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RESUMEN

Las antocianinas son metabolitos secundarios y pertenecen a la familia de los
flavonoides. Tienen tonalidades que van del rojo, naranja, violeta, parpura y azul. El
objetivo de este estudio fue extraer y microencapsular antocianinas de papa nativa
(Solanum spp.) variedades Puca-shungo (piel color rojiza) y Yana-shungo (piel color
violeta). La harina de cada variedad de papa se sometid a extraccion con solvente
(etanol-acido clorhidrico) a diferentes relaciones harina-solvente y tiempos de
extraccion. Un proceso Optimo para la extraccion de antocianinas se presento a una
temperatura de 68+1°C, harina-solvente 1:20, tiempo 60 minutos y pH 1. Se
microencapsularon con maltodextrina a temperatura de entrada 180 °C y temperatura
de salida 90 °C. Se realizaron ensayos de espectroscopia infrarroja para verificar la
microencapsulacion de las antocianinas. Para los ensayos in vitro de citotoxicidad e
inmunocitoquimicos se utilizaron células HeLa (ATCC®CCL-2 ™), Se trabajo con
dos valores de pH del microencapsulado de antocianinas pH 1, 42 y pH 3, 43 para
estos ensayos. La actividad citotdxica se cuantifico mediante un método colorimétrico
de bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol (MTT). Los ensayos
inmunocitoquimicos de expresion de Bax, Bcl2 y caspasa 8 se realizaron mediante
técnicas de microscopia de fluorescencia. La concentraciéon final de antocianinas
alcanzada en el microencapsulado fue de 168,5mg/100g. El ensayo de citotoxicidad
evidencid un indice de concentracién inhibitoria maxima media (IC50) de
0,0055mg/ml a un valor de pH 1,42 y 0,00049mg/ml a pH 3,43. Adicionalmente se

pudo verificar y cuantificar la expresion de Bax Bcl2 y caspasa 8.

Palabras clave: papa nativa, antocianinas, microencapsulacion, citotoxicidad,

apoptosis.
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ABSTRACT

Anthocyanins are secondary metabolites and belong to the flavonoid family. They
have tonalities ranging from red, orange, violet, purple and blue. The objective of this
study was to extract and microencapsulate anthocyanins from native potato (Solanum
spp.) Varieties Puca-shungo (reddish skin) and Yana-shungo (violet skin). The flour
of each potato variety was subjected to extraction with solvent (ethanol-hydrochloric
acid) at different flour-solvent ratios and extraction times. An optimal process for the
extraction of anthocyanins was presented at a temperature of 68 + 1 ° C, flour-solvent
1:20, time 60 minutes and pH 1. They were microencapsulated with maltodextrin at
the inlet temperature 180 ° C and outlet temperature 90 ° C. Infrared spectroscopy tests
were performed to verify the microencapsulation of anthocyanins. HelLa cells
(ATCC®CCL-2 ™) were used for in vitro cytotoxicity and immunocytochemical
assays. We worked with two pH values of anthocyanin microencapsulation pH 1, 42
and pH 3, 43 for these tests. The cytotoxic activity was quantified by a colorimetric
method of 3- (4,5-dimethylthiazol-2-yl) -2,5-diphenyltetrazole (MTT) bromide.
Immunocytochemical assays of Bax, Bcl2 and caspase 8 expression were performed
by fluorescence microscopy techniques. The final concentration of anthocyanins
reached in the microencapsulation was 168.5mg / 100g. The cytotoxicity test showed
an index of mean maximum inhibitory concentration (IC50) of 0.0055mg / ml at a pH
of 1.42 and 0.00049mg / ml at pH 3.43. Additionally, the expression of Bax Bcl2 and

caspase 8 could be verified and quantified.

Key words: native potatoes, anthocyanins, microencapsulation, cytotoxicity,

apoptosis.
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INTRODUCCION

El reino vegetal ha sido desde el inicio de los tiempos la principal fuente de recursos
para el ser humano ayudando a cubrir varias necesidades como: alimentacion,

construccion, vestimenta y medicina.

Hoy en dia debido a los avances tecnoldgicos, cientificos y gracias a los conocimientos
de medicina tradicional acerca de las propiedades curativas que poseen las plantas se
ha dado un nuevo enfoque en analizar y conocer todos los componentes de las plantas
para identificar a cual de estos deben su accion farmacoldgica (Garzon-Garzon, 2016).
Segun Ashraf, Sarfraz, Rashid, & Shahid, (2015) la Organizacién Mundial de la Salud
(OMS) hasta el afio 2006 ha estudiado 20000 especies de plantas con fines médicos,
ademas menciona que los principios activos principalmente son metabolitos
secundarios que se pueden encontrar en cualquier parte de las plantas. Estos principios

activos pertenecen a tres grupos principales: polifenoles, terpenoides y alcaloides.

La papa se desarrollo y cultivd por primera vez en las cercanias del Lago Titicaca,
junto a la frontera actual entre Per( y Bolivia, las poblaciones andinas empezaron a
comer patatas silvestres 3.000 a 4.000 afios antes de nuestra era (C. Monteros, Cuesta,
Jimenez, & Lopez, 2005). En el mundo se cultivan cerca de 5000 variedades de papa.
Las poblaciones preincaicas daban usos diferentes a las papas, las colocaban crudas
para sanar los huesos rotos, para prevenir el reumatismo y las comian mezcladas con
otros alimentos para mejorar la digestion (Monteros Guerrero, 2016). La papa tiene un
alto contenido de carbohidratos, recién cosechada, contiene un 80 % de agua y un 20
% de materia seca. Entre el 60 y el 80 % de esta materia seca es almidon, ademas, la
papa tiene poca grasa, posee abundantes micronutrientes como vitamina C, una
cantidad moderada de hierro, tiene vitaminas B1, Bz y Bg, y otros minerales como
potasio, fosforo y magnesio, asi como folato, acido pantoténico y riboflavina (FAQ,
2008). También contiene antioxidantes alimentarios, los cuales pueden contribuir a
prevenir enfermedades relacionadas con el envejecimiento, tiene fibra, cuyo consumo
es bueno para la salud (INIAP & CIP, 2002).

Ademas de las papas que estan destinadas al consumo humano existen otras variedades
poco conocidas nativas del Ecuador que han aparecido debido a los cruces de varias
especies durante miles de afios. Estas variedades de papas (INIAP-Yana shungo e

1



INIAP-Puca shungo) se caracterizan por tener pulpas coloreadas moradas y rojas
respectivamente (C. Monteros, Cuesta, Jimenez, & LoOpez, 2013). Esta singular
caracteristica se debe a las antocianinas que son metabolitos secundarios de las plantas.
Estan presentes de forma natural como glucdsidos que tienen glucosa, galactosa,
ramnosa, Xilosa o arabinosa adjunta al nlcleo aglicon, entre sus principales
caracteristicas se encuentran que son hidrosolubles, pertenecen al grupo de los
flavonoides, se acumulan en las vacuolas de las células, se les atribuye funciones como
proteccion UV, atraccion de animales para la polinizacion y dispersion de semillas,
defensa contra patdgenos y plagas y proteccion del ADN vy el aparato fotosintético de
altos flujos de radiacion (Szymanowska, Ztotek, Kara$, & Baraniak, 2015). A parte de
cumplir con dichas funciones para las plantas las antocianinas pueden ser absorbidas
directamente por el ser humano y distribuidas en la sangre por lo que el consumo
moderado de antocianinas a traves de la ingesta de productos ricos en estos compuestos
se asocia con un menor riesgo de padecer enfermedades cardiovasculares y ademas
mejora de la funcién visual (Aguilera Ortiz M, Reza Vargas MC, Chew Madinaveitia
RG, 2011). En los ultimos afios han llamado especial atencion dentro del campo de la
investigacion cientifica debido a sus habilidades para inhibir el estrés oxidativo,
carcinogénesis celular e inducir apoptosis en células malignas. Un mayor
conocimiento acerca de las antocianinas puede llegar a facilitar el desarrollo de nuevos

enfoques y estrategias para la prevencion y tratamiento del cancer (Hou, 2003).

El céncer es la segunda causa de muerte en el mundo, s6lo por detrds de las
enfermedades cardiovasculares. Los farmacos utilizados actualmente para su
tratamiento tienen una limitada actividad y causan una variedad de efectos indeseables
que incluyen toxicidad cardiaca, pulmonar, neuroldgica y renal. Por lo tanto, es
imperioso descubrir nuevos agentes anticancerosos con mayor eficacia y elevada

selectividad por células tumorales (Kladniew, Villegas, Garcia, & Bravo, 2016).



CAPITULO |
EL PROBLEMA

1.1 Tema

“Extraccion y microencapsulacion de antocianinas a partir de papas nativas (Solanum

spp.), variedades Puca-Shungo y Yana-shungo”

1.2 Justificacion

La papa es uno de los principales productos que se cultivan a nivel mundial y en el
pais segiin Cuichéan et al., (2014) ocupa el séptimo lugar de produccion ya que su
superficie plantada llega a las 36 mil hectéreas, y esta presente en 12 provincias del
pais. Debido a las caracteristicas 0ptimas de los suelos que estan ubicados en la zona
central del Ecuador, la produccion de papa estd destinada para la alimentacién por lo
que se necesita cultivar especies que generen rentabilidad a los productores y
satisfagan la demanda generada (Ramos, 2008). Se de lado a especies nativas que han
sido conservadas por miles de afios, ocasionando que estén en peligro de extincion,
especialmente las de pulpa de colores, debido a las pocas oportunidades de mercado y
al desconocimiento de sus bondades ( Monteros & Pallo, 2009).

La variedad INIAP-Yana Shungo proviene de una autofecundacién de la variedad
nativa Chaucha (HSO 213), principalmente se cultiva a 3000 o 3300 m sobre el nivel
del mar y la forma de su tubérculo es oblonga concertinada, piel de color negruzco de
intensidad, esto se debe al alto contenido de polifenoles que posee al igual que la
variedad INIAP-Puca Shungo que proviene de la autofecundacion de la variedad
Chaucha camote (BOM 532), contiene una pulpa de color rojo con piel rojo morada y
forma comprimida. ( Monteros et al., 2011).

