EXTRACCION Y CUANTIFICACION DE COMPUESTOS CON ACTIVIDAD
ANTIOXIDANTE A PARTIR DE CASCARAS DE TRES VARIEDADE§ DE PAPA
(Solanum tuberosum) EN EL DEPARTAMENTO DE NARINO.

LEIDY JOVANA CERON MARTINEZ
IVAN ANDRES LOPEZ LEDEZMA

UNIVERSIDAD DE NARINO
FACULTAD DE INGENIERIA AGROINDUSTRIAL
PROGRAMA DE INGENIERIA AGROINDUSTRIAL

SAN JUAN DE PASTO
2013



EXTRACCION Y CUANTIFICACION DE COMPUESTOS CON ACTIVIDAD
ANTIOXIDANTE A PARTIR DE CASCARAS DE TRES VARIEDADE§ DE PAPA
(Solanum tuberosum) EN EL DEPARTAMENTO DE NARINO.

LEIDY JOVANA CERON MARTINEZ
IVAN ANDRES LOPEZ LEDEZMA

Trabajo de grado en modalidad de investigacion presentado como requisito
parcial para optar al titulo de Ingeniero Agroindustrial.

Asesor:
Director: Ing. MAURICIO ALEXANDER BUCHELI JURADO

UNIVERSIDAD DE NARINO
FACULTAD DE INGENIERIA AGROINDUSTRIAL
PROGRAMA DE INGENIERIA AGROINDUSTRIAL

SAN JUAN DE PASTO
2013



NOTA DE RESPONSABILIDAD

Las ideas y conclusiones aportadas en el presente trabajo de grado son de
responsabilidad exclusiva de los autores.

Articulo 1° del acuerdo No. 324 del 11 de octubre de 1966, emanado del
Honorable Consejo Directivo de la Universidad de Narifio.



Nota de aceptacion:

Firma del Presidente de tesis

Firma del jurado

Firma del jurado

San Juan de Pasto, Agosto de 2013



AGRADECIMIENTOS

Los autores expresan sus agradecimientos a:

A la Vicerrectora de Investigacion, Posgrados y Relaciones Internacionales
(VIPRI) por la financiacion de este trabajo.

Al Grupo de Investigacion Tecnologias Emergentes en Agroindustria (TEA) en
cabeza de su director el Ph.D. Oswaldo Osorio por el apoyo prestado en el
desarrollo de este investigacion.

A nuestro Director el Ingeniero Mauricio Bucheli Jurado por su valioso asesoria
desde la formulacion hasta la ejecucion del presente trabajo de grado.

MSc. Diego Mejia E., por su asesoria y correcciones al trabajo de grado

MSc. Oscar Arango B., por sus correcciones al trabajo de grado

Al personal de Laboratorios Especializados: Quimicos: Juan Pablo Jiménez y
David Arturo. Técnica de Laboratorios Especializados Sandra Espinoza, por sus
aportes vitales en esta investigacion

Al personal de Planta Piloto: I.A Hugo Gomajoa; 1.Q. Renato Pantoja; Monitores

A todas las personas, compaferos y amigos que de alguna u otra manera
colaboraron para la realizacion del presente trabajo. Muchas Gracias a todos



DEDICATORIA

Este paso mds que doy en mi vida lo quiero dedicar a todas las personas que siempre han
estado presentes y que han hecho lo posible para que pueda [legar hasta donde estoy.

En primer lugar quiero dedicar este trabajo de grado a Dios, por ser mi guia y por
permitirme [legar a este momento tan especial, por los triunfos y los momentos dificiles y
por darme las fuerzas necesarias para salir adelante.

A mis padres Maria del Socorro Martinez y Luis Heriberto cerdn, por su apoyo
incondicional, consejos, comprension, amor y ayuda en los momentos dificiles. Muchas
gracias porque ustedes me han dado todo lo que soy como persona, mis wvalores, mis
principios, mi cardcter, mi empefio, mi perseverancid, mi cordje para consegquir mis
objetivos.

A mis hermanos Eder Fabian Ceron Martinez y Duban Andres Ceron Martinez por estar
siempre presentes acompafidndome, guidndome y ayuddndome para poderme realizar,

como persona y como profesional.

A mi tia y mis primas quienes han velado por mi durante este arduo camino para
convertirme en una profesional.

A mi familia en general gracias por su apoyo.

A mi compafiero y amigo Ivan Andres Lopez Ledezma, por luchar cada dia para poder
alcanzar esta meta y por todo el tiempo y las experiencias compartidas.

A mis amigos, que gracias al equipo que formamos logramos llegar hasta el final del
camino y que hasta el momento, sequimos siendo amigos.

A mis profesores, gracias por su tiempo, por su apoyo asi como por todas las ensefianzas
que me transmitieron en el desarrollo de mi formacion profesional.

Leidy Jovana cerén Martinez



DEDICATORIA

A Dios, por regalarme la vida y el permitirme alcanzar este logro

A mi madre, FLOR ALBA LEDEZMA ARCOS, por ser fuente de inspiracion,
lucha, amor, tenacidad, inteligencia y sabiduria; convirtiéndose en el ser
mas maravilloso de mi mundo, guidndome cada dia y presente en cada uno
de mis pasos. Este triunfo es tuyo, tu fortalece es inspiracion.

A mi padre, JOSE IVAN LOPEZ MADRONERO, cuyos caminos escabrosos
durante su vida en medio dificultades me demostraron que la fortalece de un
hombre radica en la tranquilidad con la que emprendemos cada camino.

A mi hermana, LEIDY DAYANA MORALES LEDEZMA, quien me demostro
que los limites son mentales y con su trabajo me inspira dia a dia

A mi hermano y gran amigo, DAVID ALEJANDRO LOPEZ LEDEZMA, por sus
enseflanzas y lecciones de vida que me entrega a diario, permitiendo ver
que el crecimiento espiritual y humano no tiene limites

A mi compafiera y gran amiga, LEIDY JOVANA CERON, por sus ensefianzas,
consejos y todo lo compartido y espero que siempre estés presente en mi

sendero

“Hay una fuerza motriz mas poderosa que el vapor, la electricidad y la
energia atomica: la voluntad”.

Ivan Andrés Lopez Ledezma



CONTENIDO

Pag.
INTRODUGCCION ..ottt ettt ettt e s e eteeteeae e 22
1. IDENTIFICACION Y FORMULACION DEL PROBLEMA.........cccouvene.... 24
2. JUSTIFICACION ..ottt 27
3. OBUJIETIVOS ... .ttt ettt e e e e e e e e e e e e e e e e ennneee s 30
3.1 OBJETIVO GENERAL ..ottt 30
3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS .....coi ittt 30
4. MARCO TEORICO ....ocviiiiiieiiciiiete ettt 31
4.1 FUNDAMENTOS TEORICOS......c.ooiiiecieieecececeee e, 31
4.2 RADICALES LIBRES Y ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE. ........coocvvvvineennnn. 32
421 Generalidades de los radicales [Ibres ..........oooovciiiiiiiiiiicciiiie e 32
4.2.2 Compuestos ANIOXIAANTES .........cevviiiiiiiiiiiiiiiiieieeeeeeeeeeeeee e 33
4.2.3 Clasificacion de 10s ANtioXidantes ..........cuvvvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeee 34
4.3 COMPUESTOS FENOLICOS EN LAS PLANTAS .....oooveeveceeeeceeee e 35
4.4 ESTUDIOS SOBRE EXTRACCION DE COMPUESTOS
ANTIOXIDANTES. ..o e e eaas 35
4.5 ESTUDIOS CON CASCARA DE PAPA ..., 37
4.6 METODOS DE EXTRACCION......cciiiiiciiiiirieieee e 40
4.6.1 Extraccion liquido-liqUIdO ...........uiiiieeeeieecee e 41
4.6.2 Extraccion SOldO-HQUIdO ..........ccooeiiiiiiiiiiiie e 41
4.7 METODOS DE ANALISIS PARA LA DETERMINACION DE FENOLES
TOTALES Y ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE .....ccvviiiiiiieeeeiiiiiiiieeeee e 41
4.7.1 Determinacion de fenoles totales. ..., 42
4.7.2 Determinacion de actividad antioxidante.............ccccovvvvvviiiieeeeeeeeeeiiiin, 42
4.7.2.1 EIMEIOAO ABTS. .. e e 43
4.7.2.2 MELOAO DPPH .....ouiiiiiiiiiiiiiccee et a e e 44
5. DISENO METODOLOGICO .......ciiiuiiiiiisieieieesieieiee s 47
51 ORIGEN Y OBTENCION DE LA MATERIAPRIMA .....cooviioiieiieeeeeen 47



5.2
5.2.1
5.2.2
5.3

5.4
5.4.1
5.4.2
5.5

5.5.1
5.5.2
5.5.21
5.5.2.2
5.6

5.6.1
5.6.1.1
5.7
5.7.1
5.7.2

6.1
6.2
6.3

6.3.1
6.3.2

TRATAMIENTO DE LA MATERIAPRIMA ... 48
Y=o T [0 TN SURPPPRRTRN 48
Molienda y Tamizado. ...........ouuuuiiiiie e 49

DETERMINACION DE LA COMPOSICION QUIMICO PROXIMAL DE
LAS CASCARAS DE TRES VARIEDADES PAPA

(Solanum tUDEIOSUM).....cceviiiiie e 50
OBTENCION DE LOS EXTRACTOS. ....cveieeeeeeeeeeeeeeeeee e 51
Preparacion de las soluciones y extracCion. ...........cccuuvveveiieeeeeeeeeenvnnnnnnn 51
CentrifUgACION. ........ueeiiiiieee et 52
DETERMINACION DEL CONTENIDO DE FENOLES Y LA ACTIVIDAD
ANTIOXIDANTE ......c e ettt e e e e e e e e e e eeeeeee s 53
Determinacion de Fenoles Totales..........cccceeeeeiiee, 53
Determinacion de la Actividad Antioxidante: ............cceeeeeeeeriiniiiiiieeeenenn. 54
ENSAYO ABTS ... 54
ENSAY0 DPPH ... 54
ANALISIS DE ACIDO CAFEICO EN CASCARAS DE PAPA POR HPLC-
P D A 55
DescripCion del @NAlISIS: .........cuviieiiiiiiiiiieeee e 56
ANAlISIS d€ 1aS MUESIIAS. ......uuuuuriiiiiiiiiiiiiiiiiiiiianenenaaannnannnaannnne 56
DISENO EXPERIMENTAL .....cveiviiieiieiieeieeteeeeeteee e ete e st st 56
Variedad de papa y tipo de solvente. ..........ccceeeeieeeiiiiiiiiiiie e, 56
Tamafio de Particula y Tiempo de Contacto. ..........cccceeevviiiiiiiiieeeeeeennnne 58
RESULTADOS Y DISCUSION. ...t 61
OBTENCION Y TRATAMIENTO DE LA CASCARA DE PAPA............... 61
ANALISIS PROXIMAL DE LA CASCARA DE PAPA. ......c.cccoeveeeeennn, 61

ESTUDIO DEL EFECTO DE LA VARIEDAD Y TIPO DE SOLVENTE
SOBRE EL CONTENIDO DE FENOLES Y SU ACTIVIDAD
ANTIOXIDANTE . ..ottt e e e e e e e e e e eeeeaeas 63
Determinacion de fenoles totales. ..., 63

Determinacion de la actividad antioxXidante: .........cooveeeveeiivie e, 70



6.3.2.1
6.3.2.2
6.4

6.5

6.5.1
6.5.2
6.5.2.1
6.5.2.2
6.6

7.
8.

ENSAY0 ABTS ...t 70

ENSayo DPPH. ... 76
ANALISIS DE ACIDO CAFEICO EN EXTRACTOS METANOLICOS DE
CASCARAS DE PAPA POR HPLC-PDA. .......ccoceiviiieieeee e, 91

ESTUDIO DEL EFECTO DEL TAMANO DE PARTICULA Y EL TIEMPO
DE CONTACTO SOBRE EL CONTENIDO DE FENOLES Y ACTIVIDAD

ANTIOXIDANTE . ...cc ettt e e e e e e e e e e eeeeeeas 92
Determinacion de fenoles totales. ..., 93
Determinacion de la actividad antioxidante: ............ccccccceeeeniiniiiiieeeenenn. 99
ENSAY0 ABTS. ..o 99
ENSAY0 DPPH ... 104
COMPARACION ENTRE LOS RESULTADOS DE LOS EXTRACTOS DE
CASCARA DE PAPA Y OTROS PRODUCTOS. ....oooovieeeeeeeee e, 110
CONCLUSIONES ... oo e e e e 113
RECOMENDACIONES ......otiiiiiiie ittt saarreee e 114

BIBLIOGRAFIA ...ttt ettt 115



Figura 1.
Figura 2.
Figura 3.
Figura 4.

Figura 5.

Figura 6.
Figura 7.
Figura 8.
Figura 9.

Figura 10.

Figura 11.
Figura 12.
Figura 13.
Figura 14.

Figura 15.
Figura 16.
Figura 17.

LISTA DE FIGURAS

Pag.
EStructura feNO0L.........coooiieee e 34
EStructura del ABTS™ ... 44
Estructura del radical DPPHe: ..., 45
Reaccion de reduccion de DPPHee, (Radical 2,2- difenil-1-
picrilhidrazilo) y un compuesto antioxidante (RH)..........ccccccvvvvvennnen. 45
Recepcion de la materia prima: estabilidad de almacenamiento
variedades roja narifio y parda patusa...........ccceeeeevvervvviiiiiiieeeeeeeeennn, 48
Obtencion de las cascaras de las tres variedades de papa.............. 48
Secador de bandejas FIQ-LTDA - CST-800 .......ccccovveeeiirieeiiiiiinieeenn. 49
MoliNO de CUChIllas.........coouvuiiiiie e 49
Q1K1 01722 1o (o] > WA 49
Obtencién de la cascara de papa con el tamafio de particula a
o3V Z= 1= 50
Balanza Analitica de Precision DENVER APX-200 ................cee.... 51
Planchas de agitacion THOMAS SCIENTIFIC..........cccooeeeeiiivviiinnnnnn. 52
Centrifuga SIgMma 2-16P .......coooiiiiiieiiiee e 52
Espectrofémetro Génesis 10 UV-Vis Scanning Thermo Fisher
Y ox = 1o 53
Cromatografo Liquidos HPLC Waters.............vveeeeiiiiiiiiiiiiieeeeeeeee 56
Ensayos para la curva de calibracion con &cido gélico..................... 63
Perfil cromatogréafico (CLAE-DAD) del extracto DM ............cccc........ 92



Gréfico 1.

Grafico 2.

Gréfico 3.

Gréafico 4.

Gréfico 5.
Gréfico 6.

Grafico 7.

Gréfico 8.

Gréafico 9.

Grafica 10.
Grafica 11.

Grafico 12.
Grafico 13.

Gréafico 14.

Gréfico 15.

LISTA DE GRAFICOS
Pag.

Curva de calibracion para la determinacion de fenoles totales con
patrones de Acido QAlICO. .........uuviiiiiiieiiiiee e 64
Contenido de Fenoles Totales para los extractos de cascara de papa
L2V Z= L1 = To [0 1 66
Gréfico de medias de LSD de Fisher para el contenido de fenoles
totales con relacion a la variedad de papa...........ccccvveeeeeieeniiiiinnnee. 67
Grafico de medias de LSD de Fisher para el contenido de fenoles
totales con relacion al tipo de solvente utilizado. ................ccceeeeeen. 68
Gréfico de Interacciones para el contenido de fenoles totales.......... 69
Curva de calibracion para determinar la capacidad antioxidante
expresada ComO TEAC ..o e 71
Actividad antioxidante en TEAC para los extractos de cascara de
PAPA EVAIUAUOS ......coeviiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeee e 73
Gréfico de medias de LSD de Fisher para la actividad antioxidante
(TEAC) con relacion a la variedad de papa utilizada......................... 74
Grafico de medias de LSD de Fisher para la actividad antioxidante
(TEAC) con relacion al tipo de solvente utilizado................cceevvvnennn. 74
Gréfico de Interacciones para Actividad Antioxidante en TEAC ....... 75
Gréfico de correlacion entre el contenido de fenoles y la actividad
antioxidante expresada como TEAC...........oovvviiiiiiieeeeeeeeeeee e 76
Curva de calibracién del método DPPH ............cccccoviviveeeiiiiiee e, 77
Comportamiento de diferentes concentraciones de acido ascorbico
en el tiempo frente al porcentaje de DPPH" Remanente................... 78
Comportamiento de diferentes concentraciones de acido ascorbico
en el tiempo frente al porcentaje de Inhibicion..............ccccccceeeeeee. 78
Curva para determinar Ecso con diferentes concentraciones de acido

ASCON I C O, eeiet et 79



Gréfico 16.

Grafico 17.

Gréfico 18.

Grafico 19.

Gréfico 20.

Grafico 21.

Gréfico 22.

Grafico 23.

Gréfico 24.

Gréfico 25.

Grafico 26.

Gréfico 27.

Grafico 28.

Grafica 29.

Gréafico 30.

Comportamiento de diferentes concentraciones de acido ascorbico
en el tiempo frente al porcentaje de INhibICION..............cvvvvviiiiiiiinnnn. 79
Comportamiento de diferentes concentraciones de acido galico en el
tiempo frente al porcentaje de DPPHe Remanente........................... 80
Comportamiento de diferentes concentraciones de acido galico en el
tiempo frente al porcentaje de INhibiCION ..., 80
Curva para determinar Ecso con diferentes concentraciones de acido
0 > 1T o 81
Curva para determinar ICso con diferentes concentraciones de &cido
0= 1o T PRSPPI 81
Comportamiento de diferentes concentraciones de acido cafeico en
el tiempo frente al porcentaje de DPPH+ Remanente........................ 82
Comportamiento de diferentes concentraciones de acido cafeico en
el tiempo frente al porcentaje de INhibiCiON.............ccccvvviviiiiiiiiiinnnn, 82
Curva para determinar Ecso con diferentes concentraciones de acido
(072 = [ o 83
Curva para determinar ICso con diferentes concentraciones de &cido
(032 1 =] o o TR 83
Comportamiento de diferentes concentraciones del extracto DM en el
tiempo frente al porcentaje de DPPHe Remanente........................... 85
Comportamiento de diferentes concentraciones del extracto DM en el
tiempo frente al Porcentaje de Inhibicion ..............cccciniee 85
Curva para determinar Ecso con diferentes concentraciones del
EXIFACIO DM ... 86
Curva para determinar ICso con diferentes concentraciones del
EXIFACIO DM ..o 86
Eficiencia antirradical en los extractos de cascaras de papa

L3V = LU =T [0 1S 87
Gréfico de medias de LSD de Fisher la eficiencia antirradical con

relacion a la variedad de papa.......ccccccvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiee 89



Gréfico 31.

Grafico 32.

Grafico 33.
Gréfico 34.

Grafico 35.

Grafico 36.

Grafico 37.

Grafico 38.

Grafico 39.

Grafico 40.

Gréfico 41.

Gréfico 42.
Grafico 43.

Gréfico 44.

Grafico 45.
Grafico 46.

Gréfico 47.
Grafico 48.

Gréfico de medias de LSD de Fisher la eficiencia Antirradical con
relacion al tipo de SOIVENLE ..........coiiiiiiiiiiiiee e 89
Grafico de interacciones para la eficiencia antirradical con relacién al
tIPO A€ SOIVENLE......ueiiie e e 90
Contenido de Fenoles Totales ............uueiiiiiiiiiiiiiiiic e 94
Gréfico de Pareto estandarizado para el contenido de fenoles

TOTAIES e 96
Grafico de medias para el contenido de fenoles totales con relacion al
tamano de partiCula. ............eeeviiiiiiii e 96
Gréfico de medias para el contenido de fenoles totales con relacién al

HBIMIPO e 97
Grafico de efectos principales para el contenido de fenoles totales .98
Superficie de respuestas estimada para fenoles totales................... 98
Actividad antioxidante en TEAC para los extractos evaluados.: ...... 100

Grafico de Pareto estandarizado para la actividad antioxidante
expresada €n TEAC. ... 102
Gréfico de medias para la actividad antioxidante en TEAC con
relacion al tamafio de particula. ...........ooooiiiiiiieiee e 102
Gréfico de efectos principales de actividad antioxidante en TEAC.103
Superficie de respuestas estimada para actividad antioxidante en
TEAC . e 104
Eficiencia antirradical para las diferentes combinaciones de los
factores evaluadOosS.........coovvveiiiiiiiie e 105
Grafico de Pareto estandarizado para la eficiencia antirradical....... 107
Grafico de medias para la eficiencia antirradical con relacion al
tamano de particula. ... 108
Grafico de efectos principales para la eficiencia antirradical .......... 108
Superficie de respuestas estimada para actividad antioxidante

expresada en EA. ... 109



Gréfico 49.

Grafico 50.

Fenoles totales presentes en los extractos evaluados y diferentes

PUIPAS € fIULAS ..ooeiiiiiiiiiiiiiieeeeeee e 111
Fenoles totales presentes los extractos evaluados y diferentes jugos

(o101 [S] (oI = 1 ST TP 111



Tabla 1.

Tabla 2.
Tabla 4.
Tabla 5.
Tabla 6.
Tabla 7.
Tabla 8.
Tabla 9.

Tabla 10.

Tabla 11.
Tabla 12.

Tabla 13.

Tabla 14.

Tabla 15.

Tabla 16.

Tabla 17.

Tabla 18.

Tabla 19.
Tabla 20.

LISTA DE TABLAS

Pag.
Matriz del Disefio Experimental del disefio Factorial Multinivel
(O (=T (o] 1o o FUUURR PSP PPPTTPRR 57
Factores experimentales del disefio multifactorial categérico............. 58
Matriz del Disefio Experimental disefio factorial 32...........cccoceevruenen.. 59
Factores experimentales del disefio factorial 32...........c.ccoeevreeervenne. 60
Variables de respuesta de disefio factorial 3%...........c.cccceovveieerenenn. 60
Diametros de particula usados en la investigacion................cccceee..... 61
Andlisis proximal de las cascaras de papa ........cccccccvceeeeeeeeeeeeeeiinnnnnnn, 62

Resultados de la Prueba de Folin Ciocalteau con patrones de acido

0= 1o o T 63
Resultados de la prueba de fenoles totales para los extractos de

cascara de papa evaluadosS ...........ccoovvviriiiiiiiei e e 65
Andlisis de varianza para el contenido de fenoles totales................... 67

Registros de absorbancias de la prueba de ABTS™ con distintas
concentraciones de trolOX. ....oooeeeeeeeeeie i 70
Resultado de la prueba de ABTS™ con patrones de antioxidantes
SINLBLICOS. e 72

Resultados de Actividad antioxidante en TEAC para los extractos de

cascara de papa evaluados ..........coooiiiiiiiiiiieeee e 72
Andlisis de varianza para la actividad antioxidante (TEAC)................ 73
Registros de absorbancia a diferentes concentraciones DPPH"......... 76

Parametros calculados en el ensayo DPPH’ para acido ascérbico,

QAlICO Y Caf@ICO. oo 84
Eficiencia antirradical en extracto de DM. ...........cocooviiiiiiiiiiiiccceninn, 86
Resumen de las eficiencias antirradical en los extractos evaluados...87
Analisis de varianza para la eficiencia antirradical para los extractos de

CASCArA EVAIUATOS. ..vee ettt eae e 88



Tabla 21.
Tabla 22.

