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VIl Resumen y Abstract

Resumen

La papa es un alimento basico y es fuente de compuestos con actividad antioxidante, estas
sustancias en pequefias concentraciones son capaces de reaccionar con las especies
Reactivas de Oxigeno ERO, implicadas en numerosos acontecimientos relacionados con
enfermedades cardiovasculares y el envejecimiento, para proteger el sustrato y combatir
este dafio celular. En este trabajo se estudiaron 22 clones promisorios de papa Solanum
phureja con el fin de evaluar sus propiedades in vivo / in vitro. Para este fin se desarrollaron
3 etapas, la primera consisti6 de una analisis de acido clorogénico, acido ascoérbico y
fenoles totales, la segunda parte consistio en llevar a cabo la capacidad antioxidante in vitro
de los clones de papa a través de pruebas como FRAP (Ferric Reducing/Antioxidant
Power), ABTS (acido 2,2’-azinobis-3-etilbenzotiazolin-6-sulfénico), DPPH (radical 2,2difenil-
1-picrilhidrazil) y ORAC (Oxygen Radical Absorbance Capacity), luego se seleccionaron 10
clones y se analizo la captacion de radicales hidroxilo, superéxido y peroxilo, donde se
destacaron los clones el clon CO56 y CO64 por su captacion de radiclaes. En la tercera
fase se desarrollaron dos experimentos in vivo, en el primero se evalu6 el estatus
antioxidante de la papa con un modelo de hepatotoxicidad inducido por CCl, en ratas Wistar
y en el segundo se evalué la suplementacion de materiales de papa como aditivo
nutracéutico en sistemas de alimentaciéon de pollos de engorde, realizando las pruebas de
FRAP y TABARS. Los resultados mostraron al &cido clorogénico en rangos de 126,20 a
627,49 ug/100g BS, acido ascorbico entre 44,90 a 114,93 mg/100g BS y fenoles totales
entre 238,34 y 426, 96 mg EAG/100g BS donde se presentaron diferencias significativas
(p< 0.001) entre clones y correlaciones con respecto al color de la cascara. En cuanto a la
capacidad antioxidante in vitro se encontr6 que para FRAP se obtuvieron rangos entre
75,14 — 198,14 mg ET/100g BS, para ABTS de 70,54 a 101,55 ug ET /g BS, en DPPH
21,137- 178,50 ug ET/g BS y ORAC 21,68 - 47,49 umol ET/g BS. Para los 10 clones se
obtuvo capitacion de radicales peroxilo entre 11-28%, radicales hidroxilo entre 14-74%,
P<0.01) y radicales superoxido de 34 a 45%. En el ensayo in vivo con ratas, se tuvo un

potente efecto protector contra el estrés oxidativo y el dafio hepéatico agudo, segun lo
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revelado por la restauracidon de las actividades enziméticas de SOD y CAT, ademas de la
disminucion de la oxidacion de lipidos y proteinas. También, se encontré una reduccion de
los niveles séricos de las enzimas hepaticas ALT, AST y la mejora de los cambios
histopatoldgicos. El segundo ensayo in vivo con pollos, se establecié que la papa aumenta
la actividad FRAP en 25% en plasma de pollos por la presencia de compuestos fendlicos y
que podria usarse como fuente de antioxidantes naturales dentro de una dieta ya que se
evidencio la disminucién de la peroxidacion lipidica con respecto a una dieta sin
suplementacion (control) en pierna (32,80 mg MDA/g BS vs 42,68 mg MDA/g BS) y en
pechuga (3,66 mg MDA/g BS vs 9,35 mg MDA/g BS). Este estudio logré confirmar la
actividad antioxidante in vitro/ in vivo de clones de papa Solanum phureja segun la
concentracion de compuestos presentados y su efecto hepatoprotector e inhibidor de la
peroxidacion lipidica.

Palabras clave: Solanum phureja, Radicales libres, Capacidad antioxidante, Hepatotoxicidad,

Peroxidacion lipidica.

Abstract

The potato is part of normal diet and a source of antioxidant compounds. This substances,
in small concentrations are able to react whit Reactive Oxygen Species ROS, implicated in a
lot events related to cardiovascular diseases and aging process to protect the substrate and
fight cell damage. In this work we studied 22 clones of potato Solanum phureja promising to
evaluate its properties in vivo / in vitro. To order you developed is 3 stages: the first
consisted of an analysis of chlorogenic acid, ascorbic acid and total phenols, the second
part was carried out in vitro antioxidant capacity of potato clones through tests such as
FRAP (Ferric Reducing/Antioxidant Power), ABTS (acido 2,2’-azinobis-3-etilbenzotiazolin-6-
sulfénico), DPPH (radical 2,2difenil-1-picrilhidrazil) and ORAC (Oxygen Radical Absorbance
Capacity), then 10 clones were selected and analyzed for hydroxyl radical scavenging,
superoxide and peroxyl. In the third phase, two experiments were developed in vivo, the first
evaluated the antioxidant status of potato with a model of CCl4-induced hepatotoxicity in
Wistar rats and in the second supplementation was evaluated as an additive material of
potato nutraceutical systems supply of broilers, selected for testing FRAP and TBARS. The

results showed to chlorogenic acid in range from 126,20 to 627,49 ug/100g DW, ascorbic
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acid between 44,90 and 114,93 mg/100g DW and total phenols between 238,34 and 426,
96 mg EAG/100g DW, when where significant differences (p<0.001) between clones and
correlation with respect to skin color. In the in vitro antioxidant capacity was found that for
FRAP were obtained ranges between 75,14 to 198,14 mg ET/100g DW, ABTS from 70,54 to
101,55 ug ET /g DW, DPPH between 21,137 and 178,50 ug ET/g DW y ORAC from 21,68
to 47,49 umol ET/g DW. For the 10 clones was obtained captation peroxyl radicals between
11 and 28%, hydroxyl radicals between 14 and 74% (P <0.01) and superoxide radicals from
34 to 45%. In vivo test in rats, there was a strong protective effect against oxidative stress
and acute liver damage, as revealed by the restoration of the enzymatic activities of SOD
and CAT, as well as decreased oxidation of lipids and proteins . Also, there was a reduction
in serum levels of liver enzymes ALT, AST and improved the histopathological changes. The
second in vivo assay with chicken, potato was established that FRAP activity increases by
25% in plasma of chickens by the presence of phenolic compounds and could be used as a
source of natural antioxidants in a diet as is evidenced by the decrease of lipid peroxidation
compared to a diet without supplementation (control) leg (32.80 mg MDA / g DW vs 42.68
mg BS MDA / g DW) and breast (3.66 mg MDA / g DW vs 9.35 BS mg MDA / g DW). This
study allowed to confirm the antioxidant activity in vitro / in vivo of Solanum phureja potato
clones according to the concentration of compounds present and their hepatoprotective

effect and inhibitor of lipid peroxidation

Keywords: Solanum phureja, Free radicals, Antioxidant capacity, Hepatotoxicity, Lipid peroxidation
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Introduccién 1

Introduccioén

Existe un gran numero de patologias asociadas al estrés oxidativo entre ellas
enfermedades degenerativas como la diabetes y la arterioesclerosis, donde las
concentraciones de oxigeno se incrementan como producto de los procesos celulares. El
oxigeno, al estar en capacidad de enlazarse por su par electronico libre, puede llegar a
desencadenar reacciones para dar origen a las denominadas especies de oxigeno reactivas
(EOR), entre estas encontramos los radicales libres, iniciando con el anién superéxido
(-O2), hidroxilo (-OH) y especies no radicalarias como el peroxido de hidrogeno (H,05),
entre otros. Existen sustancias que actian como defensas antioxidantes, estas pueden ser
de primera linea como las enzimas superédxido dismutasa (SOD), catalasa, glutation
peroxidasa (GSH-Px); o de segunda linea como el acido ascoérbico, a tocoferol, glutation
(GSH) y caroteniodes. También existen las sustancias provenientes de los productos
naturales como los flavonoides, alcaloides, cumarinas, entre otras. Los nutrientes
antioxidantes (polifenoles, betacaroteno, vitaminas como la E y la C y minerales como el
selenio, el cobre y el zinc) constituyen uno de los principales recursos de la biologia
humana para contrarrestar los dafios causados por los derivados del oxigeno. Los
resultados de los primeros estudios epidemioldgicos de tipo ecolégico (Armstrong, 1975;
Christensen et al., 2008) sentaron las primeras hipétesis, relacionando ingesta de
antioxidantes y proteccion frente a la enfermedad cardiovascular, el cancer, las infecciones
y la aparicién de cataratas. Posteriormente, se han conocido mdltiples trabajos de indole
analitico sobre el estrés oxidativo, sus efectos en el organismo y el uso de antioxidantes

(Katiyar et al., 1993; Christensen et al., 2008) que apoyan dichas hipétesis.

En la naturaleza se encuentran muchas especies de plantas que contienen estos
metabolitos secundarios y que han sido motivo de investigacion para su posterior uso en
industria farmacéutica, cosmética y de alimentos, entre otros. Una de las plantas mas
conocidas y cultivadas como producto basico de la canasta familiar colombiana y a nivel

mundial es la papa, ocupando el quinto lugar en cuanto a consumo humano y el cuarto



2 Introduccion

lugar en cuanto al valor de la produccion, después del maiz, el trigo y el arroz; es el
producto de origen agricola de mayor consumo per capita en Colombia, con un promedio
de 69.9 Kg/habitante/afio. Dicho consumo se considera alto, ya que esta por encima del
promedio mundial (50 Kg/habitante) (MADR, 2007). En Colombia se cultivan
comercialmente dos tipos de papa: Solanum tuberosum subespecie andigena (papa de
afo) y Solanum phureja o papa criolla; con esta ultima se siembran anualmente cerca de
7.000 ha. En el pais se han generado més de 35 variedades mejoradas de papas pero tan

solo cuentan con importancia comercial alrededor de 10.

Como otros tubérculos amilaceos, el gran valor como alimento de la papa es su contenido
energético ademas el contenido de proteina es alrededor del 2% y se caracteriza por su
alto contenido de minerales, acido ascoérbico y carotenos (Ariza et al., 2008) y su potencial
nutracéutico poco estudiado en Colombia. Teniendo en cuenta la importancia que
representa este alimento en la nutricion, se desarroll6 esta investigacion cuyo objetivo fue
evaluar la capacidad y actividad antioxidante in vitro / in vivo de clones de papa (Solanum
phureja). Para esto fue necesario determinar el contenido de compuestos antioxidantes de
los clones de papa, determinar la capacidad antioxidante in vitro de los mismos y evaluar la
actividad antioxidante in vivo mediante un modelo animal con el fin de establecer

correlaciones entre el contenido de compuestos de la papa y su capacidad antioxidante.
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Objetivos

General

Evaluar la capacidad y actividad antioxidante in vitro/in vivo de clones promisorios de papa

criolla (Solanum phureja).
Especificos
o Determinar compuestos antioxidantes en los clones de papa criolla S. phureja.

e Determinar la capacidad antioxidante in vitro de los clones de Solanum phureja.

e Evaluar la capacidad antioxidante in vivo usando modelos animales al ser

suplementados con S. phureja
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1 Marco teérico

1.1 Estrés oxidativo

De manera habitual, el oxigeno se encuentra en su forma mas estable (02), con los
electrones que forman el enlace pi antienlazante con el mismo espin. Es decir en lo que se
conoce como estado triplete, asi el oxigeno es poco reactivo con una velocidad de reaccién
baja a la temperatura fisiol6gica. Sin embargo por reacciones quimicas, por acciones
enzimaticas o por efecto de las radiaciones ionizantes, se pueden producir una serie de
especies quimicas o sustancias prooxidantes (moléculas o radicales libres altamente
reactivos) que son capaces de dar lugar a multiples reacciones con otros compuestos
presentes en el organismo, que llegan a producir dafio celular. Por lo anterior, se
comprende que si bien el oxigeno es imprescindible para el metabolismo y las funciones del

organismo, no se deben olvidar los efectos toxicos que posee (Halliwell, 2000).

El dafio o estrés oxidativo se ha definido como la exposicion de la materia viva a diversas
fuentes que producen un desbalance entre las sustancias o factores prooxidantes y los
mecanismos antioxidantes encargados de eliminar dichas especies quimicas, ya sea por un
déficit de estas defensas o por un incremento exagerado de la produccién de especies
reactivas del oxigeno. Todo esto trae como consecuencia alteraciones de la relacion
estructura-funcién en cualquier 6rgano, sistema o grupo celular especializado; por lo tanto
se reconoce como mecanismo general de dafio celular, asociado con la fisiopatologia
primaria o la evolucion de un numero creciente de entidades y sindromes de interés
médico-social, involucrado en la génesis y en las consecuencias de dichos eventos (Ames
et al., 1993).
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1.2 Radicales libres

Desde el punto de vista quimico los radicales libres son todas aquellas especies quimicas,
cargadas 0 ho, que en su estructura atémica presentan un electrén desapareado o impar en
el orbital externo, dandole una configuracion espacial que genera gran inestabilidad,
sefializado por el punto situado a la derecha del simbolo. Son muy reactivos, tienen una
vida media corta, por lo que actian cercano al sitio en que se forman (Cheesman, et al.,
1996). Desde el punto de vista molecular son pequefias moléculas ubicuas y difusibles que
se producen por diferentes mecanismos entre los que se encuentran la cadena respiratoria
mitocondrial, la cadena de transporte de electrones a nivel microsomal y en los cloroplastos,
y las reacciones de oxidacioén, por lo que producen dafo celular (oxidativo), al interactuar
con las principales biomoléculas del organismo. Los radicales libres del oxigeno tienen una
funcion fisiolégica en el organismo como la de participar en la fagocitosis, favorecen la
sintesis de colageno, favorecen la sintesis de prostaglandinas, activan enzimas de la
membrana celular, disminuyen la sintesis de catecolaminas por las glandulas suprarrenales,
modifican la biomembrana y favorecen la quimiotaxis. Existe un término que incluye a los
radicales libres y a otras especies no radicalarias, pero que pueden participar en reacciones
que llevan a la elevacion de los agentes prooxidantes: Especies Reactivas del Oxigeno
(ERO) (Beckman et al., 1996)

Las principales especies reactivas del oxigeno o sustancias prooxidantes son:

= Radical hidroxilo (HO-)

= Peréxido de hidrégeno (H,0,)
= Anién superoxido (O7,)

= Oxigeno singlete (*O,)

= Oxido nitrico (NO)

=  Peroxilo (ROO¢)

=  Semiquinona (QH)

=  (Ozono O3

Los radicales libres del oxigeno se clasifican de la forma siguiente:
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1.2.1 Radicales libres inorganicos o primarios.

Se originan por transferencia de electrones sobre el &tomo de oxigeno, representan por
tanto distintos estados en la reduccion de éste y se caracterizan por tener una vida media

muy corta; estos son el anién superoxido, el radical hidroxilo y el 6xido nitrico.

1.2.2 Radicales libres organicos o secundarios.

Se pueden originar por la transferencia de un electron de un radical primario a un &tomo de
una molécula orgénica o por la reaccion de 2 radicales primarios entre si, poseen una vida
media un tanto mas larga que los primarios; los principales atomos de las biomoléculas que

actan como radicales son: carbono, nitrdgeno, oxigeno y azufre.

1.2.3 Intermediarios estables relacionados con los radicales libres
del oxigeno.

Se incluye un grupo de especies quimicas que sin ser radicales libres, son generadoras de
estas sustancias o resultan de la reduccién o metabolismo de ellas, entre las que estan el
oxigeno singlete, el peréxido de hidrégeno, el acido hipocloroso, el peroxinitrito, los
hidroperéxidos organicos (Diplock, 1991). Los radicales libres se generan a nivel intracelular
y extracelular. Entre las células relacionadas con la producciéon de radicales libres del
oxigeno tenemos los neutrédfilos, monocitos, macréfagos, eosinéfilos y las células
endoteliales. Las enzimas oxidantes involucradas son la xantin-oxidasa, la
indolamindioxigenasa, la triptofano-dioxigenasa, la mieloperoxidasa, la galactosa oxidasa, la
ciclooxigenasa, la lipoxigenasa, la monoamino-oxidasa y la NADPH oxidasa (Esposito et al.,
2000). Entre estas sustancias y agentes es conocida ampliamente la relacion antioxidante
con los radicales libres de los productos ciclicos de naturaleza redox como son el paraquat,
diquat, aloxano, estreptozotocina y doxorubicina. También se producen radicales libres por
la administracién de paracetamol, tetracloruro de carbono y furosemida. Por ultimo, no se
puede olvidar agentes como el humo de cigarrillos, las radiaciones ionizantes, la luz solar,
el choque térmico y las sustancias que oxidan el glutation (GSH) como fuentes de radicales
libres. (Jones et al., 2000). Existen algunas circunstancias en que también se producen

radicales libres como son:

» Dieta hipercaldrica.
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= Dieta insuficiente y/o excedente en antioxidantes.
= Procesos inflamatorios y traumatismos.

= Fendmenos de isquemia

1.2.4 Efecto nocivo de los radicales libres

El dafio celular producido por las especies reactivas del oxigeno ocurre sobre diferentes

macromoléculas:

Lipidos. Es aqui donde se produce el dafio mayor en un proceso que se conoce como
peroxidacion lipidica, afecta a las estructuras ricas en acidos grasos poliinsaturados, ya que
se altera la permeabilidad de la membrana celular produciéndose edema y muerte celular.
La peroxidacion lipidica o enranciamiento oxidativo representa una forma de dafio histico
que puede ser desencadenado por el oxigeno, el oxigeno singlete, el perdxido de hidrégeno
y el radical hidroxilo. Los acidos grasos insaturados son componentes esenciales de las
membranas celulares, por lo que se cree son importantes para su funcionamiento normal.
Sin embargo, son vulnerables al atagque oxidativo iniciado por los radicales libres del
oxigeno (Fraga, 1990; Cadenas, 1997;). Los factores que influyen en la magnitud de la
peroxidacion lipidica son:

= La naturaleza cualitativa y cuantitativa del agente iniciador.

= Los contenidos de la membrana en acidos grasos poliinsaturados y su accesibilidad.

= Latensién de oxigeno.

= La presencia de hierro.

= El contenido celular de antioxidantes (betacarotenos, alfatocoferoles, glutatién).

= La activacion de enzimas que pueden hacer terminar la cadena de reaccién como es el caso

de la glutation peroxidasa (GSH-Prx).

Una vez que se inicia, el proceso toma forma de “cascada”, con produccion de radicales
libres que lleva a la formacion de perdxidos organicos y otros productos, a partir de los
acidos grasos insaturados; una vez formados, estos radicales libres son los

responsables de los efectos citotoxicos (Rangon, 1993).

Proteinas. Hay oxidacién de un grupo de amino&cidos como fenilalanina, tirosina, histidina y
metionina; ademas se forman entrecruzamientos de cadenas peptidicas, y por ultimo hay

formacion de grupos carbonilos.
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Acido desoxirribonucleico (ADN). Ocurren fendmenos de mutaciones y carcinogénesis, hay
pérdida de expresion o sintesis de una proteina por dafio a un gen especifico,
modificaciones oxidativas de las bases, deleciones, fragmentaciones, interacciones
estables ADN-proteinas, reordenamientos cromosomicos y desmetilacion de citosinas del
ADN que activan genes. El dafio se puede realizar por la alteracion (inactivacion/pérdida de
algunos genes supresores de tumores que pueden conducir a la iniciacién y/o progresion de
la carcinogénesis). Los genes supresores de tumores pueden ser modificados por un simple
cambio en una base critica de la secuencia del ADN. (Wiseman y Halliwell, 1996)

1.3 Alimentos funcionales

Los alimentos funcionales son alimentos o componentes alimenticios que proveen
beneficios a la salud mas alla de la nutricibn béasica. Los alimentos funcionales proveen
nutrientes esenciales para mantenerse, crecer y desarrollarse, ademas proveen otros
componentes biolégicamente activos que tienen un impacto beneficioso para la salud o
presentan efectos fisiologicamente deseables (Clydesdale, 2004). Berner y O donnell
en1998 sugieren una clasificacion de acuerdo a la funcién que realizan los alimentos para
convertirlos en funcionales (ya sea afiadiendo algun ingrediente extra y/o realizando algun

proceso tecnoldgico especifico como los siguientes

= Adicion de fitoquimicos

= Adicion de probidticos

= Adicion de prebidticos

= Adicion de péptidos o proteinas bioactivas
= Adicion de fibra dietaria

= Adicion de &cidos grasos Omega 3

Ciertos alimentos presentan una gran diversidad de funciones especiales. Algunas de estas
funciones pueden dar origen a la reduccion del riesgo o a la prevencion y tratamiento de
ciertas enfermedades degenerativas, la mejoria de algunas funciones corporales y a su

utilizacién como suplemento para dietas especiales (Silva et al., 2003)
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1.4 Papa Solanum phureja

e Reino: Plantae

e Division: Magnoliophita,
e Clase: Magnoliapsida,
e Subclase: Asteridae,

e Orden: Solanales,

e Familia: Solanaceae

e Género: Solanum

Especie: Solanum phureja

Solanum phureja es una especie herbacea, diploide, tuberosa. Se cultiva en los valles
montafiosos de América del Sur. Se distingue claramente de las restantes especies de
papas cultivadas debido a que no presenta dormicion de los tubérculos (es decir, el
tubérculo inicia inmediatamente su brotacion luego de formado, sin que medie un periodo
de reposo o dormicion). Esta caracteristica permite que las variedades de S. phureja
puedan ser replantadas inmediatamente en aquellas zonas de climas benignos en las
cuales es posible el cultivo continuo a lo largo de todo el afio. La especie de papa "criolla,
amarilla o yema de huevo" (Solanum phureja), tiene como regién de origen la cordillera de
los Andes, entre Pert/Ecuador, Narifio y la meseta cundi-boyacense de Colombia, a 2500 y

3000 metros de altitud, respectivamente (Espinal et al., 2005)

La papa es un alimento importante dentro de la canasta familiar, esto permitié que el cultivo
de la papa en Colombia ocupara el tercer lugar en la produccién agropecuaria nacional con
2.72 millones de toneladas en el afio 2006, el décimo cultivo en extension con 162.000 ha, y
el sexto lugar en valor de la produccién segun reporté el Ministerio de Agricultura y
Desarrollo Rural (MADR) en 2007. En términos constantes, durante el lapso 1990-2000,
crecid a una tasa del 1.6%, cifra superior a la registrada por el conjunto de la agricultura sin
café (1.3%) (MADR, 1999). Del 2005 al 2006 se presentd un aumento del 7% en el area
cultivada y se esperaba que para el primer semestre del 2007 se produjera un aumento del
1.2% (MADR, 2007). Su participacion en el valor real de la produccion agropecuaria
nacional, represento el 3.9%, el 4.3% del area cultivada y el 13.2% del volumen. La papa

tiene un valor biol6gico alto en términos de su energia y proteina comparado con algunos
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de los cultivos mas importantes, como son el arroz, el maiz y el frijol. Se considera como

uno de los alimentos més saludables por su contenido de almidones (NFS, 2002).

