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1. RESUMEN

Ipomoea batatas Lam es una planta la cual se ha utilizado como alimento desde la
antigledad ya que sus raices son engrosadas (camote) y comestibles, pertenece

a la familia Convolvulacea [Ledn, 1989].

El camote es un alimento de alto valor nutricional, contiene grandes cantidades de
carbohidratos en forma de almidon asi como vitaminas y minerales. También son
utilizadas las hojas de esta planta y en diversas partes del mundo como China y
Japén son consumidas como quelites o como infusion debido a su alto valor
nutricional [Taira J, 2013].

Ciertos estudios enfocados a la raiz tuberosa han demostrado la presencia de
compuestos bioactivos tales como fenoles, alcaloides, cumarinas, flavonoides, B-
caroteno, acido ascorbico, triterpenos y antocianinas [Emejule V, 2013]. Estos
compuestos también se encuentran en toda la planta de Ipomoea batatas, tal es el
caso de las hojas las cuales presentan principalmente compuestos fendlicos y
antocianinas con excelentes propiedades antioxidantes y antinflamatorias, lo cual
ofrece beneficios a la salud al prevenir enfermedades cardiovasculares, pues
combaten la generacién de radicales libres, ya que estos son capaces de atraparlos
[Benzie, 2014].

El presente trabajo tuvo como finalidad analizar hojas moradas de diferentes
regiones productoras de camote en México, se cuantifico por espectrofotometria
fenoles y antocianinas totales, asi como la identificacion de estos compuestos por
cromatografia en capa fina y por tiempos de retencion en el HPLC y se determind

la actividad antioxidante.

Para alcanzar los objetivos se seleccionaron 22 muestras de hojas de Ipomoea

batatas en funcion de la presencia de una coloracion morada, de estas se eligieron



cinco con la mayor concentracion de fenoles y antocianinas, para la identificacion y
perfil de los fenoles coloridos y no coloridos asi como la determinacion de actividad

antioxidante por métodos in vitro (DPPHy ABTS).

Las hojas JC149, JC177, JC 172, JC83 y PRF123 fueron las que presentaron la
cuantificacion de antocianinas y fenoles totales mas alta de las 22 muestras. La
muestra FPR123 presento el valor mas alto en antocianinas totales (3.12 mg AT/g
muestra BS y 118.78 mg FT/g muestra BS) y la JC172 en fenoles totales (157.09
mg FT/g muestra BS y 1.60 mg AT/ g muestra BS).

Se identific la presencia de antocianinas aciladas como Peonidina3-(cafeoil-p-
hidroxibenzoil soforosido)-5-glucosido y algunos acidos fendlicos como 3,5-di-O-

cafeoil-quinico (VI).

Las muestras presentaron una alta actividad antioxidante al compararla con el
Trolox, por el método de DPPH el extracto de la muestra JC177 tuvo un ICso de
0.0030mg/g inferior al trolox, mientras que por el método ABTS el extracto PRF123
fue la muestra que obtuvo el ICso bajo con 0.0232mg/g, estas muestras presentaron
valores inferiores a la muestra de referencia (Trolox) lo cual indica una buena

actividad.



2. INTRODUCCION

Se sabe que América central y México son el centro de origen del camote (Ipomoea
batatas) ya que existe una mayor diversidad genética, su extension por el mundo
fue posible debido al comercio; que llegé a Africa por comerciantes portugueses en

el siglo XVI, luego se extendidé hacia la India y China [Stathers et al. 2013].

Es uno de los cultivos mas antiguos y valiosos, de gran importancia econémica, es

de facil propagacion ya que requiere de pocos insumos, como agua, fertilizantes y
su habilidad de crecer a temperaturas altas. En México se siembran diversas
variedades de camote en dos ciclos: el de primavera- verano y el de otofio- invierno.
Las variedades sembradas son los de pulpa
blanca, amarilla, naranja, rojiza o purpura
[Gonzalez et al. 2001], con gran contenido de
compuestos bioactivos.

Tanto la raiz como las hojas en su variedad
morada son una fuente natural de compuestos
bioactivos, como son los fenoles, alcaloides

cumarinas, flavonoides, &cido ascoérbico,

triterpenos y antocianinas aciladas [Mohanraj,
2014].

Figura 1. Hojas de camote

Los compuestos fenolicos asi como las antocianinas son beneficas en la prevencion
de enfermedades cardiovasculares, ya que presentan una actividad antioxidante,
antiflamatoria, anticarcingenicas, antidiabeticas y hepatoprotectoras [Cipriano et al
2015]. El alto indice de enfermedades cardiovasculares en ocasiones se debe al
estrés oxidativo , proceso en el cual hay una gran generacion de radicales libres
[Benzie, 2014]. Una manera de combatir los radicales libres es consumiendo
compuestos bioactivos que sean capaces de atraparlos, como son la vitamina C,
vitamina E, los carotenoides, flavonoides y antocianinas, siendo estas ultimas

encontradas en el camote y hojas moradas.



3. MARCO TEORICO

3.1 Historia del camote (Ipomoea batatas) y su extensién por el mundo

El nombre de camote (Ipomoea batatas), es una palabra de origen nahuatl que
designa en especial a una planta rastrera y sus raices tuberosas voluminosas y

feculentas, llamada también “camotli” por los aztecas [Munguia, 2001].

Es una de las raices que mas usaron los indigenas de América desde la mas lejana
antigledad por haber sido articulo de primera necesidad y constituyé uno de los
alimentos base para la poblacién indigena de México y otros paises de Sudamérica.
[Martinez, 2006].

Se sabe que es nativo de los bosques tropicales y que ya se cultivaba en América

Central, México y Sudamérica hace mas 5,000 afios.

A la llegada de los espafioles a América, el camote era cultivado ampliamente y fue
llevado por los incas al triangulo polinésico (Nueva Zelanda, Isla Pascua y Hawai)

desde tiempos precortesianos. [Martinez, 2006].

No era conocido en Europa, Africa y Asia. Los espafioles lo llevaron de México a
Filipinas. Los portugueses lo introdujeron a sus colonias de Africa y Asia. Los chinos
lo obtuvieron de Filipinas en 1594. El camote entro a Japén en 1698 y ahora es un

cultivo que ocupa el segundo lugar en produccion [Contreras, 2001]

Estudios realizados por Dapeng Zhang y colaboradores mostr6 un patrén
geografico, revelando la mayor diversidad genética en América Central y menor
diversidad en Pertu y Ecuador. Estos resultados apoyan la hipétesis de que
Centroamérica es el centro primario de diversidad del camote y la region

sudamericana deberia considerarse un centro secundario [Linares, 2008].

A nivel mundial hay mas de 600 especies del género Ipomoea: 13 de ellas se
encuentran en la seccion de batatas. De estas especies el camote es el Unico que
se cultiva y todas son nativas de América [Stathers et al. 2013]. Existen numerosas
variedades criollas, mejoradas y nombradas, cuyo germoplasma no esta

representado en los diversos bancos nacionales.



3.2 Planta de camote (Ipomoea batatas)

Es una planta perenne que al cultivarse se comporta como anual, produce guias
con tallos rastreros o trepadores que al alcanzar una longitud de unos cinco metros
con latex en todos sus 6rganos. La raiz tuberosa se engruesa como 6rgano de
almacenamiento de reserva, se forman de los nddulos de los tallos como raices. Por
lo general una planta puede producir 10 camotes aproximadamente que se localizan

en los primeros 20 cm de profundidad del suelo [Leon, 1989]

Tabla 1. Clasificacion cientifica de Ipomoea batatas

Clasificacion cientifica
Reino Plantae
Filo Magnoliophyta
Clase Magnoliopsida
Orden Solanales
Familia Convulvaceae
Genero Ipomoea
Especie I[pomoea batatas

La planta es por lo general de héabito rastrero con tallos que se extienden
horizontalmente sobre el suelo desarrollando un follaje relativamente bajo. Se

pueden diferenciar cuatro tipos generales de plantas: erectas, semierectas,

extendidas y muy extendidas.



e Partes de la planta:

Raiz tuberosa: Puede ser fusiforme o globulares con cascara lisa de 12 a 20 cm de
largo, con el color del peridérmo o cascara blanco, amarrillo, naranjado, rojo o
morado y la pulpa de color blanco amarillo, anaranjado, rojizo o morado [Cook,
2009].

Figura 2. Diferentes variedades de camote

Tallos: Los tallos aéreos varian en cuanto a coloracién y forma pues pueden ser
cilindricos o aristados, largos de tres a diez centimetros de diametro y pueden ser

de color verde claro o morado [Contreras, 2001].

Hojas: Son muy variables, incluso en la misma planta dependiendo de la edad de
estas, son alternas acorzadas, onduladas, enteras o divididas de 3 a 7 l6bulos
[Contreras, 2001].

f
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Figura 3. Hojas moradas de camote, en sus diferentes formas



Flores: Se producen en pedunculos axilares en grupos umbeliformes, el céliz tiene
cinco divisiones y una longitud de 1 a 1.5 cm; la corola es campanulada de 2.5 a 5
cm, y con un diametro de 2.5 a 4 cm, y color purpura, siendo este mas intenso en la

base y mas claro en los margenes [Contreras, 2001].

Figura 4. Flor de camote

Fruto: Es una capsula de 5 a 8 mm de didmetro, que puede contener mas de cuatro
semillas pero que solamente una o dos llegan a desarrollarse. Las semillas son

negras, lisas de 3 mm de largo, y de cubierta muy dura [Campbel, 2003].

Figura 5. Fruto de la planta Ipomoea batatas

3.3 Cultivo y produccién de Ipomoea batatas

El camote (Ipomoea batatas) tiene escasas exigencias ambientales es de simple
manejo, agronémico y puede dar buenos rendimientos, de entre 20 y 30 toneladas

por hectarea, aun en terrenos de mediana calidad [Linares, 2008]. Como es una
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planta tropical, no tolera las heladas, pero es sumamente rustica, resistente a las
sequias. Las hojas de camote pueden ser cosechadas varias veces al afio, su
rendimiento es mucho mas alto que otros vegetales de hojas verde [An, 2003], las
hojas de camote son mas tolerantes a enfermedades, pestes y altas condiciones de
hameda; constituyen una fuente alternativa de vegetales de hojas verde durante y

fuera de temporada [Taira, 2013].

La importancia econdmica del cultivo de Ipomoea batatas en el mundo puede
compararse con la de arroz, trigo o maiz [Shekhar et al, 2015].

El camote es el séptimo cultivo mas importante en el mundo [Montilla, 2010]. Con
una produccion mundial de unos 150 millones de toneladas cultivadas en 15
millones de hectareas. China es el principal productor; responsable de alrededor del
80% de ese volumen, registrando cosechas de hasta 13 millones de toneladas al
afo en el sureste asiatico y de 6 millones de toneladas en Africa y Oceania. En
Japdn el camote es el segundo cultivo en importancia. En México se siembran cerca
de 3000 hectareas y se cosechan alrededor de 50 000 toneladas por afio [Basurto,
2015].

Tabla 2. Paises y regiones productoras de Ipomoea batatas [Basurto, 2015].

Paises y regiones productoras de Ipomoea batatas

Pais Produccién (millones t afio 1)
China 120
Sureste asiatico 13.0
Africa 6.0
Oceania 6.0
América 2.9
EUA 0.7
Japon 15
Nueva Zelanda 0.6
México 0.05




En México el camote se planta practicamente en todos los estados de la republica
con una produccion aproximada de 61 098 toneladas en 2 908 hectareas
[SAGARPA, 2010]. Se siembran variedades con pulpa blanca, amarilla, naranja,

rojiza o purpura.

Se produce principalmente en la zona centro-sur de la costa del Golfo de México,
en algunos puntos de la costa occidental del Pacifico, en la peninsula de Yucatan,
en la region del bajio y en los estados de Oaxaca y Chiapas.

