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RESUMEN

La desnutricion ha incrementado en los dltimos afios dentro del pais. Afectando
principalmente a nifios y ancianos. La desinformacion de las cualidades y propiedades
que tienen los cultivos andinos cotidianos como el chocho y el melloco blanco es uno
de los principales motivos del desaprovechamiento de los mismos y, por ende,
contribuye al incremento de desnutricion en el pais. La presente investigacion se centra
en la determinacion de componentes fendlicos presentes en el chocho y melloco blanco
mediante técnicas opticas como el HPLC acoplado a un espectrofotometro UV-VIS,
mediante el cual se ha determinado la presencia de componentes como el acido galico
en ambas muestras. Ademas, en el caso del melloco blanco se pudo determinar que
existen flavonoides como la rutina, que posee propiedades antiinflamatorias. Y parael

chocho, se pudo determinar la presencia de acido p-cumarico.

Posteriormente se determind la capacidad antioxidante mediante el método DPPH
(2,2-difenil-1-picrilhidrazilo). Mediante esta técnica se determind que las harinas de
chocho y melloco blanco poseen un porcentaje de inhibicion de radicales DPPH de

12,56 y 86, 96 por ciento respectivamente.

Finalmente se relaciond los datos obtenidos con la importancia de la inclusion de estos
cultivos en la formulacion de alimentos funcionales para que sean incluidos enla dieta

del consumidor.

Palabras claves: Lupinus mutabilis sweet, Ullucus tuberosus, Cromatografia liquida

de alta resolucién, capacidad antioxidante, cultivos andinos, alimentos funcionales.

xiii



ABSTRACT

Desnutrition has increased in recent years within the country. Mainly affecting
children and older adults. The disinformation about the qualities and properties of daily
Andean crops such as chocho and melloco blanco is one of the main reasons why they
are wasted and, therefore, contributes to the increase of malnutrition in the country.
The present research focuses on the determination of phenolic components present in
chocho and melloco blanco by means of optical techniques such as HPLC coupled to
a UV-VIS spectrophotometer, through which the presence of components such as
gallic acid has been determined in both samples. In addition, in the case of melloco
blanco, it was possible to determine the presence of flavonoids such as rutin, which
has anti-inflammatory properties. And for the chocho, it was possible to determine the

presence of p-coumaric acid.

Subsequently, the antioxidant capacity was determined by the DPPH (2,2-diphenyl- 1-
picrylhydrazyl) method. With this technique it was determined that chocho’s and
melloco blanco's flour have a inhibition percentage of DPPH radicals of 12.56 and
86.96 percent respectively.

Finally, the data obtained were related to the importance of the inclusion of these crops
in the formulation of functional foods so that they can be included in the consumer's
diet.

Key words: Lupinus mutabilis sweet, Ullucus tuberosus, high performance liquid

chromatography, antioxidant capacity, andean crops, functional foods.
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CAPITULO 1

MARCO TEORICO

1.1. Antecedentes investigativos

1.1.1.Soberania alimentaria en Ecuador

El concepto de soberania alimentaria ha surgido en las Ultimas dos décadas
como una propuesta alternativa al sistema alimentario global neoliberal,
proponiendo devolver mas control sobre los sistemas alimentarios a los
pequefios agricultores (denominados campesinos 0 campesinas) y a otros
productores de alimentos de subsistencia y en pequefia escala (pescadores,

pastores, pueblos indigenas, etc.). (Clark, 2016).

En la nueva Constitucion, Ecuador colocé la cuestion agroalimentaria en un
horizonte alternativo al régimen alimentario corporativo, priorizando la
garantia del derecho universal a la alimentacion. De estaforma, se ha planteado
la centralidad de los sistemas alimentarios locales y el reconocimiento de un

papel protagdnico de la agricultura en pequefia escala. (Giunta, 2018).

La soberania alimentaria se ve reflejado en los Objetivos del desarrollo
sostenible. El objetivo 2 (Hambre cero) busca lograr la seguridad alimentaria y
una mejor nutricion y promover la agricultura sostenible. A dia de hoy, la
produccion de alimentos es mas que suficientes para alimentar a la poblacion.
Sin embargo, la desnutricion ha prevalecido enormemente, es por ello que se
registran hasta 828 millones de personas con desnutricién crénica en paises
desarrollados y en desarrollo. Otro problema que ha ido en incremento es la
obesidad y el sobrepeso, y es que mas de 2 millones de adultos, adolescentes y
niflos ahora lo padecen. Las consecuencias son graves tanto, para la salud
plblica como para la riqueza nacional y la calidad de vida de las personas y las
comunidades. (FAO, 2022).



1.1.1.1. Seguridad alimentaria

La seguridad alimentaria busca que cada miembro de una familia,
tenga acceso a los alimentos suficientes para llevar una vida activa y
saludable. La capacidad de adquirir esos alimentos debe ser de formas
socialmente aceptables, esdecir, sin recurrir a suministros de alimentos
de emergencia, buscar en la basura, robar u otras estrategias de
afrontamiento. (USDA, 2020).

1.1.1.2. Seguridad nutricional

Es el acceso constante, la disponibilidad y la asequibilidad de
alimentos y bebidas que promueven el bienestar, previenen
enfermedades y, si es necesario, tratan enfermedades, particularmente
entre minorias raciales/étnicas, de bajos ingresos y poblaciones rurales
y remotas, incluidas las comunidades tribales y Zonas insulares.
(USDA, 2020).

1.1.2. Cultivos Andinos en el Ecuador

1.1.21. Chocho
1.121.1 Generalidades
En Ecuador, Peri y Colombia se lo conoce como chocho. ES una
especie generalmente anual. Se caracteriza por su crecimiento erecto,
que puede llegar a medir de 0,8 hasta 2 metros de altura. (Tapia &
Fries, 2007).

Se distribuye en un amplio rango de condiciones climaticas, desde la
region subartica hasta climas semidesérticos y subtropicales, asicomo
desde el nivel del mar hasta ecosistemas alpinos. (Abraham et al.,
2019).



