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1. RESUMEN

Este trabajo tuvo como finalidad determinar el contenido fendlico y de antocianinas,
y la actividad antioxidante de dos cosechas de camote morado, una proveniente de
Guanajuato y otra proveniente de Atlixco, hojas de camote y en un producto
alimenticio elaborado con camote morado. Las muestras son las siguientes: una
cosecha de camote morado de primera, segunda, tercera y cuarta calidad (GCL1,
GCL2, GCL3 y GCL4) proveniente de Guanajuato; una cosecha de camote morado
de primera, segunda vy tercera calidad (ACL1, ACL2y ACL3) proveniente de Atlixco;
una variedad de hojas de camote (AHC) proveniente de Atlixco; harina de camote
morado (HCM), masa de harina de camote (MHC), panqué de harina de camote

(PHC), masa de pulpa de camote (MPC) y panqué de pulpa de camote (PPC).

Las muestras de camote morado y hoja de camote que se evaluaron fueron
liofilizadas y molidas, las muestras de panqué fueron deshidratadas y molidas. De

esta manera se conservo la mayor cantidad de compuestos bioactivos.

El camote es uno de los cultivos tradicionales mas antiguos y valiosos, de gran
importancia econdmica, crece con pocos requerimientos, presenta tolerancia al
calor, de facil propagacion y se cosecha mas de una vez al afio. Existen diferentes
variedades, entre las cuales, la variedad morada es la de mayor interés, por su
atractivo color y presencia de antocianinas. Los agricultores, con la finalidad de
llevar un mejor control sobre su producto, clasifican el camote morado en 4
calidades: primera, segunda, tercera y cuarta, siendo la de primera calidad la mejor
en cuanto atamario, color yforma. La valoracién para determinar la calidad de cada

camote se basa en la apreciacion del agricultor.

Debido al alto contenido de almiddén que presenta el camote morado, se puede
emplear en la elaboracion de productos de panaderia, entre los cuales esta el
panqué, un alimento de moda que a todo mundo le encanta, razén por la cual se

desarrolld6 un panqué que tuviera camote morado, aportando ademas de color



compuestos fendlicos. En la formulacion del panqué, el camote se adicion6 de dos
diferentes maneras, una fue como harina y la otra como pulpa, con el objetivo de
encontrar la forma de incorporarlo al panque y conservar la mayor cantidad posible

del contenido fendlico.

La extraccion de estos compuestos se realiz6 por sonicacion, las muestras se
disolvieron en mezclas de acetona-agua y acido lactico. Estudios previos han
demostrado la efectividad de la sonicacion utilizando una mezcla de disolventes en
la extraccion de compuestos bioactivos, frente a otros métodos de extraccion,

siendo éste practico, facil y ecoldgico.

Una vez que se obtuvieron los extractos, se midié el contenido fendlico por el
método de Folin-Ciocalteau, y el contenido de antocianinas por el método de pH
diferencial; después se determind la actividad antioxidante que presentan por medio
de tres ensayos in vitro: 2,2-azinobis-[3-etilbenzotiazolin-6-sulfénico] (ABTS), 1,1-

difenil2-picrilhidracil (DPPH) y poder antioxidante/reduccion de hierro (FRAP).

La medicidn se realiz6 directamente de los extractos obtenidos, los resultados son
los siguientes en cuanto a las muestras de camote y hoja: GCL4, ACL3 y AHC son
las muestras que mayor contenido fendlico presentan de cada variedad con
1229.93, 1697.26 y 1419.37 mg equivalentes de acido galico/100 g muestra base
seca respectivamente. Las muestras que contienen mas antocianinas de cada
variedad son ACL3 y GCL4 con 55.77 y 175 mg equivalentes de cianidina-3-
glucosido/100 g muestras base seca respectivamente. Las muestras que
presentaron mayor actividad antioxidante son: GCL4 y ACL1 con 1.1 umol
equivalentes de trolox/g muestra base seca cada una, por el método ABTS. GCL4
y ACL3con 0.8 y 1.70 mg muestra/mL respectivamente, porel método DPPH. GCL4
y ACL1 con 4.22 y 3.54 umol equivalentes de Fe?*/g muestra base seca
respectivamente a los 4 minutos y con 4.26 y 4.28 umol equivalentes de Fe?*/g
muestra base seca respectivamente a los 30 minutos, por el método FRAP. Por lo

tanto, existe una correlacion entre el contenido fendlico y la actividad antioxidante



que presentan las muestras, a excepcion de GCL4, la actividad antioxidante que
presenta debe ser por otro tipo de compuesto fendlico no medible por Folin-

Ciocalteau.

En las muestras de panqué los resultados son los siguientes: HCM es la muestra
que mayor contenido fendlico tiene con 1694.76 mg equivalentes de acido
galico/100 g muestra base seca, y de antocianinas 149.62 mg equivalentes de
cianidina-3-glucosido/100 g muestra base seca. También es la muestra que
presenta mayor actividad antioxidante por ABTS con 1.142 ymol equivalentes de
trolox/g muestra base seca, DPPH con 2.04 mg muestra/mL y 3.01 pmol equivalente
de Fe?*/g muestra base seca a los 4 minutos y 3.92 umol equivalente de Fe?*/g
muestra base seca a los 30 minutos en FRAP. La harina o pulpa de camote
corresponde aproximadamente al 34.7% de un panque, esta cantidad es la que
otorga el color y los compuestos bioactivos. PHC es la muestra que mayor contenido
fendlico presenta con 643.69 mg equivalentes de acido galico/100 g muestra base
seca. MPC es la muestra que mayor contenido de antocianinas presenta con 44.86
mg equivalentes de cianidina-3-glucosido/100 g muestra base seca. PHC presenta
mayor actividad antioxidante con 0.839 ymol equivalentes de trolox/g muestra base
seca por el método ABTS, con 3.50 mg muestra/mL por el método DPPH y con
1.518 umol equivalente de Fe?*/g muestra base seca a los 4 minutos y 1.916 umol

equivalente de Fe?*/g muestra base seca a los 30 minutos por FRAP

Los ensayos de actividad antioxidante como ABTS, DPPH y FRAP son los mas
utilizados por los sencillos que son, no requieren muchos reactivos y se pueden
adaptar dependiendo el estudio que se desea realizar, si bien, los radicales que se
genera en cada método no son propios del cuerpo humano, si da una idea general

sobre la actividad que presentan las muestras.



2. INTRODUCCION

El camote (lpomoea batatas Lam)es una raiz comestible, perteneciente a la familia
Convolvulaceae, de aspecto similar a la papa. Es un alimento de alto valor
nutricional, contiene vitaminas y minerales ademas de compuestos bioactivos, tales
como fenoles, antocianinas, carotenoides, acido ascérbico y tocoferol (Woolfe,
1992) los cuales tienen potencial

como antioxidantes (Bovell, 2007).

Es uno de los cultivos tradicionales
mas antiguos y valiosos, de gran

importancia econdmica, crece con

pocos requerimientos e insumos,

presenta tolerancia al calor y es de

Figura 1. Variedades de camote

facil propagacion. En México se
(htto//mww.thefreshb eet.com/sweetpotato-chili-recipe-

redux/)

siembran diversas variedades de

camote (Figura 1) con pulpa blanca,

amarilla, naranja, rojiza o purpura en dos ciclos agricolas: el de primavera-verano y
el de otofio-invierno (SINAREFI, 2009).

Algunos estudios han encontrado que el camote morado contiene una cantidad
apreciable de compuestos fendlicos, entre los cuales destacan los acidos
clorogénicos y las antocianinas aciladas. Se han reportado que los compuestos
fendlicos son benéficos en la prevenciéon de enfermedades cardiovasculares,
presentan actividad antioxidante, antiinflamatoria, anticarcinogénica, antidiabéticay

hepatoprotectora (Cipriano et al., 2015).

Hoy en dia, hay un alto indice de enfermedades cardiovasculares; una de las
posibles causas es el estrés oxidativo, proceso en cual hay una gran generacion de
radicales libres (Benzie et al., 2014), estos compuestos son asociados a este tipo

de enfermedades. La mejor manera para combatir a estos radicales libres es



consumir compuestos bioactivos que sean capaces de atraparlos, los llamados
antioxidantes, entre los mas conocidos se encuentran la vitamina C, la vitamina E,

los carotenoides, los flavonoides y las antocianinas.

El uso del camote es extenso y en muchas partes del mundo, el camote es parte de
la canasta basica, tanto la raiz como las hojas son consumidas. Por tener un alto
contenido de almidon y, en el caso del camote morado también por su color, es
utilizado como harina en productos de panaderia y en la preparacion de bebidas

fermentadas.



3. ANTECEDENTES

3.1 HISTORIA

El camote se cultivaba en el Continente Americano antes de la llegada de los
espanoles; los restos arqueoldgicos mas antiguos reportados se encuentran en la
costa peruana y presentan una edad entre 4 000 a 8 000 afios. Se cree que América
es el centro de origen del camote, su extension por el mundo fue posible debido al
comercio que llegé a Africa por comerciantes portugueses en el siglo XV|, luego se

extendié hacia la India y China (Stathers et al. volumen 5, 2013).

A nivel mundial hay mas de 600 especies del género Ipomoea; 13 de ellas se
encuentran en la seccion Batatas. De estas especies el camote es el Unico que se
cultiva y todas son nativas de América (Stathers et al. volumen 1, 2013). En su forma
domesticada es una planta comestible importante de los trépicos, pero existen
numerosas variedades criollas mejoradas y nombradas, cuyo germoplasma no esta

representado en los diversos bancos nacionales (SINAREFI, 2009).

3.2 DESCRIPCION DE LA PLANTA

El camote es conocido también como boniato, batata, sweet potato, douce, apichu
y kumara. El término camote se deriva de la palabra nahuatl Camohtli: de camo,
raiz, de donde camotic es cosa tierna o blanda como batatas, dice Molina, y tli, sufijo
primario de sustantivo blanda, por ello es una planta de raiz blanda
(http:/Amww.ibiologia.unam.mx/plantasnuevaespana/pdf/historia_de_las_plantas_|lI
_4.pdf).



Figura 2. Variedades de color en el camote

(http.'//vinagre ylimon.blogspot.mx/2013/08/propiedades-

nutricionales-del-camote.html)

Hay algunas variedades de esta planta,
distintas solo por el color de la raiz
(Figura 2), a veces es roja por fuera y
blanca por dentro, se llama acamotli,
otras veces la membrana exterior es de
color purpura y la parte interior blanca,
recibiendo el nombre de yhoicamotl;
cuando el exterior es blanco vy el interior
amarillo o rojizo se llama xochicamotli,
hay ejemplares donde el interior como
el exterior son rojos o completamente
blancos, y se llama entonces

camopalcamotli o poxcauhcamotli,

nombres impuestos desde hace muchos siglos debido a la variedad de los colores

(http.//mww.ibiologia.unam.mx/plantasnuevaespana/pdf/historia_de_las_plantas Il
_4.pdf).

Todas las variedades de camote tienen tallos volubles, hojas angulosas y redondas,

flores con forma de célices blancas con purpura; el color varia tanto de la pulpa

como de la piel.

Breve descripcion de cada una de las partes principales de la planta

(http.//sperimentazione. altervista.org/S we etpotato. html).

Planta: es de consistencia herbacea, porte rastrero, y vivaz o perenne,
aunque se cultiva como anual, es decir, cuando llega el invierno la planta no

se marchita, conserva su tallo y hojas. (Figura 3c)

Tallo: Rama de longitud variable (de 10 cm a 6 m), es cilindrico y rastrero.
Puede ser glabro (sin pelos) o pubescente (velloso). El color varia entre

verde, morado o la combinacion de ambos.


http://sperimentazione.altervista.org/Sweetpotato.html

Sistema radicular: Es la parte mas importante de la planta, es el objeto
principal del cultivo. Las raices son abundantes y ramificadas, produciendo
unos falsos tubérculos de formas y colores variados (segun variedad), rica

en almidon. El peso varia desde 200 g hasta 6 Kg.

