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RESUMEN
El objetivo del presente trabajo de investigacion fue determinar la
actividad antioxidante del extracto etandlico de Tropaeolum tuberosum
Ruiz & Pavon, mashua negra. Los tubérculos de mashua negra fueron
recolectados en la provincia de Huamanga, distrito de Ayacucho, cultivado
a 2,760 m.s.n.m. de altitud. Se prepard el extracto etandlico mediante
maceracion durante una semana. La marcha fitoquimica realizada al
extracto demostr6 la presencia de flavonoides, antocianinas,
carbohidratos, alcaloides, taninos y compuestos fendlicos. La
cuantificacion de antocianinas totales utilizando el ~método
espectrofotométrico obtuvo un valor de 165,3697 mg de cianidina-3-
glucosido/100 g de muestra. Para determinar la actividad antioxidante se
utilizé el método DPPH (2,2- difenil —picrilhidrazilo) y como estandar
antioxidante al Trolox. Concluyendo que el Tropaeolum tuberosum Ruiz
& Pavon “mashua negra” presenta actividad antioxidante de 1190,1923
ug equivalente Trolox/g de muestra, esto se debe posiblemente a los

flavonoides, antocianinas y taninos presentes en el tubérculo.

PALABRAS CLAVE: Actividad antioxidante, Tropaeolum tuberosum
Ruiz & Pavoén, flavonoides, antocianinas, taninos, método DPPH, Trolox.



ABSTRACT
The objective of this research was to determine the antioxidant activity of
ethanol extract of Tropaeolum tuberosum Ruiz & Pavén, black mashua.
Mashua black tubers were | collected in the province of Huamanga, district
of Ayacucho, grown to 2,760 m.a.s.l. altitude. Ethanolic extract was
prepared by maceration for a week. The phytochemical action performed
to extract showed the presence of flavonoids, anthocyanins,
carbohydrates, alkaloids, tannin and phenolic compounds. Quantification
of anthocyanins using the spectrophotometric method obtained a value of
165,3697 mg of cyanidin-3-glucoside/100g sample. To determine the
antioxidant activity DPPH (2,2-diphenyl -picrilhidrazil) method was used as
the standard antioxidant Trolox. Concluding that Tropaeolum tuberosum
Ruiz & Pavon "black mashua" 1190,1923 has antioxidant activity of Trolox
equivalent ug/g of sample, this is possibly due to flavonoids, anthocyanins

and tannins present in the tuber.

KEYWORDS: Antioxidant activity, Tropaeolum tuberosum Ruiz &
Pavdn, flavonoids, anthocyanins, tannins, DPPH method, Trolox.
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INTRODUCCION

El Tropaeolum tuberosum Ruiz & Pavon conocido también como mashua
es uno de los tubérculos andinos mas importantes y es utilizado cuando
no se encuentra disponible la papa, olluco y oca.

La siembra de este tubérculo se limita a pequefias areas, su cultivo no
deja de ser importante, pues forma parte de la dieta de miles de familias
campesinas en los Andes.

A los tubérculos se les atribuyen propiedades antiafrodisiacas desde la
época de los incas. Ademas tiene usos nutricionales y medicinales. En los
usos medicinales se emplea como tratamiento en litiasis renal, dolencias
genitourinarias y anemia.

Existen muchas variedades de mashua las cuales se deben a las
antocianinas que son pigmentos responsables del color.

Las antocianinas y los compuestos fendlicos poseen actividades bio-
l6gicas entre las que destacan sus capacidades antioxidantes vy
anticancerigena.

Actualmente en los Ultimos afios se ha estimulado el consumo de frutas y
hortalizas que poseen altos niveles de antioxidantes, ya que ejercen un
efecto benéfico en la salud humana, tales como en el tratamiento y
prevencion del cancer, enfermedades de accidentes cerebrovasculares,
enfermedades neurodegenerativas, cardiovasculares y otras patologias
de caracter inflamatorio, es por ello su interés de estudiarlo.

El presente trabajo pretende realizar un estudio de la Actividad
antioxidante del extracto etanélico de Tropaeolum tuberosum Ruiz &
Pavén mashua negra; y asi poder respaldar las propiedades que se le
atribuye para con ello fomentar su consumo y usos en la poblacion; asi

mismo contribuir con datos e informacion para futuras investigaciones.
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1.2

1.3

CAPITULO |
PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Descripcién de la Realidad Problematica

Segun la Organizacion Mundial de la Salud el cancer es una de las
principales causas de morbilidad y mortalidad en todo el mundo; en
2012 hubo unos 14 millones de nuevos casos y 8,2 millones de
muertes relacionadas con el cancer.!

Actualmente, se sabe que tanto por causas ambientales (radiacion,
contaminacion) o incluso como consecuencia de nuestro propio
metabolismo, se generan algunas moléculas que nos pueden
provocar dafo. A estas se les conoce como especies reactivas del
oxigeno (ERO).?

Los problemas que estas moléculas originan son destruccion de
paredes celulares, inactivacion de enzimas, debilitamiento de la
capacidad defensiva, alteracion del sistema inmunolégico e incluso
alteracion del material genético (cancer).?

Es por ello que existe un creciente interés en el uso de
antioxidantes para la prevencion y el tratamiento de enfermedades.
En el Pert no se ha realizado estudios sobre la actividad
antioxidante del extracto etandlico de Tropaeolum tuberosum
Ruiz & Pavdn, mashua negra, por lo que este trabajo pretende ser
un aporte cientifico para nuestro pais y para las siguientes
investigaciones.

Formulacién del Problema

¢ El extracto etanodlico de Tropaeolum tuberosum Ruiz & Pavon,

mashua negra, presentara actividad antioxidante?

Objetivos de la Investigacion
1.3.1 Objetivo General

Determinar la actividad antioxidante del extracto etandlico de

Tropaeolum tuberosum Ruiz & Pavén, mashua negra.

15



1.3.2 Objetivos Especificos

1.3.2.1 Identificar los metabolitos presentes en el extracto
etandlico de Tropaeolum tuberosum Ruiz & Pavon,

mashua negra.

1.3.2.2 Determinar el coeficiente de inhibiciéon (ICsp) del
extracto etandlico de Tropaeolum tuberosum Ruiz &

Pavon, mashua negra.

1.3.2.3 Cuantificar las antocianinas totales en el extracto
etandlico de Tropaeolum tuberosum Ruiz & Pavon,

mashua negra.

1.4 Hipotesis de la Investigacion

141

1.4.2

Hipdétesis General

El extracto etandlico de Tropaeolum tuberosum Ruiz &
Pavon, mashua negra posee actividad antioxidante frente al
radical DPPH (2,2-difenil —picrilhidrazilo).

Hipoétesis Secundarias.
1.4.2.1 El extracto etanodlico de Tropaeolum tuberosum

Ruiz & Pavon, mashua negra tiene metabolitos presentes.

1.4.2.2 El extracto etandlico de Tropaeolum tuberosum
Ruiz & Pavon, mashua negra posee un coeficiente de
inhibicion (ICsg) Optimo para reducir en un 50% la

concentracion inicial del radical libre DPPH".

1.4.2.3 El extracto etandlico de Tropaeolum tuberosum
Ruiz & Pavén, mashua negra, contiene altas

concentraciones de antocianina.

1.5 Justificacion e Importancia de la Investigacion

151

Justificacion de la Investigacion
La mashua presenta compuestos fendlicos que tienen
muchas acciones terapéuticas, como para el tratamiento

contra el colesterol, cancer de colon; asi mismo combaten lo

16



1.5.2

gue es el stress oxidativo causado por los radicales libres ya
gue los compuestos fendlicos son un potente antioxidante.
La mashua tiene muchas variedades; esta investigacion se
enfocara en estudiar especificamente sobre la mashua
negra dado porque esta variedad no ha sido muy estudiada.
Segun la literatura, se tiene informacion que el extracto de
mashua podria contener compuestos fendlicos con actividad
antioxidante de ahi la conveniencia de realizar este estudio.
Importancia de la Investigacion

El Peru es un pais que tiene muchas variedades de especies
botanicas las cuales tiene importancia en la salud de la
poblacién. Pero hacen falta investigaciones sobre ellas ya
que solo se conoce por métodos tradicionales.