Tabla 23.
Tabla 24.
Tabla 25.
Tabla 26.

Tabla 27.
Tabla 28.
Tabla 29.
Tabla 30.

Tabla 31

Analisis de acido cafeico en cascara de papa por HPLC-PDA. .......... 92
Contenido de fenoles totales para los extractos de cascaras de

02T 6 L= PP 93
Andlisis de varianza para el contenido de fenoles totales................... 94
Optima Respuesta para el contenido de fenoles totales..................... 99
Valores de actividad antioxidante expresados en TEAC ...........cc...... 99

Andlisis de varianza para la actividad antioxidante expresada en

TEAC e a e e e e e e e aan 101
Optima respuesta para la actividad antioxidante en TEAC................ 104
Valores de eficiencia antirradical para los extractos evaluados........ 105
Andlisis de varianza para la eficiencia antirradical............................ 106
Optima Respuesta para la eficiencia antirradical ................cooccueen..... 109

Contenido de fenoles totales y actividad antioxidante en diferentes
PPOTUCTOS ...t 110



Anexo 1.

Anexo 2.

Anexo 3.

Anexo 4.

Anexo 5.

Anexo 6.

Anexo 7.

Anexo 8.

Anexo 9.

LISTA DE ANEXOS

Pag.
Resultados analisis proximal de las cascaras de Papa Variedad
DIACOl Capir0 ....coeeeeeeeeeeeee e 128
Resultados analisis proximal de las cascaras de Papa Variedad
Parda PastuSa .........cooovviiiiiii 129
Resultados analisis proximal de las cascaras de Papa Variedad Roja
N = 1 [ 1 SERRPPR 130
Espectro UV Acido CafeiCo..........cooeveeeiiiieieeeee e, 131
Tiempo de retencién cromatograma de acido cafeico .................... 132

Resultado analisis cromatograficos cascaras de papa variedad Diacol

(OF= T 01 {0 N 133
Resultado andlisis cromatograficos cascaras de papa variedad Parda
PASTUSA ... it 134

Diagrama de flujo para la obtencion de los extractos a partir de
cascaras de tres variedades de papa ..........ccccveeeeeieeeeiiiiiiiiieeeennn 136



LISTA DE ABREVIATURAS

Abs: Absorbancia

ABTSe+ : 2,2 azinobis-(3-etilbenzotiazolin 6-acido sulfénico
AGE: Acido Galico Equivalente

CV: Coeficiente de variacion

De: Desviacion estandar

DE: Diacol Etanol

DM: Diacol Metanol

DPPHe: 2,2- difenil-1-picrilhidrazilo

EA: Eficiencia Antirradical

FT: Fenoles Totales

HPLC: Cromatografia liquida de alta resolucion
PE: Parda Etanol

PM: Parda Metanol

RE: Roja Etanol

RM: Roja Metanol

TEAC: Actividad antioxidante equivalente a trolox
Tr: Tiempo de retencion



RESUMEN

Las tendencias mundiales de la alimentacion en los ultimos afios, indican un
interés acentuado en la identificacion y obtencién de sustancias de origen natural
con capacidad antioxidante, con la finalidad de minimizar el consumo de los
antioxidantes de origen sintético. El extracto de la cascara de papa ha probado
poseer una potente actividad antioxidante al ser una fuente de acidos fendlicos. En
el presente trabajo se evalud la capacidad antioxidante de extractos de cascara de
tres variedades de papa (Solanum tuberosum): diacol capiro, parda pastusa y roja
nariio cultivadas en el Departamento de Narifio y se analizaron los mejores
parametros como tipo de solvente, tamafio de particula y tiempo de contacto para
Su extraccion.

Los extractos de cascara de papa se obtuvieron por técnicas de extraccion con
solventes organicos (metanol y etanol grado HPLC), en condiciones de agitacion
constante a temperatura ambiente. Se determind el contenido de fenoles totales
por el método de Folin-Ciocalteu, la actividad antioxidante se cuantificé por medio
de los radicales 2,2 azinobis-(3-etilbenzotiazon-6-acido sulfénico) (ABTSe+) y 2,2-
difenil-picrilhidrazilo (DPPH¢), ademas se realizé la cuantificacion de compuestos
fendlicos por medio de un andlisis de cromatografia Liquida de Alta Eficiencia
(HPLC), utilizando un patron de &cido cafeico.

Se encontré un mayor contenido de fenoles y actividad antioxidante cuando se
utilizé metanol HPLC para la extraccidn en las cascaras de papa de las tres
variedades en estudio, los extractos metanolicos de la variedad diacol capiro (DM)
mostraron un mayor contenido de compuestos fendlicos con 652.90 mg AGE/100
g de cascara de papa seca, la actividad antioxidante expresada como TEAC fue
0,0928 mmol trolox/ g de cascara de papa seca, ademas se obtuvo una valor de
Ecso de 26,906 g cascara de papa seca/lL y una eficiencia antirradical de 6,183 x
10 en la misma variedad.

Con respecto a los parametros tamafio de particula y tiempo de contacto, se
puede establecer que bajo los niveles evaluados, se logré6 una mejor obtencion de
compuestos antioxidantes cuando se trabajé con un tamafio de particulas de
0,335 mm, correspondiente al retenido en el tamiz malla 60 y un tiempo de
contacto en la extraccién de 24 horas.



ABSTRACT

In the last years, global food trends show a strong interest in the identification and
obtainment of naturally sourced substances with antioxidant capabilities in order to
reduce the consumption of synthetic antioxidants. In this regard, the extract of
potato peel has proven to have a powerful antioxidant activity being a source of
phenolic acids. The aim of this paper was to examine the antioxidant capability of
peel extracts of three varieties of potato (Solanum tuberosum): Diacol capiro,
parda pastusa and roja nariio, which are grown in Narifio. Also, there was an
analysis of the best parameters such as type of solvent, size of particle and contact
times for extraction.

Potato peel extracts were obtained by using organic solvents extraction techniques
(methanol and ethanol grade HPLC), in constant stirring at room temperature.
Total phenols were obtained through the Folin-ciocalcetu method. Antioxidant
activity was calculated through radicals 2,2 azino-bis-(3-etilbenzotiazon-6- sulfonic
acid) (ABTS-+) and 2,2- diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPHs). Additionally, phenolic
compounds were quantified through High Efficiency liquid Chromatography (HPLC)
using a caffeic acid pattern.

Major content of phenols and antioxidant activity was found when metanoil HPLC
was used during the extraction of potato peel in the three varieties studied. Diacol
Capiro (DM) extracts showed a higher content of phenolic compounds with 652.90
mg AGE/100 g of dry potato peel. Antioxidant activity expressed as TEAC was
0,0928 mmol trolox/ g of dry potato peel. A value of Ecso of 26,906 g of dry potato
peel/L and antiradical efficiency of 6,183 x 10 were also found in the same variety.

Regarding the parameters: particle size and contact times, it may be concluded
that, under the levels evaluate in this study, major antioxidant compounds are
obtained when an average particle size of 0.335 mm is employed, which
corresponds to the peel that is retained in the sieve 60 and a contact time of 24
hours.



INTRODUCCION

El cultivo de la papa (Solanum tuberosum) es considerado como el cuarto cultivo
mas importante y de gran produccion en todo el mundo. En Colombia el desarrollo
de este cultivo se presenta principalmente en zonas de clima frio, en donde se
destaca el departamento de Narifio por presentar condiciones agroecoldgicas
favorables para su cultivo, puesto que la produccién optima de la papa se da en
aguellas zonas ubicadas entre los 2.500 y 3.000 metros de altitud sobre el nivel
del mar, por lo que de acuerdo con el informe de la Gobernacién de Narifio, el
departamento cuenta con 14.610 hectareas sembradas de papa y 16.419
productores, 25 mil familias, de la cual se derivan 3.600.000 jornales anuales y
350 mil empleos indirectos.

Dada la gran produccién de papa que se da a nivel mundial y nacional, es
necesario resaltar que el consumo mundial de la papa esta pasando del producto
fresco a productos alimentarios industriales con valor afiadido, lo cual ha
conducido que el procesamiento de este tubérculo genere residuos como las
cascaras, las cuales no generan ningun valor agregado a la cadena productiva de
este tubérculo, debido al mal manejo que se le da en la actualidad, en donde son
destinadas principalmente a alimentacion animal sin ninguna transformacion y
haciendo parte de los residuos sélidos municipales.

A pesar de lo anterior, es necesario tener en cuenta que el extracto de la cascara
de papa ha demostrado poseer una potente actividad antioxidante, la cual es
atribuida principalmente a compuestos fendlicos que posee este tubérculo,
concluyendo asi que el extracto de cascara es un antioxidante natural que podria
reemplazar a los antioxidantes sintéticos para la conservacion de alimentos.

De esta manera, la agroindustria busca un aprovechamiento cada vez mas integral
de las materias primas de las que se dispone en una region y principalmente la
utilizacion de residuos provenientes de las industrias, para de esta manera
disminuir los impactos ambientales negativos y obtener compuestos naturales que
sustituyan aditivos de caracter sintético puesto que los antioxidantes naturales, en
la industria alimentaria, cobran cada dia mayor importancia debido a los beneficios
para la salud humana.

Ademas, las tendencias mundiales en cuanto a alimentacion, en los ultimos afios,
indican un interés acentuado de los consumidores hacia alimentos que contengan
ademas de sus caracteristicas funcionales y nutrientes esenciales una funcion
benéfica en la reduccion de enfermedades, es decir que se esta presentando por
parte de los consumidores un aumento en la demanda de compuestos naturales,
como los antioxidantes naturales que pueden sustituir compuestos sintéticos como
el TBHQ, BHT, BHA y entre otros, de los cuales algunos de ellos presentan
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restricciones en muchos paises, debido a que estos compuestos ocasionan
problemas en la salud, por lo cual se debe investigar sobre los compuestos
naturales que tengan la capacidad de sustituir estos aditivos.

La extraccion de los compuestos con actividad antioxidante se ha realizado
mediante técnicas donde se emplean solventes organicos, los cuales combinan
diferentes pardmetros en cuanto a temperatura, tiempo de tratamiento, grado de
molienda, agitacion, relacion sdlido - liquido y el solvente empleado para la
extraccion , entre los cuales se destaca el uso de agua, metanol, etanol, acetato
de etilo, entre otros.

De esta manera, el presente proyecto plantea determinar las condiciones mas
adecuadas en la extraccion de los compuestos con actividad antioxidante, para lo
cual se realizaron diferentes tratamientos de extraccion modificando paradmetros
como: la variedad de la cascara de papa, el tipo de solvente empleado, el tamafio
de particula y el tiempo de contacto empleado para la extraccion.

Asi, el objetivo de este proyecto se centra en la extraccion y cuantificacion de
compuestos con actividad antioxidante de cascaras de tres variedades de papa
(Solanum tuberosum), en el Departamento de Narifio.

Esperando asi generar conocimiento que pueda contribuir a dar valor agregado a

un residuo proveniente del procesamiento de la papa en el Departamento de
Narifio.
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1. IDENTIFICACION Y FORMULACION DEL PROBLEMA

A nivel mundial la papa (Solanum tuberosum) ocupa el cuarto lugar en importancia
como producto alimenticio después del trigo, el maiz y el arroz, con cerca de 295
millones de toneladas anuales producidas (Navarre et al., 2011), ademas ha sido
considerada como uno de los principales cultivos agricolas en cuanto a superficie
cultivada después del trigo y algunos cultivos industriales como la soya y la cafia
de azucar. Segun la FAO, (2008) en todo el mundo se produce papa y hoy en dia
se cultiva en més de 100 paises de clima templado, subtropical y tropical.

Los principales productores de papa en el mundo son: la China con casi
88.350.220 toneladas por afio, seguido de la India 42.339.400 toneladas y la
Federacion Rusa con cerca de 32.681.500 toneladas anuales (FAOSTAT, 2011).
Por su parte Colombia ocupa el puesto 31 en la produccion mundial de papa,
donde el 80% de su produccibn se concentra en tres departamentos:
Cundinamarca (42%), Boyacéa (23%) y Narifio (14%), es la actividad agropecuaria
que mas empleo e ingresos genera, constituyéndose en eje fundamental de la
economia regional en estos departamentos (Martinez, 2006).

En Colombia, el cultivo de papa (Solanum tuberosum) es uno de los principales
productos agricolas de las zonas ubicadas entre los 2.000 y 3.000 metros de
altitud, por lo que, llegbé a ocupar en el 2006 un area sembrada total de 168.000
hectéreas, alrededor de 90.000 familias se encuentran vinculadas con la
explotacion directa de este cultivo y se generan cerca de 20 millones de jornales al
afo; algunas estimaciones consideran que en todo el pais el cultivo de la papa
genera unos 104.456 empleos directos. La papa ocupa un lugar muy importante
en la canasta familiar de los colombianos, no so6lo en las zonas productoras como
Antioquia, el Altiplano Cundiboyacense, Santander y Narifio, sino también en
regiones consumidoras como la Costa y los Llanos Orientales logrando desplazar
a productos propios de la regibn como son la yuca y el platano (Ministerio de
Agricultura y Desarrollo Rural, 2006).

De acuerdo al consolidado Agropecuario del Departamento de Narifio (2011),
para la evaluacion definitiva del segundo semestre del 2010, en el departamento
de Narifio, la mayor parte de la produccion de papa se concentra en la zona
Andina, con un total de area sembrada de 14.610,0 hectareas y 16.419
productores, los municipios que se destacan por la mayor produccién de papa en
el departamento son: Ipiales, Pasto, Tuquerres, Pupiales y Cuaspud (Secretaria de
Agricultura y Medio Ambiente de Narifio, 2011). Para el afio 2012 la Gobernacion
de Narifio, reportd que el cultivo de la Papa involucro a 25 mil familias, de la cual
se derivaron 3.600.000 jornales anuales y 350 mil empleos indirectos. Es el mayor
empleador del sector rural por el alto requerimiento de mano de obra y mayor
participacion de todos los integrantes de la familia. El cultivo de la papa en Narifio
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es un sistema de produccién de economia campesina minifundista (Gobernacion
de Narifio, 2012).

En cuanto a produccién, segun lo reportado por el Ministerio de Agricultura y
Desarrollo Rural, (2010) la papa representd el 49,2% del total la produccion
agricola en este departamento, ocupando asi el primer lugar con 572.979,1
toneladas producidas, seguida del platano y la cafia panelera con una produccién
de 120.904,5y 78.767,7 toneladas respectivamente.

Teniendo en cuenta lo anterior, es necesario destacar que en el mercado externo
e interno la papa ha comenzado a incursionar en la transformacion agroindustrial,
segun la FAO, (2008) el consumo mundial de la papa (Solanum tuberosum) esta
pasando del producto fresco a los productos alimentarios industriales, con valor
afiadido, entre los cuales se encuentran: papas congeladas, papas fritas, hojuelas,
harinas, puré, entre otras, lo cual ha conducido a que el procesamiento de este
tubérculo genere residuos, en donde la mayoria de los desechos liquidos y sélidos
que se producen de este procesamiento se derivan de las operaciones de
limpieza, lavado, pelado, corte y recorte, en donde estas operaciones crean un
problema de contaminacién (Mohdaly et al., 2010).

Entre los residuos del procesamiento de la papa se destacan las céscaras, las
cuales representan el principal problema de eliminacion de residuos para esta
industria, es asi como normalmente se desechan como residuo soélido o se utilizan
para alimentacién animal sin ningun proceso de transformacion (Randuz et al.,
2003). Las pérdidas causadas por pelado se encuentran entre un 15% a 20% del
total del peso de papa, cuando se aplican procedimientos de vapor, abrasion o
peladura (Putz, 1991). En este mismo sentido Koduvayur et al., (2010), reporta un
promedio de 12% de pérdida por pelado de papa.

Sin embargo, la cascara de papa ha mostrado ser una buena fuente de fibra
dietética y rica en acidos fendlicos, especialmente de acido clorogénico, galico,
protocatecuico y acido cafeico, por tanto los compuestos antioxidantes extraidos
de la cdscara de papa pueden ser una alternativa para dar valor afiadido a este
subproducto (Toma et al., 1979; Onyeneho et al., 1993; Kanatt et al., 2005 & Zia-
ur-rehman et al., 2004).

La extraccion de compuestos antioxidantes a partir de la cdscara de papa, seria
una innovacién agroindustrial para agregar valor a un residuo proveniente de la
industria de modo que se encuentren nuevas opciones para el uso racional de los
residuos, teniendo en cuenta los beneficios incuestionables para el medio
ambiente.

En vista de lo anterior Boucher, (1999) plantea que es urgente que se tome

conciencia y que se definan planes de investigacion para aprovechar la riqgueza de
los productos promisorios autdéctonos. La extraccion de compuestos antioxidantes
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a partir de la cascara de papa, seria una innovacion agroindustrial para el
aprovechamiento de un residuo proveniente de la industria de modo que se
encuentren nuevas opciones para el uso racional de los residuos.

Asi, el panorama general planteado amplia el interés de muchos investigadores y
empresarios alrededor de este tema, como una alternativa para mejorar las
condiciones de la cadena productiva de la papa.

De ahi, que la Gobernacién de Narifio, (2012) en su plan de desarrollo
departamental Narifio Mejor 2012 - 2015, plantea objetivos tales como: Incentivar
la investigacion y el desarrollo tecnologico aplicado a las actividades productivas
de la region, buscando la meta de transferir la tecnologia desarrollada a los
procesos productivos en cada subregion, asi mismo se plantea contribuir a elevar
el nivel de ingresos de pequefios y medianos productores con base en el
mejoramiento de procesos de produccion, transformacion, comercializacién y
organizaciéon socio empresarial en los diferentes sectores. En este mismo
documento, se prioriza a la papa como una cadena productiva de interés para la
region.

Asi mismo, en el Plan Estratégico Departamental en Ciencia Tecnologia e
Innovacién de Narifio, se plantea la linea de investigacion en agro-industrializacion
de la papa (Portilla, 2012), en la cual se contempla una serie de items de los
cuales ademas de proponer la Investigacion para el desarrollo y validacion de
nuevos productos, presentaciones y lineas de procesamiento de la papa, evaluar
sus potencialidades, usos y procesos para generar mayor valor agregado en el
Departamento, también se contempla las Investigaciones del uso de los desechos
de la papa a nivel de finca e industria.

En este contexto con el presente proyecto de investigacion se pretende responder
a las siguientes preguntas:

v' ¢Cual es el contenido de compuestos fendlicos y la actividad antioxidante de
los extractos de la cascara de tres variedades de papa (Solanum tuberosum)
cultivadas en el Departamento de Narifio?

v’ ¢Cuales son los mejores parametros de extraccion de compuestos con
actividad antioxidante a partir de cascara de papa?
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2. JUSTIFICACION

En la actualidad, la ingesta de alimentos con altos niveles de grasa y calorias, se
asocia a enfermedades crénicas como la aterosclerosis, la neurodegeneracion, el
envejecimiento, el cancer y la diabetes. (Brunetti et al., 2009; Durackova, 2010;
Khandrika et al., 2009). Estos problemas se atribuyen generalmente a factores
enddgenos y exdgenos creando un estrés oxidativo que provoca desequilibrio en
los radicales libres. Bajo estas circunstancias la ingesta sustancias antioxidantes
como compuestos fendlicos, flavonoides, tocoferoles y acido ascorbico, presentes
en frutas y hortalizas, protegen al cuerpo humano de enfermedades cronicas y
degenerativas, ademas de su baja toxicidad respecto a los compuestos sintéticos
empleados actualmente en la industria (Morganti, 2009).

Ademas, con relacion a la industria alimentaria, la oxidacion de lipidos es uno de
los procesos mas importantes en el deterioro de la calidad de alimentos
relacionados con lipidos (aceites) y esto conduce a grandes pérdidas econémicas
para estas industrias, es asi como la adicion de antioxidantes sintéticos tales como
butilhidroxianisol (BHA), butilhidroxitolueno (BHT) y butilhidroquinona terciaria
(TBHQ) pueden controlar la oxidacion de lipidos en los alimentos (Sobedio et al.,
1991). Sin embargo, el uso de antioxidantes sintéticos tales como BHT se ha
restringido debido a sus riesgos para la salud y su toxicidad (Linderschmidt et al.,
2006). Por lo tanto, la importancia de la sustitucién de los antioxidantes sintéticos
con ingredientes naturales se ha incrementado en gran medida, los cuales sean
capaces de retardar la oxidacion de los lipidos (Kim SY et al., 1994; Frankel et al.,
1996; Koduvayur et al., 2010)

De igual manera Castafieda et al. (2008) mencionan que las tendencias mundiales
de la alimentacién, en los ultimos afios, indican un interés acentuado de los
consumidores hacia ciertos alimentos que, ademas de contener nutrientes,
contengan sustancias fisiologicamente activas que cumplan, al igual que los
nutrientes esenciales, una funcién beneficiosa en la reduccion de ciertas
enfermedades, es ahi donde la demanda de antioxidantes naturales se hace cada
vez mas grande debido a las dudas sobre la seguridad a largo plazo, las
restricciones en muchos paises, asi como la percepcion negativa de los
consumidores de los antioxidantes sintéticos (Bannawart &Toledo, 1999).

Segun Neira y Yuri, (2004) las causas ambientales (radiacién), asi como la ingesta
de algun contaminante o incluso como consecuencia de nuestro propio
metabolismo, surgen algunas moléculas que nos pueden provocar dafio. A estas
se les conoce como especies oxigeno reactivas (ROS), que se asocian a
enfermedades como cancer, problemas cardiacos o al natural envejecimiento
humano.
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Consciente de lo anterior, la agroindustria busca un aprovechamiento cada vez
mas integral de las materias primas de las que se dispone en una region y asi
obtener compuestos naturales que sustituyan aditivos de caracter sintético puesto
que el uso de antioxidantes de origen vegetal, tales como los acidos fendlicos,
flavonoides, tocoferoles en la industria alimentaria, cobra cada dia mayor
importancia debido al efecto anticarcinogénico y otros beneficios para la salud
humana (Choi et al., 2007; Fan et al., 2007; Igbal & Bhanger, 2007; Siddhuraju &
Becker, 2007).

Segun Rehman et al. (2004) el extracto de la cascara de papa prob6 poseer una
potente actividad antioxidante, concluyendo que este extracto natural es una
alternativa que permite reemplazar a los antioxidantes sintéticos para la
conservacion de alimentos.

Onyeneho & Hettiarachchy, (1993) y Rodriguez et al. (1994) mencionan que los
extractos de cascara de papa en solucidbn acuosa son una fuente de &cidos
fendlicos, entre los cuales estd el acido clorogénico, galico, protocatecuico y
cafeico.

Abdelazim et al. (2010) realizaron un analisis de la eficacia antioxidante de los
extractos de cascara de papa y remolacha azucarera con respecto a la proteccion
de aceites vegetales, en comparacion con los antioxidantes sintéticos, de esta
manera el orden de eficiencia antioxidante que encontraron fue: TBHQ> cascara
de papa> BHT = pulpa de remolacha azucarera> BHA. Pero antioxidantes
sintéticos como el TBHQ y el BHA, no se encuentran en la lista de los compuestos
legalmente reconocidos como seguros (GRAS) (Goli et al., 2005). Debido a estas
preocupaciones, hay una tendencia creciente entre los cientificos de alimentos
para sustituir a estos antioxidantes sintéticos con los naturales (Yanishlieva y
Marinova, 2001).