Las antocianinas que contienen varias frutas y vegetales son hidrosolubles y no
toxicas por lo que se estan utilizando como colorante de alimentos y en los Gltimos

afios se ha despertado un mayor interés dentro del mundo de la investigacion debido a



la capacidad que tienen determinados compuestos para neutralizar los radicales libres
(Lopez-Alarcon, C.; Denicola, 2013), lo que hace que sean beneficiosas para la salud
combatiendo enfermedades cardiovasculares, neuronales, cancer y diabetes, entre
otras (Castafieda., et al, 2009; Moldovan, B, David L, Chisbora C, 2012). Estos
compuestos pertenecen a la familia de los flavonoides. El color de las antocianinas
depende del nimero y orientacién de los grupos hidroxilo y metoxilo de la molécula.
Incrementos en la hidroxilacion producen desplazamientos hacia tonalidades azules
mientras que incrementos en las metoxilaciones producen coloraciones rojas
(Aguilera-Otiz & Reza-Vargas, 2011).

Existen diversos factores que influyen en la estabilidad de las antocianinas. La
estructura de éstas puede verse afectada en cualquier etapa de un proceso tecnolégico,
como por ejemplo un proceso de extraccion de antocianinas de un material vegetal,
como asi también durante un tratamiento térmico o durante el almacenamiento de un
producto que las contiene. El proceso de microencapsulacion favorece a la
modificacion de las caracteristicas fisicas del material para facilitar su uso, control de
la liberacion del componente activo, y el enmascaramiento de aromas o sabores (Desali,
K.y Park, 2005). EI método de microencapsulacion de secado por aspersion consiste
en la produccion de un polvo seco por medio de la atomizacion de una solucién,
emulsion o suspension en una corriente de aire caliente en una camara de secado. El
agua se evapora instantaneamente, permitiendo que el material activo presente en la
corriente de alimentacion, quede atrapado dentro de una pelicula de material
encapsulante (Lépez, 2010).

El estudio de metabolitos secundarios de las plantas ha desarrollado un gran interés en
los ultimos afos debido a la variedad de compuestos y a los beneficios que puede traer
para el ser humano (Castafieda-Sanchez & Guerrero-Beltran, 2015). Uno de esos
metabolitos de las plantas son las antocianinas que se encuentran en la papa morada.
Las antocianinas tienen gran aplicabilidad, en la industria alimentaria como colorante
natural y en el campo de la investigacion se han realizado varios estudios acerca de su

potencial antioxidante y antitumoral (Bermudez, Diaz-Moreno, & Fuenmayor, 2016).



Objetivos

1.2.1

1.2.2

Objetivo General

Extraer antocianinas de papa morada (Solanum andigena) para su posterior
microencapsulacion mediante secado por aspersion y evaluar su actividad

proapoptotica in vitro en células HeLa.

Objetivos Especificos

Determinar la variedad de papa nativa coloreada que mayor contenido de
antocianinas posee.

Estudiar la influencia de diferentes parametros sobre el proceso de extraccién
de antocianinas.

Evaluar el efecto citotdxico de las microcapsulas mediante ensayos de MTT.
Evaluar el efecto proapoptotico de las antocianinas microencapsuladas in vitro
en células HeLa mediante la determinacién de Bax, Bcl. y caspasa 8 por

inmunocitoquimica.



CAPITULO Il

MARCO TEORICO

2.1  Antecedentes Investigativos

2.1.1 Papas nativas

Las papas nativas fueron cultivadas desde hace 4000 afios A.C. resultaron de un
proceso de domesticacion, seleccidn y conservacion ancestrales de los habitantes de
las zonas andinas, se considera como un sustento de vida por el papel que cumple en
la dieta de los pueblos alto andinos (INIAP, 2010). Las variedades nativas son poco
conocidas por los consumidores, pero muy valoradas por agricultores debido a su
sabor, textura, tolerancia a sequias y cientificos ya que estas especies de papas son
fuente de genes para realizar un mejoramiento genético de otras variedades de papa
(Monteros Guerrero, 2016). Las variedades nativas tienen formas y colores llamativos
y exaticos existen variedades que poseen pulpa y piel amarillo, rojo, rosado, morado
con alto contenido de carotenoides, antocianinas y flavonoides, a diferencia de las
papas mejoradas las variedades nativas tienen mayor contenido de hierro, vitamina C,
solidos y mayor concentracion de almidones. (FAO, 2008; INIAP, 2010).

2.1.1.1  Variedad INIAP-Yana Shungo (Solanum andigena)

Figura 1. Variedad INIAP-Yana-Shungo



Tabla 1. Principales caracteristicas morfolégicas de la variedad INIAP-Yana Shungo

Partes Caracteristicas

Plantas Vigorosa, con habito de crecimiento semi-erecto.

Hojas Color verde oscuro, abiertas, disectadas. Cuatro pares de foliolos laterales y dos
pares de inter-hojuelas entre foliolos.

Tallos Suculentos, robustos, de pigmentacion morada con pocas areas verdes y presencia
de alas rectas.

Flores Color blanco claro sin color secundario, la corola es semi-estrellada, el céliz
presenta pigmentacion plrpura con abundante verde, el pedicelo es ligeramente
pigmentado a lo largo y en la articulacion. Las anteras y el pistilo no presentan
pigmentacion.

Frutos Baya globosa de color verde intenso.

Tubérculo Forma oblonga concertinada, piel de color negruzco de intensidad intermedia con
manchas dispersas moradas, pulpa crema con anillo vascular y médula de color
morado. Ojos profundos; brotes de color morado.

Fuente: INIAP, 2011
Tabla 2. Caracteristicas de calidad de la variedad INIAP-Yana-Shungo
VARIABLES PARAMETROS
Materia seca (%)" 20,1-22,0
Proteina (%)” 10-11
AzUcares reductores (%)” 0,10-0,19
Polifenoles (mg/100g)" 198-385
Verdeamiento (dias) * 40-50
P (%)" 0,18-0,20
Mg (%)” 0,08-0,17
K (%)" 2,60-3,85
Na (%)" 0,02-0,03
Cu (ppm)” 5-6
Fe (ppm)” 82-86
Mn (ppm)” 2-4
Zn (ppm)” 11-13
Fuente: Departamento de Nutricién y Calidad del INIAP (2011)
* Datos en base seca
2.1.1.2  Variedad INIAP-Puca Shungo

Figura 2. Variedad INIAP-Puca-Shungo




Tabla 3. Principales caracteristicas morfoldgicas de la variedad INIAP-Puca Shungo

Partes Caracteristicas

Brotes Rojos morados.

Tallos Verdes con pocas manchas purpuras y alas rectas.

Flores Blancas con bandas lila claro en el énves, semiestrellada, caliz verde con pocas manchas
purpuras, pedicelo pigmentado sobre la articulacion, anteras y pistilo sin pigmentacion

Frutos Baya globosa de color verde con puntos blancos

Tubérculo Piel rojo morado forma comprimida con ojos medios, pulpa crema con anillo vascular y
médula rojo morada.

Fuente: INIAP, 2011

Tabla 4. Caracteristicas de calidad de la variedad INIAP-Puca Shungo

VARIABLES PARAMETROS
Materia seca (%) 19,5-22,7
Proteina (%)" 7-9
AzUcares reductores (%) 0,21-0,25
Polifenoles (mg/100g)” 189-230
Tiempo de coccion (minutos) 25-30

Ca (%)" 0,03-0,060
P (%)" 0,13-0,17
Mg (%)” 0,08-0,13
K (%) 2,45-3,81
Na (%)" 0,02-0,03
Cu (ppm)” 2,0-3,0

Fe (ppm)” 61-86

Mn (ppm)” 2.0-3.0

Zn (ppm)” 9-10

Fuente: Departamento de Nutricién y Calidad del INIAP (2011)

* Datos en base seca

2.1.2 Microencapsulacién mediante secado por aspersion

La microencapsulacion ha sido utilizada en la industria alimentaria por mas de 60 afios
y las primeras investigaciones en el area farmacéutica fueron realizadas en la
Universidad de Wisconsin (Estados Unidos), y datan de los afios 50 (Desai, K. y Park,
2005). Es una técnica que se ha aplicado para preservar, proteger, empaquetar
numerosos ingredientes. Puede considerarse una forma especial de empacar materiales
solidos, liquidos y gases en miniatura con lo que se puede conseguir mayor estabilidad
frente a factores externos, impedir que sufran reacciones de oxidacion, ademas de la
liberacion controlada del contenido de las microcapsulas a velocidades especificas
(Esquivel-Gonzalez B.E., 2015; Lopez, 2010) .

El proceso de microencapsulacion consiste en el revestimiento o atrapamiento de un

material puro o0 una mezcla dentro de otro material, formando una capsula cuyo tamafio
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puede oscilar entre 5-300 micrones de diametro (Reyes, 2010). EI material contenido
en el interior es generalmente un liquido, pero también puede ser un sélido o un gas,
el cual es conocido como material ndcleo, activo, fase interna o carga util. EI material
de revestimiento es llamado cépsula, membrana, material de pared, acarreador o
caparazén que puede ser un carbohidrato o material polimérico (Esquivel-Gonzalez
B.E., 2015).

El principio del secado por aspersion consiste en la obtencion de un polvo seco por
medio de la atomizacion de una solucion, emulsion o suspension en una corriente de
aire caliente en una camara de secado, en la cual el agua se evapora instantaneamente,
lo que permite que el material activo presente en la solucion, emulsion o suspension
se microencapsule o quede protegido por una pelicula del polimero elegido como
microencapsulante (KaluSevi¢ et al., 2017) .

Las ventajas de este proceso, en comparacion con otros métodos de
microencapsulacion, ademas de su simplicidad, es que es apropiado para materiales
muy volatiles y sensibles al calor, ya que el tiempo de exposicion a temperaturas
elevadas es muy corto (5 a 30 s), mientras que muestra desventajas al momento de
microencapsular sustancias altamente viscosas, ademas de no proporcionar un control
de condiciones en la cdmara para poder ajustar el tamafio de la 4 (L6pez, 2010; Villena
Martin MJ, Hernandez Morales ME, 2009).