Los resultados de este estudio podran servir para determinar
si la concentracion de compuestos fendlicos indicaria la
actividad antioxidante de dicho extracto; esto contribuiria al
conocimiento y la utilizacién en las personas que contengan

problemas de salud.

17



2.1

CAPITULO I

MARCO TEORICO

Antecedentes de la Investigacion

2.1.1 Antecedentes Nacionales

La investigacion realizada por Cuya Ayala RA (2008),
denominada EFECTO DE SECADO SOBRE LA
ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE DE LA HARINA DE
MASHUA (Tropaeolum tuberosum R & P) en este estudio
se determiné el cultivar de mashua que contenga mayor

actividad antioxidante, entre los cuatro cultivares de mashua:
“kello”, “yana nawi”, “zapallo amarillo” y “cheqchi”, en

estado fresco mediante el método 2,2, Difenil-1-Picril
Hidrazilo (DPPH). Los resultados obtenidos indican que
existe diferencias de actividad antioxidante de los cuatro

cultivares de mashua; correspondiendo el mayor contenido,

al cultivar “zapallo amarillo” con 587,781 ug Eq. Trolox /g.>

La investigacion realizada por Rios Luci CP (2004),
denominada CONTRIBUCION AL ESTUDIO DE ALGUNOS
COMPUESTOS BIOACTIVOS Y DE LA CAPACIDAD
ANTIOXIDANTE PRESENTE EN DIEZ GENOTIPOS
DE MASHUA (Tropaeolum tuberosum Ruiz & Pavon) Y A
LA EVALUACION DE SU ESTABILIDAD en este estudio se
determinaron algunas caracteristicas funcionales presentes
en 10 genotipos de mashua: capacidad antioxidante (método
del ABTS) y contenido de antocianinas. Los resultados
indican una alta variabilidad para las caracteristicas
funcionales entre los diferentes genotipos de mashua, asi se
tuvo una capacidad antioxidante con un rango de 1045,18 a

10002,35 ug de Trolox equivalente /g de materia fresca. Los

18



2.1.2

genotipos que presentaron mayor capacidad antioxidante

fueron ARB — 5241 (9800,43 ug Trolox equiv./g) y DP-0224

(9309,26 ug Trolox equiv./g) ambos de coloracion morada,
mientras que el de menor capacidad antioxidante fue el de
DP-0203 (955.03 ug Trolox equiv./g) de coloracién amarilla.
El contenido de antocianinas se encontré6 entre 85,13 y
205,03 mg de cianidina — 3 gluc6sido/100 g de materia
fresca. Los genotipos con mayor contenido de antocianinas
fueron DP-0224 (205.03 mg de cianidina -3-glucésido/ 100 g
de muestra) y ARB-5241 (147 mg de cianidina -3-glucésido/

100 g de muestra) ambos de coloracién morada.*

Antecedentes Internacionales

La investigacion realizada por Paucar Anasi Sonia (2014),
denominada COMPOSICION QUIMICA Y CAPACIDAD
ANTIOXIDANTE DE DOS VARIEDADES MASHUA
(Tropaeolum tuberosum): AMARILLA CHAUCHA Y
ZAPALLO en este estudio se determind la capacidad
antioxidante utilizando el método ABTS (Acido 2,2-azino-bis-

3-etilbenzotiazolin-6- sulfénico). Se comprobd que la
variedad “Zapallo” en estado fresco (6.59 pmol Trolox/g
tejido) contiene mayor actividad antioxidante que la variedad
“Amarilla Chauca” (3.00 pmol Trolox/g tejido).’

La investigacion realizada por el Instituto Nacional de
Investigaciones Agropecuarias, Quito (Ecuador), 1997,
denominada EVALUACION FITOQUIMICA CUALITATIVA
DE LA PRESENCIA DE TERPENOIDES, ESTEROIDES,
COMPUESTOS FENOLICOS Y ALCALOIDES EN 10
MATERIALES PROMISORIOS DE JICAMA, MASHUA,
MISO Y ACHIRA en este estudio se identifico los

metabolitos presentes en el tubérculo mashua (Tropaeolum
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tuberosum Ruiz & Pavén) obteniendo presencia escasa de
saponinas; presencia abundante de compuestos fendlicos
(taninos, compuestos polihidroxifenolicos), flavonoides
mayores (flavona) y flavonoides menores

(leucoantocianidinas) ; y ausencia de alcaloides.®

2.2 Bases Tedricas

221

2.2.2

Mashua: Generalidades

Tropaeolum tuberosum Ruiz & Pavon “Mashua’”, es el cuarto
tubérculo mas importante después de la papa, olluco y oca.

Es conocida también como “mashwa”, “anu”, “isafo” o

“cubio””.

TABLA N° 1: NOMBRE COMUN

Quechua mashua, afu, apifiu, apifia-mama.

Aymara isau, issanu, kkayacha

mashua (majua, mafua, maxua),

mashuar, afd, anyu (Perud); cubios,

Espafiol . . C
P navios, navo (Colombia); isafio,
isafiu, apilla. (Bolivia).

Ingles mashua, anu.

FUENTE: National Research Council, 1989.%

Origen

La mashua es una planta originaria de la regién andina. Su
cultivo se ha extendido desde Colombia hasta el norte de
Argentina’. Las mayores areas de siembra se encuentran en
Pert y Bolivia.’

En el Peru ha sido cultivada desde épocas preincaicas y esta
representada en la ceramica de esos tiempos. Existen

evidencias arqueoldgicas que sus tubérculos ya eran
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2.2.3

consumidos desde hace mas de 7500 afios. La primera
evidencia arqueoldgica de la mashua data de 650-1350
d.C.2° en los sedimentos de la cueva Huachumachay,

situada en el valle de Jauja, Perd'”.

Clasificacion Taxon6mica
Posiciéon taxondmica de acuerdo al Sistema de Clasificacion
de Cronquist 1981.

TABLA N° 2: CLASIFICACION TAXONOMICA DE

Tropaeolum tuberosum Ruiz & Pavén

Reino Plantae
Division Magnoliophyta
Clase Magnoliopsida
Subclase Rosidae
Orden Geraniales
Familia Tropaeolaceae
Genero Tropaeolum
Especie Tropaeolum tuberosum
R. &P.

FUENTE: Anexo N° 01

2.2.4 Caracteristicas Botanicas de la Especie

A. Descripcién Botanica
La mashua es una planta herbacea, perenne, semierecta
de 20 a 80 cm de alto, de tallos aéreos, cilindricos y
delgados de 2 a 4 mm de didmetro, muy ramificados.
Presentan un follaje frondoso sus colores puede variar de
verde amarillento a verde oscuro. **3

Tiene hojas ovaladas de color verde oscuro brillante en el

haz y més claras en el envés. Puede ser de tres, cuatro o

21



cinco I6bulos. Sus flores son solitarias de diferentes
colores que van de anaranjadas o rojizas.**

Los tubérculos tienen forma conica alargada. Ademas
tiene un sabor picante.

B. Distribucion

Su habitat se ha extiendo desde Colombia hasta el norte
de Argentina, entre los 2400 hasta los 4300 msnm. Las
mayores areas de siembra se encuentran en Peru y

Bolivia.

C. Cultivo
La mashua es una especie rastica, que puede crecer a
temperaturas bajas y en suelos pobres, no requiere de
fertilizantes. Ademas, es resistente a nematodos,
insectos y otras plagas. Por ello se utiliza como cerco
perimétrico para la proteccion de otros cultivos. Su ciclo
de cultivo varia entre 6 y 9 meses.

