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1. INTRODUCCION

1. Introduccion

Ei presente proyecto de investigacién forma parte de una serie de investigaciones
encaminadas a caracterizar quimica y toxicolégicamente a las principales variedades de papa
que se comercializan y consumen en México. Las variedades de papa fueron desarrolladas
(algunas de ellas son producto de investigaciones sobre mejoramiento genetico), cultivadas vy
caracterizadas por el Instituto Nacional de Investigaciones Forestales Agricolas y Pecuarias
(INIFAP) dependiente de la Secretaria de Agricultura.

Estudios recientes han mostrado que a papa es un cultivo que produce alta cantidad de
proteina por hectarea, 2.2 % por ha, ademas de que esta proteina es de gran calidad, ya que
tiene un adecuado balance de los aminoacidos indispensables, siendo solo deficiente en
aminoacidos azufrados. También presenta riqueza en hidratos de carbono y vitamina C, y el
cultivo es resistente a la sequia. Todas estas caracteristicas indican que la papa es un cultivo
importante para la alimentacion humana, aun cuando en nuestro pais no es ampliamente
aprovechado en la dieta del mexicano. Por otro lado, los glicoalcaloides, Solanina y Chaconina
se encuentran normaimente presentes en el género Solanum al cual pertenecen estas
variedades de papa mexicana, por ello resulta de suma importancia determinar cudl es la
concentracién de dichos alcaloides en las papas, cudl o cudies de ellas los contienen en mayor
concentracidon y como es la distribucion en cascara y pulpa.

Estos glicoalcaloides son sustancias importantes por su potencial toxico, ya que son
inhibidores de 1a colinesterasa. Una concentracion arriba de 20 mg por 100 g de peso fresco de
papa puede ser causante de malestares gastrointestinales, desordenes neurolégicos y dano
hemolitico de! tracto gastrointestinal. En casos graves provoca edemas cerebrales, coma,

calambres y hasta la muerte.

Por todo lo antes mencionado resulta necesario realizar este trabajo para caracterizar
toxicoldégicamente a estos tubérculos que se producen en México y de los cuales no se tiene
informe del contenido de glicoalcaloides, empleando técnicas modernas como la Cromatografia
de Liquidos de Alta Eficiencia (HPLC) en virtud de las ventajas que esta técnica ofrece en el

analisis de alcaloides.



2. OBJETIVOS

2. Objetivos

Objetivo General:

« Realizar la Cuantificacion de los principales glicoalcaloides (c-Solanina y o-
Chaconina) en las 12 variedades de papa mexicana de mayor comercializacién en el

pais mediante el empleo de ia cromatografia de liquidos de alta eficiencia (HPLC).

Objetivos Especificos:

o Desarroliar un método analitico por cromatografia de liquidos de alta eficiencia
(HPLC) para la cuantificacion de los glicoalcaloides a-Solanina y a-Chaconina en
cascara y pulpa de papa.

s Realizar el estudio de validacién del método cromatografico propuesto.
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3. GENERALIDADES

3.7 Papa (Palabra de origen Quechua).

Por definicion la papa es un tallo subterraneo y no una raiz, ya que posee
nodos, 0jos y otras caracteristicas de los tallos (1).

Las especies de papa pertenecen a la seccion Petota del subgénero Pofalfce
del género Solanum de la familia de la Solanaceae. De esta seccion existen 8
especies cultivadas, siendo las mas importantes Solanum tuberosum L. y Solanum
tuberosum var. andigenum (2).

La papa comun pertenece al género Solanum, especie tuberosum, y es
originaria de los Andes del Per(, Bolivia y Chile.

De todas las especies de papas que existen en el continente americano, 31 se
encuentran en la parte boreal, principalmente en México, y el resto habita en ia parte
austral, sobre todo en Per(. Del grupo de papas cultivadas, Solanum tuberosum es
cultivada desde épocas tempranas por los nativos sudamericanos y debe haber
representado una fuente de alimento de trascendental importancia para el desarrollo
de la civilizacién Inca. Posteriormente esta especie se convirtié en uno de los cultivos
_ mas importantes para todas las poblaciones humanas que viven en regiones
templadas o frias del mundo (3).

Actualmente se cultiva en todo el mundo. En muchos paises es la comida
basica como el arroz, el pan o las pastas; en algunos paises como Alemania
Oriental, la Ex - Unién Soviética y Polonia se consumen alrededor de 180 Kg de papa
per capita por ano.

En otros paises como los Estados Unidos de Norteamérica, la papa procesada
ha alcanzado altos niveles de refinamiento industrial y gran variedad en la
presentacién del producto.

El cultivo de la papa en México esta considerado como de los mas importantes
en el contexto de la produccion de alimentos, siendo solamente superado por el
maiz, trigo, frijol y arroz ().



3. GENERALIDADES

3.1.1 CLASIFICACION TAXONOMICA. (4)

Reino Vegetal
Division Tracheophyta
Sub-divisién Pteropsida
Clase Angiosperma
Orden Metaclamideae
Familia Solanaceaes
Género Solanum
Especie tuberosum

Nombre comun papa

3.1.2 HISTORIA DEL PROCESAMIENTO DE LA PAPA. ‘

El camino seguido por la papa, ha sido trazado desde 200 afios antes de
Cristo, época en la cual, los nativos incas la cultivaban, en las montanas y
empleaban un método para su deshidratacién, el cual consistia en la congelacidn
durante la noche y una descongelacién en el transcurso del dia después de los
cuales los tubérculos eran exprimidos con los pies para obtener su jugo; este ciclo se
repetia hasta que el contenido de humedad era reducido lo suficiente como para
preservar la papa durante mucho tiempo.

Cerca de 2000 arios despues este proceso fue "redescubierto” en Inglaterra,
donde actualmente se emplea bajo el nombre de "deshidratacién por congelamiento
y presion”.

Por muchos afios, la papa sirvié como fuente primaria de alimento para los
incas, ya que por el método de deshidratacidon que conocian, era posible tenerla
disponible en épocas en las que era dificil su cultivo como por ejemplo durante las
nevadas o con alguna condicidon desfavorable para su desarrollo. Cuando los
espafoles arribaron al nuevo mundo, la papa se distribuyo completamente por todo
el Sur y Centroamérica, México y algunas partes del sur de los Estados Unidos. En
Pery, fos nativos a través de siglos de cultivo, han desarrollado variedades que

raramente son reconocidas, como papa.



3. GENERALIDADES

Tanto los ingleses como los espafioles, reconocieron el gran valor de las
papas como alimento, ya que inmediatamente las introdujeron en sus barcos como
provisién, ademas de llevarlas a su pais. En 1584, la papa se introdujo en Espana,
donde era considerada como un fujo, en 1588 se emplearon en ltalia como alimento
para ganado y durante los ultimos anos del sigio XVI fue introducida en Ingiaterra (en
1596) en donde solo era cultivada en los jardines, posteriormente paso a Alemania
en 1601. No fue sino hasta fines del siglo XVill y principios del XIX, que su uso como
alimento vino a ser uno de los mas importante en Europa, a pesar de presentar dos
grandes desventajas con respecto a los cereales: A) su corta vida de anaquel, y B) el
gran volumen que ocupaba.

Durante |la primera guerra mundial, Europa y Estados Unidos manufacturaron
un gran un numero de productos deshidratados a partir de papa para consumo
militar; esta industria desaparecié después de {a guerra, quedando una considerable
cantidad de harina de papa, la cual fue empleada para consumo humano y para
ganado. Este producto se siguié produciendo en algunas partes de Europa vy
lentamente se extendié en Estados Unidos e Inglaterra.

Actualmente este tubérculo es uno de los de mayor produccion en el mundo
debido a que puede desarrollarse en una gran variedad suelos y climas ‘ademas de
representar la mayor parte en la dieta de la gente de muchas parte del mundo.

Aunque el uso de la papa como alimento para humanos es muy grande en
Europa, grandes cantidades de ésta son empleadas en |la elaboracion de alimento
para ganado, produccion de almidén y en la obtencién de alcohol (2).

3.1.3 USOS DE LA PAPA.

Las principales formas procesadas de la papa son: congeladas (en su mayoria
fritas a la francesa), en hojuelas deshidratadas, enlatadas y en forma de harina.
Cantidades similares se preparan como ensaladas, sopas, estofados, pasteles y
otros articulos.

En paises como Estados Unidos, el procesamiento de la papa es muy
importante por lo que su uso se encuentra dividido en la siguiente forma:



3. GENERALIDADES

Alimento Fresco 54

Procesado 28

Almidén y otros
Perdidas

Semillas 10

Los porcentajes total para papa procesada es del 48% dividido en:

Hojuelas de papa 31
Papa congelada 44
Deshidratada 22
Enlatada 3

Una ventaja que presentan las formas procesadas de la papa, es que éstas
mantienen un nivel de precio muy constante no solo dentro de un afo, sino de un
ano a otro.

El tamafo de la cosecha y la abundancia del producto crudo, casi no se
reflejan en los precios de las formas procesadas de la papa que se ofrecen al
consumidor (1, 5).

En el mundo se cuentan mas de un millar de variedades de papas, desde el
punto de vista de su aprovechamiento se agrupan en:

o Variedades Industriales: se caracterizan por su riqueza en féculas del 19 al 20 %.
Son resistentes al frio y a las enfermedades y son generalmente tardias. La pulpa
esta formada por células grandes y de color blanco.

o Variedades de gran consumo: estédn constituidas por tubérculos de pulpa blanca,
formados por células mas pequefas, son utilizadas tanto en la alimentacion
humana como en la de algunos animales domésticos, especialmente cerdos,

también se emplea para la extraccidon de fécula.
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» Qtras variedades: consideradas como mas finas, tienen pulpa amarilla, suelen ser
precoces y de rapido desarroilo. La pulpa esta formada por células pequeias y

apretadas (4).

En el pais existen basicamente dos tipos de papa empleada para el
procesamiento y, de acuerdo a esto hay dos formas de consumo y diversos usos
como son:

A. CONSUMO HUMANO.

*PAPA FRESCA

B.CONSUMO INDUSTRIAL.

B1INDUSTRIA TEXTIL
*APRESTO PARA TELAS

B2 INDUSTRIA ALIMENTARIA
*FRITURAS
“PAPA ENLATADA
*ALIMENTOS INFANTILES
“PASTAS
*GALLETAS
*PASTELES
*PRODUCTOS LACTEOS
*ADITIVOS
*AROMATIZANTES
*BEBIDAS ALCOHOLICAS
*ALIMENTO PARA GANADO

B3 INDUSTRIA FARMACEUTICA: ADHESIVOS

*TALCO QUIRURGICO (1,5

3.1.4 CULTIVO DE PAPA EN MEXICO
En el pais son 24 las entidades que siembran papa, destacando Veracruz,
Sinaloa, Puebla, México, Chihuahua, Nuevo Ledén, Guanajuato y Michoacan, en

conjunto aportan aproximadamente el 72 % de toda la produccion nacional.
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La papa se da principalmente en Puebla, Veracruz, Quintana Roo, Tabasco y
Yucatan, asi como en los valles altos, en la meseta central y en el eje volcanico de!
pais, lo mismo en areas de temporal como en las de riego (6).

Actualmente, en México se cultivan alrededor de 80 mil hectareas de papa,
con una produccién cercana al millén de toneladas. México, desde hace muchos
afos, es autosuficiente en papa y en su cultivo atin se tiene un amplio potencial
productivo (7).

Se cultivan en forma comercial diversas variedades de papa, siendo la mas

empleada las siguientes:

Sangema o rosita Greta
Juanita Alpha
Murca Atzimba
Lépez

Atendiendo al color de la pulpa de los tubérculos, las papas pueden
clasificarse en variedades de pulpa blanca y de pulpa amarilla. En México las
variedades de siembra mas usuales de acuerdo a la coloracién de la pulpa, son:

BLANCA: CREMA: AMARILLA:
Alpha Greta Atzimba
Prevalent Furore Lopez
Patrones Rosita Yema
Montsama Leona
Amigo Tollocan
Procura
Murca
Juanita
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Las variedades de papa mexicana como la Atzimba, Lopez, Yema, Leona,
Tollocan, Rosita y Juanita entre otras, son el resultado de cruzas entre S. tuberosum
y S. demissum que se liberaron como resistentes al hongo Phytophtora infestans,
causante de la mas importante enfermedad de Ia papa, el “Tizdn Tardio” (4).

Algunas variedades por sus caracteristicas particulares de calidad o el iugar
de produccion tipico, se pueden utilizar en uno o dos procesos diferentes de
preparaciéon para su consumo. Para la mayor parte del producto procesado, se
desea tener papa de alto contenido de sdlidos totales y de elevada gravedad
especifica, la cual esta relacionada directamente con el rendimiento de los productos
procesados.

Otra importante diferencia entre las variedades, es la cantidad y grado de
acumulacion de azlcar en el material crudo especialmente durante el periodo de
almacenamiento. Esta caracteristica en una variedad, es sumamente importante
para los procesadores de la mayor parte de las formas de la papa.

Por lo tanto las caracteristicas de una variedad que se evalia entre las
mejores para lograr una buena calidad en el producto son el contenido de sodlidos
totales y de azucares reductores. Algunas caracteristicas adicionales para el
cultivador o el consumidor, asi como para el procesador, son alta ductilidad,
resistencia a la enfermedad, tamafo deseable, ser atractiva, etc.