Los principales encapsulantes utilizados para este método son: carbohidratos (almidon
y derivados, maltodextrinas, jarabes de maiz, sacarosa, dextrana, ciclodextrinas,
carboximetilcelulosa, metilcelulosa, etilcelulosa, nitrocelulosa, acetilcelulosa); gomas
(ardbiga, mezquite, guar, alginato de sodio, carragenina); lipidos (ceras, parafinas,
grasas, acido estearico, tristearina, mono y diglicéridos) y proteinas (gelatina, proteina
de soya, caseinatos, suero de leche, zeina, gluten, caseina) (Lopez, 2010; Rigon &
Zapata Norefia, 2016). Los encapsulantes deben tener la capacidad de proporcionar
una emulsion estable durante el proceso de secado por aspersion y tener muy buenas
propiedades de formacidon de pelicula para proveer una capa que proteja al ingrediente
activo de la oxidacion (Kalusevic et al., 2017)

El principal agente microencapsulante y que se utilizara en este trabajo es la
maltodextrina que es elaborada por métodos de hidrdlisis acida o enzimética de los
almidones. En la seleccidn de materiales de pared para encapsular, la maltodextrina es

una buena solucién entre el costo y la efectividad; tiene baja viscosidad a alta



proporcion de solidos, son inodoras, incoloras y de baja viscosidad a altas
concentraciones, ademas permiten la formacion de polvos de libre flujo sin enmascarar

el sabor original (Reyes, 2010).

2.1.3 Antocianinas

Son hidrosolubles y son los responsables de las 20 variedades de tonalidades que van
del rojo, naranja, violeta, purpura y azul. Las antocianinas tienen una mayor
concentracion en flores y frutas, pero también estan presentes en hojas, tallos, 6rganos
de almacenamiento y granos. Se consideran como colorantes naturales que han
despertado interés debido a su caracter no toxico y porque al ser hidrosolubles, se
pueden utilizar como colorantes en productos alimenticios (Castafieda et al., 2009).
Ademas, debido a sus propiedades antioxidantes, se pueden encontrar numerosas
publicaciones que les atribuyen propiedades beneficiosas para la salud, como la
prevencion de enfermedades cardiovasculares, neuronales, cancer y diabetes, entre
otras. Estos atributos de las antocianinas, colorantes y antioxidantes, resultan de interés
a efectos de estudiar metodologias de extraccion para poder utilizar posteriormente el
producto en aplicaciones tecnoldgicas, especialmente como ingrediente en la industria
alimentaria e incorporarlo a alimentos y bebidas (Moldovan B, David L, Chigbora C,
2012).

Las antocianinas se caracterizan por tener una deficiencia de electrones debido a su
estructura quimica, que las hace muy reactivas frente a los radicales libres presentes
en el cuerpo. Las propiedades atribuidas a las antocianinas para mejorar la salud estan
asociadas a esta capacidad de actuar como antioxidantes y secuestrar radicales libres
en sistemas bioldgicos ya que pueden donar hidrégenos o electrones a los radicales
libres o bien atraparlos y desplazarlos en su estructura aromatica (Ortiz et al., 2011).
En relacion a la extraccion, el método usual de extraccion es la extraccion sélido-
liquido. El caracter polar de la molécula de antocianina permite su solubilidad en
variados disolventes, tales como alcoholes, acetona y agua. Su estabilidad es afectada
facilmente por modificaciones estructurales con grupos hidroxilo, metoxilo,
glucdsidos y grupos acilos, ademas de factores como la temperatura y la luz (Pereira-
Kechinski et al., 2010).

10



Pertenecen al grupo de los flavonoides y su estructura basica es un nacleo de flavon,
el cual consta de dos anillos aromaticos unidos por una unidad de tres carbonos. El
nivel de hidroxilacion y metilacion en el anillo “B” de la molécula determina el tipo
de antocianidina, que es la aglicona de la antocianina (Aguilera-Otiz & Reza-Vargas,
2011). Aunque se han descrito doce diferentes antocianidinas, las mas comunes en
plantas son: pelargonidina, cianidina, delfinidina, peonidina, petunidina y malvidina.
Las tres primeras son mas frecuentes en frutos, en tanto que el resto lo son en flores.
En las plantas las antocianidinas no se acumulan como tal, sino en su forma
glucosilada; esto es, unidas a algun azlcar y en cuyo caso se denominan antocianinas.
El azlcar presente en la molécula les confiere una gran solubilidad y estabilidad,
generalmente se une a la antocianidina en la posicion 3 del grupo fendlico, pero puede
también hacerlo en las posiciones 5y 7 (Zapata et al., 2014) .En algunos casos, los
azUcares estan acilados con grupos derivados del acido acético o alguno de los cuatro
acidos cinamicos (p-cumaérico, caféico, fertlico o sinéptico). Se ha observado que la
presencia de estos grupos acilo en la molécula de antocianidina le confiere estabilidad
ante condiciones extremas de pH y temperatura. Normalmente se enccuentran
disueltos uniformemente en la solucién vacuolar de células epidérmicas. Sin embargo,
en ciertas especies, las antocianinas son localizadas en regiones discretas de la vacuola

celular, llamadas antocianoplastos (Salinas M. Y., 2010).

Adi Sustituyentes Amax (nm)
ghcona R1 R2 Espectro visible
Pelargonidina H H 494 (naranja)
Cianidina OH H 506 (naranja-rojo)
Delfinidina OH OH 508 (azul-rojo)
Peonidina OCH3 H 506 (naranja-rojo)
Petunidina OCH3 OH 508 (azul-rojo)
Malvinidina OCH3 OCH3 510 (azul-rojo)

Figura 3. Estructura bésica y principales sustituyentes de las antocianinas
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Actualmente, las antocianinas de maiz morado y azul estan siendo usadas para la
produccion de tortillas azules coloreadas naturalmente. La incorporacion de
antocianinas como colorantes alimenticios, ademas de mejorar la apariencia total, son
muy benéficas para nuestra salud. Diversos estudios presentan evidencia cientifica que
los extractos ricos en antocianinas pueden mejorar la agudeza visual, mostrar actividad
antioxidante, atrapar radicales y actuar como agentes quimioprotectores. Las
antocianinas también juegan un papel en las propiedades antidiabéticas tales como

control de lipidos, secrecion de insulina y efectos vasoprotectores (Shipp, 2010).

2.1.4 Apoptosis

El término apoptosis proviene del término griego que significa “caida de las hojas”.
Es una muerte celular programada que involucra participacion activa de las células
afectadas, cuyo objetivo principal es mantener la homeostasis de las poblaciones
celulares, hace referencia a situaciones en las cuales las células activan un programa
letal que se encuentra codificado en el genoma, que en un momento preciso, selecciona
determinadas células para morir (Angosto Maria Cascales, 2003). La desregulacién de
este proceso puede conducir a estados patolégicos que involucran a enfermedades con
excesiva acumulacion celular (falta apoptosis) o con excesiva pérdida celular (Baar et
al., 2017). El proceso de apoptosis se da mediante dos vias la intrinseca 0 mediada por
mitocondrias estd regulada por la familia de proteinas leucemia/linfoma 2 de las
células B (Bcl 2), controlan la permeabilidad de la membrana mitocondrial mediante
un conjunto de proteinas pro-apoptoticas (Bax, Bak, Bad, Bcl-Xs, Bid, Bik, Bim y
Hrk) y anti-apoptoticas (Bcl-2, Bcl-XL, Bcl-W, Bfl-1 y Mcl-1), todo este proceso
depende del bloqueo (no apoptosis) o la liberacion (apoptosis) del citocromo-c y la via
extrinseca 0 mediada por receptores, es decir inicia con la interaccion del ligando con
un receptor de muerte que lleva a la activacion de la caspasas especificas (Balmaceda,
2010; Espinosa, 2014).

Las células que sufren apoptosis tienen una morfologia caracteristica que incluye
condensacion citoplasmatica y nuclear, la rotura especifica de proteinas celulares, la
fragmentacion de la célula en cuerpos apoptoéticos, y la rotura endolitica del DNA en
fragmentos oligonucleosomicos (Ramirez-Garcia et al., 2014). Los cuerpos
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apoptdéticos son fagocitados por macréfagos o por células vecinas. Las sefiales que
desencadenan la apoptosis incluyen, dafio celular causado por radiaciones ionizantes,
infeccion virica o sefiales extracelulares (Sosa, 2012). En el programa de suicidio
celular interviene la transcripcion de genes especificos y su traduccion, lo cual permite
suprimir tal suicidio inhibiendo tanto la transcripcion como la traduccion (Flores-
Balcazar et al., 2015). La necrosis es otro tipo de muerte celular y se diferencia de la
apoptosis en que es una muerte accidental causada por dafios mecéanicos, lesiones o
toxicidad, aqui las células y sus organulos se hinchan debido al paso descontrolado de
iones y agua, provocando que exploten y viertan su contenido en el espacio
intercelular, lo que a su vez origina inflamacion en las poblaciones de células
adyacentes (Ates et al., 2016; Opferman & Kothari, 2017).

2.2  Hipotesis

2.2.1 Estudio del contenido de antocianinas de las papas nativas coloreadas
Puca-shungo y Yana-shungo
Hipotesis Nula

La variedad de papa nativa Yana-hungo no posee mayor contenido de antocianinas

que la variedad Puca-shungo
Hipotesis Alternativa

La variedad de papa nativa coloreada Yana-shungo posee mayor contenido de

antocianinas que la variedad Puca-shungo

2.2.2 Evaluacion del efecto de la temperatura y tiempo en el proceso de
extraccion de antocianinas

Hipotesis Nula

La variacion de la temperatura y el tiempo en el proceso de extraccion de antocianinas

no afectan su concentracion
Hipotesis Alternativa

La variacion de la temperatura y el tiempo en el proceso de extraccion de antocianinas

afectan su concentracion
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2.2.3 Efecto citotoxico y actividad proapoptotica de la microcapsulas de
antocianinas de papa morada mediante ensayos de MTT utilizando células
HeLa infectadas con HPV18

Hipotesis Nula

Las microcapsulas de antocianinas de papa morada no tienen ningun efecto citotdxico

ni actividad proapoptotica sobre células HeLa infectadas con HPV18.
Hipotesis Alternativa

Las microcapsulas de antocianinas de papa morada tienen efecto citotdxico y actividad

proapoptotica sobre células HelLa infectadas con HPV18.

