans, Echerichia
coli y Staphylococcus, asi mimo, tiene accion al reducir los niveles de
testosterona y ayuda a la prevencion de diversas afecciones a los rifiones y el
higado (Ayol, 2020).

1.5 Compuestos fendlicos

1.5.1 Generalidades

Los compuestos fenolicos son una clase de metabolitos secundarios de las
plantas, mismos que poseen uno o0 mas grupos hidroxilo unidos a un anillo
bencénico. De forma estructural estos compuestos pueden variar desde
fendlicos simples hasta polimeros complejos, también conocidos como
polifenoles, en funcion del nimero y posicion de los grupos hidroxilo unidos,
asi como los elementos estructurales que se unen a los anillos fendlicos
(Chaudhary et al., 2018).

Los compuestos fendlicos poseen propiedades antioxidantes que presentan
actividad de inhibicion ante el dafio oxidativo, mismo que se encuentra

relacionado a la aparicion de varias enfermedades (Cereceres et al., 2019).

Los compuestos fendlicos se clasifican en dos grandes grupos; flavonoides y
no flavonoides. Los flavonoides se subdividen a su vez en; flavonoles,
flavonas, favanoles, flavanonas, antocianinas e isoflavonas. Por otro lado, el
grupo no flavonoides se subdivide en; acidos fendlicos, ligninas y taninos.
Estos compuestos presentan una gran variedad de propiedades biologicas
beneficiosas para la salud. Investigaciones actuales sugieren que la ingesta de
vegetales ricos en bioactivos como carotenoides, vitaminas y compuestos
fenolicos incide a tener menor padecimientos de enfermedades crénicas
(Gonzalez et al., 2017).
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Estructuralmente los compuestos fenolicos son un grupo amplio que
constituye desde estructuras simples como &cidos fendlicos, hasta polimeros
de estructura compleja como taninos condensados (Martin. G, 2018). Se
pueden presentar en forma libre como agliconas o su vez unidos a una fraccion
de azlcar encontrandose como glucosidos. Su presencia en los vegetales esta
claramente evidenciada gracias a la pigmentacion desarrollada por las
antocianidinas generando colores como; rojo, violeta, naranja y azul (Saucedo
et al., 2018).

Capacidad antioxidante

Los antioxidantes son compuestos estables que tienen reacciones con los
radicales libres y permanecen en forma estable. Su estabilidad de sebe a los
dobles enlaces conjugados y es asi como, los electrones radicales pueden
deslocalizarse, dando como resultado a que dichos antioxidantes puedan
prevenir el dafio al eliminar los radicales y detener las reacciones en cadena
(Moazzen et al., 2022).

Los antioxidantes se consideran sustancias que poseen la capacidad de actuar
en contraposicion a la oxidacion. La capacidad antioxidante se encuentra
estructurada por un grupo de compuestos que en concentraciones bajas frente
a un sustrato oxidante presentan una accion retardante o en tal caso prevenir
de forma significante la propia oxidacidon. La accion antioxidante se constituye
como el impedimento de la unién de moléculas orgéanicas o inorganicas
presentes en la célula con el oxigeno, es decir, el mecanismo antioxidante esta
mediado por la inhibicion de la generacion de los radicales libres (Trejo,
2017).

La estructura de los compuestos fendlicos tiene influencia directa sobre su
actividad antioxidante, especificamente el nimero de los grupos hidroxilo, asi
como su posicion, de igual manera, la naturalidad de los anillos aromaticos.
La actividad antioxidante de los compuestos fendlicos incluye la donacion de
atomos de hidrogeno, asi como la quelacién de metales de forma que se logra
la estabilidad de los radicales libres al impedir la abstraccién de hidrogeno por

medio del sustrato (Gonzélez et al., 2017).
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Identificacion de compuestos fendlicos por Cromatografia Liquida de
Alta Resolucion (HPLC-UV Vis)

1.5.3.1 Generalidades

El desarrollo de métodos cromatograficos genéricos de amplio espectro para
la separacion y determinacion simultdnea de varios compuestos es una
tendencia moderna en analisis bioquimicos y farmacoldgicos (Baker & Belal,
2018). La técnica HPLC se basa en los diferentes coeficientes de distribucion
de las moléculas de soluto dentro de las fases fija y mdvil, la cromatografia
realiza la separacion en el punto de equilibrio luego de llevar a cabo multiples
distribuciones y esta se divide en HPLC de analisis y preparacion, el primero
es usado mayoritariamente en la identificacidn, deteccidn y preparaciones a
pequefia escala, mientras que el segundo se usa para la preparacion y

separacion de materiales (Mu & Sun, 2019).

La cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) dentro de éareas
industriales es usada frecuentemente como un método preciso y confiable
para la determinacion simultanea de una gran variedad de compuestos (Boke
et al., 2019). Frecuentemente dentro de analisis de rutina de compuestos
fenolicos en especies vegetales se emplea cromatografia con columnas Cis, un
sistema de solvente binario con agua acidificada, un solvente organico polar,
que comunmente es acetonitrilo o metanol y un sistema UV-Vis, método que

se constituye como una herramienta de elevada confiabilidad.

Segin Mu & Sun, (2019) en la actualidad, los métodos de analisis cualitativo
y cuantitativo de polifenoles més utilizados incluyen espectrofotometria
ultravioleta (UV), cromatografia en capa fina y cromatografia liquida de alto
rendimiento (HPLC). La HPLC es el método analitico mas comun descrito en
la bibliografia. Se caracteriza por sus evidentes efectos de separacion, alta

sensibilidad y buena reproducibilidad.