México cuenta con un potencial alimentario de primer orden, perc aun
desconocido por sus habitantes, como en el caso de la papa, la cual es rica en
hidratos de carbono y vitaminas; sin embargo, por la diversidad de productos con que
cuenta el agro mexicano, la papa ha pasado a un segundo término en la dieta del
pueblo (6).

3.1.5 VALOR NUTRITIVO DE LA PAPA.

Los alimentos de origen vegetal representan el mayor aporte nutrimental en la
alimentacion de paises subdesarrollados, debido al bajo costo que presentan en
comparacion con los productos de origen animal. Entre los alimentos de origen
vegetal Ia'papa representa un almacen de energia, también de nitrégeno y proteinas

de alta calidad, minerales tales como: hierro y magnesio, ademas de vitaminas como
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la vitamina C y algunas del complejo B (Tiamina, niacina y piridoxina). También se ha
encontrado que la papa es un alimento bajo en grasas {aproximadamente 0.1 % en
la papa fresca) y una fuente importante de fibra (la papa fresca contiene entre 1-2%).

La importancia del contenido de vitamina del complejo B en la papa radica en
que la vitamina Bs es un nutrimento que esta involucrado en el metabolismo lipidico,
de porfirinas, de glicdgeno, &cido nucleico y aminodcidos, y ademas participa en el
tratamiento de algunas enfermedades cronicas tales como asma, anemia,
enfermedades cardiovasculares y cancer. La papa es la tercera fuente importante de
vitamina Bg para adultos de 19 a 74 afios, superada por la carne de res.

La vitamina C —también encontrada en la papa- es un nutrimento antioxidante
que atrapa radicales libres los cuales pueden iniciar cancer o alguna enfermedad
cronica. Ademas, los antioxidantes, pueden disminuir el cancer de estomago,
esdfago y pancreas asi como el desarrollo de cataratas. La papa puede contener 30
mg 6 mas de acido ascorbico por 100 g de peso fresco, este valor disminuye cuando
las papas son almacenadas, cocidas o procesadas. La vitamina C en la papa esta
presente tanto en forma reducida (acido ascérbico) como en el estado oxidado (acido
deshidroascérbico), pero el contenido de este Ultimo es usualmente bajo.

La papa por su contenido en fibra contribuye al control del colesterol. Por el
cobre que contiene ayuda a la prevencion de enfermedades del corazdn y la diabetes
{esto bajo estudio).

La papa es un buen aportador de hierro, fosforo, magnesio y otros minerales.
El contenido de hierro es comparable al encontrado en otras raices y tubérculos,
pero tiene una disponibilidad de hierro superior a la de otros alimentos vegetales. Las
papas aportan poco sodio y calcio, pero son abundantes en potasio. Por lo cual,
pueden usarse en dietas para restringir el contenido de sodio en 'pacientes con
presidn sanguinea alta.

Otros minerales encontrados en la papa son el magnesio, cobre, cromo,
manganeso, selenio y molibdeno.

La descripcidn del valor nutritivo de la papa esta determinado con base en un
estandar llamado DAYL] VALUES dictaminado por la Food and Drug Administration
(FDA). (8)
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El analisis de la papa, sugiere que tiene un valor nutritivo muy bajo en
comparacién con los cereales, para verificar esto, se incluye una tabla en la que

puede compararse la composicion de la papa con respecto a la del trigo:

PROTEINAS 1.60 10.2
GRASAS 0.10 1.20
CARBOHIDRATOS 17.5 80.5
FIBRA 0.50 0.30

Informacién obtenida de: Tablas de Valor Nutritive de los alimentos de mayor consumo
en México; instituto Nacional de ia Nutricién Salvador Zubiran, {1992).

La papa es ciertamente baja en proteinas en comparacién con el trigo pero
contiene cantidades considerables de vitamina C, la cual esta ausente en el cereal.

En realidad, la papa al igual que cualquier cereal, mezclada con un poco de
leche y mantequilla, da un alimento muy nutritivo y con un buen balance de proteinas
ya que como fue mencionado con anterioridad la proteina de la papa es de muy
buena calidad debido a su contenido de aminoacidos, ademas de que con este tipo
de mezclas se provee a la dieta de vitaminas liposolubles.

£l tubérculo es energético, proporciona 76 kcal/100g peso neto, y tiene como
gran ventaja rendimientos muy aitos por unidad de area, ademas de la facilidad y
simplicidad que presenta para ser cocinada, en comparacion con lo complejo y
tardado que implica el manejo de los cereales (1).

11
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3.2 Glicoalcaloides.

Los alcaloides y glicoalcaloides son metabolitos secundarios de las plantas
gue contienen nitrégeno (9, 10).

Existen mas de 20 estructuras diferentes de alcaloides encontrados en papas,
tomates y otras Solanaceas. Entre las solanaceas importantes para el hombre se
incluyen a la papa (Solanum tuberosum), el tomate (Lycopersicon esculentum), el
tabaco (Nicotiana tabacum) y el toloache (Datura stramonium). Estas plantas
producen compuestos antinutricionales y tdxicos durante su crecimiento y después
de la cosecha (10).

Las especies del género Solanum, en especial la papa comun (Solanum
fuberosum), contienen alcaloides esteroidales que se encuentran en el tejido de la
planta como glicosidos, por ello se les denomina "glicoalcaloides" o “glicoalcaloides
esteroidales”. .

Los principales glicoalcaloides encontrados en el tubérculo de papa son a-
Solanina y a-Chaconina, los cuales constituyen aproximadamente el 95 % de total de
glicoalcaloides en papas cultivadas. Se ha encontrado que hay ligeramente mas
cantidad de a-chaconina que de a-solanina (11).

Los glicoalcaloides, presentes en la patata, estructuralmente constan de dos
fragmentos, que son los siguientes:

1. Una parte esteroidal (alcamina o agficona), denominada "“Solanidina”, que posee
un esqueleto basico de 27 atomos de carbono del tipo colestano.

2. Una parte glucosidica, que puede estar constituida desde 1 hasta 4
monosacaridos, que generalmente son glucosa, ramnosa, galactosa y xilosa.
Dichos monosacaridos se encuentran unidos al Ca del esteroides por un enlace 3-

glicosidico (12). 18 21 CH,

27

Figura 1. Estructura de COLESTANO
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La Solanina y Chaconina son quimicamente similares, ambas poseen la

misma aglicona, Sofanidina, pero difieren en el tipo de hidratos de carbono que

constituyen el glucdsido. En el a-Solanina, el glucdsido (B-solatricsa) esta constituido

por D-galactosa, L-ramnosa y D-glucosa mientras que el «-Chaconina estan

presentes D-glucosa y dos moléculas de L-ramnosa, el glucdsido es el B-Chacotriosa

(13).

La B-Solanina y la p-Chaconina contienen Unicamente dos monosacaridos,

que son D-galactosa y D-glucosa para solanina, mientras que chaconina contiene

D-glucosa y L-ramnosa.

La y-Solanina contiene solo D-galactosa mientras que y-Chaconina D-glucosa.

o

Aglicona

Alcaloides
de <
Solanidina

Glicosido Ry
R R,

a-Solanina
R; = D — Galactosa
R; =D - Glucosa
R; = L — Ramnosa

B - Solanina
Ry =D - Galactosa
R; = D - Glucosa

y - Solanina
R = D ~ Galactosa

a-Chaconina
Ry = D - Glucosa
Rz =L - Ramnosa
R3 =L - Ramnosa

B - Chaconina
Ri = D - Glucosa
R, = L - Ramnosa

¥ - Chaconina
R1 =D -Glucosa

Figura 2. Estructura de los alcaloides de Solanidina (glicosidos y aglicona).

13



3. GENERALIDADES

El aglicona Solanidina quimicamente esta constituido por bases hexaciclicas
unidas a una indolizidina. Fue aislada en 1820 por Desfosses de la planta S. nigrum,

mas tarde Baup la separé de las plantas de la papa (S. tuberosum) (14).

Ademas de los glicosidos de solanidina, se pueden encontrar otro tipo de
glicoalcaloides como son los espirosolanos, ejemplos de estos son la Solasonina,
Solamargina y Tomatidina (11).

Otra aglicona muy frecuente en las solanaceas es la Solasodina, la cual
constituye los glicoalcaloides Solasonina (que tiene como glucdsido a la B-solatriosa)

y Solamargina (que tiene como giucdsido a la p-chacotriosa).

o

SOLASODINA <

g
Ry Raj GLICOSIDO
Solasonina Solamargina
R = D — Galactosa R¢ = D ~ Glucosa
Rz = D -~ Glucosa R; = L - Ramnesa
R; = L — Ramnosa Rs =L - Ramnosa

Figura 3. Estructura de algunos espirosolanos presentes en las Solanaceas

Los alcaloides son derivados biosintéticamente del colestero!, la sintesis de |a
aglicona de los glicoaicaloides de papa es la misma para cualquiera que este sea, el
que se forme solanidina o solasodina, depende de la etapa final del proceso general

de biosintesis. Por ello no es extrafio encontrar ambas estructuras en la planta (15).
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La ruta de biosintesis de la aglicona de los glicoalcaloides se muestra a

continuacion:;

H
CH
DORMATINOL

ACETIL-CoA— COLESTEROL—a

VERAZINA

OH
OH ]

Ca: INTERMEDIARIO

SOLASODINA

HE
SOLANIDINA

Figura 4. Ruta de biosintesis de la aglicona de los glicoalcaloides presentes en papa

Los tubérculos de papa contienen tipicamente alrededor de 20-80 mg de
glicoalcaloides totales (TGA) por 100 g de materia seca que equivale de 4-12 mg
TGA por 100 g de peso fresco. Ocasionalmente se encuentran tubérculos de papa
que exceden estos valores de TGA, en cantidades de hasta mas de 20 mg por 100 g
de peso fresco (niveles elevados de GA se presenta normalmente en papas verdes,
almacenadas, dafiadas e irradiadas). A concentraciones normales, bajas, los
glicoalcaloides son considerados como enaltecedores del sabor de la papa vy
confieren a la planta resistencia contra enfermedades e insectos. Sin embargo, a
concentraciones en exceso de 20 mg de TGA por 100 g de peso fresco resultan
toxicos (10, 16, 17).
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3.2.1 TOXICOLOGIA.

El consumo de papas que contienen altos niveles de glicoalcaloides se ha
asociado a casos de envenenamiento - ocasionalmente fatal - para hombres y
animales. Los sintomas de intoxicacion en humanos van desde vomito, diarrea,
anorexia y dolor abdominal hasta confusion, delirio, alucinacion y coma (12). En
casos de intoxicacion severos existen disturbios gastrointestinales y neuroldgicos e
incluso puede causar la muerte por una depresion del sistema nervioso central.
Lesiones hemoliticas y hemorragicas pueden también ocurrir en el ftracto
gastrintestinal y la retina por la destruccion de las membranas celulares (10, 11). La
solanidina y la a-solanina inhiben la actividad colinesterasa in vivo e in vitro (11).

Los gliccalcaloides son inhibidores de la colinesterasa; la acetilcolina es un
neurotrasmisor de gran importancia en la contraccién del muisculo liso, cuya funcién
es transmitir informacidn de una neurona a otra, para ello interactua con receptores
localizados en las membranas celulares; cuando la acetilcolina se adhiere a su
receptor dar lugar a la formacién de un canal por el que pasan iones Nat y K*, lo
cual origina un cambio en la polaridad de la membrana, |a despolariza, hasta llegar a
un valor umbral, el cual provoca la propagacion del impulso nervioso. La accion de la
acetilcolina es inactivada por accién de la colinesterasa que hidroliza la acetilcolina
en colina. Si la colinesterasa no realiza la hidrdlisis, todos los receptores de las
membranas permanecen saturados de acetilcolina y se genera el fendmeno
denominado "tétanos", es decir los musculos ya no se relajan. (18)

Los valores de LDgq para a-chaconina y a-solanina varian segin la via de
administracion y la especie de animal de laboratorio utilizado. Los valores de DLgg

para a-chaconina y a-solanina son de 84 mg/kg y 75 mgl/kg respectivamente,

cuando son determinados por via intraperitoneal en ratas. En ratones la LDgq para
a-solanina administrada de igual forma es de 30 mg/kg y 19.2 mg/kg para a-
chaconina.

Experimentos realizados muestran que una administracion de a-solanina en

ratones, de 1000 mg/Kg por via oral, no causa efectos tdxicos en dichos animales.
(19)
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Estudios de embriotoxicidad de los glicoalcaloides de papa en ranas, han
mostrado que a-chaconina es aproximadamente tres veces mas toxica que o-
solanina y que la solanidina es menos tdxica que los glicdsidos, esto indica que la
presencia de hidratos de carbono, unidos a la aglicona, tiene una importante
influencia en la actividad fisiologica y toxicologica (10, 18, 19). Otro factor que podria
estar implicado en la toxicidad de los glicoalicaloides es la solubilidad, ya que
estudios realizados sugieren que la a-chaconina es mas soluble a-solanina bajo
condiciones simuladas de digestion (20).

Los glicoalcaloides son pobremente absorbidos en el tracto gastrointestinal ya
que son excretados rapidamente por orina y heces. La presencia de saponinas (las
cuales también forman parte de los componentes de las papas de una forma paralela
a la concentracién de glicoalcaloides), facilitan su absorcion ya que las saponinas
tienen una gran actividad emulsificante lo que conduce a la absorcion
gastrointestinal. Sin embargo los glicoalcaloides por si solos se absorben
pobremente.