D. Variedades
Se ha encontrado variacion en el color de tubérculo
formas, tamafos, caracteristicas de yemas y coloracion
de la pulpa. Miden entre 5 a 15 cm. El color de la piel del
tubérculo puede variar desde gris, blanco, amarillo,
naranja, rojizo, parpura morado y negro. Sobre la piel
pueden presentarse generalmente jaspes oscuros, rayas
0 pintas cortas, moradas o purpuras que se distribuyen
en el apice y debajo de las yemas.*

2.2.5 Composicion Quimica
La Mashua es un tubérculo que contiene carbohidratos,
proteinas, calcio, hierro, fésforo, fibra y glucosinolatos.
Algunas variedades de este tubérculo pueden contener

apreciables cantidades de carotenos (vitamina A), vitamina
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C, ademas tiene una cantidad elevada de aminoéacidos

esenciales.”®

TABLA N° 3: COMPOSICION QUIMICA Y NUTRICIONAL
DE LA MASHUA (EN 100 GRAMOS DE MATERIA

FRESCA)
Composicion Rango
Energia (Kcal) 35-52
Humedad (%) 79.2-93.8
Proteina (Q) 11-27
Carbohidratos (g) 7.0-10.5
Fibra (g) 05-15
Cenizas (Q) 06-11
Grasa (g) 0.5-0.9
Azlcares (Q) 5.37 -9.33
Potasio (mg) 1.28-1.76
Fosforo (mg) 0.61-0.83
Calcio (mg) 10-13
Hierro (mg) 08-11
Vitamina A (mg) 0.1
Riboflavina (mg) 0.12
Niacina (mg) 0.67
Vitamina C (mg) 77.5
B-caroteno equivalente (ug) 10

FUENTE: Tapia et al (2007)%, Collazos et al.'” (1993),
Meza et al.™® (1997), King (1986) citado por Ramallo®®
(1999), National Reserach Council® (1989).
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2.2.6

2.2.7

Usos

Alimento: Los tubérculos se consumen cocidos se utiliza
como ingredientes en sopas, guisos, encurtidos, mermelada,
postres.

Medicinal: Se utiliza en el tratamiento contra las dolencias
genito-urinarias. Como antibacteriano contra Candida
albicans, Escherichia coli y Staphylococcus; otras
cualidades curativas es que actia como diurético y
antianémico.

Antiafrodisiaco: Disminuye la cantidad de testosterona y
dihidrotestosterona en la sangre. Se dice que reduce el

instinto sexual.

Radicales Libres

Los radicales libres son todas aquellas especies quimicas,
cargadas 0 no, que en su estructura atomica presentan un
electron desapareado o impar en el orbital externo, dandole
una configuracion espacial que genera gran inestabilidad, al
faltarle ese electron, este lo toma prestado de la membrana
celular y produce asi otro radical libore mas, dando lugar a
una reaccion en cadena que ocasiona dafio celular
(oxidativo), al interactuar con las principales biomoléculas

del organismo

Pero también los radicales libres del oxigeno cumplen una
funcion fisiolégica beneficiosa en el organismo como la de
participar en la fagocitosis, favorecen la sintesis de
colageno, favorecen la sintesis de prostaglandinas, activan
enzimas de la membrana celular, disminuyen la sintesis de
catecolaminas por las glandulas suprarrenales, modifican la
biomembrana y favorecen la quimiotaxis™®.

La vida biolégica media del radical libre es de

microsegundos. Nuestro cuerpo produce unas enzimas
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2.2.8

como la catalasa o la dismutasa, que son las encargadas de
neutralizar a estos radicales libres.

Estos son causantes de casi todas las enfermedades que
afectan al ser humano y a los animales tales como el cancer,
enfermedades cardiovasculares, enfermedades

degenerativas, afecciones inmunitarias y otras.

Antioxidante

Los antioxidantes son sustancias capaces de retardar o
prevenir la oxidacién de otras moléculas. La oxidacién es
una reaccion quimica de transferencia de electrones de una
sustancia a un agente oxidante. Las reacciones de oxidacion
pueden producir radicales libres que comienzan reacciones
en cadena que dafian las células, llegando finalmente a
destruir nuestras células. Los antioxidantes terminan estas
reacciones quitando intermedios del radical libre e inhiben
otras reacciones de oxidacién oxidandose ellos mismos.
Debido a esto es que los antioxidantes son a menudo

agentes reductores tales como tioles o polifenoles?.

Los antioxidantes se encuentran contenidos en los vegetales

tubérculos, citricos, frutas, raices, etc.

Clasificacion de los Antioxidantes

Se clasifican en:

A. Antioxidantes Primarios: Su funcion es de captar
radicales libres. Incluyen compuestos fendlicos, y se
destruyen durante el periodo de induccién.

B. Antioxidantes Secundarios: Actdan por mecanismos que
no estan relacionados con la captacién de radicales
libres. Incluyen su unidon a metales pesados, captacion
del oxigeno, conversién de hidroperoxidos a especies no
radicales, absorcion de la radiacion UV o desactivacion

del oxigeno singulete. Normalmente, los antioxidantes
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secundarios solo poseen actividad antioxidante en
presencia de un segundo componente minoritario, lo cual
puede observarse en el caso de agentes secuestradores,
tal como el &cido citrico, que so6lo es efectivo en
presencia de iones metdlicos, y agentes reductores tal
como el acido ascoérbico que solo es efectivo en

presencia de tocoferoles u otros antioxidantes primarios.

2.2.9 Antioxidantes en Alimentos

A. Antioxidantes Naturales
Las plantas producen una variedad de antioxidantes
contra dafio molecular de especies reactivas y por lo que
se les atribuyen propiedades preventivas contra
enfermedades. La mayoria de los antioxidantes
naturales son compuestos fendlicos, y su eficacia
depende de la reaccion del hidrégeno fendlico con los
radicales libres, de la estabilidad de los radicales
antioxidantes formados durante la reaccion con los
radicales libres y de las sustituciones quimicas
presentes en su estructura basica, que probablemente
es el factor que contribuye la actividad de los
antioxidantes naturales estables.
Actualmente las investigaciones apuntan a la actividad
antioxidante de fuentes naturales, ya que demuestran
gue son eficaces y seguras.

B. Antioxidantes Sintéticos
Los antioxidantes sintéticos contienen sustituciones
alquilicas para mejorar su solubilidad en grasas y
aceites. Son muy estables al calor y se usan a menudo
para estabilizar las grasas de los productos cocinados y

fritos.
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Entre los que destacan: el hidroxianisol butilado (BHA),
hidroxitolueno butilado (BHT), butilhidroquinona terciaria
(TBHQ) vy los esteres del acido galico.

Pero este tipo de antioxidantes son cuestionados porque
se han reportado estudios que serian carcinogénicos.

2.2.10 Compuestos Fendlicos
Los compuestos fendlicos se caracterizan por ser uno de los
grupos de compuestos presentes en el reino vegetal, siendo
parte importante de la dieta tanto humana como animal.
Constituyen un amplio grupo de sustancias quimicas,
consideradas metabolitos secundarios de las plantas.
Presentan un gran interés nutricional por su contribucién al
mantenimiento de la salud. Se les ha atribuido propiedades
biol6gicas, farmacoldgicas y medicinales.
Clasificacion de Compuestos Fendlicos
A. No Flavonoides
Los no flavonoides se subdividen en compuestos como
los acidos fendlicos, estilbenos y taninos hidrosolubles.
Los &cidos fendlicos distinguen dos familias distintas, la
serie benzoica y la serie cinamica que se pueden
encontrar en forma libre o esterificada con azucares.
B. Flavonoides
Son compuestos de bajo peso molecular que comparten
el esqueleto comun de difenilpiranos, constituido por dos
anillos fenilo unidos a través de un anillo pirano
heterociclico.
Los flavonoides es el grupo mas ampliamente distribuido
(flavonoles, flavonas, isoflavonas, flavanonas,
antocianinas y flavanonas), son constituyentes naturales
de los alimentos vegetales y proporcionan, en gran

medida, el flavor, color y textura de estos alimentos.
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Los flavonoides se encuentran en frutas, verduras,
semillas y flores, asi como en cerveza, vino, té verde, té
negro y soja.

El creciente interés en los flavonoides se debe a la
apreciacion de su amplia actividad farmacoldgica, ya que
se ha descrito efectos protectores contra patologias tales
como diabetes mellitus, cancer, cardiopatias.

Las antocianinas son compuestos hidrosolubles. Son los
responsables de la coloracion, rosa, malva, violeta y azul
en muchos frutos, flores y otras partes de la planta.
Actualmente ha ganado importancia por ser un colorante

natural y por su propiedad antioxidante.