Hojas: Son muy numerosas, simples, alternas, insertadas aisladamente en

el tallo, sin vaina, con peciolo largo, de hasta 20 cm, de coloracion y
vellosidad semejante al tallo. La forma generalmente acorazonada (aunque

hay variedades con hojas enteras, hendidas y muy lobuladas) (Figura 3b)

Flores: Se agrupan en una inflorescencia del tipo de cima bipara, el caliz

posee cinco sépalos separados, y la corola cinco pétalos soldados, con

Figura embudiforme y coloracion violeta o blanca (Figura 3a)

Fruto: Es una pequefa capsula redondeada de tamano inferior a un
centimetro, en cuyo interior se alojan de una a cuatro pequenas semillas

redondeadas de color pardo a negro.
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Figura 3. a) Estructura de la flor de camote. b) Estructura de la hoja de camote. c) estructura de

la planta de camote (http./sperimentazione.altervista.org/Sweetpotato.html)

(http://www.forosperu.nettemas/hojas-de-camote-morado-tienen-accion-farmacologica-contra-el-cancer-
uterino.168924/).

Enla Tabla 1 se muestra la clasificacidn sistematica del camote, su filogenia.

Reino Plantae
Division Magnoliophyta
Clase Magnoliopsida
Orden Solanales
Familia Convolvulaceae
Género Ipomoea
Especie batatas

Tabla 1. Clasificacion sistematica del camote (Yafez, 2011).


http://sperimentazione.altervista.org/Sweetpotato.html

3.3 CULTIVODE LA PLANTA

Se cultiva normalmente sin fertilizantes o riego, es decir, es un cultivo temporal que
depende del clima, puede crecer desde el nivel del mar hasta altitudes de 2.500
msnm, en un intervalo de temperatura de 15 a 33 °C, la planta es sensible al frio.
Tiene la siembra flexible, es decir, se cosecha mas de una vez al afio, necesita poco
cuidado y madura rapidamente; por lo que juega un papel importante en la lucha
contra el hambre (Stathers et al. volumen 1, 2013). EI camote produce mas biomasa

y nutrientes por hectarea que cualquier otro cultivo de alimentos en el mundo.

Las hojas de camote pueden ser cosechadas varias veces al afio, y su rendimiento
es mucho mas alto que otros vegetales de hoja verde (An et al., 2003). Ademas,
comparando con otros vegetales de hoja verde, las hojas de camote son mas
tolerantes a enfermedades, pestes, y altas condiciones de humedad; constituyen
una fuente alternativa de vegetales de hoja verde durante y fuera de temporada,
podrian aliviar la escasez de alimentos debido a desastres naturales (Taira et al.,
2013).

De manera empirica los agricultores manejan una clasificacién del camote morado
en 4 categorias: primera, segunda, tercera y cuarta calidad. Esto se determina con
base al estado del tubérculo, el color, el tamafio, que no presente ningun golpe ni

corte.

Lo camotes frescos cuando se almacenan requieren un buen control de la
temperatura de 13° a 15°C (Reesa et al., 2003) y una relativa humedad del 85% al
95% (Mortleyl et al., 1994; Padda et al., 2008).



3.4 PRODUCCION DEL CAMOTE

El camote es el séptimo cultivo alimenticio mas importante en el mundo, después
del trigo, el arroz, el maiz, la papa, la cebada y la yuca. En 2011, a nivel mundial
alrededor de 8 millones de hectareas se destinaron al cultivo del camote, y mas del
95% de la produccién provenia de paises en desarrollo (Stathers et al. volumen 1,
2013).

China es el principal pais productor de camote, seguido de los paises del Sudeste
Asiatico (An et al. 2003). En China, el 70% de la produccion de camote se destina
a la alimentacion animal, principalmente para la produccion de cerdos. En Africa, el
camote es particularmente importante en Malawi, Angola, Mozambique,
Madagascar, y Nigeria. En Uganda, Ruanda y Burundi este cultivo es el alimento
basico, aproximadamente el consumo per capita es de 75 - 150 kg (Stathers et al.
volumen 1, 2013).

El camote se distribuye principalmente en la zona centro-sur de la costa del Golfo
de México, en algunos puntos de la costa occidental del Pacifico (Sinaloa, Nayarit,
Colima, Jalisco y Michoacan), en la Peninsula de Yucatan, en la region del Bajio y
en los estados de Oaxaca y Chiapas. De acuerdo con datos de la Secretaria de
Agricultura, Ganaderia, Desarrollo Rural, Pesca y Alimentacion (SAGARPA), el
camote se cultiva en 21 estados y se siembran 59 477 ha, con un rendimiento
promedio de 20.5 ton/ha. Los estados de Michoacan y Guanajuato, que se ubican
en la region del Bajio, son los principales productores y su produccidén esta
destinada al mercado nacional (SINAREFI, 2009).

3.5 VALOR NUTRICIONAL

Con un rol muy similar al de la papa, el camote presenta un alto potencial

alimentario, su valor nutricional se reporte en la Tabla 2.



Carbohidratos 68.37 g
Proteina 142 g
Fibra 0.67 g
Lipidos 0.52 i
Fésforo 45.50 mg
Calcio 30.30 mg
Magnesio 25.50 mg
Sodio 4.15 mg
Hierro 0.60 mg
Zinc 0.30 m
Vitamina K 1.80 g
Vitamina C 2.40 mg
Vitamina A 0.71 mg
Vitamina B3 0.60 mg
Vitamina B6 0.30 mg
Vitamina E 0.26 mg
Vitamina B1 0.06 mg
Vitamina B2 0.05 mg

Tabla 2. Valor nutricional del camote (Figura 4)
(Olayiwola et al., 2009)

En la Tabla 3 se resume el valor nutricional de la hoja de camote.

~ Parametro  Contenido por cada100g
Carbohidratos 5195¢
Fibra 7.20 g
Proteina 2485 ¢
Lipidos 490¢
~ Minerales
Magnesio 340 mg
Foésforo 37.28 mg
Calcio 28.44 mg
Hierro 16 mg
Manganeso 4.64 mg
Potasio 4.50 mg
Zinc 0.08 mg
-~ Vitaminas
Vitamina C 15.20 mg
Vitamina A 0.67 mg

Tabla 3. Valor nutricional de la hoja de camote (Figura 5)
(Ishida et al., 2000).



Figura 4. Hoja de camote Figura 5. Camote morado

3.6 EL CAMOTE MORADO COMO FUENTE DE COMPUESTOS
BIOACTIVOS

El camote contiene compuestos tales como: fenoles, carotenoides, acidos fendlicos,
antocianinas, entre otros, dependiendo de la variedad de camote es el compuesto

mayoritario.

Los fenoles son metabolitos secundarios de plantas con varias funciones, como
proteccion contra patégenos y depredadores, soporte mecanico, atrayente de
animales polinizadores y prevencion de radiacion ultravioleta (Yayuan et al., 2015)
Se ha demostrado que algunos fenoles actuan como antioxidantes a través de una
serie de mecanismos que implican atrapar radicales libres y iones metalicos de
quelacion (Meyer et al., 1998; Terao et al., 1993).

En su estructura tienen al menos un anillo aromatico y uno o mas grupos hidroxilo;
se clasifican en fenoles acidos y flavonoides. Dentro de los flavonoides se incluyen

a las flavonas, flavanonas, catequinas y antocianinas. Los fenoles acidos consisten



en dos grupos: los acidos hidroxibenzoicos y los acidos hidroxicinamicos (Mazza et
al, 1993).

Las antocianinas son flavonoides, compuestos que son responsables de colores
como rojo, purpura, violeta y azul de frutas, vegetales y cereales (Mazza et al, 1993).
Poseen dos anillos de benceno unidos por una cadena lineal de tres carbonos (C2-

C4), representada como el sistema de C6-C3-C6.

Mas adelante se abordara el tema con mas detenimiento.

3.7 APLICACIONES DEL CAMOTE MORADO

Es posible utilizar el camote en diversos platillos, se puede incorporar como
ingrediente en una amplia gama de productos industriales y es muy utii como

alimento para animales (Stathers et al. volumen 1, 2013).

Se utiliza tanto la raiz (Figura 6) como las hojas. La
raiz tuberosa se emplea como medio de
propagacion y como medicina, ya que posee
propiedades antimicrobianas y purgantes; sin
embargo, su aprovechamiento principal es como
alimento. Se ha reportado su consumo en diversos
estados como Campeche, Chiapas, Colima,

Distrito Federal, Estado de México, Guanajuato,

Guerrero, Jalisco, Michoacan, Morelos, Nayarit,
Figura 6. Raiz de camote morado Oaxaca, Puebla, Querétaro, Quintana Roo, San
Luis Potosi, Veracruz, Yucatan, en los cuales el camote se consume de diversas
formas, cocido, acaramelado, asado, como papilla para bebé, cajeta y como harina

para preparar galletas y pasteles (SINAREFI, 2009).



Su color, susabory sus nutrientes, asi como el espesor hacen a la harina de camote
morado un aditivo ideal para las sopas, las salsas, los alimentos para bebés y

diversos productos de panaderia (Ahmed et al., 2010).

En varios paises el camote se consume como vino, crudo o cocinado (Huang et al.,
2009). En China y en Japon, ha sido desarrollado como alimento y como colorante
alimentario (Fan et al., 2008). En algunos paises las raices de camote se procesan
para producir almidon, fideos, dulces, tintes de tela rosa y negro; y se fermentan
para producir alcohol. La produccion de almidon a partir del camote se ha convertido

en una importante industria artesanal (Stathers et al. volumen 1, 2013).

También se utilizan las hojas de camote y en diversas partes del mundo son
consumidas como un plato de verduras debido a su alto valor nutricional (Stathers
et al. volumen 1, 2013) En Japdn, donde el camote es considerado una planta
resistente, tanto la raiz como las hojas son consumidas (Ishida et al., 2000). Sin
embargo, en China, las hojas de camote solo se utilizan como alimento para el
ganado (Sun et al., 2014) incluyendo las cabras, los cerdos, las vacas, los pollos y
los conejos; las raices son generalmente dadas a los cerdos (Stathers et al. volumen
5, 2013).

3.8 COMPUESTOS BIOACTIVOS

Diversos compuestos bioactivos que poseen efectos farmacoldgicos terapéuticos,
provienen de alimentos funcionales de origen animal o de plantas, sean éstas
comestibles 0 no. Los alimentos funcionales se definen como los productos
alimenticios de origen animal o vegetal, consumidos en la dieta diaria, que ademas
de aportar nutrientes poseen componentes bioactivos. Estos compuestos ejercen
efectos farmacolégicos que modulan funciones terapéuticas en el cuerpo que

resultan benéficas para la salud (Benzie et al, 2014).



En la actualidad ha cobrado gran relevancia el conocimiento de los compuestos
bioactivos alimentarios beneficiosos para la salud. Una gran variedad de
fitoquimicos bioactivos, entre los que se encuentran numerosos polifenoles,
compuestos azufrados, fitoesteroles, terpenos, carotenoides, antocianinas e
isoflavonas, son ampliamente reconocidos por ejercer una diversidad de efectos

saludables al ser consumidos en la dieta (Benzie et al, 2014).

3.9 COMPUESTOS BIOACTIVOS PRESENTES EN EL CAMOTE MORADO

3.9.1 COMPUESTOS FENOLICOS

Los compuestos fendlicos son moléculas antioxidantes con al menos un anillo

aromatico y uno o mas grupos hidroxilo, incluyen a los fenoles acidos y flavonoides
(Sainz et al., 2006) (Figura 7).