Se han realizado en los ultimos afios aportes importantes en estudio de la bioactividad de
papa. En un estudio realizado (Pihlanto et al., 2008) en el aumento de la hidrdlisis en la
inhibicion de la enzima convertidora de angiotensina (ACE), se evalud el potencial de
antioxidante a partir de la evaluacion de radicales libres tomando proteinas aisladas de
papa en diferentes estados fisiolégicos, ademas de actividad inhibitoria de las hidrolasas
(ICso =0.018 - 0.086 mg/ml), obteniendo como resultado que la papa es una fuente
promisoria para la produccion de compuestos bioactivos como ingrediente para el desarrollo

de alimentos funcionales con un impacto benéfico para la salud cardiovascular.

Otro estudio presenté los efectos de polvo liofilizado de cascara de papa cocida cuando
son incorporados a un dieta en la fase posterior a la iniciacion de carcinogénesis de mama
inducido quimicamente en ratas (Thompson et al., 2009). Se evalu6 la dependencia de la
dosis con la actividad anticancerigena en varios cultivos de papa y la relacion entre la
actividad anti cancer con la presencia de fitoquimicos, y la capacidad antioxidante. En este
estudio se concluye que las papas con color de cascara roja con contenido de &cido
clorogénico y altas cantidades de antocianinas, muestran una mayor inhibicién de la
carcinogénesis, presentando una reduccion del 23% en la incidencia de cancer (p = 0,009)
y una reduccion del 49% en la multiplicidad de cancer (2,1 vs 4,0 canceres por rata, p =
0,004) con evidencia de un efecto dosis-dependiente en la multiplicidad de esta patologia.

Estudios fitoquimicos en papa Solanum tuberosum se han realizado en cuanto a la
identificacion de antocianinas (Eichhorn et al., 2005), carotenoides (Burgos et al., 2009a)
vitamina C (Burgos et al., 2009b), catecolaminas (Szopa et al., 2001), acido caféico y acido
clorogénico (Al-Weshahy et al, 2009), alcaloides (chaconina y solanina) (Smith et al., 2001).
Otros estudios presentan la variacion de la actividad antioxidante seguin genotipo de papay
los compuestos fendlicos (André et al, 2009), y la correlacion entre la actividad antioxidante
y la cantidad de polifenoles (Lachman et al.,, 2008; Rumbaoa et al., 2009;). En otras
investigaciones han evaluado la actividad antimicrobial de papa en microflora de intestino
de cerdos (Jin et al., 2008)
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1.5 Antioxidantes para prevenir oxidacion lipidica en carne
de pollo

En las ultimas décadas el desarrollo de la avicultura ha tenido un gran impacto en los
mercados y este logro se hace sentir principalmente en lo que se refiere a la produccién de
pollos de engorde, mucho de este progreso debido a los avances en la nutricibn animal
apoyado con otros aspectos como la genética y la sanidad. Para mencionar la evolucién en
productividad, podemos destacar la ganancia media diaria (GMD) mayor que 50 g/dia, esto
significa tasa de crecimiento diario con el minimo 20% superior al peso inicial de 40 g. La
conversion alimenticia también evoluciond, disminuyendo la cantidad de alimento por
unidad de ganancia de peso. En los dias actuales, sin mayores dificultades se obtiene un
kilogramo de peso vivo con no mas de 1,9 kg de racién, esto se traduce en una eficiencia

alimenticia superior al 50% (Junqueira, 2005).

La carne de pollo que se consume en todo el mundo con creciente popularidad, ya que es
una excelente fuente de proteinas, tiene una relaciéon favorable de acidos grasos
insaturados frente a los &cidos grasos saturados, y proporciona vitaminas y minerales
esenciales, mientras que se encuentra entre las fuentes de carne mas econémicos (Hargis
y Elswyk Van, 1993). A finales de los afios 90’s la ingesta diaria per capita de pollo en los
paises de la Union Europea fue de 18 g en Finlandia a 62 g en Chipre (DAFNE, 2010),
mientras que en EE.UU. el consumo anual per capita fue mas del doble entre 1974 y 2004,
de 12,4 a 26,8 kg (Buzby y Farah, 2006). Dada la prevalencia de las enfermedades
relacionadas con la alimentacion, tales como obesidad, diabetes, hipertension,
enfermedades cardiovasculares y ciertos tipos de cancer, el vinculo entre la dieta y la salud
se ha vuelto relevante, y la demanda de los consumidores de productos alimenticios de
calidad superior se ha incrementado. Esta necesidad dio lugar a los esfuerzos para
moadificar la composicion lipidica de la carne de ave y los huevos, por tanto los estudios se
centraron en la manipulacion de los acidos grasos especificos, como los acidos grasos
omega 3y 6 que son acidos grasos poliinsaturados (AGPI), que estan presentes en nuestra
dieta como a-linolénico (ALA, C18: 3w3) encontrados principalmente de los aceites
vegetales y nueces, y como acidos grasos de cadena larga (LC w3 AGPI) que consiste
principalmente de acido eicosapentanoico (EPA, C20: 5w3) y acido docosahexanoico (DHA,
C22: 6w3) principalmente en pescados y mariscos. Los AGPI w3 presentan una amplia

gama de efectos beneficiosos sobre la salud humana, si bien pueden influir en el curso de



12 Marco Teodrico

varias enfermedades y trastornos (Simopoulos, 1991; Shahidi y Miraliakbari, 2004; Lagarde,
2008;). Entre w3 LC, el acido docosahexanoico (DHA) tiene un papel Unico en las
membranas biologicas, la corteza cerebral, los tejidos nerviosos, plaguetas de la sangre
debido a su efecto sobre las arterias y es responsable del desarrollo y el funcionamiento
adecuado del cerebro y la retina (Mueller y Talbert, 1988; Lagarde, 2008;). Los AGPI w3
son nutrientes "esenciales" ya que no pueden ser sintetizados por los seres humanos. ALA
se convierte en EPA y DHA en el cuerpo humano, pero el alcance de esta conversion es, en
el mejor de los casos, muy limitada e ineficaz (Lagarde, 2008). Sin embargo estos son
facilmente oxidables, lo que representa un problema importante durante el procesamiento
de la carne, la coccién y el almacenamiento refrigerado lo que afecta a la calidad del
producto debido a la pérdida de color deseable, olor y sabor, y se acorta la vida Uutil
(Maraschiello et al., 1998).

El grado de exigencia del consumidor internacional por alimentos mas seguros y la
exigencia para la alteracion de los procedimientos convencionales, fortalecidos por
legislaciones especificas para cada pais, ha forzado a la industria animal a considerar
nuevos conceptos en la utilizaciéon de aditivos nutracéuticos que favorezcan la salud de los
animales y humanos. La adicién de antioxidantes a la dieta de aves ayuda a prevenir la
destruccion oxidativa de la grasa, vitaminas liposolubles y pigmentos utilizados, mejorando
el metabolismo asi como el estado general de los animales ademas de obtener carne o
huevos de mejor calidad por su contenido de acidos grasos poliinsaturados. En Europa
cerca del 70% de los sistemas de alimentacién de pollo de engorde utilizan antioxidantes
comerciales entre los cuales se encuentran Butil Hidroxitolueno (BHT), Mono terbutil
Hidroquinona (MTBHQ), EDTA y &cido citrico (MacGeachin et al., 1992) estos antioxidantes
sintéticos se han utilizado para el control de la oxidacion de lipidos en la carne. Sin
embargo, el uso de estos antioxidantes sintéticos esta restringida en algunos paises debido

a sus efectos téxicos o cancerigenos (Pokorny, 1991; Hirose et al., 1998).

En vista de estos inconvenientes, se ha incrementado considerablemente el interés en el
uso de antioxidantes naturales en la Gltima década. En ensayos con pollos de engorde con
estos productos se ha mostrado que son efectivos reduciendo la oxidacion de los
compuestos grasos de la dieta durante largos periodos de almacenamiento, asi mismo de la
oxidacion celular de los animales reduciendo los riesgos de algunas enfermedades. En

otros ensayos realizados en Estados Unidos se obtuvo que dietas balanceadas con
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contenido de aditivos nutracéuticos como probiéticos, prebidticos y compuestos
antioxidantes producen efecto simbidtico que disminuyen la tasa de mortalidad, asi mismo
aumenta ganancias de peso siendo un alimento mas eficiente; en este ensayo también se
ve que existen efectos positivos sobre la digestibilidad de la materia seca y la disponibilidad
de la lisina y la metionina (Walter, 2004).

1.6 Caracterizacion in vitro de radicales libres

El creciente interés por los posibles efectos beneficiosos de los antioxidantes ha hecho que
se desarrollen una gran capacidad de métodos para determinar la capacidad antioxidante
de extractos de alimentos. Se han planteado una serie de condiciones que deberia reunir
un procedimiento estandarizado de medida de capacidad antioxidante in vitro (Frankel y
Meyer, 2000; Prior, Wu y Schaich, 2005):

= Evaluar reacciones de transferencia de electrones y de atomo de hidrégeno.

= Especificar el sustrato de oxidacion.

= Medir reacciones quimicas que de hecho ocurran en reacciones potenciales, es decir,
asegurar que el sustrato y el modo de inducir la oxidacion son relevantes como fuentes de
dafio oxidativo.

= Ser sencillo.

= Tener un mecanismo y un punto final definido.

= Poseer una instrumentacion disponible.

= Tener una buena reproducibilidad entre dias.

= Ser adaptable para medir antioxidante hidrofilicos y lipofilicos

= Usar distintas fuentes de radicales.

= Ser adaptable para analisis rutinarios a gran escala.

Sin embargo, no existe ninglin método en la actualidad que relna tales caracteristicas y es
dificil que llegue a ser posible evaluar la capacidad antioxidante de una muestra por un solo
método, y no por la combinacién de varios, como se hace en la actualidad. Esto se debe a
gue los antioxidantes pueden ejercer su accion mediante mecanismos muy diversos
(pueden suprimir la generacion de los primeros radicales que inician el dafio oxidativo,
capturar radicales libres, quelar metales, formar complejos, reducir algunos compuestos,

inducir la actividad de sistemas biolégicos antioxidantes y en un mismo alimento puede
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haber mezclas de diferentes antioxidantes con distintos mecanismos de accion y entre los
qgue, ademas, se pueden establecer reacciones sinérgicas, por lo que serdn necesarios
distintos andlisis para poder considerarlas posibles mecanismos de accion de todos los

antioxidantes presentes en un alimento.

1.6.1 Reacciones SET (Single Electron Transfer, SET) y reacciones
(Hidrogen Atom Transfer, HAT) HAT

Existen una gran cantidad de mecanismos por los que los antioxidantes alimentarios
pueden ejercer su accion, entre aquellos compuestos que reaccionan directamente con los
radicales libres, como pueden ser los polifenoles, deteniendo el proceso en cadena de
oxidacién lipidica (chain- breaking), esta reaccion se puede llevar a cabo por dos posibles
vias: reacciones de transferencia de un atomo de H (Hidrogen Atom Transfer, HAT) o de
transferencia de un electrén (Single Electron Transfer, SET) (Prior,Wu y Schaich, 2005),
aspectos que se deben tener en cuenta al seleccionar varios métodos de medida de
capacidad antioxidante, por lo que, a continuacion, se explicard brevemente en qué

consiste cada uno de estos dos mecanismos.

En las reacciones HAT, la reaccion seria de este tipo, siendo X« el radical libre y AH el

antioxidante:
Xe+ AH— XH + A
El nuevo radical formado es mucho mas estable que el inicial.

Por el contrario, en las reacciones SET el antioxidante transfiere un electrén para reducir un
compuesto, incluyendo metales, carbonilos y radicales, y serian reacciones de este tipo,

siendo de nuevo X el radical libre y AH el antioxidante:

X'+ AH —* X'+ AH™
AH+ HiO < A" +HO"
X +H:O" —» XH+H0
M(IIT) + AH ——> AH*+ M(1l)

En principio, estas reacciones dependen mucho mas del disolvente que las HAT. Sin

embargo, se ha visto que el disolvente puede ejercer una influencia clara en el ORAC
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(Oxygen Radical Absorbance Capacity) y la prueba de ABTS, a pesar de ser métodos HAT
(Fernandez-Pachon et al.,, 2004; Villafio et al.,, 2005) Estas reacciones son también
dependientes del pH. Son métodos muy sensibles al &cido ascérbico y al acido Urico, que
juegan un papel importante en el mantenimiento del estatus redox del plasma. Algunos
elementos traza y contaminantes (sobre todo metales) pueden interferir con estos métodos,
resultando en una alta variabilidad y una baja reproducibilidad y consistencia de los
resultados. Las reacciones HAT vienen determinadas por la entalpia de disociacion, de
manera que un compuesto que la tuviera baja facilitaria la abstraccion del &tomo de H. Asi
mismo, se ha observado que ciertos aspectos estructurales, como la presencia de un grupo
hidroxilo en posicién orto o la posible formacion de enlaces intermoleculares entre distintos
sustituyentes, pueden contribuir a reducir la entalpia de disociacion, facilitando la formacién
de un radical estable. Por el contrario, las reacciones SET dependen del potencial de
ionizacién (Siquet et al., 2006). En la literatura se citan diversos métodos para medir la
capacidad antioxidante mediante reaccion SET tales como FRAP (Ferric
Reducing/Antioxidant  Power), ABTS (acido 2,2’-azinobis-(3-etilbenzotiazolin-6-
sulfénico), DPPH (radical 2,2difenil-1-picrilhidrazil) y para HAT ORAC (Oxygen Radical
Absorbance Capacity).
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2 Composicion quimicay Capacidad
Antioxidante in vitro de clones de Solanum
phureja

Los antioxidantes protegen al cuerpo humano contra los ataques de los radicales libres que
pueden causar condiciones patolégicas. Los dafios causados por los radicales libres
pueden ser mitigados a través de la suplementacion con antioxidantes en la dieta. Varios
compuestos con estas propiedades se encuentran en los recursos alimenticios que se
consideran que tienen un alto potencial en el contexto de los enfoques terapéuticos vy
podrian evitar dafios por parte de los radicales libres. Diversas plantas medicinales han
sido examinadas y evaluadas encontrando propiedades antagénicas con los radicales
libres inducidos por el estrés oxidativo (Khan et al., 2010). Muchas plantas contienen
cantidades importantes de estos antioxidantes como las vitaminas C y E, carotenoides,
flavonoides y taninos (Al-Jaber, et al., 2011) que pueden ser utilizados para limpiar el
exceso de radicales libres del cuerpo humano (Afolayan y Jimoh, 2008). Estos hallazgos
permiten aumentar el interés de los consumidores en los productos naturales de la planta,
como una fuente alternativa de barrido especies reactivas del oxigeno (ROS). Se ha
planteado que los compuestos fendlicos son muy importantes debido a su origen natural y
su eficiencia como estabilizadores o inactivadores. Por tanto en este estudio se analizaron
clones de papa Solanum phureja, con el fin de evaluar sus principales compuestos
antioxidantes (Acido ascérbico, acido clorogénico y fenoles totales) y luego determinar la
capacidad antioxidante de cada uno de los clones con el fin establecer caracteristicas

funcionales de clones nativos del banco germoplasma Colombiano.
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2.1 Metodologia

2.1.1 Material vegetal

Se recolectaron 22 clones de papa S. phureja en el municipio de Granada-Cundinamarca,
estos fueron proporcionados por el Banco Germoplasma curaduria de CORPOICA y se
tomo un clon comercial de papa criolla (CO45). Los clones se encontraban sembrados con

tres réplicas de campo con un disefio completamente al azar, para un total de 66 muestras.
Ubicacion:

= Latitud 04°31"N Longitud 74°21"O
= Altitud: 245° msnm
=  Temperatura: 18° C

= Fecha de recoleccién: Febrero de 2009

Con el fin de reconocer cada uno de los clones, se le asigné un codigo a cada uno con las

iniciales CO.

Cada una de las muestras fue lavada con agua destilada y desionizada (DD), cocida en
autoclave en recipientes de polipropileno, seguidamente se llevaron a temperatura
ambiente, luego fueron congeladas a una temperatura de -20°C. Posteriormente, se
liofilizaron en un equipo Hetto Drywinner modelo DW 3 a una temperatura de -40°C y una
presion de 0.04 mB, con el fin de mantener las propiedades de la muestra y tener

resultados cercanos a las condiciones de consumo en cuanto al contenido de compuestos.

Se analizaron compuestos quimicos de importancia antioxidante en 22 clones de papa
nativa con sus tres replicas establecidas en campo bajo un disefio de bloques completos al

azar.

2.1.2 Descripcion del color del tubérculo

El color del tubérculo se determiné a través de una guia establecida para tal fin (Gomez
2000)
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Tabla 2-1: Color de la piel del tubérculo (abcd)

COLOR INTENSIDAD COLOR COLOR PISTRIBUCION DEL
PREDOMINANTE PREDOMINANTE SECUNDARIO SECUNDARIO
1 Blanco — Crema 1 Palido/Claro 0 Ausente 0 Ausente
2 Amarillo 2 Intermedio 1 Blanco — Crema 1 En los ojos
3 Naranja 3 Intenso Oscuro 2 Amarillo 2 En las cejas
4 Marrén 3 Naranja 3 AIrededor de los
0jos
5 Rosado 4 Marrén 4 Manchas dispersas
6 Rojo 5 Rosado 5 Como anteojos
7 Rojo — Morado 6 Rojo 6 Manchas salpicadas
8 Morado 7 Rojo- Morado 7 Pocas manchas
9 Negruzco 8 Morado
9 Negruzco

Figura 2-1: Tabla de colores de la piel del tubérculo de papa.

Tuber sein celor « Color de |a plaf ol hbérculo
"

mersity - Ftensidad
2
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2.1.3 Caracterizacion Quimica

Se analizaron compuestos quimicos de importancia antioxidante en las 66 muestras

correspondientes a los 22 clones de papa S. phureja con tres réplicas de campo.

2.1.3.1 Determinacion del contenido de Acido Clorogénico

El protocolo utilizado para la cuantificacion de acido clorogénico fue validado en esta
investigacion para muestras de papa en el Laboratorio de Nutricion del Centro de
Bioindustria y Biotecnologia de CORPOICA. Se evalué con base en la metodologia
propuesta por Ariza-Nieto. (Ariza-Nieto et al., 2008). Consta de dos fases: extraccion y
cuantificacion.

Extraccion: Se tomo liofilizado de papa y se extrajo en una solucion de MeOH: H,0O: Acido
Acético glacial en proporciones 1:1:1, se agito por una hora en la oscuridad, fue
centrifugado y el sobrenadante se filtro.

Cuantificacion: Se realiz6 la curva de calibracion con el estdndar de acido clorogénico en un
rango de concentracion de 1 a 100 uM. Las muestras fueron leidas en un sistema UPLC

(Ultraperformance Liquid Chromatography) Marca Waters Aquity.
Las condiciones cromatograficas que se trabajaron fueron

e Velocidad de flujo: 0.425 ml/min
e Columna: Acquity UPLC HSS T3 1.8 um, 2.1 x 100 mm
e Volumen de inyeccién: 0.5-2.0 uL

e Fase movil: Gradiente de acido férmico 0.1% y metanol 100% (Tabla 2-2)

Tabla 2-2: Gradiente de elucion de la fase movil acido formico (0.1 %) y metanol al 100 %

para la separacion y cuantificacion por UPLC de &cido clorogénico

TIEMPO | ACIDO FORMICO METANOL
(min) (0.1%) (100%)
0.0 95% 5%
0.2 95% 5%

5.0 50% 50%
5.75 5% 95%
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6.5 5% 95%
7.0 50% 50%
9.0 95% 5%
12.0 95% 5%

2.1.3.2 Determinacion del contenido de Acido Ascorbico (vitamina C)

El protocolo utilizado para la cuantificacion de vitamina C fue validado en esta investigacion
para muestras de papa en el Laboratorio de Nutricion del Centro de Bioindustria y
Biotecnologia de CORPOICA, se evalud con base en la metodologia propuesta por Ariza.

(Ariza et al., 2008). Se conforma de dos pasos, extraccion y cuantificacion.

Extraccion: Se tomd6 muestra liofilizada de papa y se adiciono una solucion extractante
compuesta por Acido meta fosforico y Dithiothreitol (DTT), posteriormente se agitd, se

centrifugé y el sobrenadante se utilizé para la cuantificacién.