Figura 1.

Tarwi o chocho. A, Planta; B. Vaina con semilla
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Fuente: (Tapia & Fries, 2007)

1.121.2 Usos

Las especies de lupino tienen una amplia distribucion geogréfica y su
uso ha incrementado, pues pueden servir como ornamento, fines
agricolas, ya que ayuda a fertilizar el suelo, nutricionales y médicos. Al
igual que con otras legumbres, las semillas de lupino tienen un alto
contenido de fibra y proteinas y podrian beneficiar a la dieta humana.
(Knecht, Sanchez, & Kinder, 2020). En varios paises, se usa al
chocho como un sustituto de la soja, pues ofrece una variedad de

proteinas que benefician en la alimentacién de animales. (Abraham et

al., 2019).



1.1.21.3. Taxonomia
Tabla 1.

Taxonomia del chocho

Nombre cientifico Lupinus mutabilis
Reino Plantae

Filo Traqueofita

Clase Magnoliopsida
Orden Fabales

Familia Fabaceas

Genero Lupino

Especie Lupinis mutabilis

Fuente: (United States Department of Agriculture, 2022a)

1.1.2.1.4. Composicion quimica
El valor nutritivo del chocho, varia dependiendo de la especie, genotipo
y ubicacion endonde fueron sembradas. en la siguiente tabla se aprecia

los componentes nutricionales que poseen algunas de ellas.
Tabla 2.

Composicion quimica de las especies de chocho

L. L.
L. albus o -
angustifolius luteus  mutabilis
Proteina  Bruta
33-47 31-37 37-38 32-52
(% de MS)
Fibra bruta (%
13-16 15-17 12-15 10
de MS)
Energia
Metabolizada 13-16 12-13 10 n/A
(MJ/kg MS)
Aceite (%) 6-13 6-7 59 13-24



L. L.

L. albus
angustifolius luteus  mutabilis
Oligosacaridos
totales (% de 7-8 8-9 nlA nlA
MS)
Polisacaridos no
amilaceos (%) 18 47-51 n/A n/A
Aminoécidos
esenciales (g/16
gN)
Lys 49-5.1 45-50 4.2-4.6 50-73
Cis 1.8-2.1 1.3-1.6 1.8-25 14-17
Leu 75-8,0 6,0-7,6 6.1-7.3 5.7-7.8
Thr 3.1-4.0 30-33 26-3.2 3040

n/A: no disponible
Fuente: (Abraham etal., 2019)

1.12.15. Valor nutricional

La semilla del lupino posee grandes cantidades de proteinas y elevado
contenido de grasas, cuyo consumo adecuando optimiza el desarrollo
del cuerpo y nuestro sistema nervioso central (Suca, 2015). El chocho
desamargado posee un 10,37 % de fibra, concentrada mayormente en
la cascara. Esto ayuda a prevenir enfermedades como el estrefiimiento
0 la obesidad, pues da una sensacion de llenura y evita que una persona
se exceda en la comida. (Villarino, et.al., 2015). La cascara también

posee una cantidad beneficiosa de calcio y fosforo (Santana, 2017).

Gracias al alto contenido de calcio, el sistema 6seo se ve beneficiado,
pues este mineral asegura el crecimiento adecuado de los huesos y
ayuda a mantener la solidez de los mismos. El fosforo también ayuda a
mantener el sistema 6seo, actividad del musculo cardiaco y producir



energia. El hierro por su parte, facilita la produccion de hemoglobina,
el transporte del oxigeno e incrementa la resistencia a las enfermedades.
(MAGAP, 2019).

1.12.2. Melloco blanco

1.1.2.2.1 Generalidades

Este cultivo es conocido como ulluku en Per( y Bolivia; melloco en
Ecuador; chigua en Colombia y ruba en Venezuela. Su cultivo se lleva
a cabo en varios paises de Latinoamérica, distribuido desde Venezuela
hasta Argentina. A pesar de que se adapta a altitudes de 4000 msnm, su
produccion se ve favorecida entre 3600 y 3800 msnm, donde las
temperaturas no son muy bajas. Sin embargo, existen variedades que

pueden resistir una helada. (Tapia & Fries, 2007).

La altura que la planta de olluco puede alcanzar es de 20 a 40 cm, con
follaje compacto de un color verde intenso; la forma de las hojas es
acorazonada. En cuanto a la forma pueden ser cilindricas, ovoides o
esféricas y van de pequefios tubérculos a aquellos que se asemejan a

una papa grande. (Tapia & Fries, 2007).
Figura 2.

Melloco blanco. Plata y tubérculo

.

Fuente: (Tapia & Fries, 2007)



1.122.2. Usos

El melloco blanco puede ser usado en la industria alimenticia para
aprovechar todo su potencial nutricional. Asi mismo, tiene el &rea de
medicina, puede hacer usos de las propiedades cicatrizantes y
desinflamatorias del cultivo, que pueden ayudar a curar traumatismos

internos y externos. (Ministerio de Culturay Patrimonio, 2015).

1.12.2.3. Taxonomia
Tabla 3.

Taxonomia del melloco blanco

Nombre cientifico Ullucus tuberosus
Reino Plantae

Filo Traqueofita

Clase Magnoliopsida
Orden Caridfilos

Familia Baselaceas
Genero Ullucus

Especie Ullucus tuberosus

Fuente: (United States Department of Agriculture, 2022b)

1.12.2.4. Composicion quimica
Tabla 4.

Composicion nutricional del melloco blanco en tubérculo y almidon

seco
Contenido Tubérculo Almidon
Proteina 8,06 £ 0,07 -
Lipidos 0,65 + 0,01 0,08 + 0,00
Fibra soluble 6,49 £ 041 0,00
Fibra insoluble 722 +0,21 -
Azlcar total 526 +0,35 -




Almidon 64,96 +1,97 99,05 +1,49
Amilosa - 26,49 +0,86

Residuos minerales 540 +£0,20 0,17 £0,01

Fuente: (Valcéarcel, Rondan, & Finardi, 2013)

1.1.2.2.5. Valor nutricional

El melloco blanco tiene propiedades curativas, como la cicatrizacion de
heridas internas y/o externas. Asi mismo, ayuda a prevenir y tratar
enfermedades que afectan la prostata. (Ministerio de Cultura y
Patrimonio, 2015).