La cromatografia liquida de alta eficiencia proporciona una cuantificacion
mMAs exacta y precisa en cuanto a los compuestos fenolicos, de tal manera que

es posible identificar estos compuestos de forma individual gracias al paso de
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estos por la columna HPLC. Luego de la elucion, los compuestos se
identifican a diferentes longitudes de onda de mediante un detector UV-
Visible (Aleixandre et al., 2018). La region visible representa una minima
region del espectro y la luz visible se diferencia de otro tipo de radiaciones
por la frecuencia de energia de sus fotones. La absorcion de la luz dentro de
la longitud de onda UV-Vis se encuentra en un rango de 180 a 800 nm y esta
se da con mucha frecuencia en varias moléculas que en su mayoria

corresponden a moléculas organicas (Passos & Saraiva, 2019).

1.6 Objetivos
1.6.1 Objetivo General

Determinar el contenido de componentes fendlicos y antioxidantes

contenidos en la harina de camote morado y mashua.

1.6.2 Objetivos especificos

- ldentificar los componentes fendlicos presentes en harina de camote

y mashua mediante HPLC.

- Analizar la capacidad antioxidante presente en harina de camote y

mashua mediante DPPH.

- Establecer la relacion de componentes fendlicos y antioxidantes

como elementos nutritivos en la dieta de los consumidores.
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CAPITULO 1l

METODOLOGIA
2.1 Materiales
2.1.1 Material vegetal

Tabla 5
Material vegetal
Material vegetal Cantidad
Camote morado (Ipomeas batatas) 10 kg
Mashua amarilla (Tropaeolum tuberosum) 5 kg

2.1.2 Reactivos

Tabla 6
Reactivos de laboratorio

Reactivos Cantidad

Casa comercial

Metanol al 97 % de pureza 750 mL
Metanol al 99 % de pureza 500 mL
Acido  galico  grado 10 mL
cromatografico 98 %

Acetonitrilo al 100 % 10 mL
DPPH (2.2-difenil-1- 100 mL

picrilhidracilo)

Trolox (&cido 6-hidroxi- 100 mL
2,5,7,8-

tetrametilcromano-2-

carboxilico)

Agua destilada 750 mL

Casa del quimico-Ambato
Casa del quimico-Ambato
Laboratorios Cevallos-
Guayaquil
Espectrocrom-Guayaquil

Espectrocrom-Guayaquil

Espectrocrom-Guayaquil

Casa del quimico-Ambato

2.1.3 Materiales de laboratorio
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Tabla 7
Materiales de laboratorio

Materiales Cantidad
Morteros 2
Vasos de precipitacion de 250 mL 3
Probeta de 50 mL 1
Probeta de 100 mL 1
Balon de aforo de 100 mL 3
Erlenmeyer para vacio de 500 mL 1
Erlenmeyer para vacio de 1 L 1
Embudos de filtracion 2
Tubos falcon de 15 mL 4
Tubos falcon de 30 mL 4
Envases de pléasticode 1 L 4
Espatulas 2
Placas multipocillos de 96 2
Micropipetas de 20-10 pL 2
Micropipetas de 20-200 pL 2
Puntas de micropipeta 20
2.1.4 Equipos
Tabla 8
Equipos de laboratorio
Equipo Marca
Deshidratador por conveccion CABELAS 591650.1
Deshidratador electronico ROSPC FD-1200E
Molino de cafe electronico HAMILTON BEACH 80350R
Molino de café DAEWOO DC6-362
pH-metro ACCUMENT AB200
Balanza de humedad KERN MLS 50-3
Rotavapor IKA HB100
Rotavapor EYELA 05b-2100
Bomba al vacio GAST 1HAB-25B-M100X

15



FISHER SCIENTIFIC
Indurama RI-470
Perkin Elmer 200

Espectrofotémetro
Refrigeradora
Equipo de HPLC

2.1.5 Insumosy materiales de escritorio

Tabla 9
Insumos y material de escritorio

Insumos

Cantidad

Guantes de nitrilo

Caja x 100 unidades

Mascarillas Caja x 100 unidades
Cofias Caja x 100 unidades
Gafas protectoras 2 unidades
Cinta adhesiva de papel 1rollo
Alcohol antiséptico al 70 % 1L
Papel aluminio 1rollo
Papel absorbente reutilizable 2 rollos
Papel filtro 1 pliego
Fundas ziploc aluminizadas 10 unidades
Fundas aislantes 10 unidades
Rotulador permanente 2 unidades
Esferos 3 unidades
Hojas papel bond A4 100 unidades
Ordenador portatil 1
Impresora 1
2.2 Metodos

2.2.1 Obtencion de la materia prima
Los tubérculos frescos de camote morado (Ipomoea batatas) y mashua
amarilla (Tropaelum tuberosum), fueron adquiridos en el Mercado
Mayorista de la ciudad de Ambato, provincia de Tungurahua. Se obtuvo
una cantidad de camote y mashua de 10 y 5 kg respectivamente. Cada
muestra fue seleccionada de forma que visiblemente presentara las

condiciones adecuadas, es decir, sin rayaduras, estado sano y completo.
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2.2.2

2.2.3

2.2.4

Las muestras se almacenaron en fundas aislantes durante su transporte
hasta su tratamiento y uso en los laboratorios OUDIDE de la Facultad de
Ciencia e Ingenieria en Alimentos y Biotecnologia. La mashua se indujo
a un proceso de maduracién ante la luz solar durante cinco dias antes de

su uso (Salazar et al., 2021).

Preparacion de muestras

Los tubérculos fueron seleccionados y lavados eliminando todo tipo de
impurezas, para posteriormente ser pelados. Luego se llevé a cabo un
proceso de laminado que contd con un grosor de 2 mm. Las laminas de
camote morado y mashua amarilla fueron sometidas a un pretratamiento
de choque térmico en microondas a 560 W por 20 segundos, para
posteriormente ser sumergidas en agua fria por menos de un minuto. Los
tratamientos térmicos se usan a menudo para la inactivacion de enzimas
que pueden deteriorar a los vegetales, asi como la eliminacion de oxigeno
retenido (Lupano, 2013). El chogue térmico en ciertos alimentos inhibe

el pardeamiento, asi como la necrosis superficial.