Lo anterior, evidencia la potencialidad del extracto de la cascara como un
antioxidante es decir una molécula capaz de retardar o prevenir la oxidacion de
otras moléculas (Castafieda et al., 2008), permitiendo que las células no sufran
oxidacibn o que se mantengan en un equilibrio para los procesos de Oxido-
reduccion que ocurren en forma natural dentro del organismo. La actividad
antioxidante de los fenoles es el origen de funciones biologicas tales como la
antimutagénica, anticancerigena y antienvejecimiento (Velioglu et al., 1998).

Estos hallazgos sugieren la utilidad del extracto de cascara de papa como
antioxidante natural en lugar de los antioxidantes sintéticos para la conservacion
de alimentos de origen graso y aceites, con la ventaja de que al ser un producto
natural no tendria los efectos tOxicos que se observan con los compuestos
sintéticos
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Ademas, los antioxidantes naturales son preciados porque pueden ser usados en
el disefio de alimentos benéficos para la salud (funcionales o nutraceduticos), la
importancia de los antioxidantes es crucial para la salud, debido a su capacidad de
neutralizar radicales libres, que contienen uno o mas electrones desapareados
(Thomas, 2000), siendo responsables de muchas enfermedades degenerativas,
cataratas, arterioesclerosis, muerte celular y cancer, asimismo por su capacidad
de eliminar y atrapar potencialmente a los electrofilos dafiadores del ADN, metales
toxicos, hasta la inhibicion de enzimas activadoras de precarcindégenos, hasta
carcinogenos (Friedman, 1997). El antioxidante al colisionar con el radical libre le
cede un electrén, oxidandose a su vez y transformandose en un radical libre débil
no téxico (Perdn et al., 2001; Zheng y Wang, 2001).

El mercado de estos productos es uno de los mas emergentes, con niveles de
venta de 12,9 billones de dolares en el afio 2001, proyectandose un crecimiento
para el afio 2010 de 25,8 billones de doélares (Sloan, 2002).

Debido a que el rechazo es cada vez mayor por parte de los consumidores hacia
el uso de antioxidantes sintéticos, como por ejemplo el BHA y el BHT y ademas,
dadas las restricciones legales levantadas hacia estos productos, se ha
potenciado el empleo de antioxidantes naturales, libres de compuestos quimicos
sintéticos, como los acidos fendlicos, los flavonoides y los tocoferoles (Zancan et
al., 2002; Yépez et al., 2002).
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3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GENERAL

Extraer y cuantificar compuestos con actividad antioxidante de la cascara de papa
(Solanum tuberosum) de tres variedades: diacol capiro, parda pastusa y roja
nariio, como una alternativa que permitan la utilizacion integral de este
subproducto.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
v Determinar los mejores parametros (solvente, tiempo de contacto, tamafio de
particula) para el proceso de extraccion de los compuestos antioxidantes a

partir de cascara de papa.

v Evaluar el contenido de compuestos fendlicos en los extractos obtenidos a partir
de las cascaras de papa.

v Evaluar la actividad antirradical in-vitro de los extractos de cascara de papa, por

medio de los radicales: 2,2 azinobis-(3-etilbenzotiazolin-6-acido sulfonico)
(ABTS™) y 2,2- difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH").
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4. MARCO TEORICO

4.1 FUNDAMENTOS TEORICOS

El cultivo de la papa se origin6 en los Andes Suramericanos y ha sido cultivada y
mejorada al menos durante ocho mil afios. Se conocen dos mil especies del
género Solanum al cual pertenece la papa. Alrededor de ciento ochenta especies
de papa producen tubérculos; de ellas ocho especies se cultivan como alimento,
pero sélo Solanum tuberosum es de distribucion mundial (Ministerio de Agricultura
y Ganaderia, 2007).

La papa (Solanum tuberosum) es fuente de proteina de alto valor biol6gico, que
tiene una relacién favorable de caloria proteinica y caloria total, y fuente
importante de vitaminas y minerales (Pyler, 1973; Andre et al., 2007), lo cual la ha
convertido en un cultivo estratégico en la producciéon de alimentos a nivel mundial
(Quintero et al., 2009).

Es un cultivo de caracter transitorio del que se obtienen dos cosechas al afio. En
Colombia la produccion comercial se realiza entre los 2.000 y 3.000 m.s.n.m, las
zonas de produccion 6ptima en funcidon de la calidad y cantidad del producto
pertenecen a fincas localizadas entre los 2.500 y los 3.000 m.s.n.m. Existen dos
zonas de produccién marginal en las cuales los principales factores limitantes son:
enfermedades y plagas hacia el clima templado entre 1.500 y 2.000 m, y heladas
en las zonas altas entre 3.500 y 4.000 de altitud. EI 90% de la produccién
comercial de papa se realiza en terrenos de ladera y el 10% en suelos planos
mecanizables (Martinez, 2006).

Existen una gran cantidad de variedades de papa, las cuales difieren
principalmente en caracteristicas de periodo vegetativo, rendimiento comercial,
calidad industrial y nivel de sensibilidad a plagas y enfermedades. De esta
manera, segun FEDEPAPA, (2005) en Colombia se cultivan 30 variedades de
papa, dentro de las cuales las de mayor valor comercial se destacan: La variedad
Parda Pastusa que es la mas cultivada y la de mayor consumo en fresco a nivel
nacional. En segundo lugar esta la Diacol Capiro, conocida como R12 negra, que
se utiliza como materia prima para la industria, producto de exportacion y para
consumo en fresco, siendo la méas cultivada en el Departamento de Antioquia
(90%), la ICA-Puracé, utilizada preferentemente en algunas regiones del pais
(climas templado y calido) para consumo en fresco; y la variedad Roja Narifio, la
cual se caracteriza por su alta tolerancia a enfermedades como la gota, altos
rendimientos y excelentes condiciones culinarias y de comercializacion.

Ademas, la papa (Solanum tuberosum) se considera una buena fuente de

antioxidante, tales como el acido ascoérbico, el a-tocoferol, acido clorogénico y
algunos compuestos polifendlicos. Sin embargo, la mayor parte de los estudios se
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han centrado en la actividad antioxidante de los compuestos fendlicos. Los
extractos etandlicos de la papa muestran una marcada actividad como donantes
de hidrégenos, medida segin el método del 1,1- difenil-2-picrilhidrazilo (DPPH")
asi, las papas coloradas y su cdscara posee una actividad antioxidante mayor que
las variedades blanca y amarilla (Pokorny et al., 2005).

La papa es fuente de fenoles los cuales son responsables del pardeamiento
enzimatico y pueden causar un deterioro durante el almacenamiento o
procesamiento. Sin embargo los fenoles presentes en la papa tienen los siguientes
efectos benéficos sobre la salud: muestran una fuerte actividad antioxidante
especialmente los que se encuentran en la cascara. El 4cido clorogénico ha sido
reportado como una sustancia que inhibe algunos procesos relacionados con la
iniciacion de cancer. Los fenoles de la papa, legumbres y cereales reducen los
niveles de glucosa presentes en la sangre. Pruebas de laboratorio han mostrado
que el acido clorogénico y otros fenoles tienen una fuerte actividad antioxidante
sobre lipoproteinas que se relacionan directamente con enfermedades cardiacas
(Monti, 2000).

4.2 RADICALES LIBRES Y ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE.

4.2.1 Generalidades de los radicales libres. Los radicales libres son especies
quimicas con un electron desapareado o impar en el orbital externo de su
estructura atomica. Esta caracteristica hace que tengan una alta reactividad frente
a moléculas presentes en la estructura de las células como: carbohidratos, lipidos,
proteinas, acidos nucleicos y sus respectivos derivados (Halliwell, 1989). La
produccion de radicales libres se debe al metabolismo normal de la célula, siendo
la mitocondria su principal productor por lo tanto estos también se localizan en los
tejidos (Rodriguez et al., 2001). Cuando el tejido alberga una concentracion
elevada de radicales libres (estrés oxidativo), pueden presentarse problemas
como la arteriosclerosis, el envejecimiento prematuro y el cancer entre otros
(Toshida et al., 2003).

A bajas concentraciones los radicales libres son necesarios para el buen
funcionamiento celular estimulando la proliferacion celular y/o actuando como
mediadores para la activacion de las células. Sin embargo, un exceso de los
mismos puede acumularse hasta niveles toxicos dando como resultado que se
produzcan diversas acciones sobre el metabolismo de los principios inmediatos,
que pueden ser origen del dafo celular (Davies, 1995).

La capacidad que tenga cada radical libre para actuar como agente oxidante esta

determinada por factores como su reactividad, especificidad, selectividad y
difusibilidad. Son responsables del dafio oxidativo de macromoléculas biologicas
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como el DNA, lipidos, carbohidratos y proteinas. Participan en los mecanismos
fisiopatologicos de muchas enfermedades, como algunos tipo de cancer, diabetes,
patologias cardiovasculares, procesos reumaticos, patologias gastroentéricas,
afecciones broncopulmonares o procesos neurodegenerativos (Rodriguez et al.,
2001).

4.2.2 Compuestos Antioxidantes. Debido a que la generacién de radicales libres
se da por el simple hecho de respirar, se necesita compuestos que impidan su
formacion y otros capaces de neutralizarlos, como es el caso de los antioxidantes,
que son inhibidores de la oxidacion de biomoléculas. Un antioxidante potente
posee una habilidad significativa para capturar el radical piréxilo por medio de la
donacion de su atomo de hidrégeno a la especie radical. La actividad antioxidante
es una actividad tipica basada en una reaccién quimica como la que se indica en
las ecuaciones 1y 2 (Toshida et al., 2003).

S—00'+ AH->S—-00H+A(1)

A® — Compuesto no radical (2)

Donde S es el sustrato de la oxidacion, AH es el antioxidante y A* es el radical
generado a partir del antioxidante.

De esta manera los antioxidantes pueden ser definidos como moléculas capaces
de retardar o prevenir la oxidacién de otras moléculas (Castafieda et al., 2008). El
antioxidante al colisionar con el Radical Libre (RL) le cede un electrén, oxidandose
a su vez y transformandose en un RL débil no toxico (Peron et al., 2001; Zheng y
Wang, 2001). Los antioxidantes pueden actuar de diversos modos: previniendo la
formacion de ROS, interceptando el ataque de ROS, secuestrando los metabolitos
reactivos y convirtiéndolos en moléculas menos reactivas, facilitando la reparacion
del dafio causado por ROS, manteniendo un ambiente favorable para la actuacion
de otros antioxidantes y/o amplificando la resistencia de las dianas bioldgicas
sensibles al ataque de ROS. (Medina, 1989)

Esta denominacién engloba a un grupo de sustancias que representan estructuras
quimicas y mecanismos de accion muy variados. El mecanismo de accién mas
importante consiste en su reaccién con radicales libres lipidicos y conlleva a la
formacion de productos inactivos. Estos compuestos habitualmente reaccionan
con los radicales libres piréxilo o alcoxilo que se forman por descomposicion de los
hidroperoxidos lipidicos (Pokorny et al., 2005).
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4.2.3 Clasificacion de los Antioxidantes. Entre las numerosas clasificaciones de
los antioxidantes, existe una que los dividen: exdgenos o antioxidantes que
ingresan a traves de la cadena alimenticia y, enddégena que son sintetizados por la
célula. Cada antioxidante posee una afinidad hacia un determinado radical libre o
hacia varios (Rodriguez et al., 2001).

Thomas, (2000) menciona lo crucial de los antioxidantes para la salud, debido a su
capacidad de neutralizar radicales libres, que contienen uno o0 mas electrones
desapareados, siendo responsables de muchas enfermedades.

De esta manera dentro de los compuestos con actividad antioxidante se
encuentran los fenoles para los cuales, existen estudios realizados con
compuestos polifendlicos y especialmente con flavonoides, que demuestran su
capacidad antioxidante (Kuskoski et al., 2004). Su potencial antioxidante es
dependiente del nimero y de la posicién de los grupos hidroxilos y su conjugacion,
asi como de la presencia de electrones donadores en el anillo estructural, debido a
la capacidad que posee el grupo aromatico de soportar el desapareamiento de
electrones por desplazamiento del sistema de electrones (Ramirez et al., 2000).

Figura 1. Estructura fenol

OH

Fuente. Este estudio

Es asi como Kuskoski et al. (2004); Brown, (2005) y Reddivari et al. (2007),
indican que los compuestos polifendlicos demuestran capacidad antioxidante y
una significativa contribucion en la dieta, asi como su efecto en la prevencién de
diversas enfermedades tales como: enfermedades cardiovasculares, cancerigenas
y enfermedades neurolégicas. En este sentido los intereses actuales del uso de
antioxidantes naturales se deben a sus propiedades funcionales (Scalbert et al.,
2005). Leidy
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4.3 COMPUESTOS FENOLICOS EN LAS PLANTAS

Los compuestos fendlicos son sustancias que se encuentran en las plantas como
productos del metabolismo secundario. Poseen anillos aromaticos sustituidos por
grupos hidroxilo y derivados funcionales de ésteres, metilésteres, glicosidos, etc.
Existe una gran variedad que va desde moléculas simples, como los acidos
fendlicos, hasta la formacion de polimeros. La mayoria tienen una estructura
quimica que les permite donar protones o electrones, lo cual les confiere
propiedades antioxidantes (Kinsella et al., 1993).

Comunmente, estos metabolitos se encuentran en forma de glicésidos solubles en
agua y solventes organicos (Shahidi & Naczk, 1995). Actualmente este grupo de
compuestos presentan un gran interés gracias a su actividad biol6gica. Ademas,
muchas de las propiedades beneficiosas descritas en los alimentos de origen
vegetal, son asociadas a la presencia de compuestos fendlicos (Martinez y
Periago, 2000). Se pueden clasificar en dos grupos: flavonoides y no flavonoides,
dentro de los cuales existen divisiones que difieren entre si por varios factores
como la estructura quimica de las molécula, el grado de oxidacion de sus
componentes etc (Garcia et al., 2005).

Ademas, estos compuestos son factores determinantes en la calidad sensorial y
nutricional de frutas, verduras y otras plantas, presentan diferentes estructuras
quimicas y actividad, englobando mas de 8.000 compuestos distintos. Su forma
mas frecuente es la de polimeros o lignina insoluble, mientras que su presencia en
los tejidos animales esta relacionada con el consumo e ingestién de alimentos
vegetales. (Tomas - Barberan et al., 2000; Lapornik et al., 2005). La distribucion de
los compuestos fendlicos en los tejidos y células vegetales varia
considerablemente de acuerdo al tipo de compuesto quimico que se trate,
situdndose en el interior de las células o en la pared celular.

Respecto a la papa (Solanum tuberosum) esta es fuente de antioxidantes, debido
a que el tubérculo presenta compuestos fendlicos como: polifenoles, fenoles
monohidricos, cumarinas, flavonas, taninos y lignina (Lisinska y Leszczynski,
1989), la caracteristica antioxidante se debe a la reactividad del grupo fenol
(Robbins, 2003) lo cual le da un efecto beneficioso para la salud humana.

4.4 ESTUDIOS SOBRE EXTRACCION DE COMPUESTOS ANTIOXIDANTES.
Pinelo et al. (2004), afirman que la extraccion de compuestos antioxidantes
(fendlicos) se ha convertido en un tema de gran interés. La extraccion es

indispensable para el aislamiento, identificacion y uso de compuestos fendlicos,
sin que exista actualmente un método estandar.
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Los compuestos fendlicos se han extraido por secado, trituracion, o liofilizacion de
frutas, verduras y hierbas, y por inmersion de plantas frescas con una posterior
extraccion con disolventes (Merken y Beecher, 2000).

La extraccion solido-liquido es ampliamente usada para recuperar componentes
sin embargo, existen factores que afectan la concentracion de los componentes
deseados en el extracto liquido-sélido, como la temperatura, tasa de flujo y
tamafo de las particulas; ademas de variables significativas como el tiempo de
contacto y la relacion liquido-sdlido (Hayouni et al., 2007; Pinelo et al., 2004;
Rubilar et al., 2003). Este método libera de forma sistematica los compuestos
fenolicos en forma de &cidos fendlicos mediante el uso de una solucién acuosa
organica con el objetivo de extraer acidos fendlicos solubles (libres de esteres y
glucdsidos solubles). (Escarpa et al., 2002; Mattila & Kumpulainen, 2002; Russell
et al., 2008).

Paladino y Zuritz, (2007), obtuvieron un antioxidante natural a partir de semillas de
uva, los autores emplearon distintos solventes para la extraccion de fenoles,
determinando su concentracion final por el método de Folin-Ciocalteu. Dentro de
los solventes utilizados para la extraccion de fenoles se encontraban agua
destilada a 90°C, alcohol metilico al 70% a 30°C, acetona al 75% a 30°C y alcohol
etilico al 20% a 30°C. La relacion solido-liquido empleada fue de 1:10 y los
solventes fueron adicionados al tiempo del tratamiento que fue de 4 horas. El
extracto concentrado fue secado en lecho de espuma y liofilizado, para
posteriormente comparar la actividad antioxidante con respecto a antioxidantes
comerciales como acido ascoérbico y didéxido de azufre. Los resultados mostraron
gue el extracto obtenido utilizando agua present6 una concentracion de 12.587 mg
de fenoles totales por gramo de semilla de uva, superior a los otros métodos. Este
extracto se concentrd al vacio a 60°C verificando su poder reductor en un extracto
obtenido a partir de jugo de manzana, concluyendo que el extracto concentrado
aumenté 29.57 veces su concentracion en fenoles y en 37.39 veces su poder
antioxidante. Ademas el extracto liquido concentrado inhibié en mayor proporcion
la oxidacion del jugo de manzana respecto al extracto liquido sin concentrar, y
presentd una actividad mayor con respecto a los antioxidantes comerciales.

Peschel et al. (2006), estudiaron la extraccion de polifenoles de once productos
derivados de frutas y verduras, encontrandose el contenido mas alto para
extractos con actividad antioxidante en la manzana, pera, tomate, seguido por
frutos secos y alcachofas. La extraccion de polifenoles se realizé en tres etapas.
En la primera las materias primas fueron tratadas con agua, metanol, etanol,
acetona y hexano en una relacion solido - liquido 10:1, para ser luego
almacenadas en recipientes cerrados a 25 °C durante 4 horas. Después el
material fue filtrado y se determind el contenido de solidos totales. ElI material
vegetal cribado primario que se obtuvo de la primera etapa fue separado con
etanol/agua (50:50) y acetona/agua (80:20) similar al proceso anterior. Los
extractos obtenidos se concentraron al vacio y se fraccionaron utilizando un
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sistema de liquido/liquido usando agua/butanona y agua/butanol. Las fracciones
obtenidas se filtraron y se concentraron al vacio, secados en un horno a
temperaturas menores a 60°C obteniéndose al final una fraccidon acuosa y una
fraccion con el extracto crudo de polifenoles de cada materia prima empleada. Los
autores concluyeron que los frutos secos presentaron una mayor actividad
antioxidante con respecto a la alcachofa.

Restrepo et al. (2009), extrajeron compuestos con actividad antioxidante a partir
de la guayaba, la extraccidon de compuestos se realizd con 50% de metanol, la
relacion volumen/material, temperatura, tiempo y extracciones con el 70% de
acetona para evaluar los compuestos fendlicos totales de la extraccion y
actividades antioxidantes en la guayaba. Los resultados obtenidos mostraron que
el mejor rendimiento se obtuvo cuando 0.5g de guayaba se extrajo por primera vez
con 20 mL de metanol al 50% y cuatro veces con 20 mL de acetona al 70%
durante 30 minutos a 50°C. La extraccion de compuestos con actividad
antioxidante se procedié en una primera etapa con la adicion a la muestra de 2,0
mL. La extraccion de compuestos con actividad antioxidante se realiz6 pesando
1.0g de muestra y adicionando 2 mL de metanol: agua (50:50, v/v), la mezcla se
colocdé en un agitador magnético por una hora a temperatura ambiente y se
centrifugé a 1493 g durante 10 minutos almacenado al final el sobrenadante a -
20°C. El residuo fue sometido a una segunda extracciéon con 2 mL de acetona:
agua (70:30 v/v) a temperatura ambiente durante una hora y se realizé una
centrifugacion igual a la anterior. Los dos sobrenadantes fueron reunidos y
almacenados a -20°C en oscuridad durante 24 horas para realizar el andlisis de la
actividad antioxidante y la cuantificacion de compuestos fendlicos.

4.5 ESTUDIOS CON CASCARA DE PAPA

Weshahy et al. (2011), evaluaron la influencia de diferentes condiciones de
almacenamiento en el contenido de polifenoles y la actividad antioxidante de la
cascara de papa de las variedades penta y marcy, originarias de Canada, Los
resultados indican que la cascara de la variedad penta presenté mayor contenido
de compuestos polifendlicos y que el acido clorogénico y cafeico fueron los
principales compuestos polifendlicos presentes en ambas variedades, afirmando
gue la cascara de papa, es una fuente valiosa de polifenoles, ademas, los autores
concluyeron que el contenido de compuestos polifendlicos, en la cascara fueron
influenciados por la temperatura de almacenamiento con una pérdida maxima
observada en 25 °C y el tiempo de almacenamiento causo una disminucién en los
niveles de compuestos polifendlicos hasta cuatro semanas en todas las
temperaturas evaluadas, seguidas de un aumento significativo en el final de la
semana ocho.

Koduvayur et al. (2010), realizaron la extraccion de la fraccion fendlica de dos
variedades de papa, sava y bintje, utilizando como solventes para la extraccion
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etanol y agua y examinaron su capacidad antioxidante en sistemas in vitro, en
donde evaluaron el efecto de estos extractos en la estabilidad de almacenamiento
de una mezcla de aceite de pescado—colza y de una emulsiones de aceite en
agua, los autores reportan mdultiple actividad antioxidante de los extractos de
cascara de papa en los sistemas in vitro, ya que mostraron un fuerte poder de
reduccion y captacion de radicales libres, iones ferrosos y pueden prevenir la
oxidacion en un modelo de sistema de liposomas, la cascara de papa de la
variedad sava, presentd la mayor actividad antioxidante y estos resultados se
encontraron cuando se utilizé etanol como solvente para la extraccion, los
extractos acuosos presentaron una menor actividad antioxidante, de esta manera
los autores establecen que extractos etandlicos de cascara de papa variedad sava
impidieron la oxidacion lipidica en emulsiones y en aceite.

Rehman et al. (2004), en su investigacidn: La utilizacion del extracto de cascaras
de papa como un antioxidante natural en el aceite de soja, permiti6 demostrar la
potente actividad antioxidante del extracto de cascara de papa que el extracto de
la cascara de papa obtenido con éter de petr6leo posee una potente actividad
antioxidante sobre el aceite de soja, concluyendo que este extracto actla
minimizando los efectos no deseados de la oxidacion de los lipidos alimentarios, al
punto de reemplazar los antioxidantes sintéticos; sin embargo, se requieren
niveles 8-12 veces mayores del antioxidante natural para obtener el mismo efecto
que con los sintéticos.