Cuantificacion: Se realizd una curva de calibracion con el estandar de L-Acido Ascorbico en
un rango de concentracion de 1 a 20 pug/ml. Las muestras fueron leidas en un sistema

UPLC (Ultraperformance Liquid Chromatography) Marca Waters Aquity
Las condiciones cromatogréficas a trabajar fueron

» Velocidad de flujo: 0.525 ml/min
= Columna: Acquity UPLC HSS T3 1.8 um, 2.1 x 100 mm
= Volumen de inyeccion: 0.5-1.0 uL

» Fase movil: Gradiente de &cido formico 0.1% y Metanol 100% (Tabla 2-3)

Tabla 2-3: Gradiente de elucion de la fase movil &cido formico (0.1 %) y metanol al 100 %

para la separacion y cuantificacién por UPLC de vitamina C

TIEMPO | ACIDO FORMICO METANOL
(min) (0.1%) (100%)
0.0 100% 0%
3.0 100% 0%
4.3 80% 20%
5.3 80% 20%
5.5 100% 0%

6.2 100% 0%
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2.1.3.3 Determinacién del contenido de fenoles totales

El protocolo utilizado para la cuantificacion de fenoles totales fue validado en esta
investigacion en papa en el Laboratorio de Nutricion del Centro de Bioindustria y
Biotecnologia de CORPOICA, se evalud con base en la metodologia propuesta por Andre.
(Andre et al. 2007) con algunas modificaciones. Se conform6 de dos pasos, extraccion y

cuantificacion

Extraccion: Se tomaron 50 mg de material liofilizado y se mezclé con 1 ml de 80% (v / v) de
metanol en un microtubo graduado de centrifuga de 2ml. Esta mezcla se homogenizo y se
agitdé en la oscuridad a temperatura ambiente. Después se centrifugaron las muestras, el
sobrenadante se colect6 y fue evaporado hasta sequedad en una centrifuga con vacio Los
compuestos fendlicos se resuspendieron en 1 ml de agua y se almacenaron a -20 ° C hasta

su andlisis.

Cuantificaciéon: Se calculé utilizando el ensayo de Folin-Ciocalteu (Andre et al., 2007). Se
tomaron 500 pL de las muestras convenientemente diluidas, 1250 pL de una solucion de
carbonato de sodio al 7,5%, y 250 yL del reactivo Folin-Ciocalteu 1 N, Se mezclaron en un
microtubo de centrifuga eppendorf de 2 ml y se dej6é reaccionar a temperatura ambiente
durante 30 min. Se midi6 la absorbancia de las muestras a una longitud de onda de 755 nm
utilizando un espectrofluorémetro de placas Sinergy HT. El Contenido de fenoles totales se
expres6 en miligramos de equivalentes de acido galico (GAE) por gramo de material vegetal
seco, a partir de una curva de concentracion de acido galico estandar que se realiz6 de 0

a 300 ug/ml.

2.1.3.4 Determinacion de Carotenoides totales e individuales

Este analisis fue realizado por el Centro Internacional de la papa CIP. Debido a
inconvenientes de envio hacia Peru, se utilizé solo una replica por clon de papa. Se tomé
como base la metodologia de Kimura (Kimura et al., 2007), la cual expone dos pasos

extraccion y cuantificacion:

Extraccion: Se tomé material liofilizado y se extrajo con una solucién de acetona en un
homogeneizador, la extraccion se repiti6 hasta que el residuo carecié de color. Los
extractos fueron disueltos en éter de petroleo y saponificados con metanol y KOH. Los

carotenoides saponificados fueron recuperados con éter dietilico y acetona. Para el analisis
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de carotenoides individuales el extracto fue secado con gas nitrégeno (N,), y se
resuspendid6 en acetona grado HPLC, posteriormente se filtr6 para su analisis.
Cuantificacion: La concentracion de carotenoides totales se calculé utilizando el valor de la
absorbancia medida en un espectrofotometro UV 160A (Shimadzu Corp., Kyoto, Japon) a
450 nm vy el coeficiente de extincion para las mezclas de carotenoides (2500) (Davies,
1976). Para el analisis de carotenoides individuales 10 pl del extracto filtrado fueron
inyectados en un sistema HPLC (Waters Corp., Milford, EE.UU.) Los Carotenoides totales
e individuales se obtuvieron como microgramos (ug) por cada 100 g de material vegetal

seco de la muestra.
Las condiciones cromatograficas fueron:

= Velocidad de flujo: 0.8 ml/min
= Columna; YMC C30 polimérico (3 mm, 4,6 mm 250 mm)
= Volumen de inyeccién: 10 uL

=  Fase movil: metil-tertbutil éter

2.1.4 Capacidad Antioxidante in vitro

Se realiz6 una primera evaluacién de la capacidad antioxidante in vitro mediante las
pruebas validadas para papa en esta investigacion como FRAP, ABTS, DPPH y ORAC en
todos los clones. Posteriormente se escogieron 10 clones para realizar las pruebas de
captacion de radicales especificos (superéxido, hidroxilo y peroxilo) con metodologias
previamente estandarizadas en el Departamento de Farmacia de la Universidad Nacional
de Colombia (Mora y Ospina, 2009)

2.1.4.1 FRAP (Ferric Reducing/Antioxidant Power)

Se trata de una reaccion SET, que se basa en la reduccion del complejo de la
tripiridiltriazina férrica al complejo ferroso por un antioxidante en medio &cido (Benzie &
Strain, 1996). Esta reaccion produce un cambio de color que es monitorizado midiendo la
absorbancia a 595 nm durante 4 minutos, segun el método original, aunque este tiempo fue
posteriormente ampliado hasta 30 minutos (Pulido et al, 2000), ya que a los 4 minutos

muchos compuestos todavia no habian acabado de reaccionar

Se prepararon las siguientes soluciones:
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= Solucion A: Buffer Acetato a pH a 3.6.

* Solucién B: HCI 1% en Metanol

»  Solucién C:HCI 40mM

= Solucién D: TPTZ (2,4,6-tris(2-pyridyl)-s-triazine) en HCI 40mM

=  Solucién E: FeCl; 20mM

= Solucion de trabajo: Mezclar 25 ml de Buffer acetato (pH 3.6), 2.5ml de solucién TPTZ y 2.5
ml de solucién FeCls.

» Curva de calibracion: Solucion de trolox o &cido ascorbico en concentraciones de 10 a 300
ug/ml

Preparacion de la muestra

Pesar 100+/-2 mg de muestra liofilizada
Mezclar con 2 ml de solucion B
Homogenizar en agitador en oscuridad toda la noche
Centrifugar a 13000 rpm por 15 min

Lectura

Incubar la solucién de trabajo 37°C
Tomar 290 pL de la solucion de trabajo
Adicionar 50 pL de la muestra o estandar
Hacer mediciones cada minuto durante 30 min a 593 nm

Los valores son expresados en mg trolox/g muestra seca

2.1.4.2 ABTS (acido 2,2-azinobis-3-etilbenzotiazolin-6-sulfonico)

Se trata de una reaccion SET, basada en la capacidad de los antioxidantes para capturar el
radical cationico ABTS<+ (acido 2,2' azinobis-3-etilbenzotiazolina-6- sulfénico), captura que
produce un descenso en la absorbancia a 658 nm. El descenso producido por el Trolox es
comparado con el producido por el antioxidante que se esta analizando en el mismo tiempo
(Miller et al., 1993).

Se prepararon las siguientes soluciones:

= Solucion A: HCI 1% en metanol

*  Solucion B: ABTS 7mM

* Solucion Persulfato de potasio K,S,0g 2.45mM:

=  Solucién C: FeCl; 20mM

* Solucion de trabajo ABTS: Se mezclan en volimenes iguales la solucion de ABTS y

persulfato de potasio, se deja estabilizando la reaccion toda la noche (16 h
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aproximadamente) a 4°C en oscuridad. Esta solucién puede conservarse durante un mes en
estas condiciones. Ajustar la absorbancia de la solucién a 0,7 antes de su uso.
= Curva de calibracion de Trolox 5 a 100 pg/ml

Preparacion de la muestra

Pesar 100+/-2 mg de muestra liofilizada
Mezclar con 2 ml de solucién A
Homogenizar en agitador toda la noche en oscuridad
Centrifugar a 13000 rpm por 15 min

Lectura

Tomar 290 pL de la solucion de trabajo ABTS
Adicionar 50 L de la muestra o estandar
Hacer mediciones cada minuto durante 1 hora a 734 nm
Los datos son expresados en pumol de Trolox/g muestra

2.1.4.3DPPH (radical 2,2difenil-1-picrilhidrazil)

En este método se situa el DPPHe, un radical organico, en presencia del antioxidante y se

ve en qué grado es capturado, lo que produce un descenso de la absorbancia a 515 nm

(Brand-Williams et al., 1995). El mecanismo de reaccion de este método no estd aun
totalmente claro. Se pensaba que era un mecanismo simultaneamente SET y HAT. Sin
embargo, un trabajo ha sugerido que el mecanismo fundamental es SET, y que la reaccion
de tipo HAT tendria una escasa contribucién, dado que se produce lentamente en
disolventes que son fuertes aceptadores de H, como el metanol o el etanol (Foti et al.,
2004).

Se prepararon las siguientes soluciones:

= Solucion A: HCI 1% en metanol
»  Solucion B: DPPH 20 mg/L.
» Curva de calibracion de Trolox 10 a 100 pg/ml

Preparacion de la muestra

Pesar 100+/-2 mg de muestra liofilizada
Mezclar con 2 ml de solucién B
Homogenizar agitador toda la noche en oscuridad
Centrifugar a 13000 rpm por 15 min
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Lectura

Tomar 280 L de la soluciéon de trabajo DPPH
Adicionar 50 pL de la muestra o estandar
Hacer mediciones cada minuto durante 1 hora a 515 nm
Los datos son expresados en pmol de Trolox/g muestra

2.1.4.40ORAC (Oxygen Radical Absorbance Capacity)

Se trata de un mecanismo HAT. Mide la capacidad de captacion de un radical especifico, el
peroxilo, generado a partir de la molécula organica AAPH, que se trata de un iniciador de
tipo azo. Estos radicales atacan a la molécula de fluoresceina, produciendo fluoresceina
oxidada, que ya no emite fluorescencia (longitud de onda de excitacibn 493 nm. y de
emisién 515 nm.) En presencia de antioxidantes, éstos reaccionan con los radicales
peroxilo y la fluoresceina mantendra la misma emisioén de fluorescencia. Por tanto, se lleva
a cabo una comparacion entre el descenso en la fluorescencia producido en presencia y en

ausencia de un antioxidante (Ou et al., 2001)
Se prepararon las siguientes soluciones

= Solucién A: HCI 1% en metanol

= Solucion B: Buffer fosfato Salino (PBS)7.5 mM pH 7.4
»  Solucion C:Solucién de Fluoresceina 55nM

»  Solucién D: AAPH 153 nM

= Curva de calibracién de Trolox 5 a 40 uM

Preparacion de la muestra

Pesar 10-20 mg de muestra liofilizada
Mezclar con 35 ml de solucién A
Homogenizar en agitador en oscuridad toda la noche
Centrifugar a 4000 rpm por 15 min

Lectura

Tomar 250 pL de la solucién C
Adicionar 25 pL de la muestra o estandar
Incubar por 30 min a 37°C
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Adicionar 25 pL de solucion D
Hacer mediciones cada minuto por 1 hora a una longitud de onda de excitacién 485 nm
y emisién 520 nm
Los resultados se calcularon usando las diferencias de areas bajo la curva entre el blanco y

la muestra y se expresaron como umol equivalentes de Trolox/g muestra.

La actividad que reportan estas pruebas con radicales sintéticos es importante pero para
complementar la informacion acerca de la actividad captadora de radicales libres por parte
de la papa se llevaron a cabo ensayos de generacion de radicales propios de un sistema
vivo para evaluar la actividad de estos clones sobre la generacion de estos tales como
hidroxilo, peroxilo y superéxido. Para esto fue necesario realizar un analisis de puntuacion 6
scoring, donde se le daba un puntaje a cada variable: 0,1 como el mas bajo puntaje y 0,5 al

mas alto y se establecieron rangos de concentraciones altas, medias y bajas.

2.1.4.5 Captacion del Radical Peroxilo (ROO+) Sistema: ABAP/LISOZIMA

Se empleé el método ABAP/Lisozima, en el cual, la descomposicion térmica del "azo-
iniciador” soluble en agua 2,2"-azobis(2-metilpropion-amidina) diclorhidrato (ABAP) produce
radicales centrados en el a&tomo de carbono, los cuales en presencia de oxigeno generan
radicales peroxilo a una velocidad controlada. Los radicales peroxilo inhiben la enzima
lisozima presente en el medio y dependiendo del dafio ocasionado a ésta, se establece si
un compuesto capturé los radicales o no. Como indicativo del dafio de la enzima se evalta
su actividad litica sobre Micrococcus lysodeikticus a 490 nm (Halliwell, 1991). A mayor
efecto captador de radicales peroxilo, menor dafio a la enzima y por lo tanto mayor lisis que
se traduce en un mayor delta de absorbancia. Como inhibidor de referencia se emple¢ el
ascorbato (Cf 100 uM) vy los extractos de papa a una Cf 100 ug/ml. Para cada una de las
muestras es empleado un blanco, donde no hay generacién de radical peroxilo ya que no
contiene ABAP. En él se refleja la maxima actividad de la lisozima y permite determinar por
comparacion frente al blanco control, si las sustancias evaluadas interfieren (aumentando o

disminuyendo) la actividad litica de la enzima.
El ensayo se desarroll6 empleando las condiciones de trabajo reportadas.

Tabla 2-4: Protocolo para la determinacion de la captacion del radical peroxilo por las

muestras de papa en el sistema ABAP / Lisozima
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Reactivos Cf B: (o4 Bu M

Tampon KH2PO4 — KOH 50 mM, pH 7.4 - 100pL - 100uL -
Muestra y/o DMSO 100ug/mL - — 1ouL 10uL
Lisozima 50000 U/mL 9oouL goouL 9oouL goopL
ABAP 10 mM - 100uL - 100puL

Mezclar agitando suavemente.

Calentar uniformemente en bafio a 45 °C durante 90 minutos.

Enfriar y mantener en bafio de hielo.

Tomar 50 L de la mezcla de reaccion y adicionar sobre 950 L de una suspensién de Micrococcus
lysodeikticus. (0.3 mg/mL disueltos en tampon Dulbecco)

Medir disminucion de la turbidez a 450 nm, cada 10 segundos durante 30 segundos. Oprimir la tecla RUN al
adicionar la suspensién de Micrococcus (retardo 10 segundos)

Los resultados son expresados en términos de porcentajes de inhibicién de la lisozima,

tomando como el 100% de actividad enzimatica la presentada por el control

[(AA)Bc- (AA)C]- [(AA)Bw- (AA)M]

%Inhibicion =
[(AA)Bc - (AA)C]

X100

2.1.4.6 Captacion del Radical Hidroxilo generado en el sistema H,O,/Fe**/EDTA/ Ascorbato

La evaluacion de la actividad captadora del radical hidroxilo se efectu6é en un ensayo

denominado “principal” en el que se realizaron cuatro réplicas de las muestras a evaluar en

un volumen final de 1.0 ml, colocando series del control (C) y las muestras (M) (Patrén:

DMSO Cf: 20 mM; extractos Cf: 100 pg/ml) con sus respectivos blancos (B). El orden de

adicion de los reactivos es descrito en la Tabla 2-5. Paralelo al ensayo “principal” se efectu6

otro ensayo denominado “control” siguiendo el mismo esquema del primer ensayo pero en

ausencia de ascorbato (sAsc), con el fin de detectar las posibles interferencias sobre el

medio de evaluacion que pueda llegar a tener las muestras.

Tabla 2-5: Protocolo para la determinacion de la captacién de radical hidroxilo por los

clones de papa en el sistema H202/Fe3+/EDTA/ Ascorbato
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Reactivos Cf Bc (o4 Bu M Bc C Bu M
sAsc | sAsc | sAsc sAsc
Tampon fosfato - 890puL | 790pL | 880pL | 780uL | 900pL | 800pL | 900pL 800puL
Muestra 100 pg/mL - -- 10pL | 10pL - - 10pL 10pL
Desoxirribosa 2.8 mM 100pL | 100uL | 100pl | 100ul | 100pL | 100uL 100pL 100pL

Ascorbato 50 pM 10pL | 10upL | 10pL | 10uL -— - - -
Fe*-EDTA fgs% — | souL | — |BouL | — | souL | - 50uL
H202 142 mM -— 50uL -— 50uL -— 50uL - 50ulL

Calentar en bafio a 37°C durante 60 minutos.
Adicionar 1 mL de TCA al 2.8% y 1 mL de TBA al 1%.
Calentar a 92° C durante 15 minutos.
Enfriar en bafio de hielo durante 5 minutos.
Medir absorbancia a 532 nm.

La disolucion del FeCls se realiz6 en EDTA.Na,.2H,0 (2 mM) y las muestras, desoxirribosa,
ascorbato y H,O, se realizaron en tampon fosfato KH,PO,-KOH 10 mM pH 7.4. ElI complejo
Fe**-EDTA, el ascorbato y el H,O, se prepararon inmediatamente antes de su uso. Los
resultados del ensayo “principal” se expresaron como porcentaje de captacion del radical
hidroxilo:

[(AA)C- (AA)Bc]- [(AAIM- (AA)By]

% Captacion = X100
[(AA)C- (AA)BC]

2.1.4.7 Captacion del aniéon superdxido generado por el sistema Hipoxantina/ Xantina
Oxidasa

En este ensayo el radical superdxido generado por la accion de Xantina oxidasa sobre el
sustrato hipoxantina (disuelta en el tampdn fosfato KH,PO,-KOH, 50 mM, pH 7,4) produce
radicales superoéxido los cuales reaccionan con el NBT (Nitro Blue Tetrazolium) para formar
el compuesto diformazan que posee un maximo de absorbancia de 560 nm. Los captadores
del radical disminuyen la velocidad de formacion del cromoforo, disminuyendo el delta de

absorcion producido a esta longitud de onda.
El experimento se encuentra constituido por:

= Un blanco de cada control o muestra en el que no hay generacién de superéxido debido a la

ausencia de la enzima xantina oxidasa
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*= Un control de maxima produccion de radical superéxido y las muestras a una concentracion
final (CF)

= Patrones: n-Propilgalato 100 uM, las muestras 100 pg/ml disueltos en el tampon fosfato

Todos los reactivos y muestras fueron preparados el dia del ensayo y adicionados en el
orden presentado en el protocolo, de tal forma que la enzima xantina oxidasa se adicioné

inmediatamente antes de iniciar la lectura espectrofotométrica de cada muestra, para asi

desencadenar la reaccion.

Tabla 2-6: Protocolo para determinar la actividad captadora del radical superéxido en el

sistema xantina/ xantina oxidasa

Reactivos CF Blanco Control (uL) Blanco Muestra (uL)
control (uL) muestra (uL)

Muestra | @ ------ | —eeeee | e 10 10
Vehiculo muestra |  ------ 10 I
EDTA*NA,*2H,0 1mM 100 100 100 100

Hipoxantina 100uM 10 10 10 10

NBT 100uM 100 100 100 100

Tampon fosfato 50mM 800 700 800 700
Mezclar bien con agitacién suave

Xantina Oxidasa | 0.066U/ml | - | 100 | 100

Medir absorbancias a 560 nm, cada 20 segundos, durante 2 minutos

Cada serie con 6 réplicas

Los resultados se expresan como porcentaje de inhibicién de la reduccién de NBT:

Dénde:

%l =

[((AA)C-(AA)Bc]-[AAM-(AA)By]

[(AA)C-(AA)BC]

AA: Variacion de la absorbancia en el tiempo

Bc: Blanco del control; C: control

Bw: Blanco de la muestra; M: Muestra
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2.1.4.8 Andlisis estadistico

Los datos fueron analizados estadisticamente por ANOVA bajo un disefio de bloques
completamente al azar, utilizando el procedimiento GLM (General Linear Models de SAS
Inst. Inc., Cary, NC). Cuando se presentaron diferencias significativas se utilizé la prueba de
Tukey para diferenciar medias con P<0.05 Adicionalmente, se evalud6 la correlacién entre

las variables analizadas.

2.2 Resultados y Discusion.

2.2.1 Descripcion del color del tubérculo

De acuerdo al criterio sugerido por Gomez en el 2000 se establecié el color de cada uno de

los clones utilizados en este ensayo.

Figura 2-2: Clones de papa S. phureja usados en este estudio

2.2.2 Caracterizacion Quimica

2.2.2.1 Determinacién de acido clorogénico, acido ascorbico y fenoles totales
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Se encontraron diferencias significativas (p< 0,001) entre clones en cuanto al contenido de
acido clorogénico y ascorbico, con un rango de 174,09 a 627,48 ug/100g y 44,90 a 114,93
mg/100g, respectivamente (Tabla 2-7). En la concentracibn de fenoles totales se
encontraron diferencias significativas (p< 0.001) por efecto del clon con variaciéon entre
238,34 y 426, 96 mg EAG/100g como se observa en la tabla 2-7. Se observo que el clon
comercial CO45 es menor a los clones del banco germoplasma, especialmente con CO56
que presento el contenido mas alto (p< 0.005). Los resultados son comparables con clones
estudiados por Navarre (Navarre et al.,, 2011) donde se realiz6 un perfil de fenoles en
diferentes genotipos de papa por HPLC, encontrando rangos de &cido clorogénico de 22 a
473 pg/100 g BS. Leo en 2008 (Leo et al., 2008) también hacen referencia al rango de
acido clorogénico entre 98 y 283 ug/100 g BS. Burlingame en 2009 realizo (Burlingame et
al., 2009) un estudio de la FAO donde reporté cantidades hasta de 1570 ug/100 g BS,

resultados comparables a los obtenidos en este estudio.

En cuanto a &cido ascorbico, el clon comercial también se encuentra en pequefias
cantidades comparado con los demas clones (P<0.005). Los resultados son comparables
con Burgos en 2009 (Burgos et al., 2009) presenté en su estudio del Centro Internacional
de la Papa (CIP), un rango de 22,2-121,4 mg/100g BS en 25 genotipos evaluados. Andre
en 2007 (Andre et al., 2007) evalu6 una coleccion de 74 genotipos de papa mostrando en
acido ascorbico rangos de 217-689,47 ug/g BS, asi mismo Love en 2004 (Love et al., 2004)
reporta en 75 genotipos evaluados un rango de 11,5-29,8 mg/100g, siendo estas ultimas

menores en concentracion a los clones evaluados en esta investigacion.