1.1.3. Componentes fendlicos

En el reino vegetal, los componentes fendlicos (CF), representan el segundo
grupo mas abundante, detras de la celulosa. Sirven de soporte estructural y
proteccion contra la radiacién solar ultravioleta, estrés bidtico o abiético,
patdgenos, herbivoros, etc. También posee un papel importante en la salud,
pues para los consumidores, estos componentes fendlicos brindan proteccion
contra enfermedades como cancer, diabetes, obesidad, entre otros, no solo por
su actividad antioxidante, pues son encargados de diferentes procesos como la
inhibicién enziméatica, modificacion de la expresion génica, la fosforilacién de

proteinas, etc. (De la Rosaetal., 2019).

Los atributos de calidad de la planta también estan relacionados con los CF,
pues muchos de ellos otorgan cualidades como el amargor, el color y el sabor.
Se ha descrito que diferentes tratamientos precosecha y poscosecha pueden
inducir la sintesis de CFsy aumentar la vida Util de frutas y hortalizas, mediante

la activacion de su sistema de defensa antioxidante. (De laRosaetal., 2019).

1.1.3.1. Identificacion de componentes fendlicos por Cromatografia
Liquida de Alta Resolucion (HPLC)

La HPLC es una técnica rapida utilizada para el analisis y separacion de

mezclas. Gracias a los avances tecnoldgicos se ha logrado analizar una

amplia gama de analitos con eficiencia y precision. (Suarez & Morales,

2018).



En este método participan una fase mévil y una estacionaria, las cuales son
inmiscibles entre si, y la muestra de interés. La fase movil (liquida) es la
encargada de llevar la muestra a traves de la fase estacionaria (solida o una
pelicula liquida soportada en un sélido inerte). La retencién y separacion
de los componentes de una muestra estan determinados por las fuerzas
quimicas Y fisicas que actuan entre la mezcla a analizar y las dos fases. La
afinidad de los componentes con la fase estacionaria es inversamente
proporcional a la velocidad se desplazaran. Es ahi, cuando la separacion de

los componentes se lleva a cabo. (Suarez & Morales, 2018).

1.1.3.2. Capacidad antioxidante

Los antioxidantes son moléculas que pueden contrarrestar los radicales
libres y especies que reaccionan al oxigeno, lo cual ayuda a retardar o
prevenir la oxidacion de otras moléculas. La capacidad antioxidante total
(CAT) se define como el potencial de una sustancia o compuesto para
inhibir o retrasar la oxidacion de un sustrato hasta en cantidades muy
pequefias. La determinacion de la capacidad antioxidante es muy util para
medir la calidad de un alimento, la cantidad de antioxidantes enun sistema,
0 la biodisponibilidad de compuestos antioxidantes en el cuerpo humano.
(Benitez-Estradaetal., 2020).



1.2. Objetivos
1.2.1. Objetivo General
Establecer la capacidad antioxidante y componentes fendlicos presentes en

chocho y melloco blanco.

1.2.2. Objetivos Especificos

e Identificar los compuestos fendlicos de la harina de chocho (Lupinus
mutabilis) 'y melloco blanco (Ullucus tuberosus) mediante
cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC).

e Analizar la capacidad antioxidante de la harina del chocho (Lupinus
mutabilis), melloco blanco (Ullucus tuberosus) por el método del 2,2-
difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH)

o Establecer la relacion de componentes fendlicos y antioxidantes como

elementos nutritivos en la dieta de los consumidores
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CAPITULO 2

METODOLOGIA
1.1. Ubicacion del lugar del experimento
La fase experimental se llevo a cabo en la Universidad Técnica de Ambato, en los
laboratorios Académicos y UOIDE de la Facultad de Ciencia e Ingenieria en
Alimentos y Biotecnologia. El anlisis cromatografico se realizd enel Laboratorio

Ecuachemlab, en la ciudad de Quito.

1.2. Muestreo y sus criterios
Las muestras fueron obtenidas en el Mercado Mayorista de Ambato

1.3. Preparacion de muestras
La preparacion de las muestras fue hecha en los Laboratorios Académicos y
UODIDE de la Facultad de Ciencia e Ingenieria en Alimentos y Biotecnologia.

1.4. Materiales
Tabla 5.

Material Vegetal

MATERIAL VEGETAL CANTIDAD (lb)
Chocho 7
Melloco blanco 20

Elaborado por: (Suarez, 2023)
Tabla 6.

Material de laboratorio

MATERIAL CANTIDAD
Probeta (100 ml) 1
Tubos eppendorf (50 ml) 5
Vasos de precipitacion (250 ml) 3
Espatula 1
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Micropipeta 20 — 200 ul 1
Micropipeta 100 — 1000 ul 1
Puntas para micropipetas 20 — 200 pul 20
Puntas para micropipetas 100 — 1000 ul 20
Gradilla 2
Placa de 96 pocillos 6

Elaborado por: (Suarez, 2023)

Tabla 7.

Reactivos de laboratorio

REACTIVOS CASA COMERCIAL CANTIDAD

Metanol (96%) Casa del Quimico — 1 galdn
Ambato

DPPH (2,2-difenil-1- Espectrocrom — Guayaquil 1 frasco

picrilhidracilo)

Trolox (acido 6- Espectrocrom — Guayaquil 1 frasco

hidroxi-2,5,7,8-

tetrametilcromano-2-

carboxilico)

Agua destilada FCIAB 1 galon

Acido galico (99%) Laboratorio Cevallos — 1 frasco
Guayaquil

Alcohol etilico (70%) Casa del Quimico — 1 frasco
Ambato

Acido formico (0,1%)  Espectrocrom — Guayaquil 1 frasco

Acetonitrilo (100%) Espectrocrom — Guayaquil 1 frasco

Elaborado por: (Suérez, 2023)
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Tabla 8.