Kanatt et al. (2005), estudiaron la utilizacibn de cascara de papa como un
antioxidante para la conservacion de alimentos en la industria cérnica. El extracto
de céscara de papa mostré contenidos altos en fenoles principalmente acido
clorogénico que aumentod su rendimiento cuando se sometid junto con la carne a
un proceso de irradiacion. Los fenoles presentes en la cascara de papa
disminuyeron el proceso de oxidacion con respecto a los extractos comerciales
usados en la conservacion de la carne como el butil hidroxitolueno (BHT).

Wijngaard et al. (2012), optimizaron el proceso de extraccion de polifenoles a
cascara de papa, utilizando métodos de extraccion solido-liquido y liquido
presurizado. Los resultados encontrados para la actividad antioxidante en la
extraccion solido-liquido, usando etanol al 75%, a 80°C durante 22 minutos fueron
de 352 mg equivalentes de Trolox/100 g de cascara seca.

Weshahy & Rao, (2009), realizaron un estudio para estimar el contenido de
polifenoles y antioxidantes de cascaras de seis variedades de papa (Vivaldi,
Yukon Gold, Dakota Pearl, FL 1533, Siecle y variedades Purple Majesty),
cultivadas en Ontario, Canada, la extraccion fue realizada con metanol y se
analizaron por el método de Folin-Ciocalteu, poder antioxidante reductor (FRAP) y
actividad antioxidante expresada en equivalentes trolox. Los compuestos fendlicos
especificos presentes en la cascara de papa se midieron usando cromatografia
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liquida de alta resoluciéon (HPLC), reportando acido clorogenico y acido cafeico
como compuestos fendlicos mayoritarios.

Ademas varios estudios han demostrado que el extracto de la cascara de papa
puede ser una fuente potencial de ingredientes y alimentos funcionales para
mejorar la salud humana. Por ejemplo, el extracto de la cascara de papa mostro
actividades antioxidantes muy fuertes casi equivalentes a las de los antioxidantes
sintéticos como el BHA y el BHT (Rehman et al., 2004). Por esta razén, se ha
explorado como antioxidantes para evitar la oxidacion de los aceites vegetales
(Mohdaly et al., 2010; Rehman et al., 2004).

Avila et al. (2002), evaluaron la eficacia de los extractos crudos obtenidos a partir
de cascara de papas como un antioxidante en vitro para la industria carnica. Se
extrajo materia prima acuosa y purificada de extracto con valores entre 84% y 94%
para los dos extractos que inhibieron la oxidacién de la carne de cerdo. El extracto
fue extraido por centrifugacion sometiendo las cascaras a un secado en horno y
un tratamiento con una solucion hidro etandlica, para posteriormente filtrar el
sobrenadante una solucion de etanol. Los filtrados fueron combinados fueron
reunidos y el etanol fue evaporado a 40°C en un evaporador rotatorio. El extracto
purificado y el acuoso fueron refrigerados y protegidos con luz para su
cuantificacion. La actividad antioxidante se determiné por la prueba de oxidacion
acelerada en gramos de grasa de carne de cerdo, calentando la muestra y el
extracto entre 100-110°C durante 1 hora. El extracto purificado mostré mayor
rendimiento de compuestos fendlicos en comparacion con el extracto acuoso.

Llanos, (2009), determiné la capacidad antioxidante de tres variedades de papa
(Solanum tuberosum) blanca, amarilla y rosada, con y sin cascara. Las tres
variedades se obtuvieron del centro del Peru, Obteniéndose de cada una el
extracto acuoso y utilizando el método de reduccion del radical para la
cuantificacion de compuestos antioxidantes. Los resultados mostraron una mayor
actividad antioxidante para la variedad blanca con una inhibicion de los radicales
libres del 46%. Los autores concluyen que la papa blanca con cascara y la papa
amarilla sin céscara presentaron una mayor actividad antioxidante frente al
sistema generador de radicales libre. El extracto se obtuvo sometiendo a la papa
fresca con y sin cascara a un tratamiento previo con agua destilada al 25% que se
filtro y se centrifugd a 1200rpm durante 30 minutos. El sobrenadante se separ6
para realizar la determinacion de la capacidad antioxidante. Se tom6 una alicuota
del sobrenadante y se realiz6 una diluciébn en metanol en proporciones que se
encontraban de 1:3 a 1:6, mezclandose y centrifugandose a 1500 rpm por 20
minutos, el sobrenadante final que se obtuvo se utilizé para la determinacion de la
capacidad antioxidante.
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4.6 METODOS DE EXTRACCION

Tradicionalmente, la extraccion de compuestos con propiedades antioxidantes, se
ha realizado mediante técnicas donde emplean solventes organicos, en las cuales
se combinan diferentes parametros en cuanto a temperatura, tiempo de
tratamiento, grado de molienda, agitacion, relacion solido - liquido y en el solvente
organico empleado: agua, metanol, etanol, acetato de etilo, entre otros, tal es el
caso de los siguientes autores quienes emplearon como solventes etanol y
metanol (Kanatt et al., 2005; Palomino et al., 2009; Koduvayur et al., 2010; Mattila
& Hellstrom, 2007; Weshahy & Rao, 2009; Xiaoyun et al., 2009; Amr y Al-Tamimi,
2007; Awika et al., 2005; Caridi, et al., 2007; Lapornik et al., 2005).

Los compuestos antioxidantes de los alimentos se extraen con disolventes de
diferentes polaridades de acuerdo con el caracter hidrofilico o lipofilico de los
compuestos que se desean evaluar. El disolvente mas comunmente utilizado en la
obtencion de extractos lipofilicos es el hexano. También se han utilizado el eter
dietilico y cloruro de metileno entre otros. Para la extraccion de compuestos con
caracter hidrofilico se han utilizado metanol, etanol, mezclas de etanol/agua,
acetona/agua y metanol/agua asi como extracciéon en medio acido (pH=2) con
metanol/agua, seguida de acetona/agua y agua/acetonitrilo en medio acido, todos
ellos ensayados en diferentes proporciones. Recientemente se ha observado que
el tipo de disolvente y la polaridad puede afectar a la transferencia del electrén
singlete y a la del &tomo de hidrogeno, los cuales son esenciales en la medida de
la capacidad antioxidante. Asi mismo, la presencia de compuestos no
antioxidantes (ciertos aminoéacidos y acidos uranicos) en los extractos ensayados,
también pueden afectar a estos resultados. (Pérez, Jiménez & Col, 2006).

Es asi como, el tipo de aislado antioxidante obtenido, los rendimientos de
extraccion y la actividad antioxidante de los extractos dependen del tipo de
disolvente utilizado, debido al diferente potencial antioxidante de compuestos con
distinta polaridad (Julkunen-Tiito, 1985; Marinova y Yanishlieva, 1997). Los
disolventes apolares son los mas utilizados para la extraccion de compuestos
fendlicos de medios acuosos. Se han empleado acetato de etilo, etanol, metanol y
dietil-éter para la extraccion de compuestos fendlicos de bajo peso molecular de
madera de roble (Fernandez de Simén y Col., 1996), observandose que los
compuestos polifendlicos extraidos con acetato de etilo a partir de diferentes
sustratos naturales presentan una elevada capacidad antioxidante (Marinova y
Yanishlieva, 1997). Sin embargo, el etanol y el agua son los disolventes mas
frecuentemente utilizados por razones de ausencia de toxicidad y abundancia,
respectivamente.
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De esta manera se pueden destacar las siguientes extracciones:

4.6.1 Extraccion liquido-liquido. Operacion de transferencia de masa en la que
una solucion liquida (el alimento) contiene uno o mas solutos que se mezcla con
un liguido inmiscible (disolvente). Este contacto genere el extracto (solucion del
solvente rico que contiene el soluto extraido) y el refinado (soluciones residuales
con bajo contenido de soluto).La extraccion liquido-liquido es utilizada
frecuentemente para la extracciéon de compuestos fendlicos usando con frecuencia
el liquido de subproductos industriales como los derivados de la industria de
bebidas (Pinelo, et al., 2004)

4.6.2 Extraccién soélido-liquido. Fenédmeno de transporte de masa en la cual los
sélidos contenidos en una matriz sélida migran en un disolvente en contacto con
esta. Este fendmeno de transporte se puede mejorar por los cambios en los
gradientes de concentracion, coeficiente de difusion o cambio de capa limite
(Corrales, et al., 2009).

La extraccidn solido-liquido es ampliamente usada para recuperar alimentos
importantes como sacarosa (cafia o0 remolacha), lipidos de las semillas
oleaginosas, proteinas de semillas oleaginosas, los fitoquimicos de plantas,
hidrocoloides funcional de algas y compuestos polifendlicos de plantas, frutas,
verduras, etc. Existen factores que afectan la concentracién de los componentes
deseados en el extracto liquido-sélido, como la temperatura, tasa de flujo y
tamafio de las particulas; ademas de variables significativas como el tiempo de
contacto y la relacién liquido-solido (Hayouni, et al., 2007; Pinelo et al., 2004;
Rubilar et al., 2003).

4.7 METODOS DE ANALISIS PARA LA DETERMINACION DE FENOLES
TOTALES Y ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE

La determinacion de la actividad antioxidante de los alimentos es importante para
predecir el potencial antioxidante in vitro de los mismos antes de ser ingeridos; asi
mismo, nos permite determinar la proteccién frente a la oxidacion y el deterioro del
alimento que disminuye su calidad y valor nutricional (Medina, 1989).

Los métodos de determinacion de la actividad antioxidante se basan en distintos
sistemas generadores de radicales libres. Dichos radicales reaccionarian con la
muestra y en virtud de la capacidad antioxidante de esta se inhibiria la generacion
de los primeros. Asi, lo que se determina realmente es el efecto antioxidante ya
qgue la actividad antioxidante no se puede medir de forma directa. Lo ideal seria
medir la actividad antioxidante de cada componente de la muestra por separado,
sin embargo, y sobre todo en el caso de muestras naturales, es muy dificil
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determinar el nUmero y concentracion de los compuestos antioxidantes presentes
en la muestra (Pérez, Jiménez & Col, 2006).

En la actualidad, debido a la complejidad de los procesos de oxidacion, no existe
un método que refleje de forma completa el perfil antioxidante de una muestra, por
tanto, es bueno trabajar con varios métodos para facilitar la comparacion e
interpretacion de los resultados. Las caracteristicas “ideales” que debe reunir un
método de determinacion de capacidad antioxidante son:. sencillez, mecanismo
quimico definido y punto final fijo, reproducibilidad, adaptabilidad a sustancias
antioxidantes hidrofilicas y lipofilicas y elevado rendimiento de analisis (Medina,
1989).

4.7.1 Determinacion de fenoles totales. Para determinar la cantidad de fenoles
en una muestra, existe un método desarrollado por Folin y Ciocalteu en 1927. Este
método consiste en someter la muestra a la accion del reactivo Folin-Ciocalteu el
cual estd formado por mezcla de &cido fosfotungstico (HsHW1,040) y &cido
fosfomolibdico (H3PMo01,040). Los compuestos fendlicos se reducen generando
una mezcla de Oxidos azules de wolframio (WgO23) y molibdeno (MogOazs)
produciendo un espectro de absorcién con una longitud de onda maxima (Anax) de
765 nm proporcional al contenido de fenoles en la muestra. Para determinar la
cantidad de fenoles se realiza una curva de calibracion con acido galico y se
expresa los resultados como mg de acido gélico/100 g de muestra (Aravena,
2004).

4.7.2 Determinacion de actividad antioxidante. Por otra parte los métodos para
la determinacion de la actividad antioxidante se basan en comprobar cémo un
agente oxidante induce dafio oxidativo a un sustrato oxidante, dafio que es
inhibido o reducido en presencia de un antioxidante. Esta inhibicibn es
proporcional a la actividad antioxidante del compuesto o la muestra. Sin embargo,
hay ensayos que se basan en la cuantificacion de los productos formados tras el
proceso oxidativo (Jiménez y Villarreal, 2008).

Para la determinaciébn de la actividad antioxidante de extractos vegetales o
metabolitos, existen diversos métodos, que se basan principalmente en la
generacion de un radical libre el cual es sometido a la accion del antioxidante y su
efecto se analiza por métodos como la espectroscopia Uv-vis (Re, 1999).

Alternativamente, diversos compuestos cromogenos (ABTS™, DPPH’, DMPD,
DMPO y FRAP) son utilizados para determinar la capacidad de los compuestos
fendlicos que contienen los frutos para captar los radicales libres generados,
operando asi en contra los efectos perjudiciales de los procesos de oxidacion, que
implican a especies reactivas de oxigeno (EROS) (Arnous, et al., 2002; Giusti, et
al., 2001 Kim, et al., 2002 Re, et al., 1999; Sellappan, et al., 2002)
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Los métodos mas aplicados se realizan utilizando los radicales ABTS™ y DPPH’
(Prior, et al., 1998; Prior, et al., 1999; Arnao, 2000; Antololovich, et al., 2002;
Montoya, et al., 2003). Ambos presentan una excelente estabilidad en ciertas
condiciones, aunque también muestran diferencias. EI DPPH" es un radical libre
gue puede obtenerse directamente sin una preparacion previa, mientras que el
ABTS™ tiene que ser generado tras una reaccion que puede ser quimica (dioxido
de manganeso, persulfato potasio) (Arnao, 2000; Kuskoski, et al., 2004; Re, et al.,
1999; Sellappan, et al., 2002), enziméatica (peroxidasa, mioglobulina), o también
eletroquimica .Con el ABTS™ se puede medir la actividad de compuestos de
naturaleza hidrofilica y lipofilica, mientras que el DPPH’ solo puede disolverse en
medio organico (Arnao, 2000; Antololovich, et al., 2002; Re, et al., 1999; Fogliano,
et al.,1999. El radical ABTS™ tiene, ademas, la ventaja de que su espectro
presenta maximos de absorbancia a 414, 654, 754 y 815 nm en medio alcohdlico,
mientras que el DPPHe presenta un pico de absorbancia a 515 nm (Kim, et al.,
2002; Sanchez, et al., 1998).

El radical catiéonico ABTS++ es mas reactivo que el radical DPPHe, por lo que la
reaccion transcurre completamente en 1 minuto. Desde que se describié por
primera vez este método, la forma en la que se generan los radicales catiénicos ha
cambiado muchas veces. El método mas reciente consiste en el uso de persulfato
potasico para oxidar el ABTS++ a su radical cationico. La actividad de captacion
de radicales libres por el método del ABTS++ se expresa en la mayoria de los
casos como Vvalor TEAC (capacidad antioxidante equivalente trolox; trolox
equivalent antioxidant capacity) (Pokorny, et al., 2005).

4.7.2.1 El Método ABTS. Se basa en la formacion del cation radical libre 2,2
azinobis-(3-etilbenzotiazolin-6-acido sulfénico), conocido como radical ABTS™. El
radical se prepara luego de hacer reaccionar ABTS™ (figura 2) con persulfato
potasico (Kuskoski, et al., 2004). La ventaja del radical es su estabilidad cuando se
encuentra en refrigeracion y lejos de la luz. Estos factores permiten almacenar una
solucion de trabajo por aproximadamente seis meses. Ademas este absorbe en la
regién cercana al infrarrojo (645, 734 y 815nm), evitando interferencias con las
antocianinas (Kuskoski, et al., 2004; Okezie 2002).
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Figura 2. Estructura del ABTS™

Fuente. Este estudio

El método permite expresar los resultados de acuerdo a la capacidad del
antioxidante para donar un hidrogeno y estabilizar al radical ABTS™. La
decoloracion que la solucion de ABTS experimenta en la reaccion, se compara
con la decoloracion hecha por un antioxidante patron derivado de la vitamina E
conocido como Trolox (6-Hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-4cido carboxilico),
mediante una curva de calibracion. Por esta razon el resultado se expresa como
capacidad antioxidante en equivalentes trolox 6 TEAC (del inglés: Trolox
Equivalent Antioxidant Capacity) (Okezie 2002).

4.7.2.2 Método DPPH’. El procedimiento desarrollado por Brand y Williams en
1995 y descrito para diferentes patrones de antioxidantes por Sanchez en 1997,
utiliza como radical libre el 2,2- difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH") Figura 2.de color
violeta. Este ensayo mide la captura de este radical a través de la disminucién de
la absorbancia, medida a 516 nm, que se produce por la reaccibn con un
antioxidante (AH) o por reaccién con especies radicales (R) como se muestra en
las ecuaciones 3y 4.

DPPH e« + AH - DPPH ¢« —H + A« (3)

DPPH o +R «— DPPH « —R 4)
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Figura 3. Estructura del radical DPPHe-.

Fuente. Este estudio

Este método es empleado para sustancias liposolubles o hidrosolubles, cuando el
radical libore DPPH’ reacciona con el compuesto antioxidante, el radical es
“atrapado” a través de la donacion de un atomo de hidrégeno, el radical se reduce
para formar la respectiva hidrazina, DPPH<H; y se produce una decoloracion que
puede medirse a través del tiempo por medio de la absorbancia de la mezcla
(Okezie 2002). La decoloracion de la mezcla se debe a la aparicién de la forma
reducida del radical, cambiandolo asi, de un color violeta a un amarillo con el
transcurso del tiempo (Molyneux 2004). La reaccion se ilustra en la Figura 4.

Figura 4. Reaccién de reduccion de DPPHe, (Radical 2,2- difenil-1-
picrilhidrazilo) y un compuesto antioxidante (RH).

Fuente. Este estudio
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Con los datos de absorbancia y utilizando diferentes concentraciones de
antioxidante, se puede calcular la concentracion del radical en el medio de
reaccion y también el porcentaje de DPPHes- remanente como se muestra en la
ecuacion 5.

% [DPPH '*]Remanente = [DPPH °*]t/ [DPPH '*]t=0 (5)

El método se debe aplicar de acuerdo al tipo de antioxidantes que se desee
analizar, es asi como, Algunos fenoles, por ejemplo, el a-tocoferol, reaccionan
rapidamente con los radicales DPPHe.. Sin embargo, una serie de reacciones
secundarias lentas pueden causar una disminucion progresiva de la absorbancia,
por lo que no puede alcanzarse el estado estacionario hasta al cabo de varias
horas. En la mayor parte de los casos el método del DPPH+ se ha usado para
medir la captacion de radicales después de 15 o 30 minutos de iniciada la
reaccion. El dato se expresa normalmente como valor EC50, es decir, la
concentracion del antioxidante necesaria para captar el 50% de los radicales
DPPHe- en un periodo de tiempo determinado (Pokorny, et al., 2005).

Estos métodos pueden ser Utiles para la busqueda de nuevos antioxidantes, pero
no cuando se pretende valorar la utilidad de un antioxidante en un alimento, ya
gue su actividad en este caso depende de factores tales como la polaridad,
solubilidad y la actividad quelante de metales. (Pokorny, et al., 2005).
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5. DISENO METODOLOGICO

La investigacion se desarrollé a nivel experimental en la Planta Piloto de la
Facultad de Ingenieria Agroindustrial y Los Laboratorios Especializados de la
Universidad de Narifio ubicados en el municipio Pasto (Narifio) a una altura de
2527 m.s.n.m.

La metodologia se realizd en dos etapas: la obtencion de los extractos a partir de
cascara de papa y la evaluacion del contenido de fenoles totales, la actividad
antioxidante por métodos espectrofotométricos y la identificacion de compuestos
fendlicos por cromatografia liquida de alta resolucion.

5.1 ORIGEN Y OBTENCION DE LA MATERIA PRIMA

Las cascaras de papa (Solanum tuberosum) de la variedad diacol capiro fueron
proporcionadas por la empresa Narifiense MISTER POLLO, dedicada a prestar el
servicio de restaurante en el municipio de Pasto, Departamento de Narifio. Esta
empresa suministré 1 Kilogramo de cascara una vez culminado el proceso de
pelado, utilizando para ello una peladora (Modelo DB 10 de capacidad 150
kilogramos/hora), posteriormente la cascara se recolectd, empaco y fue trasladada
hacia las instalaciones de la Planta Piloto de la Universidad de Narifio.

Las papas de la variedad parda pastusa y roja Narifio, se obtuvieron del mercado
local ubicado en el sector de Bombona de la ciudad de Pasto. Las papas fueron
recepcionadas y se sometieron a operaciones de acondicionamiento (lavado y
seleccién). Posteriormente se pelaron manualmente y se obtuvo las céscaras
necesarias para realizar los procesos de extraccion.

Inicialmente las papas fueron escogidas de acuerdo a la NTC 341, es decir,
variedades maduras, bien formadas, limpias, sin contaminantes quimicos ni dafios
mecanicos. Ademas las papas se encontraron libres de dafios y defectos
fisiol6gicos, libres de dafios causados por patdgenos y libres de dafios causados
por insectos.

Las caracteristicas de las cascaras de papa de las tres variedades trabajadas en

cuanto a composicion proximal se determinaron en los laboratorios especializados
de la Universidad de Narifio.
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Figura 5. Recepcion de la materia prima: estabilidad de almacenamiento
variedades roja narifio y parda patusa

Fuente. Este estudio

Figura 6. Obtencion de las céscaras de las tres variedades de papa

Fuente. Este estudio

5.2TRATAMIENTO DE LA MATERIA PRIMA

5.2.1 Secado. Las céascaras de las tres variedades de papa fueron secadas
empleando el secador de bandejas de la Planta Piloto construido por
INDUSTRIAS QUIMICAS FIQ-LTDA- CST-800, a una temperatura de 60°C con
velocidad de aire de 8 m/s durante 24 horas (Figura 7).
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Figura 7. Secador de bandejas FIQ-LTDA - CST-800

Fuente. Este estudio

5.2.2 Molienda y Tamizado. Las cascaras secas fueron molidas empleando un
molino de de cuchillas marca (IKA WORKS INC- M20) ubicado en los Laboratorios
Especializados de la Universidad de Narifio (Figura 8), y tamizadas utilizando una
tamizadora modelo (PS-35 serie 1182) en la serie de tamices (40-100, A.S.T.M.E.)

por espacio de 180 segundos (Figura 9), obteniendo asi el tamafio de particula a
evaluar.

Figura 8. Molino de Cuchillas Figura 9. Tamizadora
IKA WORKS INC- M20 PS-35 Serie 1182
Fuente. Este estudio Fuente. Este estudio
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Figura 10. Obtencidon de la cascara de papa con el tamafio de particula a
evaluar

Fuente. Este estudio

5.3 DETERMINACION DE LA COMPOSICION QUIMICO PROXIMAL DE LAS
CASCARAS DE TRES VARIEDADES PAPA (Solanum tuberosum)

La caracterizacion de la materia prima se realiz6 mediante métodos descritos para
el analisis quimico de alimentos del laboratorio de bromatologia de la Universidad
de Narifio, basado en las técnicas de la AOAC (1997), sobre las cuales se aplican
los siguientes principios.

Humedad: Corresponde el contenido de agua en porcentajes presentes en la
muestra. Se determiné por el método de secado en dos pasos, un secado parcial
a 65°C, seguido de un secado total a 105°C, mediante el andlisis de Weende.

Cenizas: Se evalu6 por el método de incineracion en mufla, en el que la materia
organica se quema y la materia inorganica remanente se enfria y pesa.