2.3 Sefialamiento de variables

Variable independiente
Tiempo, disolventes, relacion solido-liquido, temperatura
Variable dependiente

Concentracion de antocianinas, microencapsulacion, efecto citotoxico y actividad

proapoptotica.
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3.1

3.11

3.12

CAPITULO I11

MATERIALES Y METODOS

Materiales

Para la extraccion y determinacion de antocianinas

Etanol 96 %

Acido clorhidrico (Thermo Scientific)37 % pureza
Agua destilada

Vasos de precipitacion de 50, 250, 500, 1000 ml (Boro 3.3)
Pipetas volumétricas y seroldgicas de 1y 3 ml
Probetas de 100, 250, 500 ml (Boro 3.3)

Balones de aforo de 25,50, 250 y 1000 ml
TermoOmetro de mercurio de 100 °C (Ap. £1,0 °C)
Celda de cuarzo (ThermoElectron 10 mm)
Micropipeta de 1 ml

Reactor de acero inoxidable de 4 |

Pera de succion

Envases ambar de 100 ml

Cépsulas de porcelana

Para la microencapsulacion de antocianinas

Extracto de papas nativas (Solanum spp.) de la variedad Yana-shungo del
Consorcio de Productores de Papa de la Region Central del Ecuador
(CONPAPA)

Maltodextrina DE 10 MEELUNIE B.V.
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3.1.3

3.1.4

Para ensayos citotoxicos e inmunocitoquimicos

Células HeLa (ATCC®CCL-2 ™)

Frascas para cultivo de células 75ml (Thermo Sceintific)

Placas de 96 pocillos (Thermo Sceintific)

Placas de 6 pocillos (Thermo Sceintific)

DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium)

Suero Fetal Bovino (FBS)

Penicilina y estreptomicina (P/S)

Buffer fosfato salino (PBS)

Tripsina EDTA 0,25 %

Dimetilsulféxido (DMSO) al 10 %

3-(4,5- dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol (MTT)

Anticuerpos primarios:Bax Antibody (6A7) sc-23959, Bcl-2 Anticuerpo (7)
sc-130308, caspase-8 Anticuerpo conjugado (8CSP03) sc-56070 (Santa Cruz
Biotechnology, inc)

Anticuerpos secundarios: 1gG kappa de raton conjugada a fluoresceina
(FITC) (m-lgGk BP-FITC Santa Cruz Biotechnology, inc), BCI2 se empleo
la proteina de union a 1gG kappa de ratén conjugada a ficoeritrina (PE) (m-

IgGk BP-PE Santa Cruz Biotechnology, inc)

Equipos

Horno secador marca Grander. MTN. Modelo CD-160
Molino marca IKA. Modelo: M 20 S003
Rotoevaporador. IKA (RV 8 V-C)

pH metro. Mettler Toledo

Centrifuga. Rotina 380

Balanza de humedad. Citizen MB 200

Buchi Mini Spray Dryer. B-290

Espectrofotometro DR-5000 UV-Vis. Hach
Espectrofotémetro infrarrojo. JASCO FT/IR-4100

16



e Incubadora de laboratorio de CO., Panasonic

o Espectrofotometro lector de microplacas. PerkinElmer Victor X3

e Microscopio Optico invertido

e Microscopio de fluorescencia Leica-DMi8. Leica Microsystems, Alemania

e Camara de cultivo celular Thermo Scientific. Modelo 1300 series A2

3.2 Métodos

3.2.1 Obtencién de harina de papa morada

Las papas nativas (Solanum spp.), tanto de la variedad Puca-shungo como Yana-
shungo se compraron en el Consorcio de Productores de Papa de la Region Central del
Ecuador (CONPAPA), ubicado en la Provincia de Tungurahua Cantén Ambato sector
Mayorista Av. EI Condor, luego se llevaron al laboratorio de la FCIAL-UODIDE en
donde se lavaron y quitaron todas las impurezas, seguidamente se secaron y cortaron
en forma de hojuelas para facilitar el proceso de secado, el mismo que dur6 24 horas
a una temperatura de 126 °F (52,2 °C) en un horno secador marca Grander. MTN.
Modelo CD-160. Posteriormente las hojuelas secas se pulverizaron en un molino
marca IKA. Modelo: M 20 S003, finalmente se pasé por un tamiz obteniendo asi la

harina de cada una de las variedades de papa a estudiar.

3.2.2 Extraccién de antocianinas de papa morada
La extraccion de antocianinas de cada una de las variedades se realizo por distintos
métodos que se detallan a continuacion.

Método 1. Fan, Han, Gu, & Chen (2008), optimizaron las condiciones para la
extraccion de antocianinas de la batata morada utilizando la metodologia de superficie
de respuesta, tomando en cuenta variables como tiempo de extraccion 60 minutos,

temperatura 70 ° C, relacién sélido-liquido y solvente etanol- HCI (1,5mol/l).

Para la determinacion se uso la siguiente formula:
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F.D

Total ant = Ag30X ——
otat an 530 98.2

Donde:
Ag3y = Absorbancia obtenida del extracto

FD = Factor de dilucion
98.2 = Absortividad molar 4cido — etanol

Método2. Giusti & Wrolstad, (2001), realizaron caracterizacion y medicién de
antocianinas mediante espectroscopia UV-Visible, con las siguientes variables: Etanol
al 20% acidificado (pH 2) en una relacion de 1:80 (M/V), temperatura de extraccion

90 °C por 60 minutos.
Se determino la cantidad de antocianinas por medio del método de pH diferencial.

A = (Asz0 — A700)PH1, 0 — (A520-A700)PH4,5

Donde:
A: Absorbancias a distintas longitudes de onda
Para determinar antocianinas monomeéricas

2 AxMxDFx100
B &x1

Donde:
MA: Antocianinas monoméricas
A: Absorbancia resultante
M: Peso molecular de cianidina 3-glucésido (449g/mol)

DF:Factor de dilucion

A: Absorbancia resultante

€: Coeficiente de extinsion molar

(26900L.mol ~*.cm™1)

Método 3. Otro método utilizado fue el descrito por Abdel-Aal & Hucl, (1999), donde
se utiliz6 como solvente HCI (1N), relacion etanol-HCI 85:15, relacién muestra
solvente 1:20, pH= 1, relacion solido liquido (1:8), temperatura de extraccion 60 ° C,

tiempo de extraccion 15 minutos con agitacion.

La cantidad de antocianinas obtenidas se determiné por:

_A vol 1 6

= = %1000 MW* sample wt
Donde:
C: Es la concentracién de antocianinas mg/kg, en nuestro caso se dividira sobre 10 para obtener el
resultado en mg/100g
A: Es la absorbancia obtenida a535nm
e: Absortividad molar (cyanidina 3-glucdsido 25965 cm™* M)
Vol: Volumen total del extracto de antocianinas
MW: Peso molecular de cianidina 3-glucésido (449)
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Para la extraccion de antocianinas de papa morada se uso el método de (Abdel-Aal &
Hucl, 1999) tomando los mejores parametros de su experimentacion vy
complementandolo con otras modificaciones. Una vez obtenida la harina de papa
morada tanto de la variedad Yana-shungo como Puca-shungo se pesaron 100 g para
mezclarlo con el disolvente (etanol: HCI 1mol/l; relacion 85:15), manteniendo la
relacion 1:20 es decir 100 g de harina por cada 2000 ml del disolvente, posteriormente
se midié el pH y se lo ajusté con HCI 4 mol/l hasta llegar 1, a continuacién se coloco
la solucion en un reactor (4 1) de acero inoxidable con tapa para evitar que se evapore,
ademas se agitdé durante 60 minutos a temperatura de 68 °C, seguidamente se
centrifugd durante 15 minutos a 15000 rpm, luego se recogié el sobrenadante. El
disolvente se elimind con un rotaevaporador IKA (RV 8 V-C) a una temperatura de 75
°C, al final se midio el volumen obtenido de concentrado de antocianinas y se guardd
en refrigeracion a 4 °C en un frasco de vidrio &mbar para protegerlo de la luz y evitar

que se descompongan las antocianinas.

3.2.3 Determinacion de antocianinas de papa morada

Una vez obtenido el extracto liquido de las papas moradas se debera determinar la
concentracion de antocianinas segin (Abdel-Aal & Hucl, 1999) se debe medir la

absorbancia en un espectrofotometro a 535nm.

3.2.4 Microencapsulacion de antocianinas mediante Spray-dryer

3.24.1  Preparacion de la disolucion para el proceso de secado
Al concentrado de antocianinas de papa morada se le midi6 la cantidad de solidos

totales por dos métodos: Método 2540-B (diferencia de peso por secado) y por método
gravimétrico balanza de humedad (Citizen MB 200), lo cual dio un valor promedio
de 27,7 %, con este dato se calculd la cantidad necesaria de cada uno de los
componentes de la solucion (concentrado de antocianinas=72 ml, maltodextrina=80 g,
agua=282 ml), posteriormente se mezclod con agitacion constante a una temperatura de

45 °C para que la maltodextrina se disolviera de mejor manera.
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3.2.4.2  Uso del equipo de secado Buchi Mini Spray Dryer. B-290

La microencapsulacion de antocianinas de papa morada se realiz6 en la UTA-FCIAL-
UODIDE en un equipo Buchi Mini Spray Dryer. B-290. Primero se conecto el equipo
a un interruptor de 110V, se encendid el compresor de aire y el equipo, ademas se
verificd que la presion sea la adecuada (-50 mbar), una vez realizados estos pasos se
pulso el boton ASPIRATOR, después se encendié la TEMPERATURA DE
ENTRADA vy se ingresé la temperatura deseada para el proceso de secado (150 °C),
cuando alcanz6 dicha temperatura se abrio el flujo de aire y de agua (PUMP) para
controlar la TEMPERATURA DE SALIDA (90 °C), seguidamente con la disolucién
(concentrado de antocianina, polimero encapsulante (maltodextrina), agua) preparada
y los pardmetros listos se procedié a realizar el secado, cuando el proceso finalizé se
apago la temperatura de entrada y se dejé pasar agua hasta que la temperatura indique
100 °C, luego se cerro el flujo de agua y el de aire en el orden indicado. Cuando la
temperatura descendid a 70 °C se desmonto el equipo y se recuperaron las antocianinas

microencapsuladas

3.2.5 Espectrofotometria Infrarroja FT-IR

Obtenido el microencapsulado de antocianinas de papa morada se efectu6 el analisis
del espectro infrarrojo, en la Escuela Superior Politécnica del Chimborazo ESPOCH
Facultad de Ciencias, Laboratorio de Quimica Instrumental.