Equipos de laboratorio

EQUIPOS CANTIDAD

Balanza analitica
Rotavapor

Bomba al vacio

Refrigerador
Deshidratador

1
1
1
Espectrofotometro 1
1
1
Triturador de alimentos 1

Elaborado por: (Suarez, 2023)
Tabla 9.

Insumos y materiales de escritorio

INSUMOSY MATERIALES

CANTIDAD

Cofias
Mascarillas
Guantes de nitrilo
Papel filtro

Papel aluminio
Fundas ziploc
Lavavajilla
Computadora
Céamara fotografica
Esferos
Rotulador

Cinta adhesiva

Bitacora

Caja x 100 unidades
Caja x 100 unidades
Caja x 100 unidades
1 pliego

2 rollos

Caja x 50 unidades
1

1

1

3 unidades

1

1

1

Elaborado por: (Suérez, 2023)
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1.7. Métodos

1.7.1. Obtenciény preparacién de la muestra

La materia prima fue adquirida en el Mercado Mayorista de Ambato, 7y 20
libras de chocho desamargado y melloco blanco respectivamente. Estos fueron
trasladados a los laboratorios Académicos de la Facultad de Ciencia e
Ingenieria en Alimentos y Biotecnologia. Los granos del chocho (Lupinus
mutabilis sweet) se lavaron con abundante agua para eliminar impurezas. Los
tubérculos del melloco blanco (Ullucustuberosus)se los lavo exhaustivamente

para eliminar la tierra, raices y ese moco caracteristico de ellos.

1.7.2. Obtencion de las harinas
Las harinas utilizadas para la determinacién de componentes fendlicos y
antioxidantes corresponden a las procesadas en el proyecto de investigacion al

cual corresponde esta tesis.

Para la obtencion de estas harinas se llevd a cabo el proceso descrito por
Salazar, (2021), con algunas modificaciones. Se hicieron cortes en laAminas de
entre 2y 3 mm de espesor del melloco blanco y el chocho fue dividido en sus
dos cotiledones. Las laminas y los cotiledones fueron sometieron a un pre-
tratamiento en un microondas por 20 segundos para luego ser sometidos a un
choque térmico en agua fria. Posteriormente se colocé las laminas de melloco
blanco y los cotiledones del chocho en mallas metalicas para ser sometidas a
un proceso de secado en un Deshidratador (CABELAS) a 150 °C durante 8
horas. Una vez secas las muestras, se las triturd y pulverizd. Se pasé el polvo
por un cernidor para eliminar los grumos. Finalmente, las harinas fueron
colocadas en bolsas ziploc de aluminio en cantidades de 100 g por funda y se

almacend a temperatura ambiente en la oscuridad hasta su analisis.

1.7.3. Andlisis HPLC de compuestos fenolicos
Los analisis cromatogréficos se realizaron en el Laboratorio Ecuachemlab en
la ciudad de Quito. La metodologia base para el analisis fue descrito por

Kardani etal. (2013). Se realizaron algunas modificaciones.
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1.7.3.1. Preparacion de solucion estandar (Acido gélico)

Se pesaron 22,8 mg de acido galico (98 %)y se diluyd con Agua: Metanol
(90:10) enun balén de aforo de 25ml. Se llevé a Ultrasonicacion por 5 min
para eliminar burbujas. Por ultimo, se realizd una dilucion 1/100 para

obtener una solucién stock de 0,0089376 mg/ml.

1.73.2. Preparacion de las soluciones de harina de chocho y

melloco blanco
Se pesaron 33719 y 33258 mg de harina de chocho y melloco blanco,

respectivamente. Estas se diluyeron con Agua: Metanol (90:10) enun balon
de aforo de 50 ml. Lassolucione fueron expuestas a Ukrasonicacion por 15
min (con agitacion cada 5 min) para eliminar burbujas. Finalmente, se hizo
una dilucion 1/100.

1.7.3.3. Condiciones de cromatografia

Las muestras fueron analizadas en un equipo HPLC conectado a un
Detector UV-VIS (PERKIN ELMER). Las condiciones utilizadas para el
analisis cromatografico de las harinas de chocho y melloco blanco estan

expresadas enla Tabla 10.
Tabla 10.

Condiciones de operacion para el analisis en HPLC

Flujo de inyeccion (ml/min) 05

pH 3

Columna RP-18 endcapped (5um)
Fase movil Agua:Acetonitrilo (90:10)
Tiempo de corrida 45 min

Voltaje 272 nm

Temperatura Ambiente

Modo de operacion Elusion isocrétrica

Fuente: (Kardani, Gurav, Solanki, Patel, & Patel, 2013)
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1.7.4. Extracto metandlico

Para la extraccion metanolica se tomé como referencia la metodologia de
Duenas, et.al, (2019) yPacheco, et.al, (2019),con algunas modificaciones. Se
tomaron 10 g de la harina y se diluyd en 250 ml de metanol por 24 horas a
temperatura ambiente. Posteriormente, se realizd una filtracion del macerado
mediante una bomba al vacio. Finalmente, se los rota evapord (IKA HB 100;
EYELA 05b-2100) para reducir la cantidad de metanol de las muestras y fueron

almacenados en tubos de centrifuga a 4 °C hasta su posterior uso.

1.7.5. Capacidad antioxidante
Se utiliz6 la metodologia de captacion de radicales libres de DPPH (2,2-difenil-
1-picrilhidrazilo) propuesta por Boboetal., (2015),teniendo en cuenta algunas

modificaciones.

1.75.1. Preparacion del reactivo DPPH y Trolox

Para obtener la solucién madre de DPPHa 150 UM se preparo una solucion
metanol-agua en proporciones de 80:20. Se tomd 100 ml de esta solucion
para disolver 0,0059 g de DPPH. La solucion fue cubierta de la luz y
agitada por aproximadamente 30 min. Esta fue almacenada en refrigeracion

hasta su posterior uso.