Los estados de Michoacan y Guanajuato ubicados en la region del bajio, son los

principales productores con 10 756 y 27 328 toneladas por hectarea.

e Nuevo
Le6n
Tamaulipas
..
s

Baja California

Baja California Sur

Durango

tes ) San Luis Potosi,

Quintana Roo

L]
Guerrero

—

Figura 6. Estados productores de camote en México



3.4 Valor nutricional de laraiz tuberosay hojas

En general los nutrientes de las variedades del camote son similares, es un alimento
que aporta energia gracias a su alto contenido de almidén (alrededor del 80% en
base seca). La amilosa representa el 34.16% del almidon y tiene un 3.8% de azucar
total. Tienen poca proteina (1.3% aproximadamente) y bajo contenido graso,
contiene una cantidad apreciable de agua cerca del 69% del camote es agua [Wang,
Nie and Zhu, 2016]. El contenido de aminoécidos esta balanceado, con un mayor

porcentaje de lisina pero un contenido limitado de leucina.

El camote naranja y amarillo tiene
un alto contenido de Dbeta
carotenoides. Ademéas de ser
energético, el camote amarillo es
especialmente importante por la
cantidad de vitamina A y C, asi

como potasio y hierro.

El camote de pulpa morada es rico
en antocianinas, sustancia de gran

capacidad antioxidante, valor

vitaminico y proteico superior al de

Figura 7. Camote naranja, morado y blanco

la papa, contiene vitamina B6 y [https:/godshealingplants.files.wordpress.com
/2013/11/dsc_0117-2.jpg]

vitamina E.

Mientras que el camote blanco es la variedad que menor cantidad de proteina (0.80
g), sin embargo aporta un mayor contenido de carbohidratos (77.3 g) en

comparacion al naranja y morado.

A continuacién en la tabla 3 se mostrara el valor nutricional de tres variedades de

camote.
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Tabla 3. Valor nutricional del camote morado, anaranjado y blanco, por cada 100g

Parametro

Calorias

Carbohidratos

Proteina
Fibra
Lipidos
Fosforo
Calcio
Magnesio
Sodio
Hierro
Zinc
Potasio
Vitamina K
Vitamina C
Vitamina A
Vitamina B3
Vitamina B6
Vitamina E
Vitamina B1
Vitamina B2

[Olayiwola, 2009; Linares, 2008; Wang, Nie and Zhu, 2016 y

en base seca.

Camote morado

114Kcal
63.10 g
1.10g¢
0.67 g
0.52¢g
45.50 mg
73.30 mg
27.20 mg
26.20 mg
0.60 mg
308 mg
457mg
1.80 mg
2.40 mg
0.71 mg
0.60 mg
0.30 mg
2.89 mg

88 ug
248 ug

Camote

anaranjado

105 Kcal
61.45¢g
1.20¢g
1.20g
0.20 g
55 mg
68.0 mg
26.60 mg
22.30 mg
1.70 mg
270 mg
337mg
25 mg
667 Ul
52 mg
1.39 mg
128 pg
254 ug

Camote
blanco
109Kcal
7739
0.80¢g
0.80¢g
0.10¢g
40.0 mg
60.0 mg
25.50
21.40
2.10 mg
245 mg
353mg
29 mg
10 mg

1.20 mg

53 ug
238 ug

http://www.composicionnutricional.com/alimentos/ CAMOTE-MORADO-5]
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Las hojas del camote son consumidas en muchas partes del mundo, en especial en
paises asiaticos [Chunying et al, 2013] siendo estas muy nutritivas. Contiene
cantidades apreciables de proteina cruda, grasa cruda, fibra cruda, ceniza y

carbohidratos.

Ademas, las hojas pueden ser transformadas en una gran variedad de comidas,
bebidas y alimentos funcionales. Se sabe que las hojas son ricas en nutrientes y
micronutrientes [Islam, 2014]. Tiene una mayor cantidad de vitaminas, minerales y

nutrientes que otras hojas comestibles como las espinacas.

Tabla 4. Valor nutricional de hojas de camote en base seca.

Parametro Contenido por
cada 100 g
Carbohidratos 51.95¢g
Fibra 11.75¢
Proteina 17.40 g
Lipidos 3.70 g
Magnesio 220.20 mg
Fosforo 131.10 mg
Calcio 229.70 mg
Hierro 21.80 mg
Magnesio 10.90 mg
Potasio 479.30 mg
Zinc 3.2 mg
Vitamina C 62.7 mg
Vitamina A 0.67 mg
Vitamina B1 53 mg
Vitamina B2 248 ug
Vitamina E 1.38 mg
Niacina 856 ug

[Wang, Nie and Zhu, 2016]
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3.5 Principales compuestos bioactivos presentes en hojas moradas de

Ipomoea batatas

Se ha reportado que las hojas de Ipomoea batatas posee compuestos bioactivos
como antocianinas, acidos clorogénicos, triterpenos, cumarinas y alcaloides, que
son metabolitos secundarios responsables de proteger y prevenir enfermedades a
largo plazo si su ingesta es frecuente. Por lo cual las hojas de camote pueden entrar
en la categoria de alimento funcional al aportar no solo nutrientes sino también
compuestos bioactivos los cuales tienen efectos farmacologicos que modulan

funcionas terapéuticas [Roberfroid, 1999].
3.5.1 Compuestos fendlicos

Los compuestos fendlicos son metabolitos secundarios ampliamente distribuidos en
las plantas de Ipomoea batatas, pueden ser clasificadas en varios grupos. Los
principales compuestos presentes en la planta de camote son los &cidos fendlicos

y flavonoides.

Acidos hidroxibenzoicos
(HBA)

Acidos fenolicos Acidos hidroxicinamicos
(HCA)

Acidos clorogénicos

Fenoles

Flavonas
Flavonoles
Isocatequinas
Catequinas
Antocianinas

Flavonoides

Figura 8. Clasificacion de los fenoles [Robbins, 2003] y [Carvalho, 2008]
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Los fenoles poseen un anillo aromético con uno o mas grupos hidroxilo. La
presencia del anillo aromatico hace que los acidos débiles, generando un efecto
inductivo en el hidrégeno del grupo hidroxilo. El anillo aromatico juega un papel

importante en las propiedades antioxidantes [Pefarrieta, 2014].

3.5.1.1 Acidos Fenolicos presentes en hojas moradas de Ipomoea batatas

Los &cidos fendlicos consisten en dos grupos: los acidos hidroxibenzoicos y los
acidos hidroxicindmicos. Es importante recalcar que la presencia de mas de un
grupo hidroxilo y una mayor separacion del grupo carbonilo al anillo aromético
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 [Dziedzic, 2002].
e Acidos hidroxibenzdicos

Los acidos hidroxibenzdicos son compuestos que presentan un grupo carboxilico

(grupo acido) y grupos hidroxilo (uno o0 mas) en un anillo aromatico, figura 3.8.

0
) OH

HO \ /

Figura 9. Acido p-hidroxibenzéico

e Acidos hidroxicinamicos

Esta clase de acidos fendlicos se caracteriza por la presencia del grupo CH = CH-

COOH en remplazo del grupo COOH presente en los acidos hidroxibenzéicos. El
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doble enlace carbono (C = C) de la cadena aumenta la resonancia quimica, que
puede ser descrita como una deslocalizacion de los electrones en la
desestabilizacion de los radicales libres y por lo tanto incrementa la capacidad

antioxidante de la molécula [Pefarrieta, 2014].

A) OH B)

OH
Z Ho

HO

/ OH

HO

Figura 10. Distintos acidos hidroxicinamicos. A) Acido cafeico, B)
Acido ferulico, C) Acido cumarico

e Acido clorogénico

Dentro del grupo de los acidos hidroxicinAmicos se encuentran los &cidos
clorogénicos los cuales son el producto de la uniéon de un acido quimico y un

derivado cinamico (acido cafeico, ferulico o p-cumarico)

HO, COOH

HO X

OH
HO

Figura 11. Estructura del acido clorogénico 15



Diversos estudios realizados a hoja de camote han demostrado una gran presencia
de compuestos fendlicos, en donde se han identificado hasta 29 compuestos como
son (3-CQA) acido 3-O-cafeoilquinico, (CHA) acidos hidroxicinamicos, (4-CQA)
acido 4-O-cafeolquinico, (CA) &cido cafeico, (p-CoA) acido p-cumarico, (FA) acido
ferulico, (3,4-di-CQA) é&cido 3,4-di-O-cafeoilquinico, (3,5-di CQA) &cido 3,5-di-O-
cafeoilquinico, (4,5-di-CQA) acido 4,5-di-O-cafeoilquinico y (3,4,5-tri-CQA) é&cido
3,4,5-tri-O-cafeoilquinico; siendo el 3,5-di CQA el que ha mostrado una mayor
concentracion en las hojas [Chunying et al, 2013]. Estos compuestos poseen
propiedades farmacolégicas como son anti-bacteriana, antihistaminico,
hepatoprotector, también pueden prevenir la proliferacion de las células cancerosas
asi como prevencion de enfermedades cardiovasculares o incluso de enfermedades

neurodegenerativas como el Alzheimer [Jung, 2011] y [Dos Santos, 2003].

O

O

Figura 12. Estructura del Acido 3,5-di-O-cafeoilquinico,
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3.5.1.2 Flavonoides presentes en hojas moradas de Ipomoea batatas
Los flavonoides constituyen una de las subfamilias de polifenoles.

Los flavonoides tienen dos anillos bencénicos unidos a través de tres atomos de
carbono. La estructura quimica tipica de los flavonoides consta de un benzopirano

2-fenil, un anillo dihidroxilados fendlicos [Kihnau, 2000].

Las distintas clases de flavonoides se diferencian en la concentracion de saturacion
y en los sustituyentes del anillo C, mientras que los compuestos individuales, dentro
de cada uno de estos grupos, se distinguen por la diferente sustitucion de los anillos
Ay B [Bors et al, 2001].

De acuerdo con esto los flavonoides se clasifican en: flavonas, flavonoles,

isocatequinas, catequinas y antocianinas [Carvalho, 2008].

Se a reportado la presencia de flavonoides en hojas de camote como la quercetina
y kaenferol, se a identificado la quercetina-3-O-glucésido, quercetina-3-O-
galactoside, quercetina-3-O-sophoroside y quercetina-3-O-hexosas-

hexosides y al menos uno de quercetina- 3-O-hexoside

Figura 13. Estructura bésica de un flavonoide.
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3.5.1.3 Antocianinas presentes en hojas moradas de Ipomoea batatas

Las antocianinas estan presentes en la naturaleza en forma de pigmentos en flores,

frutos, bayas y hojas [Brouillard, 2003].

La funcion mas importante de las antocianinas es la atraccion de los insectos para

polinizar y dispersar las semillas. Dentro de las vacuolas, las antocianinas, pueden

estar localizadas en organelos esféricos conocidos como antocianoplastos, que se

forman mientras la sintesis de pigmentos esta en operacion [Jiang, 2000].

Son compuestos fendlicos del grupo de los flavonoides. Su estructura basica es un

nucleo de flavon, el cual consta de dos anillos aromaticos unidos por una unidad de

tres carbonos. Un anillo A benzoil y un anillo B hidroxicinamoil [Strack, 2009].

Aglicona

Pelargonidina
Cianidina
Delfinidina
Peonidina
Petunidina

Malvidina

Sustitucion
R1 R2
H H
OH
OH OH
OCHs H
OCHs OH
OCHs OCHzs

Anm (NM)
Espectro visible
494 (naranja)
506 (naranja-rojo)
508 (azul-rojo)
506 (naranja —rojo)
508 (azul-rojo)
510 (azul-rojo)

Figura 14. Estructura y sustituyentes de las antocianinas [Garzon,

2008].
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El color de las antocianinas depende de varios factores intrinsecos, como son los
sustituyentes quimicos que contengay la posicion de los mismos en el grupo flavilio;
por ejemplo, si se aumentan los hidroxilos del anillo fendlico se intensifica el color
azul, mientras que la introduccion de metoxilos provoca la formacion del color rojo
[Badui, 2006].