Se conecto el equipo vy el ordenador al tomacorriente de 110 V, luego se encendi6 el
equipo presionando el switch POWER ubicado en la parte superior derecha del equipo
y se esperd 5 minutos hasta que los parametros de analisis estén listos, para el inicio
el barrido se encendi6 el ordenador para ubicarse en: Inicio/Todos los
programas/JASCO/Spectra Manager, posteriormente se corrio el programa Spectra
Manager y Quick-Start, a continuacion se limpid con algodon y alcohol el area de la
muestra (Cristal de seleniuro de zinc, soporte y capuchén de tornillo) ubicada en la
parte interior central del equipo, luego se realiz6 el Background para verificar la
ausencia de sustancias en el area de muestra presionando el boton Strart ubicado en la
parte frontal del equipo. Tanto para el analisis de muestras solidas como liquidas se

colocaron sobre el cristal del area de muestra, luego se quito el seguro ubicado en la
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parte posterior, seguidamente se jalé hacia adelante el tornillo de ajuste. Se ajusto hasta
que muestre friccion, se cerrd la tapa y pulso Strart, al momento de procesar y corregir
las escalas se utilizo el programa Spectra Analysis el mismo que ayudo a identificar y
etiquetar los picos mas relevantes, entre otras opciones segun lo que se necesite, una
vez realizado este proceso se guardo el espectro y como paso final se abrio la tapay se

limpid con algoddn y alcohol como se indicé anteriormente.

3.2.6 Evaluacion citotoxica y proapoptotica

Para realizar los ensayos inmunocitoquimicos, se utilizaron células HelLa
(ATCC®CCL-2 ™) que derivan de un linaje de una muestra de cancer cérvico-uterino
infectadas con el HPV18, las cuales fueron donadas por la Dra. Mileidys Pérez Alea
del Grupo de investigacion de Modelos Animales y Cancer de la Fundacion Institut de

Recerca Hospital Vall d'Hebron, Barcelona, Espana.

3.2.6.1  Descongelamiento de células

Las células HeLa estuvieron almacenadas y conservadas en un tanque con nitrégeno
liquido a una temperatura de -196 °C en un tubo criovial que contenia la suspension
celular con medio de criogenlacion (90 % suero fetal bovino (FBS) y 10 % de

Dimetilsulfoxido (DMSO) el cual evita que se formen cristales en la célula.

El medio de cultivo celular empleado fue DMEM 1X (Dulbecco’'s Modified Eagle
Medium) 1X (Gibco) suplementado con suero fetal bovino (FBS) 10%, L-glutamina
1 %, penicilina y estreptomicina (P/S), 1 %, suero fetal bovino (FBS). Se coloc6 en
bafio maria hasta que alcance una temperatura de 37 °C, seguidamente se procedio a
sacar el vial del tanque de nitrogeno para colocarlo en bafio maria durante un minuto
aproximadamente sin dejar que se descongelara por completo, con una micropipeta se
agregd 1ml de medio DMEM al criovial que contenia las células, para descongelar
totalmente y agregarlo a un tubo falcon con 5ml de medio, a continuacion se centrifugd
por 5 minutos a 1500 rpm, se descartdé el sobrenadante y el pellet obtenido se
resuspendio en 1ml del medio de cultivo. Para la incubacion se utilizaron frascas de

75 cm?® (Thermo Fisher Scientific), a las cuales se agregaron 10ml de medio de cultivo
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DMEM 1X junto con la suspensién de células, y se procedi6 a incubar a 37 °C con 5
% CO; y atmosfera humeda durante 24 horas.

3.2.6.2 Ensayo del MTT

Este ensayo se basa en la reduccion metabodlica del Bromuro de 3-(4,5- dimetiltiazol-
2-ilo)-2,5-difeniltetrazol (MTT) realizada por la enzima mitocondrial succinato-
deshidrogenasa en un compuesto coloreado de color azul (formazan), permitiendo
determinar la funcionabilidad mitocondrial de las células tratadas. La cantidad de
células vivas es proporcional a la cantidad de formazan producido.

Una vez que las frascas tuvieron alta confluencia de células (>80 %) se procedio a
realizar el conteo celular utilizando una camara de Neubauer, en la cual se emplea una
suspension de células en medio de cultivo DMEM 1X disgregadas con la ayuda de
una jeringa estéril, a continuacion se tomé un volumen de 30 pL de la suspension
celular con 30 uL de Trypan Blue (Sigma-Aldrich), que permitié visualizar la
proporcion de células vivas (las que no se tifien), frente a las muertas (tefiidas de
azul). En la cdmara de Neubauer se colocaron 10 pL (solucidon celular + Trypan Blue)
y se procedié a realizar el conteo en un microscopio Optico con un aumento de 40X,
se realizaron los calculos con el propésito de conocer el volumen necesario para

colocar 10 000 células en cada pocillo.

En placas de 96 pozos se sembraron 10 000 células en cada pocillo, se incubaron a
37°Cy5 % de CO durante 24 horas para permitir su adherencia, posteriormente se
descartd el medio de cultivo y se colocaron los tratamientos del microencapsulado de
antocianinas de papa morada (diluciones seriadas (10! hasta 10"*' mg/ml) durante
24 horas, transcurrido este tiempo los tratamientos fueron descartados para adicionar
100 pL de medio sin suero, ni rojo fenol por pozo, junto con 10 pL de MTT (mg/ml)
en solucion tampdn libre de calcio y magnesio, se incub6 por 4 horas a 37 °C para
permitir la formacidn de cristales de formazan, sobre esta solucién se adicioné SDS
(dodecilsulfato sédico) (Img/ml disuelto en HCI 0,01 mol/l) durante 4 horas para
disolver los cristales formados (Barone et al., 2017; Castro, 2006). Como paso final se

leyé la placa en un espectrofotometro lector de microplacas (PerkinElmer Victor X3)
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a una longitud de onda de 570 nm. Siendo la absorbancia obtenida proporcional al
namero de células vivas o proliferacion de celular.
El andlisis estadistico de los datos para la obtencion del IC 50 se realizé en el software

GraphPad Prism versién 7.04.

3.2.6.3  Ensayos inmunocitoquimicos

En placas de 6 pocillos se colocé un cubreobjetos estéril en cada uno de los pozos con
500.000 células durante 48 horas, transcurrido este tiempo se elimin6 el medio de las
placas, se lavd con PBS y se agregaron los tratamientos a cada uno de los pocillos a
una concentracion determinada con el IC 50 obtenido en el ensayo del MTT, y se
incubo durante 24 horas.

Para el proceso de fijacion, las células HelLa se lavaron 3 veces con 1 ml de PBS y
posteriormente se le adicion6 1 ml de paraformaldheido al 4 % durante 15 minutos,
seguidamente se lavaron con PBS y se procedié a realizar el proceso de
permeabilizacién, colocando 1ml de buffer de permeabilidad que contiene 20 mM
glicina 0.5Triton X100 por 15 minutos en agitacion, se lavaron las placas con PBS 3

veces cada 5 minutos.

Para el marcaje de Bax, BCI2 y Caspasa 8, se realiz6 la técnica de inmunocitoquimica
empleando los anticuerpos: Bax Antibody (6A7) sc-23959, Bcl-2 Anticuerpo (7) sc-
130308, caspase-8 Anticuerpo conjugado (8CSP03) sc-56070 (Santa Cruz
Biotechnology, inc), respectivamente previa dilucién 1:500. Para la localizacion de
Bax, se utilizé el anticuerpo secundario de unién a 1gG kappa de ratén conjugada a
fluoresceina (FITC) (m-IgGk BP-FITC Santa Cruz Biotechnology, inc), mientras que
para BCI2 se empled la proteina de unién a IgG kappa de raton conjugada a ficoeritrina
(PE) (m-IgGkx BP-PE Santa Cruz Biotechnology, inc) los cuales se diluyeron
previamente 1:500 y se incubaron a 37 °C durante media hora en cdmara humeda, se
lavaron con PBS y posteriormente los covers fueron montados sobre laminas
portaobjetos con Aqueous Mounting (Ultra Cruz). Para la visualizacion se empled un
microscopio de fluorescencia Leica-DMi8 (Leica Microsystems, Alemania),
empleando los filtros GFP (500-550 nm), DAPI (358-461nm) Texa Red (595- 615 nm)

con una magnificacion de 630X.
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Las imagenes microscopicas se capturaron en fotografias digitales a través del
software Leica Application Suite (LAS) X que permite el analisis de imagenes, ademas
de la cuantificacion de la intensidad de la fluorescencia (positividad) por medio de un
valor obtenido de la relacion de pixeles totales de la fotografia y los pixeles del area

considerada como positiva.

3.3  Diseio Experimental

Para encontrar el mejor tratamiento en el proceso de extraccion de antocianinas de
papas nativas coloreadas se empled un disefio experimental 32y los resultados se
analizaron con el programa Statgraphics centurién XV version 15.2.05 2007.

Para el andlisis estadistico de los ensayos citotoxicos e inmunocitoquimicos se uso el
software Instat GraphPad Prism 7.04, los resultados se presentaron como gréficos
tomando en cuenta medias y desviaciones estandar (DS), se realiz6 analisis de varianza
ANOVA con post test de Tukey para el analisis comparativo entre el nimero de células
positivas e intensidad de expresion de las proteinas involucradas en el proceso de
apoptosis incluyendo células control y células tratadas. Se tomd como indice de
confianza el 95% y se consider6 significativos valores de p<0,05.
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CAPITULO IV
RESULTADOS Y DISCUSION

4.1  Andlisis y discusion de resultados
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Figura 4. Determinacion de antocianinas de las variedades de papa Puca-shungo y Yana-

shungo por el método 1 propuesto por (Fan et al., 2008)

La figura 4 muestra que existe una diferencia estadisticamente significativa (p<0,005)
entre las variedades de papa Yana-shungo (Y) y Puca-shungo (P). Ademas, se puede
notar que no existe homogeneidad entre las variedades. Yana-shungo present6 un valor
medio de concentracién de antocianinas de 36,43 mg/100g y Puca-shungo 31,57
mg/100g.
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Figura 5. Determinacién de antocianinas de las variedades de papa Puca-shungo y Yana-shungo
por el método 2 propuesto por (Giusti & Wrolstad, 2001)
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La figura 5 muestra que no existe diferencia significativa (p=0,1338) entre las dos
variedades de papa. Se observa homogeneidad entre los grupos, como indica la gréfica
de bloques que cada uno tiende a sobreponerse, no existe mayor diferencia entre las
concentraciones obtenidas de antocianinas, pese a esto Yana-shungo obtuvo un mayor
contenido promedio de antocianinas 52,97 mg/100g en relacién a la variedad
Pucashungo 48,2 mg/100g. ElI método dos resultd tener mayor concentraciéon de

antocianinas que el método uno.
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Figura 6. Determinacién de antocianinas de las variedades de papa Puca-shungo y Yana-shungo
por el método propuesto por (Abdel-Aal & Hucl, 1999)

Al igual que en los casos anteriores la figura 6 con el método 3 descrito por (Abdel-
Aal & Hucl, 1999), no existe diferencia estadisticamente significativa (p=0,1124) entre
las variedades Y y P. Se obtuvieron 60,83 mg/100g para la variedad Puca-shungo, y
65,85 mg/100g para Yana-shungo. Cabe destacar que este método es el que mayor

contenido de antocianinas extrae.