Compuestos fenodlicos
|

Fenoles acidos Flavonoides
Acidos
hidroxibenzoicos — Flavonas
Acidos
hidroxicinamicos — Flavanonas
— Catequinas
— Antocianinas

Figura 7. Clasificacion de compuestos fendlicos (Sainz et al, 2006).



En términos generales, los fenoles acidos se caracterizan por tener un anillo
aromatico central. Los flavonoides se caracterizan por tener una estructura de tres
anillos formada de dos centros aromaticos y un heterociclo central oxigenado. La
estructura quimica tipica de flavonoides consta de tres anillos: benzopirano 2-fenil,
un segundo anillo fendlico mono-hidroxilado, orto-dihidroxilados o vic-trihidroxilado,
que también puede contener grupos metoxi (O-CH3) como sustituyentes y un anillo

heterociclico con oxigeno pirano, pirilium o de forma pirona (Pefiarrieta et al., 2014).

Es importante sefialar que la presencia de mas de un grupo hidroxilo y una mayor
separacion del grupo carbonilo al anillo aromatico aumentan la capacidad
antioxidante de estos compuestos. Por ejemplo, los acidos hidroxicinamicos son
mas efectivos en términos de la actividad antioxidante que los acidos

hidroxibenzoicos (Sainz et al., 2006).

En la Figura 8 estan las estructuras basicas de algunos compuestos fendlicos.
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Figura 8. a) Estructura basica de un fenol. b) Estructura de algunos compuestos fendlicos simples.
c¢) Acidos hidroxibenzoicos. d) Acidos hidroxicinamicos. e) Estructura basica de un flavonoide
(Pefarrieta et al., 2014).



Enla Figura 9 se muestran algunos de los compuestos fendlicos que se han aislado

e identificado del camote morado y de la hoja.

Acido 3,5-dicafeoilquinico

o)
OH | = OH
w0 o)
0 OH HO e | o OH
XN ds)
\\O
OH —O0 HO | X OH
\ ° /
‘OH
OH
HO OH
Acido 4,5-o-dicafeoilquinico Acido 3,4-o-dicafeoilquinico

Figura 9. Compuestos fendlicos que se han aislado del camote y de la hoja. (Azuma et al., 2000;
Ishiguro et al, 2007; Islam et al, 2002; Jung et al, 2011).

Los acidos clorogénicos son derivados de los acidos cafeoilquinicos, formados por
esterificacion de acido quinico y acido cafeico (Clifford et al., 2003), Estos
compuestos tienen varias propiedades relacionadas con la salud, tales como alta
actividad antioxidante, propiedades antiinflamatorias y antibacteriales (Farah et al.,
2008), inhibicion de la tirosinasa y actividad de antiproliferacion del acido

monocafeoilquinico (lwai etal., 2004).



3.9.2 ANTOCIANINAS

Las antocianinas (del griego: anthos, flor y kyanos, azul) son un grupo de pigmentos
de plantas que estan extensamente distribuidas en frutas, vegetales y flores. Son
consideradas como flavonoides porque tienen el esqueleto carbonado CeC3Cs
caracteristico. Son responsables de producir el color rojo, azul o morado. Miembros
de una clase de glicosidos hidrosolubles y acilglicosidos de antocianidinas. (Zhao et
al., 2014) La estructura basica de las antocianinas es el 2-fenilbenzopirilio de la sal
de flavilio, la cual esta unida a una molécula de azicar y algunas antocianinas
presentan un agente acilante. Entre los azicares mas comunes estan: la glucosa,
galactosa, arabinosa, xilosa y di y trisacaridos. Los agentes acilantes mas
frecuentes son los acidos cafeico, ferdlico, sinapico, p-cumaricos, p-
hidroxibenzoicos y acidos alifaticos como el acético, malico, maldnico, oxalico y

tartarico.

Cuando se hidroliza la mitad aztcar de una antocianina, la aglicona (el producto que
no es el azucar en la hidrolisis) se conoce con el nombre de antocianidina. El color
de antocianinas y antocianidinas resulta de la excitacién de la molécula por la luz
visible. Las antocianinas presentes en los alimentos s6lo son seis: pelargonidina,

cianidina, delfinidina, peonidina, petunidina y malvidina (Figura 10).

R
OH Aglicona R1 R2 Espectro visible |

Pelargonidina H H 494 (naranja)

Cianidina OH H 506 (naranja-rojo)
+ Delfinidina OH OH 508 (azul-rojo)

HO O\ 2 Peonidina OCH3 H 506 (naranja-rojo)
R Petunidina OCH3 OH 508 (azul-rojo)
Malvidina OCH3 OCH3 510 (azul-rojo)

OH

Figura 10. Estructura y sustituyentes de las antocianinas (Durst et al., 2001).



Los principales factores que afectan la degradacion de las antocianinas son el pH,

la temperatura y la concentracién de oxigeno.

En las soluciones acuosas, inclusive los alimentos, las antocianinas pueden existir
en 4 formas estructurales (Figura 11), dependiendo del pH, la base quinoidal (azul),
el cation flavilio (rojo), la base pseudocarbinol (incolora), y la chalcona (incolora), es
un equilibrio que se encuentra en el intervalo de pH de 0 a 6. Para cada pigmento
solamente dos de las cuatro especies son importantes por encima de este intervalo
de pH. La metilacién aumenta la estabilidad frente al pHy a la temperatura (Wong
et al., 1995).

Base quinoidal o Base carbinol o

Cation flavilio (rojo) Chalcona (incolora)

anhidrobase (azul) pseudobase (incolora)

Figura 11. Formas estructurales presentes en solucién, dependiendo el pH es la estructura predominante
(Wong et al., 1995).

Las antocianinas presentes en el camote morado existen principalmente como
formas aciladas (Giusti et al., 2003; Gould et al., 2008). La acilacién es la adicion de
un grupo acido (acilo) al residuo de azucar de la antocianina. Esta modificacion es
particularmente importante porque juega un papel significante en la formacion de
las estructuras estabilizantes del pigmento. Mas del 60% de las antocianinas
reportadas tienen uno o mas residuos acilados, los colores y funciones de estos
pigmentos en las plantas estan altamente afectados por la naturaleza, el niumero, y

la posicion del enlace del grupo acilo.



La acilacion con varios acidos fendlicos hace a las antocianinas unicas y también
las proveen de algunas ventajas como resistencia al pH y al calor, sensibilidad a la

luz y en general estabilidad.

De las 6 antocianinas mas comunes, la cianidina y la peonidina se encuentran en el
camote morado, pero las mas abundantes antocianinas reportadas son derivados

de peonidina (Yoshinaga etal., 1999).

El camote morado ha mostrado excelentes propiedades como un colorante por su
alta concentracion de antocianinas aciladas estables, las cuales proveen color en
un intervalo de rosa a rojo oscuro, dependiendo de su concentracion en la solucidon

acidificada. (Cipriano et al., 2015).

Las antocianinas de camote morado son mas estables que las que contienen las
fresas, la lechuga morada y otras plantas (Lu et al., 2010). Varios investigadores
reportan que las antocianinas presentes en el camote morado pueden atrapar
radicales libres (Saigusa et al., 2005), atenuar la disfuncion hepatica (Han et al.,
2007), mejorar la funcion de la memoria (Wu et al., 2008), disminuir azicar en
sangre (Ray et al., 2010), menor resistencia a la insulina (Kusano et al., 2000) e

inhibir crecimiento de células cancerigenas (Wang et al., 2006).

3.9.3 MEDICION DE FENOLES Y ANTOCIANINAS

A continuaciéon, una breve descripcién de como se puede medir fenoles totales y

antocianinas.

3.9.3.1 FOLIN-CIOCALTEAU

La medida del contenido de fenoles totales se realiza por medio del método de Folin-

Ciocalteau (Singleton et al., 1999), que determina la capacidad que tienen los



polifenoles para reducir el Mo(VIl) a Mo(V), como resultado de tal reaccion, el
reactivo de color amarillo adquiere un intenso color azul que se mide con el

espectrofotometro a una longitud de onda de 750 nm.

El método de Folin-Ciocalteu (F-C) es un método comunmente utilizado en el area
de agroquimica e industrias alimenticias, por su simplicidad, por la disponibilidad
comercial del reactivo y por ser un procedimiento ya estandarizado (Singleton et al.,
1999). Inicialmente, fue aplicado al analisis de 19 proteinas tomando como ventaja
la actividad del reactivo frente al residuo de proteina, tirosina (que contiene un grupo
fenol). Muchos anos después este ensayo se extendié al analisis de fenoles totales
en vino y desde entonces se le ha encontrado muchas aplicaciones. El reactivo de
F-C utiliza un mecanismo de reaccion de oxidacion/reduccion, que no es especifico
para fenoles. De hecho, el ensayo de F-C mide la capacidad para reducir el reactivo
de acido fosfomolibdico/fosfotungstico a un complejo azul que es monitoreado
espectrofotométricamente, donde el molibdeno es reducido en el complejo y se da
la reaccion de transferenciencia de electrones entre el Mo(IV) y el reductor (Huang
et al., 2005). EI método implica la oxidacion de fenoles en solucién alcalina por el
heteropolianion molibdotungstofosférico amarillo y la medicion colorimétrica del
molibdotungstofosfato azul resultante. Este complejo azul tiene su maxima
absorcién dependiendo de su composicién fendlica, para abarcar el mayor numero
posible de compuestos fendlicos se mide a una longitud de onda de 750 nm, y

también del pH de la solucion (Cicco et al., 2009).

Ventajas y desventajas

El reactivo de Folin-Ciocalteu es susceptible de ser reducido no sélo por los
polifenoles, sino también por reductores como acido ascoérbico, metabisulfito de
sodio, sales de hierro (ll), EDTA, ciertos aminoacidos, fructosa y glucosa entre otros.
Pudiendo sobreestimar la medicion. Debido a que multiples trabajos han utilizado
igual variedad de estandares, entre los que se cuentan: catequina, acido tanico,
acido clorogénico, acido cafeico y acido ferulico, imposibilita la comparacién entre

muestras, ademas de las variaciones que implica la no estandarizacién del método



en cuanto a condiciones criticas como proporciones de reactivos, temperatura y

tiempo de lectura (Cicco et al., 2009).

3.93.2 pHDIFERENCIAL

La determinacion de antocianinas monomeéricas totales se llevd de acuerdo a la
metodologia del pH diferencial descrita por (Giusti et al., 2001) ésta se basa en las
transformaciones estructurales que sufren las antocianinas monoméricas con un
cambio en el pH; estos compuestos adquieren la conformacion de cation flavilio

(color rojo intenso) a pH 1 y la forma hemicetal (incolora) a pH 4.5.

A continuacion, se hablara acerca de algunos de los métodos para evaluar la

actividad antioxidante en alimentos:

3.9.3.3 METODOS DE ANALISIS ASOCIADOS A LA ACTIVIDAD
ANTIOXIDANTE

La actividad antioxidante no puede ser medida directamente, pero puede
determinarse porlos efectos del compuesto antioxidante en un proceso de oxidacion

controlado.

La actividad antioxidante de una muestra no puede ser determinada basandose solo
en un ensayo de prueba. En la practica se realizan muchos modelos de prueba in
vitro para evaluar la actividad antioxidante de la muestra de interés; sin embargo,
es necesario considerar que los modelos presenten diferentes variaciones que
pueden dificultar un poco la comparacion de los resultados entre un método y otro
(Huang et al., 2005).

