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RESUMEN

Se evalud el efecto de extractos antioxidantes provenientes de tres genotipos de mashua
(ARB 5241, DP 0224 y ARV 5366). Los extractos metanolicos (EM) y de acetato de etilo
(EaE) fueron obtenidos mediante purificacion en columnas SEP PAK-C18 denominado
extracto-metandlico (EM) vy lixiviacion del extracto obtenido utilizando acetato de etilo,
respectivamente. El contenido promedio de compuestos fendlicos totales fue de 8.23 y
4.08 mg de é&cido galico equivalente/ml de extracto, respectivamente, asi mismo la
capacidad antioxidantes promedio fue de 107.36 y 29.03 umol equivalente de trolox /ml de
extracto, respectivamente. Los extractos antioxidantes (100 ppm-EM, 300 ppm-EM, 600
ppm-EM, 100 ppm-EaE, 300 ppm-EaE , 600 ppm-EaE ) de los tres genotipos de mashua y
200 ppm-BHT fueron afiadidos por separado a distintas muestras de aceite de soya y
almacenados durante 15 dias. El indice de perdxido, capacidad antioxidante y compuestos
fendlicos totales fueron evaluados a los 0, 7 y 15 dias de almacenamiento. Los resultados
indicaron que los extractos de 300 ppm-EaE para los tres genotipos de mashua presentaron
menor indice de perdxidos, mayor cantidad de compuestos fendlicos totales y mayor
capacidad antioxidante comparados con los demas tratamientos, indicando un mayor
efecto en la estabilidad oxidativa del aceite de soya. Seguidamente se analizé los extractos
antioxidantes (200 ppm-EM y 200 ppm-EaE) del genotipo de mashua ARB 5241 vy el
extracto a 200 ppm-TBHQ (butilhidroquinona terciaria) afiadidos en aceite de soya durante
un proceso de fritura 180 °C+5°C de papa por 5 min, fueron analizadas con intervalos de
30 minutos, evaluandose compuestos polares totales, dienos conjugados y trienos
conjugados a las 0, 1.5, 2.5y 3.5 horas. Los resultados mostraron que el extracto-acetato
de etilo (EaE) del genotipo de mashua ARB 5241 presentd menor porcentaje de
compuestos polares, menor formacion de dienos y trienos comparados con el extracto-
metanolico (EM) de mashua y TBHQ, indicando mayor efecto protector en la estabilidad

oxidativa del aceite de soya.

Palabras claves: Estabilidad oxidativa, Antioxidantes, Mashua.



ABSTRACT

The effect of antioxidant extracts obtained from three genotypes of mashua (ARB 5241,
DP 0224 and ARV 5366) were evaluated. The methanolic (EM) and ethyl acetate (EaE)
extracts were obtained using a SEP PAK-C18 purification column and lixiviation of the
product with ethyl acetate, respectively. The extracts showed a total content of phenolic
compounds of 8.23 and 4.08 mg of gallic acid equivalents/mL respectively; and an average
antioxidant capacity of 107.36 and 29.03 pumol of Trolox equivalent/mL respectively.
Antioxidant extracts from the three genotypes of mashua (100 ppm-EM, 300 ppm-EM, 600
ppm-EM, 100 ppm-EaE, 300 ppm-EaE and 600 ppm-EaE) and 200 ppm-BHT were added
separately to soy oil samples and stored for 15 days. The peroxide index, antioxidant
capacity and total phenolic compounds were evaluated at 0, 7 and 15 days of storage.
Results showed that the 300 ppm-EaE extracts of the three mashua genotypes had lower
peroxide index, higher amounts of total phenolic compounds and higher antioxidant
capacity than other treatments, indicating a better effect on soy oil in its oxidative stability.
Additionally, the antioxidant extracts from the genotype ARB 5241, 200 ppm-EM and 200
ppm-EaE, and the tertiary butylhydroquinone extract, 200 ppm-TBHQ, were analyzed by
their separate addition to soy oil during a potato frying process at 180 + 5°C for 5 minutes
with 30 minutes intervals in between frying, evaluating total polar compounds and
conjugated di-enes and tri-enes at 0, 1.5, 2.5 and 3.5 hours. The results showed that the
ethyl acetate extract from the mashua ARB 5241 genotype had a lower percentage of total
polar compounds and less formation of di-enes and tri-enes compared to the methanolic

and TBHQ extracts, indicating a protective effect on the oxidative stability of soy oil.

Key words: Oxidative stability, antioxidants, mashua.
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I. INTRODUCCION

Desde hace mucho tiempo se ha tenido que afrontar los problemas derivados de las
reacciones de oxidacion, es asi que los aceites vegetales con mayor contenido de acidos
grasos poliinsaturados son mas susceptibles a la oxidacion estas reacciones son las
principales razones del deterioro de los aceites y grasas comestibles durante el
almacenamiento o tratamiento térmico como la fritura, produciendo olores a rancio,
sabores desagradables y decoloracién, disminuyendo la calidad e inocuidad nutricional
debido a sus productos de degradacion. La autooxidacion es el fendmeno de oxidacion
mas comun por la reaccion del oxigeno y los &cidos grasos insaturados a través de un
mecanismo autocatalitico que consiste en una cadena de radicales libres que se forman
durante la iniciacion, propagacion y terminacion que podria ser repetida una vez iniciada el

conjunto de reacciones (Languerre et al. 2007)

A fin de superar los problemas de oxidacion de los aceites y grasas se vienen utilizando
antioxidantes sintéticos como el hidroxitolueno butilado (BHT), hidroxianisol butilado
(BHA) y butilhidroquinona terciaria (TBHQ) se afiaden a los aceites para estabilizar la
degradacion oxidativa durante el almacenamiento y la fritura (Sikwese y Duodu 2007). Sin
embargo desde el punto de vista de la seguridad nutricional, los antioxidantes sintéticos
estan sujetos a constantes cuestionamientos y restricciones dado a que se ha reportado que
serian carcinogénicos (Ito et al. 1996). Por lo que se considera que los antioxidantes

naturales son mas seguros que los sintéticos (Farhoosh y Tavassoli 2010).

Los antioxidantes naturales son aquellas sustancias que se presentan o pueden ser extraidas
de los tejidos de las plantas (Pokorny et al. 2005). Esto antioxidantes provienen
principalmente de plantas, donde se hallan como compuestos fendlicos, y que han sido
identificado como eliminadores de oxigeno o radicales libres activos (Zheng y Wang
2001). Los antioxidantes naturales tienen la capacidad de mejorar la calidad de los
alimentos, la estabilidad y también pueden actuar como terminadores de las reacciones en

cadena de radicales libres en sistemas bioldgicos proporcionando beneficios adicionales



para la salud de los consumidores. Se conoce que los compuestos fendlicos tienen el
caracter de eliminar los radicales libres derivados del oxigeno mediante la donacién de un

atomo de hidrégeno o un electron al radical libre (Kumaran y Karunakaran 2007).

Campos et al. (2006) reportaron que la mashua (Tropaeolum tuberosum Ruiz & Pavén) es
una buena fuente de compuestos fendlicos responsables de la capacidad antioxidante,
ademas que los tubérculos de coloracion morada presentan valores mas altos de
compuestos fenolicos y capacidad antioxidante, pero mas bajos en carotenoides. Chirinos
et al. (2006) demostraron que la capacidad antioxidante se atribuye principalmente a
cantidades altas de compuestos fendlicos que a los carotenoides. La mashua es un
tubérculo andino, probablemente el cuarto cultivo de mayor importancia de la region
después de la papa, olluco y oca. Su consumo se debe principalmente a la provisién de
carbohidratos como fuente de energia. Grau et al. (2003) mencionan que el tubérculo
contiene isotiocianatos, presentes como glucosinolatos, los cuales le confieren un sabor
picante. Es por esto que en la presente investigacion planteamos evaluar el uso de los
compuestos fenolicos de la mashua como antioxidantes y ser aplicados en aceites
vegetales, lo que representaria una alternativa frente al uso actual de los antioxidantes

sintéticos.

Los objetivos de la siguiente investigacion fueron:

o Obtener extractos antioxidantes de tres genotipos de mashua

o Evaluar el efecto de extractos antioxidantes de mashua en la oxidacion del
aceite de soya durante almacenamiento acelerado

o Evaluar el efecto de extractos antioxidantes de mashua en la estabilidad

oxidativa del aceite de soya durante la fritura



Il. REVISION DE LITERATURA

2.1 Estabilidad oxidativa del aceite

Debido a la composicion de los aceites vegetales estos sufren deterioro oxidativo a
temperaturas ambiente de almacenamiento y temperaturas altas durante la coccion y fritura
de alimentos dando como resultado la generacion de radicales libres, ocasionado
finalmente el deterioro de la calidad. Sin embargo cada aceite vegetal se caracteriza por la
estabilidad contra la oxidacién, que dependen de la composicion de &cidos grasos, en
particular el grado de instauracion, y el contenido y composicion de compuestos menores
tales como polifenoles, tocoferoles, esteroles, hidrocarburos, carotenoides y trazas de
metales (Casal et al. 2010).

La estabilidad oxidativa es un parametro importante para la industria
alimentaria. Esencialmente este parametro se refiere a la resistencia de un aceite
comestible hacia la oxidacion y por lo general se determina midiendo periédicamente una
propiedad de la muestra en relacion con la oxidacion, tales como el valor de peréxido o el
valor de anisidina (Vieira y Pasquini 2013). La estabilidad oxidativa de los aceites a
menudo se hacen méas aparentes cuando los aceites se destinan a fritura, siguiendo rutas y
mecanismos diferentes a los producidos a temperatura ambiente (Ziller 1996), ya que en
los aceites para fritura la concentracion de radicales libres aumenta méas rapidamente que
en los alimentos almacenados (Pokorny et al. 2004). Sin embargo freir en aceite es uno de
los procedimientos mas utilizados para la preparacion y produccion de alimentos. Sin
embargo, la fritura en aceite produce compuestos de sabor tanto deseables como
indeseables, y puede cambiar la estabilidad del sabor, color, textura y calidad nutricional

de los alimentos fritos (Urbanci¢ et al. 2014).

A fin de superar los problemas de estabilidad oxidativa de los aceites se vienen utilizado
como aditivos alimentarios antioxidantes sintéticos, pero por problemas de seguridad
existe una tendencia creciente de reemplazarlos por antioxidantes naturales que en general

son mas seguros para la salud (Igbal y Bhanger 2007).



2.1.1 Oxidacion del aceite

La oxidacion de los aceites es una serie compleja de reacciones que se producen durante el
procesamiento, almacenamiento, transporte y la preparacion de productos alimenticios.
(Mohammadi et al. 2015). El proceso de oxidacion més frecuente es la reaccion espontanea
del oxigeno atmosférico con los lipidos, conocida como “autooxidacion”, formando en su
fase inicial compuestos primarios (hidroperoxidos) que son relativamente inestables y se
descomponen espontaneamente para formar compuestos secundarios (sustancias
aromaticas) que son percibidas como sabores inadecuados, ademas provoca la perdida de
color debido a la reaccién de los pigmentos con los radicales libres que se forman durante
la oxidacion de los aceites. La naturaleza de sabores inadecuado depende principalmente
de la composicion de acidos grasos y el grado de oxidacion producida (Pokorny et al.
2004).

a. Compuestos primarios de oxidacion

La oxidacién se inicia por la formacion de hidroperéxidos, por lo cual estos son
considerados compuestos primarios de oxidacion (Graciani 2006), esta se debe
fundamentalmente a la reaccion espontanea del oxigeno atmosférico con los acidos grasos
insaturados via un mecanismo autocatalitico, caracterizandose por la disminucion del
contenido de instauracion del aceite, debido a la sustracciéon de un &tomo de hidrogeno por
una especie reactiva de un doble enlace y la formacion de radicales libres (Naz et al. 2005).

Una via alternativa a la produccion de radicales libres que también produce a la formacion
de hidroperoxidos es la ruta fotooxidativa, en este caso la oxidacion de los lipidos o
excitacion del oxigeno se produce en presencia de la luz y un agente sensibilizante. La
oxidacion de los lipidos se caracteriza por la transferencia de un atomo de hidrogeno de la
sustancia sensibilizante y un sustrato como un acido graso poliinsaturado, produciendo
radicales libres o iones radicales libres. Son estos compuestos los que desencadenas la
autooxidacion. La excitacion del oxigeno que se encuentra en su estado de mas baja
energia es decir como triplete 20, y puede ser excitado por la luz al estado singulete en
presencia de un agente sensibilizante. El oxigeno singulete reacciona con los lipidos
mucho mas rapido que el triplete, por lo que producen hidroperoxidos con pérdida de un
doble enlace (Pokorny et al. 2005).



b. Compuestos secundarios de oxidacion

La iniciacion secundaria se da por rotura homolitica de hidroperoxidos es una reaccion de
relativamente baja de energia y representa normalmente la principal reaccion de iniciacién
de la oxidacion de los aceites. La reaccion esta catalizada frecuentemente por iones
metalicos (Pokorny et al. 2005). Los compuestos secundarios formados por
descomposicion de hidroperoxidos son compuestos volatiles, mondémeros oxidados,
dimeros y polimeros. Los compuestos volatiles como los aldehidos, hidrocarburos,
alcoholes y esteres son contribuyentes fundamentales a la modificacion de las
caracteristicas organolépticas de los aceites debido a su deteccion olfativa. Los monémeros
oxidados como el epoxi, hidroxi y ceto derivados, son compuestos no volatiles, originados
como consecuencias de las reacciones de terminacion, procedentes de los radicales
alcoxilo, peroxilo, constituyendo junto con los hidroperdxidos el grupo mayoritario de la
degradacion oxidativa a temperatura ambiente y moderada. Los dimeros son originados en
la primera etapa de la polimerizacion a partir de los radicales acilo, peroxilo y alcoxilo con
formacion de dimeros no polares y a temperatura elevadas superiores a 150°C se forman
dimeros oxidados de polaridad més elevada. La formacion de polimeros se da por una
excesiva oxidacion dando lugar a una mezcla compleja de compuestos de muy diferente

peso molecular y polaridad (Graciani 2006).

2.1.2 Mecanismos de autoxidacion del aceite

Una de la principales preocupaciones es la auto oxidacion de los lipidos que ocurre en
forma autocatalitica a través de radicales libres intermediarios que se inicia habitualmente
por trazas de metales y peroxidos que se encuentran en los aceites. Los radicales libres son
atomos, moléculas o iones con electrones desapareados que son altamente inestables y
reactivos con otras moléculas. Dentro de ella el oxigeno crea especies reactivas de
oxigeno (ROS), que incluyen radicales libres como el anién superoxido (O 2°), radical
peroxilo (HO 2), radical hidroxilo (OH), radical lipidico (L) y otras especies como el
peroxido de hidrégeno (H202), oxigeno singulete (102 ), hipoclorito (HOCI) entre otros
(Carocho y Ferreira 2013).



El mecanismo en cadena de la autooxidacion provocada por los radicales libres se
desarrollan por tres etapas distintas: Iniciacion, propagacion y terminacion (Sikwese y
Duodu 2007).

- Iniciacion. Esta etapa de la autooxidacion es dificil de definir debido a la baja
concentracion de radicales y la probabilidad de que exista mas de un mecanismo.
La reaccion de iniciacion (1) implica la rotura hemolitica del hidrogeno del doble

enlace de una cadena de acido graso (LH) por accion del oxigeno triplete 0, para
la formacion de hidroperoxidos (LOOH). Es poco probable que la reaccion se
produce de forma espontanea con 0, debido a la muy alta energia de

activacion con los lipidos (Laguerre et al. 2007).

*0,+LH ———» LOOH 1)

Un mecanismo de iniciacion es la sustraccion del atomo de hidrégeno (H*) del
acido grado (LH) por iniciadores (1) fisicos (calor, luz) o quimicos (iones
metélicos, radicales libres) produciendo radicales alquilo (L*), especies quimicas
reactivas con un electrén no apareado, son productos intermedios altamente

inestables de corta vida. El proceso de oxidacion sigue siendo lento durante esta

fase (Laguerre et al. 2007).

LIH — L"+H"® (2)
INICIADOR (1)
La produccion de los primeros radicales libres necesarios para iniciar la reaccion
de propagacion tiene que ser catalizadas. Se ha propuesto que la etapa de
iniciacion puede producirse por descomposicion de hidroperéxidos mediante
catalisis por metales o por exposicién de la luz. Recientemente han propuesto que
el oxigeno singulete actuan como sensibilizadores de los pigmentos tisulares
como la clorofila y la mioglobina (Fenema 2000). Laguerre et al. (2007)
sefialaron que la oxidacion de lipidos también se inicia por radicales hidroxilo

(HO*) y peroxilo (HOO"), asi como radicales lipidico alcoxilo (LO*) Yy lipidico



peroxilo (LOO*). Siendo los radicales hidroxilo (HO*) los que tienen mayor

velocidad de reaccién con los lipidos.

Propagacion. Laguerre et al. (2007) mencionaron que el radical alquilo (L°)

formado durante la etapa de iniciacion reacciona muy rapidamente con el oxigeno

triplete *0, para generar diferentes especies de radicales incluyendo al radical
lipidico peroxilo (LOO*®). La reaccion (3) tiene muy baja energia de activacion y
una alta tasa de propagacion de radical lipidico peroxilo (LOO*) que llega a ser
mucho mas alta que el radical lipidico (L) contenido en todos los sistemas que

contienen oxigeno (Pokorny et al. 2004).

L'+*0, ———» LOO" (3)

En la reaccion (4) se muestra que el radical lipidico peroxilo (LOO®) extrae un
atomo de hidrogeno de un acido graso insaturado (L,H) para formar

hidroperdxido (LOOH ) Y otro radical lipidico (L,*)(Laguerre et al. 2007).

LOO® +L,H—  LOOH +L," (4)

El consumo de oxigeno en esta etapa es muy alto, la concentracién de

hidroperoxidos (LOOH) aumenta significativamente, las reacciones de

descomposicion ocurren a velocidades cada vez mayores, estas reacciones
generan mas radicales libres que los necesarios para la propagacion de la reaccion
en cadena a velocidad constante y en consecuencia la reaccion se torna
autocatalitica (Braverman 1990). La formacion de hidroperdxidos a partir de
acidos grasos insaturados generalmente va acompafia de la estabilizacion del
estado del radical a través de reordenacion del doble enlace (deslocalizacion

electronica) lo que da lugar a dienos y trienos conjugados (Laguerre et al. 2007).

Terminacion. El proceso de oxidacion continia con la transformacion de
hidroperoxidos en compuestos de oxidacion secundaria no radicales. En esta

reaccion los radicales libres como los radical alquilo (L*) y el radical lipidico


http://ezproxy.concytec.gob.pe:2063/science/article/pii/S0163782707000161#fd5

peroxilo (LOO*) se combinan para formar moléculas con electrones apareados

como se muestra en las reacciones (5), (6) y (7) (Pokorny et al. 2005).

L'+ —— LL 5)
L +LOO°*— LOOL (7)
LOO®* +LOO®* — LOOL +0, (8)

Las reacciones de terminacion son reacciones de baja energia, pero estan
limitadas por la baja concentracion de radicales. ElI mecanismo de la
descomposicion de hidroperoxido implica la formacion compuestos volatiles
como los hidrocarburos, aldehidos, alcoholes y cetonas volatiles y la formacién de
compuestos secundarios no volatiles como los aldehidos no volétiles,
triacilgliceroles oxidadas y sus polimeros. El tipo de subproductos obtenidos
después de la oxidacion de acidos grasos se determina por la composicién
hidroperdxido. La reaccion también puede terminara después de la formacién de
polimeros. Por otra parte, muchos antioxidantes pueden facilitar la terminacion de

la oxidacion de la cadena radical (Laguerre et al. 2007).

2.1.3  Factores que influyen en la estabilidad oxidativa

La estabilidad oxidativa depende de diferente factores que determinan la velocidad de las
reacciones entre radicales y la posterior oxidacion de los compuestos formados de baja
estabilidad. Los factores se pueden dividir en dos grupos, como variables externas e

internas del sustrato oxidable (Graciani 2006).

Las variables externas del sustrato oxidable, son los factores que hacen referencia a las
condiciones externas del sustrato oxidable como la disponibilidad de oxigeno (Graciani
2006), el calentamiento, la irradiacion (Pokorny et al. 2005) y contacto con materiales que
son considerados como prooxidantes (Lawson 1999), provocando una aceleracion de la
cadena de iniciacion y propagacion de los procesos de oxidacién y por tanto una

disminucion en la estabilidad de los aceite (Pokorny et al. 2005).