Grasa: Se realizé una determinacion mediante el método soxhlet, sobre el cual se
cuantificara el porcentaje de grasa presente en una muestra determinada.

Fibra cruda: El método empleado para la determinacién consistié en efectuar dos
digestiones. La primera con &cido sulfurico y la segunda con hidroxido de sodio.
La finalidad del método es la de eliminar las proteinas, carbohidratos solubles,
residuos de grasas, vitaminas y otros compuestos diferentes que interfieren en su
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determinacion. El fundamento del método es asemejar este proceso al que
desempefia el organismo en su funcion digestiva.

Proteina cruda: Se cuantifico por el método de Kjeldalh (% proteina = %N x 6,25),
fundamento en tres pasos: digestion de la muestra con &cido sulfurico
concentrado, en presencia de un catalizador a elevada temperatura, para
transformar el nitrdgeno en sulfato de amonio. La solucion se alcaliniza y el
amoniaco librado se destila para su posterior titulacion.

5.4 OBTENCION DE LOS EXTRACTOS.

5.4.1 Preparacion de las soluciones y extraccién. Para realizar la extraccion de
los compuestos con actividad antioxidante presentes en la ciscara de papa, se
prepararon soluciones de 5% p/v de cascara de papa y los solventes grado HPLC
empleados, para esto se emple6 una balanza analitica DENVER APX-200 (Figura
11), las extracciones se realizaron utilizando planchas de agitacion THOMAS
CIENTIFIC a temperatura ambiente y 1600 rpm (Figura 12), durante cada unos de
los tiempos establecidos en las matrices de disefio experimental en el numeral 5.6
(Koduvayur et al., 2010).

Figura 11. Balanza Analitica de Precisién DENVER APX-200

Fuente. Este estudio
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Figura 12. Planchas de agitacion THOMAS SCIENTIFIC

Fuente. Este estudio

5.4.2 Centrifugacion. Para la obtencidbn de los extractos a analizar, las
soluciones fueron centrifugadas empleando una Centrifuga Sigma 2-16P (Figura
13), a 2800 rpm durante 15 minutos, los sobrenadantes fueron almacenados en
viales &mbar y colocados en refrigeracion para su posterior analisis.

Figura 13. Centrifuga Sigma 2-16P

Fuente. Este estudio
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5.5 DETERMINACION DEL CONTENIDO DE FENOLES Y LA ACTIVIDAD
ANTIOXIDANTE

Las respectivas mediciones de absorbancia para la determinacion de fenoles
totales y actividad antioxidante fueron realizadas utilizando un espectrofotometro
Geénesis 10UV-Vis Scanning Thermo Fisher Scientific. (Figura 14)

Figura 14. Espectrofometro Génesis 10 UV-Vis Scanning Thermo Fisher
Scientific

Fuente. Este estudio

5.5.1 Determinacion de Fenoles Totales. La determinacion del contenido de
fenoles totales se realiz6 utilizando el método de Folin y Ciocalteau (1927),
empleado por Kuskoski (2005) y Jiménez y Villarreal (2008). La reaccion se realizé
con 0,1 mL de la solucion de extracto de cascara de papa a analizar, 0,5 mL del
reactivo de Folin-ciocalteu y 1,5 mL de una solucién acuosa de carbonato de sodio
(Na2CO3) al 20% con agua destilada. Transcurridas dos horas de reaccion se tomo
lectura de absorbancia a 765 nm.

De igual manera se realiz6 una curva de calibracién con &cido géalico empleando
soluciones de 50, 100, 150, 250 y 500 ppm para expresar los resultados en mg de
acido gélico/ 100 g de cascara de papa seca. Todos los analisis fueron realizados
por triplicado.
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5.5.2 Determinacion de la Actividad Antioxidante:

5.5.2.1 Ensayo ABTS™: Se gener6 el radical ABTS™ tras la reaccion de ABTS™ 7
mM con persulfato potasico 2,45 mM, concentracion final incubados a temperatura
ambiente y en la oscuridad durante 24 h. Una vez formado el radical ABTS™ se
diluyé con metanol HPLC hasta obtener un valor de absorbancia cercana a 0,7 +
0,2 en una longitud de maxima absorbancia de 734 nm. (Re et al., 1999).

Para la reaccion se empled la metodologia descrita por Re et al., (1999) y
empleada por Jiménez y Villarreal, (2008), de esta manera se tomé 3 mL de la
solucién de ABTS™y se agreg6 30 microlitros (uL) de la solucién de extracto de
cascara de papa a estudiar, agitando constantemente durante 1 minuto y
transcurridos 6 minutos de reposo se toma lectura de la absorbancia a 734 nm.

Por medio de una curva de calibracién con soluciones de Trolox a concentraciones
de 0,5 a 4 mM y siguiendo la metodologia antes descrita se expreso los resultados
en mmol de trolox/g de céscara de papa seca, con el fin de expresar la actividad
antioxidante en equivalente Trolox, el método se desarrollé por triplicado.

La funcionalidad del método se verific6 con tres patrones de antioxidantes de
acuerdo a lo reportado por Re et al., (1999).

5.5.2.2 Ensayo DPPHe: La capacidad de captura de radicales libres se determiné
utiizando el método de 1,1-difenil-2-picrihidrazilo (DPPHe¢). Se preparé una
solucién de DPPHe a una concentracién de 0,0756 mM, a partir de esta se
realizaron diluciones a 0,0025; 0,0050; 0,0075; 0,01 y 0,025 mM, para obtener una
curva de calibracion (curva control) de absorbancia contra concentracién de
DPPH"a una longitud de onda de 515 nm, (Brand y Williams, 1995 & Jiménez y
Villareal, 2008)

De acuerdo a la metodologia planteada por Jiménez y Villareal (2008), para la
reaccion se tomé 3,9 mL de DPPH" a 0,0756 y se midi6 su absorbancia a 515 nm.
Posteriormente se adicion6 0,1 mL del extracto a analizar y se registro la
disminuciéon de absorbancia en intervalos de 0,5 minutos hasta un estado
estacionario de acuerdo al extracto analizado.

El método se verificd con patrones de acido ascorbico, acido galico y acido
cafeico. Los resultados obtenidos se compararon con los reportados por Sanchez
et al., (1997).

Se calcul6 él % [DPPH’] remanente Y % de Inhibicién en las muestras. Ademas de los
pardmetros Ecso, la Eficiencia Antirradical AE y el parametro ICsg
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El parametro Ecso hace referencia a la concentracion de antioxidante necesaria
para reducir la concentracion del radical inicial a la mitad y el pardmetro ICs
corresponde a la concentracion de antioxidante que inhibe el 50% del radical libre
y el Tecso que hace referencia al tiempo necesario para alcanzar el Ecsp.

Con los resultados se grafico:

Absorbancia vs. [DPPH-]

% [DPPH*] remanente VS. [Antioxidante] a tiempo t

% [DPPH¢] remanente VS. tiempo del estado estacionario
% Inhibicion vs. [Antioxidante] a tiempo t

PowpPE

El porcentaje de % [DPPHe¢] remanente S€ calculé de la acuerdo a la ecuacion
planteada por Sanchez, (1998):

% [DPPH e]
% [DPPH ']Remanente = -

% [DPPH o],

(6)

El porcentaje de inhibicion se calculé de la acuerdo a la ecuacion planteada por
Sanchez, (1998):

g [Abs_o — Abs]
% Inhibicion = Abs x 100 (7)
t=0

Eficiencia Antiradical: Sanchez en 1998 incorpora el término eficiencia anti-

radical el cual permite relacionar el término ECsoy el Tecso de la siguiente manera:
1
EA =
EC50 X TEC50 ®

5.6 ANALISIS DE ACIDO CAFEICO EN CASCARAS DE PAPA POR HPLC-PDA

Se desarroll6 de acuerdo a la metodologia planteada por Salawu et al., (2009)
para lo cual 10 mL de extracto de cascara de papa fueron rotaevaporados hasta
sequedad en un rotaevaporador Eyela Oil Bath OSB-2000, se adicionaron 10 mL
de acetato de etilo absoluto y la solucion fue rotaevaporada nuevamente hasta
sequedad, finalmente se adicionaron 5 mL de metanol y el extracto obtenido fue
almacenado en viales ambar hasta su posterior analisis.
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Figura 15. Cromatégrafo Liquidos HPLC Waters

Fuente. Este estudio

5.6.1 Descripcion del analisis:

Equipo: Cromatégrafo Liquidos HPLC Waters — Bomba Binaria 1525 3.2
Columna: C18 (X-Terra Waters 150mm x 4,6 mm)

Detector: PDA 2998 a 210 y 330nm Scan (200-500nm)

Inyector: RheodynelLoop de 20 uL 3.5

Fase Movil: Buffer Fosfato: Acetonitrilo (90:10) a pH 2,5 Flujo 0,75 mL/min

5.6.1.1 Anédlisis de las Muestras. El extracto metandlico de las muestras se
diluy6 en fase movil y se filtré en discos acrodisc de 0,45 ym para la inyeccion en
el equipo HPLC (Figura 14). La identificacion del &cido cafeico en las muestras se
realiz6 mediante comparacion con el tiempo de retencion de estandar de acido
cafeico (Sigma-Aldrich,USA) analizado a las mismas condiciones y realizando la
comparacion del espectro UV-Vis del estandar y de las muestras.

5.7 DISENO EXPERIMENTAL

Para el desarrollo de la investigaciéon y con el fin de dar respuesta a las preguntas
de investigacion planteadas, fue necesario realizar dos matrices experimentales
para la obtencion compuestos con actividad antioxidante.

5.7.1 Variedad de papa y tipo de solvente. En esta matriz se evaluaron tres
variedades de papa (diacol capiro, parda pastusa y roja Narifio) y dos tipos de
solventes (metanol y etanol grado HPLC), manteniendo constante el tamafio de
particula de la muestra, para este caso se utilizé el retenido del tamiz malla 80
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(0,215mm de diametro medio de particula) y el tiempo de contacto entre el
solvente y la muestra por 20 horas a temperatura ambiente, de acuerdo a la
metodologia de extraccion planteada por Koduvayur et al., (2010).

Se utilizé, un disefio factorial multinivel completamente aleatorizado que se llevo a
cabo por triplicado, con el fin de determinar el efecto de la variedad de cascara de
papa y el solvente empleado para la extraccion, sobre la variable de respuesta
contenido de fenoles totales y actividad antioxidante, las cuales fueron analizadas
en el programa estadistico Statgraphics centurion XV.

Tabla 1. Matriz del Disefio Experimental del disefio Factorial Multinivel
Categorico

Bloque | Variedad de Solvente
Papa
1 Diacol Metanol
1 Parda Metanol
1 Roja Metanol
1 Diacol Etanol
1 Parda Etanol
1 Roja Etanol
2 Diacol Metanol
2 Parda Metanol
2 Roja Metanol
2 Diacol Etanol
2 Parda Etanol
2 Roja Etanol
3 Diacol Metanol
3 Parda Metanol
3 Roja Metanol
Bloque | Variedad de Solvente
Papa
3 Diacol Etanol
3 Parda Etanol
3 Roja Etanol

Fuente: Este estudio
Los atributos del disefio multifactorial categorico son los siguientes.

Numero de factores experimentales: 2
Numero de bloques: 3
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Numero de respuestas: 3
NUmero de corridas: 18
Aleatorizado: Sl

Tabla 2. Factores experimentales del disefio multifactorial categoérico

Factores Niveles
A: Variedad de papa 3
B: Tipo de solvente 2

Fuente: Este estudio

Tabla 3. Variables de respuesta del disefio multifactorial categorico

Respuesta Unidades
Fenoles Totales mg AGE/100 g de cascara de papa seca
Actividad Antioxidante (TEAC) | mmoles Trolox/g de cascara de papa seca
Eficiencia Antirradical Adimensional

Fuente: Este estudio

Todos los resultados fueron analizados con la ayuda del programa estadistico
Statgraphics centurion XV, mediante el cual se realizd el andlisis de varianza y
prueba de comparacion mediante la LSD de Fisher a un 5% de nivel de
significancia.

5.7.2 Tamafo de Particula y Tiempo de Contacto. Posteriormente se trabajé
con una segunda matriz de disefio en la cual, los factores de estudio a evaluar
fueron, el tamafio de particula obtenida de la serie de tamices (50-60, 70-80, 90-
100 A.S.T.M.E) y el tiempo de contacto entre el solvente y la muestra (16, 20, 24
horas). Para este caso se utilizé la variedad de papa y el solvente que presentaron
un mayor contenido de fenoles y capacidad antioxidante en el anterior andlisis. Se
utilizé, un disefio factorial completamente aleatorizado 32 con un punto central y
metodologia de superficie de respuesta, que se llevd a cabo por triplicado, con el
fin de determinar el efecto del tamafio de particula y el tiempo de contacto, sobre
las variables de respuesta contenido de fenoles totales y capacidad antioxidante,
las cuales fueron analizadas en el programa estadistico Statgraphics centurion XV.
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Tabla 4. Matriz del Disefio Experimental disefio factorial 3°

BLOQUE Tamafo de Tiempo de
Particula (mm) Contacto
1 0.163 20
1 0.163 24
1 0.214 20
1 0.335 24
1 0.214 24
1 0.214 16
1 0.163 16
1 0.335 16
1 0.335 20
1 0.214 20
2 0.163 20
2 0.163 24
2 0.214 20
2 0.335 24
2 0.214 24
2 0.214 16
2 0.163 16
2 0.335 16
2 0.335 20
2 0.214 20
3 0.163 20
3 0.163 24
3 0.214 20
3 0.335 24
3 0.214 24
3 0.214 16
BLOQUE Tamarfo Tiempo de
Particula (mm) Contacto
3 0.163 16
3 0.335 16
3 0.335 20
3 0.214 20

Fuente: Este estudio.
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Los atributos del disefio factorial 3% son los siguientes.

Numero de factores experimentales: 2
Numero de bloques: 3

Numero de respuestas: 3

Numero de corridas: 30

Aleatorizado: SI

Tabla 5. Factores experimentales del disefio factorial 32

Factores Unidades Bajo Alto Niveles
A: Tamafo de particula mm 0.163 0.335 3
B: Tiempo de contacto Horas 16 24 3

Fuente: Este estudio

Tabla 6. Variables de respuesta de disefio factorial 32

Respuesta Unidades
Fenoles Totales mg AGE/100 g de cascara de papa seca
Actividad Antioxidante (TEAC) mmoles Trolox/ g de cascara de papa seca
Eficiencia Antirradical Adimensional

Fuente: Este estudio
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1 OBTENCION Y TRATAMIENTO DE LA CASCARA DE PAPA

En la obtencién de la cascara de papa de las variedades parda pastusa y roja
narifio, las cuales fueron peladas manualmente, se obtuvo un 18% en céscara de
papa de estas variedades, este valor se encuentra dentro del rango reportado en
perdidas en cascara de papa, las cuales estan entre un 15% a 20% del total del
peso de papa (Putz, 1991), por su parte Koduvayur et al., (2010), reporta un
promedio de 12% de pérdida por pelado de papa.

Las cascaras de papa de las variedades diacol capiro, parda pastusa y roja narifio,
después del proceso de secado presentaron un porcentaje de humedad de 9,39;
9,18; 11,79 respectivamente (Tabla 8), ademas al realizar la etapa de tamizado se
obtuvieron los diferentes tamafios de particula (Tabla 7) empleados en la
investigacion expresados como didmetro medio de las particulas de cascara de

papa.

Tabla 7. Didametros de particula usados en la investigacion

i No DE ABERTURA DEL DIAMETRO MEDIO DE LAS
MALLAS TAMIZ Dpi, mm PARTICULAS Dpi, mm

1 10 2,00

2 20 0,841 1,421

3 30 0,595 0,718

4 40 0,420 0,508

5 60 0,250 0,335

6 80 0,177 0,214

7 100 0,149 0,163

8 170 0,088 0,119

9 | COLECTOR 0 0,044

Fuente: Este estudio

6.2 ANALISIS PROXIMAL DE LA CASCARA DE PAPA.

En la tabla 8 se presentan los resultados de la composicién proximal de la cascara
de papa de las tres variedades en estudio, desarrollados por el laboratorio de
bromatologia de la Universidad de Narifio, de esta manera con los resultados
obtenidos se pudo observar la diferencia que existe en cada parametro, al analizar
el valor de la humedad y la materia seca, se puede establecer que no hay mayor
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variacion entre si para las variedades diacol capiro y parda pastusa, por lo que son
similares en cuanto a humedad y materia seca se refiere.

En cuanto a la determinacion de fibra cruda, extracto etéreo o materia grasa se
pudo determinar que se presenta variabilidad para las cascaras de las tres
variedades de papa, siendo la cascara de la variedad diacol capiro la que presentd
un mayor contenido en estos parametros, por su parte la cascara de la variedad
parda pastusa presentd un mayor contenido en proteina y ceniza y la variedad roja
narifilo presenté un mayor contenido en extracto no nitrogenado que representa la
fraccion de los carbohidratos solubles de los alimentos (azucares simples y
almidon). Las diferencias en los resultados del analisis proximal no se pueden
considerar estadisticamente significativas puesto que no se realiz6 un analisis
estadistico que pueda establecer si se presentan o no estas diferencias en los
parametros de composicién quimico proximal de las cascara de papa de las tres
variedades.

Las diferencias en cuanto a la composicion proximal de las cascaras de papa de
las tres variedades se pudieron presentar debido a que esta composicion puede
cambiar sustancialmente, de acuerdo con la variedad, condiciones de cultivo
(calidad de la semilla, tipo de suelo, fertilizantes, temperatura, humedad, luz),
grado de madurez y condiciones de almacenamiento (Andersson et al., 1994;
Pritchard & Adam 1994; Borruey et al., 2000; Egusquiza, 2000).

Tabla 8. Analisis proximal de las cascaras de papa

Parametro Técnica Variedad de Papa

Diacol Parda Roja

Capiro Pastusa Narifio
Humedad Gravimétrica 9,39 9,18 11,79
Materia seca Gravimétrica 90,6 90,8 88,2
Ceniza Gravimétrica 5,32 8,32 5,25
Extracto etéreo | Gravimétrica 1,47 0,82 0,63
Fibra cruda Gravimétrica 32,2 14,4 11,7
Proteina Volumétrica 10,7 17,3 14,5
Extracto No Calculo 40,9 50,0 56,1
Nitrogenado matematico

Todos los resultados se expresan como g/100g de muestra
Fuente: Este estudio
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6.3 ESTUDIO DEL EFECTO DE LA VARIEDAD Y TIPO DE SOLVENTE SOBRE
EL CONTENIDO DE FENOLES Y SU ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE.

6.3.1 Determinacion de fenoles totales. La tabla 9 muestra los resultados por
triplicado de la prueba de Folin Ciocalteau para 5 concentraciones de acido galico,
con las que se realizé una curva de calibracion promedio, de la cual se obtuvo la
siguiente ecuacion: y = 0,0016x + 0,0209 (R2 = 0,999) (Gréfico 1). La intensidad de
la coloracion azul presente en cada patron es funcién de la cantidad de fenoles
encontrados en estas muestras.

Figura 16. Ensayos para la curva de calibracion con acido galico

Fuente: Este estudio

Tabla 9. Resultados de la Prueba de Folin Ciocalteau con patrones de &cido
galico.

Acido gélico ppm Abs®1 Abs?2 Abs®3  Abs? DE? cv°

Promedio
50 0,099 0,099 0,099 0,099 0 0
100 0,186 0,186 0,186 0,186 0 0
150 0,267 0,267 0,267 0,267 0 0
250 0,43 0,431 0,43 0,430 0,001 0,190
500 0,837 0,835 0,835 0,836 0,001 0,115

a: Absorbancia; b: Desviacion estandar; c: Coeficiente de variacion

Fuente: Este estudio
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Gréfico 1. Curva de calibracion para la determinacion de fenoles totales con
patrones de acido galico.
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Fuente: Este estudio

Los extractos evaluados en la primera matriz fueron: diacol-metanol (DM), diacol-
etanol (DE), parda-metanol (PM), parda-etanol (PE), roja-metanol (RM) y roja-
etanol (RE), a los cuales se les determind el contenido de fenoles totales, la
actividad antioxidante en equivalente a Trolox (TEAC) y la eficiencia antirradical.

La tabla 10 y el grafico 2 muestran los resultados de la prueba de fenoles totales

obtenidos de aplicar las condiciones de extraccion de la matriz de disefio factorial
multinivel categérico propuesto en la metodologia.
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Tabla 10. Resultados de la prueba de fenoles totales para los extractos de
cascara de papa evaluados

F.T.® F.T.
Extracto Réplica ppm A.Galico (mg AGE/100 g de (mg AGE/g de cascara
cascara de papa seca) de papa seca)
DM 1 324.85 649.71 6.50
2 332.35 664.71 6.65
3 322.15 644.29 6.44
Promedio 326.45 652.90 6.53
DE" 5.29 10.58 0.11
cv* 1.62 1.62 1.62
DE 1 211.94 423.88 4.24
2 220.69 441.38 4.41
3 203.60 407.21 4.07
Promedio 212.08 424.15 4.24
DE 8.54 17.09 0.17
Ccv 4.03 4.03 4.03
PM 1 193.40 386.79 3.87
2 181.31 362.63 3.63
3 177.77 355.54 3.56
Promedio 184.16 368.32 3.68
DE 8.19 16.38 0.16
Ccv 4.45 4.45 4.45
PE 1 61.94 123.88 1.24
2 59.85 119.71 1.20
3 68.19 136.38 1.36
Promedio 63.33 126.65 1.27
DE 4.34 8.67 0.09
cv 6.85 6.85 6.85
RM 1 276.31 552.63 5.53
2 266.94 533.88 5.34
3 260.69 521.38 5.21
Promedio 267.98 535.96 5.36
DE 7.86 15.73 0.16
cv 4.61 4.61 4.61
RE 1 104.85 209.71 2.10
2 116.73 233.46 2.33
3 110.69 221.38 2.21
Promedio 110.76 221.51 2.22
DE 5.94 11.88 0.12
Ccv 5.36 5.36 5.36

a: Fenoles totales; b: Desviacion estandar; c. Coeficiente de variacion

Fuente: Este estudio

Los resultados indican que el extracto DM presentd un contenido de fenoles
totales de 652.90 AGE/100 g de cascara de papa seca, siendo el mayor de los
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extractos evaluados. El mayor contenido de fenoles se observo cuando se utilizd
metanol para las extracciones en las tres variedades de papa evaluadas.

Gréafico 2. Contenido de Fenoles Totales para los extractos de cascara de
papa evaluados
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Fuente: Este estudio

Los resultados encontrados permitieron establecer que el orden de mayor a
menor, respecto al contenido de fenoles en los extractos evaluados fue
DM>RM>DE>PM>RE>PE

La significancia estadistica de los factores evaluados sobre la variable respuesta
(Fenoles totales), se realiz6 utilizando un analisis de varianza, como se indica en
la tabla 11. Los dos factores evaluados: Variedad de papa (A) y tipo de solvente
(B), al igual que la interaccion variedad de papa-tipo de solvente (AB) bajo los
niveles evaluados, causan un efecto estadisticamente significativo, sobre el
contenido de fenoles totales (p-valor <0,05), con un intervalo de confianza del
95%. Estas diferencias se pudieron presentar debido a que la extraccion de los
compuestos fendlicos depende ampliamente del tipo de solvente utilizado para
este proceso, con resultados que pueden variar ampliamente entre un solvente y
otro; ademas también se debe contemplar que el contenido de compuestos
fendlico de la cascara de papa cambia con las condiciones agroclimatolégicas de
la produccion entre las que se destaca la variedad, que es un parametro que
afecta significativamente el contenido de fenoles (Koduvayur et al., 2010).
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Tabla 11. Analisis de varianza para el contenido de fenoles totales.