En las plantas las antocianidinas no se acumulan como tal, sino en su forma
glucosilada; esto es, unidas a algun azlcar y en cuyo caso se denominan
antocianinas. El azucar presente en la molécula les confiere una gran solubilidad y
estabilidad, generalmente se une a la antocianidina en la posicion 3 del grupo
fendlico, pero puede también hacerlo en las posiciones 5y 7. Con base en el nUmero
de azlcares presentes en su estructura, las antocianinas se clasifican en:
monoglucdsidos (un azucar), diglucésidos (dos azucares) y triglucésidos (tres
azucares). Los tipos de azucares presentes pueden ser: monosacaridos,
disacaridos o trisacaridos. Los monosacaridos mas comunes son: pentosas como
arabinosa y xilosa, o bien hexosas, de las cuales la D-glucosa es la més frecuente,
aunque también pueden estar presentes galactosa o ramnosa. Los disacaridos mas
frecuentes son gentobiosa, soforosa, sambubiosa y rutinosa. Los trisacaridos
reportados pueden ser lineales como la gentotriosa, o bien ramificados como

xilosilrutinosa o glucosilrutinosa [Strack, 2009]

En algunos casos, los azlcares estan acilados con grupos derivados del acido
acético o alguno de los cuatro acidos cinamicos (p-cumarico, caféico, ferdlico o
sinaptico). Se ha observado que la: presencia de estos grupos acilo en la molécula
de antocianidina le confiere estabilidad ante condiciones extremas de pH y

temperatura [Salinas et al., 2010]

La acilacion con diversos acidos fenodlicos hace a las antocianinas de camote
morado y sus hojas Unicas, ya que proporcionan algunas ventajas en el pH y

resistencia al calor, sensibilidad a la luz y estabilidad general [Cevallos, 2004].
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El aumento de la estabilidad se logra mediante la asociacion intermolecular entre la
antocianina y los grupos acilo aromatico, imposibilitando que una molécula de agua
ataque la posicion 2 de la antocianidina del anillo C, mantenimiento asi a las
antocianinas en sus formas estables (cation flavilio o forma quinoidal) [Wallace,
2014]

La cianidina y la peonidina son las antocianinas que principalmente se encuentran
en el camote y hojas moradas de la planta Ipomoea batatas pero la mas abundante
reportada son las derivadas de peonidina [Yoshinaga, Yamakawa, & Nakatani,
1999].

PH 0 23 25 27 28 30 31 33 34 36 38 A1 48 &5 40 50 55
A)

FH 10 23 25 27 28 30 31 33 34 35 3B 41 43 45 A7 58 00
B)

TS
N W@ \

Figura 15. A) Peonidina a pH 1 a 5.5 sin acilasion, B) Peonidina a pH 1 a 5.5 di-acilada
[Heller, 2015]
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El camote morado y sus hojas han mostrado excelentes propiedades como
colorantes por su alta concentracion de antocianinas aciladas estables, las cuales
provén color en un rango de rosa a rojo oscuro, dependiendo de su concentracion

en la solucién acidificada [Aguilar at al. 2015]

De igual manera las antocianinas, estan asociadas a una menor resistencia a la
insulina; de modo que mejora la regulacién de los niveles de glucosa en sangre,
tiene accion antinflamatoria asi como efectos sobre los vasos sanguineos,
plaguetas y lipoproteinas capaces de reducir el riesgo de enfermedades cardiacas

coronarias.

Figura 16. Antocianina acilada con acido cafeico presente en
Ipomoea batatas [Terahara, 2008]
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3.6 Actividad antioxidante

La actividad antioxidante describe la habilidad de las moléculas rédox para captar

los radicales libres.

Los antioxidantes son compuestos los cuales pueden inhibir o retardar la oxidacion
de otras moléculas inhibiendo la iniciacién y/o propagacion de las reacciones en
cadena de los radicales libres.

La oxidacion es una reaccion quimica de transferencia de electrones de una
sustancia a un agente oxidante. Las reacciones de oxidacion pueden producir

radicales libres que comienzan reacciones en cadena que dafian las células

Los antioxidantes se dividen en dos categorias principalmente que son: sintéticos y
naturales. En general los antioxidantes sintéticos son compuestos de estructuras
fendlicas con varios grados de sustitucion alquilica, mientras que los antioxidantes
naturales pueden ser: compuestos fendlicos (tocoferoles, flavonoides y acidos
fendlicos), compuestos nitrogenados (alcaloides, derivados de la clorofila,
aminoé&cidos y aminas) o carotenoides asi como el acido ascorbico [Soto, 2007].
Los antioxidantes sintéticos como el BHA y BHT (Butil — hidroxianisol y Butil -
hidroxitolueno) han sido utilizados como antioxidantes desde principios del siglo

pasado.

Las antocianinas por su
origen fendlico pueden
actuar como antioxidantes,
ya que pueden donar
hidrégenos o electrones a
los radicales libres o bien

atraparlos y desplazarlos a

su estructura aromatica
[Ramirez, 2011].

Figura 17. Estructura de una antocianina, con
sus grupos hidroxilo donadores de electrones.
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Una actividad antioxidante 6ptima se relaciona con la presencia de grupos hidroxilo
en la posicion 3 y 4 del anillo B, los cuales confieren una elevada estabilidad al

radical formado [Harborne, 2000]

Los grupos hidroxilo de la posicion 3 del anillo C y los de la posicion 5 del anillo A,
junto con el grupo carbonilo de la posicion 4 son donadores de electrones [Miller,
1996].

3.6.1 Métodos asociados a la medicion de actividad antioxidante

Hay dos tipos de mediciones que se realizan para evaluar la actividad antioxidante,
in vitro e in vivo. Las principales estrategias consisten en determinar la actividad del
antioxidante frente a sustancias cromégenas de naturaleza radical en donde la
perdida de color ocurre de forma proporcional con la concentracién de los
compuestos antioxidantes en la muestra, ademas se conoce que la capacidad
antioxidante depende del microambiente en que se encuentra el compuesto asi,
como la interaccion de los mismos, produciéndose efectos sinérgicos o inhibitorios
[Arena et al. 2001].

Con base a las reacciones quimicas, la gran mayoria de los ensayos para
determinar la capacidad antioxidante pueden ser divididos en dos categorias:
aquellos basados en la reaccién por transferencia de a&tomos de hidrogeno y

aguellos basados en la reaccién por transferencia de electrones.

La mayoria de los ensayos basados en la transferencia de atomos de hidrogeno se
aplica en un sistema de competencia de reaccion en la cual el antioxidante y el
sustrato compiten por los radicales peroxilo generados térmicamente a través de la
descomposicion de compuestos azoicos. Estos incluyen la inhibicidon de la oxidacion
de lipoproteinas de baja densidad (LDL), capacidad de absorcion de radicales de
oxigeno (ORAC), parametro antioxidante de captura de radicales (TRAP), inhibicion

de la oxidacién del acido linoleico y blanqueo de crocina (TEAC-crocina).

Por su parte los ensayos basados en la transferencia de electrones constan en

medir la capacidad de un compuesto en reducir un agente oxidante, que cambian
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de color cuando lo hace, el cambio de color se correlaciona con las concentraciones
de antioxidantes presentes en la muestra. Como parte de estos se incluyen el
contenido total de fenoles por Folin-Ciocalteu, poder de reduccion del i6n férrico
(FRAP), atrapamiento del radical 1,1-difenil-2-picril-hidrazilo (DPPH), decoloracién
del radical acido 2,2"-azino-bis-3-etilbenzotiazolin-6-sulfonico (ABTS) y capacidad

de reduccion antioxidante del cobre (CUPRAC), entre otros [Huang, et al. 2005].

El mecanismo general de accion de cada modelo de transferencia en el siguiente:

Transferencia de &tomos de hidrogeno:

ROO- + AH ROOH + A
A + ROO ROOA

Transferencia de electrones:

Oxidante + e provenientes del Oxidante + Oxidante

antioxidante reducido oxidado

Cabe mencionar que los métodos mas aplicados son ABTS y DPPH debido a que
presentan una excelente estabilidad en ciertas condiciones, aunque también
presentan algunas diferencias. EI DPPH es un radical libre que puede obtenerse
directamente sin una preparacién previa, mientras que el ABTS tiene que ser
generado tras una reaccion que puede ser quimica (diéxido de magnesio o
persulfato de potasio), enzimatica (peroxidasa o mioglobulina), o electroquimica.
Con el ABTS se puede medir la actividad de compuestos de naturaleza hidrofilica y
lipofilica, mientras que el DPPH solo puede disolverse en medio organico.
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4. HIPOTESIS

En la raiz tuberosa de camote Ipomoea batatas se ha descrito la presencia de
compuestos bioactivos, principalmente antocianinas y acidos fenélicos de camotes
morados, por lo que se espera que hojas moradas provenientes de camotes
endémicos de México de igual manera se encuentre este tipo de compuestos
bioactivos y que ademdas presenten alta actividad antioxidante por su origen

fendlico.

5. OBJETIVOS

5.1. Objetivo general

Cuantificar fenoles y antocianinas totales en hojas moradas de distintas regiones
productoras camote en México; asi como su identificacion por cromatografia en
capa finay por tiempos de retencion en el HPLC, asi mismo determinar la actividad

antioxidante.

5.2. Objetivos particulares

e Seleccionar hojas de Ipomoea batatas en funcion de la coloracién morada y

preparacién de muestras.

e Optimizacion del método de secado de las hojas.

e Seleccionar la mejor variedad de hojas moradas de Ipomoea batatas, que

presente la mayor concentracion de antocianinas totales y fenoles totales.

e Determinar la capacidad antioxidante por dos métodos, DPPH y ABTS.

¢ l|dentificacion de antocianinas y acidos fendélicos de hojas moradas, por

cromatografia en capa finay HPLC.
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6. PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL

A continuacién, una lista de los reactivos y equipos que se utilizd para realizar el

desarrollo experimental.
6.1. Reactivos y equipos

» REACTIVOS
e Metanol, acetona, butanol
e Agua destilada y desionizada
e Acido acético, férmico (sigma)
e Buffer cloruros y de acetatos
e Na2COsal 2%
e de
e Reactivo de Folin-Ciocalteu
e Hexano
e Acetato de etilo
e Acetonitrilo
e ABTS
e Persulfato de potasio
e DPPH

» EQUIPO
e Molino para café casero KRUPS GX 4100
e Placas de silice de 2mm
e Lampara UV
e Liofilizadora Labconco 7522900
e Congeladot -80°C Revco Harris
e Sonicador Brason 3510 potencia: 100W, 42 Hz
e Rotavapor (Buchi) R-215, bafio de calentamiento B-491, bomba de vacio

V-700

e Balanza analitica OHAUS AP1105
e Espectrometro GBC-CINTRA 101
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e Cromatografo de liquidos de alta resolucion HPLC. Agilent

Se efectud el método de analisis para la cuantificacion de antocianinas totales
por el método de pH-diferencial, fenoles totales por el de Folin Ciocalteu asi
como la identificacion de antocianinas por CCF y HPLC, a partir de un tamizaje
de hojas moradas las cuales provenian de las principales regiones productoras
de camote en México. De las cuales también fue medida su actividad
antioxidante por DPPH y ABTS.

Nota: Las hojas fueron proporcionadas por el Jardin Botanico del instituto de

Biologia las cuales provenian de distintas regiones del pais.