Disponibilidad de oxigeno. La ausencia del oxigeno estabiliza la oxidacion de los
aceites, ya que el oxigeno es el reactivo imprescindible para propagar la reaccion de
oxidacion. La accion del oxigeno estd directamente relacionado con su
concentracion en el medio (Graciani 2006). Sin embargo el efecto de la
concentracion de oxigeno sobre la velocidad de oxidacién se ve influenciado
también por otros factores como la temperatura y el area superficial (Fenema
2000).

No obstante a partir de la cinética de absorcion del oxigeno, se ha establecido la
existencia de dos periodos, el primero denominado Periodo de induccion (Pl), en el
que el consumo de oxigeno es muy lento, durante el cual tiene lugar la formacion
de los hidroperoxidos a través de las reacciones de propagacion y el segundo
periodo por un consumo brusco de oxigeno, en el que tiene lugar la formacién de
nuevos compuestos de terminacion que conduce a la disminucion de concentracion
de hidroperéxidos (Graciani 2006). Es importante sefialar que el periodo de
induccién es muy sensible a pequefias concentraciones de componentes capaces de
acortarlos como los prooxidantes, o alargarlos como los antioxidantes (Pokorny et
al. 2005).

Calentamiento. La temperatura es un factor que influye en la estabilidad oxidativa,
ya que es el mecanismo implicado sobre la descomposicion de hidroperoxido
(Laguerre et al. 2007). Un aumento de temperatura origina un incremento en la
velocidad de oxidacion. La temperatura influye también en la relacion entre la
velocidad y presion parcial del oxigeno. A medida que aumenta la temperatura,
disminuye la influencia de la presion parcial del oxigeno sobre la velocidad de
reaccion, por que disminuye la solubilidad parcial del oxigeno en los lipidos y el
agua (Fenema 2000). La temperatura en presencia de oxigeno atmosférico
determina no solo la velocidad de formaciéon si no también su distribucion
(Graciani 2006). A temperatura ambiente es caracteristico la conservacion de los
aceites, las reacciones de oxidacion transcurren lentamente, la concentracion de
compuestos de degradacion es baja y los compuestos mayoritarios son los
hidroperdxidos y a partir de 130-140°C la formacion de hidroper6xidos transcurre
a velocidad elevada, originando compuestos volatiles y no volatiles (Graciani
2006).



Los aceites de fritura usados continuamente a altas temperaturas en presencia de
oxigeno y agua de los alimentos sufren reacciones de oxidacion térmica,
polimerizacion e hidrolisis (Farhoosh y Pazhouhanmehr 2009), formando
compuestos volatiles que se pierden durante la fritura, mientras que los compuestos
no volatiles aumentan su concentracion de manera constante. Los compuestos no
volatiles como los compuestos monoméricos y polimeéricos son a menudo de alto
peso molecular y polaridad y provocan un aumento en la viscosidad, el
oscurecimiento del aceite y un aumento de la formacion de espuma y humo. Desde
el punto de vista nutricional, los productos de degradacion no volatiles son de
particular importancia, ya que éstos pueden permanecer en el aceite (Urbancic et al.
2014). Por otro lado Lawson (1999) menciona otros factores que afectan la
estabilidad oxidativa durante la fritura como la velocidad a la cual la grasa es
absorbida por el alimento desde el sistema y reemplazada por grasa nueva, la
cantidad de area superficial del aceite que se encuentra expuesta al oxigeno, la
presencia de metales como el cobre y el laton que acelera la oxidacién (pro
oxidante), la presencia de antioxidantes a altas temperaturas que retardan la

oxidacion y la calidad de aceite de fritura.

e Lairradiacion. La irradiacion incrementa la velocidad de iniciacion de oxidacion,
dada la elevada energia de los cuantos de luz de las radiaciones (Pokorny et al.
2005). La accion de las radiaciones luminosas favorece la formacion de radicales

durante la etapa de iniciacion que da lugar a la formacion de radical alquilo (L°),

como en la descomposicion de los hidroperoxidos para originar el radical alcoxilo

(LO*). Es decir la presencia de radiaciones entre las cuales la exposicion de la luz

es la de mayor importancia en los aceites, ya que acelera el proceso de
autooxidacion (Graciani 2006).

e Area superficial. La velocidad de oxidacion aumenta en proporcion directa del
area superficial del lipido expuesta al aire. Ademas a medida que aumenta el
coeficiente de superficie-volumen, va disminuyendo al presion parcial del oxigeno
en la velocidad de la reaccion. En las emulsiones aceite en agua la velocidad de
oxidacion viene gobernada por al de difusion del oxigeno en la fase oleosa (Fenema
2000).
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Factores internos del sustrato oxidable, son las caracteristicas intrinsecas al propio

sustrato, como el grado de instauracion, la presencia de componentes menores de actividad

antioxidante o prooxidante capaces de modificar la velocidad de reaccion oxidativa y otros

componentes (Graciani 2006).

Grado de instauracion. El grado de instauracién de los &cidos grasos influye en la
estabilidad de la oxidacion del aceite (Graciani 2006). Debido a la presencia de
dobles enlaces, los acidos grasos insaturados son quimicamente mas reactivos que
los acidos grasos saturados. Esta reactividad crece a medida que lo hace el nimero
de dobles enlaces (Lawson 1999), por ello durante la oxidacion de los aceites es
mas facil de eliminar los &tomos de hidrogeno de los &cidos grasos poliinsaturados
(PUFA) que los acidos grasos monoinsaturados (MUFA) y saturados (AGS)
(Carocho y Ferreira 2013).

Componentes antioxidantes y prooxidantes. La accién de componentes como los
antioxidantes y prooxidantes es capaces de modificar la estabilidad oxidativa. Los
antioxidantes son compuestos capaces de interferir en el mecanismo de las
reacciones en cadena de la autooxidacion, evitando la entrada de nuevas moléculas
lipidicas en el ciclo oxidativo y los prooxidantes potencian el desarrollo de la
oxidacidn, la atencion principal se centra en metales pesados que a concentraciones

tan bajas pueden acortar el periodo de induccién (Graciani 2006).

Los aceites contienen antioxidantes naturales principalmente tocoferoles y
polifenoles cuya eliminacion provoca un rapido desarrollo de la oxidacion.
(Graciani 2006). Los metales de transicion como el cobre, hierro y en menor grado
manganeso y cobalto poseen dos o mas estados de valencia y capacidad de
oxidacidn - reduccion, que afectan a la velocidad de autooxidacion, como al tipo de
compuestos volatiles formadas durante la rotura de los hidroperéxidos (Pokorny et
al. 2004), estos se pueden encontrar en los aceites vegetales, en los que se
incorporan de manera natural a través del suelo donde a crecido la planta
oleaginosa, o bien debido a una contaminacion por el equipo metalico que se usa en

el procesamiento o almacenamiento (Graciani 2006).
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2.14

Otros componentes. La estabilidad a la oxidacion depende también de la presencia
de otros componentes menores presentes en los aceites como los acidos grasos,
pigmentos y fosfolipidos que se encuentran en cantidades significativas en los
aceites crudos y virgenes y son eliminados durante el proceso de refinacion,
durante las etapas de neutralizacion, decoloracion y desgomado respectivamente.
Debido al distinto comportamiento de estos compuestos respecto a la aceleracion e
inhibié del proceso oxidativo, es dificil predecir el cambio de estabilidad en los
aceites crudos a los refinados que dependen fundamentalmente de la cantidad y
tipo de compuestos eliminados en las distintas fases de la refinacién y de su

caracter antioxidante y prooxidante (Graciani 2006).

Parametros de estabilidad oxidativa

Se han venido realizando estudios sobre la estabilidad oxidativa de los aceites vegetales

para medir el contenido de los productos de oxidacion primarios y secundarios en el

tiempo. La estabilidad oxidativa de aceites vegetales estd en funcion de muchos parametros

entre ellos el indice de peroxidos, indice de acidez, compuestos polares, dienos y trienos

conjugados que determinan con mayor frecuencia la calidad del aceite. Sefialan también

que la determinacion de compuestos polares totales es uno de los métodos méas confiables

para evaluar las variaciones de calidad de los aceites durante el proceso de fritura
(Farhoosh y Pazhouhanmehr 2009).

El indice de perdxidos. Este muestra el grado de oxidacion en un sustrato y mide
la cantidad de hidroperdxidos totales como producto primario de la oxidacion del
aceite. Farhoosh y Pazhouhanmehr (2009) sefialan que una disminucion
significativa del indice de perdxidos después de alcanzar valores maximos confirma
que los perdxidos que se forman durante las primeras etapas de la oxidacion son
inestables y altamente susceptible a cambios que se producen en la formacién de
productos secundarios de oxidacion. Vieira y Regitano (2001) sefiala que aunque el
valor de indice de perdxido es una medida comun de la oxidacion de lipidos pero su

uso se limita a las etapas iniciales de la oxidacion.

El contenido de &cidos grasos libres. Este podria ser causado por el aumento de

la velocidad de hidrélisis cuando el agua se introduce en el sistema debido a la
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fritura de papas (Che y Jaswir 2000). Los acidos grasos que se liberan de las
cadenas de triglicéridos se oxidan rapidamente, catalizan la oxidacion de las grasas
poliinsaturadas y activan sales de metales cataliticos. También a través de su
actividad con la superficie pueden aumentar el contacto con los componentes
oxidables de la comida promoviendo las interacciones lipido-proteina. Los niveles
de &cidos grasos libres producidos durante la fritura son generalmente demasiado
pequefias para ser usadas para la supervision de la calidad de los alimentos
(Urbancic et al. 2014).

El contenido de compuestos polares. Se considera que es el método mas fiable
para la evaluacion de la estabilidad y la calidad de las grasas y aceites durante la
fritura de los alimentos. Los compuestos polares se forman por accién del oxigeno
atmosférico, contenido de agua del producto alimenticio y la alta temperatura a la
que tiene lugar la fritura. Se componen de dimeros y polimeros formados a través
de la polimerizacion térmica de los triglicéridos, productos monoméricos oxidados
como mono- Yy diglicéridos y &cidos grasos libres formados a través de la escision

hidrolitica de los triglicéridos (Farhoosh y Tavassoli 2010).

Dienos y trienos conjugados. Estos compuestos surgen tras el reordenamiento de
los dobles enlaces del radical lipidico formado por accion de un radical libre
iniciador; estos presentan una longitud de onda de méaxima absorcion. Los &cidos
grasos con instauracion conjugada absorben en una region de 230 a 375 nm, con
una absorcion de 220-230 nm de dienos y 265-270 nm de trienos. (Vieira y
Regitano 2001). Besbes et al. (2005) mencionaron que los dienos conjugados
dependen principalmente de la etapa de oxidacion primaria, mientras que trienos
conjugados estan relacionados con la presencia de algunos compuestos de
oxidacion secundaria, particularmente los que contienen un grupo funcional

carbonilo, tales como aldehidos y cetonas.

Laguerre et al. (2007) sefialaron que mas del 90% de los hidroperdxidos formados
durante la autooxidacién tiene un sistema diénico conjugado resultante de la
estabilizacion del estado radical. Todas las sustancias que contienen acidos grasos
poliinsaturados pueden ser utilizados como sustratos oxidables para este método ya

que los dienos conjugados solo se pueden formar a partir de acidos grasos con al
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menos dos dobles enlaces, por ejemplo de &cido linoleico. Vieira y Regitano (2001)
mencionaron que la degradacion de hidroperoxidos durante el calentamiento a
170°C puede promover la formacién de productos secundarios de oxidacion, que
absorben 265-280 nm (aldehido cetdénico), 280 nm (a-dicetona), 282 nm (o-
cetoaldehido) y en 274 nm (B-dicetona).

2.2 Antioxidantes

Watson y Preedy (2013) sefialaron que el diccionario Westener define un antioxidante
como una sustancia que inhibe la oxidacion o reacciones iniciadas por el oxigeno,
perdxidos o los radicales libres. En la industria alimentaria los antioxidantes se definen
como compuestos naturales o sintéticos que impiden o retrasan los efectos deteriorantes de
oxigeno en productos como grasas, aceites y alimentos. Una definicion amplia de
antioxidantes que incluye a todos los posibles mecanismos de accion es el siguiente: “LOS
antioxidantes son sustancias que a pequefias concentracion en comparacion con la del

sustrato oxidable protegen, previene o retardan el proceso oxidativo*

2.2.1 Antioxidantes sintéticos

Los antioxidantes sintéticos se adicionan a los aceites y grasa para mantener su calidad
durante el almacenamiento y fritura. Sin embargo, el uso de aditivos quimicos ha planteado
cuestiones relativas a la seguridad alimentaria y la toxicidad (Farhoosh y Tavassoli 2010).

Los antioxidantes sintéticos como el hidroxitolueno butilado (BHT), hidroxianisol butilado
(BHA) y butilhidroguinona terciaria (TBHQ) se afiaden a los aceites para estabilizar la
degradacion oxidativa durante el almacenamiento y la fritura (Sikwese y Duodu 2007). Sin
embargo el BHT y BHA son muy eficaces durante el almacenamiento de aceites y grasas,
pero son menos eficaces a temperaturas de fritura debido a su volatilidad (Urbancic et al.
2014). Reportan que el TBHQ es mas eficaz en el control de las reacciones de oxidacion
durante la fritura (Crosa et al. 2014). Estos antioxidantes solo tienen un modo de accion,
que es a través de eliminacion de radicales libres y no son capaces de quelar iones de metal
(Tsao y Deng 2004). De acuerdo a las normas el uso de estos antioxidantes sintéticos estan
limitadas al 0.02% del contenido de aceite para suprimir el desarrollo de perdxidos durante

el almacenamiento (Pokorny et al. 2005).
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2.2.2 Antioxidantes naturales

Es dificil poder definir a los antioxidantes naturales pero en general son aquellas sustancias
que se presentan o pueden ser extraidas de los tejidos de las plantas, microorganismos,
hongos e incluso en los tejidos animales (Pokorny et al. 2005). Muchos compuestos
antioxidantes de origen natural de fuentes vegetales se han identificado como eliminadores
de oxigeno o radicales libres activos (Zheng y Wang, 2001) y se encuentran en forma de
compuestos fenolicos (flavonoides, acidos fendlicos, alcoholes, estilbenos, tocoferoles,

tocotrienoles), acido ascorbico y carotenoides (Laguerre et al. 2007).

Los antioxidantes naturales pueden tener funcionalidad en los aceites y agua tales como la
solubilidad que son de interés para emulsiones en los sistemas alimentarios y beneficios en
la salud, como antibacteriano, antiviral, antimutagénica, antialérgica, efectos

anticancerigenos, actividad antiulcerosa entre otros (Moure et al. 2001).

2.2.3  Mecanismo de accién de los antioxidantes

Los antioxidantes pueden retardar o estabilizar la oxidacién por dos mecanismo de accion,
mediante la proteccion de los lipidos con antioxidantes preventivos estabilizando a los
iniciadores de oxidacion o por la estabilizacion de la fase de propagacion con antioxidantes
(Laguerre et al. 2007).

e Mecanismo de accion de los antioxidantes preventivos. Hay muchos
mecanismos de los antioxidantes preventivos en estabilizar la formacion de
radicales libres debido a la diversidad de los iniciadores de la oxidacion (Languerre
et al. 2007). Pueden estabilizarse mediante el uso de compuestos que
descompongan los hidroperoxidos actuando como desactivadores del oxigeno
singulete y quelantes de los metales (Fenema 2000). La desactivacion del oxigeno
singulete 'O puede darse por carotenoides, xantofilas, tocoferoles y tioles (Pokorni
et al. 2005).

Los quelantes de metales consiguen ejercer un potente efecto estabilizante de la
oxidacion a través del bloqueo de iones metalicos prooxidantes, lo que limita la

formacion de iniciadores de la cadena al prevenir la homolisis de hidroperxidos
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2.2.4

inducida por metales. Existen muchos compuestos quelantes presentes en los
alimentos, especialmente los vegetales (Pokorni et al. 2005). Estos quelantes de
metales pueden ser proteinas, polifosfatos, acido citricos, ademas antioxidantes
como acidos fenolicos y flavonoides que también son conocidos por su capacidad

de transicion de quelacion de metal (Laguerre et al. 2007).

Mecanismo de accién de los antioxidantes de la reaccion en cadena (1) y (2).

Los antioxidantes AH *atrapan los radicales libres (LOO*, LO") estabilizando la

propagacion oxidativa, formando un radical antioxidante A* de reactividad tan baja

que impide la reaccion posterior con los lipidos (Pokorni et al. 2005).

LOO® + AH ——» LOOH +A" (1)

LO*+ AH —» LOH + A” (2)

Esto antioxidantes implica principalmente a los compuestos fenoles mono- o poli-
hidroxilados (tocoferoles, tocotrienoles, flavonoides, &cidos fendlicos y alcoholes,
estilbenos, etc) con sustituciones diferentes en uno o varios de sus anillos
aromaticos. Desde un punto de vista cinético los antioxidantes inducen una fase de
latencia durante el cual el sustrato no se oxida sustancialmente, esta fase continla
hasta que el antioxidante se consume completamente una vez que el antioxidante ha
desaparecido, la tasa de peroxidacion aumenta bruscamente hasta llegar a la tasa de
oxidacion sin inhibiciones. Por el contrario los antioxidantes estabilizantes reducen
la tasa de peroxidacion sin inducir una fase de latencia. Los antioxidantes naturales
que estabilizan la oxidacién de lipidos son los tocoferoles, también parecen ser
capaces de estabilizar la formacion de peroxiradicales la vitamina C y polifenoles,
pero su naturaleza hidréfila y escasa naturaleza lipéfilica parecen obstaculizar todas

las reacciones de estabilizacion de la oxidacién lipidica (Laguerre et al. 2007).

Compuestos fendlicos

Los compuestos fendlicos son una clase de compuestos naturales presentes en todas las

plantas y se caracteriza por la presencia de uno o varios anillos bencénicos con una 0 mas

funcionalidades hidroxilo (Watson et al. 2013), constituyen un amplio grupo de sustancias
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guimicas, considerados metabolitos secundarios de las plantas con diferentes estructuras
quimicas y actividad (Martinez et al. 2000). Se han reportado mas de 8.000 estructuras

fenolicas dispersos por todas la plantas (Oroian y Escriche 2015).

Los compuestos fenolicos vegetales constituyen uno de los principales grupos de
compuestos que actlan como antioxidantes preventivos o terminadores de radicales libres
(Kumaran y Karunakaran 2007), debido a la capacidad de sus grupos hidroxilos de captar
radicales libres tienen la capacidad de retardar la degradacion oxidativa de los lipidos y
mejorando la calidad y el valor nutricional de los alimentos (Amarowicz et al. 2004).
Ademas los compuestos fenolicos desempefian un papel importante en el crecimiento y
reproduccion, proporcionando proteccion contra los patdgenos y depredadores, ademas
contribuyen en el color y las caracteristicas sensoriales de las frutas y hortalizas
(Balasundram et al. 2006).

2.2.5  Estructura quimicay clasificacion de los compuestos fendlicos

Los compuestos fendlicos en su estructura quimica poseen un anillo aromético (benceno)
que lleva uno o0 mas grupos hidroxilo y sus estructuras pueden variar desde una molécula
fenolica sencilla como los acidos fendlicos a un polimero complejo de alto peso molecular
como los taninos (Balasundram et al. 2006). Estos compuestos presentes en la naturaleza
se conjugan con azucares, acidos organicos entre otros (Watson et al. 2013). Los azUcares
asociados a los polifenoles pueden ser monosacaridos, disacaridos o incluso polisacaridos,
entre ellos con mas frecuencia la glucosa, galactosa, arabinosa, ramnosa, Xilosa, y acidos
glucurdnico y galacturénico. También pueden encontrarse unidos a acidos carboxilicos,
acidos organicos, aminas, lipidos (Martinez et al. 2000). Por la diversidad estructural de los
compuestos fendlicos que se producen en la naturaleza se puede dividir en dos grupos
principales como flavonoides y no flavonoides (Watson et al. 2013).

e Los flavonoides. Es el mayor grupo de los compuestos fenolicos vegetales,
encontrandose mas de 4000 compuestos fendlicos naturales, son compuestos de
bajo peso molecular que suelen presentarse unida a las moléculas de azucar (King y
Young 1999). La figura (1) muestra la estructura quimica del flavonoides, consta
de quince atomos de carbono con una configuraciébn C6-C3-C6. Su estructura

béasica (flavan) consta de dos anillos aromaticos (benceno) A y B unidas un puente
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de tres carbonos (Balasundram et al. 2006) que forman un anillo heterociclico
oxigenado (anillos C) (Watson et al. 2013).

Figura 1: Estructura quimica de un flavonoide

Se produce principalmente en las hojas y plantas como agliconas y glucésidos, en
los que uno 0 mas grupos de azucar se une a grupos fenolicos por un enlace
glicosidico. La glucosa es el azicar mas comun, también la galactosa y ramnosa y

se encuentran frecuentemente unidas a los flavonoides (Oroian y Escriche 2015).