La ingestién de papas enfermas y/o lesionadas esta relacionada con
maiformaciones como anacefaleas en el hombre, mientras que el consumo de papas
germinadas puede producir deformidades congénitas en hamsters.

Asi, los glicoalcaloides se han asociado con efectos teratogénicos ya que se
ha reportado que la a-chaconina es teratogénica en ratén y hamster (11).

Estudios realizados en individuos sanos, a los cuales se les determino, por
radioinmunoensayo, la concentracién de Solanidina en el suero sanguineo en funcion
de su dieta, muestran que la Solanidina se encuentra normalmente en cantidades de
nmoles en el suerc de personas que consumen papas en su dieta habitual. Los
individuos que se abstienen del consumo de papas y sus productos presentan una
disminucion marcada de Solanidina en el suero (14).

3.2.2 PROPIEDADES DE SABOR
Las papas cocinadas que contienen elevadas concentraciones de TGA han
sido asociadas con un sabor amargo y una sensacion ardiente en la garganta. La o-

solanina y la-a-chaconina son directamente responsables de estas propiedades de
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sabor. Niveles de 11 mg por 100 g de tubérculo fresco se pueden percibir como un

sabor amargo (11).

3.2.3 TOLERANCIA DE NIVELES DE TGA EN PAPAS DESTINADAS AL CONSUMO.

Los glicoalcaloides son constituyentes naturales del tubérculo de papa. Debido
a que son tdxicos potenciales y a que estan asociados con propiedades de mal
sabor, se ha establecido que los niveles aceptables de glicoalcaloides en papas para
el consumo humano no deben exceder los 20 mg por 100 g de tubérculo fresco. En
paises desarrollados, donde la papa es un producto de consumo altamente
importante, las papas que exceden los limites recomendados por la Seguridad
Alimentaria son retirados de la venta.

Un problema que se debe evitar es que las papas destinadas a consumo
humano excedan los niveles de tolerancia para el contenido de glicoalcaloides, por lo
que los cambios en la cantidad de TGA que se puedan presentar en la pre y
postcosecha deben ser monitoreados para controlar posibles efectos adversos. Asi
mismo, debe hacerse un seguimiento del contenido de TGA en productos de papa
procesada particularmente por la posible sintesis de nuevos alcaloides durante el
procesamiento (11).

Ademas, es interesante hacer notar que los glicoalcaloides no son destruidos
por los tratamientos tipicos de preparacién y procesamiento de alimentos, como son:
coccion, coccién con agua a ebullicidn, horneado, horneado con microondas, freido,
deshidratacion a altas temperaturas o extrucién (20, 21, 22 y 23).

3.2.4 DISTRIBUCION DE GLICOALCALOIDES.

La concentracién mayor de glicoalcaloides en el tubercuio se encuentra
principalmente en los retofios, la céscara y en areas de alta actividad metabdlica
tales como las regiones de los ojos. En tubérculos que contienen concentraciones
excepcionalmente altas de TGA parece ser que los glicoalcaloides se difunden en la
pulpa de la papa (11, 14 y 15).

A continuacion se muestra la distribucion de los glicoalcaloides totales en el
tubérculo de papa:
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Parte del Tubérculo

% del tubérculo

Mg TGA/100g peso seco

CASCARA (piel y corteza) 11 68 - 75
PIEL 2 64
PULPA 90 21

Referencia: Osman, S. F. , 1983

Las hojas y las flores de la planta de la papa son fuentes mucho mas ricas en

glicoalcaloides que el tubérculo.

A continuacidn se presenta la distribucion de! total de glicoalcaloides en la

planta de papa (23):

Glicoalcaloides totales

Partes de |a planta

(mg/100 g de peso fresco)

Flores

Hojas

Tallo

Tuberculo

Cascara y ojos

Cascara (10 a 15 % dei tubércuio)
Piel (2 a 3 % del tubérculo)

Pulpa

Retorios

Tubérculos amargos

Cascara de tubérculos amargos

300 - 500
40-100
3
7.5
30-50
15 -30
30-60
12~5
200 — 400
25-80
150 - 200

Los niveles de glicoalcaloides (GA) en el tubérculo dependen de tres factores:

1. Factor genético, Ia constitucion genética es el factor de mayor influencia, ya que

la habilidad de producir glicoalcaloides no es heredable en un patrén establecido,

por lo que para el desarrollo y cultivo de nuevas variedades de papa se debe

considerar un control de los niveles de glicoalcaloides (24).
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1. De cultivo, el producto debera seguir un control adecuado de plagas y debera
efectuar la cosecha de tubérculo de manera cuidadosa, para evitar que se produzcan
lesiones.
2. De distribucion, se deberd realizar un transporte y almacenamiento adecuado pard
evitar lesiones.
3. De consumidor, el cual debe asegurarse de comprar papa de buena calidad, sin
dafos fisicos, ni areas verdes y ni germinadas (15).

La identificacion y la eliminacién de los glicoalcaloides toxicos al mismo tiempo
gue se conservan las defensas naturales contra plagas permitirian la modificacion de
cultivos existentes con caracteristicas superiores de procesamiento, generaimente no

disponible comercialmente debide a un contenido de aicaloides inaceptable (10).

3.2.6 ANALISIS DE GLICOALCALOIDES EN LA PAPA.

En [os ultimos 50 afios, se han desarrollado programas de mejoramiento
genético para generar variedades de papas resistentes a plagas y enfermedades. Sin
embargo, esto representa un problema para la quimica en cuanto al analisis de
glicoalcaloides. Estudios recientes han demostrado que no es posible establecer un
patron en cuanto al contenido de glicoalcaloides entre los hibridos obtenidos y el
tubéerculo madre del cual provienen, puesto que se ha observado que la progenie
presenta contenido variable e incluso diferente de glicoaicaloides con respecto a la
madre. Entre las mismas clonas, provenientes de un mismo origen, existen
fluctuaciones en este sentido. Por otra parte, como se ha mencionado, lais
sifuaciones por las que atraviesan los tubérculos durante la cosecha, transporte,
almacenamiento y venta, pueden ocasionar un incremento en el contenido de
glicoalcaloides.

Las consideraciones anteriores indican la importancia de contar con métodos
de andlisis de glicoalcaloides que sea exactos, confiables, rapidos, sensibles y
baratos (15, 17).

Tres son los métodos mas ampliamente utilizados en la determinacién del
contenido de glicoalcaloides:

e Técnicas colorimétricas, principalmente titulaciones. Son poco especificas, la

exactitud y precision dependen de la pureza de ia fraccién de glicoalcaloides, se
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consideran como un método cualitativo;, un ejemplo de este método es el de
fenol-acido suifurico.
¢ Técnicas cromatografica, como son:

1. Cromatografia en capa fina. Tiene mayor especificidad que las titulaciones, es
un método semi-cuantitativo.

2. Cromatografia de liquidos de alta resolucion (HPLC). Es muy especifico y
sensible, presenta menor resolucidn que la cromatografia de gases, pero su
resolucion es buena. En ocasiones se limita por el gran nimero de muestras.

3. Cromatografia de gases. Es muy especifico, tiene buena resolucién pero para
el analisis es necesario formar derivados, mediante metilacion y requiere altas

temperaturas.

* Inmunoensayos. Es uno de los mejores métodos, tiene gran sensibilidad v
especificidad, ademas de que elimina los problemas de extraccidn y purificacion
de la muestra. La desventaja de este método es que requiere tiempo la obtencidn
de los anticuerpos, es costoso y no permite diferenciar entre a-solanina y o-
Chaconina. Los inmunoensayos estan basados en la interaccién Unica de
antigeno-anticuerpo, son técnicas muy simples y no requieren experiencia del
analista. La primera determinacion que se utilizd para el analisis de solanidina en
plasma humano fue hecha por radicinmunoensayo asi mismo, la solanidina
tambien puede ser determinada en saliva. Una técnica inmunolégica muy utilizada
para la determinacién de TGA en papa es la de ELISA. Los niveles de solanidina
absorbidos por el organismo pueden reflejar el consumo de papa (11, 16).
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3.3 Principios de Cromatografié.

La cromatografia es una técnica de separacién que permite separar y aislar
los componentes de una mezcla de compuestos quimicos. Esta teécnica se basa en
la distribucion de los componentes a separar entre dos fase; una de ellas es una fase
mévil, la cual puede ser un gas o un liquido, y la otra es una fase estacionaria, la cual
a su vez puede ser un liquido o un sélido.

El proceso cromatogréfico tiene lugar como resultado de repetidas
adsorciones o repartos durante el movimiento de los componentes de la muestra a lo
largo de la fase estacionaria, alcanzandose la separacidn debido a las diferencias en

los coeficientes de distribucion de los distintos componentes de la muestra (27).

3.3.1 DESARROLLO HISTORICO

La cromatografia como técnica de separacion fue descubierta por el botanico y
quimico ruso Mijalt S. Tswett, quién en 1903 realizé un experimento que tenia como
objeto la separacion de la clorofila de extractos vegetales. En una columna de vidrio,
rellena de carbonato de calcio, introdujo el extracto vegetal disuelto en éter de
petrdleo; a continuacidén agregd mas éter de petrdleo y observo que, a medida que el
éter pasaba a través de la columna, se separaban bandas de diversos colores que
correspondian a los carotenos (banda amarillo pdlido), las clorofilas (banda verde) y
las xantofilas {bandas amarillas). De aqui el origen de la palabra cromatografia que,
literalmente, significa “color escrito”.

En 1905, Ramsey utilizd técnicas cromatograficas para separar mezclas de
gases y vapores.

En 1930, el investigador sueco Tiselius y sus colaboradores introdujeron dos
técnicas diferentes a la técnica de elucién, que son el analisis frontal y el analisis por
desplazamiento; técnicas que hoy en dia han caido en desuso.

En 1941, Martin y Synge introdujeron la cromatografia de reparto, lo que les
valié el premio Nébel de Quimica en 1952.

En 1952, Martin y James obtienen un logro particularmente importante, el
desarrollo de la cromatografia de reparto gas-liquido.

En 1953, Wheaton y Bauman observan el principio de exclusion.
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En 1954, Ray obtiene un cromatograma empleando un detector de
conductividad térmica en cromatografia de gases.

En 1959, Porath y Flodin desarrollan la cromatografia de exclusién en geles
suaves de polidextranos, técnica que recibe el nombre de cromatografia de filtracion
en gel.

En 1962, el quimico norteamericano Moore efectla separaciones en geles
rigidos de poliestireno (cromatografia de permeacién por gel).

A pesar de que el primer experimento sobre cromatografia fue una forma de
cromatografia liquida, no fue sino hasta 1968 que se produjo un avance considerable
en esta técnica que por tantos afios habia permanecido olvidada; este avance fue
gradual y se debid a la introduccion de altas presiones de operacién y de sistemas de
deteccion continua (27, 28).

3.3.2 CLASIFICACION

De acuerdo a la naturaleza de las fases involucradas y con los mecanismos de
separacién, la cromatografia se divide en diferentes tipos, los cuales se indican en el
diagrama siguiente (27):

CROMATOGRAFIA
GAS LiQuipo
! | .
| 1 | |
Gas-8olido Gas-Liquido Columna Pleina
Capa Fina Pape!
Liquido Liquido Fase Intercambio Exclusion
Sélido Liquido Quimicamente  Iénico |
Unida | }
Permeacion Filtracién
en Gel en Gel
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3.3.3 CROMATOGRAFIA LIQUIDA “CLASICA” Y CROMATOGRAFIA LiQUIDA
DE ALTA PRESION.

Durante muchos afnos se practico la cromatografia liquida en una forma
clasica, la cual consiste basicamente en una columna de vidrio, cuyo diametro varia
entre 2 y 10 cm, reliena de algun material, como silice, alimina, azucar, etc., se
infroduce la muestra disuelta en la fase moévil o disolvente, por medio de un
cuentagotas o de una pipeta, y luego se agrega el disolvente, con el cual se eluye la
muestra a traveés de la columna. Los tamanos de la muestra varianentre 0.1y 1go
mas. E! disolvente o fase movil fluye a través de la columna por efecto de la
gravedad. El disolvente se recolecta en Ila base de la columna en fracciones de
determinado volumen.

Esta técnica cromatografica presenta los siguientes inconvenientes:

1. Requiere largo tiempo de andlisis (horas hasta dias).

2. El material de relleno se utiliza una sola vez debido a que parte de la muestra se
adsorbe en forma irreversible,

3. La identificacién y cuantificacion de los componentes que eluyen de la columna
requiere el uso de técnicas auxiliares, como espectrofotometria, analisis
quimico, o simplemente un registro gravimétrico, para evaluar el contenido de
cada uno de los componentes de la mezcla en las fracciones recolectadas.

La cromatografia liquida de alta presién utiliza columnas de didmetro muy reducido,
rellenas de materiales cuyas particulas tienen un tamafio no mayor de 30-40 um vy
con frecuencia hasta de 5 & 10 um, generalmente con una distribucién de tamafios
no mayor de + 2 um. Este tipo de columna es muy eficaz, pero ofrece una gran
resistencia al flujo de la fase movil. Por esta razén es necesario emplear sistemas de
bombeo de alta presion que hagan fiuir la fase mévil a una velocidad razonable a
través de la columna. La cantidad de fase estacionaria dentro de la columna es
pequefa, por {0 que se requiere que la muestra también sea pequefia, entre 1 y 10
mg.