Con base a las reacciones quimicas, la gran mayoria de los ensayos para

determinar de capacidad antioxidante pueden ser divididos en dos categorias: (1)



Ensayos basados en la reaccion por transferencia de atomos de hidrogeno (HAT) y

(2) Ensayos basados en la reaccion por transferencia de electrones (ET) (Tabla 4)
(Huang et al, 2005).

| Categoria Ensayo
Acido 2,2'-azino-bis-3-etilbenzotiazolin-6-sulfonico
(ABTSe+)
Ensayos basados

en la transferencia 1,1-difeni!-2-picr?|—h.idrazilo (DP_PHo)
de electrones (ET) Poder de reduccion antioxidante del hierro (FRAP)
N,N- dimetil-p-fenilendiamina (DMPD)
Capacidad de reduccion antioxidante del cobre (CUPRAC)
Capacidad de absorcién del radical oxigeno (ORAC)
Parametro antioxidante de captura de radicales (TRAP)
Inhibicién de la oxidacion del acido linoleico
Inhibicidon de la oxidacion de los lipido de baja densidad
(LDL)

Tabla 4. Clasificacion de los modelos de ensayo in vitro. (Huang et al., 2005).

Ensayos basados
en la transferencia
de atomos de

hidrogeno (HAT)

El mecanismo general de accion de cada modelo de transferencia se muestra en la
Figura 12.

Ensayos ET

Oxidante ~ proveniente del Oxidante , Antioxidante
(prueba) antioxidante reducido oxidado
Ensayos HAT

ROO' + AH ———= ROOH + A

A’ + ROO

—_————= ROOA

Figura 12. Mecanismos de reaccién por transferencia de electrones y transferencia de atomos

de hidrégeno. (Huang et al., 2005).




3.10 OXIDACION

Para entender qué son los antioxidantes y su importancia, se tiene que explicar el
proceso de oxidacion celular. En términos quimicos, la oxidaciéon es la adiciéon de
oxigeno, la remocion de un hidrogeno o la remocion de un electron de una molécula
(Benzie et al., 2012).

La oxidacion celular ocurre cuando un atomo inestable pierde un electron, lo que
permite que forme un compuesto nuevo con otro elemento, causando un
desequilibrio entre la produccidén de especies reactivas del oxigeno y la capacidad
de un sistema bioldgico para limpiar el organismo de sustancias nocivas. El oxigeno
que utilizamos para respirar es uno de los principales responsables de la oxidacion
celular y sirve para producir energia en todo el organismo, pero pequefas porciones
en exceso de este elemento producen radicales libres, que se forman de manera

normal en el organismo al metabolizarlo (Benzie et al., 2012).

Las especies reactivas de oxigeno (ERO) también conocidas como radicales libres,
que existen en los organismos vivos son el aniéon superdxido (O%), el radical
hidroxilo (OH) y el peroxido de hidrégeno (H202), (Riley et al., 1994). Las ERO se
forman durante el metabolismo de manera natural para su propio uso (control de
musculatura, eliminacion de bacterias, regulacion de la actividad de los 6rganos,
etc.), y al mismo tiempo genera antioxidantes para eliminar los radicales libres

sobrantes, ya que estas sustancias son muy agresivas (Benzie et al., 2012).

Un exceso de estos compuestos es generado por el estrés oxidativo. Su mecanismo
de accion es estabilizarse consiguiendo un electron de otra molécula, que al
conseguirlo transforma a dicha molécula en radical libre, que a su vez busca
estabilizarse, esto genera una reaccién en cadena que una vez que inicia no se
puede detener. Son capaces de dafar estructuras bioldgicas como proteinas,
lipidos y ADN e inducir una variedad de enfermedades humanas (Elahi et al., 2006;
Thrasivoulou et al., 2006).



El estrés oxidativo ha sido asociado a la patogénesis de muchas enfermedades
humanas, es por ello que el uso de antioxidantes en farmacologia es estudiado de
forma intensiva, particularmente como tratamiento para accidentes

cerebrovasculares y enfermedades neurodegenerativas. (Kuskoski et al., 2004).

3.11 ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE

El concepto de actividad antioxidante describe la habilidad de las moléculas rédox
presentes en alimentos y sistemas bioldgicos para captar los radicales libres.
Proporciona un panorama mas amplio del efecto de todos los antioxidantes

presentes en la muestra (Jung etal, 2012).

Un antioxidante biolégico puede definirse como una sustancia que previene la
oxidacion de una biomolécula. Sustancia natural o sintética que se afiade a los
productos para prevenir o retrasar su deterioro por la acciéon de oxigeno en el aire”.
En bioquimica y la medicina, los antioxidantes son sustancias capaces de
contrarrestar los efectos perjudiciales de la oxidacidn en los tejidos animales. Entre
los antioxidantes conocidos estan: la vitamina C, la vitamina E, los carotenoides, los

flavonoides y las antocianinas.

A continuacién, se hablara acerca de las caracteristicas para la medicion de la

actividad antioxidante.

3.11.1 MEDICION DE LA ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE

Hay dos tipos de mediciones que se realizan para evaluar la actividad antioxidante,

in vitro e in vivo.

Los métodos in vitro son Utiles para comparar la actividad antioxidante de diferentes
muestras de alimentos. Los resultados son limitados desde un punto de vista

nutricional, ya que no reproducen la situacion fisioldgica. Para alcanzar una mayor



aproximacion algunos ensayos incluyen radicales relevantes en los sistemas
bioldgicos (02, H202, ROO, OH) (Benzie et al., 2014).

Los diferentes métodos que han sido desarrollados para medir el contenido total
antioxidante in vitro de alimentos utilizan uno o dos principios basicos y pueden ser
descritos como métodos directos o indirectos (Bartoz, 2003). El principio basico de
un método directo es la medicion de la accion reductora de todos los antioxidantes
rédox activos presentes (es decir, que tengan un electron donante) como reducen
un componente que se ha afadido a la mezcla de reaccidon en exceso, con la
produccidon de un cambio o una sefal indicadora. La sefal puede ser un cambio en
la absorcion de luz (métodos espectrofotométricos) o una sefial electroquimica. La
magnitud del cambio en la sefal puede ser cuantificada con referencia a un cambio
en la senal inducido por un calibrador o estandar, como puede ser el acido ascorbico
puro o el Trolox, que corre en paralelo. Este principio de transferencia de electrones
se aplica en, por ejemplo, el ensayo FRAP y en el ensayo que se refiere como
"cuprico" en el que los iones cupricos se reducen a iones cuprosos (Benzie et al.,
1996).

El principio basico de los métodos indirectos (fase latente o avance lento) es la
adicion de un generador de radicales libres a la mezcla de reaccion y de medir el
tiempo que toma antes de agotarse los antioxidantes presentes en la mezcla de
reaccion, cuando una molécula indicadora comienza a ser reducida porlos radicales
libres que empiezan a actuar sin oposicion sobre la misma molécula. La reduccion
de la molécula indicadora produce un cambio en la sefal, tal como un cambio en la
absorbancia. La molécula indicadora puede ser un colorante que cambia de color
cuando se oxida (Bartoz, 2003) Para traducir el cambio en la sefal a contenido total
antioxidante en métodos indirectos, la fase latente es traducida dentro de una
medicién de accién antioxidante con referencia a la fase latente de una cantidad
conocida de un antioxidante puro, siendo el Trolox el mas utilizado como calibrador

o estandar, éste es un analogo hidrosoluble del a-tocoferol, siendo también el mas



utiizado para reportar actividad antioxidante total como ymol/L equivalentes de
Trolox (Benzie etal., 2014).

La solucidon de Trolox puede ser utilizada en métodos directos. El reactivo no es
caro y es altamente soluble en agua, algunos investigadores utilizan como estandar
el acido ascoérbico. Aunque tiene la desventaja de que en solucién acuosa no es tan

estable como el Trolox (Benzie et al., 2014).

Ninguno de los métodos mide todos los antioxidantes presentes en la mezcla; las
pruebas se limitan a medir el efecto de los antioxidantes rédox activos. No es posible
comparar entre métodos debido a que los antioxidantes reaccionan de diferentes
maneras dependiendo el sistema de prueba y las condiciones de reaccion. A no ser
que se tenga suficiente informacion sobre cémo se obtuvieron los resultados en
términos de: tipo de muestra y preparacion; método y calibrador utilizado; tiempo de
reaccion utilizado; la sefal medida y la forma en que se tradujo en el resultado

presentado (Benzie et al., 2014).

Ningun método reflejara por si solo la “actividad antioxidante total” de una muestra,
puesto que este parametro debera expresar la capacidad de antioxidantes lipofilicos
e hidrofilicos, reflejar y diferenciar los diferentes mecanismos antioxidantes y
evaluar la reactividad del antioxidante frente a diferentes especies reactivas (Benzie
et al., 2014).

Por otra parte, la actividad antioxidante in vitro de un alimento difiere de su efecto
antioxidante in vivo, ya que las transformaciones metabdlicas que sufren los
compuestos antioxidantes en el organismo modifican su actividad. Ciertos
compuestos fendlicos poliméricos que presentan una baja actividad in vitro pueden,
sin embargo, contribuir a la capacidad antioxidante del plasma después de su

transformacion metabdlica en compuestos mas simples (Benzie et al., 2014).



Los métodos in vivo pueden reflejar las posibles interacciones entre los distintos
componentes de la dieta. Sin embargo, existen numerosos aspectos aun
desconocidos en los métodos in vivo, como el modo de accion de los radicales
dentro de los compartimentos celulares y si los compuestos antioxidantes se

transportan al interior de los mismos (Benzie et al., 2014).

Es necesario combinar mas de un método para evaluar de manera correcta la
actividad antioxidante de una muestra. Durante los ultimos afios se han desarrollado
una gran cantidad de métodos para evaluar la actividad antioxidante de alimentos
basados en distintos aspectos, como la reduccién de metales (FRAP), la capacidad
de captacién de radicales peroxilo (ORAC, TRAP), de radicales hidroxilos (ensayo
de la desoxiriribosa), de radicales generados a partir de ciertas moléculas organicas
(ABTS, DPPH), en la cuantificacion de productos generados durante la peroxidacion
lipidica (TBARs, oxidacion de LDLs), etc. (Frankel et al., 2000; Sanchez et al., 2002;
Aruoma, 2003).

En el siguiente apartado se describiran caracteristicas de los métodos mas
utilizados

3.11.2 METODOS DE ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE

3.11.2.1 METODO ABTS

El método ABTS se basa en la generacién del cation ABTS* azul/iverde que puede

ser reducido por antioxidantes.

El radical ABTS* se genera a partir de su precursor el acido 2,2’-azinobis (3-
etilbenzotiazolin)-6-sulfénico (ABTS). El radical catiénico obtenido es un compuesto
de color verde-azulado, estable y con un espectro de absorcién en visible a una
longitud de onda de 752-756 nm.



El punto final de la reaccién lo marca la sustancia antioxidante empleada, fiando
tiempos cortos o muy elevados que pueden interferir en los resultados finales, lo
cual, es un inconveniente.
Existen varios métodos de generacion del radical ABTS+:
» Enzimaticamente (mioglobina, peroxidasa de rabano).
» Quimicamente (Dioxido de manganeso, persulfato potasico, radicales
peroxilo).

» Electroquimicamente.

Este método se aplica en la determinacion de la actividad antioxidante de frutas,

verduras, bebidas estimulantes.

Ventajas y desventajas

Entre las ventajas de este método es que se puede comparar los valores obtenidos,
debido a que una gran variedad de alimentos esta reportada en esta unidad; puede
ser usado en un amplio rango de pH y fuerza i6nica. Ademas, el cation ABTS es
soluble tanto en medio acuoso como organico y permite la evaluacién de
antioxidantes hidrofilicos y lipofilicos. Entre las desventajas estan que el cation
ABTS debe ser generado previamente, que no es un radical fisiologico y que la
cinética de reaccion con algunos antioxidantes suele ser bastante lenta y, por lo

tanto, el punto final de medicion debe fijarse de manera arbitraria.

3.11.2.2 METODO DPPH

El método DPPH se basa en la reduccion del radical DPPH purpura. El resultado se
reporta como IC50 que es la cantidad de antioxidante necesaria para disminuir el
50% de la concentracion inicial de DPPH.