Para obtener la solucion madre de Trolox a 500 UM, se preparé 100 ml de
solucién metanol-agua (50:50) para disolver 0,0125 g del reactivo Trolox

y se agito.

1.75.2. Medicionde laactividad antioxidante
En una placa de 96 pocillos se prepard la matriz de estudio que consistid
en:

Blanco: 180 Wl del diluyente DPPH (metanol-agua, 80:20) + 20 pl agua
destilada

Control: 180 pl de la solucion DPPH + 20 pl metanol

Extracto (chocho y/o melloco blanco): 180 pl de la solucion DPPH + 20

gl extracto
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La preparacion de la matriz se llevo a cabo en la oscuridad. Al terminar de
colocar cada solucion en los pocillos, se tapé la placa con papel aluminio y
se dejo actuar por 40 minutos en la oscuridad y a temperatura ambiente.

Por dltimo, se midio la absorbancia en un espectrofotdmetro a 515 nm.

1.75.3. Determinacion del porcentaje de inhibicion de DPPH
El porcentaje de inhibicion fue calculado haciendo uso de la Ecuacion 1.

., Ay — Ay
% Inhibicion DPPH = [1 — (—) * 100]
Ac - Ab

Ecuacién 1. Porcentaje de inhibicion de DPPH

Donde:

A, Absorbancia de la muestra

Ay Absorbancia del blanco reactivo
A_: Absorbancia del control

1.7.6. Analisis estadistico

Se realizd6 un ANOVA y una prueba de comparacién maltiple de Tukey con un
nivel de significancia del 95%, p< 0.05 mediante el paquete estadistico

INFOSTAT.

17



CAPITULO 3

RESULTADOS Y DISCUSION

2.1. Analisis y discusion de los resultados

2.1.1. Analisis cromatografico de las harinas de chocho y melloco blanco
El HPLC al ser un método dptico, se pudo obtener diferentes picos que se
supone, pueden pertenecer aotros componentes fendlicos (Suarez & Morales,
2018). Este es el caso del acido galico en las harinas de chocho y melloco

blanco, cuyas concentraciones se detallan en la Tabla 11.
Tabla 11.

Concentraciénde acido galico en harina de chochoy melloco blanco

Muestra Concentracion (mg/kg)
Chocho 0,54
Melloco Blanco 60,28

Elaborado por: (Suarez, 2023)

Para establecer una referencia del tiempo de retencion (Rt) del &cido galico en
las muestras de harina de chocho y melloco blanco se corrid una solucion de
acido galico (98%) a una concentracién de 0,0089376 mg/ml en el HPLC
siguiendo la metodologia descrita por (Kardani et al., 2013) con algunas
modificaciones. EIl Rt obtenido de este ensayo fue de 7,890 min para el &cido
galico (ANEXO C; Figura 15).

18



Figura 3.

Cromatograma de analisis en HPLC de la harina de melloco blanco a 272 nm
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Elaborado por: (Suarez, 2023)
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En la Figura 3 se pueden observar varios picos y tiempos de retencion. El
software detecto un total de 15 picos. Sin embargo, para este estudio se tomo
en cuenta 4 de ellos, como se puede observar en la Tabla 12. Los 4 picos
elegidos, fueron los que poseen una buena distribucion y area. Pues aquellos
picos superpuestos y aquellos que no son altamente detectables como se ve el
grafico 3, generan una incertidumbre mayor a la hora de identificarlos. Asi

mismo se tomd en cuenta la relacion sefial-ruido que posee el equipo ensi.

Tabla 12.

Picos obtenidos en el andlisis en HPLC de la harina de melloco blanco

Pico Rt (min)
1 7,832
2 8,282
3 14,598
4 15,432

Elaborado por: (Suarez, 2023)

El Gnico pico definido con seguridad es el 1, el cual corresponde al acido galico
con Rt de 7,822 min, pues al comparar los cromatogramas, ambos picos poseen
Rt similares. Los picos restantes pueden pertenecer a otros acidos fendlicos.

Pacheco et.al., (2019), realiza un analisis cromatografico en donde usa como
fase movil acetonitrilo y acido férmico en agua. Su fase estacionaria es una
columna C8 y se utiliza un caudal de 0,5 mP*min-t. Asi mismo, la lectura se
realizd en un rango de 280 nm y 370 nm. Estas condiciones coinciden con las
nuestras en su mayoria por lo cual se puede tomar como referencia sus
resultados. En la Tabla 13 se puede observar con mas detalle los compuestos

encontrados por dichos investigadores.
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Tabla 13.

Datos de los picos obtenidosen una muestra de melloco blanco

Pico Rt (min) Identificacion tentativa
1 10,9 Derivados de acido ferulico
2 11,83  Tript6fano
3 1599  Quercetina-3-O-rutindsido (Rutina)
4 17,99 Kaempferol-O-ramndsido-rutinosido
5 1841 Isorhamnetin-O-dirhamnosylhe xoside
6 20,28 Kaempferol-3-rutindsido
7 21,03  Acido fertlico
8 23,86  Acetilramnosilhex6sido de kaempferol
9 2412 Isorhamnetina 3-rutinésido

Fuente: (Pacheco, et.al, 2019)

En dicha investigacion se menciona que el contenido fendlico del melloco
blanco esta constituido principalmente por el kaempferol-O-ramnésido-
rutinésido seguido de la rutina, cuyo pico se asemeja al pico 4 en nuestro

cromatograma y por el acido ferulico.

Debido a la escases de estudios referentes al melloco blanco se ha tomado en
cuenta diferentes estudios hechos en tubérculos propiedades similares y calidad
nutricional relativamente igual, tal es el caso de la mashua. Chirinos et.al.,
(2008), realiz6 un analisis cromatografico en el que utilizé una fase estacionaria

similar a la nuestra. Asi mismo, se trabajo a un pH de 2,5 y con una longitud
de onda de 280 nm, condiciones que esta relativamente cerca del valor usado
en nuestro estudio (pH=3; longitud de onda: 272 nm). En dicha investigacién
se menciona que existen componentes fendlicos como el &cido cumarico,

rutina, derivados del acido cindmico y acido gélico.