Deshidratacion de los tubérculos

Se realizo el proceso de deshidratado en un equipo de deshidratacién por
conveccion a una temperatura de 65 °C por 8 horas para eliminar toda la
humedad presente en las muestras (Salazar et al., 2021). Todas las
laminas de camote y mashua fueron colocadas por separado en rejillas con
una distancia adecuada de forma que el calor se distribuy6 uniformemente
en el proceso de secado (Akther et al., 2023). Posteriormente las muestras

secas fueron almacenadas en fundas aislantes.

Obtencion de harina

Las muestras deshidratadas fueron trituradas por separado con la ayuda de

tres molinos eléctricos. Cada muestra fue sometida a trituracion por tres

series en intervalos de 10 segundos de forma que se evitd que las muestras

aumentaran de temperatura a su vez evitando la desnaturalizacion de los

compuestos de interés, esté método corresponde al usado en la
17



investigacion de Salazar et al., (2021) con modificaciones de acuerdo a

la matriz del caso.

2.2.5 Obtencion de extractos de muestras de harina de camote morado y
mashua amarilla
Para la obtencion de los soluciones metanolicas se empled la metodologia
de Makhuvele et al., (2022) con algunas modificaciones. Se pesaron 10
gramos de cada harina y se afiadio 250 ml de metanol al 99 %, cada
solucién fue depositada en envases platicos para luego ser maceradas por

24 horas a temperatura ambiente en condiciones de oscuridad.

Posterior al tiempo de reposo, cada solucion se filtr6 con ayuda de una
bomba al vacio. El extracto obtenido de cada muestra fue sometido a
rotavaporizacién por un tiempo de 7 minutos a 250 rpm con una
temperatura de 67.8 °C, finalmente los extractos concentrados resultantes
se depositaron en tubos falcon y se almacenaron en refrigeracion a 4 °C

hasta tu uso.

2.2.6 Extraccidon de compuestos fendlicos

2.2.6.1 Caracterizacion de compuestos fendlicos por HPLC
La caracterizacion de los compuestos fendlicos presentes en las muestras
de harina se llevo a cabo siguiendo la metodologia de Pacheco et al.,
(2019) y Giusti et al., (2017), con algunas modificaciones de acuerdo
con la disposicion de materiales, equipos y reactivos necesarios para el

analisis cromatografico.

Se uso como disolvente de fase mavil una solucion de agua y acetonitrilo
en una relacién 90:10. La separacion de compuestos fenolicos se llevd
cabo en una columna Cig (5pum, 250 mm * 4,6 mm). El estandar para la
determinacion de compuestos fendlicos fue acido galico de grado

cromatografico (98%).
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El volumen de inyeccion para la muestra de harina de camote morado
fue de 50 ul, mientras que el volumen de la muestra de harina de mashua
se ajusto a 5 ul, para bajar su concentracion. Para la determinacion del
tiempo de deteccidn de los polifenoles se inyecté 20 ul de acido galico
(estandar) en fase mdvil de una solucion inicial de 50 pl/mL. La
deteccion de polifenoles en las muestras de harina se ajusté a un pH de
3y a un modo de operacion tipo isocratico con temperatura ambiente y

a una longitud de onda de 272 nm.

2.2.7 Determinacion de la capacidad antioxidante por DPPH

2.2.7.1 Preparacion del reactivo de DPPH y Trolox
La determinacién de la actividad antioxidante se llevo a cabo siguiendo
la metodologia de Sawczuk et al.,, (2022) modificando ciertos

parametros de forma que se ajusté la técnica para las muestras de harina.

Se preparo la solucion madre de DPPH a una concentracion de 150 uM,
para lo cual se pesaron 0,0059 g de DPPH vy se disolvieron en 100 ml de
una solucién correspondiente a metanol-agua (80:20) en un balon de
aforo. La solucion se llevo a agitacion constante por 35 minutos y se
mantuvo en condiciones de oscuridad y refrigeracion a 4°C (Guaman,
2022).

Para la curva de calibracién se prepard una solucion madre de Trolox
con una concentracién de 500 uM, en donde, se pesaron 0,0125 g de
Trolox y se disolvieron en 100 ml de una solucién correspondiente a
metanol-agua (50:50) y se llevo a agitacidon constante por 30 minutos.
Posteriormente se tomaron concentraciones de 50, 100, 200, 300, 400 y
500 uM de la solucién madre para curva de calibracion (Bobo et al.,
2015).

2.2.7.2 Determinacion de actividad antioxidante
Se uso una placa de 96 pocillos en donde se coloco el blanco (180 pl de

la solucion metanol-agua (80:20) con 20 ul de metanol al 97%), el
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control (180 pl de solucion DPPH con 20 ul de metanol al 97%) vy el
extracto de la muestra (180 pl de solucion DPPH con 20 pl de muestra).
Una vez colocada cada solucion la placa se mantuvo aislada de la luz por
40 minutos. Posteriormente se tomaron lecturas de absorbancia con
ayuda de un espectrofotometro a una longitud de onda de 515 nm, a una
temperatura de 25 °C con incubacion de 30 segundos. Se realizaron 5
réplicas (Guaman, 2022).