La molécula 1,1-difenil-2-picril-hidrazilo (DPPH) es conocida como un radical libre
estable debido a la deslocalizacion de un electron desapareado sobre la molécula

completa, porlo cual, la molécula no se dimeriza, como es el caso en la mayoria de



los radicales libres. La deslocalizacion del electron también intensifica el color
violeta intenso tipico del radical, el cual absorbe en metanol a 517-519 nm. Cuando
la solucion de DPPH reacciona con el sustrato antioxidante que puede donar un
electron, el color violeta se desvanece. El cambio de color es monitoreado
espectrofotométricamente y es utilizado para la determinacion de los parametros

para las propiedades antioxidantes.

Ventajas y desventajas

Entre las ventajas de este método estan su simplicidad y el bajo requerimiento
instrumental; sin embargo, entre las desventajas estan la dificultad de interpretar los
resultados cuando se tienen sustancias cuyo espectro de absorcion es el mismo
que el del radical; adicionalmente el DPPH es un radical estable, centrado en
nitrdgeno, que dista mucho de parecerse a las especies reactivas de importancia
biolégica; de hecho muchos antioxidantes que reaccionan rapidamente con
radicales peroxilo no lo hacen asi con DPPH debido al impedimento estérico que
representa la estructura quimica que rodea al radical, lo cual hace que sustancias

pequefias generalmente muestren una mayor actividad.

3.11.2.3 METODO FRAP

El método FRAP utiliza la reduccion del complejo triazina férrico (Fe3*) a triazina
ferroso (FeZ*). El complejo 2,4,6-tripiridil-s-triazina (TPTZ)-Fe2* es de color azul
profundo cuando es reducido es incoloro. El reactivo FRAP contiene cloruro férrico
y TPTZ en buffer de acetatos. Este reactivo tiene que ser preparado justo antes de
ser utilizado. Se mide a una longitud de onda de 593-597 nm. El calibrador
recomendado es una solucidn acuosa de concentracion conocida (1 mmol/l) de Fe?*

(preparada a partir de sulfato ferroso).

Se trata de un método espectrofotométrico ya que se mide la absorbancia del Fe?*

asi, cuanto mas antioxidante es la sustancia objeto de estudio, mayor es la



reduccion y mayor la concentracion de Fe?* y mas alta la sefial de absorbancia. El
mecanismo del método FRAP es de transferencia de electrones, a diferencia de
otros métodos donde se produce captura de radicales libres, puede ser util, en
combinacion con otros métodos, en la determinacion de la capacidad antioxidante

de productos que contengan distintos tipos de antioxidantes.

Ventajas y desventajas

Es un método sencillo, econdmico y simple. Entre las desventajas es que no puede
detectar compuestos que actuan por mecanismo de transferencia de hidrogeno,
subestimando el potencial antioxidante de mezclas que contengan, por ejemplo,

tioles.



4. HIPOTESIS

Los extractos obtenidos de la raiz y hoja de Ipomea batata var. morada (camote),
contienen compuestos con propiedades antioxidantes debido a la presencia de
metabolitos secundarios de origen fendlico. Estos metabolitos, asi como sus
propiedades antioxidantes se conservan después de ser sometidos a un tratamiento

térmico (horneado) en la elaboracién de un panqué obtenido a partir del camote.

5. OBJETIVO GENERAL

Determinar fenoles totales por el método Folin-Ciocalteu, antocianinas por el
método pH diferencial y capacidad antioxidante in vitro por 3 métodos (ABTS, DPPH
y FRAP) de extractos obtenidos en diferentes muestras de Ipomea batata var

morada y de un producto alimenticio, un panqué, elaborado con camote morado.

5.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

= Obtener el extracto de cada una de las muestras a evaluar: hoja de camote
proveniente de Atlixco (AHC); camote morado de primera (GCL1), segunda
(GCL2), tercera (GCL3) y cuarta (GCL4) calidad proveniente de Guanajuato;
camote morado de primera (ACL1), segunda (ACL2) y tercera (ACL3) calidad
proveniente de Atlixco; harina de camote morado (HCM), masa de harina (MHC),
masa de pulpa (MPC), panqué de harina (PHC), panqué de pulpa (PPC),

» Medir el contenido de antocianinas y de fenoles totales usando métodos
espectrofotométricos.

» Determinar la capacidad antioxidante por tres métodos in vitro ABTS (2,2-
azinobis- [3 etilbenzotiazolin-6-sulfénico]), DPPH (1,1-difenil2-picrilhidracil) ',
FRAP (poder antioxidante/reduccion de hierro) de las muestras mencionadas
previamente.

= Determinar la presencia de compuestos fendlicos y su actividad antioxidante

después del procesamiento en la elaboracién del producto alimenticio (panqué).



6. PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL

La metodologia experimental desarrollada para alcanzar los objetivos propuestos

se muestra en la Figura 13:

» »

Figura 13. Diagrama general de la investigacion dividida en 3 etapas.

Materiales

Las muestras fueron provistas por el Dr. Navarro del laboratorio 321 de la Facultad

de Quimica. y son las siguientes:

4 muestras liofilizadas y molidas de camote morado proveniente de
Guanajuato (una de primera calidad (GCL1), una de segunda -calidad
(GCL2), una de tercera calidad (GCL3) y una de cuarta calidad (GCL4) (Tabla
5).

3 muestras liofilizadas y molidas de camote morado proveniente de Atlixco
(una de primera calidad (ACL1), una de segunda calidad (ACL2) y una de
tercera calidad (ACL3) (Tabla 5).

1 muestra de una variedad de hoja de camote morado de Atlixco (AHC)
(Tabla 5).

Una muestra de harina de camote morado (HCM), una muestra de masa para
panqué con harina de camote (MHC) y una muestra de panqué elaborado
con harina de camote (PHC) (Tabla 6).

Una muestra de masa para panqué con pulpa de camote morado (MPC) y

una muestra de panqué elaborado con pulpa de camote (PPC) (Tabla 6).



Clave Muestra

GCL1 Camote morado liofilizado Guanajuato de 12 calidad

GCL2 Camote morado liofilizado Guanajuato de 22 calidad

GCL3 Camote morado liofilizado Guanajuato de 32 calidad

GCL4 Camote morado liofilizado Guanajuato de 42 calidad

ACL1 Camote morado liofilizado Atlixco de 12 calidad

ACL2 Camote morado liofilizado Atlixco de 22 calidad

ACL3 Camote morado liofilizado Atlixco de 32 calidad

AHC Hojas de camote de Atlixco

Tabla 5. Muestras de camote y hoja de camote
Clave Muestra Descripcién
HCM Harina de camote para panqué Camote liofilizado y pulverizado
MHC Masa de harina de camote Harina de camote, harlna de trigo, azucar,
mantequilla y huevo
PHC Panqué de harina de camote Masa de harina de camote y horneado
MPC Masa de pulpa de camote Pulpa camote,_ harina de trigo, azucar.
mantequilla, huevo y leche

PPC Panqué de pulpa de camote Masa de pulpa de camote y horneado

Tabla 6. Muestras del producto elaborado a partir de camote morado (panqué).

A continuacion, una lista del material que se utilizd para realizar el desarrollo

experimental

Reactivos
ABTS >98.0% SIGMA

Acetona >99.5% TECSIQUIM

Acido acético J.T. BAKER

Acido clorhidrico J.T. BAKER

Agua destilada

Carbonato de sodio anhidro SIGMA-ALDRICH
DPPH SIGMA-ALDRICH

Metanol TECSIQUIM

Persulfato de potasio SIGMA-ALDRICH

&
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4 Reactivo de Folin-Ciocalteu 2N SIGMA-ALDRICH

4 TPTZ (2,4,6-Tripiridil-s-Triazina) SIGMA-ALDRICH

4 Trolox (6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromano-2-acido carboxiico) SIGMA-
ALDRICH

Equipos:
4 Microplacas de 96 pozos.
< Balanza analitica OHAUS AP1105
4 Sonicador Cole&Parmer
4 Centrifugadora Cole&Parmer

4 Espectrofotometro EPOCH (Figura 14) - -
Figura 14. EPOCH

A continuacion, se describe la metodologia seguida para realizar las mediciones.

Desarrollo experimental

El procedimiento para realizar la medicion de las muestras fue la siguiente:
1) Tratamiento previo a algunas de las muestras.
2) Extraccion de compuestos bioactivos.
3) Determinacion de compuestos fendlicos y antocianinas.

4) Determinacion de la actividad antioxidante.



A continuacién, se detalla el procedimiento experimental para cada una de las

etapas.

A Tratamiento previo:
Para evitar interferencia en la medicion de los compuestos fendlicos y de actividad
antioxidante en las muestras de panqué, fue necesario desengrasar las muestras

previamente.

El procedimiento fue el siguiente: Se peso6 5 g y se adiciond 100 mL de hexano, se
sonicé por 20 minutos, posteriormente se filtré a vacio y se dej6 secar hasta que

todo el hexano se evaporo.

6.1 EXTRACCION

Se pesd 1 g de muestra molida y se adicion6 20 mL de solvente (una mezcla de
acetona-agua, 40-60 y 1% acido lactico). Se sonic6 a una temperatura de 60+£2°C
por 20 min. Se filtr a vacio.

Excepto las muestras de panque, que por sus componentes no fue posible filtrar a
vacio, por lo que se centrifugé por 10 min a 20000 rpm a temperatura ambiente y

solo se conservo la parte acuosa.

6.2 DETERMINACION DE FENOLES Y ANTOCIANINAS.

Estas dos determinaciones se realizaron midiendo directamente del extracto
obtenido en la parte anterior. Se realizé utilizando un EPOCH que lee microplacas
de 96 pozos, cada uno con capacidad maxima de 300 microlitros éste es el motivo
por el que los volumenes que se ocuparon en toda la parte experimental son del

orden de microlitros (uL).



6.2.1 FOLIN-CIOCALTEAU:

Para la medicion se tomd 10 pL del extracto y se le adicion6 200 yL de Na2COs al
2%, después de 2 minutos, se le adiciond 10 yL del reactivo de Folin-Ciocalteu
(proporcién 1:1 con agua destilada), se dejo por 30 minutos en la oscuridad. (Fiskaa
et al., 2007; Hulya, 2007; Zheng et al., 2007). Se leyé a 750 nm en el EPOCH.

Se utilizd como patrén de referencia para este método tanto el acido galico como el
acido tanico, de cada acido se realiz6 la curva estandar a una concentracion inicial
de 0.5 mg/mL (Anexo). Se reportd la concentracion en mg equivalentes de acido

galico y acido tanico en 100 g de muestra en base seca.

6.2.2 pHDIFERENCIAL:

La medicion se realizd por el método de pH diferencial. Se colocd en un pozo 20 uL
del extracto y se adicion6 180 uL de buffer de acetatos (pH 4.5). En otro pozo se
colocd 20 pL del extracto y se adiciondé 180 uL de buffer de cloruros (pH 1). Se leyd
a 510 nm y a 700 nm en el EPOCH. Se report6 como mg de cianidina-3-glucosido

en 100 g de muestra en base seca.

La absorbancia final se calculé de acuerdo a la siguiente ecuacion:

A = (As20 nm — A700 nm)PH 1= (As20 nm — A700 nm)PH 4.5

Para calcular la concentracion en la muestra original se sigue la siguiente ecuacion:

AXPM x FD x 1000
exX1

Antocianina monomérica (mg L™1) =

Donde A: absorbancia antes calculada (nm). FD: factor de disolucion (volumen

total/volumen del extracto). €: coeficiente de extincion molar (M- cm-'). PM: peso



DPPH 25 25 2.5 2.5 2.5 2.5 2.5 2.5

molecular. Se toma en consideracién la antocianina mayoritaria que es cianidina-3-
glucosido (PM=445.2; €=29600) (Anexo).