Tabla 2-7: Contenido de compuestos con propiedades antioxidantes en clones de papa

Solanum phureja

Acido clorogénico Acido ascérbico (mg/100g Fenoles totales ( mg Color de la
Clon (1g/100gBS) BS) EAG/100gBS) cascara
CO033 627,48 + 96,58 a 92,88 + 6,10 abcd 340,031 + 26,52 abc Naranja
C0O34 326,49 + 50.65 bcd 70,49 + 7,73 abcd 313,41 + 18,56 abc Negruzco
CO36 232,30 £14,92 cd 62,08 + 6,02 abcd 237,64 £ 15,51 c Naranja
CO37 255,26 + 25,23 cd 68,14 + 2,28 abcd 306,98 + 12,21 abc Naranja
CO38 174,09 + 24,52 d 83,87 + 14,19 abcd 253,23 £ 17,81 bc Naranja
CO040 240,79 + 63,72 cd 44,89+ 450d 288,84 + 43,36 abc Naranja
C0O41 215,40 + 13,52 cd 78,56 + 18,7 abcd 238,33+12,03¢c Naranja
C0O45 189,30+ 14,2d 46,56 + 6,28 cd 256,30 + 5,54 bc Naranja
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CO55 382,20 + 45,53 abcd 86,61 + 12,03 abcd 309,53 + 30,33 abc Negruzco
CO56 416,34 + 66,44 abcd 86,41 + 3,68 abcd 426,96 £ 5,33 a Morado
CO57 542,03 + ab 104,69 + abc 392,30 £ 42,8 ab Rojo
CO58 258,82 +11,45cd 100,95 + 3,25 abcd 286,61 + 16,59 abc Naranja
CO59 548,73 + 88,21 ab 88,90 + 7,47 abcd 322,48 + 40,02 abc Morado
CO60 542,28 + 55,59 ab 94,96 + 6,70 abcd 308,32 + 10,37 abc Morado
CO61 309,27 + 46,35 bcd 112,73+ 11,48 ab 330,16 + 35,69 abc Rojo
C062 372,37 + 19,96 abcd 89,75 + 9,59 abcd 337,64 + 26,36 abc Rojo
CO63 445,43 + 82,79 abc 114,92 + 9,69 a 291,67 + 17,99 abc Rojo
CO64 267,62 + 10,34 cd 67,59 + 11,28 abcd 272,09 £12,02 bc Naranja
CO65 258,34 + 12,47 cd 56,11 + 7,79 bcd 265,84 8,63 bc Naranja
CO66 624,11 + 48,20 a 105,64 + 19,84 ab 244,61 +21,89 bc Rojo
CO67 229,83 + 5,64 cd 54,24 + 2,96 bcd 292,33 +42,13 abc Naranja
CO68 501,42 + 89,79 ab 101,67 + 5,69 abcd 326,32 +51,90 abc Rojo

BS: Base seca; EAG: Equivalentes de Acido Galico. Los datos se presentan como la media
de las observaciones * Error Estandar. Valores promedios de cada fila con letras diferentes

presentan diferencias estadisticas entre clones (P<0,05)

En el contenido de fenoles totales, Andre en 2007 (Andre et al., 2007) y Navarre en 2011
(Navarre et al., 2011), encontraron rangos de 149- 443 mg EAG/100g y 200 a 110 mg
EAG/100g respectivamente. Si comparamos los clones de alta cantidad de fenoles a
algunos informes publicados de la cantidad de fenoles totales que se encuentran en otros
alimentos como tomates, guisantes, cebollas, pepino, repollo, zanahorias y lechugas, las
papas muestran mejores contenidos (Figura 2-3). Ademas, las cifras de los genotipos de
papa referenciados en esta publicacién estan por encima en un 50 y 70% con respecto a
los otros alimentos estudiados (brécoli, coles de Bruselas, y espinacas). Por lo tanto, la
papa es una fuente importante de compuestos fendlicos en la dieta y se compara

favorablemente con verduras.

Un estudio evalué la contribucién de 34 frutas y verduras a la ingesta de fendlicos en la
dieta estadounidense y concluy6é que las papas fueron la tercera fuente mas importante
después de las manzanas y las naranjas (Chun et al., 2005). La variacion en el contenido
fendlico de la papa es un excelente ejemplo de la posibilidad de aumentar ain mas el
consumo de estas fuentes importantes de compuestos por su valor nutricional. Los

resultados obtenidos en cuanto al contenido de estos compuestos postulan a estos clones
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colombianos como promisorios por su valor en compuestos antioxidantes y aporte a la

nutricion, ademas este estudio es pionero en clones del banco Germoplasma de Colombia.

Figura 2-3: Contenido de fenoles totales en 14 alimentos (Navarre et al., 2011)
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2.2.2.2 Determinacion de carotenoides totales e individuales

I

En este estudio se evaluo el contenido de carotenoides con el respaldo del CIP, pero no fue

posible realizar una prueba estadistica ya que solo se tenia una réplica de campo para cada

clon, sin embargo la informacién obtenida es importante para mostrar contenidos con

respecto a otros estudios en papa. Como se observa en la tabla 2-8, los valores obtenidos
para carotenoides totales estuvieron en rango de 194,32 a 1828, 34 ug/100g BS.

Tabla 2-8: Contenido de carotenoides totales e individuales en clones de papa

ug/100g BS
Clon
Carotenoides totales Zeaxantina Luteina B Caroteno

C033 546,67 70,97 83,82

C034 222,91 14,76 55,72 16,69
CO36 682,86 58,94 94,74 ND
C037 1370,00 553,67 ND ND
C038 1234,32 545,23 ND ND
C040 1828,34 760,99 ND ND
C0o41 1353,99 617,70 ND ND
C045 1134,48 535,49 ND ND
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CO55 311,17 27,31 75,45 21,91
CO56 421,86 76,42 3514 6,24
CO57 319,01 44,80 51,91 7,72
CO58 832,46 409,30 ND ND
CO59 194,32 1,37 69,15 12,50
CO60 228,75 10,57 74,73 10,46
COo61 652,11 118,55 68,26 ND
CO62 579,41 95,79 48,78 ND
CO63 731,55 154,93 88,10 ND
CO64 1065,90 388,54 ND ND
CO65 1223,61 544,23 ND ND
CO66 968,77 174,42 111,44 ND
CO67 1301,64 516,77 ND ND
CO68 710,30 131,20 94,77 ND

ND= no disponible

También se analizaron los carotenoides individuales como zeaxantina con valores de 1,37-
760,99 ug/100g BS, luteina entre 35,14 y 111,44 ug/100g y B caroteno con rangos que van
desde 6,24 hasta 21,91 ug/100g (Tabla 2-8). Estos resultados son comparables con el
estudio realizado por Bonierbale et al en 2009 donde evaluaron 152 accesiones del Banco
Germoplasma del CIP reportando valores altos con respecto a los de este estudio ya que
para carotenoides totales ellos indican 440 a 8560 ug/100gBS, Zeaxantina 0 a 6180
pg/100g, Luteina 190 a 1190 pg/100g y B caroteno 0 a 150 pg/100g, sin embargo los
resultados son importantes para este primer estudio. Otros trabajos como el de Burlingame
en 2009 (Burlingame et al., 2009) reporta carotenoides totales de 2700 ug/100g BS. Un
estudio encontré que los cultivares de tubérculo claro tenian 27-74 ug/100g en peso fresco
de carotenoides (lwanzik et al., 1983). En Cultivos de papas diploides derivados de S.
stenotomum y S. phureja se encontr6 que contenian hasta 2000 ug/100 g en peso fresco de
zeaxantina (Brown et al., 1993) lo cual est4 de acuerdo (al pasarlo a las mismas unidades)
con el resultado de zeaxantina en esta investigacion (tabla 2-8). Un estudio de 74
variedades andinas encontré concentraciones de carotenoides totales de 3 a 36 ug/g BS
(André et al., 2007a). Asi mismo André en 2007 (Andre et al., 2007b) reporta que se realizo
un screening de 24 cultivares andinos de genotipos identificados con cerca de 18 pg/g BS
cada uno de luteina y zeaxantina y poco mas de 2 ug/g BS de 8 caroteno, y un rango en

sus genotipos evaluados de 2,83-6,81 pg/g BS.
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Estos Ultimos resultados se encuentran dentro de los rangos estimados en esta
investigacion, se exaltan los genotipos del Banco Germoplasma del CIP, ya que estos
muestran cantidades mayores en los carotenoides individuales, sin embargo los resultados
obtenidos plantean que estos clones pueden ser fuente de carotenos importantes para la
salud humana ya que actualmente hay una creciente conciencia de los beneficios para la
salud de los carotenoides en la dieta humana ademés de los carotenoides individuales con
diferentes propiedades benéficas.

La luteina y la zeaxantina (hidroxicarotenoides) son los pigmentos mas importantes de la
region amarilla de la retina humana (Landrum y Bone, 2001) y se cree que un alto consumo
de estos carotenoides pueden proteger contra la degeneracion macular relacionada con la
edad, que es una de las principales causas de ceguera en el envejecimiento de la poblacion
(Seddon et al., 1994). Por otro lado, ya que la vitamina A (retinol) es esencialmente la mitad
de la molécula de B-caroteno con una molécula adicional de agua al final de la cadena de
polieno lateral, el B-caroteno se constituye como una buena fuente para la formacién de

esta vitamina (Rodriguez-Amaya, 2001).

2.2.2.3 Relacion del color de la cascara de papa con el contenido de compuestos

Se evidencio la relacion del color de la cascara de la papa con el contenido de &cido
clorogénico y ascorbico. La concentracion de acido clorogénico fue significativamente méas
alto (p<0,001) en papas de cascara de color morado (509,91 ug/100g BS) respecto a las
demas. El contenido de &cido ascoérbico de papas con cascara rojo y morado (100,42 y
91,93 mg/100g BS, respectivamente) fue mayor (p<0,001) al obtenido en papas con
cascara naranja (69,41 mg/100g BS) y similar al de papas con cascara negruzca (78.55
mg/100g BS) (Figuras 2-4 y 2-5).

Con respecto a la concentracion de fenoles totales no se presentaron diferencias
significativas por efecto del color de la cascara. Sin embargo, se evidencia mayor cantidad
en papas de color rojo (331,36 mg EAG/100). Se establecieron correlaciones significativas
(p<0,001) entre &cido clorogénico y acido ascérbico con un coeficiente de correlacion de
0.49 asi como entre fenoles totales y &cido clorogénico con coeficiente de 0.40 (P< 0,01).
El color de la cascara mostrdé una relacion directa con el contenido de &cido clorogénico,
ascorbico y fenoles con coeficientes de correlacién de 0,59 P<0,0001; 0,42 P<0,001 y 0,37

P<0,05. Es asi como se evidencia en este estudio una marcada relacién del color de la
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cascara de la papa, y el contenido de compuestos antioxidantes, posiblemente debido al
contenido de antocianinas. En otros estudios donde se ha analizado otras especies de S
phureja se han encontrado resultados similares en cuanto al contenido &cido clorogénico y
la presencia de altos contenidos de fenoles en papas de color morado y rojo (Navarre et al.,
2011).

Figura 2-4: Relacion entre el color de la cascara y el contenido de Acido Clorogénico en los

clones de papa S. phureja
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Figura 2-5: Relacion entre el color de la cascara y el contenido de Acido Ascorbico en los

clones de papa S. phureja
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Los resultados del presente estudio presentados en la figura 2-6 son comparables con los
reportados por Navarre et al 2011, ya que ellos hacen el analisis de compuestos fendlicos
totales y acido clorogenico en 50 genotipos de papa y encuentran que los genotipos
coloreados contienen principalmente mas fenoles que los de color mas claro (Navarre et al.,

2011). En otro estudio realizado por Leri en 2011 (Leri et al., 2011), se establece la relacion
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gue hay entre el contenido de fenoles y el color de la cascara y pulpa de las papas
analizadas, se plantea que los tubérculos con pulpa de alto contenido de pigmentos
presentan el contenido mas alto de acidos fendlicos. En cuanto a la cdscara, el contenido
de fenoles se le atribuye a las antocianinas, con valores que van desde 620 hasta 2450
mg/kg. La pulpa de la variedad francesa con color violeta oscuro y la variedad italiana con
color rojo mostraron un contenido de &cidos fendlicos totales de 837 a 88,8 mg/kg y 204 a

196 mg/kg, respectivamente.

Figura 2-6: Relacion entre el color de la cascara y el contenido de fenoles totales en los

clones de papa S. phureja
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Al-Weshah en 2009 (Al-Weshah et al., 2009) establecié en un estudio, que los genotipos de
piel roja tenian mayor cantidad de acido clorogénico que las de piel amarilla o genotipo
gold, con valores de 219-279 mg/g BS. Estos resultados son similares a los encontrados en

esta investigacion con los clones de papa.

El color de la pulpa amarillo/naranja que se encuentra en algunas papas se debe a los
carotenoides (Brown et al., 1993). La coloracion anaranjada en las papas se debe a la
zeaxantina mientras que la concentracion de luteina se correlaciona bien con la intensidad
de la coloracion amarilla. Cuando la pulpa es casi blanca las papas suelen contener menos

carotenoides de los cultivares de color amarillo o naranja (Brown et al., 1993).

Los materiales de papa estudiados presentan altos contenidos de &cido clorogénico, siendo
este 4cido fendlico uno de los més representativos de acuerdo a estudios de capacidad
antioxidante (Navarre et al., 2011), asi mismo la relacién con el color sustenta la presencia

de compuestos fendlicos que pueden ser de interés en la capacidad antioxidante.
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2.2.3 Capacidad Antioxidante in vitro

2.2.3.1 Determinacién de la capacidad antioxidante FRAP, ABTS, DPPH y ORAC

Luego de determinar el contenido de compuestos se procedid evaluar la capacidad

antioxidante de los clones y asi destacar su funcionalidad.

Se encontraron diferencias significativas en cuanto a FRAP en los clones CO38, CO45,
CO55 y CO56 (P<0.0145), destacandose el clon CO56 por su alto contenido frente al clon
comercial CO45, en DPPH (P< 0.002) en los clones CO40 y CO66, en ABTS se destaca
nuevamente el clon56 por su alta capacidad antioxidante frente a la muestra comercial
C045 (P<0.002), sin embargo en ORAC no se encantaron diferencias significativas. Asi
mismo se establecieron correlaciones entre el componente quimico de los clones y la

capacidad antioxidante (Tabla 2-9).

Tabla 2-9: Capacidad antioxidante de clones de papa

FRAP mg ET/100g | ABTS ugET /g ORAC umol ET/g

Clon BS BS DPPH ug ET/g BS BS

CO33| 142,34+3357ab | 88,24+12,35ab | 112,78 +11,85 abc 44,07 +1,86 a
CO34 | 163,84 + 16,37 ab 81,80 +5,12 ab | 112,68 +18,46 abc 35,47 +4,46 a
CO36 | 125,14 +18,15 ab 78,33+587ab | 86,24 +27,93 abc 36,06 +4,82 a
CcO37 | 138,31 +13,89 ab 80,47 +7,69 ab | 114,24 +10,09 abc 31,05 +2,11 a
CO38 75,14 +18,90 b 74,43 2,35 ab 43,76 + 5,21 bc 28,98 +3,50 a
CO40 | 137,05 +32,53 ab 84,18 +9,12 ab 198,17 + 12,67 a 21,67 +4,13 a
Cco41| 15566+41,17ab | 93,65+18,81ab | 163,49 +1522ab 34,79 +125 a
Cco45| 111,96 +12,18 b 85,66 +3,22ab | 112,00+ 9,13 abc 24,86 +1,07 a
CO55 99,87 2,45 b 70,54 +9,19b | 130,26 + 16,92 abc | 32,30 +3,53 a
CO56 198,14 +3,87 a 101,58+3,49a | 178,50 + 10,58 ab 39,54 +5,27 a
CO57 | 150,01 +27,93 ab 88,22 +262ab | 175,50 +12,44 ab 37,79 +3,73 a
Cco58 | 120,69 +12,93ab | 80,97 +10,53 ab | 140,24 +24,26 abc 33,61 6,14 a
CO59 | 134,79 7,76 ab 79,69 +8,27 ab | 90,60 +15,66 abc 50,09 +1,51 a
CO60 | 150,21 +9,28 ab 82,71+2,10 ab | 148,21 19,17 abc 47,48 2,04 a
CO61 | 131,42+2946ab | 87,44+1584ab | 91,54 +17,01 abc 35,65 +5,25 a
Cco62 | 184,52+3515ab | 97,57 +13,07ab | 146,10 +14,94 abc 35,73 +3,97 a
CO63 | 154,79 +26,84 ab 93,57 +2,21 ab 53,18 +18,35 bc 40,22 +7,32 a
CO64 | 165,19+20,76ab | 8557 +10,37ab | 179,28 +8,27 ab 46,90 +6,11 a
CO65 | 128,19 +23,23 ab 79,00 9,06 ab | 168,72 £22,51 ab 27,23 +258 a
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CO66 163,21 +30,53 ab 99,45 £10,49 ab 21,14 +3,19 ¢ 42,81 +6,44 a
CO67 125,23 +28,09 ab 73,93 £11,58 ab 170,27 +10,20 ab 28,72 +5,98 a

CO68 142,01 +£36,89 ab 76,79 £16,39 ab 79,87 £19,13 abc 53,06 +6,00 a
BS: Base seca; ET: Equivalentes Trolox. Los datos se presentan como la media de las

observaciones + Error Estdndar. Valores promedios de cada fila con letras diferentes

presentan diferencias estadisticas entre clones (P<0,05).

Numerosos articulos publican una alta capacidad antioxidante de los tubérculos de papa
(Sosulski et al., 1982; Mattila y Hellstrém, 2007; Lachman et al., 2008) donde se exponen
correlaciones entre la capacidad antioxidante, el contenido de fenoles y el color del
tubérculo. Rodriguez de Sotillo (Rodriguez De Sotillo et al., 1994) y Singh (Singh y Rajini,
2004) también midieron las propiedades antioxidantes en muestras de cascara de papa,
obteniendo que la cantidad de fenoles encontrados en la cascara usada en sus
experimentos y la actividad frente al radical DPPH dependian directamente, esto se puede
atribuir a su capacidad de donar hidrégeno y un electrén a radicales hidroxilo, peroxilo y
peroxinitrito, estabilizandolos y transformandose en una molécula radicalaria relativamente
estable (Heim et al., 2002). Autores anteriores (Tanaka et al., 1988; Pin-Der et al., 1999;
Pin-Der, 1998) han observado una correlacion directa entre la actividad antioxidante y el
poder reductor de ciertos extractos de plantas con el contenido de compuestos fendlicos.
Las propiedades de la reduccion se asocian generalmente con la presencia de reductores
como el acido ascorbico (Pin-Der, 1998), y ha demostrado ejercer una accion antioxidante
al romper la cadena de los radicales libres mediante la donacion de un atomo de hidrégeno
(Gordon, 1990).

Al-Weshahy en 2009, (Al-Weshahy et al., 2009) mostré que en genotipos de papa de color
rojo la capacidad antioxidante medida a través de ABTS estaban en un rango de 0,28 a

0,55 mM ET/g, resultados similares a los obtenidos en el presente estudio (Figura 2-8).

En un estudio que se realiz6 en papas bolivianas denominadas chufios (Pefarrieta et al.,
2011) se llevé a cabo el ensayo de ABTS resultando rangos de 0,4-2,7 umol ET/g, que son
similares al compararlos con los del presente estudio (Tabla 2-8), sin embargo los
resultados reportados por Xu en 2009 (Xu et al., 2009) que presentan actividad ABTS de
6800-11000 umol ET/g en extractos de metanol-agua, son mas altos por el medio de

extraccion. La actividad de los antioxidantes hidrofilicos puede ser en gran parte
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relacionada con el contenido de fenoles solubles en agua presentes en los extractos de
papa.

En este mismo estudio (Xu et al., 2009) la actividad antioxidante DPPH de cascara de papa
en cuatro genotipos presenté un rango de 0,14 a 2,26 mg ET/g de papa. Asi mismo se
reportan resultados de Nara en 2006 (Nara et al., 2006) donde se presenta una actividad
DPPH en la cascara de la papa y se compara con la de su pulpa, siendo esta notablemente
inferior (0,28) comparada con la cascara 5,7 pmol Equivalentes de acido ferulico/g BS. Es
importante mencionar que en este trabajo se reporta la actividad antioxidante de la papa
completa, por tanto los valores van a ser menores en relacion a la actividad de la cascara
sola, esta actividad antioxidante en los clones de papa mostré rangos de 21,137-179,281
pg ET/g. La actividad antioxidante DPPH segun reportes de Lachman (Lachman et al.,
2008) se da en mayor proporcion en tubérculos de color purpura-violeta que en amarillas.

Para la actividad captadora de radicales oxigeno (ORAC), en este estudio se presentan
rangos entre 21,67-47.48 umol ET/g BS (tabla 2-9) sin diferencias significativas entre
clones. Sin embargo, se encontré relacion entre la actividad ORAC y el color de la papa
(Figura 2-7). Estos resultados estan de acuerdo con lo reportado por Andre en 2009 (Andre
et al., 2009) donde se dan rangos de 24,7-346,5 umol ET/g BS y donde se muestra que la
actividad ORAC fue mayor en genotipos de color purpura oscuro, purpura y seguida de rojo
(Figura 2-7).

En otro estudio de Andre en 2007 (Andre et al., 2007), evalué 74 genotipos de papa,
encontrando rangos de ORAC de 28,25 a 250,67 umol ET/g BS. Los clones de S. phureja
se encuentran en niveles medios de esta actividad con respecto a estos estudios. Sin
embargo, en una investigacion presentada por Xu en 2009 (Xu et al., 2009) donde se hace
coccion de los diferentes genotipos de papa, se obtiene resultados contrastantes con
rangos de 6,92-18,82 umol ET/g BS. Los datos obtenidos en este estudio sobre el poder
reductor de la papa (75,14- 198,13 mg ET/100g BS) sugieren que es probable que

contribuya significativamente hacia el efecto antioxidante observado.