Diagrama de estrategia experimental

» Seleccion de hojas moradas por region productora de
camote en México

» Tratamiento de la muestra por tres métodos de secado
* Liofilizacién
Etapa 1 » Microondas

* Estufa

<

Cuantificacion de :

Antocianinas totales

* Fenoles totales

» Determinacion de actividad antioxidante por:

Etapa2 |- DPPH
« ABTS

<

Identificacion

Identificacion de antocianinas y acidos fenolicos por
cromatografia en capa finay HPLC

<

Etapa 3

<
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6.2. Etapa 1. Seleccién de hojas moradas por region productora de camote

en México y su método de secado

Se estudi6 hojas de diferentes variedades de camote, solo tenian que presentar

coloracion morada.

Tabla 5. Clave de las muestras de hojas moradas, provenientes de las
principales regiones productoras de camote en México.

Clave de las hojas Entidad Variedad de camote
moradas
JC174 Jardin Botanico _
FB2543 Hidalgo Camote amarrillo
FB2545 Hidalgo Camote morado
JC83 Guanajuato Camote morado
FB2617 San Luis Potosi Camote rojo
FB2419 Puebla Camote morado
JC149 Michoacéan Camote nailon
JC152 Michoacan Camote nailon
JC177 Jardin Botanico L
0OJO AMARILLO Puebla
FB2747 Campeche Camote blanco
FB2748 Campeche Camote morado
AMARILLO SAN Puebla _
FENIX
MORADO Morelos _
YACAPIXTLA
FB2745 Jardin Botanico -
FB2728 Campeche Camote morado
JC185 Jardin Botanico _
JC172 Jardin Botanico _
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FB2636 Veracruz Camote morado
FB2723 Campeche Camote morado
PRF123 Guanajuato Camote morado
FB2748 Campeche Camote morado

Método de secado

A continuacion se explican los tres diferentes métodos de secados que se
utilizaron para ver cuél era el mas efectivo en cuanto preservacion de la muestra

y obtencion de los compuestos bioactivos.

= Secado por liofilizacion: Las muestras se congelaron a -80° durante 1
hora, posteriormente se liofilizaron por 36 horas, una vez pasado el tiempo
de secado, las muestras se pulverizaron y se tamizo con malla 60.

= Secado por microondas: Se extendieron las hojas en una charola de
plastico y se metieron al microondas por 2 minutos, se tamizaron con
malla de 60.

= Secado por estufa: Las hojas se extendieron en charola de aluminio y se

metieron a estufa por 24 horas a 40°C, se tamizaron con malla de 60.

6.3. Etapa 2. Cuantificacion de fenoles, antocianinas totales y determinacion

de actividad antioxidante

A cada una de la muestras de hojas moradas se le cuantifico fenoles totales y
antocianinas toles, porque a partir de estos datos se eligié las muestra que mayor

concentracion presentaran, para determinar su actividad antioxidante.
6.3.1 Método Folin-Ciocalteu para la cuantificacion de fenoles totales

Se peso6 1g de muestra y se coloco en un matraz de 50ml al cual se le agregaron
20ml de una solucion de metanol: agua 40:60%, posteriormente se tapd y se sénico
por 20 minutos a 60 °C. Por ultimo se filtr6 con un embudo de Blichner [Torres A.,
2016]
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Al extracto obtenido se le cuantifico fenoles totales por el método de Folin-Ciocalteu,
se tomo 100puL de extracto, se adiciono 2ml Na2CO3 al 2%, después de 2 minutos
se agrego 100uL de reactivo Folin-Ciocalteu el cual se diluyo primero con agua (1:1).
Después de 30 minutos se midi6 la absorbancia a 750 nm en el espectro. Donde los
resultados se expresaron como mg de acido tanico/ g muestra [Fiskaa et al, 2007;
Hulya, 2007; Zheng et al., 2007]

La curva patron se realizé con acido tanico. La regresion lineal se obtuvo fue:
Y = 3.2284(X) + 0.0119
R=0.9941
6.3.2. Método pH-diferencial para cuantificar antocianinas totales

Se pesoO 1g de muestra y se colocé en un matraz de 50 mL al cual se le agrego 20
mL de una solucion de acetona: agua 40:60 y 1% de &cido acético, posteriormente
se sonico durante 20 minutos a 60°C, se filtrd al vacio con un embudo de Bichner
[Torres A., 2016]. Y se leyd en el espectrometro siguiendo el método de pH-

diferencial para cuantificar antocianinas totales.

La medicién se hizo, colocando en un tubo de ensaye 200 pL del extracto obtenido,
mezclandose con 1800 uL de buffer de cloruros 0.025M pH 1 y se tomaron otros
200 pL de extracto con 1800 pL de buffer de acetatos 0.4M pH 4.5.

Para cada solucién, se midio la absorbancia a 510 nm (longitud de onda de maxima
absorbancia de la antocianina) y a 700 nm en un espectrometro UV visible usando
agua destilada como blanco. El contenido de antocianinas totales se expresa como
mg/L de cianidina 3-glucésido. Se calculé de acuerdo a la siguiente ecuacion [Van
Buren, 1970].

A*= (A520nm-A700nm) pH1 - (A520nm-A700nm) pHa.5

AT= (A*x PM x FD x100) / (€ x 1)
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Donde:

PM: peso molecular de cianidina 3-glucésido (449.2g/mol)

FD: factor de dilucién (10)

€: absortividad molar de la cianidina 3-glucésido (26900 L/cm mg)

La concentracion final se obtiene en funcién del volumen de disolvente empleado y

el peso de la muestra, obteniéndose mg de antocianinas totales/ g de muestra.
6.3.3. Método 1,1-difenil-2-picrilhidracil (DPPH)

Se peso6 0.25g de muestra y se colocd en un matraz de 25ml al cual se le agregaron
5ml de una solucién de metanol: agua 80:20% y 1% &cido acético, posteriormente
se tapd y se sonico por 20 minutos a 60 °C. Por ultimo se filtré6 con un embudo de

Bichner.

El extracto obtenido se colocé en un matraz bola previamente pesado para llevarlo

a sequedad en el rota vapor y conocer el peso real del extracto.

Una vez conocido el peso del extracto se diluyo con 5ml de una solucién de metano:
agua 80:20y 1% acido acético. De esta manera se conoce la concentracion real del

extracto.

Para la preparacion del radical DPPH se pes6 2mg de este y se aforo con 10ml de
metanol. La solucién se cubre de la luz y se deja reposar por 30 minutos [Alvarez
E., 2008]

Para cada una de las muestras es necesario realizar una curva con al menos 5
puntos a partir del extracto del cual ya se conoce su concentracion real (las
concentraciones de los diferentes puntos de la curva seran variables dependiendo

de la muestra y su actividad antioxidante).

Colocar en cinco tubos de ensayo 50uL de extracto a diferentes concentraciones y
50uL de DPPH preparado, dejar reposar por 30 minutos. Leer a 517 nm en el

espectro [Brand W. et al, 1995]. Cada punto de la curva se hizo por triplicado.
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A partir de las absorbancias obtenidas se determiné el porcentaje de inhibicién

medio para cada concentracion de acuerdo con la siguiente expresion matematica:

Abs(DPPH) — Abs(DPPH + MUESTRA)
Abs(DPPH)

%lInibicion =

El patrén de referencia que se utilizé para realizar la curva estandar fue el Trolox.
Se reportd la concentracion como ICso, la cantidad de muestra necesaria para

reducir a la mitad el radical DPPH en 30 minutos.
6.3.4 Método 2,2-azinobis-[3-etilbenzotiazolin-6-sulfonico] (ABTS)

Se pes6 0.25g de muestra y se coloc6 en un matraz de 25ml al cual se le agregaron
5ml de una solucion de metanol: agua 80:20% y 1% acido acético, posteriormente
se tapd y se sbnico por 20 minutos a 60 °C. Por ultimo se filtr6 con un embudo de
Bichner.

El extracto obtenido se colocé en un matraz bola previamente pesado para llevarlo

a sequedad en el rota vapor y conocer el peso real del extracto.

Una vez conocido el peso del extracto se diluyo con 5ml de una solucién de metano:
agua 80:20 y 1% &cido acético. De esta manera se conoce la concentracion real del

extracto.

Para la preparacion del radical ABTS se peso 4.2 mg de persulfato de potasio y 13
mg de ABTS. La mezcla se aforo con 20ml de agua destilada. La solucion se cubre
de la luz y se deja reposar por 16 hrs.

Para cada una de las muestras es necesario realizar una curva con al menos 5
puntos a partir del extracto del cual ya se conoce su concentracion real (las
concentraciones de los diferentes puntos de la curva seran variables dependiendo

de la muestra y su actividad antioxidante).
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Colocar en cinco tubos de ensayo 50uL de extracto a diferentes concentraciones y
50uL de ABTS preparado, dejar reposar por 5 minutos. Leer a 754 nm en el espectro

[Kuskoski et al, 2004]. Cada punto de la curva se hizo por triplicado.

A partir de las absorbancias obtenidas se determind el porcentaje de inhibicion

medio para cada concentracioén de acuerdo con la siguiente expresion matematica:

Abs(ABTS) — Abs(ABTS + MUESTRA)
Abs(ABTS)

%lInibicion =

El patrén de referencia que se utilizd para realizar la curva estandar fue el Trolox.

Se reporto la concentracion como ICso.

6.4. Etapa 3. Identificaciéon de acidos fendlicos y antocianinas en hojas

moradas de Ipomoea batatas

En esta etapa se identifico los &cidos fendlicos y antocianinas aciladas presentes

en las hojas moradas.

Se pes6 1g de hojas moradas y se coloc6 en un matraz de 50 mL al cual se le
agrego 20 mL de una solucidon de acetona: agua 40:60 y 1% de &cido acético,
posteriormente se sonico durante 20 minutos a 60°C, se filtr6 al vacio con un
embudo de Buchner [Torres A., 2016].

e Cromatografia en capa fina: se tom6 20 pL de extracto aplicando en una
placa de aluminio de gel silice de 2 mmy se eluy6 con butanol: acido acético:
agua 6: 1: 3 para antocianinas mientras que para acidos fendlicos se eluyé

con una mezcla de acetato de etilo: agua: acido formico 85: 15: 10

e HPLC: Se colocé 1mL de extracto enriquecido en un vial para HPLC, se

efectud la identificacion a una longitud de onda de 510 nm para antocianinas
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y para &cidos fendlicos a una longitud de 320nm, en donde se utilizé una
columna Hipersil-Gold C18 a una longitud de onda de 325 nm, en donde se
utilizé una columna Hipersil-Gold C18 (250x 4.5 nm, 5um), 20 pL de
inyeccion, flujo de 1.2 ml/min; la fase movil fue A= H20: &cido férmico:
acetonitrilo (90:1.10) y B= acetonitrilo (100) con el siguiente gradiente de

elucion:
Tiempo %A %B
- 97 3
45 75 25
47 70 30
56 97 3

Por tiempo de retencion se identificaron tentativamente cada una de las

antocianinas de acuerdo a la literatura.
6.5. Analisis estadistico

Todas las mediciones se realizaron por triplicado, se calcul6 la media, la desviacién
estandar, que mide que tan separados estan los datos y el coeficiente de variacion
gue es la relacion entre la desviacion estandar de una muestra y su media, define

la confiabilidad del resultado.

Para determinar si habia diferencia significativa entre los datos se realizé un analisis

de varianza (ANOVA) con un nivel de confianza de 95%.

Para saber entre que muestras habia diferencias, se realizé la prueba de Tukey con

un nivel de confianza de 95%.

34



7. RESULTADOS Y DISCUSION

7.1. Etapa 1. Seleccion de hojas moradas por region productora de camote en

México y estandarizacion del método de secado.

En esta primera etapa se seleccionaron 22 muestras de hojas de diferentes
variedades de camote, las cuales tenian que presentar coloracion morada, ya que
esto indica la presencia de antocianinas. Las muestras fueron proporcionadas por
Jardin Botanico del instituto de Biologia por el doctor Francisco Basurto.

Se eligieron hojas provenientes de Hidalgo, Guanajuato, San Luis Potosi, Puebla,
Michoacan, Morelos y Veracruz; entidades que son productoras de camote en
México.