Fuente Suma de G.L. Cuadrado Razon-F p-valor
Cuadrados Medio

EFECTOS PRINCIPALES

A: VARIEDAD DE PAPA 25493 2 127465 673.26 0.0000

B: TIPO DE SOLVENTE 308000 1 308000 1626.83 0.0000

INTERACCIONES

AB 6404.37 2 3202.19 16.91 0.0003

RESIDUOS 2271.9 12 189.325

TOTAL (CORREGIDO) 571606 17

Fuente: Este estudio

En el grafico 3 se puede observar que las tres variedades de cascara de papa
utilizadas para la extraccion, presentan diferencias estadisticamente significativas
con respecto al contenido de fenoles totales, ademas se puede determinar que se
presentd un mayor contenido de fenoles totales cuando se trabajé con la cascara
de papa de la variedad diacol capiro y un menor valor con la cascara de la
variedad parda pastusa.

Gréfico 3. Grafico de medias de LSD de Fisher para el contenido de fenoles
totales con relacion a la variedad de papa
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El gréfico 4 se observa que se presenta una diferencia estadisticamente
significativa para el contenido de fenoles con relaciébn a los dos solventes
empleados para la extraccion y se puede establecer que se obtiene una mayor
extraccidon de compuestos fendlicos cuando se emplea metanol como solvente
para la extraccion, esto se presenta debido a que la solubilidad de los compuestos
fendlicos depende entre otros factores de la polaridad del solvente utilizado. La
polaridad intermedia del metanol permite la extraccion de compuestos que unen
ciertas caracteristicas hidrofibicas (anillos aromaticos, cadenas laterales de
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hidrocarburos, etc.) con grupos funcionales y sustituyentes polares (grupos
hidroxilo y carboxilo, azucares, etc.) en la misma molécula, Ademas el metanol
posee un momento dipolar mayor que el etanol, por lo tanto la solubilidad de
compuestos fendlicos aumenta debido a que la probabilidad de colision entre las
moléculas es mayor (Pérez, 2007). Estos resultados son similares a los
encontrados por (Pesche et al.,, 2006; Weshahy & Rao, 2009; Rumbaoa et al.,
2009) quienes reportan una mayor extraccion de compuestos fendlicos cuando se
utilizé metanol.

Gréfico 4. Grafico de medias de LSD de Fisher para el contenido de fenoles
totales con relacion al tipo de solvente utilizado.
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Fuente: Este estudio

La interaccion entre los dos factores evaluados frente al contenido de fenoles
totales se pude observa en el grafico 5, en donde el mayor contenido de fenoles
totales se obtuvo al emplear cascara de papa de la variedad diacol capiro y
metanol HPLC como solvente para la extraccion.
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Gréfico 5. Grafico de Interacciones para el contenido de fenoles totales
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Con relacion a otros estudios en donde se evalu6 el contenido de fenoles en
cascara de papa de diferentes variedades, se tiene que:

Koduvayur et al. (2010), para la extraccion de compuestos fendlicos en etanol,
reporta contenido de fenoles totales para cascaras de papa de las variedades
Sava y Binte de 120 y 255 mg AGE/100 g de céascara de papa seca
respectivamente, estos resultados son similares a los encontrados en la
investigacion para la extraccion con etanol de la cascara de papa de las
variedades parda y roja, pero el contenido de fenoles totales es mayor para los
extractos metandlicos de estas variedades, con relacion a la variedad diacol
capiro se puede observar que tanto el extracto etandlico, como metandlico
presentan contenidos de fenoles superiores a los reportados por los autores para
las variedades de papa sava y bintje .

De la misma manera Weshahy & Rao, (2009), encontraron que el contenido
fendlico total variéo de 151 a 333 mg AGE/ 100 g de cascara de papa seca, para
extractos metandlicos de seis variedades de papa canadienses (Siécle, vivaldi,
yukon, purple majesty, dakota pearl y FL 1533), por tanto se puede establecer que
este rango es similar a los resultados encontrados para los extractos etandlicos de
la variedad roja y extractos etanélicos y metandlicos de la variedad parda pastusa,
sin embargo los resultados encontrados para la variedad diacol capiro son
superiores a los reportados por los autores, la diferencia en el contenido fendlico
total reportado es debido al color y la variedad.

Weshahy et al. (2011) obrsevaron contenido de polifenoles para las variedades de
papa penta y marcy originarias de Canada de 240 y 114 mg AGE/ 100 g de
cascara de papa seca respectivamente, similares a los encontrados para los
extractos etandlicos de las variedades de papa roja Narifio y parda pastusa con
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valores de 22151 y 126.65 AGE/ 100 g de cascara de papa seca
respectivamente.

Fuenzalida, (2008) para 12 genotipos de papas (Solanum tuberosum L. ssp
tuberosum Hawkes) nativas del sur de Chile, reporté contenidos de fenoles en el
rango de 260,11 hasta 2.852,24 mg AGE/100 g de materia seca, esta diferencia se
presenta debido a que la pigmentacion de algunos genotipos conlleva a una mayor
cantidad de fenoles totales, ya que las papas con cascara purpura contienen
mayor concentracion de fenoles en relacion a las papas blancas, por su parte los
resultados encontrados para las cascaras de papa de las tres variedades
evaluadas se encuentra dentro de este rango reportado por la autora, aunque no
se logran contenidos tan altos como los reportados, puesto que las variedades con
las que se trabajé no presentaban pigmentos purpuras como los que presentaban
algunos de los genotipos trabajados en el estudio.

6.3.2 Determinacion de la actividad antioxidante:

6.3.2.1 Ensayo ABTS: Se realiz6 una curva de calibracion con distintas
concentraciones de Trolox. Para esto, se tomaron 3 mL de la solucién de ABTS-+y
se afadi6 30 pL de las distintas concentraciones de Trolox, agitandose durante 1
minuto y midiendo la absorbancia trascurridos 6 minutos a 734 nm. Cada muestra
fue medida cuatro veces y se encontré la siguiente ecuacion (Gréfico 6): y = -
0,1398x + 0,6903 (R2 = 0,9997). La pendiente negativa indica la perdida de color
que sufre el cation ABTSe<+ al reaccionar con el antioxidante. Los resultados fueron
expresados como Actividad antioxidante equivalente en trolox con sus siglas en
ingles (TEAC) en unidades de mmol de trolox/g de cascar de papa seca.

Tabla 12. Registros de absorbancias de la prueba de ABTS™ con distintas
concentraciones de trolox.

H a
Concentraciones — \no 1 Aps2 Abs3 Abs4 A0S DE ° cve

Trolox (mM) Prom

0 0,697 0,698 0,698 0,699 0,698 0,0008 0,1170

0,5 0,611 0,611 0,611 0,612 0,611 0,0005 0,0818

1 0,557 0,557 0,557 0,557 0,557 0,0000 0,0000

15 0,462 0,465 0,465 0,465 0,464 0,0015 0,3231

2 0,422 0,421 0,423 0,422 0,422 0,0008 0,1935

4 0,132 0,131 0,132 0,131 10,1311 0,0006 0,4403

a: Absorbancia; b: Desviacion Estandar; c: Coeficiente de Variacion

Fuente: Este estudio
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Gréafico 6. Curva de calibracion para determinar la capacidad antioxidante
expresada como TEAC
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Fuente: Este estudio

La funcionalidad del método se verific6 con tres patrones: acido ascorbico, -
caroteno y BHT grado analitico a una concentracion de 5mM de acuerdo a lo
reportado por Re et al., (1999). Los resultados obtenidos se expresaron en mM
Trolox (Tabla 13), en donde se puede observar que los valores encontrados para
los patrones evaluados experimentalmente, son similares a los reportados por los
autores, con lo cual se puede concluir que el método aplicado es valido.
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Tabla 13. Resultado de la prueba de ABTS™

con patrones de antioxidantes

sintéticos.
Antioxidante Replica mM Trolox mM Trolox Re et al., (1999)
ACIDO 1 1,009 1,05+0,02
ASCORBICO 2 1,004
3 1,009
Promedio 1,009+0,03
DE 0,03
cv 0,00
B-CAROTENO 1 2,467 2,57+0,03
2 2,467
3 2,472
Promedio 2,470+0,03
DE 0,03
CVv 2,14
BHT 1 2,59 No Reporta
2 2,64
3 2,69
Promedio 2,64+0,048
DE 0,048
CV 1,820

Fuente: Este estudio

La tabla 14 y el grafico 7 muestran los resultados de la actividad antioxidante en
equivalente trolox (TEAC) de los extractos obtenidos a partir de las cdscaras de
papa frente a cada uno de los tratamientos. Asi, los resultados muestran que el
extracto DM presentd la mayor actividad antioxidante con relacion a los demas
extractos evaluados, con un valor de 0,0928 mmol trolox/g de cascara seca, el
cual es un comportamiento similar al realizado en la prueba de fenoles.

Tabla 14. Resultados de Actividad antioxidante en TEAC para los extractos

de cascara de papa evaluados

Replica TEAC?®
Extracto Extracto Extracto Extracto Extracto Extracto
DM DE PM PE RM RE
1 0,0926 0,0843 0,0799 0,0653 0,0877 0,0654
2 0,0929 0,0839 0,0786 0,0640 0,0855 0,0712
3 0,0930 0,0856 0,0803 0,0620 0,0870 0,0736
Promedio | 0,0928 0,0846 0,0796 0,0638 0,0867 0,0701
DE"® 0,0002 0,0009 0,0009 0,0017 0,0011 0,0042
CvVv° 0,224 1,051 1,117 2,607 1,296 6,017

a: mmol trolox/ g de céscara seca ; b: Desviacién estandar; c: Coeficiente de variacion
Fuente: Este estudio
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Gréfico 7. Actividad antioxidante en TEAC para los extractos de cascara de
papa evaluados
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Fuente: Este estudio

En la tabla 15 se puede observar el andlisis de varianza (ANOVA), para la
actividad antioxidante, de esta manera se observa que los factores evaluados:
variedad de cascara de papa (A) y tipo de solvente empleado para la extraccion
(B), ademas de la interaccion la variedad de cascara de papa-tipo de solvente
(AB), causan un efecto estadisticamente significativo sobre la actividad
antioxidante, pues su p-valor es menor a 0,05; por lo cual son considerados como
los factores mas influyentes en el proceso, con un intervalo de confianza del 95%.

Tabla 15. Andlisis de varianza para la actividad antioxidante (TEAC).

Fuente Suma de G.L. Cuadrado Razo6n-F p-valor
Cuadrados Medio

EFECTOS PRINCIPALES

A: VARIEDAD DE PAPA 0.000883363 2 0.000441682 113.14 0.0000

B: TIPO DE SOLVENTE 0.000829602 1 0.000829602 212.51 0.0000

INTERACCIONES

AB 0.0000647878 2 0.0000323939  8.30 0.00055

RESIDUOS 0.0000468467 12 0.00000390389

TOTAL (CORREGIDO) 0.0018246 17

Fuente: Este estudio

En el grafico 8 se puede observar que las tres variedades de cascara de papa
utilizadas para la extraccion de compuestos antioxidantes, presentan diferencias
estadisticamente significativa con respecto a la actividad antioxidante, ademas se
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puede observar que se presentd un mayor valor de actividad antioxidante
expresada como TEAC, con la cdscara de la papa de la variedad diacol capiro y
un menor valor con la cascara de la variedad parda pastusa.

Grafico 8. Gréfico de medias de LSD de Fisher para la actividad antioxidante
(TEAC) con relacion a la variedad de papa utilizada
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Fuente: Este estudio

Con relacién al tipo de solvente (Grafico 9), se puede observar que se presenta
una diferencia estadisticamente significativa con relacion a los dos solventes
empleados y que se obtiene una mayor actividad antioxidante expresada como
TEAC cuando se emplea metanol como solvente para la extraccion.

Gréfico 9. Grafico de medias de LSD de Fisher para la actividad antioxidante
(TEAC) con relacién al tipo de solvente utilizado.
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Fuente: Este estudio

En la grafica 10 se puede observar la interaccion de los dos factores evaluados
frente a la actividad antioxidante expresada como TEAC, en donde el mayor valor
se obtuvo al emplear cascara de papa de la variedad diacol capiro y metanol como
solvente para la extraccion.

74



Grafica 10. Gréafico de Interacciones para Actividad Antioxidante en TEAC
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Fuente: Este estudio

Los resultados encontrados para actividad antioxidante difieren de los resultados
encontrados por Weshahy & Rao, (2009) puesto que se reportan resultados en el
rango de 0.28 a 0.55 mmol de trolox/ gramos de cascara de papa seca, para seis
variedades de céscara de papa, las diferencias en la actividad antioxidante
reportada son debido a la variedad de papa ya que a estas variedades este se les
atribuye altos contenidos de antocianinas.

Por su parte Kowalczewski et al. (2012), reporta para el jugo de papa una
actividad antioxidante de 0.070 mmol de trolox/g de muestra seca, similar a la
encontrada para el extracto PM con una actividad antioxidante de 0.0796 070
mmol de trolox/g de cascara de papa seca

Jiménez y Villareal, (2008) para la evaluacion del contenido de compuestos con
actividad antioxidante en frutos de motilén, reportan que la mayor actividad
antioxidante en extractos MPX (extracto de pulpa rico en antocianinas) fue de
1,734 mmol de trolox/g de extracto y un contenido fendlico de 3895,385 mg de
acido galico/100 g de extracto. Estos resultados aunque superiores a los de los
extractos de cascaras de papa presentan un comportamiento similar en cuanto la
relacion fenoles/TEAC, debido a que los procedimientos realizados para la
cuantificacion de antioxidante fue realizada de acuerdo a la metodologia de los
autores.

En el grafico 11 se observa la correlacion entre el contenido de fenoles totales y la
actividad antioxidante expresada como TEAC, los cuales presenta una relacion
directamente proporcional, en la cual a medida que aumenta el contenido de
fenoles aumenta la actividad antioxidante de manera lineal con una correlacion de
0.9978
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Grafica 11. Grafico de correlacion entre el contenido de fenoles y la actividad
antioxidante expresada como TEAC
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Fuente: Este estudio

6.3.2.2 Ensayo DPPH. Se realiz6 una curva de calibracion de Absorbancia vs.
Coppy. (Tabla 16; Grafico 12), de la que se obtuvo la siguiente ecuacién
matematica: y = 9,7123x - 0,0102 (R2 = 0,99803), que se empleo para calcular la
[DPPH?e] en el tiempo t.

Tabla 16. Registros de absorbancia a diferentes concentraciones DPPH’

Copph. (MM) 0,0025 0,005 0,0075 0,01 0,02
Abs (515nm) 0,018 0,038 0,060 0,085 0,186

Fuente: Este estudio
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Gréafico 12. Curva de calibracion del método DPPH’
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Fuente: Este estudio
De acuerdo a lo reportado por Sanchez et al. (1998), se realizaron las pruebas de

eficiencia antiradical (EA), con el fin de obtener puntos de referencia en tres
patrones: acido ascoérbico, acido galico y &cido cafeico.

Las concentraciones de acido ascorbico permitieron calcular el % DPPHe

remanente y el Ecso en las soluciones y el tiempo en el cual se alcanza un estado
estacionario para estas concentraciones.
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Gréafico 13. Comportamiento de diferentes concentraciones de acido
ascorbico en el tiempo frente al porcentaje de DPPH" Remanente
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Gréafico 15. Curva para determinar Ecso con diferentes concentraciones de
acido ascorbico.
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Fuente: Este estudio

Grafico 16. Comportamiento de diferentes concentraciones de acido
ascorbico en el tiempo frente al porcentaje de Inhibicion
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Fuente: Este estudio

Se realizaron diferentes concentraciones de acido galico, calculando él % DPPHe
remante en las soluciones y el tiempo en el cual se alcanza un estado estacionario

para estas concentraciones.
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Gréafico 17. Comportamiento de diferentes concentraciones de acido galico
en el tiempo frente al porcentaje de DPPHe Remanente
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Fuente: Este estudio

Gréafico 18. Comportamiento de diferentes concentraciones de acido galico
en el tiempo frente al porcentaje de Inhibicion
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Fuente: Este estudio
El comportamiento del %DPPH+s Remanente frente a las distintas concentraciones

de acido galico muestra que este radical se reduce a la mitad cuando se utiliza
una concentracion entre 20 y 50 g antioxidante/Kg DPPHe. respectivamente, similar

al encontrado en el porcentaje de inhibicion.
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Ademas todas las concentraciones de acido galico evaluadas fueron estables en
un tiempo superior a los 15 minutos e inferior a los 20 minutos.

Con las distintas concentraciones del antioxidante se realiz6 una curva para

determinar los parametros Ecso € ICsg

Grafico 19. Curva para determinar Ecso con diferentes concentraciones de
acido galico.
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Fuente: Este estudio

Gréafico 20. Curva para determinar ICso con diferentes concentraciones de
acido galico.
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Fuente: Este estudio
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Se evalud un ultimo patrén de acido cafeico con el fin de obtener un punto de
referencia mas preciso, para evaluar el método con diferentes patrones.

Gréafico 21. Comportamiento de diferentes concentraciones de acido cafeico
en el tiempo frente al porcentaje de DPPHe Remanente
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Grafico 22. Comportamiento de diferentes concentraciones de acido cafeico
en el tiempo frente al porcentaje de Inhibicion
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El comportamiento del %DPPH+s Remanente frente a las distintas concentraciones
de acido cafeico muestra que este radical se reduce a la mitad cuando se utiliza
una concentracion entre 60 y 100 g antioxidante/Kg DPPHe respectivamente,

similar al encontrado en el porcentaje de inhibicion.
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Ademas todas las concentraciones de acido cafeico evaluadas fueron estables en
un tiempo superior a los 2 minutos.

Con las distintas concentraciones del antioxidante se realiz6 una curva para
determinar los parametros Ecso € ICsg

Grafico 23. Curva para determinar Ecso con diferentes concentraciones de
acido cafeico.
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Fuente: Este estudio

Gréfico 24. Curva para determinar ICso con diferentes concentraciones de
acido cafeico.
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Los patrones se expresaron como g antioxidante/Kg DPPH’, con el objetivo de
compararlos con los utilizados por Sanchez, et al., (1998). El célculo de estas
concentraciones se realizo acuerdo a lo reportado por Jiménez y Villareal en 2008.

La tabla 17 indica los valores de los parametros ECsp, 1Cs0, Tecso Y EA calculados
para acido ascorbico, gélico y cafeico en el ensayo de DPPH. Ademéas se
contempla una comparacion de los valores de EA encontrados en la investigacion
y los reportados por Sanchez, et al., (1998), para los cuales se puede observar
gue son similares, por lo cual se puede establecer que el método DPPH’, aplicado
para el analisis de los extractos de cascara de papa fue adecuado.

Tabla 17. Parametros calculados en el ensayo DPPH’ para acido ascoérbico,
galico y cafeico.

Patron Craron:.  %[DPPH?]  Tiempo ECxg ICso Tecso EA? EA°®
Rem (min) (min)  (x10%) (x 109
Acido 50 82,574 1,00 72,67 69,45 1,20 11,47 11,44
Ascorbico 60 68,437 1,00
80 52,298 1,50
130 26,340 2,00
150 18,236 2,50
Acido 20 65,40 10,00 26,19 30,60 15,078 2,53 2,620
Galico 50 28,90 15,47
100 10,38 16,21
150 6,02 16,40
Acido 50 60,85 6,00 67,12 63,58 5,365 2,78 2,75
Cafeico 60 55,526 5,50
100 28,206 2,00
140 12,598 2,00
150 7,790 1,50

a: g de antioxidante/ Kg DPPHe<; b: Valor tomado de Sanchez (1998).
Fuente: Este estudio

Se evaluaron los extractos obtenidos de cascara de papa determinando en cada
uno de estos los parametros establecidos en el método de DPPH-.

Inicialmente se establecieron concentraciones similares a los antioxidantes
evaluados (acido ascorbico, gélico y cafeico) con el fin de realizar comparaciones
entre compuestos naturales y sintéticos, sin embargo, en todos los extractos de
papa fue necesario utilizar una mayor concentracion con el fin de inhibir el radical
a la mitad.
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e Extracto DM:

Gréafico 25. Comportamiento de diferentes concentraciones del extracto DM
en el tiempo frente al porcentaje de DPPH* Remanente
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Gréfico 26. Comportamiento de diferentes concentraciones del extracto DM
en el tiempo frente al Porcentaje de Inhibicion
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Fuente: Este estudio
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Gréafico 27. Curva para determinar Ecso con diferentes concentraciones del
extracto DM
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Gréfico 28. Curva para determinar ICso con diferentes concentraciones del
extracto DM
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Fuente: Este estudio

Tabla 18. Eficiencia antirradical en extracto de DM.

Extracto | Cpawsn®  Cpawen. % DPPHe Tiempo  ECs ICso Tecso EA
Rem (min) (min)  (x 10®)
DM 25804,5 30 58,619 551 26,906 27,774 6,01 6,183
34405,9 40 78,619 4,51
43007,4 50 88,840 3,17

a: g de cascara seca/Kg DPPHe; b: g de cascara seca/lL
Fuente: Este estudio.
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La tabla 19 muestra el promedio de los parametros calculados mediante el método
de DPPH para los extractos de cascaras de papa evaluados. Todos los extractos
mostraron un comportamiento similar respecto a la concentracion del antioxidante
y la cantidad de DPPH remanente, es decir, que a mayor concentracion se redujo
una mayor cantidad del radical, sin embargo el tiempo no presentd un
comportamiento homogéneo, por lo tanto la eficiencia antirradical permitio realizar

una comparacion precisa de los antioxidantes.

Tabla 19. Resumen de las eficiencias antirradical en los extractos evaluados

Extracto ECso® (+DE) |Cs0? Tecso EA° (+DE)
(min)
Diacol Metanol 26,906 £ 0.027 27,774+0.027 6,01 6,183 x 10°+ 0.0003
Diacol Etanol 25,437 £0.044 23,070+0.044 31,01 1,268 x 10°+ 0.0001
Parda Metanol 29,765+ 0.730 27,527 +0.730 61,43 5,469 x 10™*+ 0.0001
Parda Etanol 58,650+2.540 58,172+ 2.540 61,078 2,791 x 10+ 0.0001
Roja Metanol 25,00+0.017 23,318 +0.017 40,67 9,835 x 10+ 0.0001
Roja Etanol 35,967 +0.072 35526 +0.072 67,617 4,118 x 10™*+ 0.0001

a.g de cascara secalL; b:Eficiencia antirradical
Fuente: Este estudio

Grafica 29. Eficiencia antirradical en los extractos de cascaras de papa
evaluados
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Fuente: Este estudio
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En la tabla 20 se observa el analisis de varianza (ANOVA), en la cual se indica los
factores mas influyentes para la eficiencia antirradical, con un intervalo de
confianza del 95%, de esta manera se establece que los factores evaluados:
variedad de cascara de papa (A) y tipo de solvente (B), presentan un efecto
estadisticamente significativo al igual que la interaccion variedad de cascara de
papa-tipo de solvente (AB), pues su p-valor es menor a 0.05, por lo cual se puede
establecer que hay diferencias entre los diferentes tratamientos utilizados para la
extraccion.