Al-Weshahy en 2009 (Al-Weshahy et al., 2009), muestra que los coeficientes de correlacién
entre los compuestos fendlicos en las muestras de cascara de papa y la capacidad
antioxidante por FRAP (0,91), TEAC o ABTS (0,99) y FRSA o DPPH (0,95), en este

estudio se correlacioné el acido ascorbico y clorogénico con ORAC (0,40 y 0,46



Composicién quimica y Capacidad Antioxidante in vitro de clones de Solanum phureja 41

respectivamente) como se observa en la tabla 2-10. Los resultados reportados por Al-
Weshahy, presentan una actividad de FRAP en rangos de 0,43-1,07 mg/100g BS, que al
ser comparados con los de este estudio son menores (Tabla 2-9), lo que indica una alta
reduccion en el estado de valencia de los iones de hierro, por parte de los clones de papa,
siendo mejores cuanto a esta actividad antioxidante.

Se encontraron diferencias significativas (P<0,05) entre clones en cuanto a su actividad
ORAC y ABTS dependiendo del color de la cascara (Figuras 2.7 y 2.8). Se observé que en
papa de cdscara morada se presenta una mayor capacidad antioxidante ORAC con
respecto a las de cascara amarilla y la capacidad antioxidante ABTS se ve aumentada en

color de cascara roja con respecto a la negruzca.

Tabla 2-10: Correlacion entre los compuestos antioxidantes y capacidad antioxidante
ORAC

ORAC
Acido Clorogénico | 0,46 (P=0,0006)
Acido Ascorbico | 0,40 (P=0,0025)

Figura 2-7: Relacion entre el color de la cascara y la capacidad antioxidante ORAC en

ecotipos de Solanum phureja
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Figura 2-8: Relacion entre el color de la cascara y la capacidad antioxidante ABTS en

ecotipos de Solanum phureja
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En un estudio de Al-Weshahy en 2009 (Al-Weshahy et al., 2009) menciona que los
extractos de piel de papa de color rojo reducen el mas que los extractos de las variedades
de papa de color amarillo y blanco, similar a los resultados obtenidos en esta investigacion

con clones colombianos.

La actividad que reportan estas pruebas con radicales sintéticos fue importante y para
complementar la informacién acerca de la actividad captadora de radicales libres por parte
de la papa se llevaron a cabo ensayos de captacion de radicales hidroxilo, peroxilo y
superoéxido. Para esto fue necesario realizar un andlisis de puntuacién 6 scoring el cual
consistioé en darle igual valor a cada prueba debido la importancia y la informacion relevante
de cada una, pero se tuvo como base el valor mas alto y mas bajo de cada una . En la tabla
2-11 se observa la puntuacion que se le da a cada uno de los clones donde el puntaje mas
bajo se le asign6 0,1 0,5 al nivel medio y 1,0 al mas alto. Se seleccionaron los siguientes
clones: CO40, CO56, CO62, CO64 (valores altos), CO34, CO65, CO67, (valores medios)
C038, CO55 y CO63 (valores bajos) para realizar los otros ensayos de capacidad

antioxidante.

Tabla 2-11: Analisis de puntaje de los clones de papa con base en su actividad

antioxidante.

Clon Muestra | ORAC | FRAP | DPPH | ABTS | ORAC | FRAP | DPPH | ABTS | PUNTAJE
15060204 | CO56 | 39,5 |198,1|178,5[101,6| 05 1,0 0,5 1,0 102
CO62 | 35,7 |184,5|146,1| 976 | 05 1,0 0,5 1,0 93
CO40 | 21,7 [137,1]198,2| 84,2 | 0,1 0,5 1,0 0,5 78
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CO64 | 46,9 |165,2|179,3| 856 | 10 0,5 0,5 0,5 65
CO60 | 475 |150,2]148,2| 82,7 | 1,0 0,5 0,5 0,5 60
COo57 | 37,8 |150,0[1755| 882 | 0,5 0,5 0,5 0,5 56
CO41 | 34,8 |155,7]1635| 936 | 05 0,5 0,5 0,5 56
CO66 | 428 |163,2| 21,1 | 995 | 05 0,5 0,1 1,0 51
CO59 | 50,1 |134,8| 906 | 79,7 | 1,0 0,5 0,5 0,5 51
CO68 | 53,1 |142,0] 799 | 768 | 1,0 0,5 0,5 0,5 51
15062586 | CO65 | 27,2 |128,2|168,7 | 79,0 | 05 0,5 0,5 0,5 50
CO67 | 28,7 |125,2|170,3| 739 | 05 0,5 0,5 0,5 50
CO34 | 355 |163,8|112,7| 818 | 05 0,5 0,5 0,5 49
CO33 | 44,1 |142,3]1128| 882 | 05 0,5 0,5 0,5 48
CO58 | 33,6 |120,7]140,2| 810 | 05 0,5 0,5 0,5 47
CO37 | 31,1 |138,3|114,2| 805 | 05 0,5 0,5 0,5 46
CO61 | 356 |1314| 915 | 874 | 05 0,5 0,5 0,5 43
CO45 | 249 |112,0|1120| 857 | 05 0,5 0,5 0,5 42
CO36 | 36,1 |125,1| 86,2 | 783 | 0,5 0,5 0,5 0,5 41
CO63 | 40,2 [154,8| 53,2 | 936 | 05 0,5 0,1 0,5 37
CO55 | 32,3 | 99,9 |130,3| 705 | 05 0,1 0,5 0,1 25
15062591 | CO38 | 29,0 | 75,1 | 438 | 744 | 05 0,1 0,1 0,5 16

2.2.3.2 Captacion del Radical Peroxilo, Hidroxilo y superéxido

Con base en la seleccion realizada se llevd a cabo la capacidad antioxidante de tres
radicales especificos: Peroxilo, hidroxilo y superéxido. En cuanto a la actividad de captacion
de peroxilo expresado como % de inhibicion de lisozima, se presentaron diferencias
significativas entre clones, mostrando porcentajes de inhibicién de 5 a 31%, donde el patrén
utilizado (Ascorbato) presentdé una inhibiciéon del 20% (tabla 2-12), actividad similar a la
reportada por otros estudios (Ospina, 1995; Mora, 2009). Esto indica una buena captacion
del radical peroxilo por parte de los clones de papa que puede deberse a los compuestos
fendlicos existentes en cascara y pulpa. Los porcentajes de inhibicion enzimatica no
superaron en ningun caso el 32%. Lo que supone que aun después del dafio por radicales
peroxilo y/o la posible interferencia negativa de los extractos de las papas, la actividad
“residual” de la enzima seria superior al 66%. Visto desde la efectividad de los extractos
para captar radicales peroxilo, y teniendo en cuenta que la concentracion final de los
extractos en este ensayo fue de 100 pg/ml, entonces la CE50 (concentracion efectiva 50
para inhibir el dafio lipoperoxidativo a la lisozima) seguramente es muy inferior a 100 pg/ml,
un valor promisorio cuando se trata de muestras con un tratamiento de extraccion muy

simple. Segun este ensayo, la actividad del clon CO64 puede considerarse excelentes
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como efecto protector frente a la enzima. En un grupo siguiente de efectividad se ubicarian
los clones 56 y 67 (tabla 2.12).

Tabla 2-12: Captacion de radicales Peroxilo, Hidroxilo y Superéxido por clones de papa S,

phureja
Muestra | % Inhibicion Lisozima | % de captacion hidroxilo | % Inhibicion NBT
patrén 20,18 +3,13 100 +0,51 102,59 +3,17
CO34 27,00 +3,08 73,01 +0,57 37,86 + 5,05
CO38 27,93 1,02 -35,35 15,17 35,71 + 2,27
C040 24,09 +0,70 -58,03 +1,10 41,53 + 2,08
CO55 29,76 +2,23 1,79 £0,77 55,55 + 4,90
CO56 12,41 £1,17 74,30 £0,45 43,47 + 2,27
C062 30,66 +2,86 58,93 +0,50 37,00 + 1,97
CO63 31,36 +0,68 17,05 £1,97 42,83 + 3,19
CO64 5,08 +0,93 40,90 +2,23 43,26 + 2,91
CO65 28,21 £2,17 -31,77 £1,76 43,47 + 1,97
CO67 13,14 +2,86 16,58 +2,42 41,85+ 1,49

Los datos se presentan como la media de las observaciones + Desviacion Estandar.

Tabla 2-13: Actividad de absorbancias con respecto al control en la captacion de radicales

Peroxilo, Hidroxilo y Superdxido por clones de papa S, phureja

A Absorbancia (x 1000) | Absorbancia (x 1000) | Absorbancia (x 1000)
Muestra A=450 nm A=532 nm A=560 nm
control 14,33 £ 2,04 497 + 18,59 0
patron 98,5 + 26,14 71,83 £6,28 12 + 2,45
CO34 166,67 + 2,07 112,67 27,73 62,2 +5,17
CO38 153,17 +30,27 588 +22,29 64,5 +5,57
C0O40 140,67 +8,92 672 +11,71 60,25 +3,40
CO55 139,67 £17,72 555,67 +16,91 57,25 17,44
CO56 24,17 +8,17 446,83 +23,33 59 +12,90
C062 152,83 + 4,17 204 +37,17 62,5 +6,70
CO63 156,17 +4,00 382 +36,58 56,75 6,95
CO64 11,67 £2,65 292,6 +10,26 56,4 +7,50
CO65 148 +26,88 596,8 +7,37 58,5 +6,66
CO67 139,83 +21,73 131,17 + 29,63 59,25 19,33
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En cuanto al radical hidroxilo, durante el ensayo control, en ausencia de &cido ascérbico, se
determiné si las muestras probadas muestran un comportamiento reductor similar al del
ascorbato, que pudieran llegar a generar radicales hidroxilo que degraden la desoxirribosa o
si la muestra posiblemente interfiere con la desoxirribosa. En el ensayo principal claramente
se muestra la actividad captadora del radical hidroxilo presentada por el patron DMSO,
como lo describen anteriores trabajos. Se presentaron diferencias entre clones con
porcentajes de inhibicion de 16 a 73%. En el clon 56 se observa un porcentaje alto frente al
patron DMSO, siendo este clon promisorio frente a esta actividad. Clones como CO64 y
CO34 tuvieron una captacion importante de 40 y 73% respectivamente. Los resultados
negativos de la captacién de este radical estan relacionados con la actividad prooxidante
(efecto reductor o interferencia con la desoxirribosa) que logra enmascarar la actividad
captadora que pudiesen llegar a tener las muestras, esta actividad se puede evidencias en
las absorbancias de la tabla 2-13. De acuerdo con los resultados obtenidos tanto en el
ensayo principal como en el de control, la actividad captadora de radical hidroxilo puede ser
considerada excelente para el clon CO56 y teniendo en cuenta los resultados obtenidos
tanto para la captaciéon del radical peroxilo como la del radical hidroxilo, puede decirse que
este clon tiene un excelente potencial antioxidante in vitro. Con una menor actividad pero

buenos resultados se resalta el Clon 64 (Tabla 2-12).

Para la captacién de radicales superéxido, los resultados obtenidos presentan diferencias
significativas entre clones y con respecto al patrén n-propilgalato, con rangos de inhibicién
de NBT de 35-55%, mostrando resultados promisorios en el clon CO55 con una captacion
de 55% de este radical, seguido por CO56 y CO64. Estos resultados son importantes ya
que el radical superoxido se es una especie muy dafiina para los componentes celulares y
es precursor de otras especies reactivas de oxigeno (Halliwell y Gutteridge, 1985) ademas
se puede producir in vivo e interviene en la formacién de H,O, a través de una reaccion de
dismutacion. Por otra parte, la conversion de H,0O, en méas especies reactivas, por ejemplo,
el radical hidroxilo, ha sido pensado para ser uno de los efectos desfavorables causados

por los radicales superoxido (Halliwell, 1991).

La actividad de captacion del radical hidroxilo se relacioné con el color de la cascara de los

tubérculo, con diferencias significativas (Figura 2-9).

Figura 2-9: Relacién de la captacion del radical hidroxilo con el color de la cascara
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Se establecieron correlaciones entre los compuestos presentes en los clones vy la actividad
de captacion de radicales hidroxilo con los respectivos coeficientes (tabla 2.14)

Tabla 2-14: Correlaciones entre la captacion de radicales hidroxilo con componentes y

actividad antioxidante de clones de papa.

Ensayo Hidroxilo
Acido Clorogénico 0,49 P<0,05
Fenoles 0,43 P< 0,05
Intensidad del Color de la cascara 0,63 P<0,001

Este resultado es esperado ya que el modo de accién de los polifenoles, los grupos OH de
los anillos pueden donar un hidrégeno y un electr6n a radicales hidroxilo, peroxilo y
peroxinitrito, estabilizandolos y transformandose en un radical relativamente estable (Heim
et al., 2002) También son capaces de quelar metales, formando complejos que, aun asi,

mantienen la capacidad antioxidante.

2.3 Conclusiones

El mejor clon de papa fue el CO56 siendo superior a papa criolla comercial en acido

ascorbico, (46%), acido clorogénico (48%) y fenoles totales (39%)

La capacidad antioxidante del Clon CO56 fue mejor con respecto a papa criolla para ABTS
(16%) , FRAP(43%) DPPH (37%) y ORAC (35%)
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La captacion de radicales peroxilo fue mejor para los clones CO56 (88%) y CO64 (95%)
comparado con PG (80%)

ORAC se relacion6 positivamente para papas moradas y la captacion de radicales hidroxilo

para los clones rojos.

El contenido de acido clorogénico presentd correlacidn positiva con la actividad antioxidante

ORAC y con la captacién de radicales hidroxilo
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3 Evaluacidn del estatus antioxidante por
Solanum phureja en ratas con sindrome
hepatotdxico

La intoxicacion por CCl, en animales es un modelo experimental que imita el estrés
oxidativo en muchas situaciones fisiolégicas (Ivor y Schneider, 2005). Diversos estudios han
demostrado que esta intoxicacién provoca la generacién de radicales libres en muchos
tejidos como higado, rifidn, corazon, pulmon, testiculos, cerebro y sangre (Rechnagel et al.,
1989; Kumar et al., 2005; Khan y Ahmed, 2009, Khan et al, 2009). El paso inicial en la
lesion tisular inducida por tetracloruro de carbono es el citocromo P450. Este proceso esta
mediado por la transferencia de un solo electrén al enlace C-Cl, a un anién radical como
intermediario transitorio que elimina el cloro para formar un 4tomo de carbono radical, el
radical triclorometilo (CCls¢) y cloruro libre (Slater, 1984; Halliwell y Gutteridge, 1984). El
radical triclorometilo puede dismutar al cloroformo y se une a macromoléculas provocando
un ataque a acidos grasos poliendicos en las membranas celulares. Los atomos dobles de
hidrogeno alilico en estos acidos son particularmente susceptibles a la abstraccion de los
radicales libres, generando cloroformo y radicales secundarios de lipidos que reaccionan
rapidamente con el oxigeno molecular para formar radicales peréxido con lipidos,
produciendo asi radicales carbonilo como aldehidos y cetonas. El radical triclorometilo
puede reaccionar también con el oxigeno para formar el radical libre peroxitriclorometil (¢
CCl;0,). Estos radicales libres pueden unirse con acidos grasos poliinsaturados,
formaciones alquilo (R) y los radicales peroxilo (ROO-), generando peroxidacion de lipidos,
y por tanto dafios en la membrana celular induciendo finalmente, lesién hepatica o necrosis
(Weber et al., 2003). Ademés, se afecta la produccion de enzimas como Superéxido
dismutasa, Catalasa y Glutation Peroxidasa, entre otras, asi como el aumento de los niveles

séricos de Alanina Transaminasas (ALT) y Aspartato Transaminasas (AST). En este estudio
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se quiso evaluar enzimas antioxidantes, marcadores bioquimicos de toxicidad y el posible

efecto hepatoprotector de la papa.

3.1 Implementacion del modelo de hepatotoxicidad
inducida con Tetracloruro de Carbono (CClj.)

3.1.1 Metodologia

Se empled el modelo de hepatotoxicidad descrito por Lin en 1998 (Lin et al., 1998), con
algunas modificaciones. Se indujo un dafio hepatico por la administracién de tetracloruro de
carbono CCl, con el propésito de determinar si los liofilizados de papa, en un esquema de
tratamiento curativo, podrian disminuir la hepatoxicidad generada. Como marcadores del
dafio producido se evaluaron parametros asociados al estrés oxidativo en plasma como
FRAP (Ferric Reducing Ability of Plasma) y en higado como las enzimas Catalasa y
Superdxido Dismutasa, asi como la peroxidaciéon lipidica y la oxidacion de grupos
carbonilos. Se ha establecido que la biotransformacion del CCl, por el sistema citocromo P-
450 produce el radical libre triclorometileno ‘CCl;. Este radical libre puede reaccionar con el
oxigeno para formar el radical triclorometilperoxilo, el cual puede atacar los lipidos de la
membrana del reticulo endoplasmico, lo que desencadena una peroxidacion lipidica y por
consiguiente una perturbacién en la homeostasis del calcio y otros cambios que finalmente
resultan en la muerte celular. Un compuesto que actie como antioxidante podria disminuir

el dafio producido por esta hepatotoxina por diferentes mecanismos.

3.1.1.1 Protocolo Experimental

El ensayo se desarroll6 con un modelo de bloques completos al azar, bloqueando por peso.
Este tuvo una duracion de 5 dias, tomando el primero para pesaje, distribucion aleatorizada
entre tratamientos y preparacion de los animales para el experimento. El dia 2 en la
mafana se les administré una dosis de CCl, de 2 ml/Kg y ocho horas después se inici6 la
administracion de los tratamientos (Tabla 3.1), repitiéndose hasta el dia 5 dos veces al dia
(mafana y tarde) en dosis de 500 mg/Kg- dia. Paralelamente se llevé a cabo un ensayo
control sin CCL, para evaluar la posible toxicidad de las muestras. El dia 6, luego de tomar

muestra de sangre por puncion cardiaca, los animales fueron sacrificados por dislocacion
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cervical. El higado fue extraido, pesado y almacenado hasta su procesamiento para la

determinacion de marcadores del estrés oxidativo.

Animales: Se usaron ratas Wistar entre 220-240 g de peso, estas fueron proporcionadas
por el Bioterio del Departamento de Farmacia de la Universidad Nacional de Colombia.
Estos se manipularon en condiciones de temperatura y luz controladas (21 +2 °C; periodos
de 12 horas luz/ oscuridad). Se mantuvieron en ayuno el dia antes de la primera
administracion y seguido de esto con alimento (Rodentina® y agua ad libitum. El cuidado y
manipulaciéon de los animales se rigié bajo protocolos estandarizados y con la aprobacién
del Comité de Etica de la Facultad de Ciencias.

Preparacion de las muestras: Con los resultados encontrados en los ensayos de capacidad
antioxidante in vitro, se seleccionaron 2 clones uno con la mayor y otra la menor capacidad
antioxidante con el fin de hacer un andlisis de comparativo de estos dos: CO56 y CO67
respectivamente. Se utiliz6 como patron de referencia Silimarina, un antioxidante natural
derivado del cardo mariano. Estos liofilizados fueron suspendidos antes de cada
administracién en un vehiculo compuesto por 10% propilenglicol, 10%glicerina y 80% agua.

Tabla 3-1: Distribucién de grupos en el ensayo de hepatotoxicidad inducido en ratas Wistar
por CCl4

Grupo Tratamiento
1(VH) CCl4 + Vehiculo
2 (SI) CCl, + Silimarina (200 mg/kg-dia)
3 (CO56) CCl, + CO56 (500 mg/kg-dia)
4 (CO67) CCl, + CO67 (500 mg/kg-dia)
5 (E) Aceite de Oliva + CO56 (500 mg/kg-dia)
6 (F) Aceite de Oliva + CO67 (500 mg/kg-dia)
7 (V) Aceite de Oliva + Vehiculo

3.1.1.2 Tratamiento de muestras biol6gicas obtenidas

Las muestras de sangre fueron recolectadas en tubos seroldgicos sin anticoagulante. Se
centrifugaron a 3000 rpm para obtener el suero y luego fueron almacenadas a 4 °C hasta
llevar a cabo los andlisis bioquimicos. Los higados fueron homogenizados para luego

realizar los ensayos de estrés oxidativo, como se observa en la Figura 3.1.
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Figura 3-1: Esquema general del tratamiento de las muestras de higado y plasma

obtenidas de ratas Wistar en el ensayo de hepatotoxicidad inducido por CCl,.

Ratas Wistar Hembras
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3.1.1.3 Estimacion de parametros bioguimicos en sangre.

Con las muestras de sangre extraidas de las ratas de cada tratamiento se analizé el

contenido de Aspartato Transaminasa (AST), Alanina Transaminasa (ALT), Fosfatasa
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Alcalina (FA) y urea. Estos analisis fueron realizados por el laboratorio clinico de la Facultad
de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la Universidad Nacional de Colombia.

3.1.1.4 Cuantificacién de proteinas

A cada una de las fracciones de las muestras de sangre e higado empleadas en la
determinacion de los marcadores de estrés oxidativo se les cuantifico el contenido de
proteina mediante el método de Bradford (Bradford, 1976). Este método se basa en la
reaccion del azul brillante 6 6 “azul de coomasie” con las proteinas en un medio alcohdlico-
acido para formar un complejo azul “proteina-colorante”, el que es medido a 595 nm y cuya
intensidad es proporcional a la concentracion de proteina. El ensayo se efectu6 en
microplacas a un volumen final de 250 uyl y se compar6é con una curva de estandar de
albumina segun el protocolo descrito en la Tabla 3.2. Para la cuantificacion de las muestras
de higado y plasma se emplearon alicuotas de 50 pl de la dilucién con agua 1:400 de los

respectivos homogenados.