Estas hojas recibieron un tratamiento de secado con el fin de conservar y de
mantener los compuestos bioactivos que se encuentran en ellas, principalmente

antocianinas.

Para poder elegir el mejor método de secado primero se realizé una estandarizacion
donde se eligieron, el secado por estufa, microondas y por liofilizacion. Se eligié una
muestra y se le realizo estos tres tratamientos, para posteriormente cuantificar

fenoles y antocianinas toles y asi elegir el método mas optimo.

Tabla 6. Hojas PRF123, sometidas a tres métodos de secado y su cuantificacion de

fenoles y antocianinas totales.

Método de secado Fenoles totales (mg de Antocianinas totales

acido tanico/ g muestra) (mg/g muestra seca)

Estufa 44.04+0.12 0.64+0.07
Microondas 91.51+0.13 2.42+0.02
Liofilizado 118.77+0.43 3.10+0.06

En latabla 6 se observa que tanto la cuantificacion de fenoles y antocianinas totales,
es mas alta en el método de secado por liofilizacion. Los tres tratamientos muestran
estadisticamente una diferencia significativa con un nivel de confianza del 95%

(anexo V).
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La concentracion de fenoles y antocianinas es més alta por el método de liofilizacion

con un 63 y 80% mas con respecto a las secadas por estufa.

Como plantea Martinez S. et al. 2001 el secado de las plantas disminuye la
concentracion de polifenoles extraibles asi como de antocianinas, ya que se
aumenta la formacién de complejos poli fenol-proteina, con lo cual se afecta la
determinacion de dichos compuestos, ésta también se reduce con el secado por
liofilizacion, aunque este sea considerado un método con condiciones favorables de

temperatura para el secado.

En un estudio realizado por Long et al. 2015 con hojas de camote, se observa que
el método de secado por estufa afectd significativamente el contenido de derivados
de acido cafeoilquinico (CQA) en tejidos secos de hojas de camote. Los
tratamientos de secado a 70 ° C y 100 ° C redujeron significativamente el contenido
de derivados CQA. Mientras que el método de liofilizacion demostro la conservacion
de la mayor cantidad de derivados de CQA y la propiedad antioxidante.

Esto debido a que en las muestras sometidas a secado por estufa los compuestos
termolabiles como el CQA y por tanto antocianinas se vieron alterados debido al
uso de altas temperaturas por tiempo prolongado, este proceso presenta la
desventaja de que el secado no es uniforme ni homogéneo, ademas de ser muy
lento. Mientras que en la liofilizacion la forma y caracteristicas del producto final son
esencialmente las originales, la baja temperatura de trabajo impide la alteracion de
productos termolabiles y los constituyentes oxidables estan protegidos. Las hojas
tratadas con secado a microondas también presentaron valores bajos pero en
menor medida que las de estufa, ya que el tiempo de secado es mucho mas rapido
con solo 2 minutos, lo cual hace que haya una menor degradacion de los

compuestos.
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7.2. Etapa 2. Cuantificacion de fenoles, antocianinas totales y determinacion

de actividad antioxidante.

Se determind que el mejor método de secado fue el de liofilizacion, las 22 muestras
fueron sometidas a este tratamiento, para posteriormente cuantificar su
concentracion de fenoles y antocianinas totales y asi mismo se eligieron las 5

muestras con la mejor concentracion, para determinar su actividad antioxidante.

7.2.1. Cuantificacion de fenoles totales

Los fenoles de las hojas fueron extraidos con metanol: agua 60:40% sin acido, ya
gue anteriormente se realizé una estandarizacion donde estos disolventes y

proporciones presentaban una mejor extraccion de fenoles.

La medicidn se realizé con el extracto obtenido, donde los datos se reportan como

mg acido tanico /g muestra seca. La curva fue hecha con acido tanico (anexo VI).

Se realiz6 una ANOVA para determinar si habia una diferencia significativa entre

todas las muestras, y se encontré que si, con una nivel de confianza del 95%.

La concentracion total de fenoles en la hojas moradas varia de un 10.51 mg Ac.
Tanico /g de muestra seca (el valor mas bajo) hasta un 157.09 mg Ac. Tanico /g de

muestra seca (el mas alto), ver tabla 7.

De las 22 muestras de hojas moradas, se eligieron 5 en base a una alta
concentracion de fenoles totales, pero principalmente a que también coincidieran

con un contenido alto de antocianinas totales, siendo las siguientes muestras:

JC83 (104.20 mg/ g muestra BS)
. JC149 (107.18 mg/ g muestra BS)
. PRF123 (118.785 mg/ g muestra BS)
. JC177 (121.81 mg/ g muestra BS)

. JC 172 (157.09 mg/ g muestra BS)

37



Tabla 7. Fenoles totales en hojas moradas provenientes de distintas regiones

productoras de camote en México.

© 00 N o o B~ WN P
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14

15
16
17
18
19
20
21
22

Clave de la
muestra
JC174
FB2543
FB2545
JC83
FB2617
FB2419
JC149
JC152
JC177
0JO AMARILLO
FB2747
FB2748
AMARILLO SAN
FENIX
MORADO
YACAPIXTLA
FB2745
FB2728
JC185
JC172
FB2636
FB2723
PRF123
FB2748

Entidad

Jardin Botanico
Hidalgo
Hidalgo

Guanajuato

San Luis Potosi

Puebla
Michoacén
Michoacan

Jardin Botanico

Puebla
Campeche
Campeche

Puebla

Morelos

Jardin Botanico
Campeche
Jardin Botanico
Jardin Botanico
Veracruz
Campeche
Guanajuato

Campeche

Fenoles totales (mg ac.

50.81+ 1.29
29.02+ 1.45
54.33+ 0.20
104.20+ 2.02
33.31+ 5.53
39.792+ 1.80
107.18+ 4.71
20.13+0.11
121.81+ 2.05
110.50+ 0.96
105.54+6.72
99.36+2.26
96.47+ 0.23

96.46+1.00

98.38+0.68
10.93+3.22
102.48+2.32
157.09+ 7.05
101.23+2.64
108.07+4.67
118.77+0.43
10.51+3.22

tanico /g de muestra seca)
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Estas muestras entre si no presentaron diferencia estadistica significativa, a
excepcion entre las muestras JC 172 con respecto a la JC 83 y JC149. El analisis

se hizo por el método de Tukey (anexo VI).

La muestra de hojas moradas JC 172 (157.09 mg/ g muestra BS) obtuvo los valores
mas altos de fenoles. Se piensa que es debido a la deficiencia de nutrientes,
favoreciendo la formacion de fenoles, dentro de los cuales destacan las
antocianinas y flavonoides. Boscaiu, et. al.,, 2010 reportan aumento en la
concentracion de fenoles y flavonoides totales cuando someten a Gypsum Habitats

a condiciones de estrés de temperaturas elevadas, deficiencia de nutrientes y

concentraciones altas de sal.

En otro estudio
realizado a 20
muestras de hojas
de diferentes
cultivares de camote
de origen Chino, se
reportaron  valores

de fenoles totales de

34.93 mg/ g muestra

Figura 18. Follaje de hojas, brotando del camote. B.S, un valor bajo al

obtenido en este

estudio (157.09 mg/ g muestra). En donde es importante mencionar que las

antocianinas representar aproximadamente solo el 10% sobre el total de fenoles y

el 3,5-di-O-cafeoil-quinico representa el 31.7- 58.0% del total de los acidos fendlicos
[Chunying, 2013].

Estos resultados indican que las hojas pertenecientes a camotes endémicos de
México, tienen un mayor contenido de fenoles en comparacion a las de origen
Chino.
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7.2.2. Cuantificaciéon de antocianinas totales

Las hojas analizadas fueron aquellas que presentaran coloracion morada ya que
esto se debe a la presencia de antocianinas.

Se extrajeron las antocianinas con acetona 40%: agua 60% y 1% de &cido acético,
al extracto obtenido se le determiné la concentracién de antocianinas totales por el
método de pH-diferencial, ya que ademés de que contenga antocianinas aciladas,
es importante que contenga cantidades apreciables para obtener un mejor

rendimiento [Chavez, 2014].

En la tabla 8 se presentan los resultados de las distintas muestras de hojas
moradas. Los resultados se reportan como miligramos de cianidina-3-glucosido en

100 g de muestra.

De acuerdo a la ANOVA, se encontrd que hay diferencia estadistica significativa con
un nivel de confianza del 95% en la concentracién de antocianinas totales de 22

hojas.

La concentracion de antocianinas totales en las hojas moradas varia de un 0.045
mg /g de muestra seca (el valor mas bajo) hasta un 3.12mg /g de muestra seca (el

mas alto), ver tabla 8.

Las muestras con mayor contenido de antocianinas totales son:
. JC83 (1.87 mg/ g muestra BS)

. JC149 (1.23 mg/ g muestra BS)

. PRF123 (3.12 mg/ g muestra BS)

. JC177 (1.50 mg/ g muestra BS)

. JC 172 (1.60 mg/ g muestra BS)
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Tabla 8. Antocianinas totales en diferentes muestras de hojas secadas por

liofilizacion
Clave de la
muestra
1 JC174
2 FB2543
3 FB2545
4 JC83
5 FB2617
6 FB2419
7 JC149
8 JC 152
9 JC177
10 OJO AMARILLO
11 FB2747
12 FB2748
13 AMARILLO SAN
FENIX
14 MORADO
YACAPIXTLA
15 FB2745
16 FB2728
17 JC185
18 JC172
19 FB2636
20 FB2723
21 PRF123
22 FB2748

Entidad

Jardin Botanico
Hidalgo
Hidalgo

Guanajuato

San Luis Potosi

Puebla
Michoacén
Michoacan

Jardin Botanico

Puebla
Campeche
Campeche

Puebla

Morelos

Jardin Botanico
Campeche
Jardin Botanico
Jardin Botanico
Veracruz
Campeche
Guanajuato

Campeche

Antocianinas totales
(mg/g de muestra seca)
0.9549+0.0637
1.11+0.0432
0.7334+0.0356
1.87+0.0848
0.86+0.0422
1.00+£0.0583
1.23+0.1830
0.045+0.015
1.504£0.0212
0.9885+0.0159
0.3871+0.0164
0.2150+0.0098
1.1466+0.1886

0.8526+0.0074

0.26+0.0555
0.3938+0.0185
0.2803+0.0267

1.60+0.0141
0.0879+0.0016
0.1622+0.0017
3.1250+0.0636
0.9261+0.0092
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Se encontro solo que hay diferencia significativa entre las muestra PRF123 respecto

a las demas muestras. El andlisis se hizo por el método de Tukey (anexo VII).

Sin embargo, aunque no hay una diferencia significativa, entre las otras muestras,
son las mas altas en antocianinas totales, asi como de fenoles habiendo una
tendencia entre si, Figura 19. Por lo cual estas muestras son las que se eligieron

para la determinacién de actividad antioxidante y la identificacion por HPLC.

PRF123

Figura 19. Extractos pertenecientes a hojas moradas con la concentracion mas alta de
antocianinas totales.

Aungue se ha estudiado méas las antocianinas presentes en la raiz tuberosa de
Ipomoea batatas, también se a reportado cantidades apreciables de antocianinas

en hojas y flores.