En funcidn a las variaciones en las formas de sustitucion al anillo heterociclico C,
se puede diferenciar varias clases de flavonoides, como los flavonoles, flavonas,
flavanonas, flavanoles (flavan 3-oles), flavanonoles, isoflavonas y antocianidinas
(Balasundram et al. 2006). King y Young (1999) agrupa a los flavonoides por el

color en antoxantinas y antocianinas.

Las antoxantinas, Agrupa a los flavonoles, flavonas, flavanonas, flavanoles
(catequinas) y las isoflavonas, estas son incoloros o moléculas de color blanco a
amarillo (King y Young 1999) de los cuales los principales son las flavonas y los
flavonoles y tienen una diversidad estructural, como se muestra en la figura (2)
(Balasundram et al. 2006).

Los flavonoles se identifican por la ubicacion del grupo de alcohol en el anillo C,

siendo los principales la quercetina, miricetina, isoramnetina y camferol (Oroian y
Escriche 2015).
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'D E" 4'
0 g
Canferol 3=7=4=0H Daiazeina /=4 =UH
Flavonas Quercetina  5=7=3'=4" =OH Genisteina ~ 5=7=4'=0OH
Apigenina  5=7=4'=OH Isoramnetina 5=7=4' =OH 3'=0OCH
Luteolina  5=7=3'=4' =OH Miricetina 5=7=3'=4'=5'=0OH
3I
N
EI
Flavanoles
CaFEqulna_ (2R, 3S) 5i7i3 'i4 .=_OH Flavanonas
Eppatequma (.ZR, 3R) 5_7_3._4. —QH Naringenina ~ 5=7=4'=OH
Epigalocatequina (2R, 3R) 5=7=3'=4'=5'=0H Hesperitina ~ 5=7=3'=OH

Figura 2: Estructura de las principales clases de antoxantinas

Las antocianinas, son compuestos naturales responsables de la pigmentacion rojo,
azul, purpura y negro de los vegetales. Su estructura esta formada por una aglicona
denominada antocianidina y restos de azlcar como glucosa, ramnosa, galactosa,
xilosa o arabinosa, estas son solubles en agua y susceptibles a la oxidacion debido a
que son deficientes en electrones. Las antocianinas (Figura 3) se diferencian de
acuerdo con el numero y posicion de los grupos hidroxilo y el namero de azlcares
unidos a la molécula. Se han identificado mas de 600 antocianinas, sin embargo
solo seis estructuras de antocianidinas son comunes en las plantas superiores,
clasificadas como cianidina, pelargonidina, delfinidina, petunidina y malvidina
(Guo y Xia, 2013).

R1 R2
Pelargonidina H H
Cianidina OH H
Delfinidina OH OH
Petunidina OCH:; H
Malvidina OCH; OH

Figura 3: Estructuras de antocianidinas
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No flavonoides. Entre los compuestos no flavonoides se tiene a los &cidos fendlicos
y taninos (King y Young 1999). Los &cidos fenolicos distinguen dos subgrupos, los
acidos hidroxibenzoico e hidroxicinamicos. Dentro de la estructura de los acidos
hidroxibenzoico (Figura 4) se agrupan el p-hidroxibenzoico, protocatéquico,
galico, vanillico y siringico que en comun tienen una estructura C6-C1
(Balasundram et al. 2006). Siendo uno de los principales es el acido galico (King y
Young 1999).

R, Acido R R: Rs
Gélico OH OH OH
Protocatequico H OH OH
2 ;i: COOH Vanilico H OH OCHs
Ry Siringico OCH; OH OCH;

Figura 4: Clasificacion de estructuras de acidos hidroxibenzoico

Los &cidos hidroxicinamicos (Figura 5) son compuestos arométicos con una cadena
lateral de tres carbonos (C6 -C3), dentro de su estructura encontramos al acido
cafeico, feralico, p -cumarico y sinépico (Balasundram et al. 2006), entre ellos los
principales acidos dietéticos son el cafeico y ferulico y son sensibles al calor (King
y Young, 1999).

Hq. M Acido R, R, Rs R4
Ferulico H H OH OCHs;
- COOH .
Ha—@‘c 1~ p-cumarico H H OH H
H Caféico H H OH OH
Rz Ry Sinapico H OCH; OH OCH;

Figura 5: Clasificacion de estructuras de acidos hidroxicinamicos

Los taninos son compuestos de alto peso molecular quimicamente se dividen en dos
grupos como condensados e hidrolizables. Los taninos condensados son polimeros
de catequinas o epicatequinas y se encuentran principalmente en frutas, granos y
legumbres (King y Young 1999). Los taninos hidrolizables son polimeros de &cido

galico o eléagico y su estructura es mas compleja (Watson et al. 2013).
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2.2.6  Actividad antioxidante de los compuestos fenélicos

Los compuestos fenolicos presentan actividad antioxidante que depende de su estructura
quimica, el nimero y las posiciones de los grupos hidroxilo, la naturaleza de las
sustituciones en los anillos aromaticos (Balasundram et al. 2006) y principalmente sus
propiedades redox, que les permiten actuar como agentes reductores o donadores de
hidrogeno (Amarowicz et al. 2004) y captadores del oxigeno singulete, por lo que existen
grandes diferencias en la efectividad como antioxidantes entre los distintos grupos de
compuestos. Los compuestos fendlicos pueden actuar como antioxidantes mediante dos
mecanismos principales, como captadores de radicales libres y quelantes metélicos (Rice-
Evans et al. 1997).

Como captadores de radicales libres, los compuestos fenolicos pueden actuar como
agentes reductores donando un electron o hidrogeno al electron desapareado del radical
libre deteniendo de esta manera la iniciacion de las reacciones en cadena y rompiendo su
propagacion en las que estan implicados los radicales libres, de ahi la altisima actividad de
captacion de radicales libres de algunas sustancias como los flavonoides y acidos fendlicos
(Pokorny et al. 2005). Rice — Evans et al. (1996) mencionaron que las caracteristicas
estructurales que determinan la capacidad de los compuestos fenolicos para captar

radicales son:

- El grado de hidroxilacién y la posicion del grupo -OH en el anillo B, en particular
en presencia de estructura orto (3°, 4’) en el anillo B, confiere una mayor actividad
por lo tanto mayor estabilidad a la forma radical y participa en la deslocalizacion de
los electrones.

- La presencia de dos grupos hidroxilo en posicion meta 3- y 5-OH con funcién 4-
oxo en los anillo A y C son necesarios para ejercer el maximo potencial
antioxidante.

- Un doble enlace entre C2 y C3 en conjugacion con la funcién 4-oxo del anillo C,
mejora la capacidad de captacion del radical libre y estd relacionado a la
deslocalizacion del electron en el nicleo aromatico y estabilizacion del radical

fenoxilo.
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e En los flavonoides. La relacion estructura-actividad es mas complicada que en los
acidos fenolicos como los hidroxibenzoico y hidroxicindmicos debido a la
complejidad de las moléculas de flavonoides. Algunas de las caracteristicas
estructurales y la naturaleza de sustituciones en los anillos B y C determinan la
actividad antioxidante de los flavonoides (Balasundram et al. 2006) en la
captacion de radicales libres incluyendo aniones superoxidos, radicales peroxilo
lipidico y radicales hidroxilo. Los flavonoides que poseen grupos hidroxilo actdan
como captadores de radicales libres y un mayor nimero de radicales hidroxilo en el
anillo B, aumenta la actividad antioxidante. Los grupos hidroxilo en el anillo B son
los principales puntos activos en la interrupcion de la cadena de oxidacion
(Pokorny et al. 2005).

e En los &cidos fendlicos. La actividad antioxidante depende de las posiciones de los
grupos hidroxilo y el grado de hidroxilacion en relacién con el grupo funcional
carboxilo. Los &cidos benzoicos monohidroxi no muestran actividad antioxidante
en posicion orto en -OH o para en -COOH, aunque no sucede lo mismo en los
acidos m-hidroxibenzoico. Los acidos hidroxicindmico muestran mayor actividad
antioxidante en comparacion con los &cidos hidroxibenzoico. La alta actividad de
los acidos hidroxicinamico podria deberse al grupo CH==CH-COOH, garantizando
mayor capacidad para la donacién de H y estabilizacién del radical que el grupo -

COOH en los acidos hidroxibenzoico (Rice-Evans et al. 1996).

Como quelantes de metales, la propiedad de quelar metales, particularmente hierro (Fe) y
cobre (Cu) demuestra el rol de los compuestos fendlicos como antioxidantes preventivos
inhiben las reacciones quimicas que catalizan estos metales, evitando de esta manera la
formacion de radicales libres (Cadenas 2001; citado por Rios 2004). Los quelantes de
metales no eliminan los metales, solo bloquean orbitales y reducen el potencial redox,
evitando asi la oxidacion de los mismos. Ademas forman complejos con los metales,

evitando su accion como promotores de la oxidacion (Pokorny et al. 2005).
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2.2.7 Factores que determinan la actividad antioxidante de los compuestos

fendlicos

La actividad antioxidante de los compuestos fenolicos no solo depende de las
caracteristicas estructurales (Pokorny et al. 2005) sino también de muchos otros factores
como la temperatura, concentracion del antioxidante, polaridad del antioxidante, estado
fisico del sistema y de la presencia de numerosos microcompuestos que pueden actuar

como prooxidantes o sinergistas (Laguerre 2007).

La eficacia o factor de estabilidad del antioxidante aumenta con su concentracion de
compuestos fendlicos (Pokorny et al. 2005), pero es posible que los efectos prooxidantes
pueden aparecer a determinadas concentraciones (Cirico y Omaye 2006). La complejidad
de la mezcla de compuestos fendlicos y el grado de pureza obtenida durante la extracciéon y
fraccionamiento de los extractos crudos presentes en materiales vegetales pueden ocasionar

efectos prooxidantes (Chirinos et al. 2008b).

En aceites los antioxidantes hidrofilicos estan orientados a la interfase aceite-aire
proporcionando una proteccion 6ptima contra el radical oxigeno, mientras que los
antioxidantes hidrofébicos se disuelven en la fase lipidica homogénea. Los antioxidantes
hidrofobicos se orientan a la interfase aceite-agua de las emulsiones en la cual estos
antioxidantes son mas efectivos (Pokorny et al. 2005). Asi mismo Rice-Evans et al. (1996)
menciona que la eficacia antioxidante varia en funcién a su solubilidad relativa en fase
acuosa o lipofilica que afecta a la accesibilidad a los radicales peroxi y la volatilidad a su
persistencia a lo largo del almacenamiento o tratamiento térmico. Asi también la unién de
azlcares hace a los compuestos fendlicos mas hidrosolubles pero disminuye su actividad
antioxidante. Crosa et al. (2014) mencionaron la baja volatilidad del antioxidante natural

en el aceite a temperaturas entre 180 ° Cy 220 ° C.

El comportamiento antioxidante en aceites ricos en lipidos es dependiente del sustrato, asi
los acidos grasos libres disminuyen la estabilidad oxidativa. Otros microcomponentes
lipidicos tales como los alcoholes grasos y los mono- y diacilgliceroles disminuyen la

eficacia de los antioxidantes fendlicos (Pokorny et al. 2005).
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En la estabilidad de los aceites para frituras es mas importante la composicion de acidos
graso que la presencia de antioxidantes, en comparacién con la oxidacién a bajas
temperaturas, donde el tipo de antioxidante puede ser en ocasiones mas importante que la
composicion de los &cidos grasos. Asi también la variacion de la temperatura puede hacer
cambiar la accion de algunos antioxidantes y en consecuencia su efectividad (Pokorny et
al. 2005).

2.2.8 Medida de la actividad antioxidante

Se ha desarrollado muchos métodos en los que se mide la actividad antioxidante a traves
de la captacion de radicales libres sintéticos en solventes organicos polares a temperatura
ambiente. Uno de los radicales usados son del tipo 2,2 -azinobis (3-etilbenzotiazolina-
acido sulfonico) (ABTS) (Pokorny et al. 2005).

Este método consiste en la reaccion entre el ABTS y persulfato potasico formando un
radical catiénico ABTS', presentando una coloracion verde-azulada relativamente estable
que se mide a 734 nm. La adicién de un antioxidante estabiliza el radical cation coloreado
ABTS™ y es medida por la decoloracién del catiéon radical ABTS ** determinada en
funcién de la concentracion del antioxidante y el tiempo de reaccidn, calculado en relacion
a la reactividad de Trolox como estandar, en las mismas condiciones. EI método es

aplicable a estudio de antioxidantes tanto solubles en agua y solubles en lipidos (Re 1999).

2.3 Mashua

2.3.1 Generalidades

La mashua (Tropaeolum tuberosum Ruiz & Pavon) es un tubérculo andino cultivado
durante siglos en Per(, Bolivia, Ecuador, Venezuela y Colombia entre los 2400 hasta los
4300 msnm (Grau et al. 2003) y desde hace algunas décadas se cultiva también en algunas
regiones de Nueva Zelanda y Canada. La mashua es conocida también como “afiu”,
“isafio” o “cubio”, es una planta herbacea perenne originaria de la regiéon andina, donde
también fue domesticada. Las evidencias arqueoldgicas sugieren que sus tubérculos ya

eran consumidos desde hace méas de 7500 afios (Manrique et al. 2013).
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Figura 6: Variedades de mashua (lamina CIP)

Las mayores areas de siembra se encuentran en Per( y Bolivia. Aunque el area de siembra
de la mashua es mucho menor al de las otras tuberosas andinas, su cultivo no deja de ser
importante, pues forma parte de la seguridad alimentaria de miles de familias campesinas
en los Andes a través del autoconsumo (Manrique et al. 2013). Ademas contribuye a la
diversidad de tubérculos que se cultivan en los Andes, debido probablemente a su
estabilidad de produccion en ambientes heterogéneos de la region, aspecto que puede haber
favorecido a la conservacion de varios cultivares (Grau et al. 2003).

Grau et al. (2003), sefialaron que el Per( es el pais con mayor superficie de produccién de
mashua, que supera a las 7.000 ha. Las estadisticas nacionales del Per( indican que la
mashua tiene un rendimiento promedio de 4-7 t/ha. Los departamentos donde se cultivan
en el Per( son: Cajamarca, Cerro de Pazco, Ancash, Lima, Junin, Huancavelica, Ayacucho,
Apurimac, Cuzco, Arequipa, Puno y Tacna; encontrandose con mayor frecuencia en el
centro y sur del Peru (Estadisticas agropecuarias, 1992; citado por Rios 2004). En el
Centro Internacional de la Papa (CIP) se conservan 113 accesiones de mashua, colectadas
en diferentes comunidades campesinas de Per(, Bolivia y Argentina (Manrique et al.
2013).
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2.3.2 Clasificacion taxondémica

Segun la ubicacion taxondémica de la mashua segun Robles (1981) y Font (1982), es la

siguiente:
Division : Espermatofita
Subdivision : Angiopermas
Clase : Dicotiledoneas
Su Clase : Archicalmideas
Orden : Geraniales
Sub orden : Geraniinea
Familia : Tropaeolaceae
Género : Tropaeolum
Especie : Tropaeolum tuberosum Ruiz & Pavon

2.3.3  Caracteristicas agrondémicas y morfologica

La mashua es una especie rastica, que puede crecer bien a temperaturas bajas y en suelos
pobres, sin necesidad de fertilizantes. Ademas, es resistente a nematodos, insectos y varias
plagas, como el gorgojo de la papa. Por esta razén, en los Andes se siembra habitualmente

como cerco perimétrico de proteccién de otros cultivos (Manrique et al. 2013).

El periodo vegetativo de la mashua varia segun los ecotipos y pueden ser de 155 a 280 dias
(6 — 8 meses), lo que permite dos cosechas por afio (Sperling et al. 1990). Para la siembra
se utilizan entre 900 a 1 300 kg de semilla por hectarea; se debe esperar a que las lluvias se
hayan establecido, lo que ocurre entre octubre y principios de noviembre. Las cosechas
demuestran que se pueden obtener rendimientos entre 12 a 15 t/ha de tubérculos frescos, es

decir mas de 4 toneladas de materia seca (Tapia y Fries 2007).

La mashua es una planta herbacea perenne, tendida o trepadora, que ocasionalmente
alcanza de 2 a méas metros de altura (Grau et al. 2003). El tallo es largo, solitario, axial, de
3 a 5 mm de diametro, pueden variar de color verde a purpura grisaceo con diferentes
grados de pigmentacion, por lo general muy ramificados (Figura 7.). La forma de la hoja es

ovalada, la cara superior es verde mate y la cara inferior de un verde claro. Puede ser de
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tres, cuatro o cinco Iébulos (Tapia y Fries 2007), miden de 4-6 cm de longitud por 5-7 cm
de ancho, las laminas son mayores en las plantas. Las flores son solitarias de diferentes
colores que van de anaranjado a rojizo, el numero de estambres es variable puede ser de 8 a
13 estambres. El tiempo de duracion de la flor cubierta varia entre 9-15 dias. El fruto es un

esquizocarpo, el cual produce abundante semilla botanica (Zambrano 2004).

Los tubérculos de la mashua presentan una marcada diversidad en la morfologia y color,
que varia desde el crema y el violeta oscuro (Chirinos et al. 2008a), pasando por amarillo,
naranja, purpura y café (Zambrano 2004). Las formas que presentan son de forma conica o
elipsoidal (Tapia & Fries, 2007), Poseen 0jos que son yemas que le da apariencia de

surcos, el tamafio varia de 5 a 15 cm de largo y 3 a 6 cm de ancho (Zambrano 2004).

Los tubérculos funcionan como un 6rgano de reserva y de almacenamiento de una gama
de macromoléculas, principalmente proteinas y almidon. A raiz de algunas sefiales
ambientales especificas que incluyen fotoperiodo corto (dias menores a 13 horas luz)
acompariadas de temperatura bajas que inducen y fomentan la tuberizacion. También
sefiala que cuando los tubérculos son inmaduros el porcentaje de materia seca es

aproximadamente el mismo sin importar el tamafio del tubérculo (Smitt 1997).

2.3.4  Composicién quimicay valor nutricional

Los tubérculos de la mashua tienen un alto valor nutritivo. Los s6lidos pueden componer
proteinas, carbohidratos, fibra, acido ascoérbico (vitamina C), calorias (Manrique et al.
2013), calcio, fosforo, hierro y carotenos (Navas et al., 1993; citados por Pérez Leo6n
2005). La principal contribucion nutricional que proporciona su elevado valor energético
es el contenido de carbohidratos, particularmente almidén y también de azucar, el cual
supera en casi seis veces a la concentracion de proteina (Grau et al. 2003). En la Cuadro 1
se muestra la composicion quimica de la mashua. El contenido de materia seca es muy
variable, encontrandose en un rango de 7,20 a 19,70%, siendo importante sefialar que el
grado de madurez es uno de los factores que determina el contenido de materia seca de los
tubérculos, ademés se atribuye a los factores de variedad, clima, précticas de cultivo,
duracion de la temporada de cultivo, condiciones del suelo, incidencia de plagas y
enfermedades (Espin 2001). Estos factores estan relacionados con la tuberizacion de las

plantas, lo que condiciona el contenido de materia seca.
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Cuadro1: Composicion quimica de la mashua expresado en base seca

Componente Rango

Humedad (%)* 79,2-93,8
Proteina (%) 9,17
Carbohidratos (%) 75,40
Fibra (%) 5,86
Cenizas (%) 4,81
Extracto etereo (%) 4,61
Calcio (%) 0,006
Hierro (ppm) 42
Fésforo (%) 0,32
Magnesio (%) 0,11
Sodio (%) 0,044
Almidon g/100g mf (%) 46,92
Az(car total (%) 42,81
Energia Kcal/100g 440,00
Vit C mg/100 g materia fresca 77,37

Fuente: *Barrionuevo (1975); citado por Grau et al. (2003)
Espin (2001)

También sefiala que cuando los tubérculos son inmaduros el porcentaje de materia seca es
aproximadamente el mismo sin importar el tamafio del tubérculo. No obstante en la
maduracion ocurre grandes cambios en los porcentajes de materia seca, relacionados con
el tamafo del tubérculo (Smitt 1997), aquellos que son méas grandes poseen mayor
porcentaje de materia seca, mientras que los mas pequefios tienen un menor porcentaje
(mayor humedad), lo que explica a variabilidad del contenido de materia seca en los

tubérculos de mashua (Rios 2004)

2.3.5 Compuestos fendlicos y capacidad antioxidante de la mashua

Los tubérculos de mashua son una fuente importante de fitoquimicos antioxidantes por el
alto contenido de compuestos fenolicos (Campos et al. 2006), conteniendo restos de acido
galico, galocatequina, epigalocatequina y procianidinas B2, epicatequina, acido p-
cumarico, &cido o-cumarico, acido cindmico, &cido protocatéquico, rutina y quercetina
(Chirinos et al. 2008a).