Un detector, colocado a la salida de la columna, proporciona un registro

continuo de; la composicién del liquido que sale, lo que permite obtener un
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cromatograma que se utiliza para identificar y cuantificar los componentes de la
muestra.

La cromatografia liquida requiere que la muestra sea soluble en [a fase mdvil,
y esto hace posible el analisis de compuestos de muy alto peso molecular: organicos
e inorganicos, idnicos o covalentes.

Caracteristicas de la Cromatografia Liquida de Alta Presién.

Requerimientos de la muestra Soluble.

Tipos de muestra Moléculas organicas e inorgdnicas de

peso molecular intermedio y alto.

Cantidad minima detectable 10" %a10™ " g

Tiempo de andlisis Minutos a horas.

Resolucion 50000 platos tedricos por metro de
columna.

3.3.4 MECANISMOS DE SEPARACION EN CROMATOGRAFIA LIQUIDA.

Existen cinco métodos de realizar la cromatografia liquida de alta presién,
cada uno basado en diferentes mecanismos de separacién de los componentes de Ia
muestra.

Cromatografia por adsorcion.

El mecanismo de separacion de la cromatografia de adsorcin (liquido-sélido)
se basa en la competencia que existe entre las moléculas de la muestra y las de la
fase mévil o disolvente por ocupar los sitios activos en la superficie de un solido. Este
tipo de cromatografia es muy Util en la separacion de moléculas de baja 0 media
polaridad, de peso molecular no mayor de 1000.

Cromatografia por particién.
En este tipo de cromatografia, la fase estacionaria es un liquido que se
mantiene fijo por adsorcién sobre un sélido inerte y poroso, en tanto que |a fase movil

es un liguido.
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El mecanismo de separacion se basa en la distinta solubilidad que presentan
las moléculas de la muestra en la fase mévil y en la fase estacionaria debido a sus
diferencias en sus coeficientes de reparto. Este tipo de cromatografia se utiliza para

compuestos moderadamente polares, cuyo peso molecular es inferior a 1500.

Cromatografia por intercambio iénico.

La separacion por intercambio iénico se basa en la competencia entre |a fase
_movil y la muestra idnica por los sitios activos de una resina intercambiadora de
iones. La fase mdvil es un amortighador acuoso, en el que el pH v la polaridad se
utilizan para controlar el tiempo de elucion.

Este tipo de separacién se aplica a compuestos de un intervalo de pesos
moleculares muy amplio, y ejemplos caracteristicos de éstos son los péptidos y los

aminoacidos.

Cromatografia por exclusidn.

En este tipo de cromatografia la separacion se efectia de acuerdo con el
tamano de las moléeculas. El relleno de la columna es un material que posee poros de
dimensiones comp(endidos entre ciertos limites, con lo que la muestra es retenida o
filtrada seguin sea su tamario molecular. El intervalo de pesos moleculares en que se
puede trabajar por cromatografia de exclusién varia desde 500 hasta varios millones.

Existen dos variantes en cromatografia por exclusion: 1) Cromatografia de
filtracion, que utiliza como material estacionario un gel reticulado y 2) Cromatografia
de permeacion, que emplea materiales de relleno semirrigidos o rigidos.

Cromatografia de fase quimicamente unida.

En este tipo de cromatografia la fase esiacionaria esta quimicamente unida a
la superficie de un soporte. Dependiendo de la naturaleza de los grupos funcionales
de dicha fase estacionaria es el tipo de selectividad. Los grupos pueden ser de
naturaleza polar, como los grupos amino (-NHz) y nitrilo (-CN) en el caso de |Ia
cromatografia de fase normal, o bien no polar como el grupo octilo (-CsHi7),
octadecilo (-CisHs7), fenilo (-CeMs), etc., en el caso de la cromatografia en fase
inversa (27, 28).
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VENTAJAS Y LIMITACIONES DE LA CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA

PRESION.

La cromatografia liquida moderna, al igual que toda técnica analitica, tiene

algunas limitaciones, las cuales, junto con sus ventajas, se pueden observar en el

cuadro siguiente:

VENTAJAS

LIMITACIONES

Velocidad de analisis.
Alta resolucion.
Resuitados cuantitativos.
Buena sensibilidad.
Automatizacion.

e

Amplio espectro de aplicacion.

1. Instrumentacion costosa.
2. Dificil analisis cualitativo.

3. No existe detector wuniversal vy

sensible.

4. Elevado costo de operacion.

. Experiencia indispensable.

3.3.5 TERMINOS MAS USUALES EMPLEADOS EN CROMATOGRAFIA DE

LIQUIDOS DE ALTA PRESION.,

La cromatografia como técnica de separacion tiene una teoria unificada que

utiliza términos y simbolos caracteristicos; a continuacién se describen los mas

utilizados, indicando su importancia operacional y la forma en que son evaluados.
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Figura 5. Cromatograma tipico
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. Tiempo de retencion (tr). Es el tiempo que un soluto permanece dentro de Ia
columna. Se mide desde el momento en que la muestra se introduce en el
sistema hasta el momento en que se obtiene el punto maximo de la sefial o pico.
Es caracteristico del soluto para condiciones de operacién constante. Se emplea
como medida de tipo cualitativo.

. Tiempo muerto (to). Es el tiempo requerido para eluir un soluto que no se
retiene en la fase estacionaria. Se determina midiendo el tiempo de retencién de

ia fase mdvil misma.

. Tiempo de retencién ajustado (tr'). Es la diferencia entre tr y to, es decir la
medida del tiempo que el soluto permanece retenido en la fase estacionaria.

tr =tr-to

. Ancho a la base (Wy). Es la porcion de la linea base interceptada por las
tangentes trazadas a ambos lados de una sefial cromatogréafica: asumiendo que
la forma de la sefal es gausiana, esta anchura es igual a 4 veces el valor de c, 0
sea la dispersion de una distribucion gausiana de valores. Este valor se emplea

en el calculo de la resolucion y eficiencia del sistema cromatografico.

. Numero de platos teéricos (N). Un plato tedrico es un equilibrio del soluto entre
las fases mévil y estacionaria, una buena columna tiene un ndmero alto de platos
tedricos.

N (no. Platos teéricos) = 16(trNVb)2,
donde tr es el tiempo de retencion y W, es el ancho de |2 base del pico.

El numero total de platos tedricos representa el poder de separacion de la
columna, es decir, su eficiencia.

. Altura equivalente a un plato teérico (H, AEPT). Es la longitud de columna
requerida para obtener un equilibrio del soluto entre la fase mévil y la fase
estacionaria, cuando este valor es pequerio indica mas platos tedricos por unidad

de longitud y por lo tanto mayor eficiencia. Se calcula como:
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H = L/N,

donde L es la longitud de la columna y N el nimero de platos tedricos.

. Factor de capacidad (K'). Es la relacidon entre el tiempo que el soluto
permanece en la fase estacionaria y la fase mévil. Es un indice de la retencion
del soluto, un valor alto de K' indica una buena retencion lo cual favorece una
buena separacion.

K’ = tr'fto,

donde tr' es el tiempo de retencion corregido y to es el tiempo muerto.

Resolucian (Rs). Es una medida cuantitativa del grado de separacion obtenido
entre dos compuestos.

Rs = 2(trz - tr{)/AWb¢ + Wby},
donde tr es el tiempo de retencidon, Wb es el ancho de |la base del pico, 1y 2 son
los solutos. Un valor de Rs = 1.5 significa separacidén completa.

Selectividad (o). Mide las diferencias relativas en las fuerzas de interaccion de
dos solutos con la fase estacionaria, es decir, es una medida de la solubilidad
diferencial de dos compuestos en la fase estacionaria. Un valor mayor de o
significa una columna mas selectiva y por lo tanto una mejor separacion de los
solutos.

o = traftry,
donde tr es el tiempo que el soluto permanece en la columna, 2 corresponde al

soluto mas retenido en la columna y 1 al soluto menos retenido.
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3.4 Instrumental en Cromatografia Liquida.

Los componentes basicos de un cromatografo de liquidos de alta eficiencia
incluyen: recipiente de almacenamiento de la fase moévil (recervorio), sistema de

bombeo, inyector, columna, detector y registrador (27, 28).

MEDIDOR Dc PRESION
Sletemade
)] Basmbeo

de AlLa VALVULA
Presisa ] 3. wvecronA
2 l_‘
1
COLUMNA
RECIPIENTE 5
REGISTRADOR [
JlL : " DETECTOR
7 3

Figura 6. Representacién grafica de un cromatografo de liquidos de alta presion

3.4.1 Recipientes de almacenamiento de la fase moévil.

Se utilizan recipientes de vidrio, acero inoxidable o plastico, de una capacidad
entre 1 a 3 litros. La toma del disolvente se hace a través de un filtro, el cual tiene la
finalidad de remover pequenas particulas que puedan obstruir y darar el sistema de
bombeo y la columna. Las fases mdviles deben ser filtradas antes de ser empleadas
en el cromatégrafo, pasandolas a través de un filtro metélico o de cerdmica de al
menos 2 um de porosidad.

En las fases moviles, principalmente en las de caracter polar, existe una
tendencia del oxigeno y otros gases a disolverse en el liquido. Si estos gases entran
en el instrumento forman burbujas, las cuales pueden afectar el funcionamiento del
detector y la eficiencia de la columna. Por este motivo, es necesario remover de la

fase movil los gases disueltos.
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3.4.2 Sistema de bombeo.

Las columnas utilizadas en cromatografia liquida de alta presién estan rellenas
de materiales especiales de particulas muy pequefias (micras), lo cual hace que la
resistencia al flujo de la fase mdvil sea muy elevada. Por lo cual, se requiere un

sistema de bombeo para transportar |la fase mévil a través de la columna.

3.4.3 Valvula inyectora.

Las valvulas inyectoras se fabrican con materiales inertes como teflon y acero

inoxidable. Estan disefiadas para resistir presiones muy elevadas y algo muy
importante, sus cavidades deben ser bien barridas por la fase movil.
La muestra se introduce en la valvula mediante una jeringa, desplaza el liquido y
llena el espacio interno de una pequena porcidén del tubo capilar de acero {loop ©
asa), generalmente el valumen contenido en el tubo es de 10 a 50 pl. La muestra se
inyecta en la columna accionando la valvula de forma tal que la disposicion de
entrada y salida se invierte, tal como se muestra en la figura 7.

Esta forma de inyeccion permite manejar un amplio intervalo de tamarios de
muestra con un alto grado de reproducibilidad (28).

Figura 7. Vélvula inyectora. A. Toma de la muestra. B. Inyeccién de la muestra.

3.4.4 Columnas.

La columna consiste en un segmento de tubo de algin material inerte,
generalmente acero inoxidable, de didmetro uniforme y capaz de resistir altas
presiones.
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La longitud de la columna es, por lo general, entre 10 y 50 cm. El diametro, en
el caso de las columnas analiticas, es de 3 a 4 mm, pero en las columnas de tipo
preparativo puede ser de hasta 1 cm.

Los materiales de relleno (fase estacionaria), utilizados en cromatografia liquida
de alta presion tienen la particularidad de presentar tamafio de particula muy
pequeo, y muchas veces estas particulas tienen forma regular. El tamafio de
particula es importante porque controla el proceso de difusién de las moléculas de la
muestra hacia adentro y hacia fuera de los poros de la particula. A medida que el
tamario de la particula aumenta, el proceso de difusion se hace mas lento, es decir,
la transferencia de masa entre la fase movil y la fase estacionaria es lenta, por esta
razén se utilizan materiales porosos cuyas particulas sean de tamafio menor a 50
pm.

Ademas de los materiales porosos se utilizan los llamados adsorbentes
peliculares o adsorbentes de capa porosa, los cuales consisten en particulas
esféricas, generalmente vitreas, no porosas, recubiertas de una capa muy fina de un
adsorbente poroso, como gel de silice o altmina.

Ambos tipos de materiales mencionados se introducen faciimente en la
columna y proporcionan columnas muy eficientes que son utilizadas en
cromatografia liquido-sélido, o en cromatografia liquido-liquido si son recubiertas de
alguna fase liquida. Asimismo, se pueden unir quimicamente en su superficie a

diferentes fases obteniéndose una amplia gama de cromatografias (28).

3.4.5 Detectores.

Uno de los mayores requisitos instrumentales en la cromatografia de liquidos
moderna es un detector sensible para un monitoreo continuo de los efluentes de |a
columna.

El detector ideal seria aquel que satisficiera los siguientes requisitos: altamente
sensible, estable, de lectura continua y de respuesta universal. Desafortunadamente
ningun detector actual posee todas estas caracteristicas mencionadas. Sin embargo,
los detectores que hay disponibles permiten una amplia variedad de aplicaciones.

Actualmente existen tres tipos de detectores de uso muy generalizado que se
describen a continuacién.
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Detector de indice de Refraccién. Mide la diferencia entre los indices de
refraccion del disolvente puro y de la solucién de la muestra que sale de la
columna; de esta manera se detecta cualquier cambio en la composicion de la
fase movil. La respuesta de este detector es universal dado que el indice de
refracciéon es una caracteristica fisica definida de todos los compuestos. La
sensibilidad de este detector es moderada, por lo general del orden de
microgramos o partes por millén.,

Detector de Luz Ultravioleta. Es el detector mas ampliamente utilizado ya que
tiene una alta sensibilidad para muchos compuestos si estos absorben luz en
la region del U.V. o visible (190 a 600 nm).