Tabla 3-2: Protocolo para la determinacion de proteina en higado y sangre

Reactivo Ci Blanco Patréon Muestra Cf
Patrén de 100 pg/ml | - 0yl | - 4 ug/ml
albumina 20* pl 8 pg/ml
30* ul 12 pg/ml
40* pl 16 pg/ml
50 pl 20 pg/ml
Agua | = - 50 ul L e
destilada
Muestra Dilucibn | - | e 50l | -
1:400
Reactivode | ~ ----- 200 pl 200 pl 200 | e
Bradford
Leer inmediatamente a 595 nm

Completar a volumen de 50 pl con agua destilada.
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3.1.1.5 Determinacion de marcadores de estrés oxidativo

3.1.1.5.1 Cuantificacion de la capacidad antioxidante total plasmética mediante el método
de la Capacidad del Plasma para Reducir el Hierro (FRAP “Ferric Reducing
Ability of Plasma”).

Este método cuantifica la capacidad de los antioxidantes contenidos en una muestra para

reducir el tripiridil-triazina férrica (Fe*-TPTZ) a la forma ferrosa (Fe?"), la cual absorbe a 593

nm (Benzie y Strain, 1996).
Se prepararon la siguientes soluciones:
Reactivo FRAP se preparé diariamente, mezclando:

= Solucién A: 10 volimenes de buffer acetato 300 mM (pH 3.6).
= Soluciéon B: 1 volumen de TPTZ (2,4,6-tripiridil-s-triazina) 10 mM en HCI 40 mM.
= Solucién C: 1 volumen de FeCl; 20 mM.

Dilucién de la muestra 1:37 de agua desionizada

Lectura de la muestra

200 pL de reactivo FRAP
Medir la absorbancia a 593 nm
Adicionar 30 uL de agua desionizada
Adicionar 20 uL de la diluciéon de la muestra
Medir la absorbancia a 593 nm a los 4 minutos.

Lectura del Blanco de la muestra

230 pL de agua desionizada.
Adicionar 20 pL de la dilucion de la muestra.
Medir la absorbancia a 593 nm a los 4 minutos.

El blanco de reactivo y el blanco de la muestra se restan de la absorbancia final después de
los 4 minutos y el resultado es comparado con una curva estandar preparada empleando
diferentes concentraciones (100-1000 umol/L) de FeSO4 en agua desionizada siguiendo el
procedimiento descrito. La capacidad antioxidante plasmatica total se expres6 como mg de

FeSO4 por miligramos de proteina de la muestra.
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3.1.1.5.2 indice de oxidacién de proteinas: Cuantificacion de grupos carbonilo de las
proteinas

Algunas Especies Reactivas de Oxigeno (ERO) inducen modificaciones que pueden
resultar en la alteracion inmediata o posterior de la estructura de la proteina y su
inactivacion, que al final repercute en la pérdida de funciones a nivel celular. Muchos tipos
diferentes de modificaciones oxidativas de proteinas pueden ser inducidas por EOR. La
carbonilacién es una modificacién irreversible de tipo no enzimético. Los grupos carbonilo
son introducidos en las proteinas por una variedad de vias oxidativas. Las EOR pueden
reaccionar directamente con la proteina o con moléculas como azucares y lipidos,
generando productos (especies de carbonilo reactivas) que pueden reaccionar con la
proteina y llevar a la formacién de los derivados carbonil (aldehidos y cetonas). Los
estudios acerca de la formacién de los carbonilos de las proteinas no han diferenciado entre
los que han sido producidos a través de la reaccién directa de oxidacion y los formados por
la adicion de moléculas previamente oxidadas, por lo que el contenido de grupos carbonilo
de las proteinas debe ser considerado como un amplio marcador de la oxidaciéon
(Baltacioglu et al., 2008).

Los grupos carbonilo fueron determinados mediante la técnica de Levine et al., 1990) con
leves modificaciones utilizando 2,4-dinitrofinilhidrazina (DNPH) de acuerdo con lo descrito

por Baltacioglu en 2008 (Baltacioglu et al., 2008):
Se prepararon las siguientes soluciones:

= Solucién de HCI 2M

» Solucion A: DNPH 10 mM en Solucién de HCI 2M
»  Solucion B: TCA 20% frio.

=  Solucion C: Etanol: etil acetato (1:1)

= Solucién D: Guanidina 6M

Lectura de la muestra

50 pL de la muestra
Adicionar 250 pL de solucién A
Homogenizar
Reposar una hora a temperatura ambiente, agitando cada 15 min
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Adicionar solucion B
Mantener a 4°C por 15 min
Centrifugar a 11000 rpm por 5 min
Eliminar sobrenadante
Lavar pellet con 1 ml de Solucién C
Centrifugar durante 7 min a 3000 rpm
Repetir lavado y centrifugado 3 veces
Disolver el pellet en la soluciéon D
Incubar a 37 °C durante 10 min
Leer absorbancia a 360 nm

Los contenidos de grupos carbonilo fueron calculados empleando un coeficiente de
absortividad de 22,000M™“cm™. Cada muestra fue leida frente a su muestra control (tratada
con HCI 2M y no con solucién A). El contenido de grupos carbonilo de las proteinas fue

expresado como nmol/g proteina.

3.1.1.5.3 Iindice de peroxidacion lipidica: Cuantificacion de sustancias que reaccionan con
el Acido Tiobarbitarico: TBARS

El estrés oxidativo incrementado y el pobre estatus antioxidante lleva al incremento de la
peroxidacion lipidica en los tejidos de los animales intoxicados. Las elevadas
concentraciones de peroxidos lipidicos pueden propagar el dafio oxidativo por el incremento
de radicales peroxi e hidroxilo, contribuyendo al deterioro funcional de los diferentes

organos (Ramachandran et al., 2004).
Se preparan las siguientes soluciones:

= Solucién A: Tampdn fosfato 50 mM pH 7,4

= Solucion B: Acido Tricloro Acético (TCA) 10%

= Solucién C: Acido Tiobarbitdrico (TBA) 0,67%

= Solucion patrén de malondialdehido (MDA) 10-100nM

Dilucion de la muestra 1:10000
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Lectura de la muestra

450 pL del homogenado de higado
Adicionar 50 pL de solucion A
Adicionar 1 ml de solucion B
Centrifugar a 10000 rpm durante 10 min a 4°C
Tomar 1 ml de sobrenadante
Adicionar solucién C
Calentar a 92°C durante 30 min
Enfriar en bafio de hielo
Medir la absorbancia a 532 nm

Los resultados fueron expresados en nmol MDA/ mg de proteina con base en la curva de

calibracién realizada.

3.1.1.5.4 Cuantificacion de la actividad enziméatica de la Superéxido Dismutasa SOD.
La actividad de la SOD en las muestras fue determinada utilizando el ensayo de la
riboflavina-o-dianisidina descrito por Paynter en 1980 (Paynter, 1980).

Se prepararon las siguientes soluciones

= Solucion A: Tampon de fosfatos, pH 7,8, 50 mM

» Solucion B: EDTA 0,1mM

=  Solucion C: o-dianisidina diclorhidrato 6M en agua

= Solucion D: Riboflavina 0,29 mM

= Solucion E: Mezcla de reaccion: 2,7 de Ay B, 0,1 ml de C y 0,1 ml de D. Es estable por 12

horas si se almacena a 4°C y protegida de la luz.

Lectura de la muestra

200 pL de la mezcla de reaccién E
Adicionar 4 uL del homogenado y/o su dilucién
Incubar durante 5 min a 25°C en la oscuridad
Leer absorbancia a 415 nm

Exponer la placa a una luz de fluorescencia ubicada 5 cm de distancia durante 8 min
exactos
Leer absorbancia a 415 nm
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Para la construccion de la curva de calibracion se reemplaz6 la cantidad de muestra
adicionada por Superdxido dismutasa SOD a diferentes concentraciones dentro de un
rango de 0,01-1 U/ml. Por interpolacién en esta curva se determind la cantidad de SOD
presente en los homogenados de higado.

Los resultados fueron expresados como Unidades de SOD / mg de proteina con base en la

curva de calibracion realizada.

3.1.1.5.5 Cuantificacion de la actividad enziméatica de la catalasa.

Este método de cuantificaciéon empleado, descrito por Aebi (1984), se basa en el continuo
incremento en la absorbancia que presenta en la region ultravioleta el H202 al disminuir la
longitud de onda. La descomposicion del H202 puede ser seguida directamente por el
decrecimiento en la absorbancia a 240 nm. La diferencia en absorbancia por unidad de

tiempo es una medida de la actividad catalasa.

La actividad de la catalasa fue cuantificada de acuerdo al método de Aebi (1984). El
principio del ensayo es basado en la determinacién de la constante de velocidad, K,
(unidades: segundo™) para la descomposicion de peroxido de hidrogeno, mediante la
cuantificacién del cambio de absorbancia por minuto. Las actividades se expresan como k

(constante de velocidad) por miligramo de proteina.
Se prepararon las siguientes soluciones:

= Solucion A: Buffer fosfatos 50 mM, pH 7.0.

= Solucion B: Peréxido de Hidrogeno 30 mM.
Dilucién de la muestra: Realizar una dilucion 10:90 con buffer fosfato pH 7.0 del
homogenado del tejido a evaluar inmediatamente antes de ser usada, para evitar la

descomposicién en subunidades de la enzima.

Lectura de muestra

250 pL de Solucion B H,0,
Adicionar en la microcelda de cuarzo a utilizar
Adicionar 5uL de homogenado o su dilucién
Adicionar 45 pL de solucion A
Medir inmediatamente el cambio de absorbancia durante 30 s a 240 nm
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La cantidad de catalasa se expresé como cambio de absorbancia por mg de proteina del
homogenado.

3.1.1.6 Analisis Histopatologico

Los tejidos del higado, que fueron recortados previamente en 2 mm de espesor, fueron
fijados con formol tamponado durante 24 h. Los tejidos fijados fueron embebidos en
parafina, seccionados y se rehidrataron. El examen histolégico evalud la toxicidad de CCl,
inducida por necrosis mediante la evaluacién de los cambios morfol6gicos en las secciones
de higado tefiidos mediante la tincion de hematoxilina y eosina (H & E). Este andlisis fue
realizado por el Laboratorio de Patologia de la Facultad de Medicina de la Universidad
Nacional de Colombia.

3.2 Resultados y Discusion.

3.2.1 Estimacion de parametros bioguimicos en sangre.

Se analizaron las muestras de sangre de animales enfermos y sanos para determinar
pardmetros bioquimicos como Alanina transaminasa (ALT), Aspartato Transaminasa (AST),
Fosfatasa Alcalina (AF) y urea ya que estos se utilizan como indice bioquimico indirecto del
dafio hepatico (Klaassen y Watkin, 1984). Los resultados muestran un aumento en el

contenido de estas enzimas en la sangre en los animales enfermos (tabla 3.3)

Tabla 3-3: Efecto de clones de papa sobre parametros bioquimicos de ratas tratadas con
CCl4

Tratamiento AST U/L ALT U/L FA U/L UREA (mmol/L)
VH 1916,5+83,07a | 302,51 +51,05ab | 201,83 + 38,95 6,80+1,84b
Sl 467 14,47 Db 380,32 +15,10 a 169,66 *+ 69,13 4,27 £0,98 b
CO56 450+8525b 401,40+ 11,28 a 152 + 47,23 4,97 +0,88D
COo67 2034,5+81,8a 446,26 + 11,41 a 155 +48,71 21,83+8,04a
E 140,48 £ 33,50 b 60,32 + 16,36 C 121,30 £41,35 6,72+1,30b
F 130,44 £ 27,36 b 42,68 + 3,26 C 126,22 + 34,78 6,89+136Db
Vv 123,23 +24,75b 47,96 +2,83¢c 119,63 + 52,53 580+1,19b
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VH: vehiculo o control+CCly; Sl: Silimarina+CCl,;; CO56 y CO67 +CCl,; E: CO56; F: CO67;
V: Vehiculo. Valores promedios de cada fila con letras diferentes presentan diferencias
estadisticas entre clones (P<0,001).

Se observan diferencias significativas (P<0,001) en el aumento de AST en el vehiculo o
control y los demas tratamientos exceptuando el tratamiento con el Clon CO67, asegurando
su bajo efecto. Sin embargo, no se encontraron diferencias significativas entre animales
sanos (Sin CCl,) y los tratamientos de Silimarina y CO56, lo que indica que el Clon CO56
tiene un efecto protector similar al de silimarina. Los niveles de ALT aumentaron
significativamente en los animales tratados con CCl,; (P<0,001), frente a los animales
sanos, por tanto no se presenta un efecto protector de los tramientos con papa hi con el
antioxidante natural Silimarina. En cuanto a la cantidad de fosfatasa alcalina en sangre, no
se encontraron diferencias significativas, se presenta solo una elevacion numérica en el
tratamiento de vehiculo control, lo que coincide con lo esperado ya que es un marcador de
inflamacién y sélo se observa un aumento de sus niveles en sangre en el caso de
inflamacién en ciertas zonas, como el higado, donde la inflamacién afecta a una zona muy
grande cuando hay toxicidad (Saura-Calixto et al., 2006)

Los niveles séricos de ALT, AST y los niveles de FA se determinaron para evaluar la
funcién hepética (Degirmenchi et al. 2006). El aumento en los niveles de aminotransferasas
puede ser debido al dafio celular en el higado inducido por el CCl,. A pesar que ALT
también esta presente en las mitocondrias y el citosol, la forma mitocondrial es baja en
actividad y es muy inestable. El mecanismo detallado por el cual las enzimas se liberan
desde el citosol y las mitocondrias de los hepatocitos no se conoce completamente. Sin
embargo, los estudios experimentales han demostrado que los cambios sutiles en la
membrana son suficientes para permitir el paso de las enzimas intracelulares en el espacio
extracelular. Un amplio gradiente de concentracién entre los hepatocitos y el espacio
sinusoidal es aprovechado por algunas enzimas. Dafios celulares aumenta la permeabilidad
causando que isoenzimas citosoélicas que se derrame en los sinusoides y de ahi pasan a
sangre periférica (Garella, 1997). En este estudio se vio el efecto celular positivo sobre
AST y fosfatasa alcalina, pero no fue tan eficiente para ALT. Los resultados obtenidos en el
presente estudio sobre el efecto de la intoxicacion por CCl, en las concentraciones de ALT
y AST estan de acuerdo con lo reportado por otros autores que emplearon este mismo
biomodelo (Berry et al., 1992; Mitra et al., 1998; Romero et al.,, 1998). Los estudios

realizados por Romero en 1998, muestran que la intoxicacion por CCl, induce cambios en
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el proceso de sintesis de proteinas y los niveles de ADN se reducen y esto se acompafia
con el aumento de las concentraciones de ALT y AST. El mismo patron de las
concentraciones de ALT y AST, también se observd en un estudio reciente en el que se
investigd el efecto de la proteina de semilla de calabaza aislada en la lesién hepatica
inducida por CCl, (Nkosi et al., 2005). Sin embargo, las concentraciones reducidas de AST,
como resultado de la administracion de clon de papa CO56 y silimarina observadas durante
el presente estudio, probablemente podria ser debido en parte a la presencia de

compuestos antioxidantes.

Los niveles de Urea en el plasma de los animales tratados se vio aumentado
significativamente (P<0,001) con respecto al control en el tratamiento con CO67 que es el
clon con menor capacidad antioxidante in vitro. Los valores obtenidos coinciden con lo
reportado por Khan en 2010 (Khan et al., 2010), donde los valores entre animales tratados
con CCH y los animales sanos no presentan diferencias significativas, solo se muestra un
cambio en uno de los tratamientos con CCl,, por tanto se puede plantear que el higado
llevé a cabo la conversién del amoniaco téxico en niveles moderados de urea, exceptuando

los animales tratados con COG67.

3.2.2 Cuantificacion de proteinas

Para el andlisis de los marcadores de estrés oxidativo fue necesario determinar la proteina
en higados y sangre de las ratas. Se presentan diferencias (P<0,001) entre el vehiculo con
CCl, y animales sanos (F), lo que muestra que en animales con dafio hepatico se
disminuye notoriamente la cantidad de proteinas, probablemente debido a la inhibicion en la
incorporacion de aminoacidos a las proteinas del higado, disminuyendo asi la funcion de
metabolizadora. En los tratamientos con papa y silimarina se mostrd la misma tendencia

comparado con sus controles sanos (Tabla 3.4).

Tabla 3-4: Contenido de proteina en higado de ratas tratadas con CCl4

Tratamiento | proteina mg/ml

VH 1245 +4,46 c
SI 1595 £3,52bc
CO56 1646 £3,27bc

CO67 1857 +8,11bc
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E 2426 +10,34 abc
F 3246 +8,46,46a
Vv 2855 +13,50ab

Valores promedios de cada fila con letras diferentes presentan diferencias estadisticas

entre clones (P<0,001). Se presentan como + Desviacion Estandar.

3.2.3 Determinacion de marcadores de estrés oxidativo.

Se determinaron los siguientes marcadores donde se pudiera evidenciar el efecto de los

tratamientos con papa frente a animales tratados con CCly:

3.2.3.1 Cuantificacion de la capacidad antioxidante total plasmética mediante el método de
la Capacidad del Plasma para Reducir el Hierro (FRAP “Ferric Reducing Ability of
Plasma”).

Los resultados obtenidos en esta prueba muestran diferencias (P<0.001) entre el
tratamiento vehiculo con CCl, y los tratamientos con papa CO56 y silimarina, sin diferencias
significativas entre estos dos ultimos (tabla 3-5), siendo este un resultado importante,
teniendo en cuenta a pesar de que los extractos de papa fueron administrados en una
dosis 2.5 veces mayor que silimarina, este es solo un extracto acuoso mientras silimarina
es un compuesto puro. Los animales sanos no presentaron diferencias entre ellos como se
observa en la tabla. La actividad del clon CO56 sobre los niveles de FRAP podria ser
atribuida a la presencia de compuestos fendlicos como lo sustenta diferentes

investigaciones (Cao et al., 1998; Molan, 2008).

3.2.3.2Indice de oxidacion de proteinas: Cuantificacion de grupos carbonilo de las proteinas

La presencia de grupos carbonilo puede indicar que la proteina ha sido sometida a dafio
oxidativo de los radicales libres (Zwart et al., 1999). En este caso se present6 un efecto
modulador por parte de los clones de papa y silimarina con respecto a la presencia de
grupos carbonilo como producto de la hepatotoxicidad, mostrando diferencias significativas
frente al vehiculo control con CCl,, donde se presenta una oxidacion mayor de proteinas
con un incremento del 65% (tabla 3-5) como era de esperarse segun lo reportado por otros
autores (Sundari et al., 1997), comparado con animales sanos, mientras que con Silmarina

y papa se evita que suban los niveles en un 50% . Los resultados son similares a los
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reportados por Hsun-Lang y Wen-Chuan en 2008 (Hsun-Lang y Wen-Chuan, 2008) en un
estudio con aceite de maiz induciendo fibrosis con CCl,

En este caso, se encontré que la silimarina y los clones CO56 y CO67, disminuyen
significativamente la oxidacién de grupos carbonilos frente al grupo VH. Este hecho puede
estar relacionado con la presencia de grupos fendlicos (discutidos en el capitulo 2) ya que,
como lo plantean otros autores, existe un efecto protector sobre las proteinas ante la
presencia de radicales libres por medio de la accién de grupos fendlicos actuando como
antioxidantes, (Diaz y Membrillo, 2006). Este resultado es muy importante ya que existen
modificaciones extensas en cadenas laterales de las proteinas producto de la oxidacién
generando grupos carbonilo como aldehidos y cetonas, produciendo una oxidacion directa
de aminoacidos como prolina, lisina, arginina y treonina por reaccién con las especies
reactivas de oxigeno, lo que llevaria a la inactivacion de la proteina y su posible

desnaturacion.

3.2.3.3ingiice de peroxidacién lipidica: Cuantificacion de sustancias que reaccionan con el
Acido Tiobarbitarico: TBARS

El incremento de la peroxidacion lipidica, evaluada por los niveles elevados de TBARS
después de la administracion CCl,, ha sido bien documentado en los algunos 6rganos como
higado y rifiéon (Khan et al., 2009; Khan et al., 2010). Esta peroxidacién lipidica puede ser
consecuencia de un incremento en la formacion de radicales libres de oxigeno generados
por CCl, ya que los sistemas de defensa antioxidantes se ven comprometidos (Priscila y
Prince, 2009). La elevacion de los niveles de MDA, que es uno de los productos finales de
la peroxidacion lipidica en el tejido hepatico, es uno de los indicadores mas importantes de
estrés oxidativo en las ratas tratadas con CCl, (Souza et al.,, 1997). En este estudio, la
administracién de CCl, en una Unica dosis de 2 ml/Kg aumentd la peroxidacion lipidica en
un 97% respecto a los animales sanos (grupo V). El tratamiento con papa en dosis
repetidas redujo significativamente (P<0,001) el alcance de la peroxidacion causada por
CCl, frente al grupo vehiculo (VH) (tabla 3-5). Esta recuperacion de la peroxidacion podria
ser uno de los mecanismos de proteccion de la papa contra la toxicidad causada por CCly,
directamente relacionada con su actividad antioxidante de sus compuestos como se ha
demostrado en otros estudios con sustancias puras o extractos de plantas como Geodorum

laxiflorum (Wendel et al.,, 1987; Johnston y Kroening, 1998). Para otros antioxidantes
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conocidos, como el &cido ascorbico, la vitamina E y compuestos de extractos naturales
como los de ajo, se ha demostrado que se reduce notablemente la peroxidacion lipidica a
través de la reduccién de los niveles de radicales libres, razon por lo cual pueden ofrecer
proteccion contra la hepatotoxicidad inducida por CCl, (Lin et al., 1998; Sheweita et al.,
2001). Esto también sugiere que el mecanismo de defensa contra las especies reactivas de
oxigeno y por lo tanto el potencial antioxidante de papa son promisorios frente a este
fendmeno. Resultados similares fueron reportados por Khan y Ahmed en 2009 (Khan y
Ahmed, 2009) y Khan en 2009 (Khan et al., 2009) quienes estudiaron estudio de los efectos
protectores de Digera muricata en el mismo modelo. Existe la posibilidad de que los clones
de papa tengan un efecto protector a la peroxidacién lipidica inducida por CCl, a través de
una menor produccion de derivados de radicales libres y se evidencia en la mejora de
niveles de TBARS.