Los tubérculos de mashua contiene fendlicos totales en un rango de 56.3 a 323 mg de &cido
galico/100 g materia fresca con una capacidad antioxidante y 9.2 a 51.8 umol Trolox

equivalente/g de materia fresca (Chirinos et al. 2006; Chirinos et al. 2007). Chirinos et al.
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2006 mencionaron que la capacidad antioxidante se debe principalmente al contenido de
antocianinas. Chirinos et al. (2007) optimizaron el procesos de extraccion de antioxidantes
fenolicos de tubérculos de mashua, obteniendo mayor cantidad de flavanoles con una
mezclas de disolventes (metanol /acetona/agua: 45/45/10) acidificada con 0,1% de HCI.
Chirinos et al. 2008b mostraron contenido de flavonoides totales, antocianinas totales,
fendlicos totales y capacidad antioxidante (Cuadro 2), en extractos crudos de
mashua(CME) y extractos purificados (PME) utilizando cartucho Sep-pak C-18.
Aumentando considerablemente en los extractos purificado (PME), estos aumentos de
estas pueden atribuirse en parte a la eliminacién de componentes solubles en agua como

los azlicares, &cido ascorbico, aminoacidos.

Cuadro 2: Compuestos fenolicos y capacidad antioxidante de la mashua

Componente Extracto crudo Extracto
de mashua purificado de
(CME) mashua (PME)
Flavonoides totales (mg CE/g MS) 1.8-7.8 22.3-112
Antocianinas totales (mg CGE/g MS) 11.4-13.6 165-187
Fenolicos totales (mg GAE/g MS) 10.9-57.4 209-728
Capacidad antioxidante (umol TE/g MS) 165-601 4147-7801

FUENTE: Chirinos et al. (2008)

Chirinos et al. (2008a) sefialaron que el fraccionamiento con acetato de etilo y agua a
partir de extracto purificado de mashua (PME), muestran caracter hidréfobo y tienen
afinidad con flavonoles, flavan 3-oles, acidos fendlicos. Chirinos et al. (2008b)
mencionaron que los extractos fenodlicos de mashua por su propiedades fitoquimicos son
capaces de eliminar los radicales peroxilo (ROO) y quelar iones metélicos in vitro,
reduciendo el dafio oxidativo en las estructuras bioldgicas ricos en &cidos grasos

poliinsaturados, ademas podrian ser protectores de la oxidacién de alimentos.

2.3.6  Usos tradicionales

Los tubéerculos de mashua por sus caracteristicas de sabor, no se consumen en estado
fresco, mas bien se consumen cocidos u horneados luego de haber sido soleados para que

adquieran un sabor dulce. Los tubérculos se exponen directamente a la luz del sol para

aumentar el dulzor y reducir niveles del cianuro antes de cocinar. Al cocinar hace que los
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isotiocianatos se hidrolizan, eliminando el cianuro y mejorando el gusto (Grau et al. 2003).
Los isotiocianatos son conocidos por sus propiedades antibidticas, insecticidas,
nematicidas, anticancerigenas y diuréticas, lo que contribuye a sustentar el uso tradicional

de la mashua en la medicina folclorica de los Andes (Manrique et al. 2013).

La mashua en el altiplano generalmente es consumida en forma de “tayacha”, que son
tubérculos de mashua cocidos y luego congelados por uno o dos dias para luego ser
consumidos con miel y las hojas suaves son consumidas hervidas como vegetales verdes
al igual que las flores. Tradicionalmente la mashua es considerada anafrodisiaco y se le
atribuyen propiedades medicinales especialmente sobre enfermedades en los rifiones,
vejiga, higado, afecciones nerviosas (PROINPA 2003), alivian la prostata, los desérdenes
urinarios, dolencias de la piel (Grau et al. 2003). En general la mashua es considerada un
producto de importancia en las regiones de produccién y se le atribuyen también
propiedades bactericidas e insecticidas (PROINPA 2003).
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I1l. MATERIALES Y METODOS

3.1 Lugar

El trabajo de investigacion se realizo en las instalaciones del Instituto de Biotecnologia

(Area de Biotecnologia Industrial) de la Universidad Nacional Agraria la Molina.

3.2 Materiales

3.2.1 Materia prima

Los genotipos de mashua (tropaeolum tuborosum Ruiz & Pavon) fueron proporcionados
por el Centro Internacional de la papa (CIP), ARB 5241, DP 0224 y ARV 5366. Los tres
genotipos fueron recepcionados, lavados, congelados y liofilizados. EI congelado se realizo
en un precongelador Labconco a -50°C durante 2 h el liofilizado se realiz6 a una presién de
133x 107 mBar y una temperatura en el condensador de - 45°C. La mashua liofilizada tuvo
una humedad promedio entre 4-5%. Luego se colocd en bolsas de polietileno y se

mantuvieron congeladas a -20°C para las pruebas correspondientes.

3.2.2 Materiales de laboratorio

- Buretas 50 ml.

- Cartuchos Sep Pack-Cis.

- CronOmetro.

- Fiolas de 5, 10, 25, 50, 100, 250, 500, y 1000 ml.

- Matraces de 250, 500 y 1000 ml.

- Matraz esmerilado 250 ml.

- Microbureta 5 ml.

- Micropipetas de 5-50, 20-200 y 100-1000 pl con tips.

- Parafilm.



3.2.3

3.24

- Peras de decantacion 120 ml.

- Pipetas volumétricas de 5, 10ml.

- Placas petri.

- Probetas de 10, 50 y 500 ml.

- Soportes.

- Tubos de ensayo de 5, 7 ml.

- Tubos falcon de 15 y 50 ml.

- Vasos de precipitado de 25, 50, 100, 250 y 500 ml.

Equipos de laboratorio

- Agitador magnético Ceramic midi Polimax 2010 Ika.
- Balanza analitica Ohaus Adventurer.

- Balanza electrdnica de precisién Ohaus Scout II.

- Bomba de vacio marca General Electric.

- Centrifuga Heltich Zentrifugen.

- Congeladora Friggidaire.

- Espectrofotdmetro Génesis 5. Milton Roy.

- Estufa para la determinacion del a humedad marca Memmert.
- Potenciémetro 410 Aplus Termoorion.

- Rotavapor Laborota 4000 Heidolph.

- Sistema de liofilizacion Freezone 4.5 Labconco.

- Ultrasonido Ultrasonic Cleaners 2510 Branson.

- Vortex Mixer Wizard & Classic Velp.

Reactivos

- 2,2’azinobis (3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonate). ABTS (Sigma Aldrich).
- Acetato de etilo (Sigma Aldrich).

- Acetona (Fisher Scientific).

- Acido acético glacial (Fermont).

- Acido clorhidrico fumante al 37% (Merck).

- Carbonato de sodio (Mallinckrodt).

- Eter de petrdleo 96% (Mallnckrodt).
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- Eter etilico.

- Ethyl alcohol 96% (Montana).

- Folin Ciocalteau 2N (Sigma Aldrich).
- Metanol 99.8% (Sigma Aldrich).

- Nitrégeno gaseoso.

- Nutriunthiosulfat-5-hydrat (Merck).

- Persulfato de potasio (Mallinckrodt).
- Potassion iodide (Himedia).

- Almidon soluble (JT Baker).

3.3 Meétodos de analisis

3.3.1 Determinacién de humedad y materia seca

El método que se empleo para determinar el contenido de humedad y materia seca fue el de
la AOAC (1995).

3.3.2 Determinacion de compuestos fenolicos

Los compuestos fendlicos de la mashua se determinaron utilizando el método
espectrofotométrico reportado por Singleton y Rosi (1965), el cual se basa en la
cuantificacion espectrofotométrica del complejo coloreado formado por la reaccion entre
los compuesto fendlicos y el reactivo Folin — Cicocalteau. Se empleo una curva estandar de
acido gélico, expresando los resultados en mg de acido galico equivalente/ g de materia

Seca.

3.3.3 Determinacioén de la capacidad antioxidante

Se determind la capacidad antioxidante de los extractos de mashua utilizando la
metodologia ABTS*? reportada por Arnao (2001). Se tom6 150 pl de extracto, se adiciond
2850 pl de solucion de ABTS?* diluida, se agitd y luego se procedid a realizar las lecturas
de absorbancia a 734 nm. Las lecturas deben estar comprendidas entre 0.1 y 1.05. Para
preparar el blanco se procedio de la misma manera pero utilizando en lugar de la muestra

etanol. La capacidad antioxidante se determind usando una curva estandar teniendo como
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patron el Trolox. Los resultados se expresaron en umol equivalente de trolox /ml o g de

materia seca.
3.34 Determinacion de indice de perdxido

En las muestras de aceite de soya se determind el indice de perdxido de acuerdo al método
reportado por la AOAC (1995). En un erlenmeyer de 250 ml se pes6 5 g de muestra luego
se adicion6 30 ml de la mezcla de acido acético y cloroformo (relacion 3:2), se agitd en
forma suave hasta conseguir la disolucion de la muestra. Luego se agregd 0.5 ml de la
solucién de yoduro de potasio saturado, se esperd exactamente un minuto y se afiadié 30
ml de agua. Seguidamente se titulé el yodo liberado con tiosulfato de sodio 0.01 N
agitando vigorosamente, hasta la casi total desaparicion del amarillo del yodo. Luego se
afiadio 0.5 ml de almidon soluble al 1% y se continuo titulando hasta que desaparezca el
color azul. Los resultados se expresaron como meq de oxigeno activo / Kg de muestra. El

indice de perdxido se calcul6 con la ecuacion:

(S —B)x N x1000
m

IP =

Donde:

IP : indice de peréxido (meq de oxigeno activo / Kg de muestra.)

S :mlde S2O3Na; gastado en titular la muestra
B : ml de S:03Naz gastado en titular el blanco
N : Normalidad de la disolucion de S>OsNa> utilizada
m : Peso de muestra (g)
3.35 Determinacion de compuestos polares

En las muestras de aceite de soya se determind los compuestos polares de acuerdo al
método reportado por la AOAC (1995). Se calentdé las muestras ligeramente, se
homogenizo y se elimind las impurezas visibles por filtracion. Se preparo el eluyente
mezclando éter de petroleo y éter etilico (87/13, v/v). Se lleno la columna con 30 ml de
eluyente, luego se introdujo una bola de algodon en la parte baja de la columna
eliminandose el aire (empujando el algodon), sequidamente se vertio una mezcla de 25 g

de silicagel en 80 ml de solucion eluyente, se abrio la llave de la columna y se dejo correr
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el eluyente a un vaso hasta que el nivel del mismo quede en 10 cm sobre el borde del
silicagel, luego se cerr6 la llave de la columna (para nivelar el nivel del silicagel se realizd
pequefios golpes). Seguidamente se agregd 4 g de arena de mar y se dejo salir el resto del
eluyente hasta el nivel de la arena. Para determinar los compuestos polares se peso 2.4 a
2.6 g de muestra en un matraz aforado de 50 ml y se disolvi6 en 20 ml de eluyente, luego
se llend hasta el aforo con el eluyente. Seguidamente se vertio 20 ml de solucién preparada
(eluyente + muestra) evitando alteraciones en la superficie, se abrid la llave de la columna
para dejar correr la solucion hasta el nivel de la capa de arena. Posteriormente se eluyo los
compuestos no polares con 150 ml de eluyente recogiendo en un matraz de 250 mL
previamente tarado, se regulo el flujo de modo que paso 150 ml en 60-70 minutos. Luego
se eluyo los componentes polares con 150 ml de éter etilico recogiendo en un segundo
matraz de 250 ml previamente tarado. Se evaporo los disolventes de los matraces a una
temperatura no superior a 60°C y se secé en corriente de nitrégeno hasta peso constante.
Los resultados se expresaron como % de compuestos polares. El porcentaje de compuestos

polares se calculo con la ecuacién:

E-A
Compuestos polares (%)= { } x100
Donde:
E : Muestra contenida en 20 mL de la solucién afadida a la columna (g)
A : Fraccién no polar (g)
3.3.6 Determinacién de dienos y trienos conjugados

La determinacion de dienos y trienos conjugados en aceite de soya utilizado, fue realizada
mediante el método reportado por la AOAC (1995). ElI método permite evaluar el
desplazamiento de un doble enlace hacia el carbono del grupo metilenico anexo, formando
una estructura de un dienos conjugado, siendo un buen indice de oxidacion primaria. La
degradacion de peroxidos forma compuestos secundarios dando lugar a una estructura de
trieno conjugado, siendo un buen indice de oxidacion secundaria. Los dienos conjugados
exhibieron una absorbancia intensa a 232 nm y los trienos a 268 nm. Estos valores fueron
determinados usando 1% de la muestra de aceite en hexano (w/v). Los resultados se
expresaron como absorbancias a 232 nm de dienos y absorbancias a 268 de trienos

conjugados.
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3.4 Metodologia experimental

El presente trabajo de investigacion se dividio en tres partes:

e La primera parte consistio en la obtencion de extractos antioxidantes de tres

genotipos de mashua.

e La segunda parte evalud el efecto de extractos antioxidantes de mashua en

la oxidacion del aceite de soya durante ensayos de almacenamiento

acelerado.

e Latercera parte evaluo el efecto de extractos antioxidantes de mashua en la

estabilidad oxidativa del aceite de soya durante la fritura.

34.1 Obtencion de extractos antioxidantes de mashua

Para la obtencion de los extractos de mashua se empleo el flujo de operaciones que se

presenta en la Figura 7. El procedimiento empleado fue el reportado por Chirinos et al.

(2007).
MASHUA LIOFILIZADA
Mezcla: Metanol/Acetona/agua
(45/45/10, viviv) l
EXTRACCION

v

Extracto Bruto (EB)

\4

PURIFICACION EN COLUMNA
(SEP PACK-C18)

-Metanol

-Agua >

A

v

EXTRACTO PURIFICADO
Extracto metanolico(EM)

}

LIXIVIACION

-Acetato de etilo

v

Extracto acuoso
(Azucares. acidos. otros)

-Agua v

EXTRACTO PURIFICADO
Extracto - acetato de etilo (EPaE)

v

Extracto acuoso
(Azucares. acidos. otros)

Figura 7: Esquema del proceso de obtencidn de extractos antioxidantes de mashua
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Obtencidn del extracto bruto. Para la obtencion del extracto bruto, se pesé 50
g de muestra liofilizada y se colocé en un matraz de 5 L de capacidad, luego se
afiadié 3 L de una mezcla de solventes de metanol: acetona: agua (45: 45: 10,
viviv). El conjunto se sometié a agitacion constante durante 60 minutos a
temperatura ambiente (=25°C), luego se centrifugo a 4000 rpm Xx 10 minutos
separando el sobrenadante (S1) de la torta. Seguidamente la torta se sometio a
una segunda extraccion, se coloco en un matraz de 5 L, se afiadié 1,5 L de la
mezcla de solventes de metanol: acetona: agua (45: 45: 10, v/v/v), el conjunto
se dej6 bajo agitacion constantemente durante 15 minutos a temperatura
ambiente (*25°C), se centrifugd a 4000 rpm x 10 minutos, separando el
sobrenadante (S2). Los sobrenadantes (S1) y (S2) se mezclaron y concentraron
al vacio (<40°C) hasta sequedad. Luego se resuspendié en agua destilada y se

denomino extracto bruto (EB).

Obtencidn del extracto purificado. Se realiz6 con el fin de eliminar las
impurezas de caracteristicas no fendlicas tales como azUcares, acidos orgéanicos
entre otros compuestos y separar compuestos fendlicos de acuerdo a su
polaridad. Se emple6 cartuchos del tipo SEP PAK-C18 (10 g, 35 cc, Waters,
Milford, MA). Estos cartuchos fueron previamente lavados con 60 ml de
metanol puro y luego con 90 ml de agua acidulada (HCI 0.01%), posteriormente
se inyecto 50 ml de extracto bruto (EB). Luego se eluyé 60 ml de agua
acidulada, posteriormente con 80 ml de metanol acidulado (HCI 0.01%) y luego
con 30 ml de metanol puro. Todas las fracciones fueron mezcladas en un matraz.
Esta fraccion rica en compuestos fendlicos fue concentrada al vacio hasta
sequedad (<40°C) y resuspendida en 30 ml de agua, se le denomind extracto-

metanolico (EM).

Obtencidn del extracto purificado por lixiviacién. EI EM fue colocado en una
pera de decantacion y se agregd 60 ml de acetato de etilo, luego se mezcld
vigorosamente dejandolo en reposo hasta que se visualizaron dos fases bien
definidas. Se separd la fase de acetato de etilo. Luego una segunda y tercera
separacién se realizo bajo las mismas condiciones. Todas las fases de acetato de

etilo se mezclaron y evaporaron a sequedad y se resuspendieron en 10 ml de
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etanol grado HPLC (99% de pureza) denominandola extracto acetato de etilo
(EaE).

Se determind la cantidad de compuestos fendlicos totales y capacidad antioxidante en el

EB, EM y EaE. Luego se inyecto6 nitrégeno y se almacenan a -20 °C hasta su uso.

34.2 Efecto de los extractos antioxidantes de mashua en la oxidaciéon del aceite de

soya durante almacenamiento acelerado

Se evalud la eficacia antioxidante en aceite de soya de los extractos EM y EaE
provenientes de tres genotipos de mashua (ARB 5241, DP 0224 y ARV 5366). Se colocd
10 ml de aceite de soya en botellas ambar de 30 ml, luego se adicion0d los diferentes
extractos, evaluandose diferentes concentraciones (100, 300 y 600 ppm), las botellas se
colocaron en una estufa a 55°C con recirculacion de aire. También se preparé una muestra
con BHT (200 ppm) y una muestra control sin antioxidante. Se tomaron muestras una
botella) a los 0, 15 y 30 dias. Se determind indice de perdxido, compuestos fendlicos

totales y capacidad antioxidante. El esquema experimental se presenta en el cuadro 3.

Cuadro 3: Esquema experimental para evaluar el efecto de extractos antioxidantes

de mashua en la oxidacion del aceite de soya durante almacenamiento

Extractos antioxidantes Tiempo Controles
Extractos fendlicos Concentracién (dias)
(ppm)
EM 100
(Extracto-metandlico) 300 T1=0 indice de per6xido
600
EaE 100 T2=5 Capacidad
(Extracto-acetato de etilo) 300 antioxidante
600 T3=15
BHT 200 Compuestos
(butilhidroxitolueno) fendlicos totales

Para la evaluacion de los compuestos fenolicos y capacidad antioxidante remanentes en las
muestras de aceite almacenado, se empled el metodo descrito por Araujo (1999). Se pesé

aproximadamente 2 g de aceite de soya y colocé en tubos de ensayo y se adiciono 3 ml de
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éter de petroleo. La mezcla se vertié en una pera de decantacion de 100 ml, se enjuago el
tubo de ensayo con 2 ml de éter de petroleo y se vertio a la pera de decantacion, luego se
adicion6 5 ml de etanol al 80% Yy se agitd vigorosamente por 1 minuto. Se dejo en reposo
hasta que se visualizaron dos fases bien definidas, se recogio la fase etanélica en un frasco
de 25 ml. Luego una segunda y tercera participacion se realiz6 bajo las mismas
condiciones utilizando etanol al 80%. Los extractos etandlicos fueron almacenado a -18°C
previa inyeccion de nitrogeno hasta el momento de realizar la determinacion de

compuestos fenolicos totales y capacidad antioxidante

343 Efecto de los extractos antioxidantes de mashua en la estabilidad oxidativa

del aceite de soya durante la fritura

Se evalud la estabilidad del aceite de soya durante la fritura. Se seleccion6 los extractos
EM y EaE provenientes del genotipo ARB 5241. A 300 ml de aceite de soya se adiciono
uno u otro extracto antioxidante en una concentracién suficiente de 200 ppm, la mezcla se
calent6 a 180+5°C y se inicid la fritura de papas cortadas en cubos (3x3x1.5 cm), cada
bach de fritura duré 5 min, un bach se realiz6 cada 30 min durante 3.5 h. También se
realiz6 un ensayo control en presencia de TBHQ (200 ppm) y uno sin antioxidante. A los
0, 1.5, 25 y 3.5 h se realizaron controles de porcentaje de compuestos polares, dienos y

trienos conjugados. El esquema experimental se presenta en el Cuadro 4.