2.2.7.3 Determinacion del porcentaje de inhibicion de DPPH
Para el calculo del porcentaje de inhibicion de DPPH se empleé la
ecuacion 1 (Guaman, 2022).
Ay — Ay
Ac— Ap
Ecuacion 1. Porcentaje de inhibicion de DPPH
En donde:

Am: Absorbancia de la muestra

% Inibicion DPPH = [1 - ] * 100

Ab: Absorbancia del blanco

Ac: Absorbancia del control

2.2.7 Andlisis estadistico
Se realizd el andlisis ANOVA de la capacidad antioxidante por
quintuplicado, de modo que se logro identificar la variacion existente en
cada una de las réplicas de cada muestra de harina, ademas, se llevé a cabo
una prueba de comparacion multiple de Tukey con un nivel de

significancia del 95%, p< 0.05.
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CAPITULO 111

RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 Analisis y discusion de resultados

3.1.1 Cromatografia de compuestos fenélicos en harina de camote morado y
mashua
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Figura 3
Cromatograma correspondiente a la muestra de harina de camote morado (Ipomeas batatas)
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Nota. Cromatograma obtenido de la muestra de harina de camote morado a 272 nm, usando acido galico como estandar con una concentracion
de 0,0089376 mg/ml cuyo tiempo de retencion corresponde a 7,890 min. La concentracion de acido galico presente en la muestra de harina
corresponde a 0,27 mg/kg, valor obtenido de la interpretacién de los datos arrojados por el software HPLC.
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Tabla 10
Anélisis de picos expresados en la cromatografia de la harina de camote morado
(Ipomeas batatas)

N° de Rt Identificacion provisional Referencia
picos  (min)
1 3,95 Acido ascorbico (Boke et al., 2019)
2 4,33 Acido sinaptico-C-hexdsido (Lépezetal., 2017)
3 4,67 Acido cafeico glucosido (Lopez et al., 2017)
4 514 Acido cafeico (Boke et al., 2019)
5 6,03 Acido p-cumérico glicésido isémero 1 (Lépezetal., 2017)
6 6,89 Acido trans-4-OH-cindmico (Boke et al., 2019)
7 7,53 Derivado hexoxido feralico (Pacheco et al., 2019)
8 8,99 Acido cafeoilquinico isémero 2 (Pacheco et al., 2019)
9 10,53 Acido clorogénico (Lopes dos Santos et al., 2017)
10 12,31 Pelargonidina 3-dihexosido-5-hexdsido (Pacheco et al., 2019)
11 13,84 Quercetina (Lopes dos Santos et al., 2017)
12 15,19 Acido transcinamico (Lopes dos Santos et al., 2017)
13 17,83 Cianidina 3-p-hidroxibenzoldihexosido- (Pacheco et al., 2019)
5-hexosido

Elaborado por: Chamba (2023).

En la Figura 3 se observa el cromatograma correspondiente a la muestra de harina de
camote morado, en donde se puede apreciar la existencia de 13 picos presuntamente
correspondientes a compuestos fendlicos y flavonoides. Cromatogramas expuestos en
investigaciones realizadas por Pacheco et al., (2019) con el mismo tubérculo, muestran
similitud en cuanto a los tiempos de retencidn obtenidos en esta investigacion, mismos
gue se evidencian en la Tabla 10. En la investigacion mencionada los parametros
cromatograficos se ajustaron de tal manera que los picos fuesen representativos para
acidos fenolicos y flavonoides con actividad antioxidante con longitudes de onda que van
desde los 326 a 520 nm.

Los resultados de Pacheco et al., (2019) muestran similitud en cuanto a los tiempos de
retencion de los picos 7, 8 y 13, cuyos tiempos de retencion en su investigacion se

encontraron a 7.70, 8.41, y 18.74 minutos respectivamente, valores que se acercan a los
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obtenidos en este estudios y al tratarse de la misma muestra bajo diferentes tratamientos
se considera que la identificacion provisional de los picos antes mencionados es

considerablemente aceptada.

Resultados cromatograficos presentados en las investigaciones de Boke et al., (2019)
empleando como matriz variedades de Cephalaria a diferentes longitudes de onda con
una columna Cig para la deteccion de compuestos fendlicos, muestran tiempos de
retencion de 3.87, 5.04 y 6.51 minutos, mismos que se asemejan a los obtenidos en esta
investigacion en los picos 1, 4 y 6, por lo que podemos inferir que la identificacion

provisional es probablemente correcta.

Por otro lado Lopes dos Santos et al., (2017) en su investigacion de compuestos
bioactivos fendlicos dentro de guayaba (Psidium guajava L.), usando longitudes de onda
de 280, 330 y 360 nm, obtuvo tiempos de retencion de 10.60, 13.43 y 15.28 minutos,
valores similares a los obtenidos en esta investigacion en los picos 9, 11 y 12 como se
muestra en la Figura 3 y Tabla 10, considerandose que en dicha investigacion se usaron
estandares para los tiempos de retencion mencionados, se puede afirmar que la

identificacion provisional es ligeramente certera.

Por ultimo, los picos 2, 3 y 5 se compararon con resultados obtenidos en investigaciones
realizadas por Lopez et al., (2017) en la determinacion de compuestos fendlicos de
aguacate empleando cromatografia, en donde se us6 longitudes de onda de 233, 234 y
237 nm, obteniéndose tiempos de retencion de 4.50, 4.71 y 6.05 minutos, valores
semejantes a los obtenidos en los picos antes mencionados y por lo cual se ha realizado

la identificacion provisional dada la similitud de resultados.

En el libreo “Polifenoles en plantas” de Mu & Sun, (2019), en la seccion de polifenoles
en camote, muestra la existencia de derivados del acido cafeoilquinico (CQA), y acido
cafeico en tiempos de retencion de 1.47 a 6.87 minutos, especificamente si comparamos
algunos de ellos, a un tiempo de 4. 16 min se encuentra el 4,5-CQA, 4.54 min el 3,5-CQA
y a 4.88 min el 3,4-CQA, valores cercanos a los obtenidos en el estudio presente. Al
considerar que la matriz de estudio es la misma y que la columna usada fue una Cig se
puede decir que bibliograficamente el camote posee acido cafeico y acido cafeoilquinico.
De igual manera Im et al., (2021), en su investigacion determina compuestos fenolicos

en camote morado como &cido cafeico, acido feralico, glucoésido y cianidina.
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Figura 4
Cromatograma correspondiente a la muestra de harina de mashua amarilla (Tropaeolum tuberosum)
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Nota. Cromatograma obtenido de la muestra de harina de camote morado a 272 nm, usando acido galico como estandar con una concentracion
de 0,0089376 mg/ml, cuyo tiempo de retencidn corresponde a 7,890 min. La concentracion de acido géalico presente en la muestra de harina
corresponde a 59,03 mg/kg y este valor se obtuvo de la interpretacion de los datos arrojados por el software HPLC.
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Tabla 11