Tabla 20. Anédlisis de varianza para la eficiencia antirradical para los
extractos de cascara evaluados.

Fuente Suma de G.L. Cuadrado Razén-F p-valor
Cuadrados Medio

EFECTOS PRINCIPALES

A: VARIEDAD DE PAPA 0.0000412963 2 0.0000206482 11405.52 0.0000

B: TIPO DE SOLVENTE 0.0000169436 1 0.0000169436 9359.19 0.0000

INTERACCIONES

AB 0.0000209004 2 0.0000104502 5772.43 0.0000

RESIDUOS 2.17244E-8 12 1.81037E-9

TOTAL (CORREGIDO) 0.0000791621 17

Fuente: Este estudio

La diferencia de eficiencia antirradical para las cascaras de papa de las tres
variedades evaluadas se puede observar en el grafico 30, en el cual se indica que
las tres variedades empleadas para la extraccibn presentan diferencias
estadisticamente significativas, ademas se puede determinar que se presenté un
mayor eficiencia antirradical con la cascara de papa de la variedad diacol capiro y
un menor valor con la cascara de la variedad parda pastusa.
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Grafico 30. Grafico de medias de LSD de Fisher la eficiencia antirradical con
relacion a la variedad de papa

Fuente: Este estudio

La diferencia de la eficiencia antirradical con relacion al tipo de solvente empleado
se puede analizar en el grafico 31, en donde se puede establecer una diferencia
estadisticamente significativa con relacion a los dos solventes empleados para la
extraccidbn y se obtiene una mayor eficiencia antirradical cuando se emplea
metanol como solvente para la extraccion.

Grafico 31. Grafico de medias de LSD de Fisher la eficiencia Antirradical con
relacion al tipo de solvente
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Fuente: Este estudio
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La interaccion de los dos factores evaluados frente a la eficiencia antirradical de
los extractos se puede observar en el grafico 32, en donde obtiene el mayor valor
de eficiencia antirradical cuando se trabaj6é con cascara de papa de la variedad
diacol capiro y metanol HPLC como solvente para la extraccion.

Gréafico 32. Grafico de interacciones para la eficiencia antirradical con
relacion al tipo de solvente
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Fuente: Este estudio

Los resultados anteriores indican que el extracto RM presenta un mejor
comportamiento respecto a los parametros Ecsy e Icso, puesto que la cantidad
necesaria para disminuir la concentracion del radical inicial a la mitad es de
25,00g/L y con 23,318g/L se inhibe el 50% del DPPH. Sin embargo el tiempo para
alcanzar dicha concentracion es superior al encontrado en el extracto DM
disminuyendo la EA del extracto RM.

Los extractos DM presentaron un mejor comportamiento con una EA de 6,183x10°
% bajo estas circunstancias este término permite realizar una comparacién mas
clara acerca de la cinética de los extractos con caracteristicas antioxidantes.

De acuerdo a la clasificacion de Sanchez (1998), todos los extractos de cascaras
de papa presentaron una EA “baja”. El orden de EA de los extractos evaluados fue
de DM>DE>RM>PM>RE>PE. Al relacionar los resultados con la prueba de ABTS
se observa un orden similar en el comportamiento de los extractos de acuerdo a
su capacidad antioxidante.

No obstante, cabe destacar que en la prueba del radical ABTS, el extracto DM

apenas es 0,93 veces mayor que el extracto RM y en términos de EA esta
diferencia es 6 veces mayor.
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Este efecto demuestra la necesidad de realizar las dos pruebas (ABTS y DPPH)
cuando se evallan compuestos con actividad antioxidante, ya que cada una
brinda informacion diferente pero a la vez complementaria en el estudio de los
extractos, debido a que, cuando se utiliza el radical ABTS se determina la
actividad antioxidante equivalente a un analogo hidrosoluble del alfa-tocofero
(Trolox), mientras que el método DPPH permite evaluar el comportamiento del
compuesto antioxidante durante el tiempo, es decir, la capacidad que tiene de
inhibir el radical durante un lapso de tiempo. Ademas las diferencias
termodinamicas de los radicales, propicia a que estos sean reducidos por
compuestos fendlicos de diferentes potenciales redox. (Jiménez y Villareal, 2008).

Rumbaoa et al.,, (2009) determinaron la actividad antioxidante de extractos
metandlicos de cuatro variedades de papa (Bengueta, Ganza, Igorota y
125411.22), los resultados indican que la cantidad necesaria para reducir el radical
DPPH a la mitad, es decir, el parametro Ecso para las cuatro variedades fue
superior a 30,6 e inferior a 48,6 mg/mL de muestra seca. Con estos resultados se
puede establecer que la variedad DM presentd una mayor cantidad de
compuestos fendlicos, puesto que se necesitd menor cantidad del extracto
antioxidante para inhibir el 50% del radical.

6.4 ANALISIS DE ACIDO CAFEICO EN EXTRACTOS METANOLICOS DE
CASCARAS DE PAPA POR HPLC-PDA.

Los resultados obtenidos del andlisis de &cido cafeico en los extractos metandliocs
de cascara de papa de las variedades diacol capiro, parda pastusa y roja Narifio
se registran en la tabla 21, en la cual se puede observar que la cascara de papa
de la variedad diacol capiro presenté un mayor contenido de acido cafeico, con un
valor de 0.375 mg/g de cascara de papa seca, de esta manera se puede observa
en un mayor pico en el perfil cromatogréafico (CLAE-DAD) (Figura 17). Lo anterior
confirma los resultados obtenidos en la determinacion de fenoles totales en los
extractos evaluados.

Con relacion a otras variedades de papa, Weshahy et al., (2011), encontré
concentraciones de acido cafeico de 1,06 y 0,38 mg/ g de cascara de papa seca,
para la variedades Penta y Marcy respectivamente, el mismo autor en 2009,
reportd concentraciones de acido cafeico de seis variedades de papa en un rango
de 0,41 a 0,72 mg/ g de cascara de papa seca y Koduvayur et al., (2010),
encontré concentraciones de 1,0 y 1,2 mg/g de cascara de papa seca, con lo cual
se puede establecer que las concentraciones en cuanto a acido cafeico para las
cascaras de papa de la variedades diacol capiro, parda pastusa y roja Narifio son
menores que las reportadas por los autores.
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Tabla 21. Analisis de acido cafeico en cascara de papa por HPLC-PDA.

Variedad tR (minutos) Concentracion Concentracion (mg/g de
(mg/L) cascara de papa seca)
Diacol Capiro 5,950 150 0.375
Parda Pastusa 5,952 11,5 0.029
Roja Nariiio 5,932 81,6 0.204

tR: Tiempo de retencion; Longitud de onda max = 330 nm
Fuente: Este estudio

La figura 17 muestra el perfil cromatografico del extracto diacol -metanol, el cual
presentd un mayor contenido de acido cafeico.

Figura 17. Perfil cromatografico (CLAE-DAD) del extracto DM

Fuente: Este estudio

6.5 ESTUDIO DEL EFECTO DEL TAMANO DE PARTICULA Y EL TIEMPO DE
CONTACTO SOBRE EL CONTENIDO DE FENOLES Y ACTIVIDAD
ANTIOXIDANTE.

Con los resultados anteriores se encontré que los extractos metandlicos de la
cascara de papa de la variedad diacol capiro, presentaron el mayor valor en todos
los parametros evaluados, frente a los otros extractos. Bajo estas condiciones se
trabajo a diferentes niveles de tamafio de particula de la cascara de papa y a
diferentes tiempos de extraccion.

El tamafio de particula se analiz6 utilizando el didametro medio de las particulas de

la cascara de papa retenidas en los tamices numero: 60, 80 y 100 en la serie de
tamices A.S.T.M.E (Tabla 7), correspondientes a los diametros de medios de
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particula de 0,335; 0,214; 0,163 mm respectivamente y se evaluaron tiempos de
extraccion de 16, 20 y 24 horas. De esta manera la combinacién de los diferentes
niveles de los dos factores evaluados se realiz6 de acuerdo a la matriz de disefio
experimental propuesta en la metodologia (Tabla 4).

6.5.1 Determinacion de fenoles totales. La Tabla 22 muestra los resultados
promedios del contenido de Fenoles Totales para los extractos de cascaras de
papa de la variedad diacol capiro, utilizando metanol como solvente para la
extraccion.

Tabla 22. Contenido de fenoles totales para los extractos de cascaras de
papa

Tamafio de Particula (mm) | Tiempo de Contacto = FENOLES TOTALES (mg AGE/100g de
(Horas) cascara de papa seca) (xDE?)
0.335 16 688.875 + 12.990
0.335 20 758.042 + 26.051
0.335 24 764.292 + 26.877
0.214 16 643.458 + 3.819
0.214 20 652.625 + 2.887
0.214 20 639.292 + 4.330
0.214 24 653.042 + 4.732
0.163 16 619.708 + 1.443
0.163 20 625.958 + 4.390
0.163 24 631.792 + 2.887

Fuente: Este estudio

En el grafico 33 se presentan los resultados del contenido de fenoles totales para
los factores analizados (Tamafio de particula y tiempo), de la cual se pude
establecer que el mayor valor de fenoles totales es de 764.292 mg AGE/100g de
cascara de papa seca, lo cual se consigue empleando un tamafio de particula de
medio de 0,335 mm y un tiempo de extraccion de 24 horas.
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Grafico 33. Contenido de Fenoles Totales
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Fuente: Este estudio

La significancia estadistica de los factores evaluados frente al contenido de
fenoles totales se realiz6 utilizando un analisis de varianza (Tabla 23), en la cual
se indica los parametros mas influyentes en la extraccion de fenoles totales, con
un nivel de confianza del 95%, es decir, con un error maximo permisible del 5%.
Los factores e interacciones que presentaron un efecto estadisticamente
significativo (P<0.05) fueron: tamafio de particula (A), la interaccion tamafio de
particula-tamafio de particula (AA), el tiempo (B) y la interaccion tamafio de
particula—tiempo, las demas interacciones no mostraron efectos significativos
sobre la variable respuesta en los niveles evaluados.

Tabla 23. Analisis de varianza para el contenido de fenoles totales

Fuente Suma de G.L. Cuadrado Razon-F p-valor
Cuadrados Medio

A: Tamafio de Particula 55694.5 1 55694.5 621.71 0.0001
B: Tiempo 4712.59 1 471259 52.61 0.0054
AA 8913.7 1 8913.7 99.50 0.0021
AB 3008.33 1 3008.33 33.58 0.0102
BB 455.363 1 455.363 5.08 0.1095
Blogues 526.354 2 263.177 2.94 0.1965
Falta de ajuste 5505.74 19 289.776 3.23 0.1815
Error puro 268.75 3 89.5833

Total (corr.) 78662.3 29

R-cuadrada = 92.659 porciento
R-cuadrada (ajustada por g.l.) = 91.1298porciento
Estadistico Durbin-Watson = 2.31121 (P=0.5755)

Autocorrelacion residual de Lag 1 = -0.205156
Fuente: Este estudio
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El estadistico R-cuadrado indica que el modelo explica en un 92.659% la
variabilidad del contenido de fenoles totales, con lo cual se puede deducir que el
disefio cuenta con un buen ajuste, permitiendo hacer un analisis confiable sobre la
variable implicada. El valor-P encontrado para el estadistico Durbin-Watson
(P=0.5755), es mayor que 5.0%, lo que indica que no hay indicacion de
autocorrelacion serial en los residuos de los datos, es decir que los experimentos
fueron realizados aleatoriamente de manera adecuada.

La prueba de falta de ajuste que se muestra en la tabla 23, disefiada para
determinar si el modelo seleccionado es adecuado para describir los datos
observados o si un modelo mas complejo debe ser usado. Dado que el p-valor
para esta prueba fue mayor a 0,05; se puede establecer que el modelo empleado,
es adecuado para describir los datos de fenoles totales encontrados con un 95%
de nivel de confianza.

El modelo matematico encontrado para estimar el contenido de fenoles totales en
funcidén los dos factores y sus interacciones es el siguiente:

Fenoles Totales = 735.904 - 2676.51*Diametro de paticula + 12.7481*Tiempo +
4824.84*Diametro de paticula®2 + 46.0271*Diametro de paticula*Tiempo -
0.504092*Tiempo”2

El grafico 34 muestra el diagrama de Pareto estandarizado, el cual es una
representacion grafica del andlisis de varianza donde igualmente se observa los
factores mas influyentes, en su respectivo orden sobre el contenido de fenoles
totales, los factores tamafio de particula y tiempo ejercen un efecto positivo (+),
por lo cual son directamente proporcionales a la variable de respuesta (Fenoles
totales), de esta manera, la variable de respuesta aumenta a medida que aumenta
el tamafio de particula y el tiempo de extraccion bajo los niveles evaluados.

El diagrama incluye una linea vertical cuya ubicacion depende del intervalo de
confianza determinado (95%), de esta manera los efectos que sobrepasen la linea
son considerados como significativos para el procesos de extraccion de fenoles
totales, observando claramente en el diagrama que los factores mas influyentes
sobre el contenido de fenoles totales son, en su orden, tamafio de particula (A), la
interaccién tamafio de particula-tamafio de particula (AA), el tiempo (B) y la
interaccién tamafo de particula-tiempo (AB), esto indica que un cambio en el
factor diametro de particula tendra un efecto mas relevante que cualquier cambio
de otra variable como el tiempo de extraccion, por su parte la interaccion tiempo-
tiempo presentd un efecto negativo en el contenido de fenoles totales, pero este
efecto no es significativo
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Gréafico 34. Grafico de Pareto estandarizado para el contenido de fenoles
totales
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Fuente: Este estudio

Se realiz6 un andlisis de diferencias minimas significativas (Gréaficos 35y 36), con
el fin de conocer entre cuales niveles de los factores se presentaron diferencias
significativas, de esta manera se puede observar que para el factor tamafio de
particula, los tres niveles evaluados presentaron diferencias estadisticamente
significativas. Con relacion al tiempo se puede establecer que no existe una
diferencia estadisticamente significativa cuando se trabaja con tiempos de 20 y 24
horas en los cuales se obtiene una mayor extraccion de compuestos fendlicos.

Gréfico 35. Grafico de medias para el contenido de fenoles totales con
relacion al tamafio de particula.
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Gréafico 36. Grafico de medias para el contenido de fenoles totales con
relacion al tiempo
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Fuente: Este estudio

El grafico 37 muestra el efecto particular de cada uno de los factores en estudio
sobre la variable de respuesta (Fenoles totales), de esta manera, las
representaciones de los efectos del tamafio de particula y el tiempo presentan
pendientes que explican la significancia de estos efectos para el proceso y la
sensibilidad de la variable de respuesta a estos factores, comportamiento que ya
se observaba en el diagrama de pareto estandarizado. El efecto del factor
diametro de particula, presenta una pendiente mas pronunciada y que a medida
gue aumenta el tamafio de particula aumenta el contenido de compuestos
fendlicos, lo que hace que esta variable sea de gran importancia para la extraccion
de compuestos fendlicos, mientras que el factor tiempo presenta un bajo valor de
pendiente; esto indica que un pequefio cambio en el factor tamafio de particula
puede representar un gran aumento o disminucion en el contenido de compuestos
fenolicos
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Gréafico 37. Grafico de efectos principales para el contenido de fenoles
totales
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Fuente: Este estudio

El andlisis de superficie de respuesta del gréfico 38, indica que las condiciones
optimas de extraccion de compuestos fendlicos bajo los niveles evaluados, se
alcanza trabajando con un tamafio de particula de 0.335 mm y un tiempo de 24
horas, con las cuales se logra un contenido de fenoles de 766.4mg AGE/g de
cascara de papa seca, valores que se pueden verificar en la tabla de respuesta
optima (Tabla 24), donde se encuentran los puntos Optimos arrojados por el
programa estadistico para el proceso de extraccion en el rango experimental
estudiado.

Grafico 38. Superficie de respuestas estimada para fenoles totales
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Tabla 24. Optima Respuesta para el contenido de fenoles totales

Factor Bajo Alto Optimo
Tamarfio de particula 0.163 0.335 0.335
Tiempo 16.0 24.0 24.0

Respuesta Optimizada

Meta: Maximizar Fenoles Totales

Valor Optimo = 766.4mg AGE/g de cdscara de papa seca
Fuente: Este estudio.

6.5.2 Determinacion de la actividad antioxidante:

6.5.2.1 Ensayo ABTS. En la tabla 25, se observan los promedios de los
resultados de la prueba de actividad antioxidante expresada como TEAC para los
extractos de cascara de papa evaluados a diferente tamafio de particula y tiempo
de contacto.

Tabla 25. Valores de actividad antioxidante expresados en TEAC

Diametro de Particula Tiempo de Contacto TEAC (mmol Trolox/g

(mm) (Horas) de cascara de papa
seca) (xDE?)

0.335 16 0,0930 £ 0.00006
0.335 20 0,0933 £ 0.00010
0.335 24 0,0934 + 0.00012
0.214 16 0,0927 + 0.00006
0.214 20 0,0928 + 0.00013
0.214 20 0,0926 + 0.00013
0.214 24 0,0930 £ 0.00006
0.163 16 0,0926 + 0.00006
0.163 20 0,0926 + 0.00006
0.163 24 0,0927 + 0.00015

Fuente: Este estudio

El grafico 39 muestra los resultados para las diferentes combinaciones de los
factores evaluados (tamafio de particula y Tiempo), de lo cual se puede establecer
gue se presentd una mayor actividad antioxidante con 0,0934 mmol trolox/g de
cascara de papa seca, cuando se trabajé a un tamafio de particula de 0.335 mm y
un tiempo de extraccion de 24 horas.
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Gréfico 39. Actividad antioxidante en TEAC para los extractos evaluados:
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Fuente: Este estudio

El andlisis de varianza (Tabla 26) para la actividad antioxidantes expresada como
TEAC indica que un factor tamafio de particula (A), presentdé un efecto
estadisticamente significativo (P<0,05) sobre la actividad antioxidante, el factor
tiempo y las interacciones no mostraron efectos significativos sobre la variable
respuesta en los niveles evaluados, con un nivel de confianza del 95%.

El estadistico R-cuadrado indica que el modelo explica en un 90.25% la
variabilidad de la actividad antioxidante. Con lo cual se puede deducir que el
disefio cuenta con un buen ajuste, permitiendo hacer un analisis confiable sobre la
variable implicada.

El p-valor encontrado para el estadistico Durbin-Watson (P=0.9359), es mayor que
5.0%, lo que indica que no hay indicacién de autocorrelacion, fue mayor a 0,05, se
puede establecer que el modelo empleado, es adecuado para describir los datos
de fenoles totales encontrados con un 95% de nivel de confianza.
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Tabla 26. Analisis de varianza para la actividad antioxidante expresada en

TEAC

Fuente Suma de G.L. Cuadrado Razén-F p-valor
Cuadrados Medio

A: Tamafio de Particula 0.000001805 1 0.000001805 77,36 0.0031

B: Tiempo 2.22222E-7 1 2.22222E-7 9,52 0.0539

AA 9.92063E-8 1 9.92063E-8 4,25 0.1312

AB 4.08333E-8 1 4.08333E-8 1,75 0.2777

BB 8.92857E-9 1 8.92857E-9 0,38 0.5800

Bloques 1.86667E-8 2 9.33333E-9 0,40 0.7015

Falta de ajuste 1.68516E-7 19 8.86926E-9 0,38 0.9202

Error total 7 E-8 3 1.08416E-8

Total (corr.) 0.00000244667 29

R-cuadrada = 90.2514 porciento
R-cuadrada (ajustada por g.l.) = 88.2204 porciento
Estadistico Durbin-Watson = 2.79649 (P=0.9359)

Autocorrelacion residual de Lag 1 = -0.432267
Fuente: Este estudio

El modelo matematico encontrado para estimar la actividad antioxidante en TEAC
en funcién los dos factores y sus interacciones es el siguiente

TEAC = 0.0940367 - 0.00772522*Tamafio de Particula - 0.000103732*Tiempo +
0.0160962*Tamafo de Particula”2 + 0.000169574*Tamafo de Particula*Tiempo +
0.00000223214*Tiempo”2

En el grafico 40 se observa el diagrama de Pareto estandarizado, el cual muestra
los factores e iteraciones mas significativos con relacion a la actividad
antioxidante, se puede observar que los factores diametro de particula y el tiempo,
asi como las interacciones ejercen un efecto positivo (+) sobre la actividad
antioxidante, pero solo el tamafio de particula ejerce un efecto estadisticamente
significativo sobre la variable de respuesta evaluada, es decir que a medida que
aumenta tamafo de particula aumenta la actividad antioxidante.
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Gréafico 40. Grafico de Pareto estandarizado para la actividad antioxidante
expresada en TEAC
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Fuente: Este estudio

Como la tabla ANOVA vy el grafico de Pareto indicaron que solo el tamafio de
particula ejerce una influencia estadisticamente significativa en la actividad
antioxidante, se determind la diferencia que existe entre los niveles evaluados
para este factor lo que se indica el grafico 41, en donde se puede establecer que
los tres niveles evaluados presentan diferencias estadisticamente significativas
con relacién la actividad antioxidante, presentdndose una mayor extraccion
cuando se trabaja a un tamafio de particula de 0.335 mm

Grafico 41. Gréfico de medias para la actividad antioxidante en TEAC con
relacion al tamafio de particula.
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El efecto principal de cada uno de los factores en estudio sobre la variable de
respuesta actividad antioxidante expresada en TEAC, puede observarse con
mayor claridad en la Gréfico 42, de esta manera, el factor tamafio de particula
presenta una pendiente mas pronunciada que el factor tiempo; esto indica que un
pequefio cambio en el factor tamafio de particula puede representar un gran
aumento o disminucion en la actividad antioxidante (TEAC).

Gréfico 42. Grafico de efectos principales de actividad antioxidante en TEAC
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El andlisis de superficie de respuesta del gréfico 43, indica que las condiciones
Optimas para alcanzar la mayor actividad antioxidante, bajo los niveles evaluados,
se alcanza trabajando con un tamafio de particula de 0.335 mm y un tiempo de 24
horas, con las cuales se logra una actividad antioxidante de 0,0934mm de Trolox/g
de cascara de papa seca, valores que se pueden verificar en la tabla de respuesta
optima (Tabla 27), donde se encuentran los puntos Optimos arrojados por el
programa estadistico para el proceso de extraccion en el rango experimental
estudiado.
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Gréfico 43. Superficie de respuestas estimada para actividad antioxidante en
TEAC.
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Tabla 27. Optima respuesta para la actividad antioxidante en TEAC

Factor Bajo Alto Optimo
Tamafio de particula 0.163 0.335 0.335
Tiempo 16.0 24.0 24.0

Fuente: Este estudio

Respuesta Optimizada
Meta: Maximizar TEAC
Valor Optimo= 0.0934 mmol de Trolox/g de cascara de papa seca

6.5.2.2 Ensayo DPPH. Se determiné la eficiencia antirradical de los extractos DM
para las diferentes combinaciones de tamafio de particula y tiempo de contacto
evaluados.