Cuadro 4: Esquema experimental para evaluar el efecto de extractos antioxidantes

de mashua en la estabilidad oxidativa del aceite de soya durante la fritura

Extractos fenolicos Tiempo Controles
(horas)

200 ppm-EM (ARB 5241)

Extracto- metandlico T1=0 % de compuestos polares

200 ppm- EaE (ARB 5241) T2=15 | Dienos conjugados

Extracto-acetato de etilo . ]
T3=2.5 | Trienos conjugados

200 ppm- TBHQ
butilhidroquinona terciaria T4=35

Blanco (Sin antioxidante)
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35 Evaluacién estadistica

35.1 Extractos antioxidantes de mashua

Se obtuvieron tres extractos antioxidantes por cada genotipo de mashua denominados
extracto bruto (EB), extracto-metanolico (EM) y extracto-acetato de etilo (EaE) en cada
uno de ellos se realizaron analisis cuantitativos por triplicado. Para esta primera parte de la
investigacion los resultados se analizaron con el programa IBM SPSS Statistics 19, con el
cual se determiné un promedio total para cada extracto antioxidante, los resultados se
expresaron como medias * desviacion estandar (SD). De los resultados se analizaron
pruebas de significacion estadistica mediante ANOVA y pruebas de comparacion de
medias de grupos homogéneos. Las diferencias estadisticas significativas entre los

tratamientos (p< 0,05) fueron evaluados mediante una prueba de Duncan.

35.2 Efecto de los extractos antioxidantes de mashua en la estabilidad oxidativa

del aceite de soya durante almacenamiento acelerado

Se evaluo el efecto de los extractos antioxidante (100 ppm-EM, 300 ppm-EM, 600 ppm-
EM, 100 ppm-EaE, 300 ppm-EaE, 600 ppm-EaE y 200 ppm-BHT) de los tres genotipos
de mashua en aceite de soya, durante 15 dias de almacenamiento acelerado. Con el
programa IBM SPSS Statistics 19, se calcularon el promedio total de cada extracto en el
tiempo y su variabilidad mediante la desviacion estandar (SD). En los resultados se
analizaron pruebas de significacion estadistica mediante ANOVA de la varianza multiple
de 2 factores, utilizando como factores: los extractos antioxidantes (100 ppm-EM, 300
ppm-EM, 600 ppm-EM, 100 ppm-EaE, 300 ppm-EaE, 600 ppm-EaE, 200 ppm-BHT vy
Blanco) obtenidos de los tres genotipos de mashua (ARB 5241, DP 0224 y ARV 5366) y
el tiempo (0, 7, 15 dias), con la finalidad de determinar si existe diferencias significativas
entre los extractos antioxidantes, el tiempo y la interacciones entre extractos antioxidante y
tiempo en la oxidacién del aceite de soya. Las diferencias estadisticas significativas entre
los extractos antioxidantes y entre el tiempo (p<0,05) fueron evaluados mediante una

prueba de Duncan. Todos los tratamientos se realizaron por triplicado.

40



3.5.3 Efecto de los extractos antioxidantes de mashua en la estabilidad oxidativa
del aceite de soya durante la fritura

Se evaluo el efecto de los extractos antioxidantes EM y EaE del genotipo de mashua ARB
5241 a una concentracion de 200 ppm y de butilhidroquinona terciaria (TBHQ) a una
concentracion de 200 ppm, en la estabilidad oxidativa del aceite de soya durante 3.5 horas
de fritura. Los resultados se analizaron con el programa IBM SPSS Statistics 19 con el
cual se determiné un promedio total de cada extracto y en cada tiempo y su variabilidad
mediante la desviacion estdndar (SD). En los resultados se analizaron pruebas de
significacion estadistica mediante ANOVA de la varianza multiple de 2 factores, utilizando
como factores: los extractos antioxidantes (200 ppm EM-ARB 5241, 200 ppm EaE-ARB
5241, 200 ppm TBHQ y blanco) y el tiempo (0, 1.5, 2.5 y 3.5 horas) con la finalidad de
determinar si existieron diferencias significativas entre los extractos antioxidantes y el
tiempo. Las diferencias estadisticas significativas entre los extractos antioxidantes y entre
el tiempo (p< 0,05) fueron evaluados mediante una prueba de Duncan. También se analiz
la relacién existente entre los extractos antioxidantes de mashua y el tiempo de fritura con
el objetivo de evaluar el efecto de los extractos antioxidantes de mashua en la estabilidad
oxidativa del aceite de soya, mediante los indices de correlacion, coeficiente de linealidad
y los coeficientes de la recta de regresion para cada caso. Todos los tratamientos se

realizaron por triplicado.
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Caracteristicas de la materia prima

En el Cuadro 5: se presenta el contenido de humedad y materia seca promedio de tres
repeticiones evaluadas en tres genotipos de mashua fresca. Los resultados obtenidos
durante la investigacion del contenido de humedad y materia seca se encuentran

representad en el Anexo Il (Cuadro 1).

Cuadro 5: Contenido de humedad y materia seca de tres genotipos de mashua

Genotipo Materia seca Humedad
(%) (%)
ARB 5241 4.8+0.0 95.2+0.4
DP 0224 5.5+0.0 94.5+0.3
ARV 5366 4.5+0.0 95.5+0.8

Los tres genotipos de mashua fresca presentaron un rango de 4,5 a 5,5 % de materia seca 'y
94.5 a 95.5 % de humedad, coincidiendo con lo reportado por Rios (2004). Espin (2001)
atribuye las variaciones en materia seca a los factores de variedad, clima, practicas de
cultivo, duracién del cultivo, condiciones del suelo, incidencia de plagas y enfermedades.
Estos factores estan relacionados con la tuberizacion de las plantas, lo que condiciona el
contenido de materia seca. Smitt (1997) sefiala que algunos factores ambientales como el
fotoperiodo corto (dias menores a 13 horas luz) acompafiadas de temperatura bajas

inducen y fomentan la tuberizacién y de ella depende el porcentaje de materia seca.
4.2 Extractos antioxidantes de mashua
Con el objetivo de evaluar el efecto de extractos antioxidantes de mashua (Tropaeolum

tuborosum Ruiz & Pavon) en la estabilidad oxidativa del aceite de soya durante el

almacenamiento y fritura se procedid a la obtencidn de tres extractos antioxidantes por



cada genotipo de mashua (ARB 5241, DP 0224 y ARV 5366), denominados extracto bruto
(EB), extracto-metandlico (EM) y extracto-acetato de etilo (EaE). De cada extracto
antioxidante se evalu6 la cantidad de compuestos fendlicos totales y capacidad

antioxidante.

421 Compuestos fenolicos totales de los extractos antioxidantes de mashua

La cantidad de compuestos fenolicos totales de los extractos antioxidantes de mashua
mostraron diferencia significativas (p<0.05), presentando mayor cantidad el EM seguido
EaE y EB. Dentro de los genotipos el que presentd mayor contenido de compuestos
fenolicos fue el ARB 5241, seguido del ARV 5366 y DP 0224 como se muestra en la
Figura 8. Los valores obtenidos con su respectiva desviacion estandar se representan en el
Anexo 1 (Cuadro 2).

12
u Extracto bruto (EB)

m Extracto metanolico (EM)

10 - H extracto acetato de etilo (EaE)

COMPUESTOSFENOLICOSTOTALES
(mg de acido galico equivalente/ml)

ARB 5241 DP 0224 ARV 5366

Figura 8: Contenido de compuestos fendlicos totales en los extractos antioxidantes
(EB, EM y EaE) de tres genotipos de mashua

El EB presento un rango de 2.54 a 2.66 mg de acido galico equivalente/ml de extracto con

un valor promedio de 2.59 mg de acido galico equivalente/ml de extracto. También se
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muestras los valores promedios del EM y EaE de los genotipos de mashua, mostrando un
rango de 6.91 a 9.32 y 2.56 a 4.93 mg de &cido galico equivalente/ml de extracto
respectivamente, con un valor promedio de 8.23 y 4.08 mg de &cido galico equivalente/ml
de extracto respectivamente. Chirinos et al. (2008a) sefiala que la separacion mediante el
uso de cartuchos tipo SEP-PAK C18 con carécter hidrofébico con metanol obtiene un
extracto purificado con valores altos en contenido de fenolicos totales, antocianinas totales,
flavonoides totales y capacidad antioxidante y la separacion con acetato de etilo a partir de
extracto purificado muestra un caracter hidrofobo y tienen afinidad con flavonoles, flavan
3-oles, acidos fenolicos siendo una fuente importante de fitoquimicos antioxidantes por el
alto contenido de compuestos fendlicos. Sagdic et al. (2011) sefialaron que el contenido de
compuestos fenolico de los extractos depende en gran medida de las condiciones de

extraccién

4.2.2 Capacidad antioxidante de los extractos antioxidantes de mashua

Para determinar la capacidad antioxidante se utilizo el radical libre ABTS*? estimando el
potencial de actividad de captacion de radicales libres de los compuestos fendlicos. La
capacidad antioxidante de los extractos antioxidantes de mashua mostraron diferencia
significativa (p<0.05), presentando mayor capacidad antioxidante el EM seguido del EB y
EaE y dentro de los genotipos, el que presentd mayor contenido de capacidad antioxidante
fue el ARB 5241 seguido del ARV 5366 y DP 0224. Los valores obtenidos con sus
respectiva desviacion estandar (+/- D.E.) se encuentran representados en el Anexo 1
(Cuadro 3).

En la Figura 9, se muestra los valores promedios del EB en un rango de 41.39 a 56.12
umol equivalende de Trolox/ml de extracto, con un valor promedio de 49.15 umol
equivalende de Trolox. EI EM y EaE de los genotipos de mashua presentaron un rango de
91.42 a 116.15y 27.46 a 31.35 umol equivalende de Trolox, respectivamente, con valor
promedio de 107.36 y 29.03 umol equivalende de Trolox, respectivamente. Balasundram
et al. (2006) sefialaron que la capacidad antioxidante de los extractos de plantas se le
atribuye principalmente a los compuestos fendlicos presentes, Ademas se utiliza como un
parametro de importancia para describir los componentes bioactivos. Rice-Evans et al.

(1997) mencionaron que dependiendo de su estructura quimica y actividad permiten actuar
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como agentes donadores de hidrogeno y captadores de oxigeno singulete por lo que existe
grandes diferencias en la efectividad como antioxidante.
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Figura9: Capacidad antioxidante en los extractos antioxidantes (EB, EM y EaE) de

tres genotipos de mashua

4.2.3 Capacidad antioxidante especifica en los extractos antioxidantes de mashua

Los extractos antioxidantes de mashua como el EM y EaE presentaron un promedio de
107.36 y 29.03 umol equivalente de Trolox/ml de extracto, respectivamente y de 8.23 y
4.08 mg de &acido galico equivalente/ml de extracto, respectivamente, mostrando una
capacidad antioxidante especifica expresada en umol equivalente de Trolox /mg de &cido
galico equivalente de 13.04 y 7.12 respectivamente, de acuerdo a estos resultados el EM
contiene compuestos fenolicos con capacidades antioxidantes mas importantes respecto
EaE. Naz et al. (2004) sefiala que la diferencia de la capacidad antioxidante puede
explicarse sobre la base de las estructuras quimicas de los antioxidantes. Chirinos et al.
(2008a) sefiala que la separacion por lixiviacién con acetato de etilo y agua a partir de
extractos metandlico de mashua muestran que la fraccion acetato de etilo por su caracter
hidréfobo tienen afinidad con flavonoles, flavan 3-oles, acidos fenodlicos. Pérez et al.
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(2008) menciona que el uso de disolventes polares tales como metanol se utiliza para
extraer antioxidantes hidrofilicos.

4.3 Evaluacion de los extractos antioxidantes de mashua en la oxidacion del

aceite de soya durante almacenamiento acelerado

Se evalud el efecto de los extractos antioxidante (EM y EaE) obtenidos de tres genotipos
de mashua (ARB 5241, DP 0224 y ARV 5366) en la oxidacion del aceite de soya, en
concentraciones de 100, 300 y 600 ppm de compuestos fendlicos totales. También se
evalué el Butilhidroxitolueno (BHT) a 200 ppm y una muestra sin antioxidante. Los
ensayos se llevaron a cabo a 55°C, se tomaron muestras a los 0, 7 y 15 dias y se determino

el indice de perdxido, capacidad antioxidante y compuestos fenolicos totales.

43.1 indice de perdxido

En la Figura 10, se muestra un aumento significativo (p<0.05) de los valores promedios
de indice de peroxido de las muestras de aceite de soya mezcladas con extractos
antioxidantes EM y EaE del genotipo de mashua ARB 524, durante los 15 dias de
almacenamiento. Todos los valores promedios y su desviacion estandar (+/- D.E.) se

encuentran en el Anexo 2 (Cuadro 1).

Comparando el efecto de los extractos antioxidantes en la oxidacion del aceite de soya
durante almacenamiento, se muestran en un orden ascendente: 300 ppm-EaE, 600 ppm-
EM, 600 ppm-EaE, 200 ppm-BHT, 100 ppm-EaE, 300 ppm-EM, 100 ppm-EM, Blanco
(Sin antioxidante), con valores de indice de peroxido después de 15 dias de
almacenamiento de 11.52, 17.99, 26.92, 33.64, 36.74, 40.40, 46.33, 89.79 meq O2/kg de
aceite. Con porcentajes a la inhibicién de formacion de peréxidos en el aceite de 87, 80,
70, 63, 59, 55, 48 %, respectivamente en comparacion con la muestra sin antioxidante. Los
resultados indican que 300 ppm de EaE y 600 ppm de EM del genotipo ARB 5241,
presentan mayor efecto en la estabilidad oxidativa del aceite de soya durante

almacenamiento.
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Figura 10: Indice de peréxido en el aceite de soya con extractos antioxidantes (EM,
EaE) del genotipo de mashua ARB 5241, BHT durante el

almacenamiento

En la Figura 1, se muestra un aumento significativo (p<0.05) de los valores promedios de
indice de peroxido de las muestras de aceite de soya mezcladas con extractos antioxidantes
EM y EaE del genotipo de mashua DP 0224. Todos los valores promedios y su desviacion

estandar (+/- D.E.) se encuentran en el Anexo 2 (Cuadro 2).

Comparando el efecto de los extractos antioxidantes en la oxidacion del aceite de soya
durante almacenamiento, se muestran en un orden ascendente: 300 ppm-EM, 300 ppm-
EaE, 600 ppm-EaE, 100 ppm-EM, 600 ppm-EM, 200 ppm-BHT, 100 ppm-EaE, Blanco,
con valores de indice de perdxido después de 15 dias de almacenamiento de 10.02, 15.44,
15,29, 25.47, 31.94, 33.64, 50.61 y 89.79 meq O2/kg de aceite. Con porcentajes a la
inhibicion de formacion de hidroperoxidos en el aceite de 89, 83, 83, 72, 64, 63, 44%
respectivamente en comparacion con la muestra sin antioxidante. Los resultados indican
que 300 ppm de EM y 300 ppm de EaE del genotipo DP 0224 presentan mayor efecto en
la estabilidad oxidativa del aceite de soya durante almacenamiento.
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Figura 11: Indice de peréxido de aceites de soya con extractos antioxidantes (EM,
EaE) del genotipo de mashua DP 0224, BHT durante el

almacenamiento

En la Figura 12, se muestra un aumento significativo (p<0.05) de los valores promedios de
indice de peroxido de las muestras de aceite de soya mezcladas con extractos antioxidantes
EM y EaE del genotipo de mashua ARV 5366. Todos los valores promedios y su

desviacidn estandar (+/- D.E.) se encuentran en el Anexo 2 (Cuadro 3).

Comparando el efecto de los extractos antioxidantes en la oxidacion del aceite de soya
durante almacenamiento, se muestran en un orden ascendente: 300 ppm-EaE, 100 ppm-
EaE, 100 ppm-EM, 600 ppm-EM, 600 ppm-EaE, 300 ppm-EM, 200 ppm-BHT, Blanco,
con valores de indice de perdxido después de 15 dias de almacenamiento de 9.86, 12.77,
16.56, 23.82, 20.75, 30.49, 33.64 y 89.79 meq O2/kg de aceite. Con porcentajes a la
inhibicion de formacion de hidroperdxidos en el aceite de 89, 86, 82, 74, 77, 66, 63 %
respectivamente en comparacion con la muestra sin antioxidante. Los resultados indican
que 300 ppm de EaE, 100 ppm de EaE del genotipo ARV 5366, presentan mayor efecto en
la estabilidad oxidativa del aceite de soya durante almacenamiento.
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Figura 12: Indice de peréxido de aceites de soya con extractos antioxidantes (EM,
EaE) del genotipo de mashua ARV 5366, BHT durante el

almacenamiento

Los extractos antioxidantes EM y EaE de los genotipos de mashua (ARB 5241, DP 0224,
ARV 5366) y BHT muestran un efecto antioxidante con respecto a la muestra sin
antioxidante (p<0,05), que llego a un maximo de 89.8 meq O2/Kg de aceite después de 15
dias de almacenamiento, valores similares fueron reportados por Suja et al. (2004) sefiala
que muestras de aceite vegetal sin antioxidante almacenadas por 15 dias a 60°C
presentaron 89.2 meq O2/Kg de aceite. Por otro lado, los resultados muestran que los
extractos antioxidantes de mashua tiene mayor efecto que el BHT que comunmente se
emplea para la estabilidad oxidativa de aceites y grasas durante el almacenamiento y
transporte (Urbancic et al. 2014). La diferencia podria deberse a que el BHT solo elimina
radicales libres y no son capaces de quelar iones metalicos (Tsao y Deng, 2004). Ademas
desde el punto de vista de la seguridad alimentaria los antioxidantes sintéticos como el
BHT estdn sujetos a constantes cuestionamientos y restricciones dado a que se han

reportado que son carcinogénicos (Ito et al. 1996).
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Al comparar los valores promedios de indice de peroxido se observa que los extractos
antioxidantes del genotipo ARB 5241 (300 ppm-EaE, 600 ppm-EM), DP 0224 (300 ppm-
EM, 300 ppm-EaE) y ARV 5366 (300 ppm-EaE, 100 ppm-EaE) fueron eficaces para
inhibir la oxidacion del aceite de soya. Se puede observar de acuerdo a estos resultados que
a 300 ppm el extracto-acetato de etilo (EaE) presenta mayor eficacia antioxidante durante
el almacenamiento del aceite de soya. También se muestra que a mayor concentracion
menor estabilidad oxidativa. Pokorny et al. (2005) mencionan que la eficacia de los
antioxidantes aumenta con su concentracion elevada. Cirico y Omaye (2006) indican que
es posible el efectos prooxidantes a concentraciones y Chirinos et al. (2008a) sefiala que la
complejidad de los compuestos fendlicos y el grado de pureza obtenida durante la
extraccion y purificacion de los extractos antioxidantes pueden ocasionar efectos
prooxidantes, también sefiala que los efectos protectores de los extractos de mashua
dependen de la concentracion, composicién fendlica y las estructuras moleculares que

definen su reactividad contra los radicales libres.

4.3.2 Estabilidad de los compuestos fenolicos durante el almacenamiento del

aceite de soya

La presencia de compuestos fenolicos se considera un factor importante para la actividad
antioxidante de los extractos de mashua que estabilizan la oxidacién de los aceites
actuando como antioxidantes primarios o terminadores de radicales libres (Kumaran y
Karunakaran 2007). En la Figura 13, se muestra una disminucion significativa (p<0.05) de
los valores promedios de la cantidad de compuestos fendlicos totales de los extractos
fenolicos extraidas de las muestras de aceite de soya mezcladas con extractos antioxidantes
EM y EaE del genotipo de mashua ARB 5241, almacenadas durante 15 dias. Los valores

promedios y su desviacién estandar (+/- D.E.) se encuentran en el Anexo 2 (Cuadro 4).

Comparando la estabilidad de los extractos antioxidantes en la oxidacion del aceite de soya
durante almacenamiento, se observa en un orden descendente del promedio de la cantidad
de compuestos fendlicos totales: 600 ppm-EM, 600 ppm-EaE, 300 ppm-EaE, 100 ppm-
EM, 100 ppm-EaE, 300 ppm-EM con valores promedios de compuestos fenolicos totales
en el dia 0 de 0.84, 0.62, 0.61, 0.33, 0.32 y 0.29 de mg de acido galico equivalente/g de
aceite y a los 15 dias de almacenamiento de 0.25, 0.29, 0.34, 0.12, 0.34 y 0.12 mg de acido

galico equivalente/g de aceite. Con porcentajes de degradacion de los compuestos
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fenolicos totales en el aceite de 70, 53, 44, 64, 50, 62 %, respectivamente. Los resultados
indican menor degradacion de compuestos fendlicos totales la muestra de aceite con 300
ppm de EaE del genotipo ARB 5241.
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Figura 13: Compuestos fendlicos totales en los aceites de soya con extractos
antioxidantes (EM, EaE) del genotipo de mashua ARB 5241 durante

almacenamiento

En la Figura 14, se muestra una disminucién significativa (p<0.05) de los valores
promedios de la cantidad de compuestos fenolicos totales de los extractos fendlicos
extraidas de las muestras de aceite de soya mezcladas con extractos antioxidantes EM y
EaE del genotipo de mashua DP 0224. Los valores promedios y su desviacion estandar

(+/- D.E.) se encuentran en el Anexo 2 (Cuadro 5).