Su funcionamiento se basa en la adsorcion de luz por parte de fa muestra al
pasar a través de ella un haz de luz monocromatica ultravioleta. La
concentracidon de la muestra en la celda de flujo esta relacionada con la
cantidad de luz transmitida a través de la celda por la “Ley de Beer".

En condiciones éptimas se pueden obtener sensibilidades de hasta 0.005
unidades de absorcidn, si el compuesto absorbe intensamente en el
ultravioleta, es posible detectar cantidades de muestra del orden de
nanogramos.

Detector de Fluorescencia. En la actualidad es el detector mas sensible, en
condiciones adecuadas es posible detectar cantidades del orden de
picogramos (10 =" g). Se utiliza para el analisis de compuestos que presentan
fluorescencia natural o para compuestos no fluorescentes que pueden
transformarse en otros que si son fluorescentes mediante formacién de
derivados quimicos (27, 28).

3.4.6 Registrador.

Su funcidn es representar en un registro grafico (cromatograma) ias sefiales

dadas por el detector. Las sefiales producida por el detector se manifiesta en forma
de picos (Gausianos) representando la concentracion de los componentes eluidos.

Los registradores mas utilizados son los potenciométricos de 1 6 10 mV (28).
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3.5 Fundamentos de Validacion.

La Validacidon de un método analitico es fundamental para el desarrollo de una
tecnica de andlisis, ya que es mediante esta secuencia de pruebas y analisis |o que
proporciona evidencia confiable de que el método cumple con los propdsitos para los
que fue disefado.

La validacion de un metodo analitico se define como el proceso por el cual
queda establecido por estudios de laboratorio, que la capacidad del método satisface
los requisitos para las aplicaciones analiticas deseadas. La capacidad se expresa en
este caso, en términos de parametros analiticos.

Los parametros a evaluar en general en un proceso de validacién son los que

se definen a continuacién:

Linealidad. La linealidad de un sistema o método analitico es su habilidad
para asegurar que los resultados analiticos, los cuales pueden ser obtenidos
directamente o0 por medio de una transformacidn matematica bien definida, sean
directamente proporcionales a la concentracidn de la sustancia en un intervalo
determinado.

Este parametro se divide en linealidad del sistema y linealidad del método.

e Linealidad del sistema. Se determina construyendo una curva de calibracion
empleando cuando menos cinco diluciones preparadas a partir de una misma
disolucion patron y haciendo andlisis cuando menos por duplicado para cada
dilucién,

 Linealidad del método. Se determina a partir de placebos adicionados de cuando
menos tres diferentes cantidades de la sustancia de interés, cada una de manera

independiente, haciendo los andlisis por triplicado.

Exactitud. La exactitud de un método analitico es la concordancia entre un
valor obtenido experimentalmente y el valor de referencia. Se expresa como el
porciento de recobro obtenido del andlisis por sextuplicado de muestras a las que se

les ha adicionado cantidades conocidas de las sustancias.
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Se determina con placebos cargados de manera independiente con la
cantidad necesaria de la sustancia de interés para obtener la concentracidn del 100%
utilizando el método propuesta haciendo el analisis en las mismas condiciones de

operacion y por el mismo analista.

Precision. La precisién de un método analitico es el grado de concordancia
entre resultados analiticos individuales cuando el procedimiento se aplica
repetidamente a diferentes muestreos de una muestra homogénea del producto.
Usualmente se expresa en términos de desviacion estandar o de coeficiente de
variacién. La precision es una medida del grado de reproducibilidad y/o repetibilidad
del método analitico bajo las condiciones normales de operacion.

Se determina por el andlisis de una misma solucidn estandar correspondiente

al 100% establecido en ia linealidad del sistema.

Repetibilidad. Es la precisién de un método analitico expresada como la
concordancia entre determinaciones independientes realizadas bajo las mismas
condiciones (analista, aparato, laboratorio, etc.).

Se determina con placebos cargados de manera independiente con la
cantidad necesaria de la sustancia de interés para obtener la concentracion del 100%
utilizando el método propuesto, haciendo el analisis en las mismas condiciones de

operacion y por el mismo analista.

Reproducibilidad. Es la precision de un método analitico expresada como la
concordancia entre determinaciones independientes realizadas bajo condiciones
diferentes (diferentes analistas, en diferentes dias, en el mismo y/o diferente
laboratorio, utilizando el mismo y/o diferente equipo).

Se determina a partir de una muestra homogénea de sustancia cercana al
100% de la concentracién tedrica analizada cuando menos por dos analistas en dos

dias diferentes y por triplicado.
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Limite de deteccién. Es la minima concentracién de una sustancia en una
muestra, la cual puede ser detectada, pero no necesariamente cuantificada, bajo las
condiciones de operacion establecidas.

Se determina realizando diluciones de una referencia conocida y observando
hasta que concentraciones puede detectar el aparato.

Limite de cuantificaciéon. Es la menor concentracion de una sustahcia en una
muestra que puede ser determinada con precision y exactitud aceptables bajo las

condiciones de operacion.

Especificidad. Es |la habilidad de un método analitico para obtener una
respuesta Unicamente de la sustancia de interés y no a otros componentes de la
muestra.

Se determina con el método propuesto analizando placebos del producto e

identificar la respuesta de la sustancia de interés.

Tolerancia. La tolerancia de un método analitico es el grado de
reproducibilidad de los resultados analiticos obtenidos por el analisis de la misma
muestra bajo modificacionses de las condiciones normales de operacion, tales como
diferentes temperaturas, lotes de reactivos, columnas, sistemas de elucién, tipo de
empaque (soporte y fase estacionaria, condiciones ambientales, etc.).

Estabilidad de la muestra. Es la propiedad de una muestra preparada para
su cuantificacion, de conservar su integridad fisicoquimica y la concentracion de |a
sustancia de interés, después de almacenarse durante un tiempo determinado bajo
condiciones especificas (29).
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MATERIAL DE LABORATORIO ESPECIAL
- Mechero Fisher.

- Tripie, tela de asbesto.
- Matraces Erlenmeyer de 100 mL.
- Magnetos agitadores.
- Equipo de destilacién simple.
- Embudos de separacién de 125 mL.
- Pesafiltro.
-- Probeta de 20, 10, 100, 1000 mL.
- Vidrio de reloj.

- Embudos de filtracion.
- Pipeta graduada de 10 mL.
- Soporte universal.

- Pinzas de tres dedos.

REACTIVOS
e Acetona grado técnico.

o COg2 (hielo seco)

e Acido acético glacial ( MERCK, R.A.)
e Agua destilada

- Matraces aforados.

- Pipetas volumétricas 0.5-5 mL.
- Micropipetas automaticas.

- Mortero con pistilo.

- Papel whatman #42,

- Papel pH escala 8-14

- Filtros membrana 0.22 um

- Jeringas de 1 mL.

- Cartucho Sep-Pak Cqg

- Microjeringa de 100 pl.
- Viales de 2 mL.

- Varilla de vidrio.
- Termémetro O - 150 °C

» Hidroxido de amonio concentrado (J. T. Baker, R.A))

¢ Alcohol iso-butilico al 100% (J. T. Baker, R.A))

o Metanol absoluto (J. T. Baker, R.A.)
» Acetonitrilo grado HPLC (Fisher Scientific)

» Metanol grado HPLC (MALLINCKRODT, ChromAR-HPLC)

e Agua grado HPLC (agua deionizada, filtrada a través membrana 0.22 ym)

» Disolucién de fosfato monobasico de amonio 0.1 M (MALLINCKRODT, R.A.)
» Estandar de a-Solanina (SIGMA # S-3757, lote 88F7130)

o Estandar de a-Chaconina (SIGMA # C-37681, lote 56H7165)
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EQUIPO
¢ Parriila multiple (THERMOLINE Multi-Stir plate 4, No. 29387).
+ Estufa de secado (LAB-LINE Instruments, Inc., imperial Ill).
+ Molino (Thomas-Wiley, WILEY MILLS, Modelo 4, serie 3375-E10).
¢+ Liofilizadora (LABCONCO Freeze Drier 5).
¢+ Rotavapor (Blchi 461, Water Bath).
¢+ Potencidometro (CORNING, Modelo 10, No.29394).
+ Equipo para obtener agua grado HPLC (MILLIPORE, Milli-Q Waters System, con
un equipo de filtracion Millipak 40, 0.22 um de tamafio de poro).
Equipo de Ultrasonido (METTLER ELECTRONIC Corp).
Cromatégrafo de liquidos de alta resolucién, consta de:
- Interface (MILLIPORE Waters System, SIM 013822).
- Bombas (MILLIPORE Waters 510, No. 510-145776).
- Detector de absorbancia (UV) de longitud de onda variable (MILLIPORE
Waters 486, No. 486-PRE823).
- Columna uBonda.Pak C4g, dimensiones 3.9 x 300 mm, (MILLIPORE
Waters, No. P31251B-01).

- Computadora: Monitor (NEC/Multisync 24); C.P.U. (NEC PowerMate
386/25), Impresora (NEC Pinwriter P6200).

* »

4.1 Preparacién de la muestra.

4.1.1 El Instituto Nacional de Investigaciones Forestales Agricolas y Pecuarias
(INIFAP) dependiente de la Secretaria de Agricultura proporcioné las papas de
cada variedad a analizar, las papas fueron cosechadas y almacenadas a
temperatura ambiente y en la oscuridad por un tiempo de 2 meses con el fin
de simular el tiempo que tarda en llegar este producto hasta el consumidor a
partir de la cosecha.
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Las variedades de papa mexicana que se estudiaran, son las siguientes:

1. Alpha 5. Marciana 9. Nortena
2. Atzimba 6. Michoacan 10. Puebla
3. Juanita 7. Montsama 11. Rosita
4. Lépez 8. Murca 12. Tollocan

De las 12 variedades estudiadas, 7 fueron caracterizadas por el Instituto

Nacional de Investigaciones Forestales Agricolas y Pecuarias (INIFAP).

Variedad: ALPHA
Caracteristicas: Planta sin pigmento.

Precoz - intermedia.

Flor rosada.

Susceptible a Tizén tardio y virosis (PLRV).
Tubérculo oblongo.

Piel blanca lisa.

Ojos superficiales.

Pulpa crema.

Rendimiento comercial: 30 - 40 ton/ha.

Variedad: LOPEZ
Caracteristicas: Planta andigena pigmentada.

Tardia.

Fior morada,

Susceptible a Tizén tardio y alternaria.
Tubeérculo redondo.

Piel lisa rosa.

Ojos profundos.

Pulpa amarillo - crema.

Rendimiento comercial: 20 - 30 ton/ha.

Variedad: MICHOACAN
Caracteristicas: Planta verde sin pigmentos.

Precoz.

Fior blanca.

Resistente a Tizdn tardio y poco susceptible a virosis (PLRV).
Tubérculo oblongo.

Piel blanca lisa.

Ojos superficiales.

Pulpa crema.

Rendimiento comercial: 30 - 40 ton/ha.
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Variedad: MONTSAMA

Caracteristicas: Planta pigmentada.
Precoz - intermedia.
Flor morada.

Resistente a Tizén tardio y susceptible a virus (PLRV).

Tubérculo eliptico.

Piel lisa roja.

QOjos superficiales.

Pulpa amarillo huevo.
Rendimiento comercial: 25 - 35 ton/ha.

Variedad: NORTENA

Caracteristicas: Planta poco pigmentada.
Intermedia - tardia,
Flor blanca.

Resistente a Tizon tardio y poco susceptible a punta morada,

Susceptible a pierna negra.

Tubérculo eliptico.

Piel lisa blanca.

Ojos superficiales.

Pulpa amarillo - crema.
Rendimiento comercial: 40 - 50 ton/ha.

Variedad: ROSITA
Caracteristicas: Planta verde sin pigmentos.
Tardia.
Flor rosada.
Resistente y tolerante a Tizén tardio.
Tolerante a virosis (PVY).
Tubérculo oblongo.
Piel rosa lila.
Ojos superficiales.
Pulpa amarillo huevo.
Rendimiento comercial: 40 - 50 ton/ha.

Variedad: TOLLOCAN

Caracteristicas: Planta verde sin pigmentos.
Precoz - intermedia.
Flor blanca abundante.
Resistente a Tizdén tardio.

Muy susceptible a virus (PLRV) y nematodo dorado

Tubérculo oblongo eliptico.
Piel blanca aspera.
Ojos semiprofundos.
Pulpa crema.
Rendimiento comercial: 30 - 40 ton/ha.

4. PARTE EXPERIMENTAL
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4.1.2

4.16

Despues de transcurrido el tiempo de almacenamiento de las muestras de
papas, se selecciono 10 piezas por cada variedad, cuidando que las papas no
presentaran ningun defecto, dafio fisico o dreas verdes.

Después de seleccionar la muestra se realizé una limpieza de la misma,
lavando con agua corriente para eliminar tierra y cualquier impureza que
tuvieran las papas. La muestra limpia se seca perfectamente.