6.3 DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE
Debido a la naturaleza de cada muestra y a la sensibilidad de cada método, fue
necesario diluir los extractos hasta una concentracion en la que fuera posible

determinar la actividad antioxidante.

La concentracién hecha en la medicidn para cada una de las muestras en cada uno

de los tres métodos descritos se resume en la Tabla 7.

2.5 25 25 25 25 25 2.5 2.5 5 5 5 5

(@) ]
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2.5 25 25 25 25 25 2.5 2.5
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La concentracién sefalada es de mg/mL

Tabla 7. Concentracion de cada extracto para realizar la medicion.

6.3.1 METODO ABTS (2,2-AZINOBIS-[3-ETILBENZOTIAZOLIN-
6-SULFONICO])

Se preparé el radical ABTS 16 hrs antes de realizar la medicion. La preparacion fue
de la siguiente manera: se peso 3.2 mg de persulfato de potasio y 19.2 mg de ABTS,
La mezcla se aforé a 5 mL con agua destilada. Una vez formado el radical, éste se

ajusté a una absorbancia de 0.7+0.02.

Para poder realizar la medicion, las muestras fueron diluidas a la concentracién que

se indica en la Tabla 7.

Para cada una de las muestras se realizd una curva tomando volumenes de 100,

75,50y 25 uL y se adiciond el radical. Se leyé a 754 nm (Re. et al., 1999; Kuskoski

[@)]



et al., 2004). El patrén de referencia que se utilizd para realizar la curva estandar
fue el Trolox, a una concentracion inicial de 0.07 mg/mL (Anexo). Se reportd la
concentracion en ug equivalentes de trolox por mL de muestra en el minuto 5, de

acuerdo con la literatura.

6.3.2 METODO DPPH (1,1-DIFENIL-2-PICRILHIDRACIL):

Se prepard el radical DPPH con 30 minutos antes de realizar la medicion. La
preparacion fue la siguiente: se pesé 1.2 mg de DPPH y se afor6 a 10 mL con

metanol.

Para poder realizar la medicion, las muestras fueron diluidas a la concentracién que

se indica enla Tabla 7.

Para cada una de las muestras se realizd una curva tomando volumenes de 100,
75, 50 y 25 pL y se adiciond el radical. Se leyé a 517 nm (Brand et al., 1995). El
patrén de referencia que se utilizd para realizar la curva estandar fue el Trolox, a
una concentracion inicial de 0.07 mg/mL. Se report6é la concentracién como ICso
mg/mL, la cantidad de muestra necesaria para reducir a la mitad el radical DPPH en

el minuto 30, de acuerdo con la literatura.

6.3.3 METODO FRAP (PODER ANTIOXIDANTE/REDUCCION DE
HIERRO):

Se prepar6 el radical justo en el momento de realizar la medicion. La preparacion
fue la siguiente: se tom6 1 mL de TPTZ, se adicion6 9 mL de buffer de acetatos y
se adicion6é 2 mL de cloruro férrico, esta pequefia modificacion es debido a la

naturaleza del reactivo utilizado.



Para poder realizar la medicién, las muestras fueron diluidas a la concentracién que

se indica en la Tabla 7.

Para cada una de las muestras se realizé una curva tomando volumenes de 100,
75,50y 25 pL y se adicion6 el radical, la placa se mantuvo a 37+1°C por 4 minutos,
y se leyé a 595 nm (Benzie et al., 1999). El patron de referencia que se utilizé para
realizar la curva estandar fue el sulfato ferroso heptahidratado, a una concentracién
inicial de 0.22 mg/mL. Se reportd la concentracion como g equivalentes de Fe?*

por mL de muestra en el minuto 4 y en el minuto 30, de acuerdo con la literatura.

6.4 ANALISIS ESTADISTICO

Todas las mediciones se realizaron por triplicado, se calculé la media, la desviacion
estandar, que mide qué tan separados estan los datos, y el coeficiente de variacion
que es la relacién entre la desviacidn estandar de una muestra y su media, define
la confiabilidad del resultado. Se utiliz6 el programa de analisis estadistico IBM
SPSS 20 para comparar resultados y comprobar si hay diferencia significativa entre
las muestras, se realiz6 un analisis de varianza (ANOVA) con un valor de

significancia de 0.05 y comparacion de medias por Duncan.



7. RESULTADOS Y DISCUSION

En esta parte se expondran los resultados obtenidos en cada uno de los 5 métodos
en el siguiente orden: fenoles totales, antocianinas, ABTS, DPPHy FRAP. En cada
método los resultados se presentan en 2 bloques, el primer bloque se refiere a las
muestras que son de camote morado de Guanajuato y Atlixco y de la hoja de
camote. El segundo bloque son las muestras del producto alimenticio elaborado con

camote morado, el panqué.

7.1 FENOLES TOTALES

La medicidon se realizd directamente del extracto. El resultado se reporta como
miligramos equivalentes de acido galico en 100 g de muestra en base seca o como
miligramos equivalentes de acido tanico en 100 g de muestra en base seca, ambos
compuestos pueden ser utilizados como estandar. La curva estandar se realizdé con
acido galico y con acido tanico (anexo)

A continuacion, se presenta el contenido de fenoles presente en el camote morado.
Enla Tabla 8 se resume los resultados obtenidos del camote morado de Guanajuato

y de Atlixco y de la hoja de camote como equivalentes de acido galico y de acido

tanico con su respectiva desviacion estandar y comparacion de medias.



Tabla 8. Contenido fendlico del extracto de camote morado de Guanajuato y

Atlixco y hoja de camote.

Fenoles totales Fenoles totales
Muestra
mg eq. ac gal 100 g' mg eq. ac tan 100 g
GCL1 1085.15 +85.77¢ 994 .22 + 86.25¢
GCL2 820.60 +59.19f 728.18 +59.53f
GCL3 027.42 +46.32f 835.60 +46.58f

GCL4 1229.93 +103.25¢ 1139.84 +103.844
ACLA1 1610.47 +34.77% 1522.54 +34.77%

ACL2 1575.42 +51.66° 1487.29 +51.66°
ACL3 1697.26 * 39.942 1609.83 *39.942
AHC 1419.37 +49.48° 1330.35 +49.76°

n=3, resultado * desviacion estandar
Superindices 2 significan diferencias estadisticas significativas

(p>0.05), donde a es mayor contenido y f menor contenido

La muestra que presenta mayor contenido fendlico es ACL3 con 1697.26 mg ac
gal/100 g, y la muestra que menor contenido fendlico presenta es GCL2 con 820.60

mg ac gal/100 g.

No hay diferencia significativa entre ACL1 y ACL3, éstas son las muestras que
mayor contenido fendlico presentan con 1610.47 mg ac gal/100 g y 1697.26 mg ac
gal/100 g respectivamente. Por otro lado, GCL2 y GCL3 son las muestras que
menor contenido fendlico presentan con 820.60 mg ac gal/100 g y 927.42 mg ac

gal/100 g respectivamente, y no tienen diferencia significativa entre ellas.

ACL3 contiene 1697.26 mg ac gal/100 g y 1609.83 mg ac tan/100 g, se puede ver
que hay una diferencia aproximada de 90 mg entre una cantidad y otra, esto podria
deberse a que el acido galico es una molécula pequena al contrario que el acido
tanico, el cual es una molécula grande, es decir, la diferencia en la solubilidad es la

que hace la diferencia en el resultado. Es posible calcular el contenido fendlico



utilizando cualquiera de los dos compuestos, aunque el resultado no es lo mismo el
comportamiento de las muestras si, ACL3 es la muestra que con ambos acidos

presenta mayor contenido fendlico.

Comparando el contenido fendlico del camote morado mexicano con una variedad
de camote morado chino, Jizi 01 cuyo contenido fendlico es de 5430 mg ac gal/100
g muestra seca (Ji, 2015), el camote morado mexicano contiene menor cantidad de

compuestos fenolicos que esta variedad de camote.

Comparando con otras frutas, ACL3 contiene 1697.26 mg ac gal/100 g, mas de lo
que contiene la cereza (114.56 mg ac gal/100 g), la uva roja (80.28 mg ac gal/1009)
y la ciruela (73.04 mg ac gal/100 g) (Fu, 2011). Esto quiere decir que el camote
morado es un alimento rico en compuestos fendélicos, mas adelante se abordara la

actividad antioxidante que presenta.

AHC presenta un contenido fendlico de 1419.37 mg ac gal/100 g. Mayor contenido
que el que presenta el limén con 108.78 mg ac gal/100 g y la espinaca con 32.54
mg ac gal/100 g. (Topalovic et al., 2013) Al tener un alto contenido fendlico lo hace
idoneo para ser consumido debido a las propiedades asociadas a estos

compuestos. Mas adelante se abordara si presenta actividad antioxidante.

Hay estudios sobre el contenido fendlico presente en otras variedades de hoja de
camote morado chino, pero estos estudios han evaluado el contenido utilizando
como estandar acido clorogénico, lo que hace imposible que se haga una

comparacion.

No hay relacion alguna entre la calidad del camote y el contenido fendlico. ACL3
presenta mayor contenido que ACL1. Esto quiere decir que la clasificacién empirica
que se tiene del camote no tiene relacién alguna con el contenido de compuestos

bioactivos.



A continuacion, se presentara y discutira los resultados obtenidos del contenido de

fenoles presente en el producto alimenticio elaborado con camote

En la Tabla 9 se resumen los resultados obtenidos de las muestras de panqué con

su respectiva desviacion estandar y comparacion de medias.

Tabla 9. Contenido fendlico del extracto de camote

Fenoles totales Fenoles totales
Muestra

mg eq. ac gal 100 g' mg eq. ac tan 100 g’
HCM 1694.76 +6.422 1607.31 +6.462
MHC 583.19 + 18.24¢ 48940 + 18.34¢
PHC 643.69 +48.06° 550.25 +48.34P
MPC 636.18 + 35.41bc 542.70 + 35.61b¢
PPC 595.29 + 15.68bc 501.57 +15.77b¢

n=3, resultado + desviacion estandar
Superindices ¢ significan diferencias estadisticas significativas

(p>0.05), donde a es mayor contenido y ¢ menor contenido

HCM con 1694.76 mg ac gal/100 g es la muestra que mayor contenido fendlico
presenta y MHC, MPC y PPC con 583.19, 636.18 y 595.29 mg ac. gal/ 100 g
respectivamente, son las muestras que menor contenido presentan, y entre ellas no

hay diferencia significativa.

Se puede observar que parte de los compuestos fendlicos presentes en HCM se
conservan durante la elaboracion del panqué, y que los mismos se conservan aun
después del tratamiento térmico. En las muestras MPC y PPC la pérdida de la
mayoria del contenido fendlico puede deberse a muchas causas como una
sobreexposicion al oxigeno, a altas temperaturas, a la humedad o a una interaccion
con los ingredientes. Hay que tomar en cuenta que 1 gramo de harina no es igual a
1 gramo de panqué, solo un 30% aproximadamente corresponde a la harina de

camote.



En las muestras MHC y PHC hay un aumento en el contenido fendlico después del
tratamiento térmico, al contrario de lo que pasa con MPC y PPC. Esto indica que
agregar el camote morado en forma de harina garantiza que una parte de los fenoles
se conservan. Esto puede ser por el contenido de almidén presente, el cual
enmascara los compuestos bioactivos durante el mezclado y después con el
aumento de temperatura, parte del almidén se degrada y esto hace que los
compuestos atrapados se liberen y por eso aumente el contenido fendlico. Por lo
tanto, la formulacion del producto alimenticio utilizando harina en lugar de puré de

camote morado es mejor, mas adelante se vera si esta afirmacion se mantiene

Como se ha observado en este método todas las muestras presentan contenido
fendlico, a continuacion, por el siguiente método se determind que parte de este

contenido fendlico corresponde a antocianinas.