Comparando la estabilidad de los extractos antioxidantes en la oxidacién del aceite de soya
durante almacenamiento, se muestran en un orden descendente del promedio de la cantidad
de compuestos fenolicos totales: 600 ppm-EaE, 300 ppm-EaE, 300 ppm-EPM, 600 ppm-
EM, 100 ppm-EaE, 100 ppm-EM, con valores de contenido de compuestos fendlicos
totales en el dia 0 fue de 0.88, 0.59, 0.46, 0.31, 0.33 y 0.31 de mg de acido galico



equivalente/g de aceite y a los 15 dias fue de 0.41, 0.36, 0.15, 0.14, 0.14 y 0.13 mg de
acido géalico equivalente/g de aceite. Con porcentajes de degradacion de compuestos
fenolicos en el aceite de 53, 39, 67, 55, 58 y 58 %, respectivamente. Los resultados indican
menor degradacion de compuestos fenolicos totales la muestra de aceite con 300 ppm de
EaE del genotipo DP 0224.
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Figura 14: Compuestos fenodlicos totales en los aceites de soya con extractos
antioxidantes (EM, EaE) del genotipo de mashua DP 0224 durante

almacenamiento

En la Figura 15: se muestra una disminucion significativa (p<0.05) de los valores
promedios de la cantidad de compuestos fendlicos totales de los extractos fendlicos
extraidas de las muestras de aceite de soya mezcladas con extractos antioxidantes EM y
EaE del genotipo de mashua ARV 5366. Los valores promedios y su desviacion estandar

(+/- D.E.) se encuentran en el Anexo 2. Cuadro 6.
Comparando la estabilidad de los extractos antioxidantes en la oxidacion del aceite de soya

durante almacenamiento, se muestran en un orden descendente del promedio de la cantidad

de compuestos fenolicos totales: 600 ppm EaE, 300 ppm EaE, 600 ppm EM, 100 ppm EaE,
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100 ppm EM, 300 ppm EM, con valores de contenido de compuestos fenolicos totales en
el dia 0 de 0.56, 0.57, 0.54, 0.42, 0.35 y 0.32 de mg &cido galico equivalente/g de aceite y
a los 15 dias de almacenamiento de 0.30, 0.35, 0.11, 0.21, 0.12 y 0.12 mg &cido galico
equivalente/g de aceite. Con porcentajes de degradacion de compuestos fendlicos en el
aceite de 46, 39, 80, 50, 66 y 62 %, respectivamente. Los resultados indican menor
degradacion de compuestos fendlicos totales la muestra de aceite con 300 ppm de EaE del
genotipo ARV 5366.
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Figura 15: Compuestos fenodlicos totales en los aceites de soya con extractos
antioxidantes (EM, EaE) del genotipo de mashua ARV 5366 durante

almacenamiento

La degradacion de los compuestos fenolicos totales presentdé un comportamiento variado
entre las muestras de aceites con extractos antioxidantes EM y EaE de genotipos ARB
5241, DP 0224 y ARV 5366 y dentro de ellas los que presentaron menor degradacion de
los compuestos fenolicos después de los 15 dias de almacenamiento a 55°C fueron los EaE
a 300 ppm de ARB 5241, DP 0224 y ARV 5366. Rice-Evans et al. (1996) menciona que la

eficacia antioxidante varia en funcion a su solubilidad relativa en fase acuosa o lipofilica
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que afecta a la accesibilidad a los radicales peroxi y la volatilidad a lo largo del

almacenamiento.

Los resultados muestran que la fraccion de acetato de etilo contiene potentes antioxidantes
que mejoran la estabilidad oxidativa del aceite de soya. Chirinos et al. (2008b) muestra
que la fraccion de acetato de etilo tiene caracter hidrobobo. Pokorny et al. (2005)
menciona que los antioxidantes hidrofilicos estan orientados a la interface aceite-aire
proporcionando una proteccion Optima contra el radical oxigeno, mientras que los
antioxidantes hidrofébicos se disuelven en la fase lipidica homogénea y se orientan a la

interface aceite-agua y son considerados como antioxidantes més efectivos.

4.3.3 Estabilidad de la capacidad antioxidante durante el almacenamiento del

aceite de soya

En la Figura 16, se muestra una disminucion significativa (p<0.05) de los valores
promedios de la capacidad antioxidante de los extractos fendlicos extraidas de las muestras
de aceite de soya mezcladas con extractos antioxidantes EM y EaE del genotipo de
mashua ARB 5241. Los valores promedios y su desviacion estandar (+/- D.E.) se

encuentran en el Anexo 2 (Cuadro 7).

Comparando la capacidad antioxidante de los extractos fendlicos obtenidos durante la
oxidacion del aceite de soya, se muestran en un orden descendente: 600 ppm-EaE, 600
ppm-EM, 300 ppm-EaE, 100 ppm-EaE, 100 ppm-EM, 300 ppm-EM, 200 ppm-BHT,
Blanco (sin antioxidante), con valores en el dia 0 de 15.42, 12.32, 9.28, 3.37, 3.29, 2.66 y
1.27 umol equivalente de trolox/g de aceite y después de 15 dias de almacenamiento de
2.28, 3.68, 4.69, 1.88, 1.66, 1.67 y 1.20 umol equivalente de trolox/g de aceite, con
disminucion de la capacidad antioxidante en un 85, 70, 49, 44, 49, 37 y 5 %,
respectivamente. Los resultados indican que a los 15 dias de almacenamiento se encontrd
mayor estabilidad a 300 ppm del EaE del genotipo ARB 5241 en la oxidacion del aceite

de soya.
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Figura 16: Capacidad antioxidante en los aceites de soya con extractos antioxidantes
(EM, EaE) del genotipo de mashua ARB 5241, BHT durante

almacenamiento

En la Figura 17, se muestra una disminucién significativa (p<0.05) de los valores
promedios de la capacidad antioxidante de los extractos fendlicos extraidas de las muestras
de aceite de soya mezcladas con extractos antioxidantes EM y EaE del genotipo de
mashua DP 0224. Los valores promedios y su desviacion estandar (+/- D.E.) se
encuentran en el Anexo 2 (Cuadro 8).

Comparando la capacidad antioxidante de los extractos fendlicos obtenidos durante la
oxidacion del aceite de soya, se muestran en un orden descendente: 300 ppm-EaE, 600
ppm-EaE, 300 ppm-EM, 100 ppm-EaE, 600 ppm-EM, 100 ppm-EM, 200 ppm-BHT,
Blanco (sin antioxidante), con valores en el dia 0 de 9.84, 4.94, 6.75, 3.20, 2.91, 3.03 y
1.27 umol equivalente de trolox/g de aceite y después de 15 dias de almacenamiento de
455, 3.20, 2.24, 1.78, 2.60, 1.68 y 1.20 umol equivalente de trolox/g de aceite, con
disminucion de la capacidad antioxidante en un 54, 35, 67, 44, 11, 44 y 5 %,

respectivamente. Los resultados indican que a los 15 dias de almacenamiento se encontr6
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mayor estabilidad a 300 ppm del EaE del genotipo DP 0224 en la oxidacion del aceite de

soya.
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Figura 17: Capacidad antioxidante en los aceites de soya con extractos antioxidantes
(EM, EaE) del genotipo de mashua DP 0224, BHT durante

almacenamiento

En la Figura 18, se muestra una disminucién significativa (p<0.05) de los valores
promedios de la capacidad antioxidante de los extractos fendlicos extraidas de las muestras
de aceite de soya mezcladas con extractos antioxidantes EM y EaE del genotipo de
mashua ARV 5366. Los valores promedios y su desviacion estandar (+/- D.E.) se

encuentran en el Anexo 2 (Cuadro 9).

Comparando la capacidad antioxidante de los extractos fendlicos obtenidos durante la
oxidacion del aceite de soya, se muestran en un orden descendente: 300 ppm-EaE, 600
ppm-EaE, 100 ppm-EaE, 600 ppm-EM, 100 ppm-EM, 300 ppm-EM, 200 ppm-BHT,
Blanco (sin antioxidante), con valores en el dia0 de 10.90, 16.51, 6.00, 6.55, 2.76, 2.61 y
1.27 umol equivalente de trolox/g de aceite y después de 15 dias de almacenamiento de
5.68, 2.54, 2.91, 150, 1.83, 1.38 y 1.20 umol equivalente de trolox/g de aceite,
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respectivamente, reduciendo la capacidad antioxidante en 48, 85, 51, 77, 34, 47y 5 %. Los
resultados indican que a los 15 dias de almacenamiento se encontr6 mayor estabilidad a

300 ppm del EaE del genotipo ARV 3566 en la oxidacion del aceite de soya.
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Figura 18: Capacidad antioxidante en los aceites de soya con extractos antioxidantes
(EM, EaE) del genotipo de mashua ARV 5366, BHT durante

almacenamiento

El aceite de soya con 300 ppm del EaE de los genotipos ARB 5241, DP 0224 y ARV 5366
presentd mayor capacidad antioxidante después de los 15 dias de almacenamiento,
También se observa la variacion en la disminucion de la capacidad antioxidante, indicando
gue a mayor concentracion menor capacidad antioxidante. Pokorni et al., (2004) menciona
que la actividad antioxidante de los compuestos fendlicos no solo depende de las
caracteristicas estructurales ya que no siempre se correlaciona con la presencia de grandes
compuestos fendlicos sino también de otros factores como la temperatura, concentracion
del antioxidante, polaridad del antioxidante, estado fisico del sistema y de la presencia de
NUMerosos microcompuestos que pueden actuar como prooxidantes o sinergistas

(Laguerre 2007). He et al. (2012) menciona que la naturaleza compleja y reactiva de los
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extractos antioxidantes en muchos casos provocan reacciones de oxidacion, condensacion,

polimerizacion e hidrolisis enzimética.

4.4 Evaluacion de los extractos antioxidantes de mashua en la estabilidad

oxidativa del aceite de soya durante la fritura

Se evalud el efecto de los extractos antioxidantes EM y EaE del genotipo ARB 5241 y
TBHQ a 200 ppm en la estabilidad oxidativa de aceite de soya durante la fritura,
analizados en tiempos de 0, 1,5, 2,5 y 3,5 horas a 180 °C* 10°C, con intervalos de fritura de
papas cada 30 min realizando en total ocho eventos de fritura. Aladedunye et al. (2015)
menciona que ocurren diferentes reacciones fisicoquimicas durante el proceso de fritura
que son bastante complejas lo que resulta en una modificacién del aceite de fritura. Por
tanto la estabilidad de la oxidacion del aceite de soya durante la fritura fue evaluada
mediante el porcentaje de compuestos polares, dienos y trienos conjugado

441 Compuestos polares

La evaluacion del efecto de los extractos antioxidantes de mashua en la estabilidad
oxidativa del aceite de soya durante la fritura se evalué mediante el porcentaje de
compuestos polares. Aladedunye et al. (2015) mencionaron que el porcentaje de
compuestos polares es uno de los indicadores mas utilizados en la estabilidad oxidativa de
los aceites, estas son representados por los productos de degradacion de naturaleza polar
formados por componentes no volatiles y poliméricos formado por reacciones que se
producen durante el proceso de fritura. Abdulkarim et al. (2007) sefialaron que el nivel de
compuestos polares es un buen indicador de la cantidad total de compuestos recién

formados que tiene mayor polaridad que la de triacilgliceroles.

En la Figura 19, se muestra el aumento significativo (p<0.05) del porcentaje de
compuestos polares durante 3.5 horas de fritura y la diferencia significativa (p<0.05) del
efecto de los extractos antioxidantes 200 ppm-EM (ARB 5241), 200 ppm-EaE (ARB
5241), 200 ppm-TBHQ Yy blanco. Todos los valores promedios y su respectiva desviacion

estandar (+/- D.E.) se encuentran representados en el Anexo 3 (Cuadro 1).
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Figura 19: Porcentaje de compuestos polares en aceite de soya con extractos
antioxidantes (EM, EaE) del genotipo ARB 5241 y TBHQ durante el

proceso de fritura de papas

Comparando los promedios del porcentaje de compuestos polares entre los extractos
antioxidantes se muestra un orden ascendente: 200 ppm-EaE (ARB 5241), 200 ppm-
TBHQ, 200 ppm-EPM (ARB 5241), Blanco (sin antioxidante). Los valores de compuestos
polares al final de las 3.5 horas de fritura fue de 11.81, 14.07, 23,83 y 27.18 %,
respectivamente. Los resultados muestran que después de 8 frituras de papas en el aceite
de soya con extractos antioxidantes EaE, EM y TBHQ no pasaron el limite maximo de 24-
27% para ser desechados (Farhoosh y Tavassoli 2010). Pokorny et al. (2005) mencionaron
que la pérdida de antioxidantes naturales en el aceite durante la fritura es relativamente
pequefia y es mucho menor que los antioxidantes sintéticos comunes. Aladedunye y
Matthéus (2014) mencionaron que es posible que los polifenoles actien como inhibidores

de la polimerizacion.

En el andlisis de regresion lineal del efecto de extractos antioxidantes de mashua en la
estabilidad oxidativa del aceite de soya durante la fritura, observandose que a 200 ppm del
EaE del genotipo de mashua ARB 4251, por cada hora de fritura aumenté 2.04 % de
compuestos polares, comparado con el TBHQ que por cada hora de fritura aumento 4.86 %
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de compuestos polares, indicando que el extractos antioxidantes fendlicos de mashua de la
fraccion acetato de etilo otorgan mayor estabilidad oxidativa del aceite de soya durante la
fritura. Chirino et al. (2008a) muestra que la fraccion de acetato de etilo tiene caracter
hidrofobicos y afinidad con flavonoles, flanvan 3-oles y é&cidos fendlicos. Ademas
Aladedunye et al. (2014) mencionaron que los compuesto fenolicos lipofilicos presentan
mayor solubilidad en el aceite de freir, asegurando mayor interaccion con los

hidroperdxidos de los lipidos.

4.4.2 Dienos conjugados

La evaluacion del efecto de los extractos antioxidantes de mashua en la estabilidad
oxidativa del aceite de soya durante la fritura también se evalu6 mediante dienos
conjugados que presentan una absorcion intensa a 232 nm. Los dienos conjugados
dependen principalmente de la etapa de oxidacién primaria (Besbes et al. 2005). Casal et

al. (2010) mencionan que la absorcién a 232 nm esta correlacionada con la formacion de

dienos conjugados de acidos grasos poliinsaturados.

En la Figura 20, se muestra un aumento significativo (p<0.05) de los dienos conjugados en
las muestras de aceite sometidas a 3.5 horas de fritura. Los valores promedios mas su
respectiva desviacion estandar (+/- D.E.) se encuentran representados en el Anexo 3
(Cuadro 2).

Comparando los valores de dienos conjugados entre los extractos antioxidantes se
muestran en un orden ascendente: 200 ppm EaE (ARB 5241), 200 ppm-EM(ARB 5241),
Blanco, 200 ppm TBHQ mostrando valores después de 3,5 horas de fritura de 2.08, 2.14,
2.18 y 2.22, respectivamente. La formacion de dienos conjugados en el aceite fue inhibida
hasta 5, 2 y -2 % en comparacion con la muestra en blanco. Los resultados muestran que
el EaE del genotipo ARB 5241 presentd mayor estabilidad en la oxidacion del aceite de

soya durante la fritura.
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Figura 20: Dienos conjugados en aceite de soya con extractos antioxidantes (EM,
EaE) del genotipo ARB 5241 de mashua y TBHQ durante el proceso de

fritura

También se observa que las lecturas de absorbancia del EM, TBHQ y blanco fue
significativamente (P<0,05) mayor que la EAE. Ademas se observa que el TBHQ aumenta
las lecturas de absorbancia linealmente y el extracto antioxidante de mashua (EaE)
después de 1,5 horas disminuye la lectura de absorbancia. Aladedunye et al. (2015)
menciona que los productos de oxidacion primaria son inestables en condiciones de fritura
y se descomponen en una serie de productos de oxidacién secundarios como los carbonilos
y aldehidos. Aunque algunos de los aldehidos producidos son voléatiles y perdidas por
evaporacion durante la fritura. Farmer y Sutton (2002) indicaron que el aumento de
absorcién debido a la formacion de dienos conjugados es proporcional a la absorcion de
oxigeno y la formacion de perdxidos durante las primeras etapas de oxidacion.

4.4.3 Trienos conjugados

La evaluacion del efecto de los extractos antioxidantes de mashua en la estabilidad

oxidativa del aceite de soya durante la fritura también se evalu6 mediante trienos
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conjugados que presentan una absorcién intensa a 268 nm. Los trienos conjugados estan
relacionados con la presencia de algunos compuestos de oxidacion secundaria
particularmente los que contienen un grupo funcional carbonilo, tales como aldehidos y
cetonas (Besbes et al. 2005). En la Figura 21, se muestra un aumento significativo
(p<0.05) de los trienos conjugados en las muestras de aceite sometias a 3.5 horas de fritura.
Los valores promedios més su respectiva desviacion estdndar (+/- D.E.) se encuentran

representados en el Anexo 3 (Cuadro 3).
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Figura 21: Trienos conjugados en aceite de soya con extractos antioxidantes (EM,
EaE) del genotipo ARB 5241 de mashua, TBHQ y Blanco durante el
proceso de fritura de papas

Comparando los valores promedios de trienos conjugados entre los extractos antioxidantes
se muestran en un orden ascendente: 200 ppm-EaE(ARB 5241), 200 ppm-EM(ARB 5241),
Blanco, 200 ppm-TBHQ mostrando valores después de 3,5 horas de fritura de 2.08, 2.14,
2.18 y 2.22, respectivamente. La formacién de trienos conjugados en el aceite fue inhibida
hasta 11, 1,5y -1,5 % en comparacion con la muestra en blanco. Los resultados muestran
que el EaE del genotipo ARB 5241 presenta mayor estabilidad en la oxidacion del aceite
de soya durante la fritura.
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También se observa que las lecturas de absorbancia de EM, TBHQ y blanco (aceite sin
antioxidante) no muestran diferencia significativa (P<0,05) en los resultados. Ademas se
observa que a mas tiempo de fritura, mas altas son las lecturas de absorbancia de las
muestras de aceites. Aladedunye y Matth&us (2014) mencionaron que los hidroperdxidos
de los lipidos productos de oxidacién primarios, son inestables bajo condiciones de fritura
y se descomponen en una serie de productos de oxidacion secundarios, con compuestos de
carbonilo siendo el mas prominente. Besbes et al. (2005) mencionaron que los trienos
conjugados estan relacionados con la presencia de algunos compuestos de oxidacion

secundarios después de la descomposicion de los compuestos primarios.
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V. CONCLUSIONES

Los extractos antioxidantes parcialmente purificados de la mashua resultaron
eficaces en la proteccion oxidativa del aceite de soya.

Entre los genotipos de mashua de coloracion morada el ARB 5241 presento

mayor contenido de compuestos fendlicos y capacidad antioxidante.

Durante el almacenamiento acelerado se determind que la fraccion acetato de
etilo adicionada al aceite de soya en una concentracion de 300 ppm, dio buenos
resultados en la conservacion del aceite de soya almacenada a 55°C por 15 dias;
lo que se demostro a través de una menor formacion de peroxidos, Asi mismo en
estas condiciones los compuestos fenolicos y la capacidad antioxidante fueron
estables. La eficacia antioxidante de estos extractos naturales fue superior a la
obtenida con BHT.

Durante la fritura se determino que la fraccion acetato de etilo obtenida del
genotipo de mashua ARB 5241 fue eficaz en la conservacion del aceite de soya
sometido a fritura; lo que se demostré a través de una menor formacion de

compuestos polares, dienos y trienos.



VI. RECOMENDACIONES

Realizar investigaciones relacionadas con la capacidad antioxidante de mashua
in vivo, para conocer el verdadero potencial funcional de este tubérculo en el

organismo.