Torres a reportado valores de 2.36 mg/ g muestra BS en hojas moradas, un valor
alto si consideramos que en la raiz se a reportado de 3-5 mg/g muestra BS, como
la variedad Stokes Purple [Den Truong, 2010] que son variedades no mejoradas, ya
que cabe destacar que la variedad Shinzami (variedad coreana) con 13.42 mg/g BS
y p40 con 13.92 mg/g BS son mejoradas , enriquecidas de antocianinas, lo cual no
solo favorece un mayor contenido de antocianinas en la raiz tuberosa sino también

en las propias hojas.
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En este estudio se encontr6 valores de 1.87 mg/ g muestra BS (JC 83) y 3.12 mg/
g muestra BS (PRF 123) en hojas pertenecientes a la variedad de camote morado,
lo cual puede explicar la concentracion alta ya que en esta variedad se han
reportado cantidades altas de antocianinas en comparacion a las de otras
variedades [Den Truong, 2010], ver figura 20. Ademéas la muestra PRF123 es la
Gnica que no proviene del jardin botanico sino del campo, por lo cual su exposicion
al intemperie y condicion de estrés favorece una mayor biosintesis de compuestos

bioactivos como lo son las antocianinas [Boscaiu et. al., 2010]

Tomando en cuenta los valores obtenidos y los reportados, la muestra PRF 123
presenta una mejor concentracion con respecto a los reportados y la JC 83 esta

entre los valores altos.

Sin embargo, hay una amplia variedad de frutos con alto contenido de antocianinas

como se muestra en la siguiente tabla

Tabla 9: Fuentes naturales con alto contenido de antocianinas [Castafieda y
Guerrero, 2015]

Fuentes natural Contenido de antocianinas

(mg/ g de muestra seca)

Pitahaya 4.56
Rabano 1.12

Fresa 0.43
Frambuesa 0.40
Lechuga de hojas rojas 0.40
Arandano 0.35
Cascara de uva 0.008
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Como se puede observar en la tabla algunos alimentos como la fresa, frambuesa y
arandanos tienen bajo contenido de antocianinas al compararlos con los valores
obtenidos en las hojas, lo cual indica que una buena fuente para extraer
antocianinas son las hojas moradas, sin embargo también encontramos valores

iguales en la cascara de pitahaya y rdbano.

Figura 20. Hojas con coloracion purpura debido a la presencia de antocianinas.
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7.2.3. Determinacion de actividad antioxidante por DPPHy ABTS
7.2.3.1. Medicion del radical 1,1-difenil-2-picrilhidracil (DPPH)

Se midié y comparo la actividad captadora del radical DPPH de diferentes extractos

organicos provenientes de cinco muestras de hojas moradas.

La solucién de referencia se obtuvo a partir del Trolox disuelto con la solucién de
DPPH (anexo VIII).

Todas las soluciones con el DPPH fueron incubadas en la oscuridad durante 30
minutos a temperatura ambiente. Pasado este tiempo se midieron en el
espectrofotometro las absorbancias para todas las soluciones a 517nm. A partir de
las absorbancias obtenidas se determind el porcentaje de inhibicion medio para

cada concentracion.

Luego de haber calculado los porcentajes de inhibicién para cada una de las
concentraciones, estos fueron ajustados a una regresioén y con base en esta curva
se determind el indice de inhibicibn medio (ICs0) 0 la concentracién en la cual el
porcentaje de inhibicién es del 50%. Las determinaciones se llevaron a cabo por

triplicado.

En la figura 21 se presenta el porcentaje de inhibicion del radical DPPH para obtener
el ICsoy en la tabla 10 se resumen los resultados de las muestras de hojas.
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Figura 21. Porcentaje de inhibicion del radical DPPH para obtener el ICso

Es importante mencionar que el Trolox (6-hydroxy-2, 5, 7,8-tetramethylchroman-2-
carboxylic acid), es un antioxidante como la vitamina E y se utiliza en aplicaciones
biolégicas o bioquimicas para reducir el estrés oxidativo y suele utilizarse como

estandar para medir la capacidad antioxidante en alimentos. De aqui su utilizacién

en este estudio.
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Figura 22. Trolox a diferentes concentraciones con DPPH después de 30min.
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Tanto el Trolox como las muestras presentaron una tendencia logaritmica, lo cual
nos indica que en algin momento aunque se aumente la concentracion ya no hay

poder inhibitorio del radical.

Tabla 10. Valores de ICso de la actividad de cinco extractos de hojas moradas

comparadas con Trolox.

Muestra Entidad DPPH (ICso mg/ml)
JC177 Jardin Botanico 0.0030+0.0001
JC83 Guanajuato 0.0075+0.0001

PRF123 Guanajuato 0.0116+0.0003
JC149 Michoacan 0.01289+0.0002
JC172 Jardin Botanico 0.0141+0.0003

TROLOX  mememeeeeee 0.0105+0.0003

El valor ICso para cada extracto y el Trolox,6 se calculé y defini6 como la
concentracion de muestra causante del 50% de inhibicién de la absorbancia (Tabla
10). Un valor inferior del ICso indica una mayor actividad antioxidante. En este
estudio, todos los extractos mostraron una excelente actividad inhibidora del radical
DPPH dependiente de la concentracion, con valores de ICso que estuvieron en el
rango de 0.0030mg/ ml hasta 0.0141 mg/ ml.

Los extractos provenientes de las cinco muestras presentaron valores de ICso
comparables al obtenido para el control positivo Trolox e inferiores al reportado lo

gue demuestra una actividad antioxidante alta.

47



Ademas, los extractos que presentaron el mayor contenido fendlico, resultaron ser
los de mayor actividad inhibidora del radical DPPH, incluso superior a la obtenida

para el Trolox.

Es importante mencionar que dentro de los compuestos fendlicos se encuentra un
grupo llamado flavonoides los cuales contienen en su estructura quimica un numero
variable de grupos hidroxilo fendlicos y excelentes propiedades de quelacion del
hierro y otros metales de transicion, lo que les confiere una gran capacidad

antioxidante. [Havsteen, 2000 y Peres, 2001]

Se a reportado que en las hojas de Ipomoea batatas hay presencia de flavonoides
como quercetina y kaenferol [Chunying, 2013], siendo la quercetina un compuesto

con elevada actividad antioxidante [Merck, 2000]

En otro estudio realizado por Yasuhiro Takahata evalta la cantidad y composiciéon
de antocianina en camote y su efecto sobre la actividad de compactacion de radical
DPPH, donde reporta que las antocianinas como cianidina y peonidina tienen
importante actividad Antioxidante, debida al sinergismo de cada una de las

antocianinas.
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7.2.3.2 Medicion del radical 2,2-azinobis-[3-etilbenzotiazolin-6-sulfénico]
(ABTS)

Se midi6 y comparo la actividad captadora del radical ABTS de diferentes extractos

organicos provenientes de cinco muestras de hojas moradas.

La solucién de referencia se obtuvo a partir del Trolox disuelto con la solucién de
ABTS (anexo IX).

Todas las soluciones de las muestras con el ABTS fueron incubadas en la oscuridad
durante 5 minutos a temperatura ambiente. Pasado este tiempo se midieron en el
espectrofotometro las absorbancias para todas las soluciones a 754nm. A partir de

las absorbancias obtenidas se calcul6 el porcentaje de inhibicién medio ICso.

Luego de haber calculado los porcentajes de inhibicion para cada una de las
concentraciones, estos fueron ajustados a una regresion y con base en esta curva
se determind el indice de inhibicion medio (ICs0) 0 la concentracion en la cual el
porcentaje de inhibicién es del 50% (figura 23). Las determinaciones se llevaron a
cabo por triplicado.

El Trolox fue utilizado igual como referencia para el método ABTS.
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Figura 23. Porcentaje de inhibicion del radical ABTS para obtener el ICs

Igual que DPPH, por ABTS las muestras presentaron una tendencia logaritmica, lo

cual nos indica que en algin momento aunque se aumente la concentracién ya no

hay poder inhibitorio del radical.
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Figura 24. Trolox a diferentes concentraciones con ABTS después de 5 min.
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Tabla 11. Valores de ICso de la actividad de cinco extractos de hojas moradas

comparadas con Trolox.

Muestra Entidad ABTS (ICso mg/ml)
JC177 Jardin Botanico 0.0603+0.0022
JC83 Guanajuato 0.0529+0.0021

PRF123 Guanajuato 0.0232+0.0015
JC149 Michoacan 0.0372+0.0023
JC172 Jardin Botanico 0.0574+0.0022

TROLOX — mememeeeee 0.0507+0.0018

Al igual que por DPPH los extractos mostraron una excelente actividad inhibidora
del radical se encontraron valores de ICso que estuvieron en el rango de 0.0232 mg/
ml hasta 0.0603 mg/ ml.

Por este método las concentracion del extracto fueron ligeramente mas elevadas
con respecto al utilizado para DPPH, lo cual nos indica que es necesario una mayor
concentracion para poder tener el 50% de inhibicion del radical ABTS.

Sin embargo tomando en cuenta nuestra referencia el Trolox las muestras siguen
presentando valores iguales o inferiores a este, lo que demuestra una actividad

antioxidante buena como la vista en DPPH.

Y como ya se explicO anteriormente esto se puede deber a la presencia de
compuestos fendlicos y algunos flavonoides como la quercetina y las antocianinas

gue se encuentran presentes en las hojas.
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7.3. Etapa 3. Identificacion de &cidos fendlicos y antocianinas en hojas

moradas de Ipomoea batatas.

Las cinco muestras con mayor concentracion de fenoles y antocianinas totales

fueron las utilizadas para la identificacion.

7.3.1. Identificacion de &cidos fendlicos por cromatografia en capa fina y

cromatografia liquida de alta eficacia (HPLC)
e Cromatografia en capa fina para fenoles

De los extractos obtenidos de las hojas liofilizadas, se realiz6 una identificacion

cualitativa por cromatografia en capa fina de acidos fendlicos.

2 3 4* 5 6 7¢ 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18* 19 20 21* 22

Figura 25. Cromatografia en capa fina del extracto hojas moradas, eluido con acetato
de etilo: agua: acido férmico 85: 15: 10, visto en camara UV. Las marcadas con (*) son
aquellas con alto contenido de fenoles toles.

Se puede observar en la figura 25, la presencia de compuestos fendlicos, en donde
todas las muestras presentan el mismo perfil, pues a pesar de que la concentracion
es distinta para cada muestra de hojas, el perfil se mantiene igual.

Con base a estudios en cromatografia en capa fina por Torres, 2016 para extractos
de la raiz de Ipomoea batatas con estandares de los &cidos: clorogénicos o
monocarcoilquinico, 3,4; 4,5y 3,5 di-CQA, de acuerdo al RF de éstos y él orden de
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elucion de las manchas cromatogréficas en las muestras de dicho estudio, se
comparo e identifico la presencia de acido clorogénico y tres de los acidos di-cafeoil-
guinicos (4,5; 3,5y 3,4 di-CQA) siendo el orden de abajo hacia arriba.
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Figura 26. Placa revelada con DPPH. Las marcadas con (*) son aquellas con alto
contenido de fenoles toles.

En lafigura 26, se observa la actividad antioxidante de los compuestos identificados
mediante el revelador DPPH, tal efecto se da ya que cuando una disolucién de
DPPH entra en contacto con una sustancia que puede donar un atomo de hidrégeno
0 con otra especie radical (R.) se produce la forma reducida DPPH-H 6 DPPH-R
con la consecuente pérdida del color caracteristico [Mufioz, 2008]. Se puede ver
que presentan el mismo perfil en cuanto el poder de inhibicion del radical, lo cual se
comprobd en la etapa donde se determiné actividad antioxidante ya que los valores
obtenidos fueron muy parecidos entre si para las muestras analizadas.

e Cromatografia liquida de alta eficacia (HPLC) para fenoles

Para la identificacion parcial por HPLC se utilizaron las muestras que presentaron
la mayor cantidad de fenoles totales, ver figura 27, bajo las condiciones

especificadas en la metodologia.
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Figura 27. Cromatograma de las cinco muestras de hojas. A) JC177, B) JC172,
C) PRF123, D) JC149 vy E) JC83
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Tabla 12. Acidos fendlicos presentes en hojas.
Pico Acido
Acido cafeico
Acido clorogénico
Acido 1,3-di-O-cafeoil-quinico
Acido 1,5-di-O-cafeoil-quinico
Acido 3, 4-di-O-cafeoil-quinico
Acido 3, 5-di-O-cafeoil-quinico

Acido 4, 5 -di-O-cafeoil-quinico

00 N OO un A W N B

Acido 3, 4, 5-tri-O-cafeoil-quinico

En el HPLC se determind por tiempo de retencion el perfil de acidos fendlicos de
acuerdo a lo reportado [Torres, 2016], en donde se identificaron tentativamente 8

acidos fendlicos, los cuales se presentan en el tabla 12.