El siguiente paso es la separacién de céscara y pulpa, procurando obtener Ia
cascara libre de pulpa, esto se logro utilizando un “cutter” o "exacto",

La pulpa de ia papa se cuece en agua a ebullicion (92 °C) durante 60 minutos
para inhibir las enzimas causantes de oxidacion: cuando [as papas estan
cocidas se dejan escurrir y luego se pesan en balanza granataria, después se
cortan y se colocan en charolas que se introdujeron en una estufa de secado
con corriente de aire a temperatura controlada (50-55 © C) durante 14 hrs.
Cuando las papas estan completamente secas, se pesan nuevamente,
despues se muelen y tamizan utilizando una malla de % mm de didmetro, para
obtener una harina fina.

La harina de pulpa de papa se coloca en un frasco de plastico limpio que
cierra perfectamente y que contiene los datos pertinentes. Esta muestra se
almacena a temperatura ambiente y oscuridad hasta el momento de su
analisis.

En el caso de la cascara se comienza pesandola en balanza granataria,
después se congela con una mezcia acetona-COp (hielo seco) para que

alcance una temperatura de - 78 °C (congelacion rapida que evita que la
estructura del tejido vegetal se dafie), enseguida se liofiliza.

Cuando la cascara se encuentra seca, se muele en un mortero para obtener
una harina fina, la cual es trasvasada a un frasco de plastico limpio, rotulado
con los datos necesarios, y almacenada a temperatura ambiente y oscuridad
para su posterior analisis.
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4.2 Determinacion de humedad.

Se realizd la determinacidén de la humedad en cascara y pulpa de cada una de
las variedades de papa en estudio, de acuerdo a la metodologia descrita por el
AOAC (30).

4.3 Técnica de extraccion de glicoalcaloides en papa.

Las metodologias para la extraccion y andlisis de los glicoalcaloides de papa

se han estudiado ampliamente y existe un gran niumero de métodos reportados en la

bibliografia; sin embargo ningun método ha logrado una aceptacion general.

En resumen, la amplia gama de métodos desarrollados, indica que un método

de analisis Util consiste en tres pasos principales:

1.

Extraccion de los glicoalcaloides con disolventes acuosos o no acuosos. La
literatura sugiere extraer con metanol, metanol-cloroformo (2:1 v/v), agua que
contiene acido 1-heptanosulfénico 0.02 M y acido acético al 1%, acido acético
acuosos al 1 6 al 5%, agua-acido acético-bisulfito*de sodio (95:5:0.5 viviw) y
Tetrahidrofurano-agua-acetonitrilo-aceético (50:29:20:1).

Eliminacion de sustancias que interfieren, lo cual se logra precipitando el extracto
de aicaloides bajo condiciones basicas ¢ purificando el extracto utilizando un
cartucho Sep-Pak antes de andlisis. Segun la literatura, el uso de cartuchos Sep-
Pak ofrece ciertas desventajas como son perdidas de muestra y variaciones de
lote a lote en los cartuchos.

El andlisis del extracto limpio de glicoalcaloides por cromatografia de liquidos de
alta eficiencia. (31, 32)

Teniendo en cuenta lo anterior se adaptd y maodificéd procedimientos

reportados en la literatura para extraer los dos principales glicoalcaloides en papa.

Los métodos de extraccidn propuestos en este trabajo son:

1.

Serie de 3 reflujos con 20 mL de acido acético al 5% en metanol de una muestra
seca en polvo (papa Alpha cargada con una concentracién conocida de
glicoalcaloides), filtracion a través de papel whatman #40 después de cada

refiujo (30 min.), alcalinizacién a pH 11 del extracto acético-metandlico, 3
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extracciones liquido-liquido con 20 mL de alcohol isobutilico saturado con agua y
concentracion a sequedad del extracto butandlico por destilacién simple y
reconstitucion del mismo con 2 mL de metanol para trasvasar a un vial, finalmente

la evaporacion a sequedad del extracto metandlico al vacio (33).

2. Serie de 4 agitaciones con 20 mL de acido acético acuoso al 5% de una muestra
seca en polvo (papa Alpha cargada con una concentracidn conocida de
glicoalcaloides), filtracion a través de papel whatman #42 después de cada
periodo de agitacion (30 min.), alcalinizacién a pH 11 del extracto acético, 4
extracciones liquido-liquido con 10 mL de alcohol isobutilico saturado con agua,
concentracion a sequedad del extracto butandlico por destilacién simple y
reconstitucion del mismo con 2 mL de metanol para trasvasar a un vial, finalmente

ta evaporacién a sequedad del extracto metandlico al vacio (33).

Los dos métodos de extraccién propuestos ,gnteriormente estan basados
principalmente en el método propuesto por Dao y Friedman en 1996 (31): al cual
se¢ le hicieron modificaciones con el fin de incrementar su eficiencia y reducir el
tiempo de extraccién. La idea de utilizar metanol - dcido acético como medio de
extraccion fue tomada del método propuesto por Carman et a/. en 19886 (22).

Ambos métodos se probaron en muestras de pulpa de papa Alpha seca (se
eligio la pulpa de la papa Alpha para el estudio del método de extraccién asi como
para el estudio de validacion debido a que esta variedad contiene cantidades muy
pequefas, no cuantificables, de los glicoalcaloides en estudio, segun estudios
preliminares realizados), con adicidon de estandares de glicoalcaloides a diferentes
concentraciones para cada glicoalcaloide, respectivamente. La extraccién se realizé
por triplicado.

La concentracién adicionada de a-solanina fue de 0.5 mg en 500 mg de
pulpa de papa. La concentracion adicionada de a-chaconina fue: 1 mg en 500 mg de
pulpa de papa.

Para determinar cual era el mejor método de extraccion se analizaron los
extractos obtenidos en el cromatdgrafo de liquidos y los cromatogramas obtenidos se

compararon con el cromatograma obtenido de una muestra de estandares puros gue
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No se sometieron a ninguna extraccion. Los resultados obtenidos se muestran en la
figuras 8, 9y 10.

4.4 Validacién de la técnica cromatografica (HPLC).

Como en el caso de los métodos de extraccion, las condiciones
cromatograficas para el andlisis de glicoalcaloides de papa, encontradas en la
bibliografia son variadas, sin embargo, en todos los casos utilizan como eluyente
principal acetonitrilo:amortiguador de fosfatos.

Las condiciones cromatograficas para este trabajo se establecieron con base
en la metodologia propuesta por Dao y Friedman (1996), con algunas
modificaciones.

Antes de validar la técnica cromatografia, se realizo un periodo de
adiestramiento para el manejo adecuado del cromatografo de liquidos y se establecié
el método de extraccién de glicoalcaloides.

Los parametros a validar fueron: linealidad del siptema, linealidad del método,
exactitud (% de recobro, permite validar el método de extraccién), precision,
repetibilidad, limite de deteccion, limite de cuantificacion y estabilidad de la muestra.

Antes de comenzar la validacion del método es necesario establecer las
condiciones cromatograficas que permitan separar y por tanto cuantificar los
glicoalcaloides o-solanina y a-chaconina en papa. Para ello es necesario €l caiculo
de los parametros cromatograficos siguientes:

* Eficiencia (N)
« Selectividad (a)
» Factor de capacidad (K’)

* Resolucion (Rs)

Condiciones cromatogréficas de trabajo.

1. Columna de fase inversa pBonda-Pak C41g modelo Waters de dimensiones 3.9 x

300 mm.
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2. Una mezcla de elucion (fase movil) Acetonitrilo (CH3CN) : Fosfato monobasico

de amonio acuoso 0.05 M (30:70); el pH del amortiguador de fosfatos es 6.5
ajustado con NH40H concentrado.

3. Un flujo de la columna de 1.5 mL/min.
4. Una deteccion a 200 nm y una sensibilidad dei detector de 0.05 AUFS.
5. Uninyector de 20 pl (loop).

Para determinar si las condiciones cromatograficas eran adecuadas se
analizaron dos soluciones (a la misma concentracion) que contenia una mezcla de a-
solanina y a-chaconina (estandares puros), en una proporcion 2:3 respectivamente.

Las concentraciones de los estédndares fueron: para «-Solanina, 1 mg/mL y
para a-Chaconina, 1.5 mg/mL.

Con los resuitados obtenidos se calcularon ios parametros cromatograficos

para las condiciones de trabajo propuestas, éstos se muestran en la tabla No. 1.

4.4.1 VALIDACION DEL SISTEMA.
4.4.1.1 Linealidad del sistema.

Se determina mediante |a elaboracidén de una curva de calibracién, para cada
uno de los dos glicoalcaloides, utilizando 7 diluciones de 0.24 mg/ml. a 0.012 mg/mL
para o-Solanina y 0.30 mg/mL a 0.015 mg/mL para «-Chaconina, preparadas a
partir de una solucion patrén y haciendo un analisis por duplicado para cada dilucién.
Los resultados obtenidos se presentan en |as tablas No. 2, 3, 4 v 5; la grafica de

linealidad se muestra en las graficas No. 1y 2.

4.4.1.2 Precision del sistema.

Se determina por el analisis sextuplicado de una misma solucion estandar
correspondiente al 100% de concentracion, 0.24 mg/mL para o-Solanina y 0.30
mg/mL para a-Chaconina. Los resultados obtenidos se presentan en las tablas No. 6
y7.
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4.4.2 VALIDACION DEL METODO.
4.4.2.1 Linealidad del método.

Se adicionan 4 diferentes concentraciones de cada uno de los glicoalcaloides,
a muestras de pulpa de papa alpha y se hace un analisis por triplicado. Los
resultados se muestran en las tablas No. 8, 8, 10y 11

4.4.2.2 Exactitud (recobro).

Se analizan por sextuplicado extractos de glicoalcaloides obtenidos de
muestras de pulpa de papa alpha adicionada con 0.12 mg de «-Solanina y 0.15 mg
de a-Chaconina y 0.24 mg de o-Solanina y 0.30 a-Chaconina. Los resultados

obtenidos se muestran en las tablas No. 12, 13, 14 y 15.

4.4.2.3 Repetibilidad

Se analizan 6 muestras de papa alpha adicionadas de forma independiente
con estandares de a-Solanina y o-Chaconina, 0.18 mg/mL y 0.30 mg/mL,
respectivamente. Los resultados obtenidos se presentan en las tablas No. 16, 17, 18
y 19.

4.4.2.4 Limite de deteccion y de cuantificacién.

Se analizan diluciones de una solucién estandar de concentracion baja (la
primera concentracion de la curva patréon para linealidad del sistema, 0.012 mg/mL
para a-Solanina y 0.015 mg/mL para o-Chaconina), en las que se reduce la
concentracion de 10 en 10% de la inicial. Los resultados obtenidos se muestran en
las tablas No. 20y 21.

4.4.2.5 Estabilidad de la muestra.

Se evallo analizando muestras de extracto de glicoalcaloides en diferentes
tiempos de almacenamiento. Las condiciones de almacenamiento fueron
refrigeracion convencional durante 4 semanas. Los resultados obtenidos se muestran
en las tablas No. 22,23y 24.
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1 TECNICA DE EXTRACCION DE GLICOALCALOIDES DE PAPA.
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Figura 8. Cromatograma del extracto obtenido a partir de la muestra
de papa Alpha adicionada con estandares de glicoalcaloides tratada
por el método 1. Columna: pBonda-Pak C18, 30 cm x 3.9i.d.; Fase
movil: acetonitrilo:amortiguador de fosfatos 0.05M (30:70), pH 6.50;
Fiujo 1.5 mL/min; deteccion, U.V. 200 nm y 0.05 AUFS.
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Figura 9. Cromatograma del extracto obtenido a partir de la muestra
de papa Alpha adicionada con estandares de glicoalcaloides tratada
por el método 2. A = w-Solanina y B = a-Chaconina.

Columna: pBonda-Pak C18, 30 cm x 3.9i.d.; Fase movil: Acetonitrilo:

amortiguador de fosfatos 0.05M (30:70), pH 6.50; Flujo 1.5 mi/min;
deteccion, U.V. 200 nm y 0.05 AUFS.
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Figura 10. Cromatograma de los estdndares de o-Solanina (A) y
a-Chaconina (B). El cromatograma representa ia respuesta obtenida
para 1 mg de a-Solanina y 1.5 mg de a-Chaconina.

Columna: uBonda-Pak C18, 30 cm x 3.9 i.d.; Fase mdvil: acetonitrilo:
amortiguador de fosfatos 0.05M (30:70), pH 6.50; Flujo 1.5 mL/min;
deteccion, U.V. 200 nm y 0.05 AUFS.

Observando los resultados obtenidos podemos decir qUe el método de
extraccion 1, figura 8, no es selectivo para extraer glicoalcaloides, ya que se
observan muchos picos en el cromatograma (compuestos ajenos a los analitos), los
cuales interfieren con la separacion y cuantificacion de los glicoalcaloides de interés,
ademas el perfil de los picos que podrian ser glicoalcaloides, es muy distinto al de los
estdndares puros. La baja eficiencia de este método de extraccion se debe
principaimente al disolvente usado, metanol, el cual solubiliza una amplia gama de
compuestos, por ejemplo algunos pigmentos, mientras que los glicoalcaloides son
poco solubles en metanol! frio.