Realizar un estudio del efecto del almacenamiento y procesamiento los

compuestos fendlicos de la mashua.
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ANEXO



Anexo 1:

Obtencion de extractos antioxidantes

Cuadro 1. Contenido de humedad y materia seca de tres genotipos de mashua

Genotipo Humedad Promedio Desyiacién Materia Promedio DeS\{iacién
(%) estandar Seca (%0) estandar
95.2 4.8
95.6 4.4
95.8 4.2
ARB 5241 949 95.2 04 51 4.8 0.0
95.0 5.0
95.0 51
94.8 5.2
94.8 5.2
94.3 5.7
DP 0224 95.0 94.5 0.3 4 55 0.0
94.1 5.9
94.1 5.9
95.1 4.9
96.3 3.7
96.7 3.4
ARV 5366 94.9 95.5 0.8 1 4.5 0.0
95.1 4.9
95.0 51
Anélisis de varianza
Variable dependiente: % de humedad
Niveles: Genotipo de mashua
Cuadro de ANOVA
Origen Suma de GL Media Fc. Sig.
cuadrados cuadratica
Inter-grupos 3.272 2 1.636 5.803 0.014
Intra-grupos 4.228 15 0.282
Total 7.500 17

Prueva de comparacion de medias (DHS de DUNCAN)

Extractos fendlicos Grupos homogéneos
purificados N 1 2

DP 0224 6 94.5

ARB 5241 6 95.2
ARV 5366 6 95.2
Sig. 1.000 01426
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Cuadro 2. Resultados de determinacion de compuestos fenolicos de los extractos

antioxidantes

mg acido galico . | Desviacion
9 g Promedio

Extracto Genotipo equivalente/ml estandar

2,52
ARB 5241 2,56 2,54 0,02
2,53

2,74
EB (Extracto bruto) DP 0224 2,62 2,66 0,07
2,62

2,57
ARV 5366 2,55 2,57 0,01
2,57

9,23
ARB 5241 9,23 9,32 0,16
9,50

6,88
EM (Extracto metandlico) |DP 0224 6,96 6,91 0,05
6,89

8,45
ARV 5366 8,50 8,47 0,03
8,47

4,76
ARB 5241 4,73 4,75 0,01
4,75

2,60
DP 0224 2,55 2,56 0,04
2,52

EaE (Extracto-Acetato de
etilo)

4,94
ARV 5366 4,94 4,93 0,01
4,92
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Anadlisis de varianza

Variable dependiente:

- Compuestos fendlicos (mg acido galico equivalente/ml)

Variables independientes:

- Genotipos de mashua (ARB 5241, DP 0224, ARV 5366)
- Extractos antioxidantes (EB, EM, EaE)

Cuadro de ANOVA
Origen Sumade | GL Media Fc. Sig.
cuadrados cuadratica
A: Extractos antioxidantes 154,178 2 77,089 | 20286,617 0,000
B: Genotipos 11,738 2 5,869| 1544,424|0,000
A*B 7,736 4 1,934 508,953 | 0,000
Error ,068 18 0,004
Total 839,750 27
Total corregida 173,720 26
Coeficiente de determinacion (R%)=0,99
Comparacion de medias de grupos homogéneos (DHS de DUNCAN)
Grupos homogéneos
Extractos fendlicos purificados N 1 2 3
EB (Extracto bruto) 9 2,59
EaE (Extracto-acetato de etilo) 9 4,08
EM (Extracto-metandlico) 9 8,23
Sig. 1.00 1.00 1.00

Genotipo Grupos homogeéneos

N 1 2 3
DP 0224 9 4,04
ARV 5366 9 5,32
ARB 5241 9 553
Sig. 1.00 1.00 1.00
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Cuadro 3.

Resultados de determinacion de capacidad antioxidante de los extractos

antioxidantes

Extracto

Genotipo

Trolox
equivalente/ml

Promedio

Desviacion
estandar

ARB 5241

60,41

50,69

57,27

56,12

4,96

EB
(Extracto bruto)

DP 0224

34,96

42,72

46,48

41,39

5,87

ARV 5366

48,60

47,19

54,00

49,93

3,60

ARB 5241

111,23

116,87

115,46

114,52

2,94

EM
(Extracto
metandlico)

DP 0224

88,72

92,66

92,89

91.42

2,34

ARV 5366

116,83

115,67

115,97

116,15

0,60

ARB 5241

32,11

29,91

32,03

31,35

1,24

EaE
(Extracto-Acetato
de etilo)

DP 0224

28,19

27,48

26,70

27,46

0,74

ARV 5366

26,78

29,52

28,58

28,29

1,39
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Anadlisis de varianza

Variable dependiente:

- Capacidad antioxidante (Trolox equivalente/g MS)

Variables independientes:

- Genotipos de mashua (ARB 5241, DP 0224, ARV 5366)
- Extractos antioxidantes (EB, EM, EaE)

Cuadro de ANOVA

Origen Sumade | GL Media Fc. Sig.
cuadrados cuadratica

A: Extractos antioxidantes 29790,677| 2| 14895,339| 1480,323 0,000

B: Genotipo 987,599| 2 493,800 49,075 0,000

A*B 513,990| 4 128,497 12,770 0,000

Error 181,120 18 10,062

Total 134756,083| 27

Total corregida 31473,386| 26

Coeficiente de determinacion (R%)=0,994

Comparacién de medias de grupos homogéneos (DHS de DUNCAN)

Extractos fendlicos Grupos homogéneos
purificados N 1 2 3
EaE (Extracto-acetato de etilo) | 9 29,03
EB (Extracto bruto) 9 49,15
EM (Extracto-metandlico) 9 107,37
Sig. 1.000 1.000 1.000
Genotipo Grupos homogéneos

N 1 2 3
DP0224 9 53,42
ARV5366 9 64,79
ARB5241 9 67,33
Sig. 1,000 0,107
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ANexo 2:

Resultados de evaluacion del efecto de extractos antioxidantes de mashua en la

oxidacion del aceite de soya durante almacenamiento acelerado

Cuadro 1. Resultados de indice de perdxido del aceite de soya con extractos
antioxidantes (EM y EaE) del genotipo ARB 5241 de mashuay BHT

Extractos antioxidantes | _. meq Oz/kg de aceite .| Desviacién
Tiempo 1 Ro Promedio estandar
0 3,79 4,03 391 0,17
100 ppm EM 7 13,99 7,64 10,81 4,49
15 32,39 60,26 | 46,33 19,71
0 4,63 446| 4,55 0,12
300 ppm EM 7 7,12 9,35| 8,24 1,57
15 41,57 39,22| 40,40 1,66
0 3,36 3,58 347 0,15
600 ppm EM 7 7,11 7,73 7,42 0,44
15 16,99 18,98| 17,99 1,41
0 3,57 573| 4,65 1,52
100 ppm EaE 7 11,70 8,00 9,85 2,61
15 42,72 30,75| 36,74 8,47
0 3,15 290 3,03 0,18
300 ppm EaE 7 6,11 5,45 5,78 0,47
15 11,27 11,76 11,52 0,35
0 4,82 495 4,89 0,09
600 ppm EaE 7 8,99 9,02 9,00 0,02
15 26,35 27,49| 26,92 0,80
0 4,63 442 4,52 0,15
200 ppm BHT 7 8,23 6,95/ 7,59 0,90
15 28,15 39,13| 33,64 7,76
0 4,88 4,63| 4,76 0,18
Blanco 7 8,94 8,37 8,65 0,40
15 84,51 95,08| 89,79 7,47
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Anadlisis de varianza

Variable dependiente:

- Indice de peroxido (meq O2/kg de aceite)

Variables independientes:

- Extractos antioxidantes: 100 ppm EM, 300 ppm EM, 600 ppm EM, 100 ppm EaE,

300 ppm EaE, 600 ppm EaE, 200 ppm BHT y Blanco

- Tiempo: 0, 7 y 15 dias

Cuadro de ANOVA
Origen Suma de GL Media Fc. Sig.
cuadrados cuadrética
A: Extractos antioxidantes 2927,485 7 418,212 16,322 | 0,000
B: Tiempo 10789,072 2 5394,536 210,536 | 0,000
A*B 5118,235| 14 365,588 14,268 | 0,000
Error 614,948 | 24 25,623
Total 33079,946| 48
Total corregida 19449,740| 47
Coeficiente de determinacion (R%)=96,8%
Comparacion de medias de grupos homogéneos (DUNCAN)
Extractos antioxidantes N Grupos homogéneos
2 3 4 5
300 ppm-EaE 6 | 6,77
600 ppm-EM 6 | 9,63] 9,63
600 ppm-EaE 6 13,61| 13,61
200 ppm-BHT 6 15,25| 15,25| 15,25
100 ppm-EaE 6 17,08| 17,08
300 ppm-EM 6 17,73 17,73
100 ppm-EM 6 20,35
Blanco 6 34,40
Sig. 0,35| 0,08 0,21 0,12] 1,00
Tiempo de almacenamiento Grupos homogéneos
N 1 2 3
0 dia 16 4,22
7 dia 16 8,42
15 dia 16 37,92
Sig. 1,00 1,00 1,00
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Cuadro 2. Resultados de indice de peréxido del aceite de soya con extractos
antioxidantes (EM y EaE) del genotipo DP 0224 de mashuay BHT

meq O2/kg de L
Extractos antioxidantes | Tiempo aceite Promedio DES\{IaCIOI’I
estandar
R1 R2
0 3,89 3,92 3,91 0,02
100 ppm EM 7 9,37 7,57 8,47 1,27
15 17,14 33,80 25,47 11,78
0 3,57 3,31 3,44 0,19
300 ppm EM 7 5,30 5,90 5,60 0,43
15 8,96 11,07 10,02 1,50
0 3,79 3,88 3,83 0,07
600 ppm EM 7 5,95 6,10 6,03 0,11
15 25,17 38,72 31,94 9,58
0 3,36 2,89 3,13 0,34
100 ppm EaE 7 18,34 24,07 21,21 4,06
15 48,69 52,52 50,61 2,71
0 2,94 4,73 3,84 1,27
300 ppm EaE 7 7,73 6,55 7,14 0,84
15 15,12 15,76 15,44 0,45
0 5,06 4,69 4,88 0,26
600 ppm EaE 7 7,49 7,28 7,38 0,15
15 15,67 14,91 15,29 0,54
0 4,63 4,42 4,52 0,15
200 ppm BHT 7 8,23 6,95 7,59 0,90
15 28,15 39,13 33,64 7,76
0 4,88 4,63 4,76 0,18
Blanco 7 8,94 8,37 8,65 0,40
15 84,51 95,08 89,79 7,47
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Analisis de varianza
Variable dependiente:

- Indice de peroxido (meq O2/kg)
Variables independientes:

- Extractos antioxidantes: 100 ppm EM, 300 ppm EM, 600 ppm EM, 100 ppm EaE,
300 ppm EaE, 600 ppm EaE, 200 ppm BHT y Blanco

- Tiempo: 0, 7 y 15 dias

Cuadro de ANOVA
Origen Sumade |GL | Media Fc. Sig.
cuadrados cuadratica
A Extractos antioxidantes 3755,060 7 536,437 34,033 0,000
B: Tiempo 8268,339 2| 4134,169| 262,282 0,000
A*B 6073,595| 14 433,828 27,523 0,000
Error 378,295| 24 15,762
Total 30297,390| 48
Total corregida 18475,288| 47

Coeficiente de determinacion (R?)=98%

Comparacion de medias de grupos homogéneos (DUNCAN)

Extractos Grupos homogéneos
antioxidantes N
1 2 3 4 5 6
300 ppm EM 6 | 6,37
300 ppm EaE 6 | 8,78| 8,78
600 ppm EaE 6 | 9,20 9,20 9,20
100 ppm EM 6 12,62| 12,62 | 12,67
600 ppm EM 6 13,95| 13,95
200 ppm BHT 6 15,25
100 ppm EaE 6 24,98
Blanco 6 34,40
Sig. 0,25( 0,13 0,06| 0,29| 1,00| 1,00
Tiempo de almacenamiento Grupos homogéneos
N 1 2 3
0 dia 16 4,04
7 dia 16 9,01
15 dia 16 34,03
Sig. 1,00 1,00 1,00
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Cuadro 3. Resultados de indice de peréxido del aceite de soya con extractos
antioxidantes (EM y EaE) del genotipo ARV 5366 de mashuay BHT

Extractos antioxidantes | Tiempo me:loz/kg de T_;;Ite Promedio [?eesst\;fgéorn
4,31 4,16 4,24 0,11

100 ppm EM 7,13 6,56 6,84 0,40
15 16,18 16,93 16,56 0,53

0 4,00 3,58 3,79 0,30

300 ppm EM 7 6,29 7,52 6,91 0,87
15 25,06 35,91 30,49 7,68

0 4,42 3,78 4,10 0,45

600 ppm EM 7 6,72 4,89 5,80 1,30
15 21,80 25,83 23,82 2,85

0 3,62 3,44 3,53 0,13

100 ppm EaE 7 7,78 10,83 9,30 2,16
15 12,32 13,22 12,77 0,64

3,42 2,75 3,09 0,47

300 ppm EaE 591 6,13 6,02 0,16
15 9,93 9,80 9,86 0,09

0 4,44 4,42 4,43 0,01

600 ppm EaE 7 9,11 8,30 8,70 0,58
15 21,84 19,67 20,75 1,54

0 4,63 4,42 4,52 0,15

200 ppm BHT 7 8,23 6,95 7,59 0,90
15 28,15 39,13 33,64 7,76

0 4,88 4,63 4,76 0,18

Blanco 7 8,94 8,37 8,65 0,40
15 84,51 95,08 89,79 7,47

84




Anadlisis de varianza

Variable dependiente:

- Indice de peroxido (meq O2/kg de aceite)

Variables independientes:

- Extractos antioxidantes: 100 ppm EM, 300 ppm EM, 600 ppm EM, 100 ppm EaE,

- Tiempo: 0, 7 y 15 dias

300 ppm EaE, 600 ppm EaE, 200 ppm BHT y Blanco

Cuadro de ANOVA
Origen Sumade | GL Media Fc. Sig.
cuadrados cuadratica
A: Extractos antioxidantes | 3263,956 7 466,279 57,291 0,000
B: Tiempo 6208,171 2| 3104,086| 381,393 0,000
A*B 5954,084| 14 425,292 52,255 0,000
Error 195,332 24 8,139
Total 24694,002| 48
Total corregida 15621,543| 47
Coeficiente de determinacion (R?)=98,7%
Comparacion de medias de grupos homogéneos (DUNCAN)
Extractos antioxidantes N Grupos homogéneos
1 2 3 4 5
300 ppm EaE 6 6,32
100 ppm EaE 6 8,54 8,54
100 ppm EM 6 9,21 9,21
600 ppm EM 6 11,24 11,24
600 ppm EaE 6 11,30] 11,30
300 ppm EM 6 13,73 | 13,73
200 ppm BHT 6 15,25
Blanco 6 34,40
Sig. 0,11 0,14, 0,17 0,36 1,00
Grupos homogéneos
Tiempo de almacenamiento| N 1 2 3
0 dia 16 4,06
7 dia 16 7,48
15 dia 16 29,71
Sig. 1,00 1,00 1,00
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Cuadro 4.

Resultados de compuestos fendlicos totales en el aceite de soya con

extractos antioxidantes (EM y EaE) del genotipo ARB 5241

mg de &cido galico equivalente/g o
Extraccion Tiempo de aceite Promedio Defi\gﬁ;zon
antioxidante R1 R2 R3 R4
100 ppm EM 0 0,36 0,34 0,32 0,30 0,33 0,02
7 0,32 0,34 0,34 0,35 0,33 0,01
15 0,12| 0,23| 0,214, 0,09| 0,12 0,02
300 ppm EM 0 0,32 0,21 0,40 0,24 0,29 0,08
7 0,33 0,32 0,31 0,33 0,32 0,01
15 0,12 0,12 0,10 0,12 0,11 0,01
600 ppm EM 0,91 0,92 0,90 0,65 0,84 0,13
0,51 0,62 0,49 0,47 0,52 0,07
15 0,22| 0,23] 026/ 0,30 0,25 0,04
100 ppm EaE 0 0,26 0,27 0,31 0,45 0,32 0,09
7 0,30 0,26 0,29 0,29 0,29 0,02
15 0,17 0,13| 0,21, 0,13| 0,16 0,04
300 ppm EaE 0 0,62 0,61 0,64 0,56 0,61 0,03
7 0,44 0,47 0,42 0,45 0,44 0,02
15 0,34| 033 036 035 0,34 0,01
600 ppm EaE 0,54 0,59 0,66 0,67 0,62 0,06
0,70 0,63 0,66 0,62 0,65 0,03
15 0,28 0,28/ 029/ 0,28] 0,29 0,01
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Anélisis de varianza
Variable dependiente:

- Compuestos fendlicos (mg de acido galico equivalente/g de aceite)
Variables independientes:

- Extractos antioxidantes: 100 ppm EM, 300 ppm EM, 600 ppm EM, 100 ppm EaE,
300 ppm EaE, 600 ppm EaE

- Tiempo: 0, 7 y 15 dias

Cuadro de ANOVA

Origen Sumade | GL Media Fc. Sig.
cuadrados cuadratica

A Extractos antioxidantes 1,195 5 0,239 89,917 0,000

B: Tiempo 1,085 2 0,543| 204,214 0,000

A*B 0,371 10 0,037 13,982 0,000

Error 0,143 54 0,003

Total 13,230 72

Total corregida 2,795 71

Coeficiente de determinacion (R%)=94,9

Comparacion de medias de grupos homogéneos (DUNCAN)

Extractos antioxidantes N Grupos homogéneos
1 2 3

300 ppm EM 12 0,24
100 ppm EaE 12 0,26
100 ppm EM 12 0,26
300 ppm EaE 12 0,47
600 ppm EaE 12 0,52
600 ppm EM 12 0,54
Sig. 0,40 1,00 0,27
Tiempo de Grupos homogéneos
almacenamiento

N 1 2 3
15 24 0,21
7 24 0,43
0 24 0,50
Sig. 1,00 1,00 1,00
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Cuadro 5.

Resultados de compuestos fenolicos totales en el aceite de soya con

extractos antioxidantes (EM y EaE) del genotipo DP 0224

mg de &cido galico equivalente/g o
Extraccién Tiempo de aceite Promedio Defi\gﬁ;zon
antioxidante R1 R2 R3 R4
100 ppm EM 0 0,40 0,37 0,24 0,23 0,31 0,09
7 0,32 0,28 0,29 0,29 0,30 0,02
15 0,15\ 0,11} 0,12, 0,13| 0,13 0,01
300 ppm EM 0 0,54 0,44 0,40 0,46 0,46 0,06
7 0,33 0,34 0,37 0,38 0,36 0,02
15 0,15 0,17 0,14 0,14 0,15 0,01
600 ppm EM 0,36 0,27 0,31 0,29 0,31 0,04
0,38 0,34 0,33 0,32 0,34 0,02
15 0,17 0,14 0,14 0,12 0,14 0,02
100 ppm EaE 0 0,28 0,30 0,38 0,38 0,33 0,05
7 0,28 0,27 0,33 0,30 0,30 0,03
15 0,16 0,13 0,15 0,14 0,14 0,01
300 ppm EaE 0 0,64 0,55 0,59 0,59 0,59 0,04
7 0,47 0,57 0,48 0,59 0,53 0,06
15 0,38 0,38| 032 0,35 0,36 0,03
600 ppm EaE 0,86 0,87 0,90 0,90 0,88 0,02
0,89 0,84 0,59 0,59 0,73 0,16
15 0,47| 041 039/ 0,38| 041 0,04
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Anélisis de varianza
Variable dependiente:

- Compuestos fendlicos totales (mg de &cido galico equivalente/g de aceite)
Variables independientes:

- Extractos antioxidantes: 100 ppm EM, 300 ppm EM, 600 ppm EM, 100 ppm EaE,
300 ppm EaE, 600 ppm EaE

- Tiempo: 0, 7 y 15 dias

Cuadro de ANOVA
Origen Sumade | GL Media Fc. Sig.
cuadrados cuadratica
A Extractos antioxidantes 1,790 5 0,358| 123,089 0,000
B: Tiempo 0,886 2 0,443| 152,334 0,000
A*B 0,143 10 0,014 4,921 0,000
Error 0,157 54 0,003
Total 13,146 72
Total corregida 2,976 71
Coeficiente de determinacion (R?)=94,7
N Grupos homogéneos
Extractos antioxidantes 1 2 3 4 5
100 ppm EM 12 0,24
100 ppm EaE 12 0,26
600 ppm EM 12 0,26
300 ppm EM 12 0,32
300 ppm EaE 12 0,49
600 ppm EaE 12 0,67
Sig. 0,40| 1,00f 1,00| 1,00

Comparacion de medias de grupos homogéneos (DUNCAN)

Tiempo de Grupos homogéneos
almacenamiento N 1 2 3

15 24 0,22

7 24 0,42

0 24 0,48
Sig. 1,00 1,00 1,00
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Cuadro 6. Resultados de compuestos fendlicos totales en el aceite de soya con
extractos antioxidantes (EM y EaE) del genotipo ARV5366