3.2.3.4 Cuantificacion de la actividad enzimatica de la Superéxido Dismutasa SOD.

Para evitar desequilibrios redox y el dafio oxidativo, los organismos aerdbicos poseen un
eficiente sistema de defensa bioquimica incluyendo enzimas, tales como la SOD, que sin
embargo, no pueden proporcionar una proteccion completa contra el ataque de las especies
reactivas de oxigeno en condiciones de estrés oxidativo severo (Goldstein y Araujo, 1995).
Por lo tanto, diversos estudios se han estado encaminado a encontrar sustancias bioactivas
que posean la capacidad citoprotectora contra el dafio oxidativo celular, asi como la
capacidad de mejorar en las actividades de las enzimas antioxidantes. La Superdxido
Dismutasa (SOD) cumple un papel importante al dismutar los radicales superéxido
mediante su conversién a peréxido de hidrogeno. Durante la lesion hepatica evaluada en
este estudio, radicales hidroxilo y superdxido se generan en el lugar del dafio y la actividad
de enzima SOD se aumenta como consecuencia del estrés oxidativo causado por CCl,
como se vio en el grupo control (VH). La actividad SOD fue reducida por el tratamiento con
CO56 y con silimarina en las ratas (tabla 3-5). Estos resultados, evidentemente, se
relacionan con la capacidad antioxidante de la papa frente a radicales hidroxilo y superéxido
(capitulo 2). El tratamiento con el clon CO56 y silimarina disminuyen la actividad de SOD.
La reduccién observada en el vehiculo control con CCL4 puede asociarse en parte a una
inactivacion de la enzima por las elevadas concentraciones de EROs y en parte, a una

glicacibn no enzimatica que también puede inactivar a las enzimas (Ugochukwu y
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Cobourne, 2003; Jin et al., 2008). Los tratamientos sin CCL4 se mantuvieron con los niveles
normales de SOD.

3.2.3.5 Cuantificacién de la actividad enzimatica de la catalasa

La Catalasa como parte del sistema antioxidante esta involucrada en la destruccién del
H,O, generado durante el metabolismo celular. Esta enzima se caracteriza por su alta
capacidad de reaccién pero relativamente poca afinidad por el sustrato. Esta actividad se
vio aumentada en el grupo control (VH) con CCl,, con diferencias significativas con el
tratamiento de CO56 sin CCl, (E). En estos resultados se observa como responde el
sistema con una disminucién marcada de esta enzima en el tratamiento de CO56 con CCl4
(85%), con silimarina (75%) y CO67 (79%). Estos resultados son similares a los expuestos
por Singh en 2008 (Singh et al., 2008), donde se determina la actividad de catalasa en
animales con CCL, y tratados con piel de papa en donde se muestra la disminucion de la
enzima frente al grupo control sano (sin CCl,) (tabla 3-5). Estos resultados también son
similares a los reportados por Khan y Sidique en 2010 (Khan y Sidique, 2010), donde se ve
la disminucion de la actividad de la enzima al evaluar el efecto del extracto cloroférmico de
Citharexylum spinosum en tratamientos con CCl,. La disminucion de la actividad de
catalasa estad vinculada al agotamiento de la enzima como consecuencia del estrés
oxidativo causado por CCl,, posteriormente fue llevada a cerca de lo normal después del
tratamiento con papa, en las ratas tratadas con CCl,, lo que podria suponer la propiedad
antioxidante sobre los radicales libres de oxigeno ya que esta enzima reaccioné con el

peréxido de hidrégeno disponible, metabolizandolo a agua y oxigeno.

Tabla 3-5: Marcadores de estrés oxidativo en ratas tratadas con CCl4

FRAP pmol/mg COP (nmol/mg TBARS (nmol SOD U/mg CAT (x107° K (s

Tratamiento proteina proteina) MDA/mg proteina) proteina mg proteina)-")
VH 450,055+491a | 5780+0,19 a 9,286 +0,36 a 1,99+ 0,13 c 2,693+1,19b

Sl 297,971 +5,61b | 3,089 +0,38b 4,462 +0,12 c 1,175+ 0,26 a 1,001 +0,77 cd
CO56 278,836 +5,58b | 3,019+0,30b 5,819 £0,14 b 1,296+ 0,41 a 0,645+0,60d
CO67 87,478 +4,87c¢c | 3,745+0,06b 6,017 £1,04 b 0,594 +0,15 b 0,908 + 0,41 cd

E 74,553 + 4,44 ¢ 1,706 £ 0,93 ¢ 4,575 +0,19 c 0,610+ 0,23 b 4572+0,92a

F 79,091+ 3,18 ¢ 1,402 + 0,57 ¢ 5105+ 0,45c 0,689 +£ 0,09 b 2,373 £ 0,42 bc

\Y 86,298 + 5,86 1,436+ 0,56 c 4,697 +0,32¢c 0,601 +0,63 b 2,352 + 0,47 bc
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FRAP: Capacidad del plasma para reducir hierro. COP: Cuantificacion de oxidacion de
proteinas. TBARS: Sustancias que reccionan con el 4cido tiobarbitdrico. SOD: Superoéxido
dismutasa. CAT: Catalasa. Los datos se presentan como la media de las observaciones +
Desviacion estandar. Valores promedios de cada fila con letras diferentes presentan
diferencias estadisticas entre clones (P<0,05)

3.2.4 Analisis Histopatologico

Segun el diagnéstico presentado en la tabla 3-6, la administracion de CCl, durante una
semana produjo una marcada inflamacion, necrosis microvacuolar y esteatosis micro y
macrovacuolar del higado. De acuerdo con las observaciones microscépicas de secciones
teflidas con Hematoxilina-Eosina, la fibrosis se incrementd notablemente en las ratas
tratadas con CCl,;, pero se vio reducida en las ratas tratadas con CO56 y silimarina.
También revel6 que el tratamiento con CO56 fue el Gnico tratamiento que logré inhibir la
necrosis hepatica, asi mismo esteatosis o0 higado graso que es producto de la peroxidacion
lipidica. Para los tratamientos con Silimarina se observaron cambios grasos en el tejido en
mas de un 70%, para CO67 en un 90% mientras para CO56 solo se describe como

moderado.

Los estudios histopatolégicos mostraron que CCl, induce una degeneracion marcada en los
hepatocitos y necrosis focal. Sin embargo, en este estudio las ratas tratadas con papa, las
lesiones inducidas por CCl, disminuyen notablemente, como se puede observar en la figura
3-2. Estos datos estan de acuerdo con los resultados de las actividades de
aminotransferasa sérica que aumentan progresivamente en alteraciones de toxicidad aguda
en higado (Kanel y Korula, 2000), ademéas de los niveles hepaticos de la peroxidacion
lipidica. El tratamiento de papa sin CCl, por si solo no causé ningin cambio en la histologia
hepatica, descartando cualquier posible respuesta de toxicidad. Estos resultados se pueden
comparar con los reportados por Singh en 2008 (Singh et al., 2008), donde un extracto de
piel de papa inhibe la proliferacion de radicales libres en tratamientos con CCl,; y son
evidenciados por los andlisis histopatol6gicos. Con respecto a los infiltrados linfocitarios en

silimarina y CO56, para CO67 hubo cambios moderados.

Tabla 3-6: Resultados de andlisis histopatolégico en higados de rata tratados con CCl4
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Tratamiento Diagnéstico
VH Necrosis Hepatica submasiva
Sl Necrosis Hepdtica sin inflamacién
CO56 Esteatosis Hepatica macro y microvacuolar
COo67 Esteatosis Hepatica microvacuolar con inflamacién y necrosis
E Histologia Normal, con presencia ocasional de hepatocitos con esteatosis
F Histologia Normal
\ Histologia Normal

En este estudio se comprobd el efecto hepatoprotector de papa especialmente del clon
CO56 frente a un dafio hepatotdxico con CCl,, comparado con un antioxidante natural como

silimarina.

Figura 3-2: Histopatologia de higados de rata con sindrome hepatotéxico

CO56 ( E) sl

CO56 +CCl4 | |

CO67 (F) ‘ VH
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CO67+CCL4
Grupo Tratamiento
1 (VH) CCl, + Vehiculo
2 (8 CCl, + Silimarina (200 mg/kg-dia)
3 (C0O56) CCl, + CO56 (500 mg/kg-dia)
4 (CO67) CCl, + CO67 (500 mg/kg-dia)

5 (E) Aceite de Oliva + CO56 (500 mg/kg-dia)
6 (F) Aceite de Oliva + CO67 (500 mg/kg-dia)
7 (V) Aceite de Oliva + Vehiculo

3.3 Conclusion

La actividad de ALT y FRAP fue similar para silimarina y el Clon CO56 en un 90% y 93%
respectivamente

El indice de grupos carbonilo fue similar en un 93% para los clones de papa comparados
con silimarina

La actividad de SOD del Clon CO56 fue similar a silimarina en 90%

El clon de papa CO56 tiene un potente efecto protector contra el estrés oxidativo y el dafio
hepatico agudo inducido por CCl4 en ratas Wistar.
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4 Evaluacion de la suplementacion de
materiales de papa como aditivo
nutracéutico en sistemas de alimentacion de
pollos de engorde.

La carne de pollo, entre otros productos de consumo generalizado, tienen muchas
caracteristicas deseables de nutricion, tales como el contenido bajo de lipidos y
concentraciones relativamente altas de acidos grasos poliinsaturados, que pueden
potenciarse aun mas mediante estrategias especificas de la dieta (Bourre, 2005). Sin
embargo, un alto grado de poliinsaturacion acelera los procesos oxidativos que conducen a
un deterioro en el sabor de la carne, color, textura y valor nutricional (Mielnick et al., 2006).
Las estrategias mas comunes para la prevencion de la oxidacion de lipidos son el uso de
antioxidantes y la restriccibn de acceso al oxigeno durante el almacenamiento por el
envasado al vacio (Tang et al., 2001). Aditivos antioxidantes se afiaden a las carnes
procesadas frescas y para prevenir la rancidez oxidativa, retardan el desarrollo de sabores
no deseados y mejorar la estabilidad del color (Ahn et al., 2002). Los antioxidantes
sintéticos como el butilhidroxitolueno (BHT) y butilhidroxianisol (BHA) se han utilizado para
el control de la oxidacion de lipidos en la carne. Sin embargo, el uso de estos antioxidantes
sintéticos esta restringido en algunos paises debido a sus efectos tdxicos o cancerigenos
(Hirose et al., 1998; Pokorny, 1991). La estabilidad oxidativa de la carne de ave depende en
gran medida de la adicion a la dieta de Vitamina E o acetato de a tocoferol (Wen et al.,
1997). Sin embargo, esto presenta una serie de inconvenientes que incluyen su origen

sintético y bioeficacia baja (Allard et al., 1997). En vista de estos inconvenientes, se ha
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incrementado considerablemente el interés en el uso de antioxidantes naturales en la Ultima

década.

4.1 Metodologia

Se seleccionaron tres variedades de papa comercial y un clon promisorio del Banco de
Germoplasma curaduria de CORPOICA, el CO67, el cual presenta actividad antioxidante
frente al estrés oxidativo en ratas con sindrome hepatotéxico (capitulo 3), no se pudo
seleccionar el mejor clon con respuesta frente a la hepatotoxicidad el cual fue el CO56
debido a que la producciéon en campo de este clon es muy baja y las cantidades necesarias
para este ensayo eran superiores a lo cosechado. Los materiales de papa fueron lavados,
cocidos y secados en uno horno a 50°C con el fin de ser incluidos en un sistema de
alimentacién de pollos de engorde y evaluar su efecto sobre el control de la oxidacion de
lipidos en la carne de pollo. Inicialmente se determind la actividad antioxidante in vitro (tabla

4-1) y con este dato se llevo a cabo las inclusiones en la dieta de los pollos.

Tabla 4-1: Capacidad antioxidante DPPH de los materiales de papa

Material de papa | ABTS ug ET /g BS | DPPH ug ET/g BS | FRAP mg ET/100g BS
Tocarrefia 31,572 11,576 28,279
Criolla Colombia 15,882 6,519 30,699
Pastusa 16,421 6,129 94,673
CO67 16,859 4,572 53,689

El experimento se llevd a cabo en las instalaciones avicolas de la Corporacion
Agropecuaria Colombiana Corpoica Cl-Tibaitat4, ubicado en el municipio de Mosquera
(Cundinamarca) a 2650 msnm., con una temperatura promedio de 14.5°C y humedad

relativa promedio de 76%.

Se midi6 la actividad antioxidante (DPPH, ABTS, FRAP y ORAC) en las materias primas
utilizadas en la formulacién comercial de alimento para aves, papa y dos antioxidantes
(BHT y vitamina E) (Tabla 4-2). Se escogieron los datos arrojados por la prueba DPPH ya
es la unica que tiene los dos mecanismos SET (Single Electron transfer) y HAT (Hidrogen
atom transfer), sensibles para muestras hidrosolubles y hidrofébicas, (Saura-Calixto et al.,

2002; Castel et al., 2010) este compuesto puede aceptar un electron o radical hidrégeno
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para tornarse a una molécula estable, una vez reducido por un antioxidante su coloracion
disminuye y el progreso de la reaccion puede ser monitoreado por un espectrofotometro.
Por tanto se seleccion6 DPPH como pardmetro de medida de capacidad antioxidante en las

muestras.

Posteriormente se formulé una dieta basal de acuerdo a los requerimientos nutricionales
definidos por las tablas Brasileras de Alimentacion (Rostagno, 2005), a la dieta basal se le
adicion6 200 ppm de BHT vy al llevar a cabo el analisis de DPPH de esta dieta fue 36 pg
ET/g BS, mayor que la dieta control cuya actividad DPPH fue de cercana a 0.

Se determiné previamente y a diferentes concentraciones de inclusion que para que la dieta
con Vitamina E tuviera la misma actividad que la dieta con BHT se debia incluir en 300
ppm. Para el caso de los cuatro materiales de papa evaluados, se establecié que, para que
se tuviera la misma actividad DPPH del BHT (36 ug ET/g BS) se debia adicionar la papa en
diferente niveles de inclusién para poderlos comprar y establecer el efecto antioxidante. Los
porcentajes de inclusion de los materiales de papa se presentan en la tabla 4-3. Debido al
bajo nivel de inclusién de papa en la dieta (0,31-0,79%) con el nivel base de DPPH, se
evaluaron 3 niveles por encima de esta actividad: el primer nivel qued6 de 36 ug ET/g BS,
el segundo nivel 4 veces mayor, equivalente a 144 ug ET/g BS, el tercer nivel 7 veces
mayor, equivalente 252 a ug ET/g BS vy el cuarto nivel 10 veces mayor, para una actividad
DPPH de 360 ug ET/g BS (Tabla 4-3).

Para evaluar el efecto antioxidante de la papa en un sistema de alimentacion de pollo de

engorde se evaluaron los siguientes tratamientos:

= Dieta basal sin suplementar

= Dieta basal + BHT (36)

= Dieta basal + vitamina E (36)

= Dieta basal + S. phureja clon C067 nivel 1(36)

= Dieta basal + S. phureja clon C067 nivel 2 (144)

= Dieta basal + S. phureja clon C067 nivel 3(252)

= Dieta basal + S. phureja clon C067 nivel 4 (360)

= Dieta basal + S. phureja variedad Colombia nivel 1(36)
» Dieta basal + S. phureja variedad Colombia nivel 2(144)

» Dieta basal + S. phureja variedad Colombia nivel 3(252)
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= Dieta basal + S. phureja variedad Colombia nivel 4(360)

= Dieta basal + S. tuberosum variedad Pastusa nivel 1(36)

= Dieta basal + S. tuberosum variedad Pastusa nivel 2 (144)

= Dieta basal + S. tuberosum variedad Pastusa nivel 3(252)

= Dieta basal + S. tuberosum variedad Pastusa nivel 4(360)

= Dieta basal + S. tuberosum variedad Tocarrefia nivel 1(36)

= Dieta basal + S. tuberosum variedad Tocarrefia nivel 4(144)

= Dieta basal + S. tuberosum variedad Tocarrefia nivel 7(252)

= Dieta basal + S. tuberosum variedad Tocarrefia nivel 10 (360)

Numero entre paréntesis actividad DPPH de la dieta por encima de la dieta basal.

Tabla 4-2: Capacidad antioxidante DPPH de los ingredientes de la dieta.

Ingrediente DPPH ug ET/g BS

Maiz 1,84
Harina de arroz 1,62
Salvado de trigo 2,12
Torta de soya 1,78
Soya extruida 1,10
Harina pescado 4,38

Aceite pescado 50,67

S. tuberosum variedad Tocarrefia 11,58
S. tuberosum variedad Pastusa 6,13
S. phureja variedad Colombia 6,52
S. phureja clon C067 4,57

BHT 179,00

Vit E 120.50

Rx minerales 13,25

Tabla 4-3: Porcentaje de inclusion de papa en dietas con diferente actividad de DPPH

Actividad DDPH 36 144 252 360

% de inclusion de papa
S. tuberosum variedad Tocarrefia 0,31 1,24 2,18 3,11
S. tuberosum variedad Pastusa 0,59 2,35 4,11 5.87
S. phureja variedad Colombia 0,55 2,21 3,87 5,52
S. phureja clon C067 0,79 3,15 5,51 7,87




72 Evaluacion de la suplementacién de materiales de papa como aditivo nutracéutico en
sistemas de alimentacion de pollos de engorde

Se utilizaron 456 pollos de engorde los cuales fueron distribuidos completamente al azar en
19 tratamientos al dia de edad en jaulas experimentales verticales en una relacion de 4
réplicas por tratamiento con 6 pollos por réplica. Durante este, el alimento y el agua se
suministraron a voluntad. La iluminacion para la primera semana fue continua y a partir de
la segunda semana se contd con 12 horas de luz y 12 de oscuridad. Las aves fueron
vacunadas a los 7 dias de edad contra New Castle via ocular.

Al final del ciclo comercial (42 dias de edad) se sacrificaron 80 pollos, 1 pollo por replica
para un total de 4 pollos por tratamiento) mediante sangria de la yugular a nivel del paladar,
luego pasaron a la linea de sacrificio por escaldado (55-60 °C), pelado mecéanico y

eviscerado manual.

4.1.1 Capacidad del Plasma para Reducir el Hierro (FRAP “Ferric
Reducing Ability of Plasma”)

Para cuantificar la capacidad de los antioxidantes contenidos en el plasma y reducir el
tripiridil-triazina férrica (Fe**-TPTZ) a la forma ferrosa (Fe?") se corri6 la prueba de FRAP
(Ferric Reducing Ability of Plasma), es el Unico método que no se basa en la captacién de
radicales libres sino en la capacidad de reduccion de compuestos metalicos, que en el
organismo pueden actuar como prooxidantes. En este método, en un medio acido, el
complejo hierro-tripiridiltriazina se reduce a su forma ferrosa y coloreada en presencia de un
antioxidante, produciendo un aumento en la absorbancia a 595 nm. Se tomaron muestras
de sangre de pollos suplementados con antioxidantes y con papa a tres niveles de actividad
DPPH.

4.1.2 indice de peroxidacion lipidica: Cuantificacion de sustancias
que reaccionan con el Acido Tiobarbitirico: TBARS

Con el fin de determinar la actividad antioxidante de la papa sobre la carne de pollo se
estandariz6 la técnica de TBARS la cual se basa en la medida de la absorbancia a 532-35
nm de un complejo cromégeno formado entre el acido tiobarbitirico y el malondialdehido
(MDA), siendo éste un producto secundario de la oxidacion lipidica, formado a partir de
acidos grasos poliinsaturados de al menos 3 enlaces. Cuanto mas efectivos sean los

antioxidantes presentes en la muestra, menor sera la cantidad de MDA generado, y, por
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tanto, la absorbancia medida (Fernandez et al., 1997). Se tomaron 50 g. de muestras de
pechuga y pierna del lado izquierdo del ave de 1 pollo por replica experimental para un total
de 4 réplicas por tratamiento (80 pollos). La muestra se almacend a -20°C y se liofilizé para

su posterior analisis.
Se utilizé un disefio experimental completamente al azar de acuerdo al siguiente modelo:
Yij=M + Ti + Ejj

Donde:
M = Media poblacional

T = Efecto de tratamientos

j = 4 réplicas
E = Error experimental
Y= TBARS en pechuga y pierna-pernil 6 FRAP.

Los datos fueron analizados por ANOVA usando el procedimiento GLM (General Linear
Models) de SAS versidén 9.2. Cuando se presentaron diferencias significativas las medias se

compararon por contrastes a través de una prueba planeada (Tabla 4.4).

Tabla 4-4: Contrastes ortogonales establecidos para evaluar el efecto antioxidante de la
papa

Contrastes

Control vs resto

BHT Vs Antioxidantes Naturales

Vit E Vs papa

BHT 36 vs VitE 36
BHT 36 vs papa 36
BHT 36 vs papa 144
BHT 36 vs papa 252
BHT 36 vs papa 360
VItE 36 vs papa 36
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VItE 36 vs papa 144
VIitE 36 vs papa 252
VItE 36 vs papa 360
S. phureja vs S. tuberosum
S. phureja clon C067 vs S. phureja Colombia

S. tuberosum Pastusa vs S. tuberosum Tocarrefia

4.2 Resultados y Discusion

El grado de oxidacion de la carne de pollo en dietas enriquecidas con acidos grasos
insaturados como omega 3 (aceite de pescado) por efecto de la inclusibn de papa con
diferentes niveles de actividad de DPPH fue evaluado a través de las prueba TBARS en
carne de pollo y para evaluar el efecto antioxidante de papa en fluidos bioldgicos se hizo
por FRAP en plasma.

4.2.1 Capacidad del Plasma para Reducir el Hierro (FRAP “Ferric
Reducing Ability of Plasma”)

Los resultados de la prueba FRAP la cual mide la capacidad del plasma para reducir
compuestos metalicos, que en el organismo pueden actuar como prooxidantes, se
muestran en las tabla 4-5 y presentan la actividad en pollos de engorde suplementados con

antioxidantes y con papa con diferentes niveles suplementacion de los materiales de papa.