Los resultados obtenidos por el método de extraccién 2, figura 9, indican que
este método es eficiente y selectivo para extraer glicoalcaloides de papa, ya que el
perfil obtenido en el cromatograma es muy similar al cromatograma obtenido de |a
solucion de estandares, figura 10. Por otra parte, los tiempos de retencién de los
glicoalcaloides tanto en el estandar puro como en el extracto obtenido a partir de

pulpa de papa alpha son muy similares: para o-Solanina es de 10.02 min. en el
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5 RESULTADOS Y DISCUSION

estandar y 10.05 min. en pulpa de papa alpha y para a-Chaconina es de 11.09 min.
en el estandar y 11.16 min. en pulpa de papa alpha.

El método de extraccidn 2 permite una buena extraccidon de glicoalcaloides
debido a que el acido acético, aunque es un acido débil, ayuda a que el nitrégeno
que presenta la estructura de los glicoalcaloides adquiera una carga positiva,
haciéndolos de esta manera mas solubles en el medio acuoso.

Para realizar la extraccion de los glicoalcaloides, a-Solanina y a-Chaconina,
en las 12 variedades de papa en estudio, se utilizara el método No. 2 por presentar
un mejor perfil de los glicoalcaloides de interés, sin embargo, no se descarta la
posibilidad de que los picos mostrados en el cromatograma del extracto obtenido por
el método No.1 pudieran ser compuestos del tipo de los alcaloides esteroidales.

5.2 VALIDACION.
» PARAMETROS CROMATOGRAFICOS.
Con las condiciones establecidas se obtuvieron los siguientes resultados:

Tabla No. 1
PARAMETROS a-solanina : a-chaconina
Mtra 1 Mtra 2 Promedio
Eficiencia (N) 1553.15:1585.11 1559.32:1582.84 1556.23:1583.97
Resolucién (R) 1.01 1.00 1.005
Selectividad («) 1.1076 1.1067 1.1071
Factor de Capacidad (K) | 3.035:3.469 3.039:3.470 3.037:3.46%

Parametros cromatograficos obtenidos de 1a evaluacién cromatografica de dos muestras (mezcla de
estandares de glicoalcaloides: a-Solanina y a-Chaconina) bajo las condiciones propuestas.

MUESTRA 1; MUESTRA 2:
to. = 2.483 min. to. = 2.483 min.

a-Solanina o-Solanina

tr. = 10.02 min tr. = 10.03 min.

Wb =1.017 min Wb = 1.016 min.
o -Chaconina a-Chaconina

tr. = 11.098 min. tr. = 11.100 min.

Wb = 1.115min. Wb = 1.116 min.

Los resultados obtenidos en cuanto a eficiente (N) muestran que la columna
utlizada, uBonda-Pak Cis, tiene un buen poder de separacién para los

glicoalcaloides a-Solanina y a-Chaconina, ya que los valores obtenidos son altos.
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

Los valores de resolucidon (R) obtenidos muestran que hay una separacion
aceptable entre o-Solanina y a-Chaconina, esto con base en lo que nos dice la
literatura: la resolucion minima aceptable en mezclas sencillas (dos compuestos) es
1.0 lo cual corresponde a un 98% de separacion entre dos compuestos. El valor
promedio obtenido para la mezcla de glicoalcaloides es 1.005, lo cual corresponde
con el valor minimo aceptable.

Se considera que hay una buena selectividad en el sistema cuando o = 1, en
el caso de la mezcla de glicoalcaloides se obtuvo un valor promedio de o = 1.1071, lo
cual indica que ambos compuestos, a-Solanina y a-Chaconina, tiene solubilidades
semejantes con respecto a la fase estacionaria, por lo cual sus tiempos de retencién
son muy cercanos, pero lo suficiente para su separacion. La solubilidad similar de
ambos glicoalcaloides con respecto a la fase estacionaria, se explica por la
semejanza que tienen en su estructura quimica.

Los valores promedio del factor de capacidad obtenidos para los
glicoalcaloides nos indican que la a-Chaconina es ligeramente mas retenida por la
columna que la o-Solanina, puesto que su valor de K' es mayor, 3.469 para
o-Chaconina y 3.037 para «-Solanina. Debido a lo antes mencionado, la o-
Chaconina tarda més tiempo en eluir que la a-Solanina. Se considera que los valores
optimos de K’ son de 2 a 6, considerando dicho rango de valores, podemos decir que

ambos glicoalcaloides en estudio presentan una adecuada retencion por el sistema,
lo cual facilita su separacion.

o« LINEALIDAD DEL SISTEMA.

Tabla No. 2.
Curva patrén de a-Solanina

Conc. de dilucion | Altura (uV) | Altura (uV) | Promedio

{mg/mL) 1 2
0.0120 1798 1771 1784.5
0.0300 5032 5183 5107.5
0.0600 8856 8535 8695.5
0.0912 11085 11239 11162.0
0.1200 14950 156240 15085.0
0.1800 20346 22347 | 21346.5
0.2400 26926 26830| 26878.0

Datos de concentracién (mg/mL) de a-solanina y
aitura (uV) para obtener la linealidad del sistema.
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5 RESULTADOS Y DISCUSION

Tabla No. 3
Resultados de la evaluacién estadistica
Para linealidad del Sistema por HPLC
Para la cuantificacion de a-solanina

r =0.9966 b=1093.07 m= 110917.137
¢ =0.9932

DADO QUE r> 0.9900 Y > 0.98. SE CUMPLE CON
LOS CRITERIOS PARA LINEALIDAD DEL SISTEMA.

Tabla No. 4.
Curva patrén de a-Chaconina
Conc. de dilucién | Altura (uV) | Altura (nV) | Promedio

(mg/mL) 1 2

0.0150 2288 2333 2310.5
0.0375 6600 6807 6703.5
0.0750 9758 9404 9581.0
0.1140 12185 12308 12250.5
0.1500 16382 16709 16545.5
0.2250 22763 25439 24101.0
0.3000 31478 31495 31486.5

Datos de concentracion (mg/mL) de a-Chaconina
y altura {(uV) para obtener la linealidad del sistema.

Tabla No. 5
Resultados de la evaluacién estadistica
Para linealidad del Sistema por HPLC
Para la cuantificacién de a-Chaconina

r =0.9967 b =1246.333 m = 101481.544
? =0, 9934

DADO QUE r>0.9900 Y > 0.98. SE CUMPLE CON
LOS CRITERIOS PARA LINEALIDAD DEL SISTEMA.

Al evaluar la linealidad de sistema se obtuvo que existe una relacién lineal
entre la cantidad adicionada de estandares v la respuesta del equipo (altura del pico
en uV, Tablas No. 2 y 4) presentando un coeficiente de correlacién de 0.9966 para o-
Solanina y de 0.9967 para a-Chaconina (Tablas No. 3 vy 4, graficas No. 1y 2), con

lo cual se afirma que cumple con los criterios para linealidad del sistema para ambos
glicoalcaloides.
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Curva patrén de «-Solanina

30000
25000
20000
15000
10000

5000

0 st T T T T T L]
0 0.05 0.1 0.15 0.2 0.25 0.3

Concentracion (mg/mL)

Altura (uV)

y = 110917x + 1093.1
R? = 0.9932

Grafica No. 1. Curva estandar de o-solanina vs respuesta para
evaluar la linealidad del método.

Curva patrén de a-Chaconina
35000 -
30000 -
25000 -
S
= 20000 -
_S 15000 -
< 10000
1 y = 101482x + 1246.3
5000 - R?=0.9934
0 T T T 1
0 0.1 0.2 0.3 0.4
Concentracién (mg/mL)

Grafica No. 2. Curva estandar de a-Chaconina vs respuesta
para evaluar {a linealidad del método.
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+ PRECISION DEL SISTEMA.
e e — ———]

Tabla No. 6
Datos de altura (uv) para obtener
La precisién del sistema
a-Solanina a-Chaconina
e

Analisis | Altura | Analisis Altura
(#) (pV) (#) (uVv)
1 27100 1 30803
2 26234 2 30787
3 27268 3 31882
4 26926 4 31478
5 26830 5 31495
6 25794 6 30207
Tabla No. 7

Resultados de la evaluacion estadistica para precision
Del sistema por HPLC para la cuantificacion de:

a-Solanina a-Chaconina
DE = 563.59 DE =615.41
CV=211% CV=1978%

DADO QUE CV < 3%, SE CUMPLE CON LOS CRITERIOS
PARA PRECISION DEL SISTEMA.

De los resultados obtenidos (Tablas No. 6 y 7) se observa que el sistema es
preciso para ambos glicoalcaloides debido a que el coeficiente de variacion es menor
a3 %, 2.11% para a-Solanina y 1.978 % para a-Chaconina, cumpliendo asi con el

criterio para precision del sistema.

s LINEALIDAD DEL METODO.

Tabla No. 8
Datos de mg recuperados y % de recobro

de a-Solanina para obtener la linealidad del método.

mg Adicionados mg Recuperados % Recuperado
0.0300 0.0297 89,1710
0.0300 0.0228 99.2317
0.0300 0.0297 99.0808
0.0600 0.0604 100.5995
0.0600 0.0603 100.5545
0.06800 0.0594 $9.0218
0.1200 0.1198 99.9166
0.1200 0.1198 59.8487
0.1200 0.12086 100.5000
0.2400 0.2398 99.9505
0.2400 0.2399 99.9580
0.2400 0.2401 100.0444
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Tabla No. 8
Resultados de la evaluacion estadistica para la linealidad
del método por HPLC para la a— Solanina.

r = 099999 r¢ = 0.99998

Pendiente:
m = 1.0004

Ordenada al origen:
b = -10434E4

Promedio de recobro:

R = 998256
Desviacion estandar:
DE = 0.57727

Coeficiente de variacion:
CV = 0.578282 %

YAQUEb=0,m=1,rP°>098YCV<2%. SE CUMPLE

CON LOS CRITERIOS PARA LINEALIDAD DEL METODO.

Tabla No. 10
Datos de mg recuperados y % de recobro
de a-Chaconina para obtener la linealidad del método.

mg Adicionados | mg Recuperados | % Recuperado
0.0375 0.03698 98.6364
0.0375 0.03707 98.8729
0.0375 0.03710 98.9518
0.0750 0.07443 99.2452
0.0750 0.07463 99.5080
0.0750 0.07472 99.6393
0.1500 0.14930 99.5496
0.1500 0.14971 89.8123
0.1500 0.14981 99.8780
0.3000 0.29935 99.7839
0.3000 0.29929 89.7642
0.3000 0.29917 99.7247
Tabla No. 11

Resultados de la evaluacion estadistica para la linealidad
del método por HPLC para la a— Chaconina

r = 0.99999 ¢ = 0.99999
Pendiente:
m = 0.99884
Ordenada al origen:
b =-331739 E-4
Promedio de recobro:
R = 99.44719

Desviacion estandar:
DE = 0.419334

Coeficiente de variacion;
CV = 0.421665 %

YAQUEb=0,m=1,r>098Y CV <2 %. SE CUMPLE

CON LOS CRITERIOS PARA LINEALIDAD DEL METODO.
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Los resultados obtenidos del estudio de linealidad del método, muestran una
relacidn lineal entre la cantidad adicionada de estandares de glicoalcaloides y la
cantidad recuperada en el andlisis, lo cual indica la proporcionalidad existente en el
intervalo de concentracion analizado para ambos glicoalcaloides (Tablas No. 8 y 10).
En este parametro, se obtuvo para a-solanina una pendiente igual a la unidad, la
ordenada al origen se aproxima a cero y el coeficiente de determinacion es mayor a
0.98 (Tabla No. 9); para a-Chaconina se obtuvo una pendiente cercana a la unidad,
la ordenada al origen se aproxima a cero y el coeficiente de determinacion es mayor
a 0.98 (Tabla No. 11), los resultados antes mencionados permiten afirmar que se
cumple con los criterios de linealidad del método.

e« EXACTITUD DEL METODO.

Tabla No. 12
Datos de mg recuperados y % de recobro
De a-Solanina para obtener |a exactitud del método.

mg Adicionados | mg Recuperados | % Recuperado
0.1200 0.,1198 99.80371
0.1200 0.1190 99.22520
0.,1200 0.1202 100.20190
0.1200 0.1204 100,31460
0.1200 0.1189 99.07494
0.1200 0.1188 99.01483
0.2400 0.2401 100.06317
0.2400 0.2398 99.95048
0.2400 0.2402 100.10074
0.2400 0.2395 99.80021
0.2400 0.2389 99.57482
0.2400 0.2379 99.16160
Tabla No, 13

Resuitados de la evaluacién estadistica para la
exactitud del método por HPLC para la o— Solanina.
Promedio de recobro:

R = 99.6905
Desviacion estandar:
DE = 0.46668

Coeficiente de variacion:
CV = 046813 %

YA QUE R SE ENCUENTRA DENTRO DEL 98 AL 102 % Y CV <2 %.
SE CUMPLE CON LOS CRITERIOS PARA EXACTITUD DEL METODO.
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Tabla No. 14
Datos de mg recuperados y % de recobro
De a-Chaconina para obtener la exactitud del método.

mg Adicionados | mg Recuperados! % Recuperado
01500 014952 89 68096
0.1500 0.14931 99 54300
0.1500 0.14893 9928680
0.1500 0.14824 98 82695
0.15Q0 0.14794 98.62987
0.1500 0.15011 100.07512
0.3000 029925 9975013
0.30Q0 0.29890 99 63600
0.3000 0.30034 10011234
0.3000 0.30078 100.26016
0.3000 0.30097 10032585
0.3000 029792 99 30760
Tabla No. 15

Resultados de la evaluacion estadistica para ia
exactitud del método por HPLC para la o— Chaconina.
Promedio de recobro:

R = 996196
Desviacién estandar;
DE = 0.53957

Coeficiente de variacion:
CV = 0.54163 %
YA QUE R SE ENCUENTRA DENTRO DEL 98 AL 102 % Y CV < 2 %.
SE CUMPLE CON LOS CRITERIOS PARA EXACTITUD DEL METODO.