2.2.11Determinacion de la Capacidad Antioxidante
Método de determinacion de la actividad secuestradora del
radical libre 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH).
Fundamento:
El fundamento del método desarrollado por Brand-Willams et
al.(1995)*, consiste en que el DPPH es un radical libre y
acepta un electron o un radical hidrégeno para convertirse
en una molécula diamagnética estable y es de color azul-
violeta, decolorandose hacia amarillo pélido o transparente
por reaccidn con una sustancia antioxidante.
Para evaluar la potencia antioxidante mediante el barrido de
radicales libres en las muestras del andlisis, se registra la
densidad optica de los radicales DPPH. La actividad
antioxidante se medird& mediante el descenso en la
absorbancia a 517 nm.
Por diferencia de absorbancia se determina el porcentaje de

captacion de radical libre.
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2.3

Definicién de Términos Basicos

ABTS: Acido  2,2'-azino-bis—(3—etillbenzotiazolin-6-

sulfonico).

Antocianina: Son pigmentos de color azulado, rojo oscuro o
morado que contienen las plantas.

Antioxidantes: Son moléculas capaces de retardar o prevenir
la oxidacion de otras moléculas.

Biomoléculas: Son moléculas que solamente se encuentran
en la materia viva. Lo constituyen los glucidos, lipidos,

proteinas y acidos nucleicos.

DPPH: Radical 2,2 — Difenil - 1- picrildrazilo

Extracto: Sustancia obtenida de una planta o de un tejido
animal mediante un disolvente como el alcohol o por
evaporacion.

Flavonoides: Son antioxidantes naturales como compuestos
fendlicos.

Fendlicos: Parte de los antioxidantes naturales.

ROS: Especies oxigeno reactivas. Son generalmente
moléculas muy pequefias altamente reactivas debido a la
presencia de una capa de electrones de valencia no
apareada.

Tropaeolum tuberosum: La mashua, conocida también como

afiu”, “isafio” o “cubio”, es una planta herbacea perenne

originaria de la region andina.

TEAC: Actividad Equivalente a Trolox (pg). Mide la

capacidad antioxidante de una sustancia.
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3.1

CAPITULO 1l
METODOLOGIA DE LA INVESTIGACION

Tipo de Investigacion

Aplicada

Se utilizaron equipos, materiales, reactivos y métodos especificos
para identificar los metabolitos presentes, cuantificar las
antocianinas totales y determinar la actividad antioxidante del
extracto etandlico de Tropaeolum tuberosum Ruiz & Pavén
“‘mashua negra” y obtener nueva informacion que contribuyan a los
resultados de la presente investigacion.

Transversal

La obtencidn y andlisis de la informacion obtenida de la muestra se

realizé entre julio a octubre del 2016.

3.1.1 Método
Cientifico
Este trabajo de investigacion siguid todas las exigencias que
requiere dicho método partiendo de un problema, objetivos,
hipotesis, variables e indicadores.
Descriptivo
Se describe el proceso de la investigacion desde la
obtencion de la muestra del tubérculo Tropaeolum
tuberosum Ruiz & Pavon “‘mashua negra”, sus
caracteristicas fisicas y propiedades, ademas también se
presentan las etapas para la obtencion del extracto etandlico
hasta la evaluacion de resultados obtenidos.
Inductivo
Se evalud una muestra de 20 g de Tropaeolum tuberosum
Ruiz & Pavén “mashua negra” y se determinaron sus
metabolitos presentes, antocianinas totales y la actividad

antioxidante.
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Cualitativo
Dado que se realizd la marcha fitoquimica del extracto
etanolico del tubérculo de Tropaeolum tuberosum Ruiz &
Pavon “mashua negra”.
Cuantitativo
Los resultados obtenidos de la muestra como es la
cuantificacion de antocianinas totales y la actividad
antioxidante se procesaron estadisticamente desde la
perspectiva cuantitativa.

3.1.2 Técnica
Se utilizaron la marcha fitoquimica para identificar los
metabolitos presentes, el para cuantificar antocianinas
totales y la captacion del radical libre 2,2-difenil-1-
picrilhidrazilo (DPPH) para determinar la actividad
antioxidante.

3.1.3 Diseiio
No experimental
Debido a que el presente trabajo se baso en la observaciéon y
el andlisis de los resultados obtenidos de la identificacion de
metabolitos presentes mediante la marcha fitoquimica, la
cuantificacion de antocianinas totales por el método
espectrofotométrico y la actividad antioxidante con el
método del radical libre 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH) en
la muestra del extracto etandlico de mashua negra.
De campo
Este trabajo corresponde al area de quimica y bioguimica

para la realizacion de esta investigacion.

3.2 Poblacion y Muestreo de la Investigacion
3.2.1 Poblaciéon
Los tubérculos de la planta Tropaeolum tuberosum Ruiz &

Pavon “Mashua negra” recurso vegetal procedente de la
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provincia de Huamanga, distrito de Ayacucho, cultivado a
2,760 m.s.n.m.
3.2.2 Muestra
Extractos etandlicos obtenidos del tubérculo de la planta
Tropaeolum tuberosum Ruiz & Pavon “Mashua negra”.
La preparacion del extracto etanodlico se efectu6 en el
laboratorio de Farmacognosia de la Facultad de Farmacia y
Bioquimica de la Universidad Nacional Mayor de San

Marcos.

3.3 Variables e Indicadores

VARIABLES

INDICADORES

VARIABLE INDEPENDIENTE (X)
Extracto etandlico de Tropaeolum
tuberosum Ruiz & Pavon mashua

negra.

Marcha fitoquimica:
- Ausencia (-)

- Presencia (+)

VARIABLE DEPENDIENTE (Y) Efecto antioxidante
Actividad antioxidante del extracto | expresado en % de
etandlico de Tropaeolum | captacion de radicales
tuberosum Ruiz & Pavon mashua | libres.
negra.
3.4 Procedimientos, Técnicas e Instrumentos de Recoleccion de
Datos
3.4.1 Procedimientos
A) ldentificacion taxon6mica de la muestra
La identificacibn del recurso vegetal se realiz6 de

acuerdo al Sistema de Clasificacion de Cronquist (1981).
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Dicha clasificaciébn se realiz6 por el Bidlogo Hamilton

Beltran.

B) Acondicionamiento de la muestra

A continuacién se describen las operaciones realizadas

para acondicionar la muestra.

Recoleccion

Los tubérculos de Tropaeolum tuberosum Ruiz &
Pavon “Mashua negra” fueron recolectados en el
Distrito de Ayacucho, en la Provincia de Huamanga,

cultivados a 2,760 m.s.n.m.

FOTO N° 1. TUBERCULO DE Tropaeolum
tuberosum R. & P. “MASHUA NEGRA”

Seleccion

Se realizé de manera manual con el fin de utilizar sélo
aquellos que se encuentran en buen estado y
desechar los tubérculos que presentaban estado de
descomposicion o signos de deterioro, golpes,
rajaduras.

Lavado

Proceso que se realizé con agua potable, para la
eliminaciéon de la tierra adherida a la superficie y
cualquier otro elemento extrafio al tubérculo.

Desinfeccion
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Los tubérculos fueron sumergidos en agua clorada
durante 5 minutos con la finalidad de reducir la posible
carga microbiana.
- Pesado
Para determinar futuros balances.
- Envasado
Los tubérculos fueron envasados en bolsas de
polietileno de alta densidad.
- Almacenaje
Los tubérculos fueron congelados a -18 °C hasta su
analisis. Para evitar la activacion enzimatica.
C) Preparacion del extracto etandlico
Se cortaron en trozos muy pequefios 20 gramos de
tubérculo de mashua negra y fue colocado en un frasco
ambar, al cual se le afiadié un volumen de 100 mililitros
de etanol de 96°C y se macero por 7 dias, con agitacion
periddica de 15 minutos diarios para optimizar la
extraccion de los metabolitos primarios y secundarios,

luego se filtré.
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FIGURA N° 1: FLUJOGRAMA DE TRABAJO
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3.4.2 Técnicas

A) Marcha Fitoquimica

El analisis fitoquimico cualitativo se realizé con pruebas

fisicoquimicas de caracterizacion segin Lock de Ugaz.?