Lo cual coincidié con la cromatografia en capa fina, donde se identificé la presencia

de acido clorogénico y tres de los acidos di-cafeoil-quinicos (3,4; 4,5y 3,5 di-CQA).

Asi mismo en los cromatogramas (figura 27) se observa un perfil muy parecido entre

las muestras, algo también observado en la cromatografia en capa fina (figura 25).

La mayoria de los picos se encuentran en el limite de deteccion lo cual podria dar
una idea de la alta concentracion en el que se encuentran sin embargo esto es
cualitativo, pero se a reportado que en hojas moradas hay una mayor concentracion
de Acido 3, 5-di-O-cafeoil-quinico, ademas se a reportado la presencia de distintos

acidos fendlicos, como se ve en la figura 28 [Chunying, 2013].
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Figura 28. Cromatograma de HPLC-DAD de &cidos fendlicos, (pico 1) 3-CQA, (pico 2)
ChA, (pico 3) 4-CQA, (pico 4) CA, (pico 16) 3,4-diCQA, (pico 17) 3,5-diCQA y (pico 21)
4,5-diCOA

Como se puede observar, en este estudio al comparalo con el de Chunying se
confirme que en hojas de camote se encuentra la presencia del &cido clorogénico
(ChA), el acido cafeico (CA), asi como el 3,5; 4,5- di-cafeoil-quinico

7.3.2. Identificacién de antocianinas por cromatografia en capa fina y
cromatografia liquida de alta eficacia (HPLC)

e Cromatografia en capa fina para antocianinas

De los 22 extractos obtenidos, se realiz6 una identificacion cualitativa por
cromatografia en capa fina, donde se puede observar que las muestras que
presentaron menos de 0.5 mg Antocianinas totales/g, fueron las mismas que
presentaron una coloracién muy tenue en la placa y por lo tanto no se logra ver una
separacioén, estas muestras fueron la 8, 11, 12, 15, 16, 17, 19 y 20, el resto de las
muestras en donde es mas visible la presencia de las antocianinas presentaron
perfiles diferentes ademas de que no se logra ver una buena separacion, solo las
muestras de Puebla (6) y del jardin botanico JC149 (7) muestran un perfil igual, en

paralelo a la muestra de Puebla Ojo amarillo (10) y la de jardin botanico JC172 (18).
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Figura 29. Cromatografia en capa fina del extracto de antocianinas obtenido de

diferentes muestras de hojas moradas, eluido con Butanol: Acido acético: Agua 6:1:3

El perfil de antocianinas es importante ya que este puede variar de una hoja a otra
ademas de que pueden tener antocianinas diferentes o una puede predominar mas

gue otra, lo cual nos podria dar una gama diferente de antocianinas.

Rf=0.55

JC83
JC149

o ~ ~N
(o] ~ ~
E i i
o < <
o

Figura 30. Cromatografia en capa fina del extracto de antocianinas obtenido de las

hojas con mayor concentracion de antocianinas totales, eluido con Butanol: Acido
acético: Agua 6:1:3
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Las hojas de mayor cantidad de antocianinas fueron la PRF123, JC177, JC172,
JC83 y JC149 por lo cual fueron las que se consideraron para sacar el Rf teniendo
uno de 0.55, por lo que se puede tratar de peonidina 3, 5 glucosido ya que tiene

valores cercanos a los repostados de 0.56 (figura 30).

En cuanto perfil se pude observar que las muestras, PRF123, JC177 y JC172, son
las que mas igualdad tienen ente si, y las CJ83, JC149 entre ellas. Pero cabe
recalcar que todas presentan el mismo Rf que indica la presencia de peonidina 3, 5

glucésido.

e Cromatografia liquida de alta eficacia (HPLC) para antocianinas
Las muestras que presentaron la mayor concentracion de antocianinas totales
fueron las que se utilizaron para realizar la identificacién parcial de estas mismas.
En le HPLC se determin6 por tiempo de retencion el perfil de antocianinas de
acuerdo a lo reportado [Torres, 2016], ver figura 31, en donde se identificaron
tentativamente 5 antocianinas. Las muestras analizadas fueron las que

presentaron una alta concentracion de antocianinas totales.
Tabla 13. Antocianinas presentes en Ipomoea batatas

Pico Antocianina
1 Cianidina 3-p-hidroxibenzoil-soforosido-5-glucosido
Cianidina 3-(6"feruloil soforosido)-5-glucosido
Peonidina 3-(feruloil-p-cumaril soforosido)-5-glucosido
Cianidina-3-(6""-cafeoil-6 "-p-hidroxibenzoil soforosido)-5-glucosido
Cianidina-3-(6'6""-dicafeoil soforosido)-5-glucosido
Cianidina-3-(6""-cafeoil-6""feruloil soforosido)-5-glucosido

Peonidina3-(cafeoil-p-hidroxibenzoil soforosido)-5-glucosido

0 N O a0 A WODN

Peonidina-3-(6""-cafeoil-6"""feruloil soforosido)-5-glucosido
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Figura 31. Cromatograma de las cinco muestras de hojas. A) JC177, B) JC172,

C) PRF123, D) JC149 vy E) JC83
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Como se muestra en la tabla 13 las antocianinas identificadas son cianidina y
peonidina las cuales estan mono o di aciladas con acido caféico, ferulico, p-
cumarico y p-hidroxibenzoico, estas antocianinas al estar combinadas con los
diferentes azucares y aciladas con los 4cidos anteriormente mencionados pueden
formar distintas variedades de estas antocianinas las cuales podemos encontrar en

las hojas.

Las antocianinas identificadas en hojas fueron solo 5 (pico 1, 3, 4, 7 y 8) en donde
estas antocianinas también se han encontrado en la raiz a acepcion de Cianidina-
3-(6""-cafeoil-6""-p-hidroxibenzoil soforosido)-5-glucosido (pico 4). El pico 3y 7 que
son Peonidina3-(..)-5-glucosido fue una de las antocianinas que también se pudo

observar por cromatografia en capa fina.

En los cromatogramas se observa que el perfil de las muestras JC177, JC172 y
PRF123 son parecidos, mientras que las muestras JC149 y JC83 son parecidas
entre si, sin embargo todas presentan el pico 3 en el limite de deteccion, lo cual nos
podria dar una idea de que Peonidina 3-(feruloil-p-cumaril soforosido)-5-glucosido
esta en mayor concentracion que Peonidina3-(cafeoil-p-hidroxibenzoil soforosido)-

5-glucosido, sin embargo esto es solo cualitativo.

Se encontré que en el extracto de camote de la variedad p40, presenta doce
distintas antocianinas [Jianteng Xu, 2013] de las cuales cuatro son las mismas
identificadas en hojas y aun que no coinciden en los tiempos de retencion ya que
se utilizo diferente concentracion de fase movil, si son iguales en orden de elucidn.
Las antocianinas fueron: Cianidina 3-p-hidroxibenzoil-soforosido-5-glucosido,
Peonidina 3-(feruloil-p-cumaril soforosido)-5-glucosido, Peonidina3-(cafeoil-p-
hidroxibenzoil  soforosido)-5-glucosido y  Peonidina-3-(6""-cafeoil-6 " "feruloil

soforosido)-5-glucosido.
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1 1alg Cyamidin 3-sophoroside-5-glucoside H H H TT3, 611 449 287 9.25
2 b.668 Cyamidin 3-p-hydroxybenzoyl H pHE H 893, 751 449 287 RE3
sophoroside-5- glucoside
3 1.203 Cyanidin 346" -caffeoy] sophoroside}-  H Caf H G35, 773 449 287 4.74
S-glucoside
4 9847 Feomidin 3-p-hydroxybenzoy] CH3 pHBE H D07, 745 463 301 1.29
sophoroside-5- glucoside
A 11.484 Cyamidin 3-4(6" -feruloyl sophoroside)-  H Fr H 949, THT 449 287 209
S-glucoside
[ 17.582 Peomidin 3-(6" -feruloyl sophoroside)-5-  CH3  Fr H G963, B0 463 301 1.72
glucoside
7 18199 Cyanidin 346" 6" -dicaffeoyl H Caf Caf 1097, 935 449 287 9.56
sophoroside)-5- glucoside
] 18.510 Cyanidin 3-caffeoyl-p-hydroxybenzoyl  H Caf pHB 1055, 893 449 287 1643
sophoroside-5-glucoside
9 19.017 Peomidin 3-caffeoyl sophoroside-5- CH3 Caf H 949, TRT 463 301 1972
glucoside
10 21208 Cyamdin 3+(6" -caffeoy]-67 " -feruloyl H Caf Fr 1111, 945 449 287 12,10
sophoroside)- S-glucoside
i1 23404 Peonidin 3-caffeoyl-p-hydroxybenzoyl  CH3  Caf pHB 1069, 907 463 301 6,32
sophoroside-5-glucoside
12 25884 Peonidin 3-(6" -caffeoyl-6° ' -feruloyl CH3 Caf Fr 1125, 963 463 300 153

sophoroside)-5-glucoside

Figura 32. Antocianinas identificadas en HPLC de camote de la variedad p40 [Jianteng
Xu, 2013]
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8. CONCLUSION

Se encontr6 que hay una mayor concentracibn de compuestos bioactivos
(antocianinas y fenoles) en las hojas secadas por liofilizacién ya que este método

mantiene las caracteristicas del producto y no altera los compuestos termolabiles.

De las 22 muestras de hojas moradas, 5 fueron las que presentaron el mayor
contenido de antocianinas totales y a su vez fueron las que presentaron valores
altos de fenoles, siendo JC149, JC177, JC172, JC83 y PRF123.

Estas muestras presentaron una alta o igual actividad antioxidante con respecto al
Trolox que fue la referencia, lo cual indica que tienen una alta actividad antioxidante,
se determind in vitro por dos métodos DPPH y ABTS. En ambos métodos se

mantiene la misma tendencia de actividad antioxidante.

En las cinco muestras se identificaron los &cidos hidroxicinamicos e
hidroxicinamoilquinicos los cuales fueron 8 &cidos, el cafeico; clorogénico; 1,5; 1,3;
3,4; 4,5y 3,5 di-O-cafeoil- quinico y 3,4,5 tri--O-cafeoil- quinico.