Analisis de picos expresados en la cromatografia de la harina de mashua (Tropaeolum

tuberosum)

N° de Rt Identificacion provisional Referencia

picos  (min)
1 4,06 Tirosol glucosido (Lopez et al., 2017)
2 4,54 Acido sinaptico-C-hexdsido (Lopez et al., 2017)
3 4,98 Delfinidina 3,5-glucosido (Giusti et al., 2017a)
4 5,94 Acido p-cumarico hexoxido penntdsido  (Lopez et al., 2017)
5 7,06 Acido cafeico (Giusti et al., 2017a)
6 7,94 Rutina (Giusti et al., 2017a)
7 8,41 Epigalocatequina (Pacheco et al., 2019)
8 9,36 Catequina (Lopes dos Santos et al., 2017)
9 11,33 Ramnosidilhexdsido de miricetina (Pacheco et al., 2019)
10 12,73 Acido ferdlico (Lopes dos Santos et al., 2017)
11 14,59 Quercetina rhamnosilhexdsido (Pacheco et al., 2019)
12 16,43 Quercetina pentosil rhamnosilhexdsido  (Pacheco et al., 2019)

Elaborado por: Chamba (2023).

En la Figura 4 se observa el cromatograma correspondiente a la muestra de harina de
mashua amarilla, en donde se aprecian la existencia de 12 picos presuntamente

correspondientes a compuestos fendlicos y flavonoides con actividad antioxidante.

En los resultados obtenidos por Giusti et al., (2017) en la determinacién de compuestos
fenolicos en legumbres, mediante estandares, a longitudes de onda desde 265 a 520 nmy
usando una columna Cis, obtuvo tiempos de retencion de 4.90, 7.20 y 7.90 minutos,
mismo muy cercanos a los obtenidos en los picos 3, 5y 6 en este estudio, y al tratarse de
estandares con una columna semejante en el estudio mencionado, la identificacion

provisional es aceptada.

Por otro lado, los picos 1, 2, y 4 se compararon con picos obtenidos en la investigacion
de Lopez et al., (2017), en donde, se obtuvieron tiempos de retencion de 4.01, 4,50 y 5.96
minutos usando una columna Ciga longitudes de onda de 240, 280 y 330 nm, observando
la Figura 4 y Tabla 11 se puede apreciar la cercania entre estos valores y los obtenidos en

la harina de mashua, por lo que, se deduce que puede tratarse de los mismos compuestos.
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Dentro de las investigaciones realizadas por Lopes dos Santos et al., (2017) se realizd
un analisis de compuestos bioactivos fendlicos dentro de guayaba (Psidium guajava L.)
uséndose estandares para la técnica de cromatografia. En esta investigacion los tiempos
de retencion a una longitud de onda de 280 nm para los estandares de acido galico,
catequina y acido feralico corresponden a 9.85 y 12.67 minutos respectivamente, tiempos
muy aproximados a los obtenidos en el cromatograma de harina de mashua, por lo tanto,
se puede inferir que en este caso los picos 8 y 10 corresponden a los identificados

provisionalmente.

Por otro lado la investigacion de compuestos fendlicos presentes en mashua realizada por
Pacheco et al., (2019) muestra similitudes con los tiempos de retencion de los picos 7, 9,
11y 12, en donde a longitudes de onda gque van desde de 272 a 358 nm, obtuvo tiempos
de retencion de 8.12, 11.18, 14.50 y 16. 40 minutos respectivamente, valores que se
asemejan a los obtenidos en este estudio como se observa en la Tabla 11. Considerandose
que se trata de la misma matriz, se puede asumir que la identificacion provisional de los

picos antes mencionados es aceptable.

Cabe mencionar la existencia de asimetria y sobreposiciones de picos en los
cromatogramas obtenidos tanto para la muestra de harina de camote morado, como para
la de harina de mashua, hecho que repercute directamente sobre la incertidumbre de
medicion. Es asi, que los compuestos previamente identificados de forma provisional que
mantienen esta condicidn de asimetria, superposicion o areas de picos muy cercanas se
mantendran como compuestos no identificados y por lo tanto, es necesario la aplicacion
de una técnica mas avanzada de cromatografia, siendo en este caso cromatografia liquida
acoplada a espectrofotometria de masas (HPLC-MS) para una determinacion mas

eficiente y exacta de los compuestos correspondientes a estos picos caracteristicos.

La relacion sefial ruido (S/R) es usado para la definicion de la detectabilidad del método
y un nivel bajo de ruido se encuentra relacionado con la sensibilidad del método,
condicionando el limite de deteccion y cuantificacion. En el caso de HPLC-UV Vis este
ruido esta relacionado a el ruido propio del sistema en cuanto a la calidad del equipo y al
ruido del solvente empleado, mismo que manifiesta una sefial base en el detector usado
(Quattrocchi, 2019). Se ha tomado en cuenta esta relacién dada la incertidumbre
existente en los picos con asimetria y sobreposicion, asi como para aquellos que se

encuentran simétricamente aceptables y pueden ser comparados.
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Con el fin de llevar el andlisis a resultados mas reales, se ha considerado realizar la
verificacion del método de determinacion de compuestos fendlicos mediante HPLC-UV
Vis, tomando en cuenta parametros como la linealidad y sensibilidad, limite de deteccion
(LOD) y limite de cuantificacion (LOQ) (Gonzalez et al., 2019). En este caso se
considera tomar en cuenta los picos obtenidos que se muestran simétricamente mas
aceptables en las muestras de cada harina de forma que los compuestos a los que se
presume pertenecen puedan ser comparados tomando en cuenta los parametros de
validacién antes mencionados, ademas se tomando en cuenta el tipo de columna usada en

las investigaciones con las que se realiza la comparacion, siendo esta una columna Cis.