21



Figura 4.

Cromatograma de analisis en HPLC en la harina de chocho

8 £ 85 8 8

BB ERBES 8 S

WV oltage(mv)
N Ea s 8RR
4.440

=
4240

4,690

M o N e @ oo

=
)
w
-
w
o
-4
(=1
-
3

Elaborado por: (Suérez, 2023)
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Asimismo, la semilla del chocho posee una gran cantidad de acidos fendlicos.
Se estima que los picos observados en la Figura 4 pertenecen a algunos de
ellos. Se conoce que los principales compuestos fendlicos presentes en las
semillas de lupino pertenecen a las subclases de acidos fendlicos, flavonas e

isoflavonas (Karama¢ et al., 2018).
Tabla 14,

Picos obtenidos en el analisis en HPLC de la harina de chocho

Pico Rt (min)
1 6,048
2 7,875
3 10,232

Elaborado por: (Suérez, 2023)

El &cido galico pudo ser determinado en la harina en un tiempo de retencion
de 7,875 min al comparar con el cromatograma del estandar. Estudios
realizados en diferentes matrices del chocho, se determind la presencia de
derivados de apigenina con RT de 26,760 y 27,378 min. (Czubinski,
Grygier & Siger, 2021). Asimismo Karama¢ et.al., (2018) alrealizar un
analisis cromatografico de extracto de chocho lograron obtener 3 picos,
estos pertenecientes a glucosidos del acido p-cumarico (1y 2) y apigenina-
6,8-di-C-glucdsido con RT de 10,5, 12,8 y 21,5 respectivamente. A partir
de estos datos, se puede suponer que existen glucésidos del acido p-
cumarico.
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3.1.2. Capacidad antioxidante

En la Tabla 15 se presenta la capacidad antioxidante del chocho (Lupinus
mutabilis sweet) y melloco blanco (Ullucus tuberosus), mediante el poder
reductor del 2,2-difenil-1-picrilhidracilo (DPPH). EIl ANOVA demuestra la
existencia de diferencias significativas (p > 0,05) entre estas matrices, siendo

el melloco blanco el que posee mayor % de inhibicion.
Tabla 15.

Capacidad antioxidante en las harinas de chochoy melloco blanco

pmol
Matriz Absorbancia % Inhibicion Equivalente
Trolox/g
Harina de
0,470,032 12,56 +5,53° 2,31 £043
chocho
Harina de
0,11+0,01° 86,96 +0,012 12,40 +0,26

melloco blanco

Elaborado por: (Suarez, 2023)

Nota: Los valores de la absorbanciay del % de inhibicion de DPPH que se
presentan en la tabla es la media de 5 repeticiones. Mientras que, los valores
expresadosen pmol Equivalente Trolox/L es la media de 2 repeticionesy su
desviacion estandar. Se realizo un ANOVA con la prueba de comparacion

Tukey (p>0,05) tanto para las absorbancias como para % de inhibicidn.

Segun los resultados del presente estudio, el chocho posee un porcentaje de
inhibicién del 12,56 %, que equivale a 2,31 pmol Eq. Trolox/g, lo que significa
que si posee actividad antioxidante. Cérdovaet.al(2020)enun estudio similar
en donde se trabajé con chocho en diversas matrices, obtuvo valores de 2,26 —
539 pmol Trolox/g b.s, valores muy similares a los obtenidos en nuestro

estudio.

Por otro lado, Pérezet.al., (2019), describe en su estudio que el chocho posee
87.36 £+ 18.55 umol Eq. Trolox/g peso fresco, y se reportd valores altos de acido
acético (2,33 g/100 g FW) y acido citrico (1,24 g/100 g FW) que le dan esa
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capacidad antioxidante a la planta. Una investigacion, en donde la matriz de
estudio fue una bebida vegetal de chocho, nos dan una referencia de la
capacidad antioxidante, en donde las muestras de chocho desamargado
contiene menos capacidad antioxidante que el chocho amargo (Cérdovaetal.,
2020), llegando a la conclusion que en el proceso de desamargado, se pierden
parte de los fitoquimicos por accion del calor (Amaya Beltran, 2021). Asi
también, Arellano, (2022), menciona que el extracto de harina de chocho
desamargado (sin alcaloides) posee una actividad antioxidante menor al
obtenido con el chocho amargo, otorgando a dichos resultados a la reduccién
de polifenoles de la muestra durante el proceso de desamargado, ya que muchos
de ellos son solubles en agua y, por lo tanto, se eliminaron durante los lavados.
Por lo tanto, al haber utilizado semillas de chocho desamargadas, se puede
suponer que esa es la razén por el cual nuestro % de inhibicion es baja en

comparacion a los expuestos anteriormente.

En cuanto a la capacidad antioxidantes del melloco blanco, el porcentaje de
inhibicion obtenido en este estudio fue de 86,96 % que equivale a 12,40 pumol
Eqg. Trolox/g. Se encontraron diferentes trabajos en donde mediante la técnica
DPPH, se determind un porcentaje de actividad antioxidante, entre 18,89 y
60,96%, en las diferentes partes de las plantas de ulluco. (Mejiaet.al., 2018).
Zavaleta et al. (2005), también determind que el melloco blanco posee un

porcentaje de inhibicion de 27,62%.

Los porcentajes de inhibicion, tanto en el chocho como en el melloco blanco,
varian mucho con los encontrados bibliograficamente, y es que, la cantidad de
acidos organicos presentes en las partes carnosas de los frutos de diferentes
especies puede variar mucho, al igual que la abundancia relativa de los acidos
orgénicos individuales. Ademas, su contenido depende del estado de desarrollo

del fruto y de diversos factores ambientales (Khayyat et.al., 2018).

3.1.3. Relacion de componentes fendlicos y antioxidantes como eleme ntos

nutritivos en la dieta de los consumidores.