7.2 ANTOCIANINAS

La medicidn se realizé a partir del extracto obtenido de cada una de las muestras.

Los resultados obtenidos por el método de pH diferencial de camote morado se

muestran a continuacion

En la Tabla 12 se resume los resultados obtenidos del camote morado de
Guanajuato y Atlixco y hoja de camote con su respectiva desviacion estandar y
comparaciéon de medias. Los resultados se reportan como miligramos de cianidina-
3-glucosido en 100 g de muestra, el calculo se realizé de acuerdo con el método de

pH diferencial.



Tabla 12. Antocianinas totales del extracto de camote morado de Guanajuato y

Atlixco y hoja de camote.

Antocianinas totales

Muestra
mg cian-3-gluc 100 g’

GCL1 35.74 £1.20¢
GCL2 34.29 +0.70¢f
GCL3 32.17 +3.38f
GCL4 55.77 +0.884
ACLA1 162.09 +1.84°
ACL2 157.30 +1.20°
ACL3 175.34 +2.41°
AHC 2.12 +£0.199

n=3, resultado + desviacion estandar
Superindices 29 significan diferencias
estadisticas significativas (p>0.05), donde

a es mayor contenido y f menor contenido

La muestra que mayor contenido de antocianinas presenta es ACL3 (175 mg/100
g) y la que menos antocianinas presenta es AHC (2.12 mg/100 g).

ACL3 y ACL1 son las muestras que mayor contenido de antocianinas presentan, y
son las mismas muestras que mayor contenido fendlico presentan, la tendencia es

la misma.

ACL3 contiene 175.34 mg/100 g, el contenido que presenta es superior al comparar
con otras variedades de camote morado en China con contenido de antocianinas
de 57.5,96.8, y 21.2 mg/100 g, pero con la variedad Jizi 01 (623 mg/100 g) (Ji, 2015)

es inferior.

Tanto ACL1 (162.09 mg/100 g), ACL2 (157.30 mg/100 g) y ACL3 (175.34 mg/100
g) tienen un contenido alto de antocianinas con respecto a otras frutas tales como
mora (41.8 mg/100 g), uva (30.9 mg/100 g)y fresa (23.7 mg/100 g) (Kuskoski, 2005).



Estudios previos han aislado del camote morado mexicano antocianinas del tipo
aciladas las cuales son resistentes a altas temperaturas, de ahi su importancia para

la industria alimenticia.

No hay una diferencia significativa entre las calidades 1,2 y 3 de camote morado
proveniente de Guanajuato. Y presentan menor contenido de antocianinas. En la
Figura 15 se puede observar de manera grafica la diferencia entre las muestras de

camote y de hoja.
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Figura 15. Antocianinas totales (mg eq. cianidina-3-glucésido 100 g-' muestra) de

muestras de camote morado de Guanajuato y Atlixco y hoja de camote.

Como se puede ver hay una gran diferencia en el contenido de antocianinas entre
las dos variedades.

AHC presentd un valor relativamente alto de compuestos fendlicos, pero de
antocianinas fue insignificante por lo que se puede deducir que los compuestos
fendlicos que posee en su mayoria pueden ser acidos fendlicos u otro tipo de
compuestos fendlicos.



Los resultados obtenidos por pH diferencial de las muestras del producto elaborado

con camote morado se muestran a continuacion.

En la Tabla 13 se resumen los resultados obtenidos de las muestras de panqué en

antocianinas con su respectiva desviacion estandar y comparacion de medias.

Tabla 13. Antocianinas totales de las muestras del producto alimenticio (panqué).

Antocianinas totales

Muestra
mg cian-3-gluc 100 g-*
HCM 149.62 +4.732
MHC 3251 £1.17¢
PHC 35.74 +4.92°
MPC 4486 +3.17°
PPC 31.95 +£0.51°¢

n=3, resultado * desviacion estandar
Superindices 2 significan diferencias
estadisticas significativas (p>0.05), donde

a es mayor contenido y f menor contenido

HCM con 149.62 mg/100 g es la muestra que mayor contenido de antocianinas
presenta y las muestras de menor contenido son MHC, PHC y PPC con 32.51, 35.74

y 31.95 mg/100 g respectivamente. Entre las tres no hay diferencia significativa.

Como se puede apreciar en la Figura 16, aun cuando se ha perdido parte del
contenido de antocianinas inicial, la cantidad presente es suficiente para impartir al

panqué un color purpura oscuro.



Figura 16. Panqué de camote morado

Se puede ver la diferencia que hay entre HCM (149.62 mg/100 g) con MHC (32.51
mg/100 g) y PHC (35.74 mg/100 g). Hay una gran pérdida de antocianinas, ya sea
porgue los otros componentes las encapsulan o las inactivan, o el procesado de la

harina de camote fue inadecuado.

La tendencia es la misma que en el método de fenoles, HCM es la muestra que

mayor contenido fendlico presenta y mayor contenido de antocianinas tiene.

Se puede ver que el tratamiento térmico disminuye el contenido de antocianinas

totales.

Enla Figura 17 se compara el contenido de fenoles totales obtenido con acido galico
con el contenido de antocianinas totales para observar que tanto de este contenido

fendlico corresponde a antocianinas.
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Figura 17. Fenoles totales (mg eq. Acido galico 100 g-1 muestra) y antocianinas

totales (mg eq. Cianidina-3-glucésido 100 g-1 muestra) de a) muestras de

camote morado de Guanajuato y Atlixco y hoja de camote. Y b) muestras de

panqué.

Y se puede ver que el contenido de antocianinas presente en las muestras con

respecto al contenido fendlico corresponde a un 10% o0 menos.



Una vez que se determind que las muestras contienen compuestos fendlicos y
antocianinas, por medio de los siguientes métodos se determina la actividad

antioxidante que presentan

7.3 ABTS

Para la actividad antioxidante determinada por ABTS el resultado se reporta como
micromoles equivalentes de trolox en 1 gramo de muestra (umol eq. Trolox g'') a

los 5 minutos. La curva estandar se hizo con trolox. (Anexo)

En el siguiente bloque se muestran los resultados obtenidos por el método ABTS

de camote morado y el andlisis de resultados.

En la Tabla 14 se resume los resultados obtenidos en el método ABTS en las
muestras de camote morado de Guanajuato y Atlixco y hoja de camote con su

respectiva desviacion estandar y comparacién de medias.



Tabla 14. Micromoles equivalentes de trolox por gramo de muestra en el camote

morado de Guanajuato y Atlixco y hoja de camote.

ABTS
Muestra
umol eq. Trolox g

GCL1 1.036 +0.011¢
GCL2 0.984 +0.003
GCL3 0.994 +0.0084
GCL4 1.100 +0.0042
ACL1 1.100 +0.0032
ACL2 1.074 +0.004°
ACL3 1.078 +0.004°
AHC 1.082 +1.014°

n=3, resultado * desviacion estandar
Superindices 24 significan diferencias
estadisticas significativas (p>0.05), donde a es

mayor actividad y d menor actividad

Las muestras que presentan mayor actividad antioxidante son GCL4 y ACL1 con
1.1 pmol trolox/g cada una. Y las muestras que menor actividad antioxidante
presentan son GCL2 y GCL3 con 0.984 y 0.994 umol trolox/g respectivamente, sin

diferencia significativa entre ellas.

Las muestras ACL2, ACL3y AHC no tienen diferencia significativa con 1.074, 1.078
y 1.082 pymol trolox/g respectivamente y GCL2 y GCL3 tampoco tienen una
diferencia significativa con 0.984 y 0.994 pymol trolox/g respectivamente. Esto indica
que la actividad antioxidante que presenta el camote morado no tiene una relacion
directa con la calidad establecida, este comportamiento se ha visto en los otros
meétodos, la calidad se establece de manera empirica, no tiene relacion alguna con

el contenido de compuestos bioactivos.

Como se puede apreciar, por este método las muestras casi no presentan diferencia

significativa entre ellas. ACL1 present6 una cantidad alta de fenoles y de



antocianinas, es la muestra que por este método presenta mayor actividad
antioxidante. GCL4 también es la que presenta mayor actividad antioxidante que las
otras muestras, sin embargo, esta muestra no presentd en las determinaciones
anteriores un alto contenido fendlico ni un alto contenido de antocianinas, es la
cuarta muestra que presento un contenido alto de fenoles. Esto indica que no hay

una relacion directa entre contenido fendlico y actividad antioxidante.

GCL4 y ACL1 son las muestras que mayor actividad antioxidante presentan con 1.1
pmol trolox/g, comparadas con otras frutas tales como manzana roja (4.62 umol/g),
mora azul (1.26 umol/g), uva roja (3.95 umol/g), ciruela (5.22 umol/g) (Li, 2011) la
actividad que presentan es inferior. Sin embargo, frente a estas frutas, el camote
morado tiene la ventaja de ser un cultivo gran importancia econdémica, crece con
pocos requerimientos e insumos, presenta tolerancia al calor y es de facil

propagacion, al contrario que el resto de las frutas.

En el siguiente bloque se muestra la actividad antioxidante del panqué de camote

por el método ABTS vy el andlisis de resultado.

En la Tabla 15 se resume los resultados obtenidos en las muestras de panqué por

el método ABTS con su respectiva desviacion estandar y comparacion de medias.



Tabla 15. Micromoles equivalentes de trolox por gramo de muestra en el panque

de camote.
Muestra ABTS
umol eq. Trolox g
HCM 1.142 +0.0052
MHC 0.816 +0.027°
PHC 0.839 +0.016°
MPC 0.676 +0.025¢
PPC 0.691 +£0.020¢

n=3, xdesviacion estandar
Superindices 2 significan diferencias
estadisticas significativas (p>0.05), donde a

es mayor actividad y ¢ menor actividad

Se puede ver que la muestra que mayor actividad antioxidante presenta es HCM
con 1.142 pmol trolox/g, le sigue MHC y PHC con 0.816 y 0.839 umol trolox/g
respectivamente; MPC y PPC con 0.691 y 0.676 pmol trolox/g respectivamente.

No hay diferencia significativa entre MHC Y PHC y entre MPC y PPC, es decir, la
actividad antioxidante se mantuvo durante el tratamiento térmico tanto en la harina
como en la pulpa de camote morado, y es mayor la actividad antioxidante en el

panqué elaborado con harina.

El comportamiento de las muestras fue similar al reportado en los métodos
anteriores. En ambas formulaciones la actividad antioxidante aumenté muy poco
después del tratamiento térmico, lo que indica que puede que parte de los
compuestos bioactivos interaccionaron con el resto de los componentes y estos los
encapsularon, después del horneado se degradan y son liberados, sin embargo, el
aumento no hace diferencia en la actividad antioxidante, las muestras no presentan

diferencia significativa.



7.4 DPPH

El resultado se reporta como ICso los miligramos de muestra en un mililitro (mg mL-
1) necesarios para inhibir el 50% del radical DPPH. La curva estandar se hizo con

Trolox (Anexo).

A continuacién, se muestra la actividad antioxidante determinada por el método

DPPH de camote morado.

Enla Tabla 16 se resume los resultados obtenidos de las muestras de camote 1, 2

y hoja de camote con su respectiva desviacidén estandar y comparacién de medias.