Se usaron 20 tubos de ensayo para la deteccion de los

diferentes constituyentes fitoquimicos en el tubérculo,

basado en la aplicacion de pruebas de coloracion y

precipitacion®. Se le agrego a cada tubo de ensayo 0.5

ml del extracto etandlico y luego se afiadié a cada uno de

los siguientes reactivos:

Prueba de Molish: 0.5ml de M.P. + V gotas de reactivo
Molish “A” + X gotas de reactivo Molish “B” (reaccion

positiva: anillo violeta en la interface, presencia de
carbohidratos).

Prueba de Antrona: 0.5ml de M.P. + X gotas de
reactivo antrona (reaccion positiva: anillo verde
azulado en la interface, presencia de carbohidratos).
Prueba de Fehling: 0.5ml de M.P. + V gotas de

reactivo Fehling “A” + V gotas de Fehling “B” vy

colocarlo en bafio maria por 10 minutos (reaccion
positiva: precipitado rojo ladrillo, presencia de
azucares reductores).

Prueba de FeCls: 0.5ml de M.P. + Ill gotas de reactivo
FeCl; (reaccion positiva: coloracion verde es
predominio de flavonoides; coloracion azul es
predominio de taninos).

Prueba de Gelatina: 0.5ml de M.P. + Ill gotas de
reactivo gelatina (reaccién positiva: precipitado blanco
lechoso, presencia de taninos).

Prueba de Shinoda: 0.5ml de M.P. + mg de magnesio
metalico + Il gotas de HCI cc (reaccion positiva:
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coloracién roja a salmoén, presencia de flavonoles,
flavonas, flavanonoles vy flavanonas; coloracion
amarilla  indica  presencian de isoflavonas;
isoflavononas, catequinas, auronas y chalconas no
dan reaccion).

Prueba de Rosenheim: 0.5ml de M.P. + lll gotas de
reactivo de Rosenheim (reaccion positiva: precipitado
rojo pardo, presencia de flavonoides catéticos vy
antocianinas).

Prueba de Borntrager: 0.5ml de M.P. + Ill gotas de
reactivo de Borntrager (reaccidén positiva: coloracion
rojiza, presencia de antraquinonas).

Prueba de Lieberman- Burchardat: 0.5ml de M.P. + X

gotas de Reactivo de Lieberman-Burchardat “A” + X

gotas de Reactivo de Lieberman-Burchardat “B” + X

gotas de Reactivo de Lieberman-Burchardat “C”

(reaccion positiva: coloracion verde o azulada es
predominio de esteroides; coloracibn pardo
anaranjado es predominio de triterpenoides).

Prueba de Ninhidrina: 0.5ml de M.P. + Il gotas de
reactivo Ninhidrina (reaccién positiva: coloracion
violeta).

Prueba de Dragendorff: 0.5ml de M.P. + V gotas de
HCI 10% + 1l gotas de reactivo de Dragendorff
(reaccion positiva: precipitado naranja).

Prueba de Mayer: 0.5ml de M.P. + V gotas de HCI
10% + Il gotas de reactivo de Mayer (reaccion

positiva: precipitado blanco).
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B)

Prueba de Bertrand: 0.5ml de M.P. + V gotas de HCI
10% + Il gotas de reactivo de Bertrand (reaccion
positiva: precipitado blanco lechoso).

Prueba de Sonnenschein: 0.5ml de M.P. + V gotas de
HCl 10% + Ill gotas de reactivo de Sonnenschein
(reaccidn positiva: precipitado verde azulado).

Prueba de Hidroxilamina: 0.5ml de M.P. + Il gotas de
reactivo Hidroxilamina (reaccién positiva: precipitado
rojizo).

Prueba de Saponinas: 0.5ml de M.P. + 5 ml de agua
destilada, agitar vigorosamente el tubo por 15
segundos y dejar en reposo por 1 minuto (reaccion
positiva: formacion de espuma por mas de 1 cm y sea
persistente).

Prueba de Vainillin-sulfarico: 0.5ml de M.P. + V gotas

de reactivo Vainillin-sulfarico “A” + X gotas de

reactivo Vainillin-sulftrico “B” (reaccién positiva: anillo

rojo pardo en la interface).
Prueba con Acido sulfirico H,SO,4: Reaccion positiva

rojo naranja.

Prueba con Hidroxido de Sodio (NaOH): Reaccion

positiva rojo naranja.

Determinacion de la Actividad Secuestradora del Radical
Libre 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH).

La técnica se realizé acorde al método descrito por
Brand-Willams et al.(1995)?*. Se preparé una solucién del
radical libre 2,2-difenil-1-picril-hidrazilo (DPPH") a una
concentraciéon de 2 mg en 100 ml de metanol y se cubri6
con papel aluminio para evitar su rapida degradacion.

Luego se prepara una solucion del extracto etandlico de
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Tropaeolum tuberosum Ruiz & Pavon, a una
concentracion inicial de 12600 ug/ml, a partir de ésta
solucion madre, se prepararon diferentes disoluciones
dando concentraciones de 6300, 5400, 4050, 2700 y 600
ug/ml.

Luego se procedié a preparar la muestra en un tubo con
0,8 ml de solucion de los extractos de Tropaeolum
tuberosum Ruiz & Pavon con 1,6 ml de la solucion de
DPPH. El blanco de muestra se prepara con 0.8 ml de
muestra (solucion del extracto) y 1.6 ml de etanol. Luego
se prepara el patron de referencia 0,8 ml de etanol con
1,6 ml de solucién de DPPH.

Se taparon todos los tubos con parafilm, se agitaron en
vortex y se dejaron reposar por 30 minutos en oscuridad
y se lee la absorbancia con una cubeta de cuarzo a 517
nm, en un espectrofotometro.

A partir de las absorbancias obtenidas se determiné el
porcentaje de actividad antioxidante con la ecuaciéon que
se presenta a continuacion.

Formula para calcular la capacidad antioxidante:

(A2 - A3)
% Capacidad Antioxidante = |1 — Al x 100

Célculo de la capacidad antioxidante:

Al= Absorbancia del patron de referencia

A2= Absorbancia de la muestra

A3= Absorbancia del blanco de muestra

Las muestras fueron medidas por triplicado.

Luego de haber calculado los porcentajes de inhibicién
de cada una de las concentraciones, se determiné el

coeficiente de inhibicién® (ICso), este se calculé en base
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C)

a la féormula de la pendiente, como una reduccién del

50% en la absorbancia ocasionada por los extractos.

Aplicando la siguiente férmula:

50 — b
ICEE‘ —_ —_
m

Donde:

ICso: Concentracion necesaria del antioxidante para
reducir en un 50% la concentracion inicial del radical
DPPH".

b: Intercepto de la linea de regresion lineal.

m: Pendiente de la linea de regresion lineal.

Finalmente se compard el valor con la curva estandar
teniendo como patron al Trolox, el cual es una sustancia
hidrosoluble analoga de la vitamina E (GRAFICO N° 4).
Los resultados se expresaron como pg de Trolox
equivalente/g de muestra fresca, de acuerdo a la

siguiente formula®*:

IC50 del Trolox (II;JT? )

TEAC =

IC50 de la muestra [% )

Cuantificacion de Antocianinas Totales

Las antocianinas totales se determinaron segun el
método descrito por Abdel-Aal y Huel® (1999) con sus
respectivas modificatorias. Bajo condiciones de oscuridad
se picaron y pesaron 2.55 g de mashua negra congelada,
estas fueron colocadas en un tubo de falcon de 50 ml, se
le agregdb 15 ml de solucidon etanol acidificado (96%

etanol y HCI 1N, 85:15, v/v). El tubo con la muestra se
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cubrié con tapon apropiado. Luego se agité por 10 min
con 5 minutos de congelamiento a 4°C (proceso repetido
3 veces). Posteriormente se centrifugd a 3500 RPM
durante 10 minutos, luego se realizé el filtrado y se
recolectd el sobrenadante. Este sobrenadante es llevado
a pera de decantacién y se le adiciono hexano 12.5 ml
para desengrasar, se agitd vigorosamente, se dejo
reposar durante 30 minutos, permitiendo la separacion de
fases. Se extrajo la fase del alcohol &cido (que arrastra
las antocianinas) y se coloc6 en tubo falcon.
Posteriormente se procedio a realizar una dilucién de 0.5
ml de extracto en 25 ml de solucion etanol acidificado
para luego ser leidas en el espectrofotometro a 535 nm y
700 nm.