Las antocianinas encontradas fueron cianidina y peonidina las cuales estan mono o
di aciladas con acido caféico, ferulico, p-cumarico y p-hidroxibenzoico, estas
antocianinas al estar combinadas con los diferentes azucares y aciladas con los
acidos anteriormente mencionados pueden formar distintas variedades de estas
antocianinas como la Peonidina3-(cafeoil-p-hidroxibenzoil soforosido)-5-glucosido

entre otras como se puede ver en la tabla 13.
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10.ANEXOS

Anexo |. Fundamento Folin-Ciocalteu para la medicion de fenoles totales

Se basa en que los compuestos fendlicos reaccionan con el reactivo de Folin-
Ciocalteu, a pH béasico, dando lugar a una coloracion azul susceptible de ser
determinada espectrofotométricamente a 750 nm. Este reactivo contiene una
mezcla de wolframato sddico y molibdato sédico en acido fosférico y reacciona con
los compuestos fendlicos presentes en la muestra. El acido fosfomolibdotingstico
(formado por las dos sales en el medio acido), de color amarillo, al ser reducido por
los grupos fendlicos da lugar a un complejo de color azul intenso, cuya intensidad

es la que medimos para evaluar el contenido en polifenoles [Garcia E, 2011]

: ‘ Reactivo de Folin
| | - (We*, Mo®+) color
’ H l ‘ amarillo

\-
Yp—

‘ ‘ Reactivo de Folin
H ‘ reducido (W>*, Mo®*)
color azul

Figura 31. Mecanismo de accion del reactivo Folin-Ciocalteu [Garcia, 2011]

La oxidacion de los polifenoles presentes en la muestra, causa la aparicién de una
coloracién azulada que presenta un maximo de absorciébn a 750 nm, y que se
cuantifica por espectrofotometria en base a una recta patron de acido galico
[Andrés, 2010].
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Anexo Il. Fundamento pH-diferencial para la medicion de antocianinas

totales

Para la obtencion de la concentracion de antocianinas totales se utiliza el método
de pH diferencial. Las antocianinas experimentan una transformacion reversible con
los cambios de pH manifestando por un llamativo cambio en la absorbancia. La
formacion de un cation flavilio a pH 1 y el hamiacetal a pH 4.5. El pH diferencial es
el método basado en esta reaccion, y permite una rapida medida de antocianinas
totales, incluso en la presencia de pigmentos degradados polimerizados y de otros

compuestos interferentes [Leyva, 2009]

Este método fue utilizado por Fuleki y Francis en 1968 para medir el contenido de

antocianinas en arandano.

A) OH B) OH
o HO
HO o) HO 0
N OH OH
Z oH 7 Sou
OH OH

Figura 32. Cambios de estructuras que sufren las antocianinas a diferentes pH. A)
Cation flavilio a pH 1 (color rojo), B) Hemiacetal a pH 4.5 (incoloro)
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Anexo Ill. Fundamento DPPH (1,1-difenil-2-picrilhidracil)

Este método fue propuesto por Blois (1958) en el cual se demostrd por primera vez
la capacidad del radical libre DPPH para aceptar un atomo de hidrogeno (H)

proveniente de una molécula de cisteina.

La molécula 1,1-difenil-2-picril-hidrazilo (DPPH) es conocida como un radical libre
estable debido a la deslocalizacién de un electron desapareado sobre la molécula
completa, por lo cual la molécula no se dimeriza, como es el caso de 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 nm. Cuando la
solucién de DPPH reacciona con el sustrato antioxidante que puede donar un &tomo
de hidrégeno como se muestra en la Figura 3.17, 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. Después de
aproximadamente tres décadas este ensayo comenzé a utilizarse rutinariamente

para la caracterizacion de las propiedades antioxidantes.

El procedimiento original para el ensayo DPPH ha sido modificaciones a
conveniencia, una revision detallada de la 16 literatura ha revelado que la mayoria
de los estudios estan basados en un tiempo de reaccién de 20-30 min en vez de un
tiempo de reaccion total de 120 minutos requerido para alcanzar el estado

estacionario y completar la reaccion rédox [Ojha et al., 2012].

Figura 33. Estructura del DPPH antes y después de la reaccién con el
antioxidante [Alam et al, 2012].
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Los resultados del ensayo DPPH se han presentado de diferentes maneras. La
mayoria de los estudios expresan los resultados como el valor de la concentracion
maxima de la media inhibitoria (ICso0), definido como la cantidad de antioxidante
necesario para disminuir la concentracion inicial de DPPH al 50%. Este valor se
calcula graficando el porcentaje de inhibicion contra la concentracion del extracto.
Para extractos de plantas o compuestos puros el valor ICso cambia de acuerdo a la

concentracion final del DPPH usado [Deng et al., 2011].

Anexo IV. Fundamento ABTS (2,2-azinobis-[3-etilbenzotiazolin-6-sulfonico])

La generacion del radical ABTS constituye la base de uno de los métodos
espectrométricos que han sido aplicados para medir la actividad antioxidante total

de soluciones o sustancias puras y mezclas acuosas.

N : SO3 + Antioxidantes
—_—
-‘_—

C2H5

+
ABTS (732nm)
Azul

pessetel

2 5

ABTS '(732 nm)
Incoloro

Figura 34. Estructura del ABTS antes y después de la reaccién con el
antioxidante [Zuleta et al., 2009].
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Se basa en la generacién del cation ABTS*, por la produccién directa del cromoforo
ABTS verde-azul a través de la reaccion entre ABTS y el persulfato de potasio
(K2S20s). Este presenta tres maximos de absorcion a las longitudes de onda de 645
nm, 734 nm y 815 nm. La adicion de los antioxidantes al radical pre-formado lo
reduce a ABTS. De esta manera el grado de decoloracién como porcentaje de
inhibicién del radical cation ABTS est& determinado en funcion de la concentracion
y el tiempo; asi como del valor correspondiente usando el Trolox como estandar,

bajo las mismas condicione
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Anexo V. Andlisis estadistico para el método de secado

FENOLES TOTALES:
Anova
RESUMEN
GRUPOS ‘ Cuenta Suma Promedio Varianza
ESTUFA ‘ 2 88.08 44.04 0.005
MICROONDAS ‘ 2 183.02 91.51 0.1058
LIOFILIZADO ‘ 2 237.55 118.775 0.37845
ANALISIS DE VARIANZA
ORIGEN DE LAS Suma de Grados de Promedio F Probabilidad Valor
VARIACIONES cuadrados libertad de los critico
cuadrados para F
ENTRE GRUPOS 5721.4009 2 2860.70045 17541.3415  7.9065E-07 9.5520945
DENTRO DE LOS 0.48925 3 0.16308333
GRUPOS
TOTAL 5721.89015 5
Tukey
estufa microondas liofilizadas
estufa e 47.47 74.735
microondas _ 27.265

liofilizadas _

HSD= 1.68763014
Multiplicador 5.91
MsS 0.16308333
n= 2
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ANTOCIANINAS TOTALES

Anova
RESUMEN
GRUPOS ‘ Cuenta Suma Promedio Varianza
ESTUFA ‘ 2 1.281 0.6405 0.0000125
MICROONDAS ‘ 2 4.84 2.42 0.045
LIOFILIZADOS ‘ 2 6.21 3.105 0.00045

ANALISIS DE VARIANZA

ORIGEN DE LAS Suma de Grados de Promedio F Probabilidad Valor
VARIACIONES cuadrados libertad de los critico
cuadrados para F
ENTRE GRUPOS 6.47307033 2 3.23653517 213.573946 0.00058245 9.5520945
DENTRO DE LOS 0.0454625 3 0.01515417
GRUPOS
TOTAL 6.51853283 5
Tukey
estufa microondas liofilizadas

estufa e 1.7795 2.4645
microondas _ 0.685
liofilizadas _

HSD= 0.51444448
Multiplicador 5.91
MS 0.01515417
n= 2
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Anexo VI. Curva de &cido tanico y andlisis estadistico de fenoles

CURVA

mg acido tanico/mL vs Absorbancia

0.5

1.8000
1.6000 y=3.2284x-0.0119 *
RZ=0.9941 ..-*
1.4000
1.2000 '@
@
§ 1.0000
2 (.8000
O
2 0.6000 e )
<
0.4000 -
.
0.2000 :
0.0000 &=~
02000 © 0.1 0.2 0.3 0.4
mg acido tanico / mL
Analisis estadistico
Anova
RESUMEN
GRUPOS Cuenta Suma Promedio Varianza
JC174 2 99.8580467 49.9290233 1.66693074
FB2543 2 58.0538859 29.0269429 2.11098401
FB 2545 2 214376119 107.188059 22.2117711
Jc83 2 208.403648 104.201824 4.09483732
FB2617 2 66.6284986 33.3142493 30.6647006
FB2419 2 82.1362108 41.0681054 3.25224285
JC149 2 108.671983 54.3359915 0.04372011
Jc152 2 40.25 20.125 5E-05
JC177 2 243.627552 121.813776 4.20480217
0Jo 2 221.004958 110.502479 0.92938611
AMARILLO
FB2747 2 211.07 105.535 5E-05
FB2748 2 198.74 99.37 0.0002

0.6
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AMARILLO 2 192.941317 96.4706585 0.05529077

SN FENIX

MORADO 2 192.96 96.48 0.0008
YACAPIXTLA

FB2745 2 196.78 98.39 0.0002

FB2728 2 21.33 10.665 0.14045

Jc18s 2 204.98 102.49 0.0002

ic172 2 314191145 157.095573  3255.3155

FB2636 2 202.57 101.285 0.00605

FB2723 2 216.17 108.085 0.00045

PRF123 2 237.57 118.785 0.00045

FB2748 2 21.03 10.515 0.34445
ANALISIS DE VARIANZA

ORIGEN DE LAS Suma de Grados de Promedio F Probabilidad Valor
VARIACIONES cuadrados libertad de los critico para
cuadrados F
ENTRE GRUPOS 72343.8614 21 3444.94578 22.7933279  1.9563E-10 2.05872841
DENTRO DE LOS 3325.04352 22 151.138342
GRUPOS
TOTAL 75668.9049 43
Tukey
Jcs3 Jjc149 ic177 Ic172 PRF123

Jcs3 I 208658325 17.6119519 52.8937486  14.583176
Jjc149 B 372777844 102.759581 34.4490085
ic177 I 352817966 3.02877591
ic172 B 53105726
PRF123 e
HSD 49.8981244
MULTIPOLICADOR 5.74
MSE 151.138342
N 2
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Anexo VII. Andlisis estadistico de antocianinas
RESUMEN
GRUPOS Cuenta Suma Promedio Varianza
JC174 2 1.9099 0.95495 5E-09
FB2543 2 2.23 1.115 5E-05
FB2545 2 1.4699 0.73495 4.805E-06
JC83 2 3.72 1.86 0.0002
FB2617 2 1.74 0.87 0.0002
FB2419 2 2.02 1.01 0.0002
JC149 2 2.48 1.24 0.0002
JC152 2 0.091 0.0455 5E-07
JC177 2 3.02 1.51 0.0002
0Jo 2 1.977 0.9885 0
AMARILLO
FB2747 2 0.7742 0.3871 0
FB2748 2 0.432 0.216  0.000002
AMARILLO 2 2.2967 1.14835 6.125E-06
SAN FENIX
MORADO 2 1.7057 0.85285 1.25E-07
YACAPIXTLA
FB2745 2 0.53 0.265 5E-05
FB2728 2 0.7878 0.3939 2E-08
JC185 2 0.5604 0.2802 2E-08
JC172 2 3.22 1.61 0.0002
FB2636 2 0.176 0.088 2E-08
FB2723 2 0.3246 0.1623 2E-08
PRF123 2 6.257 3.1285 2.45E-05
FB2748 2 1.8523 0.92615 5E-09
ANALISIS DE VARIANZA
ORIGEN DE LAS Suma de Grados de  Promedio F Probabilidad Valor
VARIACIONES cuadrados libertad de los critico para
cuadrados F
ENTRE GRUPOS 21.49932 21 1.02377714 16831.5819  1.3289E-41 2.05872841
DENTRO DE LOS 1.293015 22 6.0825E-05
GRUPOS
TOTAL 21.5006581 43
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JC149 JC83 JC177 JC172 PRF123

icaiss 062  -0.8529 0.37 1.8885
Jcs3 - RERE -0.25 1.2685
Ic177 B oo 2.7414
Ic172 [ S
PRF123 e

HSD 0.981654623
MULTIPOLICADOR 5.74
MSE 0.059
N 2
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Anexo VIII. Curva de Trolox para DPPH

TROLOX

120

100
y = 52.794In(x) + 269.73

80 R?=0.9071 .

% Inhibicion

0 0.005 0.01 0.015 0.02 0.025 0.03

Concentracion mg/ml

Anexo IX. Curva de Trolox para ABTS

TROLOX

y =43.257In(x) + 171.35
60 R?=0.9915

% Inhibicion
= N w iy (9]
o o o o o

o

0 0.02 0.04 0.06

Concentracion mg/ml

0.035

0.08

0.04

0.045

0.1
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