La exactitud presentada por el método analitico a los niveles de concentracion
de 0.12 y 0.24 mg/mL para o-Solanina (Tabla No. 12) y de 0.15 y 0.30 mg/mL para a-
Chaconina (Tabla No. 14) cumple con los criterios establecidos, debido a que los
promedios de recobro estan entre el 98 y 102 %, 99.69 % para a-Solanina y 89.62 %
a-Chaconina, y dado que los coeficientes de variacion para ambos compuestos son
menores al 2 % (Tablas No. 13 y 15) podemos decir que el método analitico es
exacto.
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REPETIBILIDAD DEL METODO.

Tabla No. 16
Datos obtenidos para la determinacion de
Repetibilidad del método analitico para a-Solanina.

Altura (uV) % Recuperado
21264 101.03103
21208 100.75054

- 21186 100.49008
21117 100.29474
21050 99.95915
21178 100.60027

Tabla No. 17

Resuitados de la evaluacion estadistica para la
repetibilidad del metodo por HPLC
Para o-— Solanina.

Promedio de recobro;

R = 100.5209
Desviacion estandar;
DE = 0.37065

Coeficiente de variacién;
CV = 0.36874 %

YA QUE R SE ENCUENTRA DENTRO DEL 98 AL 102 % Y CV <2 %.
SE CUMPLE CON LOS CRITERIOS PARA REPETIBILIDAD DEL METODO.

Tabla No. 18
Datos obtenidos para ia determinacion de
Repetibilidad del método analitico para a-Chaconina.

Altura (pV) % Recuperado
31420 99.11052
31370 98.94629
31400 99.04483
31380 99.01193
31460 99.24191
31385 08.99556

Tabla No. 19

Resultados de la evaluacién estadistica para la
repetibilidad del método por HPLC
Para o— Chaconina.

Promedio de recobro:

R = 99.0585
Desviacion estandar:
DE = 0.10512

Coeficiente de variacion:
CV = 0.10612 %

YA QUE R SE ENCUENTRA DENTRO DEL 98 AL 102 % Y CV < 2 %.
SE CUMPLE CON LOS CRITERIOS PARA REPETIBILIDAD DEL METODO.

5 RESULTADOS Y DISCUSION
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En los resultados para repetibilidad del método se observa que hay
concordancia entre los \}alores obtenidos (tablas No. 16 y 18) para ambos
glicoalcaloides, los promedios de recobro obtenidos estan entre el 98 y 102 % y los
coeficientes de variacion son menores al 2 % (Tablas No. 17 y 19), con lo cual se
afirma que el método es repetible.

e LIMITE DE CUANTIFICACION Y LIMITE DE DETECCION.

Tabla No. 20
Datos obtenidos para la determinacién del
Limite de Cuantificacién y Limite de Deteccion
Para a-Solanina.
Concentracion (mg/mL) Altura (uV)
0.0120 1771
0.0096 1406
0.0072 Si detecta / No cuantifica
0.0048 Si detecta / No cuantifica
0.0024 Si detecta / No cuantifica
0.0012 No detecta
Tabla No. 21

Datos obtenidos para la determinacion del
Limite de Cuantificacion y Limite de Deteccién
Para o-Chaconina.

Concentracion (mg/mL) Altura (uV)
0.0150 2310
0.0120 1559
0.0080 1230
0.0060 Si detecta / No cuantifica
0.0030 Si detecta / No cuantifica
0.0015 No detecta

Los resultados obtenidos muestran que el limite de cuantificacion para a-
Solanina es de 0.0096 mg/mL mientras que para a-Chaconina es de 0.0090 ma/mL.

El limite de deteccidn para a-Solanina esta a una concentracién de 0.0024
mg/mL y el de a-Chaconina a una concentracion de 0.0030 mg/mL, concentraciones

inferiores a las mencionadas ya no dan respuesta bajo las condiciones establecidas.
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 ESTABILIDAD DE LA MUESTRA.

Tabla No. 22

Datos obtenidos para la evaluacién de la estabilidad de ia muestra
para a-Solanina y a-Chaconina.
mg adicionados To Semana 1 | Semana 2 | Semana 3

a-Solanina 0.1225 0.1204 0.1218 0.1211
0.1200 0.1227 0.1204 0.1215 0.1210
0.1207 0.1203 0.1203 0.1210
0.1208 0.1202 0.1202 0.1208
«-Chaconina 0.1488 0.1487 0.1488 0.1487
0.1500 0.1487 0.1487 0.1488 0.1487
0.1496 0.1485 0.1493 0.1497
0.1496 0.1485 0.1485 0.1496

Tabla No. 23

Analisis de Varianza (ANDEVA) para la estabilidad de la muestra para a-Solanina.

Fuente de Variacion | gl | Suma de cuadrados | Cuadrado medio | F calculada
Tiempo 3 3.525E-6 1175E-6 2.556
Error 12 5515E-6 4595E~7
Total 15 9.040E -6
Tabla No. 24

Analisis de Varianza (ANDEVA) para la estabilidad de la muestra para a-Chaconina.

Fuente de Variacién | gl | Suma de cuadrados | Cuadrado medio | F caiculada
Tiempo 3 9250E-7 3.083E -7 1.800
Error 12 2055E~-6 1.712E-7
Total 15 2980E-6

Al realizar el andlisis estadistico (ANDEVA), Tablas No. 23 y 24, de los datos
obtenidos para el estudio de estabilidad de la muestra (Tabla No. 22) se observa que
el contenido de glicoalcaloides (a-Solanina y a-Chaconina) en las rhuestras
permanece estable durante el almacenamiento, ya que en ambos casos la F
calculada es menor a la F de tablas (F = 2.61 para un nivel de significancia de 0.1).

5.3 SEPARACION Y CUANTIFICACION DE GLICOALCALOIDES EN PAPAS
COMERCIALES.

A continuacion se muestran los cromatogramas obtenidos para las diferentes

variedades de papa analizadas, tanto de cascara como de pulpa.
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.4 DETERMINACION DE HUMEDAD.

Tabla No. 27.
Contenido de humedad en cascara y pulpa de 12 variedades
comerciales de papa mexicana, expresada en porcentaje.

VARIEDAD Cascara Pulpa
(% humedad) (% humedad)
Alpha 81.985 84.114
Atzimba 80.749 85.195
Juanita 84.810 87.430
Lépez 82.000 84.130
Marciana 84.415 87.565
Michoacan 87.324 86.600
Montsama 83.478 82.407
Murca 88.768 84.792
Norteria 83.333 85.075
Puebla 80.573 87.799
Rosita 83.501 86.956
Tollocan 82.155 82.179

Los valores son expresados como media paran = 2.

La papa comun (Sofanum tuberosum), es un tubérculo con alto contenido de
agua. En las variedades de papa estudiadas se encontré que las cascaras
presentaban un contenido de humedad entre el 80 y 89 %, mientras que las
diferentes pulpas presentaban un contenido de humedad entre el 82 y 88 %.

Los anteriores valores de humedad obtenidos para cada una de las
variedades de papa (en cascara y pulpa), fueron utilizados para calcular el contenido
de glicoalcaloides en cascara y pulpa de papa fresca. Los resultados se muestran en

las tablas No. 28 y 29 y en las gréaficas No. 3,4, 5y 6.
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

Los cromatogramas obtenidos muestran, en forma general, que todas las
variedades de papas estudiadas contienen los glicoalcaloides, «-Solanina y a-
Chaconina, en su céscara; sin embargo, no todas las variedades de papa contienen
glicoalcaloides en su pulpa, como es el caso de las variedades Alpha, Montsama vy
Puebla (Figuras 12, 24 y 30).

Los resultados obtenidos en cuanto al contenido de glicoalcaloides en
cascara, Tabla No. 28 y grafica No. 4, muestran que el glicoalcaloide mayoritario
presente en la cédscara de las papas es a-Chaconina, el cual representa entre un 65
a 71% del total de glicoalcaloides en las variedades de papa estudiadas. La alta
concentracion de a-Chaconina con respecto a o-Solanina tiene un significado
fisioldgico, dado que a-Chaconina es mas tdxico que a-Solanina (segun estudios
realizados sobre embriones de rana por Friedman ef al. en 1992 (10)), elevadas
concentraciones de o-Chaconina confiere mayor proteccidon y resistencia al
tubérculo contra el ataque de insectos y otros depredadores.

En el caso de las pulpas, no se encontro un patron de comportamiento en
cuanto al contenido de a-Solanina y a-Chaconina para las variedades de papa
estudiadas, Tabla No. 29 y grafica No. 6. Pero se puede decir que el glicoalcaloide
mayoritario es «-Solanina, en el caso de las variedades Atzimba, Marciana, Murca y
Tollocan. En las variedades Juanita, Lopez y Rdsita, o-Solanina y a-Chaconina se
encuentran casi en la misma proporciéon (50:50). En las variedades Michoacan y
Norteia, a-Chaconina es el glicoalcaloide mayoritario. En [as variedades Alpha,
Montsama y Puebla no se encontré o-Solanina y a-Chaconina.

Al comparar el contenido de glicoalcaloides totales de cascara con respecto a
pulpa de cada variedad, se observa en forma general que la cascara tiene una
concentracién muy superior de estos tdxicos con respecto a pulpa. Esto se debe a
que la cascara de |la papa esta expuesta al medio ambiente y por io tanto es |la parte
primeramente afectada por el ataque de insectos, hongos y otros depredadores.

La concentracion total de glicoalcaloides en cascara de papa, grafica No. 3, es
muy elevada en el caso de las variedades Alpha, Juanita, Michoacan, Nortena,
Rosita y Tollocan. En estas variedades se excede los limites recomendados por la

seguridad Alimentaria, 20 mg por 100 g de peso fresco. Sin embargo, si
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consideramos que la cascara solo representa aproximadamente el 10 % del
tubérculo total, entonces la cantidad de glicoalcaloides aportada por la cascara es
muy baja, por ejemplo, la variedad Nortefia, que es la variedad con mayor contenido
de glicoalcaloides totales en cascara (91.62 mg por 100 g de cascara fresca),
aportaria unicamente 9.162 mg por 100 g de tubérculo fresco. Asi, podemos decir
que el contenido de glicoalcaloides de cascara no representa un problema para los
consumidores en el tubéerculo integro.

Las variedades Atzimba, Lopez, Marciana, Montsama, Murca y Puebla
presentan un contenido de glicoalcaloides totales en cascara, inferior al contenido
limite recomendado por la seguridad alimentaria.

La concentracion total de glicoalcaloides en la pulpa de las variedades
estudiadas, grafica No. 5, es muy bajo, 0.6297 a 3.7437 mg/100 g pulpa fresca, con
excepcion de la variedad Rosita que contiene 8.3733 mg/100 g pulpa fresca, Como
se observa, todas las variedades tiene concentraciones totales de glicoalcaloides en
pulpa, infericres al limite recomendado por la seguridad alimentaria, por lo que el

consumo de papa de cualquiera de estas variedades no representan ningln riesgo
para la salud.
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6. CONCLUSIONES

6. Conclusiones:

o El Acido acético acuoso es mejor disolvente para extraer glicoalcaloides de papa
que el acido acético al 5% en metanol.

« Ei método desarrollado es lineal para 'Foncentraciones de 0.012 a 0.24 mg/mL
para o-Solanina y de 0.015 a 0.30 mg/mL para «-Chaconina.

¢« E| método es exacto para «-Solanina y o-Chaconina, ya que se obtuvieron
recobros de 99.6905 % y 99.6196 %, respectivamente.

e Con el método desarrollado es posible detectar concentraciones de 0.0024
mg/mL de a-Solanina y 0.0030 mg/mL de a-Chaconina y se pueden cuantificar
cantidades de 0.0096 mg/mL de a-Solanina y 0.0090 mg/mL de «-Chaconina. Sin
embargo, el método cuantifica confiablemente concentraciones desde 0.012
mg/mL y 0.015 mg/mL, respectivamente, debido a que dichas concentraciones
estan en el intervalo de linealidad del sistema.

« El método es lineal, repetible y exacto para las concentraciones esperadas de
glicoalcaloides en las muestras de papa.

» Los extractos de glicoalcaloides en metanol son estables durante 3 semanas si se
almacenan en refrigeracién convencional.

e La concentracidon de glicoalcaloides, en todas las variedades estudiadas, es
mayor en cascara que en pulpa.

o En las cascaras de papa comun (Solanum Tuberosum), la a-Chaconina
representa aproximadamente el 60 % de los glicoalcaloides totales, mientras que
el 40 % restante corresponde a o-Solanina.

» El contenido de glicoalcaloides, a-Solanina y a-Chaconina, en las 12 variedades
de papa en estudio es menor al limite establecido como tdxico (20 mg/100 g

de peso frescao), por lo que su consumo no implica riesgo a la salud.
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