El contenido de antocianinas se calcul6 como:

Formula para cuantificacion de antocianinas totales

C = [(Aszsnm - A7gonm)/£] X (volumen total de extracto)

X MWx (1/peso muestra) x Fd

Donde:

C=Concentracion de antocianinas totales (mg de
cianidina 3-glucésido equivalentes por g de muestra).
A=Absorbancia

£ = Absorptividad molar de cianidina 3-glucésido
(25965/cm/M)

MW = Peso molecular de cianidina 3-glucésido (449.2).

Fd: Factor de dilucion

3.4.3 Instrumentos

Equipos

Agitador Vortex
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Balanza analitica
Espectrofotometro UV-VIS Pharo 300
MERCK

Refrigeradora — congeladora

Materiales

Cuchillo de mango de plastico
Cubeta de cuarzo

Embudo de cristal

Frasco de vidrio color ambar
Gradilla

Micropipetas

Papel de aluminio

Papel de filtro

Pipetas de 1, 5, 10 ml.

Pipeta de Pasteur

Probetas de 10, 20, 50,100 y 250 ml.
Tubos de ensayo

Soporte universal

Vaso de precipitado

Viales de vidrio con tapa

Reactivos

Acido sulfarico
Agua destilada.

Agua estéril
DPPH (2,2-Difenil-1-picrilhidrazilo)

Hidréxido de Sodio
Etanol

Reactivo de Antrona
Reactivo de Bertrand
Reactivo de Borntrager
Reactivo de Dragendorff

Spectroquant
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Reactivo de Fehling

Reactivo de Gelatina — sal
Reactivo de Hidroxilamina
Reactivo de Liebermann — Burchard
Reactivo de Mayer

Reactivo de Molish

Reactivo de Ninhidrina
Reactivo de Shinoda

Reactivo de Sonnenschein
Reactivo de Rosenhein
Reactivo de Tricloruro de Hierro

Reactivo de Vainillin sulfdrico
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CAPITULO IV

PRESENTACION, ANALISIS E INTERPRETACION DE RESULTADOS

4.1

Resultados

Los resultados de la marcha fitoquimica basada en reacciones de
precipitacion y coloracion, realizada al extracto etandlico de los
tubérculos de Tropaeolum tuberosum Ruiz & Pavon “mashua
negra”, demostraron la presencia muy abundante de azUcares
reductores, flavonoides y antocianinas; presencia abundante de
carbohidratos, aminoéacidos, grupos aminos y alcaloides; presencia
moderada de taninos, compuestos triterpénicos y glicésidos;
presencia leve de compuestos fendlicos, antraquinonas vy
compuestos con grupo carbonilo; ausencia de flavonoides

catéquicos y saponinas (véase la TABLA N° 4y FOTO N° 7).
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TABLA N° 4: MARCHA FITOQUIMICA DEL EXTRACTO
ETANOLICO DEL Tropaeolum tuberosum R. & P. “MASHUA

NEGRA”
N° Metabolitos Reactivos Resultado
1 Molish +++
2 Carbohidratos Antrona +
3 Azlcares reductores Fehling ++++
4 Compuestos Tricloruro de Hierro +
fendlicos (FeCI3)
5 Taninos Gelatina - sal ++
6 Flavonoides Shinoda ++++
7 Acido sulfurico ++++
H,SO4
3 Antocianinas Hidroxido de Tt
Sodio (NaOH)
9 Flavonoides Rosenhein -
catéquicos
10 Antraquinonas Borntrager +
11 Compuestos Liebermann - ++
Triterpénicos Burchard
12 Aminoacidos y Ninhidrina +++
grupos aminos
13 Dragendorff +++
14 . Mayer +
15 Alcaloides Bertrand +
16 Sonnenschein +
17 Compuestos con Hidroxilamina +
grupo carbonilo
18 Saponinas Espuma -
19 Glicosidos Vainillin sulfarico ++
20 | Muestra control

FUENTE Y ELABORACION PROPIA

Leyenda: (++++) Muy abundante, (+++) Abundante, (++) Moderada,

(+) Leve,

(-) Ausencia.
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Con respecto al porcentaje de captacion de radicales libres de cada
una de las concentraciones realizadas al extracto etanolico del
tubérculo de Tropaeolum tuberosum Ruiz & Pavon “mashua negra’,
se lograron los siguientes resultados: a concentraciones de 2100
ug/ml, 1800 ug/ml, 1350 ug/ml, 900 ug/ml, 200 ug/ml obtuvieron
porcentajes de 54,71%, 42,52%, 31,67%, 23,59%, 5,46%
respectivamente (Véase la TABLA N° 5y GRAFICO N° 1).

TABLA N° 5: PORCENTAJE DE CAPTACION DE RADICALES
LIBRES DEL EXTRACTO ETANOLICO DEL Tropaeolum
tuberosum Ruiz & Pavén “MASHUA NEGRA”

Absorbancia del Patron DPPH: 0.421

Muestra | Concentracion | Promedio de | Absorbanci Capacidad
ug/ml Absorbancia | a del blanco | Antioxidante
de la muestra | de muestra %
2100 ug/ml 0.195 0.004 54,77
Extracto
. 1800 ug/mi 0,242 0.002 42,52
etandlico
de
“mashua 1350 ug/mi 0,288 0.000 31,67
negra”
900 ug/ml 0,322 0.000 23,59
200 ug/ml 0,398 0.002 5,46

FUENTE Y ELABORACION PROPIA



GRAFICO N° 1: PORCENTAJE DE CAPTACION DE RADICALES
LIBRES DEL EXTRACTO ETANOLICO DE Tropaeolum
tuberosum Ruiz & Pavon “MASHUA NEGRA”
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FUENTE Y ELABORACION PROPIA

El Coeficiente de inhibicion (ICsp) del extracto etandlico de
Tropaeolum tuberosum Ruiz & Pavén “mashua negra”, presentd un
valor de 2010.9355 pg/ml esto se obtuvo a partir de la ecuacién de
la curva de concentracion vs % captacion de radicales libres (véase
la GRAFICO N° 2 Y TABLA N° 6).
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GRAFICO N° 2: CURVA DE CONCENTRACION VS %
CAPTACION DE RADICALES LIBRES DE Tropaeolum
tuberosum R. & P. “MASHUA NEGRA”
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FUENTE Y ELABORACION PROPIA

A partir de la ecuacion de la curva se obtiene:

y=mx+Db

X = (y —b)/m

50 — b

Cip =
50 -

ICso = (50 — 0.1288) / 0.0248

ICso = 2010.9355 pg/ml
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TABLA N° 6: COEFICIENTE DE INHIBICION (ICs;) DEL
EXTRACTO ETANOLICO DE Tropaeolum tuberosum R. & P.
“MASHUA NEGRA”

Coeficiente de Coeficiente de
Muestra Inhibicion (1Csp) Inhibicién (ICso)
ug/ml g/ml
Extracto etandlico
2010,9355 0.0020109355
de Mashua negra

FUENTE Y ELABORACION PROPIA

El resultado del coeficiente de inhibicion (ICsp) expresado en ug/ml
del extracto etandlico del Tropaeolum tuberosum R. & P. “mashua
negra” comparado con el del estandar antioxidante Trolox
(ANEXOS, GRAFICO N° 4). Se observa a continuacion (véase la
TABLA N° 7).