La adecuada identificacion y cuantificacion de analitos permite realizar la validacion de
un método y en este caso la validacion de HPLC aplicada a la determinacion de
compuestos fendlicos. Segun estudios de Zhu et al., (2023), muchos compuestos
fenolicos pueden mostrar coeficientes de determinacion (R?) superiores a 0,9971 y
valores de LOD y LOQ relativamente bajos en rangos de 0,4 a 6,7 pg/kg y 1,4 a 22,8
pg/kg. Asi mismo Zhang et al., (2023) menciona coeficientes de determinacion iguales
0 superiores a 0.998 y LOQ en rangos inferiores a 0,1 mg/g en su investigacion sobre

determinacion de compuestos fendlicos en prop6leos mediante HPLC-UV.

Analizando las investigaciones antes mencionadas y tomando en cuenta los resultados
obtenidos mediante la cromatografia liquida UV Visible en las muestras de harina de
camote morado y mashua se puede afirmar que las harinas estudiadas son ricas en
compuestos fenodlicos como acido p-cumarico, cianidina, acido cafeico y derivados,
tirosol glucésido y catequina.

Tabla 12

Concentraciéon de acido gélico presente en las muestras de harina de camote morado y
mashua amarilla.

Muestra Concentracion (mg/kg)
Camote morado 0,27
Mashua amarilla 59.03

Elaborado por: Chamba (2023).

En la Tabla 12 se encuentran las concentraciones correspondientes de acido galico
presentes en cada muestra de harina, obtenidas mediante el software N2000 offline
chromatostation, tras el calculo de datos como, el peso, altura y asimetria del compuesto

expresados en su pico correspondiente.
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3.2 Actividades bioldgicas
3.2.1 Actividad antioxidante evaluada por el ensayo DPPH

3.2.1.1 Actividad antioxidante presente en harina de camote
morado y mashua
La actividad antioxidante presente en la harina de camote morado fue evaluada mediante
el método de actividad de captacion de radicales libres DPPH. Los resultados de la
capacidad antioxidante de la harina de camote morado se expresan en la Tabla 13 en
forma de porcentaje de inhibicion de radicales DPPH.
Tabla 13

Analisis estadistico de matrices Tukey en la actividad antioxidante de las muestras de
harina

Matriz Absorbancia % Inhibicion pmol Equivalente
Trolox/g

Camote morado 0,113 +0,0012 60,976 + 0,881° 8,588 + 1,358

Mashua amarilla 0,098 + 0,005" 69,974 + 3,616% 10,254 + 0,1342

Nota. En los resultados se observa la media de las absorbancias y la media de las cinco
repeticiones del % de inhibicion de DPPH, mientras que los umol Equivalente Trolox/L
corresponden a la media de dos repeticiones y su desviacion estandar. La prueba Tukey
se llevo a cabo con un nivel de confianza de (p > 0,05).

Elaborado por: Chamba (2023).

El andlisis ANOVA, y la prueba de rangos mdultiples Tukey, demostraron
estadisticamente que la harina de mashua presenta significativamente una mayor
actividad antioxidante (% inhibicion de radicales DPPH) con un 95,0% de nivel de
confianza (p > 0,05). EL resultado de la prueba estadistica se encuentra ubicado en el
ANEXO C.

El principio del ensayo DPPH se basa en la reduccion del radical estable 2,2-difenil-1-
picrilhidrazina ante la presencia de un antioxidante, esto apreciable a vista ante el cambio
de coloracién de un morado caracteristico del DPPH a un amarillo. La reccion provoca
una disminucion en la intensidad del color que va de la mano con la proporcién del
contenido de antioxidantes de la muestra a evaluar (Lepecka et al., 2023). Aquellas
sustancias captadoras de radicales libres (donadoras de H) presentan una reaccion con el
DPPH provocando una disminucion de coloracion y absorbancia de la sustancia que
inicialmente corresponden a una coloracion violeta y a 517 nm respectivamente (Tapia
et al., 2017).
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El porcentaje de inhibicion de DPPH presente en las muestras de harina se realiz6 usando
la ecuacion usada en el estudio de Tufinio et al., (2021) con algunas modificaciones,
considerando el estado de la muestra. En concordancia con los resultados de la Tabla 13,
el porcentaje relativamente elevado de inhibicion de radicales de DPPH puede deberse a
la elevada cantidad de compuestos fendlicos y flavonoides con actividad antioxidante

presentes en la harina del tubérculo (Tejedor et al., 2021).

En la Tabla 13 se plasma como resultado que la media del porcentaje de inhibicion de
radicales de DPPH que posee el camote morado corresponde a 60,98%, valor considerado
inferior al reportado por Curayag et al., (2019) de 85,37%, en donde la solucion
metanolica se realiz6 con metanol al 50%, con un procedimiento de mezcla en vordex por
solo 10 minutos. De igual manera el porcentaje de inhibicién de la harina de camote
morado reportado por Aziz et al., (2018) es de 86,46%, siendo superior al reportado en
este estudio, esto dado a las variaciones de los ensayos, que, al igual que caso anterior se

uso una concentracion de metanol inferior al igual que el tiempo de macerado.

En el estudio quimico y antioxidante de variedades de mashua realizado por Jiménez et
al., (2019) se obtuvieron porcentajes de inhibicion de radicales DPPH de la variedad de
mashua amarilla de entre 66,03 a 75,45% en concentraciones de muestra de 200 y 250
mg/mL. El porcentaje de inhibicion de radicales DPPH obtenido en este estudio para la
muestra de harina de mashua corresponde a 69,97%, mismo valor que se encuentra dentro
del rango antes mencionado, las variaciones pueden deberse al tratamiento dado al

tubérculo.

En el presente estudio se obtuvo un valor de 8,588 umol Equivalente Trolox/g, para la
muestra de harina de camote morado, mientras que Cartier et al., (2017) muestra un valor
de 17,2 de umol Equivalente Trolox/g. Por otro lado, en la investigacion de tubérculos
andinos de Ecuador realizada por Pacheco et al., (2019) determind la actividad

antioxidante de camote morado de 3,9 mM Trolox/100 g.