En la tabla 28, se indican los promedios de los resultados de la prueba de

actividad antioxidante expresados como eficiencia antirradical para los extractos
de céascara evaluados a diferente tamafio de particula y tiempo de contacto.
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Tabla 28. Valores de eficiencia antirradical para los extractos evaluados

Diametro de Tiempo de ECso” ICs0 Tecso EA® (x 10”) (+DE®)
Particula (mm) Contacto (Horas) (min)
0.335 16 25,81 24,54 5,75 6,743 £ 0.000012
0.335 20 25,77 24,60 6,10 6,743 + 0.000058
0.335 24 21,76 24,448 6,10 7,523 + 0.000012
0.214 16 29,18 28,05 8,70 3,947 + 0.000012
0.214 20 27,23 24,36 8,76 4,187 + 0.000815
0.214 20 27,45 24,79 8,30 4,403 + 0.000815
0.214 24 26,13 19,20 8,70 4,367 + 0.000058
0.163 16 28,38 28,72 9,10 3,874 + 0.000005
0.163 20 28,15 28,10 8,50 4,187 + 0.000037
0.163 24 27,44 27,22 8,60 4,220+ 0.000035

a: g de cascara secall; b:eficiencia antiradical; c: Desviacion estandar

Fuente: Este estudio

La grafico 44, muestra los resultados para las diferentes combinaciones de los
factores evaluados (tamafio de particula y tiempo) para la eficiencia antirradical,
de lo cual se puede establecer que se presentd una mayor eficiencia antirradical
de actividad antioxidante con 7,523x107°, cuando se trabaj6 a un tamafio de

particula de 0.335 mm y un tiempo de extraccion de 24 horas.

Grafico 44. Eficiencia antirradical para las diferentes combinaciones de los
factores evaluados
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El andlisis de varianza (Tabla 29) indica los parametros mas influyentes en la
eficiencia antirradical, con un nivel de confianza del 95%, es decir, con un error
maximo permisible del 5%. Los factores e interacciones que presentaron una
influencia estadisticamente significativa fueron el factor tamafio de particula (A) y
la interaccion tamafio de particula-tamafio (AA) de particula, el factor tiempo de
extraccion y las demas interacciones no mostraron efectos significativos sobre la
variable respuesta en los niveles evaluados.

El estadistico R-cuadrado indica que el modelo explica en un 89.77% la
variabilidad de la eficiencia antirradical. Con lo cual se puede deducir que el
disefio cuenta con un buen ajuste, permitiendo hacer un analisis confiable sobre la
variable implicada.

El p-valor encontrado para el estadistico Durbin-Watson (P=0.5259), es mayor que
5.0%, lo que indica que no hay indicacion de autocorrelacion serial en los residuos
de los datos, ademas dado que el p-valor para la prueba de falta de ajuste fue
mayor a 0,05, se puede establecer que el modelo empleado, es adecuado para
describir los datos de fenoles totales encontrados con un 95% de nivel de
confianza.

Tabla 29. Andlisis de varianza para la eficiencia antirradical

Fuente Suma de G.L. Cuadrado Razén-F p-valor
Cuadrados Medio

A: Tamafio de particula 0.0000319094 1 0.0000319094 49.77 0.0059
B: TIEMPO 0.00000187405 1 0.00000187405 2.92 0.1858
AA 0.00000695009 1 0.00000695009 10.84 0.0460
AB 5.09232E-7 1 5.09232E-7 0.79 0.4385
BB 1.3184E-7 1 1.3184E-7 0.21 0.6810
Bloques 2.74186E-7 2 1.37093E-7 0.21 0.8188
Falta de ajuste 0.00000280613 19 1.47691-7 0.23 0.9828
Error puro 0.0000019233 3 6.411E-7

Total (corr.) 0.0000462524 29

R-cuadrada = 89.7747 porciento
R-cuadrada (ajustada por g.l.) = 87.6445 porciento
Estadistico Durbin-Watson = 2.2632 (P=0.5259)

Autocorrelacion residual de Lag 1 = -0.432267
Fuente: Este estudio

El modelo matemético encontrado para estimar el contenido de fenoles totales en
funcién los dos factores y sus interacciones es el siguiente

Eficiencia Antirradical = 0.00695632 - 0.063588*Tamafio de Particula +
0.000274651*Tiempo + 0.134725*Tamafio de Particula®2 + 0.000598837*Tamafio
de Particula*Tiempo - 0.00000857738*Tiempo”2
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El grafico 45 muestra los factores e iteraciones mas significativos con relacion a la
eficiencia antirradical, los factores tamafio de particula y tiempo y las interacciones
a acepcion de la interaccion tiempo-tiempo ejercen un efecto positivo, es decir una
relacion directamente proporcional, con la eficiencia antirradical, pero que solo el
factor tamafio de particula y la interaccion tamafio de particula-tamafio de
particula ejercen un efecto estadisticamente significativa a la variable de respuesta
bajo los niveles evaluados

Gréfico 45. Gréafico de Pareto estandarizado para la eficiencia antirradical
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Fuente: Este estudio

El gréfico 46 indica los tres niveles de tamafio de particula evaluados presenta una
diferencia estadisticamente significativa con relacion a la eficiencia antirradical y
que se presenta un mayor valor cuando se trabajo con un tamafio de particula de
0.335 mm
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Gréfico 46. Grafico de medias para la eficiencia antirradical con relacién al
tamafo de particula.
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El efecto principal de cada uno de los efectos en estudio sobre la variable de
respuesta eficiencia antirradical puede observarse con mayor claridad en la gréafico
47, de esta manera, el factor tamafio de particula presenta una pendiente mas
pronunciada que el factor tiempo; esto indica que un pequefio cambio en el factor
tamafio de particula puede representar un gran aumento o disminucién en la
eficiencia antirradical.

Grafico 47. Gréafico de efectos principales para la eficiencia antirradical
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El analisis de superficie de respuesta del grafico 48, indica que las condiciones
Optimas de para obtener una mayor eficiencia antirradical bajo los niveles
evaluados, se alcanza trabajando con un tamafo de particula de 0.335 mm y un
tiempo de 24 horas, con las cuales se logra una eficiencia antirradical de 0.00724,
valores que se pueden verificar en la tabla de respuesta optima (Tabla 30), donde
se encuentran los puntos 6ptimos arrojados por el programa estadistico para el
proceso de extraccion en el rango experimental estudiado.

Gréafico 48. Superficie de respuestas estimada para actividad antioxidante
expresada en EA.
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Tabla 30. Optima Respuesta para la eficiencia antirradical

Factor Bajo Alto Optimo
Tamafio de particula 0.163 0.335 0.335
Tiempo 16.0 240 240

Fuente: Este estudio

Respuesta Optimizada
Meta: Maximizar Eficiencia antirradical
Valor Optimo = 0.00724
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6.6 COMPARACION ENTRE LOS RESULTADOS DE LOS EXTRACTOS DE
CASCARA DE PAPA Y OTROS PRODUCTOS.

Se llevo a cabo una comparacion de los resultados de fenoles totales y actividad
antioxidante de los extractos de cascara de papa con pulpas de frutas conocidas y
consumidas normalmente en la dieta alimentaria, de esta manera se tom6 como
referencia los estudios realizados por Kuskoski, et al., (2005) y Jiménez y Villareal
2008, puesto a que la metodologia empleada por estos autores son similares a la
utilizada en la presente investigacion, Ademas se realiz6 la comparacion con jugos
comerciales, de esta manera en la tabla 31 se presenta los resultados del estudio
en el cual se contempla el contenido de fenoles totales y capacidad antioxidante
en TEAC

Tabla 31 Contenido de fenoles totales y actividad antioxidante en diferentes
productos

PRODUCTO FENOLES TEAC(+DE) REFERENCIA
TOTALES® (+DE®)
E. diacol- metanol 652.90 (£ 10.58) 0.0928 (£ 0.0002) Esta investigacion
E. parda- metanol 368.32 (£ 16.38) 0.0796 (£ 0.0011) Esta investigacién
E. roja-metanol 535. 96 (£ 15.73) 0.0867 (£ 10.58) Esta investigacién
Pulpas de frutas®
Motilon 3895,39 (+30,769) 0.245 (+0.002) (Jiménez y Villareal, 2008)
Mora 118.9 (¢2.1) 0.0071 (+0.2) (Kuskoski, et al., 2005)
Uva 117.1 (+0.6) 0.0092 (+0.2) (Kuskoski, et al., 2005)
Guayaba 83.0 (#1.3) 0.0082 (+0.4) (Kuskoski, et al., 2005)
Fresa 132.1 (£3.8) 0.0120 (+0.3) (Kuskoski, et al., 2005)
Pifia 21.7 (#4.5) 0.0034 (£0.3) (Kuskoski, et al., 2005)
Mango 544.9 (£7.3) 0.013.2 (x0.3) (Kuskoski, et al., 2005)
Maracuya 20.0 (x2.6) 0.0027 (x0.1) (Kuskoski, et al., 2005)
Jugos comerciales®
Manzana 339 (£ 43) No reporta (Gardner., et al 2000)
Naranja 755 (£ 18) No reporta (Gardner., et al 2000)
Pifa 358 (£ 3) No reporta (Gardner., et al 2000)
Uva (Roja) 1728 (£ 12) No reporta (Sanchez-Moreno et
al.,1999)
Uva (blanca) 519 (+ 8) No reporta (Sanchez-Moreno et
al.,1999)

a: mg AGE/100 g de céscara de papa seca; b:mmol trolox/g de cascara seca;
¢: mg AGE/100 g de peso de muestra; d: mg AGE/L; e:Desviacion estandar

Fuente: Este estudio

110



Gréfico 49. Fenoles totales presentes en los extractos evaluados y diferentes

pulpas de frutas
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Gréafico 50. Fenoles totales presentes los extractos evaluados y diferentes

Fuente: Este estudio
jugos comerciales.
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Al comparar contenido de fenoles totales presentes los extractos de cascara de
papa con las pulpas de los frutos y los jugos comerciales presentados en la tabla
31 (Gréfico 49 y 50), se aprecia que los extractos metandlicos de las cascaras de
papa de la variedad diacol capiro y roja narifio, tienen un contenido fendlico y
actividad antioxidante superior a las pulpas de mora, uva, guayaba, fresa, pifia,
mango, maracuyd, aunque la pulpa de motilon presenta valores superiores que los
encontrados para los extractos de cascara de papa y para los reportados para las
pulpas, puesto que este fruto es conocido como fuente de polifenoles entre los que
se destaca las antocianinas (Jimenez y Villareal, 2008).

Con relacién a los jugos se puede observar que los extractos de las variedades
diacol capiro y roja Narifio presentan un mayor contenido de fenoles totales que
los jugos de manzana, pifia y uva (blanca), pero el contenido fendlico del jugo de
naranja y uva (roja) es mayor que el de los extractos evaluados. Es importante
destacar que las unidades de los extractos de cascara de papa estan expresados
en mg AGE/100 g de cascara de papa secay las de los jugos en mg AGE/L

De acuerdo a lo anterior se puede afirmar que la cascara de papa puede ser una
fuente de compuestos fendlicos que constituye una alternativa para la extraccion
de compuestos antioxidantes, o de incluirla en la dieta humana, teniendo en
cuenta los beneficios que muchos polifenoles traen a la salud humana, ya que el
contenido fendlico y actividad antioxidante es superior que la mayoria de pulpas y
algunos jugos comerciales reportados.
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7. CONCLUSIONES

Los extractos metandlicos de la variedad diacol capiro presentaron el mayor
contenido de compuestos fendlicos frente a las otras variedades evaluadas, de
esta manera el contenido de fenoles totales en los extractos diacol-metanol fue de
652,90 mg AGE/100 g de cascara de papa seca.

Se observaron diferencias significativas en la actividad antioxidante de los
extractos de cascara debido a la variedad de papa y el tipo de solvente utilizada
para la extraccion, al aplicar el método ABTS, el extracto diacol-metanol, present6
la mayor actividad antioxidante con 0,0928 mmol de trolox/g de cascara seca,
frente a los otros extractos evaluados. En términos de eficiencia antirradical se
observé el mismo comportamiento, con una mayor diferencia entre los extractos
diacol-metanol frente a los demas extractos evaluados, demostrando la necesidad
de realizar los dos métodos, para observar la evaluacion del antioxidante similar a
pruebas in vivo.

También se observaron diferencias estadisticamente significativas en el contenido
de compuestos fendlicos y la actividad antioxidante a diferentes tamafos de
particula y tiempos de extraccion. El contenido de fenoles totales y la actividad
antioxidante fue mayor a un mayor tamafio de particula y un mayor tiempo de
extraccidon, encontrandose un valor optimo a 24 horas y un tamafio promedio de
particula de 0.335 mm. Cabe destacar, que para la actividad antioxidante
expresada en TEAC y la eficiencia antirradical el tiempo no tuvo un efecto
significativo, ya que las variaciones en estos parametros, fueron minimas entre 16
a 24 horas de extraccion.

El andlisis HPLC de los extractos evaluados, demostr6 la presencia de
compuestos fendlicos como el acido cafeico con un valor de 0,375 mg/g de
cascara de papa seca para el extracto diacol-metanol que fue el que presenté el
mayor contenido en los extractos evaluados, aunque este valor es menor a los
reportados en la literatura para extractos de cascara de papa de otras variedades.

Al realizar la comparacion de los extractos de cascara de papa evaluados en la
investigacién con otros productos, se puede afirmar que la cascara de papa es
fuente de compuestos fendlicos y que puede ser una gran alternativa para la
extraccidon de compuestos antioxidantes, ya que el contenido fendlico y actividad
antioxidante es superior a la mayoria de pulpas y algunos jugos de frutas
comerciales reportados.
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8. RECOMENDACIONES

Los resultados para la extraccion de compuestos antioxidantes, sugieren que el
tiempo de contacto entre la muestra y el solvente, puede ser menor sin que
existan diferencias considerables en el contenido de fenoles y en la actividad
antioxidante. Por lo tanto se recomienda para futuros estudios disefar
experimentos que exploren menores tiempos de extraccion, puesto que este es un
parametro importante, desde el punto de vista de los costos en el disefio de una
planta de extraccion.

Los extractos de cascara de papa, gracias a su poder antioxidante, pueden llegar
a jugar un papel importante en la reduccion del dafio oxidativo a nivel celular, sin
embargo no existen en la actualidad estudios que demuestran estas pruebas a
nivel in vivo. Por lo tanto se deben realizar los esfuerzos necesarios para que las
cascaras de papa sean incluidas en la dieta humana, de tal manera que se
realicen estudios donde esta sea aprovechada por el consumidor.

Los resultados del analisis proximal de la cascara de papa de las tres variedades
evaluadas evidencian diferencias en cuanto a su composicién, por tanto se
recomienda realizar un estudio que permita determinar qué influencia existe entre
los componentes de la cascara y su actividad antioxidante.

Evaluar la estabilidad del contenido de compuestos fendlicos y actividad
antioxidante de los extractos de cascara de papa a diferentes temperaturas y
tiempos de almacenamiento.

Estudiar la extraccion de compuestos con actividad antioxidantes utilizando
tecnologias no convencionales como la extracciéon con fluidos supercriticos,
ultrasonido y microondas, con el fin de evaluar la extraccion frente al
procedimiento convencional con solventes organicos.

Realizar estudios financieros que permitan establecer la viabilidad de la utilizacion
de la cascara de papa en la extraccion de antioxidantes.

Realizar un estudio del efecto de los antioxidantes extraidos de la cascara de

estas variedades de papa sobre una base oleosa, que permita observar la posible
aplicacion de estos compuestos en un producto alimenticio.
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ANEXOS



Anexo 1. Resultados analisis proximal de las cascaras de Papa Variedad Diacol Capiro

B e Y Cadige: LEE-PRS-FR-T&
§ Gl W SECCION DE LABORATORIOS Pagina: __ 1ds 1
-.. 1‘-::__:: ; Wersidn: 1
rbvesadad do REPORTE DE RESULTADOS LABORATORIO BROMATOLOG A WVigentre a partir de:
Marific 260452010
DATOS USUARID DATOS MUESTRA |H.a|:u::r'ta Mo, LE-R-018A-13
Solicitante: Grups Investigaciin TEA Muestra Cascara de Papa. Variedad: Diacol Capiro Cadigo lab Wta
Direccidn: Universidad de Marino
Sede Torobajo. Pasto Procedencia Pasto
co / nit: 200.118.954-1
Tal&fono: 73144 81 Fecha da Muostroo DD 00 MR 00 A8 OO
e-mail ivandresg8@@hotmail.com |Fecha Recepcidn Muestra oD 18 MM 02 Ad 13
Facha Reporte DD 04 MR O3 AR 13
AMALISIS SOLICITADO Proximal
PARAMETRO METODO TECMICA Hemoas | ceveceo Bcss;arﬂ p;";
Hum edad Secado astufa Gravim&trica g 100g - Q. 20
Materia saca Secado astufa Sravimétrica g/100g - Q0,5
Caniza Incineracian mufla Gravimétrica g/100g - 5,32 5,87
Extracto etérao Exfraccion Soxhlat Gravimétrica g/100g - 1,47 1,62
Fibra cruda Digestisn acida-bdsica. Criscl Gooch Gravimétrica g/100g - az2.z2 a5 5
Proteina Kiskdahl (M*8,25) Walurnétrica g/100g - 10,7 11,8
Extracto Mo Nitrcgenado Calculy matematios Caloulo matsmatioo g 100g - 409 452

OBSERVACIONES

RESULTADOS VALIDOS UNICAMENTE PARA LA MUESTRA AMALIZADA
B.P.5.: Basa Parcialmants Sseca B.5.: Bass S=ca

Asagurarmiento de Calidad de
Resultados

Cerifcado lconmbes: GP-CER 112082 NTCPR 1002008
Cerincado lcombe: SE-CER 110449 150 001 12008 - MTC IS0 9001 [ 2008
Carincado IONET CO-SE-CER 1104449
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Anexo 2. Resultados analisis proximal de las cascaras de Papa Variedad Parda Pastusa

Universidad d=

SECCION DE LABORATORIOS

REPORTE DE RESULTADOS LABORATORICD BROMAT OLOGLA

Coadigo:

LEE-PRE-FR-T&

Pagina:

1de1

Varsidn:

Vigentre a partir de:

Marifin 280452010
DATOS USUARIC DATOS MUESTRA |Hep-:|r1:e M. LE-R-018B-13
Solicitanta: Enps Investigacién TEA Muestra Cdscara de Papa. Varedad: Parda pastusa Cidigo lab ]
Diraccidn: Lniversidad de Marifio
Saede Torobajo. Pasto Procedancia Pasto
cc/ nit 200, 115.954-1
Teléfono: 73148 Focha de Muastroo DD 00 MM 00 A48 OO
a-rnail ivandresSodihotmail. com | Fecha Recapcidn Musstra 0D 18 MM 02 A& 13
Facha Reporte OD 04 MM 03 A& 13
ANALISIS SOLICITADD Froximal
PARAMETRO METODO TECMICA e | cerecesm ;::3”‘1 p;p;
Humedad Secado estufa Gravimétrica g0y - 018
Mataria seca Secado estufa Cravimétrica g1 00y - 00,8
Caniza Inzinerazidn mufla Cravim&trica g1 00y - 8,32 I
Extracto atérao Extraccdn Soxhlet Cravim&trica g1 00y - 0.8z 0,150
Fibra cruda Digestidn dcida-bésica. Crisal Gooch Cravimétrica g0y - 14,4 1549
Proteina Kjeklahl (M*E,25) Velumnétrica g1 00y - 17,3 19,0
Exfracto Mo Mitrogenado Céleuls matemétizo Céleulo matemético g1 00y - S0.0 551

OBSERVACIONES

RESULTADDS VALIDOS UNICAMENTE PARA LA MUESTRA ANALIZADA

B.P.5.: Bas= Pardalments Seca

B.5.: Base S=ca

Asaguramlento de Calldad de
Resultados

Cenificade lksorksc GP-CER 112082 NTCPR 100:2008
Cenificado lkoorbec 5G-CER 110449 150 3001:2008 - WTC 120 8001 ; Z008

Cenificade KAMNET CO-SE-CER 110442
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Anexo 3. Resultados analisis proximal de las cascaras de Papa Variedad Roja Narifio

S, : Codigo:  LBE-PRS-FR-TS
7 _E:""ﬁl ¥ SECCION DE LABORATORIOS Pégina: 1 de 1
Varsidn: 1
|..-|||I'-1-'.'.-..||.|-.I da REPORTE DE RESULTADOS LABORATORIO BROMATOLOGLA Vigentre a partir de:
Marifin 2600452010
DATS USUARIO DATOS MUESTRA |Fllapﬂrte Ho. LB-R-013C-13
Salicitants: Grups Investigasion TEA Muestra Cascara de Papa. Varedad: Raoja Huila Cadigo lab oro
Direccidn: Liniversidad de Marifio
Sode Torobajo Pasto Frocadencia Pasto
oo onit: B00.118.0541
Taléfono: 731 44 81 Fecha da Muastreo DD OO MM 00 AR OO
e-mail ivandresS4@ hotmail.com  |Fecha Recepcion Musstra DD 18 MM 02 AA 13
Fecha Reporte DD o4 MM 03 AR 13
AHALISIS SOLICITADD Proxmal
PARAMETRO METODO TECNICA UHIDADDE | e ce Bﬁ;:carn p;";
Humedad Secado estufa Gravimétrica a/100g - 11,79
Materia seca Secado estufa Gravimétrica a/10dg - 8582
Caniza Incinerscian rmufla Gravimétrica a/100g - 5,25 5,05
Extracto etéreo Extraccidn Soxhlet Gravimétrica a/100g - 0,63 0,71
Fibra cruda Cigestidn dcida-basica. Criscl Gooch Gravimétrica a/10dg - 11,7 13,2
Proteina Kjeldahl {N*6,25) Velumétrica gi100g - 14,5 16,5
Extracto Mo Nitrogerado Calouly mateméatioo Calculo materndtioo a/100g - 55,1 63,6

OBSERVACIONES

RESULTADDS VALIDODS UNICAMENTE PARA LA MUESTRA ANALIZADA

B.P.5.: Bass Parcialmants Seca

E.5.: Base Seca

Ageguramlente de Calldad de
Resultados

Carificade lcontes GP-CER 112082 NTCFR 1002002
Carificade lcontes SG-CER 110442 150 800 1:2008 - WNTIC 120 90071 ; 2008

Cadificado FKXIHET C0-2E-CER 110442
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Anexo 4. Espectro UV Acido Cafeico
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Anexo 5. Tiempo de retencion cromatograma de acido cafeico
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Anexo 6. Resultado analisis cromatograficos cascaras de papa variedad Diacol Capiro
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Anexo 7. Resultado analisis cromatograficos cascaras de papa variedad Parda Pastusa

134



Anexo 8. Resultado analisis cromatograficos cascaras de papa variedad Roja Narifio
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Anexo 9. Diagrama de flujo para la obtencion de los extractos a partir de
cascaras de tres variedades de papa
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