TABLA N° 7: CAPACIDAD ANTIOXIDANTE MEDIANTE LA ICs
(ug/ml) DEL EXTRACTO ETANOLICO DEL Tropaeolum
tuberosum R. & P. “MASHUA NEGRA” Y TROLOX

Coeficiente de Inhibicién (ICsp) en ug/ml

ICs0 a-Tocoferol (Trolox) 2,3934

ICso Extracto etandlico de
2010,9355
Mashua negra

FUENTE Y ELABORACION PROPIA
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El resultado de la actividad antioxidante del extracto etandlico del
Tropaeolum tuberosum Ruiz & Pavén “mashua negra” expresado
en equivalente Trolox se muestran a continuacion (véase la TABLA
N° 8).

TABLA N° 8: ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE EXPRESADA EN
FUNCION A LOS MICROGRAMOS Y MICROMOLES
EQUIVALENTE TROLOX.

_ Equivalente
Equivalente
Muestra umol Trolox/g
ug Trolox/g muestra
muestra
Extracto etandlico de
1190,1923 4,75
Mashua negra

FUENTE Y ELABORACION PROPIA

El resultado de la cuantificacion de antocianinas totales del extracto
etandlico del Tropaeolum tuberosum Ruiz & Pavon “mashua negra”
presento un valor de 165,3697 mg de cianidina -3-glucosido/ 100 g
de muestra. (Véase la TABLA N° 9 y ANEXO N° 3).

TABLA N° 9: CUANTIFICACION DE ANTOCIANINAS TOTALES
DEL EXTRACTO ETANOLICO DEL Tropaeolum tuberosum R. &
P. “MASHUA NEGRA.

Promedio de Concentracion
Muestra Absorbancias de antocianinas
de la muestra totales*
Extracto Lectura535nm | 0.325
etanodlico de 165,3697
Mashua negra Lectura 700 nm 0.000

* mg de Cianidina -3-glucésido/ 100 g de muestra.

FUENTE Y ELABORACION PROPIA
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4.2

Analisis e Interpretacion de Resultados

En la TABLA N° 4: Al realizar el andlisis fitoquimico al extracto
etandlico de Tropaeolum tuberosum Ruiz & Pavon “mashua negra”,
se identificaron los metabolitos presentes, entre los que destacan
los flavonoides y antocianinas que mostraron presencia muy
abundante. Es probable que la presencia de estos metabolitos
contribuyan a la actividad antioxidante del extracto evaluado en

este estudio.

En la Tabla N° 5 y GRAFICO N° 1: Se muestra la capacidad
antioxidante, medida por el porcentaje de captacion de radicales
libres de cada una de las concentraciones realizadas al extracto
etandlico del tubérculo de Tropaeolum tuberosum Ruiz & Pavon
‘mashua negra”. Por consiguiente a medida que aumenta la
concentracion del extracto etandlico de Tropaeolum tuberosum
Ruiz & Pavon “mashua negra” aumenta la captacion de radicales
libres causantes de la oxidacién, lo que indica mayor actividad

antioxidante.

GRAFICO N° 2y TABLA N° 6: Se observa que el extracto etandlico
de Tropaeolum tuberosum Ruiz & Pavon “mashua negra”, presenta
un coeficiente de inhibicion (ICsp) de 2010.9355 pg/ml. Este valor
indica la cantidad de extracto que se requiere para reducir en un
50% la concentracion inicial del radical DPPH™, lo que demuestra
su 6ptima capacidad antioxidante.

El coeficiente de inhibicion (ICsp) se obtiene utilizando el intercepto

y la pendiente de la linea de regresion lineal.

TABLA N° 7: Se observa la capacidad antioxidante de la muestra
mediante la ICso (ug/ml) del extracto etandlico del Tropaeolum
tuberosum R. & P. “mashua negra” y Trolox. El extracto de
etandlico de “mashua negra” tuvo un ICsy de 2010.9355 ug/ml,

mientras que el Trolox tuvo un I1Csy de 2,3934 ug/ml. Por lo cual la
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actividad antioxidante de la mashua negra es menor en
comparacion con la del patron antioxidante Trolox. Teniendo en
cuenta que a menor ICso mayor es la capacidad antioxidante de un

extracto.

TABLA N° 8: Muestra la actividad antioxidante del extracto
etandlico del Tropaeolum tuberosum R. & P. “mashua negra”
expresado en Trolox, esto se obtiene de la division del ICsy del
Trolox entre el ICso del extracto. Es decir, cada gramo de muestra
fresca de “mashua negra” tuvo una actividad antioxidante de
1190,1923 ug equivalente Trolox/g muestra, que convertido en

micromoles obtuvo un valor de 4,75 pmol Trolox/g muestra.

TABLA N° 9 y ANEXO N° 3: Muestra el contenido de antocianinas
totales del extracto etandlico del Tropaeolum tuberosum Ruiz &
Pavon “mashua negra”, presentando un valor de 165,3697 mg de
cianidina -3-glucoésido/ 100 g de muestra. Esto puede ser atribuido
a la genética del tubérculo, lugar de procedencia, condiciones

ambientales y tipo de suelo.
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DISCUSION

En el estudio realizado “por Cuya® (2008), empleando el método de
DPPH, determin6 que de los cuatro cultivares de mashua que
investigod, la variedad de mashua con mayor actividad antioxidante
fue la de “zapallo amarillo”, obteniendo un valor de 587,781 ug Eq.
Trolox /g este resultado es inferior al valor obtenido en nuestra
investigacion de mashua negra que presento un resultado de
1190,1923 ug equivalente Trolox/g de muestra. Concluyendo que
la mashua “negra” tiene mayor actividad antioxidante que la

variedad “zapallo amarillo”.

Los resultados de la determinacién de la actividad antioxidante
indicaron que la mashua negra present6 una actividad antioxidante
equivalente a 1190,1923 ug equivalente Trolox/g de muestra
fresca. Este valor se encuentra dentro del rango de 1045,18 a
10002,35 ug de Trolox equivalente /g de materia fresca reportado
por Rios* (2004), para genotipos de coloracién amarilla y morada,
empleando el método ABTS. A pesar de las diferencias
metodoldgicas se encuentra dentro de este rango por lo que se
concluye que la muestra de “mashua negra” presenta actividad

antioxidante.

Asi mismo, Rios* (2004), en su trabajo relacionado con el
contenido de antocianinas en mashua de coloracion amarilla y
morada, encontré valores de 85,13 a 205,03 mg de cianidina -3-
glucoésido/ 100 g de muestra, siendo este estudio comparado con
nuestra investigacion de mashua negra la cual obtuvo un valor de
165,3697 mg de cianidina -3-glucésido/ 100 g de muestra; se
concluye que la mashua “negra” presenta un importante valor de
antocianina, el cual proporciona efectos benéficos a la salud,

actuando principalmente como antioxidante natural.
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En la investigacion realizada por Paucar® (2014), se determiné la
capacidad antioxidante utilizando el método ABTS, para dos
cultivares de mashua, la variedad de mashua “Zapallo” obtuvo 6.59
pmol Trolox/g tejido y la variedad “Amarilla Chauca” obtuvo 3.00
pmol Trolox/g tejido; comparando estos resultados con la mashua
‘negra”’ que obtuvo 4.75 pmol Trolox/g tejido; se concluye que la
mashua “negra” tiene menor actividad antioxidante que la variedad

“Zapallo” pero mayor que la variedad “Amarilla Chauca”.

El Instituto Nacional de Investigaciones Agropecuarias (INIAP)®,
Ecuador (1997) realiz6 una marcha fitoquimica al tubérculo de
Tropaeolum tuberosum Ruiz & Pavon, se coincide con esta
investigacion en la cantidad de flavonoides y leucoantocianidinas
(tipo de antocianina); a diferencia de los resultados obtenidos en el
presente estudio, en los cuales se detect presencia abundante de
alcaloides y ausencia de saponinas. Esta diferencia de resultados
puede deberse a las caracteristicas intrinsecas del material vegetal
y a la influencia de factores agroclimaticos®® (Acosta, 2003).
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CONCLUSIONES

1. Se determind la actividad antioxidante del extracto etandlico de
Tropaeolum tuberosum Ruiz & Pavon “mashua negra”, mediante
el método de captacion del radical DPPH. Basado en la reduccion
del radical libre 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH) por las
sustancias antioxidantes presentes en el extracto etandlico de la
mashua negra y fueron expresados en forma de porcentaje de
captacion de radicales libres.