Tabla 16. ICso reportada en mg de trolox por mililitro en las muestras de camote

morado de Guanajuato y Atlixco y hoja de camote

Muestra pPPH
IC50 mg mL-"
GCL1 1.80 +0.53%
GCL2 1.89 +1.30¢
GCL3 2.04 +1.74f
GCL4 1.70 +0.599
ACL1 1.12 £0.67°
ACL2 1.39 £1.06°
ACL3 0.80 +0.06°
AHC 2.04 +1.02f

n=3, resultado * desviacion estandar
Superindices 2f significan diferencias
estadisticas significativas (p>0.05), donde

a es mayor actividad y f menor actividad

La muestra que menor IC50 tiene es ACL3 con 0.8 mg/mL y las muestras que mayor

IC50 tienen son GCL3 y AHC con 2.04 mg/mL cada una. En este método el



resultado refleja la cantidad minima necesaria de la muestra para lograr inhibir el
50% del radical, es decir, entre mas pequefia sea la cantidad es mayor la actividad

antioxidante que presenta.

Es dificil poder comparar el resultado obtenido con otros datos debido a que en la
literatura autores han determinado la actividad antioxidante utilizando como
estandar el acido ascorbico, lo que hace imposible una comparacién con otros
trabajos. No hay una estandarizacidon enla medicion de actividad antioxidante, cada
método tiene sus variables, se pueden utilizar muchos compuestos como

estandares bajo las condiciones que requiera el estudio en cuestion.

ACL3 con 0.80 mg/mL y ACL1 con 1.12 mg/mL son las muestras que mayor
actividad antioxidante presentan al ser las muestras que en menor cantidad logran
inhibir el 50% del radical, y también son las muestras que presentaron mayor

contenido fendlico y de antocianinas en las determinaciones anteriores.

A continuacion, se presenta la actividad antioxidante por el método DPPH del

panqué de camote morado.

Enla Tabla 17 se resume los resultados obtenidos en las muestras de panqué por

el método DPPH con su respectiva desviacion estandar y comparacion de medias.



Tabla 17. IC50 reportada en mg de trolox por mililitro en las muestras de panqué

de camote
Muestra PPPH

ICs0 mg mL-"
HCM 2.04 +£0.062
MHC 3.85 +£0.11¢
PHC 3.50 +0.05°
MPC 3.90 £0.08°
PPC 447 +0.079

n=3, resultado * desviacion estandar
Superindices 24 significan diferencias
estadisticas significativas (p>0.05),
donde a es mayor actividad y d menor

actividad

La muestra que menor IC50 presenta es HCM con 2.04 mg/mL y la muestra que

mayor IC50 presenta es PPC con 4.47 mg/mL

Se puede ver que entre las muestras MHC y PHC hay diferencia significativa,
después del proceso térmico la actividad antioxidante es mayor, a diferencia por el
método ABTS que no hay. Y entre las muestras MPC y PPC si hay diferencia

significativa en la cantidad y que después del tratamiento térmico esta es menor.

Como en el método ABTS, HCM es la muestra que mayor actividad antioxidante
presenta, esta es la muestra que mayor contenido de fenoles y antocianinas

presenta. El comportamiento de las muestras es similar.



7.5 FRAP

El resultado se reporta como micromoles equivalentes de hierro (ll) en un gramo de
muestra (umoles eq Fe?* g'') a los 4 y 30 minutos. La curva estandar se hizo con

Fe2*. (Anexo).

En el siguiente bloque se expone la actividad antioxidante medida por el método

FRAP del camote morado.

En la Tabla 18 se resume los resultados obtenidos de camote 1, 2 y hoja de camote
por el método FRAP reportados en el tiempo 4 y 30 minutos, con su respectiva

desviacion estandar y comparacion de medias.

Tabla 18. Micromoles equivalentes de hierro (ll) por gramo de muestra de camote

de Guanajuato y Atlixco y hoja de camote, a los 4 y 30 minutos.

FRAP
Muestra umoles eq Fe?* g
4 min 30 min
GCL1 3.659 +0.037P 3.901 +0.088¢
GCL2 2673 +0.062¢ 2.969 +0.033f
GCL3 3.133 +0.1054 3.375 £0.038¢
GCL4 4222 +0.0612 4.259 +0.0482
ACL1 3.542 +0.181bc 4278 +0.0532
ACL2 3.015 +0.0274 4.078 +0.018°
ACL3 3.442 +0.137¢ 3.790 +0.0664
AHC 1.959 +0.049f 2.747 +0.1039

n=3, resultado + desviacion estandar
Superindices 29 significan diferencias estadisticas significativas

(p>0.05), donde a es mayor contenido y g menor contenido



A los 4 minutos la muestra que mayor actividad antioxidante presenta es GCL4 con
4.22 ymol eq Fe?*/g y AHC con 1.96 umol eq Fe?*/g es la muestra que menor
actividad antioxidante presenta. A los 30 minutos las muestras que mayor actividad
presentan son GCL4 y ACL1 con 4.26 y 4.28 ymol eq Fe?*/g respectivamente, sin
diferencia significativa entre ellas. Por otro lado, AHC es la muestra que presenta
menor actividad antioxidante con 2.75 umol eq Fe2*/g. La diferencia que hay entre
las dos mediciones es debido al tiempo que transcurre, cada muestra se comporta
de una manera diferente, hay muestras que es significativo el aumento y otras

muestras que el cambio es poco.

GCL4 a los 4 minutos presenta 4.22 ymol eq Fe2*/g, comparando con manzana roja
(5.90), mora azul (10.11), uva roja (6.70), cereza (8.01) (Li, 2011), Estas frutas
presentan mayor actividad antioxidante que cualquier muestra de camote morado
analizada, esto se observd de igual manera por el método ABTS, la comparacion
se realiza con este tipo de frutas debido a que es conocido que estas frutas son
ricas en compuestos antioxidantes, Sin embargo, el camote morado sigue siendo
un cultivo muy atractivo por sus grandes ventajas como siembre facil, se cosecha

mas de una vez al afio y es de bajo costo.

ACL1y GCL4, son las muestras que mayor actividad antioxidante presentan, aqui
se rompe la tendencia de la muestra ACL3, que en métodos anteriores es la que ha

presentado mayor contenido fendlico y mayor actividad antioxidante.

Por este método se puede ver que el comportamiento de una muestra en un método
no significa que tendra el mismo comportamiento en otro método, es decir, se
espera que en los tres métodos de actividad antioxidante las muestras se comporten
similar debido a que en los tres se mide actividad antioxidante, pero la realidad es
otra, como se ha visto en los métodos anteriores, hay muestras como GCL1 que

sigue otra tendencia.



Se puede ver que el comportamiento de las muestras en cada método varia, se
esperaba que el comportamiento fuera el mismo, pero la diferencia es debido a la

naturaleza de cada método, el radical que se utiliza,

A continuacion, se expone la actividad antioxidante medida por el método FRAP del

producto elaborado con camote morado.

En la Tabla 19 se resume los resultados obtenidos de panqué de camote por el
método FRAP reportados en el tiempo 4 y 30 minutos, con su respectiva desviacion

estandar y comparacién de medias.

Tabla 19. Micromoles equivalentes de hierro (ll) por gramo en las muestras de
panqué de camote morado.

FRAP
Muestra umoles Eq Fe?* g
4 min 30 min
HCM 3.013 +0.0272 3.925 +0.0702
MHC 1.441 +0.004¢ 1.908 +0.038°
PHC 1518 +0.051° 1.916 +0.093P
MPC 1.293 +0.018d 1.654 +0.075¢
PPC 1.227 +£0.015¢ 1.609 + 0.025°¢

n=3, resultado * desviacion estandar
Superindices 2f significan diferencias estadisticas significativas

(p>0.05), donde a es mayor contenido y e menor contenido

A los 4 minutos, la muestra que mayor actividad antioxidante presenta es HCM con
3.01 umol eq Fe?*/g y la muestra que menor actividad antioxidante presenta es PPC
con 1.23 ymol eq Fe?*/g. a los 30 min, sigue siendo HCM con 3.92 umol eq Fe?*/g
la muestra que mayor actividad antioxidante presenta y las muestras que menor
actividad antioxidante presentan son MPC y PPC con 1.65 y 1.61 umol eq Fe?*/g

respectivamente.



HCM es la muestra que mayor actividad antioxidante presenta, esto solo confirma
lo que métodos anteriores han sefialado, que esta muestra mantiene la tendencia,
ocurre un efecto sinérgico entre todos los antioxidantes presentes en la muestra, lo
que le otorga una alta actividad antioxidante, aunque no se mantiene durante el

procesado que es lo que se desea al momento de desarrollar un producto nuevo.



8. CONCLUSIONES

Después del trabajo realizado en el laboratorio al analizar las diversas muestras, se

dieron las siguientes conclusiones:

1.

Se logré obtener el extracto de las 4 calidades de camote morado liofilizado
proveniente de Guanajuato, las 3 calidades de camote morado liofilizado
proveniente de Atlixco, la hoja de camote, la harina de camote y el panqué
elaborado con la harina y con la pulpa. Todas estas muestras contienen
metabolitos secundarios de tipo fendlico, de los cuales una pequena parte

corresponde a antocianinas.

Todas las muestras presentan actividad antioxidante, esta se determind in vitro
por 3 métodos: ABTS, DPPHy FRAP. Existe una correlacion entre el contenido

fendlico y la actividad antioxidante que presentan las muestras.

El camote morado liofilizado proveniente de Atlixco presenté mayor contenido
fendlico y mayor actividad antioxidante que el camote morado liofilizado

proveniente de Guanajuato.

Parte de los compuestos fendlicos y la actividad antioxidante que presenta el
camote morado se conserva durante la elaboracién y el procesamiento de un

producto de panaderia.
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ANEXO

Fenoles totales
La medicion se realizé directamente del extracto obtenido. El resultado se reporta
como miligramos equivalentes de acido galico en 100 g de muestra. La curva

estandar se realizé con acido galico y con acido tanico.

18 7 Vé ] ’d L)
Curva acido galico
1.6 -
1.4 -
y=1.5977x-0.0046
1.2 1 R? =0.9974

0.8 A
o

Absorbancia
=

0.4 -

0.2 1

0 T T T T T 1

0 0.2 0.4 0.6 0.8 1 1.2
Concentracién ac. gélico mg mL?

Curva estandar realizada con acido galico para fenoles totales.

Curva acido tanico
0.9 -

0.8 A

0.6 -
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205 A

sor
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R?2=0.9779

0 T T T T T 1
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Concentracién ac. Tanico mg/mL

Curva estandar realizada con acido tanico



ABTS

Para la actividad antioxidante se tomo cierto volumen de extracto y se diluyé con
una mezcla de metanol: agua a una concentracion adecuada para poder realizar la
medicion. El resultado se reporta como microgramos equivalentes de trolox en 1

mililitro de muestra. La curva estandar se hizo con trolox.

Curva Trolox
80 -
£ 70 -
% 60 - y =4402.5x - 33.236
— 2 _
£ 50 - R? =0.9986
$ 40 -
o
£ 30 -
@
© 20 A
/<)
& 10
O T T T T T 1
0 0.005 0.01 0.015 0.02 0.025 0.03
Concentracién Trolox mg/mL

Curva estandar realizada con Trolox para ABTS



DPPH

Para la actividad antioxidante se tomo cierto volumen de extracto y se diluyé con
una mezcla de metanol: agua, a una concentracion adecuada para poder realizar la
medicion del método. El resultado se reporta como IC50 (mg/mL) los miligramos
necesarios de la muestra para inhibir el 50% del radical DPPH. La curva estandar

se hizo con Trolox.

Curva Trolox DPPH
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Curva estandar realizada con Trolox para DPPH.



FRAP

Para la actividad antioxidante se tomo cierto volumen de extracto y se diluyé con
una mezcla de metanol: agua a una concentracion adecuada para poder realizar la
medicion del método. El resultado se reporta como microgramos equivalentes de

hierro (Il) en un mililitro de muestra a los 4 y 30 minutos. La curva estandar se hizo

conF

Curva hierro (ll)
3.000 A
2500 - |y=14.28x+0.1998
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0 0.05 0.1 0.15 0.2
Concentracion hierroFe2* mg/mL

Curva estandar realizada con hierro (ll) para FRAP
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