Los pollos sin suplementacién mostraron 40,28 umol/mg de proteina en actividad FRAP
menor que la de los pollos suplementados con antioxidantes y con papa (P<0.005). El
antioxidante BHT presenté mayor actividad FRAP que la observada en pollos
suplementados con vitamina E y con papa con niveles de actividad DPPH de 36 y 144
(P<0.05, no se presentaron diferencias significativas con los niveles de DPPH de papa de
252 y 360, indicando que a estos niveles la papa puede reemplazar el efecto antioxidante
del BHT.

La suplementacién de papa con niveles de DPPH de 252 y 360 super6 la actividad FRAP
de la vitamina E en 7.19 y 9.53 pmol/mg, respectivamente (P<0.01). La variedad Tocarrefia

presentdé mayor actividad antioxidante FRAP en 9.53 umol/mg, comparada con la variedad
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Pastusa. Comparando los materiales de papa utilizados en esta prueba el mejor resultado

fue para Tocarrefa.

Tabla 4-5: Contrastes del efecto de la papa sobre la capacidad antioxidante FRAP

Contraste Valor-P

Control vs Demas tratamientos 40,28 | Vs 50,07 0,0002

BHT Vs Antioxidante Naturales 54,93 | Vs 49,50 0,0238

Vit E Vs papa 44,932 | Vs 49,50 0,0556

BHT Vs papa Nivel 36 54,93 | Vs 4451 0.0002

BHT Vs papa Nivel 144 54,93 | Vs 44,53 0.0002

IBHT Vs papa Nivel 252 54,932 | Vs 52,12 0.2781

BHT Vs papa Nivel 360 54,932 | Vs 56,84 0.4528

Vit E Vs papa Nivel 36 4493 | Vs 44,51 0.8695

Vit E Vs papa Nivel 144 4493 | Vs 44,53 0.8763

Vit E Vs papa Nivel 252 4493 | Vs 52,12 0.0070

Vit E Vs papa Nivel 360 4493 | Vs 56,84 <.0001

S. phureja vs S. tuberosum 49,14 | Vs 49,86 0.5581

S. phureja clon C067 vs S. phureja Colombia 4995 | Vs 48,34 0.3435
S. tuberosum Pastusa vs S. tuberosum Tocarrefia 4509 | Vs 54,62 <.0001

Los reportes encontrados en literatura a cerca de la capacidad antioxidante FRAP en pollos,
hacen mencién solo a condiciones de estrés oxidativo por calor o por ascitis, pero se
reportan incrementos de la actividad reductora en sangre cuando hay tratamientos
contrarrestando el estrés (temperaturas adecuadas y utilizacion de compuestos
antioxidantes) (Rajani et al., 2011 y Lin et al., 2066). Sin embargo se encuentran estudios
donde se evalla el efecto de la adicion de compuestos fendlicos para incrementar la
cantidad de compuestos antioxidantes (Acidos protocatequico y vanilico) en sangre
(Hamauzu y et al., 2010) y al hacer FRAP se encuentra un aumento de esta actividad en un
80%. Estos resultados son similares a los descritos en esta investigacion, donde se ha
evaluado la cantidad de compuestos fendlicos de papa (Capitulo 2) y al llevar a cabo los
contrastes se encuentra que la adicion de este alimento en niveles altos de DPPH puede
reemplazar la vitamina E, presentando valores mas altos de actividad FRAP. La actividad
se vio aumentada en un 25%, sin embargo se debe tener en cuenta que los materiales de

papa se estudian con el contenido intrinseco de compuestos y no los compuestos aislados.
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Otros estudios en alimentos ratifican la actividad antioxidante FRAP en plasma como fuente
de compuestos antioxidantes pero en humanos, que plantean el aumento en esta
capacidad en un 35% y esto se debe al consumo a corto y largo plazo de los alimentos
ricos en antioxidantes como frutas, verduras, vino tinto y el té (Cao et al., 1998; Cao et al.,
1998; Garcia et al., 2006). Al mismo tiempo, se han asociado efectos in vitro con los
polifenoles antioxidantes que contienen las frutas, como los flavonoides (Hollmann, 2001;
Yi-Fang et al., 2002), pero no se ha propuesto una clara demostracion in vivo de la
absorcion de los polifenoles y la circulacién en plasma por tanto sigue siendo deficiente, sin
embargo la prueba de FRAP es una primera aproximacion a esa actividad en fluidos

biolégicos.

En un estudio reportado por Rabovsky en 2006 (Rabovsky et al., 2006) no se presentaron
diferencias significativas entre el incremento de la actividad FRAP de un extracto de uvas y
vitamina E (10 y 11%respectivamente), al ser suplementados en una dieta para humanos
con enfermedades degenerativas, por tanto los resultados obtenidos con papa en nivel
medio de DPPH, son similares ya que no se encontraron diferencias estadisticas al ser
comparada con vitamina E (5 y 7% respectivamente). La actividad antioxidante con BHT
mostro ser mejor a los tratamientos y es confirmado por la actividad antioxidante que
demuestra en diferentes publicaciones (Krasowska et al., 2001; Monroy et al., 2009) donde
se evidencia el poder antioxidante del BHT en extractos de plantas como el romero
(Rosmarinus officinalis) y chile (Capsicum annum). Sin embargo en un estudio realizado por
Rojano en 2008, (Rojano et al., 2008) se analiz6 la capacidad antioxidante FRAP del
isoespintanol, un antioxidante natural fendélico frente a BHT, siendo este Ultimo menor que
en un 45% de actividad, ademas la presencia de compuestos fendlicos es evidente, como
se evalué en el capitulo 2, lo que podria ser promisorio frente a esta actividad FRAP ya que
los antioxidantes sintéticos como el butil hidroxi tolueno (BHT) tienen un uso restringido en
los alimentos y se ha investigado de que sea cancerigeno (Namiki, 1990). De ahi la
importancia de la utilizacién de antioxidantes de origen vegetal ha recibido mucha atencion
recientemente. Varios extractos de las frutas han sido reconocidos que poseen efectos
beneficiosos contra los radicales libres en los sistemas biolégicos como antioxidantes
naturales (Guo et al., 2003). Muchos estudios han demostrado una correlacién entre la

ingestion en la dieta de compuestos fendlicos antioxidantes naturales con la disminucion en
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enfermedad cardiaca coronaria, ademas de la reduccion de mortalidad por cancer
(Halliwell, 2007).

4.2.2 indice de peroxidacion lipidica: Cuantificacién de sustancias
que reaccionan con el Acido Tiobarbittrico: TBARS

El indice de peroxidacion lipidica se analizé en muestras de carne liofilizada de pechuga y
pierna-pernil de pollos de engorde suplementados con antioxidantes y con papa con

diferentes niveles de inclusion.

4.2.2.1 TBARS pierna-pernil de pollo

Los resultados indican que la peroxidacion lipidica de la carne de pierna-pernil de pollos sin
suplementar aumenté en 11.08 mg/g comparado con los grupos suplementados con
antioxidantes comerciales o con papa (P<0.001). Indicando que la carne de pollos
alimentados sin ningun tipo de antioxidante tiene una mayor susceptibilidad al deterioro
lipidico. Dentro de los grupos suplementados se observo que el antioxidante sintético BHT
presentd la menor peroxidacion lipidica con 15.76 mg MDA/g BS (P<0.001). La vitamina E
presentd una menor peroxidacion de lipidos al compararla con los materiales de papa
(P<0.01). La S. tuberosum pastusa y la S. phureja Colombia mostraron una menor
peroxidacion al compararlas con la S. tuberosum Tocarrefia y S. phureja clon C067,
respectivamente (P<0.001) (Tabla 4.6).

Tabla 4-6: Contrastes del efecto de la papa sobre TBARS en pierna-pernil de pollo

Contraste Valor-P
Control vs Resto 42,68 |Vs| 31,60 | <0,0001
BHT Vs Antioxidantes Naturales 15,76 |Vs| 37,79 <0,0001
Vit E Vs papa 28,33 |Vs| 32,80 0,0058
BHT 36 vs papa 36 15,76 |Vs| 31,50 | <0,0001
BHT 36 vs papa 144 15,76 |Vs| 33,11 | <0,0001
BHT 36 vs papa 252 15,76 |Vs| 31,60 | <0,0001
BHT 36 vs papa 360 15,76 |Vs| 34,98 | <0,0001
Vit E 36 vs papa 36 28,33 |Vs| 31,50 0.0652
Vit E 36 vs papa 144 28,33 |Vs| 33,11 0.0072
Vit E 36 vs papa 252 28,33 |Vs| 31,60 0.0628
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Vit E 36 vs papa 360 28,33 |Vs| 34,98 0,0002

S. phureja vs S. tuberosum 33,10 |Vs| 32,49 0.0441
S. phureja clon C067 vs S. phureja Colombia 36,60 |Vs| 29,60 | <0,0001
S. tuberosum Pastusa vs S. tuberosum Tocarrefia 28,59 |Vs| 36,39 | <0,0001

En diferentes estudios se ha planteado que la oxidacion lipidica es la causa principal en el
desarrollo de sabores rancios y de compuestos toxicos cancerigenos en los productos
carnicos. La preferencia del consumidor por las carnes con alto contenido en acidos grasos
poliinsaturados se ha aumentado este problema. Durante muchos afios, los procesadores
de carne han utilizado los antioxidantes sintéticos, como el butil hidroxianisol (BHA) o
butilhidroxitolueno (BHT) (Martinez-Tome et al., 2001; Ohshima et al., 1998), para prevenir
o reducir el deterioro del sabor, sin embargo, la preocupacién por su seguridad y la
preferencia del consumidor por alimentos naturales han dado lugar a una gran demanda de
aditivos “naturales “ que pueden extender la vida util de productos carnicos procesados y
sin procesar (Brettonnet et al., 2010). En este estudio se evalué cémo la papa siendo una
fuente de compuestos antioxidantes (Capitulo 2) podria reflejar su actividad antioxidante
mediante la inhibicién de la peroxidacién lipidica comparada con BHT y vitamina E en
pierna de pollo. Se observd que el BHT constituye la actividad antioxidante mas alta dentro
de los ingredientes de la dieta teniendo la peroxidacibn mas baja medida como
Malondialdehido (MDA) con un resultado de 15.76 mg MDA/g BS.

Estos resultados son similares a los obtenidos por Hassan en 2005 (Hassan et al., 2005)
donde la peroxidacion en carne de pollo se vio disminuida en mayor medida por BHT (10
mg MDA/g BS) que por sus tratamientos que eran extractos de las hojas de cocoa (35 mg
MDA/g BS) y té verde (30 mg MDA/g BS), fuente de fenoles. Asi mismo, los resultados
presentados por Selani en 2011 (Selani et al., 2011) son similares en extractos de piel de
uva, teniendo un valor mas alto en peroxidacion con respecto a BHT (120 mg MDA/g BF,
100 mg MDA/g BF). Sin embargo, en diferentes estudios se ha comprobado la influencia de
compuestos polifendlicos en la peroxidacion lipidica en carne por encima de compuestos
sintéticos antioxidantes como BHA y BHT (Jayathilakan et al., 1997; Lee y Ahn, 2005;
Naveena et al.,, 2008; Sayago et al., 2009; Teets y Were, 2008; Vasavada y Cornforth,
2006). Probablemente la papa al estar completa y no en extracto (donde sus compuestos

antioxidantes estan mas disponibles) no presente una actividad mas alta que BHT, pero al
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ser comparada con vitamina E solo se presentan diferencias significativas en cantidades de
inclusion superiores con respeto a su actividad DPPH (36 y 144), lo cual es promisorio ya
que la vitamina E es muy utilizada en dietas porque mejora la estabilidad oxidativa de los
productos de carne cruda y precocida de pollos de engorde durante el almacenamiento
refrigerado (Sheehy et al., 1993; Jensen et al., 1995; Jensen et al., 1998; O’Neill et al.,
1998;) pero tiene un alto costo, por lo tanto, la papa podria usarse como alternativa viable
frente a la vitamina E. Estos resultados estan de acuerdo a los reportados por Botsoglou en
2002 (Botsoglou et al., 2002) donde se presenta un estudio con aceite esencial de orégano,
presentando una disminucion de la peroxidacion en pierna de pollo frente a vitamina E. Con
respecto a las diferencias mostradas entre materiales de papa, no se muestran resultados
en literatura con referencia a la inclusion de papa en una dieta antioxidante para pollos de

engorde, siendo este estudio el primero con esta matriz.

4.2.2.2 TBARS pechuga de pollo

Los resultados muestran que el tratamiento control sin suplementar present6 5.71 mg MDA
/g BS mas peroxidacion lipidica comparada con los demas grupos experimentales. El efecto
del antioxidante sintético BHT fue mejor que el de la vitamina E y la papa en todos los
niveles de DPPH, resultado esperado ya se trata de un antioxidantes puro. Sin embargo al
comparar Vitamina E con los diferentes niveles de papa la peroxidacion lipidica fue similar
excepto en el nivel 360 donde se observé una mayor peroxidacion en papa (4.15 mg
MDA/g). En promedio los materiales de papa S. phureja comparados con los de S.
tuberosum presentaron 0.7 mg MDA/g mas peroxidacion (P<0.01). Dentro de las S. phureja
la menor peroxidaciéon la present6 el grupo suplementado con S. phureja Colombia (3.17
mg/g) y dentro de las S. tuberosum la menor peroxidacion fue para el grupo S. tuberosum
Tocarrefia (3.14 mg/g) (Tabla 4.7).

Tabla 4-7: Contrastes del efecto de la papa sobre TBARS en pechuga de pollo

Contraste Valor-P

Control vs resto 9,35 |Vs| 3,64 < 0,0001
BHT Vs papa 145 |Vs| 3,66 <0,0001
Vit E Vs papa 3,34 |Vs| 3,66 0.2958
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BHT 36 vs papa 36 145 |[Vs| 3,21 < 0,0001
BHT 36vs papa 144 145 |Vs| 3,95 <0,0001
BHT 36 vs papa 252 145 |Vs| 3,33 < 0,0001
BHT 36 vs papa 360 145 |Vs| 4,15 <0,0001
Vit E 36 vs papa 36 3,34 |Vs| 317 0,6556
Vit E 36 vs papa 144 334 |Vs| 4,46 0,1514
Vit E 36 vs papa 252 3,34 |Vs| 3,14 0,9731
Vit E 36 vs papa 360 3,34 |Vs| 4,15 0,0059
S. phureja vs S. tuberosum 352 |Vs| 38 0,0069
S. phureja clon C067 vs S. phureja Colombia 3,87 |Vs| 317 0,0095
S. tuberosum Pastusa vs S. tuberosum Tocarrefia 446 |Vs| 3,14 <0,0001

Estos resultados estan de acuerdo con los presentados por Jung en 2010 (Jung et al.,
2010) donde los tratamientos (mezclas en diferentes proporciones con acido galico) fueron
mejores que el control (23 mg MDA/g BF, 29 mg MDA/g BF respectivamente), presentando
diferencias significativas (P<0,005) en pechuga. El tratamiento con BHT fue mayor con
respecto a todos los tratamientos, este resultado fue similar al presentado por Selani en
2011 (Selani et al., 2011), donde uno de sus tratamiento con extractos de uvas fue mayor
en peroxidacion lipidica que BHT en carne de pollo (120 mg MDA/g BF y 100 mg MDA/g BF
respectivamente), sin embargo este antioxidante sintético se ha ido reemplazando por el
uso de antioxidantes de origen natural como vitamina E o a-tocoferol que a través de
diferentes estudios ha demostrado su potencial en la prevencion de la peroxidacion lipidica
(Tang et al.,, 2001). En otro estudio tres extractos de canela de diferentes origenes

comerciales mostraron una actividad antioxidante similar a la de BHT (Kamel, 1999).

Aparte de a-tocoferol, existen antioxidantes naturales en la dieta como los extractos de
romero (LOpez-Bote et al.,, 1998) que también han demostrado tener el potencial de
aumentar la capacidad antioxidante de la carne de pollo. El aceite esencial del orégano en
la dieta mejora la estabilidad oxidativa de la carne de pollo cruda o precocida durante el
almacenamiento refrigerado (Botsoglou et al., 2003; Young et al., 2003; Botsoglou et al
2004). Los suplementos dietarios con plantas y extractos de plantas son una estrategia
simple y conveniente al querer introducir un antioxidante natural en la carne de pollo.
Alternativas de antioxidantes naturales también han sido evaluadas como un suplemento

dietético para los pavos. El efecto de aceite esencial del orégano y la suplementacion con
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acetato de tocoferol en la susceptibilidad de la carne de pavo cruda y cocida frente a la
oxidacion de lipidos durante el almacenamiento refrigerado y en la oxidacion lipidica
inducida por el hierro ha sido determinado por Botsoglou en varias investigaciones
(Botsoglou et al., 2002a; Botsoglou et al., 2002b; Botsoglou et al., 2003a Botsoglou et al.,
2003b; Botsoglou et al., 2003c; Papageorgiou et al.,, 2003) donde los valores de
peroxidacion con aceites esenciales oscilan entre 150 y 400 ng MDA/g BF. La inclusion de
200 mg de aceite de orégano/kg en la dieta fue mas eficaz para retrasar la oxidacion lipidica
en comparacion con la inclusién de 100 mg/kg, pero equivalente a la inclusion de 200 mg/kg
a-Tocoferol acetato. Marcincak en 2008 (Marcincak et al., 2008) demostré que la adicion
de aceite esencial del orégano en la dieta de pollos de engorde era eficaz para retrasar la
oxidacién lipidica en comparacion con la dieta control. Asi mismo, la actividad antioxidante
de algunas plantas como extracto de romero, extracto de hoja de olivo, extractos de té ha

sido comprobada (Scheeder, 2000).

El efecto antioxidante de la papa en distintas inclusiones no tuvo diferencias significativas
frente a vitamina E, lo cual podria ser por la presencia de compuestos antioxidantes de tipo
fendlico, como el acido clorogénico, que podria inhibir la peroxidacion ya que se plantea
que la actividad antioxidante de los compuestos fendlicos en las plantas se debe
principalmente a sus propiedades redox y la estructura quimica. En una investigacion Farag
en 1989 (Farag et al., 1989), examind la relacién entre la propiedad antioxidante y la
composicion quimica de la aceites esenciales y se sugirié que la alta actividad antioxidante
de compuestos como el timol se debe a la presencia de grupos OH fendlicos que actlan
como donantes de hidrégeno a los radicales peroxilos producidos durante el primer paso en
la oxidacién de lipidos. Teissedre y Waterhouse, en 2000 (Teissedre y Waterhouse, 2000)
reportaron una alta correlacién (-0,78) entre el contenido de fenoles totales de aceites

esenciales y la oxidacion de las lipoproteinas de baja densidad in vitro.

La carne de pierna de pollo de tuvo una mayor cantidad de MDA por tanto tiene una mayor
susceptibilidad a la oxidacion, lo cual se explica por el mayor contenido absoluto de los
acidos grasos poliinsaturados en el musculo (Jensen et al., 1997), cantidad de sustratos
facilmente oxidables, el alto nivel de pro-oxidantes procedentes de la mioglobina y otras
proteinas que contienen hierro en el musculo del muslo es otro factor que puede conducir a

una menor estabilidad oxidativa en el musculo del muslo que en la pechuga.
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Con base en los resultados obtenidos en este estudio la papa podria usarse como fuente de
antioxidantes naturales y conservar acidos grasos como omega 3y 6 en la carne de pollo.
Se resalta que desde hace varias décadas los procesadores de alimentos y los productores
se enfrentan al reto de aumentar el contenido de los &cidos grasos poliinsaturados (AGPI)
en la dieta sin necesidad de modificaciones sustanciales en los hébitos alimentarios
(Ackman y Ratnayake, 1990).

4.3 Conclusiones

En la actividad FRAP los materiales de papa adicionados en mayor proporcion son

comparables con la actividad presentada por BHT en un 90% y fue similar a vitamina E

Entre los materiales de papa evaluados para FRAP el mejor fue las comerciales

(Tocarrefia) 13%
El pierna de pollo con papa no tuvo efecto inhibir significativamente la peroxidacion.

En pechuga, la peroxidacion lipidica presentada por la papa en un nivel de inclusion medio

fue mejor en un 10%

Entre los materiales de papa evaluados para TBARs en pechuga, se destaca tuberosum

comercial (Tocarrefia), superior en 5%



Conclusiones y recomendaciones generales 83

5 Conclusiones y recomendaciones generales

5.1 Conclusiones

El mejor clon de papa fue el CO56 siendo superior a papa criolla comercial en &cido
ascorbico, (46%), acido clorogénico (48%) y fenoles totales (39%) y su capacidad
antioxidante ABTS (16%) , FRAP(43%) DPPH (37%) y ORAC (35%)

El tratamiento con el clon de papa CO56 tiene un potente efecto protector contra el estrés
oxidativo y el dafio hepético agudo inducido por CCl4 en ratas Wistar, al reducir el dafio
hepatico agudo comparado con Silimarina

En la actividad FRAP los materiales de papa adicionados en mayor proporcién son
comparables con la actividad presentada por BHT en un 90% y podria reemplazar la

suplementacién con vitamina E

En pechuga, la peroxidacion lipidica presentada por la papa en un nivel de inclusion medio

fue mejor en un 10% y podria reemplazar la inclusién de vitamina E.

5.2 Recomendaciones

Hacer el analisis de antocianinas en los clones de papa ya que estos compuestos se
caracterizan por tener una actividad antioxidante importante y tener mas informacion que

permita atribuir la actividad a un grupo de compuestos.

Hacer el bioensayo en pollos de engorde con el Clon CO56 con el fin de analizar si se tiene

el mismo efecto antioxidante que en ratas.
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Hacer ensayos de la biodisponibilidad y los mecanismos de accién de los componentes
bioactivos de la papa y también su eficacia en el tratamiento y post-tratamiento de

patologias relacionadas con el estrés oxidativo.

Hacer seguimiento morfoagronémico al clon CO56.
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