La variedad de papa Yana-shungo es la que mayor contenido de antocianinas posee,
lo que se justifica debido al color morado que posee es mucho mas intenso que el color
rojo de la variedad Puca-shungo ya a que a medida que el color es méas oscuro posee

mayor contenido de antocianinas.

Segun Monteros et al., (2011), Yanashungo posee 98-385mg/100g y Pucacshungo

189-230mg/100g de polifenoles dentro de los que se encuentran las antocianinas.
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Figura 7. Comparacion de los tres métodos utilizados en la extraccion de antocianinas.

En la figura 7 se observan los 3 métodos utilizados y cada una de las variedades de
papa representadas por Y y P. En todos los casos se nota que la variedad Yana-shungo
posee mayor contenido de antocianinas. No existe diferencia significativa entre el
método 2 y 3. Por medio del método 3 se extrae una mayor cantidad de antocianinas

en las dos variedades de papa.

Los tres métodos utilizados para la extraccion de antocianinas en la cual todos los
autores toman en cuenta tres variables : relacion extracto-solvente, temperatura, y
tiempo de extraccion, coinciden en realizar una solucion alcohol-con una minima
cantidad de &cido, segin Aguilera Ortiz M et al., (2011) en un medio &cido se obtiene
la forma del cation flavilio el cual es estable en medio altanamente acido, ademaés se

puede observar que el rango de temperatura varia entre (60 y 90 °C).

Tanto el método 2 y 3 comparten similitudes de acuerdo al uso de sus variables, ya
que utilizan como solvente etanol acidificado con el propésito de llegar a valores de
pH bajos (1-2). Ademas, no existe mayor diferencia tanto en la extraccion de cada

variedad de papa como en la comparacion de los métodos.
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Figura 8. Resultados del disefio experimental con los parametros optimizados para la extraccion
de antocianinas de papa variedad Yana-shungo

En la figura 8 se muestra el analisis estadistico de los resultados del disefio
experimental del estudio de las condiciones del proceso de extraccion de antocianinas
de papa morada variedad Yana-shungo. (A) en el diagrama de Pareto se observa que
tanto la relacion, tiempo y la interaccion de estos factores tienen una influencia
significativa (p<0,005) sobre el contenido de antocianinas, se obtuvo un modelo con
un ajuste (r2 =98,43%). En el gréafico de efectos (B) se muestra que se alcanza una

mayor concentracion de antocianinas para la relacion 1:20 y para un tiempo de 60
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minutos, lo cual se observa también en el grafico de interacciones donde se muestra
que a unarelacion 1:20 y un tiempo de 60 minutos se obtiene la méxima concentracion
de antocianinas 87,5 mg/100g, de igual forma se manifiesta esta respuesta de una
forma mas explicita en el diagrama de superficie de respuesta (C) donde se puede
observar nuevamente que la relacion 1:20 y tiempo 60 minutos son los mejores

parametros para la extraccion de antocianinas.

Los valores de la tabla 5 fueron obtenidos luego del secado y pulverizado de papa
nativa morada Yana-shungo, cabe resaltar que las papas se utilizaron con cascara. Se
midié la humedad de la harina y se calcularon los valores tanto de solvente como de
harina de papa para conservar la relacion (1:20), adicionalmente una vez obtenido el

extracto se muestra el volumen final del concentrado y el % de solidos totales.

Tabla 5 Datos de harina y concentrado de antocianinas

Parametros Valor
% humedad de harina 9
Masa harina (g) 200
Volumen solvente (Et-OH- 4000
HCI,1,5 mol/l) (ml)
Volumen de extracto de 800
antocianinas (ml)
Volumen concentrado de 120
antocianinas (ml)
% solidos totales en el 28
concentrado

Microencapsulacién de antocianinas

El extracto obtenido con las condiciones dptimas se evapor6 disolvente a 70°C hasta
tratar de reducir 6 veces su volumen, para obtener una mayor estabilidad se debe
realizar una concentracion adicional para tener un efecto de estabilizacidn, dado que
cuando la concentracion de antocianinas alcanza valores altos, se presentan fendmenos
de autoasociacion entre dos cationes flavilio, dos formas hemicetal, dos bases
quinoidales, e inclusive, entre una base quinoidal y un catién flavilio, protegiendo la
molécula de antocianina (Ekici, Simsek, & Ozturk, 2013; Mohajer, 2014). El
concentrado con un contenido de 28% de solidos, se microencapsulo empleando como
polimero la maltodextrina de bajo equivalente de dextrosa (DE10) mediante secado

por aspersion.
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Las antocianinas microencapsuladas tuvieron un rendimiento de 82,05% debido a que
parte del producto se retuvo en las paredes del equipo y no fue posible recuperar, la
concentracion final de antocianinas con los parametros de extraccion optimizados
(relacion 1:20, pH 1, temperatura de extraccion 68 °C, tiempo de extraccion 1 hora)
fue de 168,5 mg/100g, ya que al principio en base al disefio experimental y sin realizar
la optimizacion de los pardmetros se obtuvo una concentracion méaxima de
antocianinas de 87,5 mg/100g. Estudios realizados anteriormente muestran a
continuacion la concentracion de antocianinas obtenidas: (Heras, Alvis, & Arrazola,
2013) extrajeron y micorencapsularon mediante secado por aspersion antocianinas de
(Solana melonera L.) optimizando las condiciones de extracciéon con 50% de solvente
acidificado, tiempo de proceso de 4 horas y temperatura de 30 °C, alcanzando una
concentracion de 62 mg/100g, Bermudez et al., (2016) de igual manera extrajeron
componentes antioxidantes de exocarpo del corozo (Bactris guineensis L.), utilizando
como solvente etanol (96%) acidificado con acido citrico relacion (19:1 v/p) en un
tiempo de 24 horas y relacion exocarpo: solvente 1:4), lo que dio como resultado una
concentracion de 124,9 mg/100g. Ademas Fan et al., (2008) optimizaron el proceso de
extraccion de antocianinas del camote morado ,los resultados mostraron que la
produccién mas alta (158 g mg/100 dw) fue alcanzada en la temperatura 80 °C, el

tiempo de extraccion 60 minutos, y la proporcién sélido-liquido 1:32.

Diez Morales., et al, (2013), realizaron un estudio acerca de la cuantificacion de los
principios anticancerigenos de la variedad de papa nativa de pulpa de color de la region
la Libertad (Pert) con el fin de procesamiento industrial. En una variedad de papa
morada no especificada obtuvieron un valor de antocianinas de 138,67 mg/100g a una
absorbancia de 545nm (MALVIDINA) y 163,24 mg/100g (PELARGONIDINA) a
515nm.
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Anélisis de Espectroscopia Infrarroja

Antocianinas de la Papa morada
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Figura 9. Espectros de FTIR del producto microencapsulado en comparacion con el producto
sin microencapsular y el polimero utilizado.

31




A un rango espectral de 4000 cm-1 a 580 cm-1, fue analizado concentrado de
antocianinas sin encapsular, microencapsulado y polimero. Los espectros infrarrojos
obtenidos (Figura 9) muestran que las antocianinas microencapsuladas y el polimero
carecen de las bandas presentes en el espectro de las antocianinas sin microencapsular.
Dichas bandas corresponden a los grupos OH de los polifenoles (1710-1512 cm™)
(Shurvell, 2006). Lo que demuestra que las antocianinas estan encapsuladas.
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Figura 10. FTIR de compuestos antocianicos presentes en hierba santa (Cestrum hediondinum
D)

En la figura 10 se puede observar y comparar los espectros de las antocianinas
obtenidos. Tanto en el estudio de la hierba santa como con el espectro de la antocianina
de la papa morada sin microencapsular (8A). Se nota que las dos figuras tienen picos
muy parecidos en el rango que corresponde a los grupos OH de los polifenoles (1710-
1512 cm). Esto confirma que los compuestos microencapsulados son polifenoles que

pertenecen a estructuras de antocianinas de la papa morada.

Juarez Montiel et al., (2013), igualmente realizaron espectroscopia infrarroja (IR) de
compuestos antocianicos presentes en el colorante de la hierba santa (Cestrum
hediondinum D.). Mencionan que es importante en este tipo de reaccién donde las
antocianinas son los monomeros, que el pH sea &cido para evitar la degradacion de la
antocianina por apertura del anillo C hacia la formacion de chalcona con pérdida
irreversible de sus propiedades. Un pH de 3 a 4 en la reaccidén permite tener a la
molécula de antocianina al estado de ion flavilio en equilibrio con la pseudobase

carbinol.
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Se puede concluir que, por la importancia de las antocianinas por sus aplicaciones, los
resultados obtenidos apuntan a que se deberia elaborar un proyecto donde se obtengan

estas de diferentes fuentes y se evalle comparativamente sus actividades bioldgicas.

Ensayos de citotoxicidad

Microencapsulado de antocianina a pH 1,42 Microencapsulado de antocianina a pH 3,43
MTT Matriz 3 MTT Matriz lll pH 3.43
100
IC 50: 0.00555 A IC 50: 0’0049 B
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Figura 11. Porcentajes de viabilidad celular seguin el método de MTT en células Hel a, tratadas
con diferentes concentraciones de los extractos de antocianinas de papa morada variedad Yana-
shungo, a las 24 h de incubacién

En la figura 11 (A), con el microencapsulado antocianinas a pH 1,42 se grafico el log:
de la concentracién de microencapsulado de antocianinas de papa morada a partir de
un stock de 1mg/ml, el cual se obtuvo disolviendo 2,967g en 5 ml de PBS,
seguidamente se realizaron diluciones seriadas y se obtuvo un valor de la mitad de la
concentracion maxima inhibitoria IC 50=0,0055mg/ml. Para (B) se ajusté el pH del
microencapsulado de antocianinas de papa morada con NaOH 1 mol/l (1,35 ml) hasta
llegar a un pH de 3,43 y el valor de (IC 50) fue 0,0049mg/ml.