De igual mamera la harina de mashua obtuvo un valor de 10,254 pmol Equivalente
Trolox/g y al comparar este valor con los obtenidos por Salazar et al., (2021), quienes
muestran en su investigacion un valor de 163 umol Equivalente Trolox/g para una
muestra de mashua deshidratada, mientras que Pacheco et al., (2019) en su estudio

obtuvieron valores de 6,0 mM Trolox/100 g correspondientes a mashua, nos damos
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cuenta que al igual que el caso de la harina de camote los pumol Equivalente Trolox/g

obtenidos son inferiores a los reportados por otras investigaciones.

Asi mismo, investigaciones sobre los compuestos fenolicos y la actividad antioxidante
presentes en seis variedades de mashua realizada por Behar et al., (2021), muestra un
porcentaje de inhibicién de 43,00 umol Equivalente Trolox/100 g para la variedad de

mashua amarilla.

La variacion ante los resultados de pmol Equivalente Trolox/g obtenidos al igual que con
el porcentaje de inhibicién en ambas harinas se puede explicar dados los tratamientos
llevados a cabo durante el paso del tubérculo de su estado natural a la obtencion de
harinas. El efecto de la temperatura puede producir reacciones negativas sobre los
compuestos nutricionales termolabiles que promueven la salud, tales como las vitaminas,

polifenoles, pigmentos y compuestos antioxidantes (Piepiorka et al., 2023).

Las condiciones de almacenamiento también tienen i fluencia directa sobre la vida util de
los compuestos bioactivos, la exposicién a la luz y temperaturas de alrededor de 25 °C
pueden influir de forma negativa sobre los procesos de degradacién (Scrob et al., 2022).

3.3 Compuestos fendlicos como elementos beneficiosos
Los polifenoles son metabolitos secundarios presentes en muchos alimentos y bebidas de
origen vegetal, y estos tienen influencia directa sobre la defensa del cuerpo humano ante
enfermedades crénicas, ademas, la actividad antioxidante de estos compuestos se ha
relacionado en asegurar la proteccion celular humana de condiciones de destruccion
relacionadas con el estrés oxidativo que tienen incidencia sobre la peroxidacion de

lipidos, lesiones al DNA y varias enfermedades degenerativas (Akther et al., 2023).

Dentro del ambito del bienestar humano se ha venido complementando las técnicas
tradicionales del procesamiento de alimentos, haciendo uso de harinas integrales con
componentes fendlicos y actividad antioxidante, de modo que se ha estado estudiando la
calidad de alimentos desarrollados mediante técnicas innovadoras tales como impresion
3D en cuanto a su valor nutricional. Si bien se busca hacer uso de tecnologia emergente
en el desarrollo de alimentos, es importante destacar el valor agregado que proporcionan
los compuestos bioactivos para promover el bienestar llegado mas alla de los nutrientes

basicos de la dieta (Kewuyemi et al., 2023).
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Segun Ahmed et al, (2021), considera que los compuestos fendlicos son los compuestos
naturales con mayor actividad en actividad antioxidante, ademas de exhibir varias
propiedades farmacoldgicas. Los antioxidantes son usados como aditivos alimenticios
para inhibir o retardar la oxidacién de lipidos, impidiendo la generacion de compuestos

toxicos, prolongando asi la vida util de los alimentos preservando su valor nutricional.

El aprovechamiento y explotacion de los recursos vegetales se ha convertido en un tema
recurrente dado el aumento de la demanda alimentaria y la necesidad de consumir
alimentos con un mejor valor nutricional. Las harinas obtenidas en este estudio presentan
una prospeccion favorable ante esta problematica, al tratarse de recursos accesibles en la
zona sierra del Ecuador, que ademés son poseedores de compuestos bioactivos que
otorgan varios beneficios hacia la salud de sus consumidores, como lo son los compuestos

fenolicos con actividad antioxidante (Singh et al., 2020).

Los fitoquimicos presentes en vegetales tales como los compuestos fendlicos desempefian
funciones varias funciones biologicas dentro del cuerpo humano, pudiendo actuar como
antioxidantes, anticancerigenas, antinflamatorias, antihipertensivas, ademas de poder
prevenir o disminuir el desarrollo de enfermedades crdnicas. Bibliograficamente
hablando la quercetina presenta propiedades antinflamatorias, anticancerigenas y
antidiabéticas, la catequina en alto consumo puede contribuir a reducir el riesgo de
padecer cancer de estdmago y pancreas, por otro lado, el acido cafeico y p-cumarico
ayudan en la prevencion de inflamacion y cancer e inhiben la melanogénesis celular. Asi

mismo al acido galico se le atribuyen propiedades antibidticas (Arruda et al., 2022).

Investigaciones realizadas por Lopez et al., (2022), muestran el papel de compuestos
fendlicos en la nutricion en procesos de embarazo y lactancia en ensayos realizados con
ratas. Este ensayo consiste en determinar la trasmision vertical de compuestos fendlicos
presentes en aceite de oliva extra virgen mediante los procesos mencionados. Del estudio
vale destacar la determinacion de acido p-cumarico y tirosol dentro del aceite y la
determinacion de tirosol y derivados dentro del plasma y suero lactico de las madres, asi
como en el plasma de las crias. Es asi, que se destaca la importancia de la dieta materna
en el proceso de embarazo y lactancia, de modo que se afirma que la administracion de
material vegetal rica en compuestos fenolicos resulta beneficiosa aumentando el nivel de
compuestos fenolicos en el propio organismo tanto para la madre, asi como para su

descendencia.
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CAPITULO IV

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONE
4.1 Conclusiones

La técnica de cromatografia liquida de alta eficiencia HPLC, identifico la
presencia de varios compuestos bioactivos mediante la obtencion varios picos en
cada cromatograma, mismos que varian en cuanto a su concentracion y tiempo de
retencion en cada tubérculo. Aun asi, la determinacion exacta del compuesto al
que corresponde cada pico encontrado no se encuentra totalmente esclarecida.
Pese a esto, se ha evidenciado la existencia de compuestos fendlicos en cada
tubérculo correlacionados al acido cumarico, clorogénico, tirosol glucésido y
catequina. compuestos que poseen maltiples beneficios en cuanto a salud, de tal
forma que se puede afirmar que la harina de camote morado y mashua pueden ser
sujetas a formulaciones con el fin de aprovechar su potencial fendlico y
antioxidante.