2. Se identificé los metabolitos presentes del extracto etanodlico de
Tropaeolum tuberosum Ruiz & Pavén “mashua negra” mediante
la marcha fitoquimica, basada en reacciones de precipitacion y/o
coloracién; obteniéndose la presencia de flavonoides, antocianinas
y taninos, los cuales otorgan propiedades antioxidantes.

3. Se determiné el coeficiente de inhibicibn (ICsp) del extracto
etanolico de Tropaeolum tuberosum Ruiz & Pavéon “mashua
negra” obteniendo el valor de 2010.9355 pg/ml. Este valor indica la
cantidad necesaria de extracto que se requiere para reducir en un
50% la concentracion inicial del radical liore DPPH".

4. Se cuantifico las antocianinas totales en el extracto etandlico de
Tropaeolum tuberosum Ruiz & Pavon “mashua negra”, mediante
el método espectrofotométrico, obteniendo como resultado
165,3697 mg de cianidina-3-glucosido/100 g de muestra. El
proceso se realiz6 en un tiempo corto y bajo oscuridad debido a
gue las antocianinas son inestables a factores ambientales tales

como: luz visible, temperatura, oxigeno.
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RECOMENDACIONES

Realizar mayores estudios acerca de la mashua negra para con
ello promover un consumo y uso en nuestra poblacion.

Estudiar el efecto del secado y coccion sobre la capacidad
antioxidante de la mashua negra.

Realizar investigaciones sobre la capacidad antioxidante de todas
las variedades de mashua presentes en el Peru.

. Aislar a los compuestos fendlicos y flavonoides de la mashua negra
para determinar su concentraciéon de cada una de ellas presentes

en la muestra.
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ANEXO N° 1

ANEXOS

Hamilton W. Beltran S.
Consultor Botanico
Calle Natalio Sanchez 251- Jesus Maria
hamiltonbeltran@yahoo.com

CERTIFICACION BOTANICA

El Bi6logo colegiado y autorizado por el Inrena segin RD. N° 334-2013-MINAGRI-
DGFFS/DGEFFS, con Registro N° 37, certifica que la planta conocida como
“MASHUA NEGRA”, proporcionado por la Srta. URIBE PINTA ELIZABETH, ha sido
estudiada cientificamente y determinada como Tropaeolum tuberosum y de

acuerdo al Sistema de Clasificacion de Cronquist 1981, se ubica en las siguientes

categorias:

Reino:
Division:

Clase:

Subclase:

Orden:
Familia:
Género:

Especie:

Plantae
Magnoliophyta
Magnoliopsida
Rosidae
Geraniales
Tropaeolaceae

Tropaeolum
Tropaeolum tuberosum R. & P.

Se expide la presente certificacion a solicitud de la interesada para los fines que

estime conveniente.

Lima, 10 Agosto 2016.

Blgo.'ﬂ%n

................................ ]
)

Homiton Wilmer Belran Santiago
Biologo - Botdnico
CBR 2719
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MATRIZ

ANEXO N° 2

DE

CONSISTENCIA

Titulo de Tesis: ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE DEL EXTRACTO ETANOLICO DE Tropaeolum tuberosum Ruiz & Pavén MASHUA NEGRA.

Presentado por: Uribe Pinta Elizabeth

PROBLEMA . TIPO Y NIVEL DE METODO Y DISENO DE
OBJETIVO GENERAL HIPOTESIS GENERAL VARIABLES POBLACION Y
GENERAL INVESTIGACION INVESTIGACION
MUESTRA
-SEl extracto | - Determinar la actividad | - El extracto etantlico | Tipo de Investigacion: Método de Investigacion: | variable Independiente (X) Poblacién:
etandlico de atr1t|o3<||_dan'ije ql_el extrellcto ?eb Trc;zpaeolur; Aojicad - X:  Extracto  etandlico  de Los tubérouios d
Tropacolum etandlico de Tropaeolum | tuberosum uiz plicada ientifico Tropaeolum tuberosum Ruiz & os tubérculos de
tuberosum Ruiz & tuberosum Ruiz & Pavon, | Pavon, mashua negra - Tansversal - Descr_lptlvo Pavén mashua negra la planta
Pavén mashua mashua negra. posee actividad _ _ 5 -Induct_lvo_ o ) Tropaeolum _
negra, presentara o - antl_OX|dante frente al | Nivel de Investigacion: | -Cuantitativo - Cualitativo dicad ) tube’rosum Ruiz &
actividad Objetivos Especificos radical DPPH (2,2 o Indica ores. Pavon  “Mashua
antioxidante? 3 difenil —picrilhidrazilo). -Descriptivo X1: Marcha fitoquimica negra’.
’ O.E.1: Identificar los

metabolitos presentes del Hipotesis Secundarias Disefio de Investigacion: Variable Dependiente (Y) Muestra:

extracto etandlico de | HE1: El  extracto

Tropaeolum  tuberosum | aianglico de -No Experimental Y: Actividad antioxidante del | EXtractos

Ruiz & Pavén, mashua | Trgpaeolum tuberosum N etandlicos

negra. Ruiz & Pavén, mashua -De campo extracto etandlico de | obtenidos del

_ negra tiene metabolitos Tropaeolum tuberosum Ruiz & | tubérculo de la

O.E.2: Determinar el presentes. ] planta

coeficiente de inhibicion | g2 El extracto Pavén mashua negra. Tropaeolum

(IC50) del extracto | etanglico de Indicadores tuberosum Ruiz

etandlico de Tropaeolum
tuberosum Ruiz & Pavon,
mashua negra.

0O.E.2: Cuantificar las
antocianinas totales en el
extracto etandlico de
Tropaeolum  tuberosum
Ruiz & Pavén, mashua
negra.

Tropaeolum tuberosum
Ruiz & Pavén, mashua
negra posee un
coeficiente de inhibiciéon
(IC50) O6ptimo para
reducir en un 50% la
concentracion inicial del
radical libore DPPH+.
H.E.2: EI extracto
etandlico de
Tropaeolum tuberosum
Ruiz & Pavon, mashua
negra, contiene altas
concentraciones de
antocianina.

Y1: % de captacion de radicales

libres.

& Pavén, mashua
negra.




ANEXO N° 3

CALCULO DE ANTIOCIANINAS TOTALES

Formula para cuantificacion de antocianinas totales:

C = [(Aszsnm - A;oonm)/£] x (volumen total de extracto)
X MWx (1/peso muestra) x Fd

Donde:

C=Concentracion de antocianinas totales (mg de cianidina 3-glucésido
equivalentes por g de muestra).

A=Absorbancia

£ = Absorptividad molar de cianidina 3-glucésido (25965/cm/M)

MW = Peso molecular de cianidina 3-glucésido (449.2).

Fd: Factor de dilucion

Reemplazando datos en la formula:

C =[(0.325 — 0.000)/25965] x (15) x 449.2x (1/2.55) x (25/0.5)
C = 165,3697 mg de cianidina-3-glucésido/100 g de muestra



FOTO N° 2: RESULTADO DE LA MARCHA FITOQUIMICA DEL
EXTRACTO ETANOLICO DEL Tropaeolum tuberosum R. & P.

“MASHUA NEGRA”
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FUENTE Y ELABORACION PROPIA
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FOTO N° 3: RESULTADO DE CUANTIFICACION DE ANTOCIANINAS
TOTALES DEL EXTRACTO ETANOLICO DEL Tropaeolum tuberosum
R. & P. “MASHUA NEGRA”.

FOTO N° 4: RESULTADO DE LA ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE DEL
EXTRACTO ETANOLICO DEL Tropaeolum tuberosum R. & P.
“MASHUA NEGRA”




GRAFICO N° 3: CURVA ESTANDAR DE TROLOX
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FUENTE Y ELABORACION PROPIA

A partir de la ecuacion de la curva se obtiene:

y=mx+Db

X =(y—-Db)/m

50 - b

m

ICsp =

ICs0 = (50 — 0,0869) / 20,436
ICs0 = 2,3934

ICso = 2,3934 pg/ml
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