Los &cidos organicos han sido identificados como responsables, en gran
medida, de la textura y sabor de las frutas, los cuales juegan un papel
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fundamental en la aceptacién de los consumidores. (Walker & Famiani,
2018).

Las propiedades de la semilla de lupino son consideradas no solo por su funcion
nutritiva sino también por los efectos beneficiosos que estos compuestos
pueden tener en el cuerpo humano. Las caracteristicas mas beneficiosas
incluyen  actividades hipolipidémicas,  hipoglucémicas, hipotensoras,
anticancerigenas y contra la obesidad (Ruiz-Ldopez etal., 2019). Asi mismo,
el melloco blanco tiene propiedades antiinflamatorias que han sido
aprovechadas para reducir procesos inflamatorios, y su extracto ha mostrado
propiedades regeneradoras con procolageno. (Heil, Bravo, Montoya,
Robledo, & Osorio, 2017).

Como se menciond anteriormente, la harina de melloco blanco posee
flavonoides como la rutina, el cual ha sido relacionado a la actividad
antiinflamatoria contra la colitis, como lo menciona Fitzpatrick &
Woldemariam, (2017), en su estudio con ratones con enfermedades
inflamatorias intestinales. La rutina, ademas, ha mostrado un efecto protector
contra la aterosclerosis, el estrés oxidativo, la cardiotoxicidad, la disfuncion de
las células endoteliales y la insuficiencia cardiaca (Patel et al., 2018). Sin
embargo, se ha mencionado que muy pocas plantas tienen la capacidad de
almacenar rutina en grandes cantidades (Habtemariam & Varghese, 2015).
El melloco blanco ademas es rico en kaempferol-O-ramnésido-O-rutinésido,
un polifenol que ha ejercido efectos antiinflamatorios y antiasmaticos en
modelo de ratones (Chung et al., 2015). Acido ferulico, el cual ha sido
profundamente estudiado en los Ultimos afios, gracias a su efecto preventivo
contra el cancer, enfermedades como Alzheimer, diabetes mellitus,
enfermedades de la piel y cardiovasculares (Shahabadi et al., 2017
Sgarbossaetal., 2015).

Asi mismo la harina del chocho, tiene dentro de sus componentes fendlicos a
los glucésidos del acido p-cumarico, que son derivados del &cido
hidroxicindmico. Este posee actividad antiinflamatoria ademas de propiedades
beneficiosas en la diabetes experimental, la hiperlipidemia y en tratamientos

contra enfermedades ocasionadas por la obesidad. (Alam, Subhan & Hossain,
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2016). También se menciona la presencia de derivados de apigenina, que
contiene un potencial antioxidante muy grande y puede estimular el
metabolismo de la glucosa y aumentar la secrecion de insulina del pancreas.
(Liu, Chen & Yang, 2011). Ademas, puede ayudar a prevenir complicaciones
diabéticas como cataratas, retinopatia y neuropatia. (Barky, Ezz &
Mohammed, 2020). Ahmed et.al. (2021) menciona que la apigenina posee un

potencial anticancerigeno.
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CAPITULO 4

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

4.1. Conclusiones

- Se identifico, mediante el empleo de cromatografia liquida de alta resolucion
(HPLC), la presencia de los componentes fendlicos en las harinas de chocho
(Lupinus mutabilis sweet) y melloco blanco (Ullucus tuberosus).
Especificamente se pudo determinar la presencia del acido galico en
concentraciones de 0,54 y 60,28 mg/kg respectivamente. Ademas, en el caso
del chocho, al comparar los tiempos de retencion (Rt) obtenidos en el
cromatograma con estudios similares, hay una gran posibilidad de que existan
glucésidos del &cido p-cumarico. Asi mismo, al comparar los Rt obtenidos en
la harina de melloco blanco, se puede suponer que existe una cantidad de
dirhamnosilhexdsido de quercetina.

- Se analiz6 la capacidad antioxidante de las harinas de chocho y melloco
blanco mediante el método de 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH).
Efectivamente nuestras matrices poseen actividad antioxidante. Esto debido
a la presencia de diferentes componentes fendlicos que otorgan esta
caracteristica a dichos cultivos. El porcentaje de inhibicion fueron de 86,96
y 12,56 para el melloco blanco y el chocho respectivamente. En ambos
cultivos se obtuvieron valores diferentes a los bibliograficos, lo cual se lo
adjudica a las diferentes condiciones de crecimiento de la planta y
tratamiento de los mismos durante la elaboracion de las harinas.

- Se establecié una relacion de componentes fendlicos y antioxidantes como
elementos nutritivos en la dieta de los consumidores. Y es que la presencia
de componentes fendlicos en el chocho y melloco blanco otorgan
propiedades beneficiosas para la salud del hombre. Es por ello que, la
inclusion de estos cultivos en la elaboracion de alimentos funcionales puede
generar un gran impacto en la salud del consumidor, contribuyendo a

alcanzar un nivel de vida adecuado, al cual todos tenemos derecho.
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4.2. Recomendaciones

Debido al limitado capital, Gnicamente se determind la presencia de acido
galico en las muestras. Para ampliar este listado, seria conveniente el uso de
un equipo HPLC que esté acoplado a un espectrometro de masas, con el cual
se pueda generar mejor visibilidad de la estructura de los compuestos y asi
lograr determinar mas de uno.

Usar diferentes matrices en la determinacion de la actividad antioxidante, con
el objetivo de demostrar cual es la que posee mayor porcentaje de inhibicidn
ante los radicales DPPH.

Para realizar el DPPH se realizd una extraccion metandlica de los
componentes de las harinas. Se recomienda utilizar diferentes tipos de
extracciones, como el Soxhlet, extraccion metanolica, entre otros. Un mayor
ndmero de variables, aumenta la posibilidad de hallar un método mas

eficiente.
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ANEXOS

ANEXO A. Obtencion de harinas de chocho y melloco blanco
Figura 5.

Preparacion del chocho. A. Chocho pelado; B. Separacion de cotiledones

Elaborado por: (Suarez, 2023)
Figura 6.