Los procesos involucrados en la obtencion de la harina de cada tubérculo tienen
influencia sobre los compuestos bioactivos presentes en los mismos en
comparacion a su estado natural. EI método de 2.2-difenil-1-picrilhidrazilo
(DPPH) permitié analizar la capacidad antioxidante que poseen las harinas de
cada tubérculo estudiado, siendo esta actividad considerable a las encontradas en
los mismos tubérculos, pero en su estado natural. Pese a una minima disminucién
en la capacidad de captacion de radicales DPPH presente en cada harina, y una
mayor actividad antioxidante encontrada en la harina de mashua comparada con
la de camote, se considera que las harinas cada tubérculo presentan potencial
antioxidante que puede ser aprovechado.

Los compuestos fendlicos con actividad antioxidante han sido fuente de estudio
que han venido tomado mayor relevancia en los Gltimos afios, esto gracias a su
aplicabilidad dentro del &mbito de la salud y la nutricion. Se establece que las
harinas obtenidas en este estudio tienen prospeccion dentro del area nutritiva y de
la salud, esto debido a su considerable actividad antioxidante. Es asi, que es
posible la elaboracion de formulaciones que permitan la aplicabilidad de estas
harinas en la dieta de consumidores, temiendo un impacto favorable y directo

hacia su salud.
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4.2 Recomendaciones
- El tratamiento dado a los tubérculos durante la obtencion de harinas puede
mejorarse de tal manera que la calidad de los compuestos bioactivos no se vea

afectada por factores fisicos.

- El llevar a cabo anélisis mas especificos como cromatografia liquida acoplada a
espectrofotometria de masas (HPLC-MS) permitird una determinacion mas

eficiente y exacta de los compuestos fendlicos presentes en las harinas.
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ANEXOS
Anexo A. Obtencién de harina

Figura 5
Preparacion del tubérculo. Pelado, deshidratado y molido del camote morado

Elaborado por: Chamba (2023).

Figura 6
Preparacion del tubérculo. Pelado, deshidratado y molido de mashua amarilla.

Elaborado por: Chamba (2023).

Anexo B. Determinacion de capacidad antioxidante

Figura 7
Macerado y filtrado de las soluciones metanolicas

Elaborado por: Chamba (2023)
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Figura 8
Concentracién en rotavapor de las soluciones metandlicas de las harinas

Elaborado por: Chamba (2023).

Figura 9

Prepracion de la placa de 96 posillos con los estractos de cada harina y reactivo
DPPH con 5 repeticiones

Elaborado por: Chamba (2023).

Figura 10
Medicion de las palcas de 96 posillos

Elaborado por: Chamba (2023).

45



Tabla 14

Absorbancias obtenidas por el método de DPPH de la harina de Camote morado

(Ipomeas batatas)

Replicas
1 2 3 4 5 Promedio
Blanco 0,045 0,046 0,047 0,048 0,045 0,046 + 0,001
Control 0,211 0,221 0,216 0,221 0,223 0,218 + 0,004
Muestra 0,113 0,112 0,112 0,115 0,115 0,114 + 0,001

Elaborado por: Chamba (2023).

Tabla 15

Absorbancias obtenidas por el método de DPPH de la harina de Mashua amarilla

(Tropaeolum tuberosum)

Replicas
1 2 3 4 5 Promedio
Blanco 0,051 0,046 0,051 0,047 0,062 0,0514 + 0,0057
Control 0,209 0,194 0,211 0,207 0,212 0,2066 + 0,0065
Muestra 0,101 0,092 0,094 0,097 0,106 0,0980 + 0,0050

Elaborado por: Chamba (2023).

Tabla 16

Datos obtenidos para la elaboracion de la curva de calibracién de Trolox

Inhibicién de radicales

Concentracion DPPH %
50 10,68
100 20,87
200 33,56
300 52,42
400 70,79
500 90,99

Elaborado por: Chamba (2023).

GraficaB. 1

Curva de calibracién de Trolox
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Curva de calibracion Trolox
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Elaborado por: Chamba (2023).

Anexo C. Andlisis de varianza del porcentaje de inhibicidn presente en la
harina de camote morado y mashua
Tabla 17
Anélisis de la Varianza (SC tipo 1) del % de inhibicion de DPPH de las muestras de
harina de camote morado y mashua

F.V SC gl CM F p-valor
Modelo 202,44 1 202,44 29,23 0,0006
Muestra 202,44 1 202,44 29,23 0,0006
Error 55,41 8 6,33

Total 257,85 9

Elaborado por: Chamba (2023).

Anexo D. Cromatograma correspondiente al estandar (acido géalico) para el
analisis de HPLC

Figura 1l
Cromatograma correspondiente al &cido galico usado como estandar
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Nota. Cromatograma obtenido del estdndar de &cido gélico a 272 nm, usando &cido
galico con una concentracion de 0,0089376 mg/mL cuyo tiempo de retencién
corresponde a 7,890 min.

Figura 12
Preparacion de la fase movil para la corrida de HPLC

Elaborado por: Chamba (2023).

Figura 13
Columna C18 utilizada en HPLC-UV Vis

Elaborado por: Chamba (2023).
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Figura 14
Equipo HPLC-UV Visible utilizado

Elaborado por: Chamba (2023).
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