Estos resultados coinciden con lo manifestado por Persi, Rinaldini, Carrion, Hapon, &
Gamarra-Luques, (2017), evaluaron las propiedades citotoxicas y antitumorales del
extracto acuoso de Tessaria absinthioides (Hook & Arn) DC, “pajaro bobo”. El
extracto obtenido tuvo una alta cantidad de flavonoides grupo al cual también
pertenecen las antocianinas, por lo que fue posible realizar la comparacion de los

ensayos citotoxicos. La citotoxicidad se estudio en lineas celulares tumorales (Gli-37,
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HelLa, HCT-116 y MCF-7). En dicho estudio se obtuvieron valores de 1C 50 entre
0,003mg/ml-0,0148mg/ml, lo que muestra que los valores de IC 50 del extracto de

antocianinas de papa morada se encuentra dentro del mismo rango.

De igual manera Ashraf et al., (2015), obtuvieron un valor de IC 50= 0,5988mg/ml al
realizar el analisis citotoxico del extracto de hexano de E. royleana fresca por medio
de la prueba de letalidad del camar6n de salmuera. Mohajer, (2014) trabaj6 con un
extracto etanolico de antocianinas de la planta Celosia Cristata en la linea celular
HCT116. Obtuvo un I1C50 de 0,02 mg/ml. Este valor es mucho mayor que los valores

de IC 50 obtenidos del concentrado de antocianinas de papa morada.

Los concentrados de antocianinas de papa morada variedad Yana-shungo utilizados en
el ensayo de MTT tuvieron actividad antiproliferativa en células HelLa. Los valores de
IC 50 obtenidos (0,0052 mg/ml y 0,0049 mg/ml) tanto para el extracto a pH 1,42 y pH
3,43, presentan una alta toxicidad. ElI IC 50 tiene una relacion inversamente
proporcional, es decir, a medida que el valor de IC 50 es mayor la actividad citotdxica

disminuye.
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Figura 12. Expresion de Bax, Bcl2 y Caspasa 8 en células HelLa tratadas con microencapsulado
de antocianinas de papa morada (Solanum andigena) a pH 1,42 y pH 3,43 de acuerdo al nimero
de células positivas por campo e intensidad empleando filtros GFP (488- 510nm) y DAPI (461-

500nm) con una magnificacién 630X
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En la figura 12 se presenta la expresion de la proteina pro-apoptotica Bax, para el
namero de células positivas por campo (A), en donde se encontraron diferencias
estadisticas significativas entre control y pH 3,4 (p<0,05) y entre pH1,4 vs pH3,4
(p<0,01), de igual forma en la intensidad de expresion por campo (B), se observo una
diferencia altamente significativa (p<0,001) en dos casos: control vs pH1,4y pH 1,4
vs pH 3,4. (C) y (D) muestran resultados de Bcl2 de acuerdo al nimero y expresion
respectivamente (C) presentd diferencias significativas en dos casos control vs pH1,4
(p<0,01) y control vs pH3,4(p<0,01), mientras que (D) obtuvo un valor estadistico
(p<0,001) en relacion a la intensidad de expresion por campo entre el control y pH1,4
y (p<0,01) pH1,4 vs pH3,4 En cuanto al patrén de expresion de caspasa 8 (E) se
encontrd una alta significancia (p<0,001) entre el control vs pH 1,4 y control vs pH3,4,
mientras que los tratamientos pH1,4 y pH3,4 se diferenciaron significativamente
(p<0,05) de acuerdo al nimero de células positivas. Finalmente (F) muestra la
intensidad de expresion con una diferencia significativa (p<0,05) entre control y pH
1,4, evidenciandose ademas un valor de (p<0,001) entre control vs pH1,4y pH 1,4 vs
pH 3,4. Estos resultados muestran un incremento en la expresion de proteinas
involucradas en la apoptosis en células sometidas a tratamiento con el

microencapsulado de antocianina de papa morada.
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Figura 13. Expresion de Bax, Bcl2 y Caspasa 8 en células Hela tratadas con microencapsulado de
antocianinas de papa morada.

Las flechas marcadas con color blanco indican expresion de cada uno de los ensayos

y las flechas rojas muestran nlcleos apoptéticos resultado de los tratamientos.

La expresion de proteina pro-apototica Bax y proteina anti-apoptotica Bcl2 muestra
que se dio un proceso de apoptosis desregulado ya que segin Sosa, (2012), cuando hay
disrupcion en el balance de miembros de la familia Bcl-2 anti-apoptéticos y pro-
apoptoticos, el resultado es una apoptosis desregulada en las células afectadas. Esto

puede deberse a una sobreexpresion de una 0 mas proteinas anti-apoptéticas o a una
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sub-expresion de una 0 mas proteinas pro- apoptéticas o a una combinacion de ambas
cosas, la sobreexpresion de Bcl-2 (anti-apoptotica) protege a las células del cancer de
préstata de la apoptosis; también se demostro que la sobreexpresion de Bcl-2 lleva a
la inhibicion de la apoptosis inducida por TRAIL en los neuroblastomas y en las

células de cancer de mama.

El microencapsulado de antocianas de papa Yana-shungo posee alta actividad
apoptdtica en células HelLa lo cual es beneficioso ya que por medio del proceso de
apoptosis se eliminan células dafiadas sin causar ningun tipo de inflamacion o
alteracion del medio en donde se encuentran, es decir no van a afectar a celulas vecinas
que sean viables. A mediano o largo plazo las antocianinas pueden ayudar en el

tratamiento de varios tipos de cancer.

4.2  Verificacion de las hipotesis

4.2.1 Estudio del contenido de antocianinas de las papas nativas coloreadas
Puca-shungo y Yana-shungo
Hipotesis Nula

La variedad de papa nativa Yana-hungo no posee mayor contenido de antocianinas
que la variedad Puca-shungo

Hipotesis Alternativa

La variedad de papa nativa coloreada Yana-shungo posee mayor contenido de

antocianinas que la variedad Puca-shungo

En todos los casos la variedad Yana-shungo obtuvo una mayor cantidad de
antocianinas por lo que se acepta la hipotesis alternativa. La variedad de papa nativa
coloreada Yana-shungo posee mayor contenido de antocianinas que la variedad Puca-

shungo
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4.2.2 Evaluacion del efecto de la temperatura y tiempo en el proceso de

extraccion de antocianinas
Hipotesis Nula

La variacion de la temperatura, relacion y el tiempo en el proceso de extraccion de

antocianinas no afectan su concentracion
Hipotesis Alternativa

La variacion de la temperatura, relacion y el tiempo en el proceso de extracciéon de

antocianinas afectan su concentracion

Se verifica la hipétesis alternativa la variacion de la temperatura, relacion y el tiempo
en el proceso de extraccion de antocianinas afectan de forma positiva la concentracién
de antocianinas, ya que a un mayor tiempo de extraccion (60 minutos), temperatura de
(68°C). El disolvente etanol-HCI relacion 85:15 alcanza su punto de ebullicion a
68+1 °C. Relacion sdélido-liquido (1:20), se obtuvieron los mejores resultados de

concentracion de antocianinas

4.2.3 Efecto citotoxico y actividad proapoptotica de la microcapsulas de
antocianinas de papa morada mediante ensayos de MTT utilizando células HeLa
infectadas con HPV18

Hipotesis Nula

Las microcapsulas de antocianinas de papa morada no tienen ningun efecto citotdxico

ni actividad proapoptotica sobre células HelLa infectadas con HPV18.
Hipotesis Alternativa

Las microcapsulas de antocianinas de papa morada tienen efecto citotdxico y actividad

proapoptotica sobre células HelLa infectadas con HPV18.

Se acepta la hipotesis alternativa las microcapsulas de antocianinas de papa morada si
tienen efecto citotdxico y actividad proapoptotica sobre células HelLa infectadas con
HPV18.
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5.1

CAPITULO V
CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Conclusiones

Se extrajeron antocianinas de papa morada de dos variedades nativas del
Ecuador Puca-shungo y Yana-shungo, posteriormente se microencapsulé para
proteger de factores ambientales, fisiscos, quimicos y bioldgicos, ademas se
probé la actividad pro-apoptotica en células HeLa (ATCC®CCL-2 ™), Los
resultados obtenidos pueden ayudar a revalorizar varias especies de plantas
nativas del Ecuador ya que sus metabolitos secundarios pueden ayudar en el
tratamiento de una gran variedad de enfermedades.

Yanashungo fue la variedad de papa con mayor contenido de antocianinas. A
medida que el color es més intenso la cantidad de antocianinas es mayor, tal
como se diferencid en el estudio la variedad Yana-shungo posee un color
violeta intenso. Esto se comprob6 con la determinacién de antocianinas de cada
uno de los métodos analizados.