Preparacion del melloco blanco. A. Melloco blanco; B. Corte del melloco blanco en

laminas de 2 a 3 mm de diametro.
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Elaborado por: (Suérez, 2023)
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Figura 7.

Pretratamiento en microondas. A. Chocho; B. Melloco blanco

Elaborado por: (Suarez, 2023)
Figura 8.

Proceso de deshidratacion de las muestras a 60 °C durante 8 h

Elaborado por: (Suarez, 2023)
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Figura 9.

Producto final; A. Harina de chocho; B. Harina de melloco blanco

Elaborado por: (Suarez, 2023)
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ANEXO B. Extraccién metandlica

Figura 10.

Pesado de muestra para el proceso de macerado con metanol al 98%

Elaborado por: (Suarez, 2023)

Figura 11.

Filtrado del macerado en etanol luego de 24 horas

Elaborado por: (Suérez, 2023)
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Figura 12.

Rota evaporado del macerado filtrado

Elaborado por: (Suarez, 2023)
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ANEXO C. Identificacion de componentes fendlicos en las harinas de chochoy
melloco blanco

Figura 13.

Equipo de cromatografia liquida de alta resolucion

Elaborado por: (Suarez, 2023)

Figura 14.

Inyeccion de muestras en el cromatdgrafo

Elaborado por: (Suarez, 2023)
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Tabla 16.

Datos para el analisis del estandar en HPLC

Cantidad AFORO Concentraciéon }
Muestra PUREZA DILUCION Area
(mg) (ml) (mg/ml)
Acido
. 228 25 0,98 1/100 0,0089376 464728,656
galico

Elaborado por: (Suarez, 2023)

Tabla 17.

Picos obtenidos de la corrida del estdndar (Ac. galico)

Pico Rt (min) Identificacion tentativa

1 7,890 Acido galico

Elaborado por: (Suarez, 2023)
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Figura 15.

Cromatograma del analisis en HPLC de una muestra de &cido gélico al 98% a una concentracion de 0,0089376 mg/ml

S =

Voluge(nw)

L - T L

Elaborado por: (Suarez, 2023)
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Tabla 18.

Datos para el analisis de la harina de chocho (Lupinus mutabilis sweet) y melloco

blanco (Ullucus tuberosus) en HPLC

Cantidad Aforo % L Muestra .
Muestra Dilucién Area
(mg) (ml) Pureza (ml)
Chocho 33719 1904,498
Melloco 50 100 1/100 1
3325,8 208479,578

Blanco

Elaborado por: (Suarez, 2023)
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ANEXO D. Determinacion de la actividad antioxidante del chocho y melloco
blanco mediante DPPH

Figura 16.

Preparacion de placa multipocillo

Elaborado por: (Suarez, 2023)

Figura 17.

Placa multipocillo luego de 40 minutos en la oscuridad

Elaborado por: (Suarez, 2023)
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Figura 18.

Lectura de absorbancias a 515 nm

Elaborado por: (Suérez, 2023)

Tabla 19.

Porcentaje de inhibicion del Trolox a diferentes concentraciones

Concentracion (umol/L) % Inhibicion
50 10,684
100 20,868
200 33,556
300 52,421
400 70,785
500 90,985

Elaborado por: (Suérez, 2023)
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GréaficaD1.

Curva de calibraciondel Trolox
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Elaborado por: (Suarez, 2023)
Tabla 20.

Absorbancias obtenidas en el ensayo de radicales DPPH en chocho (Lupinus

mutabilis sweet)

Réplicas _
Promedio
1 2 3 4 5
Blanco 0045 0,046 0064 0,064 0,069 0,058 +0,010
Control 0445 0517 0550 0,564 0,545 0,524 +0,042
Muestra 0433 0486 0459 0453 0,497 0,466 +0,023

Elaborado por: (Suarez, 2023)

Nota: Los resultados son los promedios + la desviacion estandar.
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Tabla 21.

Absorbancias obtenidas en el ensayo de radicales DPPH en el melloco blanco

(Ullucus tuberosus)

Réplicas
1 2 3 4

Promedio

Blanco 0,059 0,055 0,058 0,055

Control 0476 0481 0512 0,509

Muestra 0123 0102 0113 0,125

0,063 0,058 + 0,003

0421 0,480 0,037

0,102 0,113 +0,011

Elaborado por: (Suarez, 2023)

Nota: Los resultados son los promedios + la desviacién estandar.
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ANEXO E. Analisis estadisticoen el paquete estadistico INFOSTAT
Tabla 22.

Cuadro de analisis de la varianza para la absorbancia (SC Tipo I11)

F.V SC gl CM F Valor P
Modelo 0,31 1 0,31 788,58 <0,0001
Muestra 0,31 1 0,31 788,58 <0,0001
Error 32x1073 8 32x10~*
Total 0,31 10

Elaborado por: (Suarez, 2023)
Tabla 23.

Prueba de Tukey para las absorbancias obtenidas en el chochoy melloco blanco

Muestra Medias n E.E
Chocho 047 5 0,01 A
Melloco blanco 0,11 5 0,01 B

Elaborado por: (Suarez, 2023)
Nota: Error: 0,0004; gl: 8; Alfa=0,05; DMS=0,02895
Tabla 24.

Cuadro de analisis de la varianza para el % Inhibicion (SC Tipo 1)

F.V SC ol CM F Valor P
Modelo 13839,22 1 13839,22 738,91 <0,0001
Muestra 13839,22 1 13839,22 738,91 <0,0001

Error 149,83 8 18,73
Total 13989,05 10

Elaborado por: (Suarez, 2023)
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Tabla 25.

Prueba de Tukey para el % Inhibicion obtenidas en el chocho y melloco blanco

Muestra Medias n E.E
Chocho 86,96 5 1,94 B
Melloco blanco 12,56 5 1,94 A

Elaborado por: (Suérez, 2023)

Nota: Error: 18,7292; gl: 8; Alfa=0,05; DMS=6,31175
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