Con las variables optimizadas se obtuvo una mayor concentracion de
antocianinas, se puede concluir que: a la relacion (1:20) harina-solvente se
extraen mayor cantidad antocianinas, el tiempo de igual manera influye de
forma directa en el proceso de extraccion ya que a mayor tiempo mayor es la
cantidad de antocianinas presentes en el extracto, con respecto a la temperatura
se trabaj6 a 67+0,5°C, ya que pasada esta temperatura el solvente se evapora.
El microencapsulado de antocianinas tanto a pH 1,42 y pH 3,43 presentaron
alta actividad antiproliferativa frente a células HeLa. Al comprobar la
citotoxicidad de los compuestos de interés se puede concluir que existen
nuevas moléculas de elevada biodisponibilidad con potencial actividad
antitumoral que pueden ayudar en el tratamiento y control de células tumorales.
Se evalud la actividad apoptética del microencapsulado de antocianinas
mostrando en las imégenes de microscopia de fluorescencia células con
nucleos apoptéticos caracteristicos y condensacion del material genémico en

todos los ensayos (Bax, Bcl2 y caspasa 8).
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5.2 Recomendaciones:

e Probar la factibilidad de reproducir el método de extraccion de antocianinas de
papa morada Yana-shungo a escala industrial y realizar caracterizacion
morfolodgica de las microcapsulas.

e Realizar un estudio de estabilidad frente a factores ambientales del
microencapsulado y del extracto durante un periodo largo de tiempo.

e Identificar cada uno de los componentes del microencapsulado por medio de
una técnica de cromatografia.

e Estudiar la citotoxicidad y la actividad apoptotica del microencapsulado de

antocianinas de papa morada Yana-shungo en otras lineas celulares.
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ANEXOS:

Anexo A. Determinacion de antocianinas de las variedades de papa Puca-shungo y Yana-shungo
por el método propuesto por (Fan et al., 2008)

Yana-shungo Puca-shungo
Réplica Absorbancia [] antocianinas —2 Réplica Absorbancia [] antocianinas —~
100g 100g
1 0,334 34,01 1 0,305 31,06
2 0,338 34,42 2 0,318 32,38
3 0,384 39,1 3 0,298 30,34
4 0,375 38,18 4 0,319 32,49
Promedio 36,43 promedio 31,57
Anexo B. Determinacion de antocianinas de las variedades de papa Puca-shungo y Yana-shungo
por el método propuesto por (Giusti & Wrolstad, 2001)
Puca-shungo
Replicas pH Abs520nm | Abs700nm Abs 0 antocianinas%
1 pH1 0,734 0,018 0,632 46,6
pH4,5 | 0,119 0,035
2 pH1 0,796 0,029 0,706 52,3
pH4,5 | 0,077 0,016
3 pH1 0,74 0,005 0,669 50,4
pH4,5 | 0,082 0,016
4 pH1 0,626 -0,016 0,589 43,5
pH4,5 | 0,081 0,028
promedio 48,2
Yana-shungo
Replicas pH Abs520nm | Abs700nm Abs 1 antocianinas%
1 pH1 0,73 0,024 0,681 50,2
pH4,5 | 0,034 0,009
2 pH1 0,726 -0,024 0,717 53,1
pH4,5 | 0,056 0,023
3 pH1 0,749 0,011 0,738 55,6
promedio 52,97
Anexo C. Determinacion de antocianinas de las variedades de papa Puca-shungo y Yana-shungo
por el método propuesto por (Abdel-Aal & Hucl, 1999)
Yana-shungo Puca-shungo
Réplica Absorbancia [l antocianinas —2- Réplica Absorbancia | []antocianinas —~
100g 100g
1 0,777 67,18 1 0,724 62,6
2 0,727 62,85 2 0,624 53,95
3 0,797 68,91 3 0,720 62,26
4 0,746 64,5 4 0,746 64,5
Promedio | 0,746 65,86 promedio 60,83
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Anexo D. Datos del disefio experimental de parametros optimizados en el proceso de extraccion
de antocianinas

BLOQUE Relacién Tiempo % Solidos Antocianinas
Extraidos mg/100g
1 20,0 37,5 18,42 81,88
1 20,0 60,0 24,40 87,50
1 30,0 37,5 19,41 52,66
1 25,0 37,5 16,41 65,54
1 30,0 60,0 20,26 53,87
1 20,0 15,0 17,99 77,90
1 25,0 60,0 20,27 67,87
1 25,0 15,0 17,28 63,12
1 30,0 15,0 18,55 51,10
2 20,0 37,5 25,9 80,58
2 20,0 60,0 34,5 85,52
2 30,0 37,5 34,71 55,16
2 25,0 37,5 29,01 66,75
2 30,0 60,0 33,70 54,64
2 20,0 15,0 26,75 80,15
2 25,0 60,0 38,64 74,70
2 25,0 15,0 19,75 65,45
2 30,0 15,0 30,17 54,73

Anexo E. Tablas de Annova de cada uno de los métodos utilizados para la extraccion de
antocianinas

Método 1
Fuente Suma de Cuadrados | Gl | Cuadrado Medio Valor-P
Entre grupos 47,2392 1 47,2392 0,0131
Intra grupos 23,3634 6 3,89389
Total (Corr.) 70,6026 7
Pruebas de Multiple Rangos
Método: 95,0 porcentaje LSD
Casos |Media Grupos Homogéneos
P |4 31,5675 [X
Y |4 36,4275 X
Método 2
Fuente Suma de Cuadrados |Gl [Cuadrado Medio |Razén-F Valor-P
Entre grupos 38,9505 1 38,9505 3,20 0,1338
Intra grupos 60,9067 5 12,1813
Total (Corr.) 99,8571 6

Pruebas de Mdltiple Rangos

Método: 95,0 porcentaje LSD

Casos |Media Grupos Homogéneos
P |4 48,2 X
Y |3 52,9667 |X
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Método 3

Fuente Suma de Cuadrados |Gl [Cuadrado Medio |Razén-F Valor-P
Entre grupos  |50,6521 1 50,6521 3,46 0,1124
Intra grupos 87,9357 6 14,6559
Total (Corr.) 138,588 7
Pruebas de Mdltiple Rangos
Meétodo: 95,0 porcentaje LSD
Método con pardmetros optmizados
Casos |Media Grupos Homogéneos
P |4 60,8275 |X
Y |4 65,86 X
Fuente Suma de Cuadrados Gl [Cuadrado Medio Razén-F Valor-P
A:Relacion 244731 1 244731 776,48 0,0000
B:Tiempo 83,4769 1 83,4769 26,49 0,0002
AB 18,8805 1 18,8805 5,99 0,0293
Blogues 14,6521 1 14,6521 4,65 0,0504
Error total 40,9733 13 ]3,15179
Total (corr.) 2605,29 17

R-cuadrada = 98,4273 porciento

Antoc = 121,935 - 2,34408*Relacion + 0,458611*Tiempo - 0,0136556*Relacion*Tiempo

Anexo F. Secado de ojuelas y obtencién de harina de papa

Meta: maximizar Antoc

Valor éptimo = 86,1835

Optimizar Respuesta

Factor Bajo | Alto [ Optimo
Relacion 20,0 30,0 20,0
Tiempo 15,0 60,0 60,0

49




Anexo G. Evaporacion del solvente y microencapsulado de antocianinas

Anexo H. Espectrofotometria infrarroja
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Anexo I.

Cultivo y crecimimento celular

Anexo K. Concentracion de antocianinas % de viabilidad de células para la elaboracién de la
curvadel MTT apH 1,42y pH 3,43

51

(M3] mg/mL % Hela cells viabllity log2 [M3] mgimL] % HeLa cells viabilty
] X AY1 A:Y2 AY3

X A1 AY2 AY3 A4
-10.3219281Q 104.91684540, ©8.37897011| 105.41337800
932192809 98.83258554] 100.28277730| 100209714601 |  -5.32192809) 87.92078190 89.63800994  89.89023779 93.77127872
-8.32192809 92.81115924| 91.07680346) 99.81821495|: -7.32192809| 76.20067467 £3.06465298| 80.89954861| 81.59311791
~7.32192809) 96.63482315) 101.86713990) 89.93433017]. 532197300 74.50852937 79.95005321| 77.91645824)| 75.40733550
6.32192809) 96.83987920) 99.21177474] 95.04387607) 1 ¢ 00 cnand 70.17189776 6740185632 T1.71253005 6769440454
-5.32192809| 89.62621643| 22.26110650| 88.13482314
432192809 55.99208902] 66.47932006] 8045847028 | 432192809 48.68031434) 52.85418623 5017156817 60.8278141
3.32192809] 15.31201085 12.89095295 11.45324801: -3.32192809] 18.16708189 21.08944513 24.33232794) 19.73088659
-2.32192809| 13.68035553| 13.32015007 16.05369070;




Anexo L. Microscopia de fluoresencia

52



Anexo M. Conteo de células totales, positivas y colocalizacién para realizar el analisis estadistico
de los ensayos inmunocitoquimicos

m3 papa morada BAX pH 3.43
No POSITIVAS TOTALES Colocalizacion
1 18 21 220,47
2 17 23 150,17
3 23 25 138,97
4 10 11 129,67
5 33 36 159,65
6 27 30 171,33
7 10 10 136,71
8 12 13 126,67
9 28 31 159,81
10 27 29 125,58
11 9 13 132,01
12 12 14 166,07
13 32 33 163,08
14 13 13 203,98
15 15 16 238,04
16 21 22 251,42
17 12 12 233,42
18 12 13 200,18
19 20 20 212,65
20 25 25 217,78
21 16 16 218,01
22 22 22 275,4
23 15 18 200,02
24 18 19 213,31
25 16 17 92,6
26 24 28 85,49
27 17 19 78,75
28 16 21 80,26
29 10 14 73,62
30 11 16 75,71
31 13 15 88,35
32 11 15 70,75
33 9 11 75,17
34 11 13 103,8
35 13 15 93,53
36 17 18 92,51
37 7 13 81,4
38 18 23 77,15
39 13 17
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Anexo N. Medias DS del nimero de células positivas e intensidad de expresion en células control y
tratadas

[ EXPRESIONDEBAX |
Control pH 1,4 pH 3,4
mediazDS mediazDS mediatDS
Numero de células positivas por campo 630X
12,91+6,64 | 12,03+678 | 18,036,81
Intensidad por campo 630X
179,21+ 43,38 282,10+£36,66 164,36+57,71

Numero de células positivas por campo 630X
21+11,92 | 12594683 | 12,97+9,62
Intensidad por campo 630X
178,87+ 58,76 245,61+ 63,90 190,62 £65,01

Numero de células positivas por campo 630X

36,32+£12,28 |  21,77#8,046 |  27,28+6,85
Intensidad por campo 630X
196,03+ 26,87 | 233,23+7121 | 137,3358,84

m3 papa morada BAX ph 3.43
No POSITIVAS TOTALES Colocalizacién
1 18 21 220,47
2 17 23 150,17
3 23 25 138,97
4 10 11 129,67
5 33 36 159,65
6 27 30 171,33
7 10 10 136,71
8 12 13 126,67
9 28 31 159,81
10 27 29 125,58
11 9 13 132,01
12 12 14 166,07
13 32 33 163,08
14 13 13 203,98
15 15 16 238,04
16 21 22 251,42
17 12 12 233,42
18 12 13 200,18
19 20 20 212,65
20 25 25 217,78
21 16 16 218,01
22 22 22 275,4
23 15 18 200,02
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24 18 19 213,31
25 16 17 92,6
26 24 28 85,49
27 17 19 78,75
28 16 21 80,26
29 10 14 73,62
30 11 16 75,71
31 13 15 88,35
32 11 15 70,75
33 9 11 75,17
34 11 13 103,8
35 13 15 93,53
36 17 18 92,51
37 7 13 81,4
38 18 23 77,15
39 13 17

40 15 16 108,26
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