Extraccion mg de &cido galico equivalente/g L
antioxidante | Tiempo de aceite Promedio Defi\;)lizzzon
R1 R2 R3 R4
100 ppm EM 0 0,41 0,33 0,33 0,34 0,35 0,04
0,37 0,33 0,33 0,33 0,34 0,02
15 0,08 0,13 0,14 0,14 0,12 0,03
300 ppm EM 0 0,31 0,36 0,34 0,27 0,32 0,04
0,00 0,00 0,33 0,35 0,17 0,20
15 0,12 0,15 0,10 0,09 0,12 0,03
600 ppm EM 0 0,58 0,47 0,57 0,52 0,54 0,05
0,33 0,52 0,45 0,45 0,44 0,08
15 0,18 0,12 0,07 0,08 0,11 0,05
100 ppm EaE 0 0,52 0,30 0,30 0,56 0,42 0,14
0,36 0,35 0,33 0,33 0,34 0,01
15 0,21 0,21 0,18 0,22 0,21 0,01
300 ppm EaE 0 0,55 0,61 0,64 0,49 0,57 0,07
0,62 0,58 0,52 0,52 0,56 0,05
15 0,37 0,36 0,34 0,35 0,35 0,01
600 ppm EaE 0 0,63 0,57 0,52 0,52 0,56 0,05
0,99 0,70 0,99 0,72 0,85 0,16
15 0,31 0,29 0,30 0,31 0,30 0,01
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Anélisis de varianza
Variable dependiente:

- Capacidad antioxidante (mg acido galico equivalente/g de aceite)
Variables independientes:

- Extractos antioxidantes: 100 ppm EM, 300 ppm EM, 600 ppm EM, 100 ppm EaE,
300 ppm EaE, 600 ppm EaE

- Tiempo: 0, 7 y 15 dias

Cuadro de ANOVA
Origen Sumade | GL Media Fc. Sig.
cuadrados cuadratica
A Extractos antioxidantes 1,158 5 232 37,609 ,000
B: Tiempo 1,025 2 512 83,200 ,000
A*B ,405 10 ,041 6,579 ,000
Error ,333 54 ,006
Total 12,814 72
Total corregida 2,920 71

Coeficiente de determinacion (R?)=88,6%

Comparacion de medias de grupos homogéneos (DUNCAN)

N Grupos homogéneos
Extractos antioxidantes 1 2 3 4 5
300 ppm EM 12 0,20
100 ppm EM 12 0,27
100 ppm EaE 12 0,32 0,32
600 ppm EM 12 0,36
300 ppm EaE 12 0,50
600 ppm EaE 12 0,57
Sig. 1,00/ 0,12| 0,23] 1,00 1,00

Grupos homogéneos
Tiempo de almacenamiento| N 1 2 3
15 24 0,20
7 24 0,45
0 24 0,46
Sig. 1,00 0,66
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Cuadro 7. Resultados de capacidad antioxidantes en el aceite de soya con extractos
antioxidantes (EM y EaE) del genotipo ARB 5241 de mashuay BHT

Extraccion Tiempo | Trolox equivalente/g de aceite Promedio Desyigcién
antioxidante R1 R2 R3 R4 tipica

100 ppm EM 0 327| 327, 322 340 3,29 0,08

7 3,24 2,97 3,01 2,65 2,97 0,25

15 1,85 2,22 1,28 1,28 1,66 0,46

300 ppm EM 0 230 295 254 282 2,66 0,29

7 2,68 2,56 2,70 2,42 2,59 0,13

15 2,18 1,56 1,44 1,48 1,67 0,35

600 ppm EM 0 12,42 13,13| 12,22| 11,53 12,32 0,66

703| 7,67 566 542 6,45 1,08

15 3,23 3,49 3,93 4,08 3,68 0,39

100 ppm EaE 0 327 297, 361 364 3,37 0,32

7 341 5,54 3,36 3,44 3,94 1,07

15 1,93 1,90 1,81 1,86 1,88 0,05

300 ppm EaE 0 893| 8,65/ 944| 10,11 9,28 0,64

7 7,28 7,46 6,77 6,77 7,07 0,35

15 4,89 4,06 4,85 4,95 4,69 0,42

600 ppm EaE 0 15,38| 15,21| 15,11| 15,97 15,42 0,38

11,15| 11,64, 11,49, 10,18 11,11 0,66

15 2,29 2,41 2,31 2,10 2,28 0,13

200 ppm BHT 0 0,88 0,97 1,42 1,83 1,27 0,44

7 1,00 1,55 0,99 1,04 1,15 0,27

15 1,08 1,17 1,28 1,29 1,20 0,10

Blanco 0 059| 047, 063 1,01 0,68 0,23

7 0,80 0,92, 1,09 0,93 0,93 0,12

15 0,95 0,83 0,97 0,98 0,93 0,07
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Anélisis de varianza
Variable dependiente:

- Capacidad antioxidante (Trolox equivalente/g de aceite)
Variables independientes:

- Extractos antioxidantes: 100 ppm EM, 300 ppm EM, 600 ppm EM, 100 ppm EaE,
300 ppm EaE, 600 ppm EaE, 200 ppm BHT y Blanco

- Tiempo: 0, 7 y 15 dias

Cuadro de ANOVA

Origen Sumade | GL Media Fc. Sig.

cuadrados cuadratica

A Extractos antioxidantes 904,468 7 129,210 599,522 0,000
B: Tiempo 232,841 2 116,420 540,180 0,000
A*B 342,092 14 24,435 113,377 0,000
Error 15,518 72 ,216

Total 3244,992 96

Total corregida 1494918 95

Coeficiente de determinacion (R%)=99%

Comparacion de medias de grupos homogéneos (DUNCAN)

N Grupos homogéneos
Extractos antioxidantes 1 2 3 4 5 6
Blanco 12| 0,85
200 ppm BHT 12| 1,21
300 ppm EM 12 2,30
100 ppm EM 12 2,64
100 ppm EaE 12 3,06
300 ppm EaE 12 7,01
600 ppm EM 12 7,48
600 ppm EaE 12 9,60
Sig. 0,06 0,08/ 100{ 1,00/ 1,00{ 1,00
Grupos homogéneos

Tiempo de almacenamiento| N 1 2 3

15 32 2,25

7 32 4,53

0 32 6,04

Sig. 1,00 1,00 1,00
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Cuadro 8.

Resultados de capacidad antioxidantes en el aceite de soya con extractos

antioxidantes (EM y EaE) del genotipo DP 0224 de mashuay BHT

Extraccion Tiempo | Trolox equivalente/g de aceite Promedio Desyigcién
antioxidante R1 R2 R3 R4 tipica

100 ppm EM 0 265 249, 305 392 3,03 0,64

7 2,04 2,35 1,46 1,46 1,83 0,44

15 1,58 1,66 1,73 1,76 1,68 0,08

300 ppm EM 0 6,66 6,70 6,92| 6,74 6,75 0,11

7 262 349, 335 3,08 3,14 0,38

15 2,28 2,42 2,13 2,14 2,24 0,13

600 ppm EM 300 286 284 296 2,91 0,08

262 2,77/ 0,00 0,00 1,35 1,56

15 2,10 2,24 2,19 3,88 2,60 0,86

100 ppm EaE 0 339 335 284 320 3,20 0,25

7 303 319, 334 359 3,28 0,24

15 1,73 1,76 1,86 1,75 1,78 0,06

300 ppm EaE 0 9,85| 10,30, 9,34| 9,87 9,84 0,39

7 7,51 7,78 7,60 8,17 7,76 0,29

15 4,52 4,47 4,63 4,59 4,55 0,07

600 ppm EaE 4,61 4,45 5,04 5,67 4,94 0,55

6,24| 651 348 3,03 4,81 1,81

15 3,36 3,40 2,75 3,27 3,20 0,30

200 ppm BHT 0 0,88 0,97 1,42 1,83 1,27 0,44

7 1,00 1,55 0,99 1,04 1,15 0,27

15 1,08 1,17 1,28 1,29 1,20 0,10

Blanco 0 059| 047 063 1,01 0,68 0,23

7 0,80 092| 1,09/ 0,93 0,93 0,12

15 0,95 0,83 0,97 0,98 0,93 0,07
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Anélisis de varianza
Variable dependiente:

- Capacidad antioxidante (Trolox equivalente/g de aceite)
Variables independientes:

- Extractos antioxidantes: 100 ppm EM, 300 ppm EM, 600 ppm EM, 100 ppm EaE,
300 ppm EaE, 600 ppm EaE, 200 ppm BHT y Blanco

- Tiempo: 0, 7 y 15 dias

Cuadro de ANOVA

Origen Sumade | GL Media Fc. Sig.
cuadrados cuadratica

A Extractos antioxidantes 372,187 7 53,170 152,894 0,000

B: Tiempo 52,550 2 26,275 75,557 0,000

A*B 73,334 14 5,238 15,063 0,000

Error 25,038 72 ,348

Total 1462,360 96

Total corregida 523,109 95

Coeficiente de determinacion (R?)=95,2

Comparacion de medias de grupos homogéneos (DUNCAN)

Extractos N Grupos homogéneos

antioxidantes 1 2 3 4 5

Blanco 12| 0,85

200 ppm BHT 12| 1,21

100 ppm EM 12 2,18

600 ppm EM 12 2,29 2,29

100 ppm EaE 12 2,75

300 ppm EM 12 4,04

600 ppm EaE 12 4,32

300 ppm EaE 12 7,39

Sig. 0,14| 0,65/ 0,06| 0,26/ 1,00
Grupos homogéneos

Tiempo de almacenamiento| N 1 2 3

15 32 2,27

7 32 3,03

0 32 4,08

Sig. 1,00 1,00 1,00
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Cuadro 9. Resultados de capacidad antioxidantes en el aceite de soya con extractos
antioxidantes (EM y EaE) del genotipo ARV 5366 de mashuay BHT

Ext'rac'cic’)n Tiempo | Trolox equivalente/g de aceite Promedio Desyigcién
antioxidante R1 R2 R3 R4 tipica

100 ppm EM 0 296| 260, 247 3,00 2,76 0,26

2,71 2,791 194| 1,98 2,35 0,46

15 146 195 194 1,99 1,83 0,25

300 ppm EM 0 260 243, 241 3,00 2,61 0,28

0,00 0,00 216| 1,97 1,03 1,19

15 136 147, 1,35 133 1,38 0,06

600 ppm EM 0 6,28| 6,24, 6,63| 7,04 6,55 0,37

229 2,75 4,921 493 3,72 1,40

15 166 1,79 1,27 1,30 1,50 0,26

100 ppm EaE 0 589| 589 6,12| 6,12 6,00 0,13

6,22| 6,14, 585 523 5,86 0,45

15 282 2,69 313| 3,02 2,91 0,20

300 ppm EaE 0 10,58 | 10,31| 11,03| 11,70 10,90 0,61

881 930 796| 7,99 8,51 0,66

15 569| 556| 5,76 572 5,68 0,09

600 ppm EaE 0 16,77| 17,00| 1541| 16,86 16,51 0,74

11,11} 11,31\ 0,00 0,00 5,60 6,47

15 237 241, 280 259 2,54 0,20

200 ppm BHT 0 0,88 097 142, 183 1,27 0,44

7 1,00f 155 0,99 1,04 1,15 0,27

15 1,08 1,17 1,28, 1,29 1,20 0,10

Blanco 0 059| 047 063 1,01 0,68 0,23

0,80 092] 1,09 0,93 0,93 0,12

15 0,95 083] 097, 098 0,93 0,07
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Anadlisis de varianza

Variable dependiente:

- Capacidad antioxidante (trolox equivalente/g de aceite)

Variables independientes:

- Extractos antioxidantes: 100 ppm EM, 300 ppm EM, 600 ppm EM, 100 ppm EaE,
300 ppm EaE, 600 ppm EaE, 200 ppm BHT y Blanco

- Tiempo: 0, 7 y 15 dias

Cuadro de ANOVA
Origen Sumade | GL Media Fc. Sig.
cuadrados cuadrética
A: Extractos antioxidantes 764,266 7 109,181 54,693 0,000
B: Tiempo 218,490 2 109,245 54,725 0,000
A*B 350,223 14 25,016 12,531 0,000
Error 143,731 72 1,996
Total 2963,511| 96
Total corregida 1476,710 95
Coeficiente de determinacion (R?)=90,3%
Comparacion de medias de grupos homogéneos (DUNCAN)
N Grupos homogéneos
Extractos antioxidantes 1 2 3 4
Blanco 12| 0,85
200 ppm BHT 12| 121 121
300 ppm EPM 12| 167| 1,67
100 ppm EPM 12 2,32
600 ppm EPM 12 3,93
100 ppm EPaE 12 4,93
600 ppm EPaE 12 8,22
300 ppm EPaE 12 8,37
Sig. 0,18 0,07 0,09| 0,80
Grupos homogéneos
Tiempo de almacenamiento| N 1 2 3
15 32 2,25
7 32 3,65
0 32 591
Sig. 1,00 1,00 1,00
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Anexo 3:

Resultados de evaluacion del efecto de extractos antioxidantes de mashua en la

estabilidad oxidativa del aceite de soya durante la fritura

Cuadro 1. Resultados de porcentaje de compuestos polares en aceite de soya con
extractos antioxidantes (EM y EaE) del genotipo ARB 5241 y TBHQ

Compuestos polares
Extracto antioxidante | Tiempo (%) Promedio | Desviacion
R1 R2 estandar
0 4,77 4,77 4,77 0,00
200 ppm-EM(ARB 15 12,57 11,65 12,11 0,65
5241) 2,5 13,34 15,38 14,36 1,44
3,5 23,73 23,93 23,83 0,15
0 4,92 4,92 4,92 0,00
200 ppm-EaE(ARB 15 7,53 7,96 7,75 0,30
5241) 2,5 10,45 10,59 10,52 0,10
3,5 11,95 11,68 11,81 0,19
0 3,97 3,97 3,97 0,00
15 11,71 11,71 11,71 0,00
200 ppm-TBHQ
2,5 14,07 14,07 14,07 0,00
3,5 21,49 22,29 21,89 0,57
0 4,18 4,18 4,18 0,00
15 14,40 16,67 15,54 1,61
BLANCO
2,5 21,63 20,41 21,02 0,87
3,5 28,56 25,80| 27,18 1,95
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Anadlisis de varianza

Variable dependiente:

- Compuestos polares (porcentaje)

Variables independientes:

- Extractos antioxidantes:

- Tiempo: 0, 7 y 15 dias

ppm TBHQ vy Blanco

200 ppm EM-ARB 5241, 200 ppm EaE-ARB 5241, 200

Cuadro de ANOVA
Origen Sumade | GL Media Fc. Sig.
cuadrados cuadratica
A: Extractos antioxidantes 275,608 3 91,869| 145,226 0,000
B: Tiempo 1161,750 3 387,250 612,159 0,000
A*B 164,266 9 18,252 28,852 0,000
Error 10,122 16 0,633
Total 7104,725| 32
Total corregida 1611,745 31
Coeficiente de determinacion (R?)=99,4%
Comparacion de medias de grupos homogéneos (DUNCAN)
N Grupos homogéneos
Extractos antioxidantes 1 2 3 4 5
200 ppm-EaE(ARB 5241) 8 8,75
200 ppm-TBHQ 8 12,91
200 ppm-EM(ARB 5241) 8 13,77
Blanco 8 16,98
Sig. 1,00 1,00/ 1,00 1,00
Tiempo de Grupos homogéneos
almacenamiento N 1 2 3
0 8 4,46
15 8 11,77
2,5 8 14,99
3,5 8 21,18
Sig. 1,00 1,00 1,00/ 1,00
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Cuadro 2. Resultados de Dienos conjugados en aceite de soya con extractos
antioxidantes (EM y EaE) del genotipo ARB 5241y TBHQ

Absorbancia 232

Extracto antioxidante | Tiempo Promedio | Desviacion
R1 R2 estandar
0 1,96 2,00 1,98 0,03
15 2,15 2,16 2,16 0,00
200 ppm-EM(ARB 5241)
2,5 2,18 2,17 2,18 0,01
3,5 2,16 2,13 2,14 0,02
0 1,95 1,98 1,97 0,02
15 2,10 2,08 2,09 0,01
200 ppm-EaE(ARB 5241)
2,5 2,07 2,06 2,06 0,01
3,5 2,08 2,08 2,08 0,00
0 2,01 1,98 2,00 0,02
15 2,11 2,16 2,14 0,04
200 ppm TBHQ
2,5 2,20 2,20 2,20 0,00
3,5 2,22 2,22 2,22 0,00
0 1,96 1,93 1,95 0,02
15 2,17 2,18 2,17 0,01
BLANCO
2,5 2,19 2,20 2,19 0,00
3,5 2,19 2,18 2,18 0,01
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Analisis de varianza
Variable dependiente:

- Dienos conjugados (absorbancia 232)
Variables independientes:

- Extractos antioxidantes: 200 ppm EM-ARB 5241, 200 ppm EaE-ARB 5241, 200
ppm-TBHQ y Blanco

- Tiempo: 0, 7 y 15 dias

Cuadro de ANOVA
Origen Sumade | GL Media Fc. Sig.
cuadrados cuadratica
A Extractos antioxidantes 0,036 3 0,012 44,609 0,000
B: Tiempo 0,197 3 0,066| 241,912 0,000
A*B 0,020 9 0,002 8,206 0,000
Error 0,004 16 0,000
Total 142,261 32
Total corregida 0,258 31

Coeficiente de determinacion (R?)=98,3%

Comparacion de medias de grupos homogéneos (DUNCAN)

N | Grupos homogéneos
Extractos antioxidantes 1 2
200 ppm-EaE(ARB 5241) 8 2,05
200 ppm-EM(ARB 5241) 8 2,11
Blanco 8 2,13 2,13
200 ppm-TBHQ 8 2,14
Sig. 1,00 0,19 0,15
Tiempo de Grupos homogéneos
almacenamiento N 1 2 3
0,0 8 1,97
1,50 8 2,14
3,50 8 2,16
2,50 8 2,16
Sig. 1,00 1,00 0,88
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Cuadro 3. Resultados de Trienos conjugados en aceite de soya con extractos
antioxidantes (EM y EaE) del genotipo ARB 5241 de mashua, TBHQ y

muestra control durante el proceso de fritura de papas

Absorbancia 268 TRy,
Extracto antioxidante | Tiempo Promedio | Desviacion
R1 R2 estandar
0 0,35 0,38 0,37 0,02
15 1,89 1,96 1,92 0,05
200 ppm-EM(ARB 5241)
2,5 1,98 1,98 1,98 0,00
3,5 1,98 1,96 1,97 0,02
0 0,36 0,37 0,36 0,00
15 1,49 1,53 1,51 0,03
200 ppm-EaE(ARB 5241)
2,5 1,76 1,72 1,74 0,03
3,5 1,72 1,83 1,78 0,08
0 0,37 0,34 0,36 0,02
15 1,88 1,85 1,87 0,02
200 ppm-TBHQ
2,5 2,01 2,01 2,01 0,00
3,5 2,03 2,03 2,03 0,00
0 0,31 0,30 0,30 0,01
15 1,85 1,95 1,90 0,07
BLANCO
2,5 1,99 2,00 1,99 0,00
3,5 2,00 1,99 2,00 0,01
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Analisis de varianza
Variable dependiente:

- Trienos conjugados (absorbancia 268)
Variables independientes:

- Extractos antioxidantes: 200 ppm EM-ARB 5241, 200 ppm EaE-ARB 5241, 200
ppm TBHQ vy Blanco

- Tiempo: 0, 7 y 15 dias

Cuadro de ANOVA
Origen Sumade | GL Media Fc. Sig.
cuadrados cuadratica
A Extractos antioxidantes 0,262 3 0,087 79,537 0,000
B: Tiempo 14,399 3 4,800| 4377,563 0,000
A*B 0,142 9 0,016 14,379 0,000
Error 0,018 16 0,001
Total 87,310 32
Total corregida 14,820 31

Coeficiente de determinacion (R?)=99,9%

Comparacion de medias de grupos homogéneos (DUNCAN)

N | Grupos homogéneos
Extractos antioxidantes 1 2
200 ppm-EaE(ARB 5241) 8 1,35
Blanco 8 1,55
200 ppm-EM(ARB 5241) 8 1,56
200 ppm TBHQ 8 1,56
Sig. 1,00 0,42
Tiempo de Grupos homogéneos
almacenamiento N 1 2 3
0 8 0,35
1,5 8 1,80
2,5 8 1,93
3,5 8 1,94
Sig. 1,00 1,00 0,57
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Anexo 4:

Analisis de regresion lineal del efecto de extractos antioxidantes de mashua en la

estabilidad oxidativa del aceite de soya durante la fritura

a. Compuestos polares

Modelo lineal:Compuestos polares = Bo + B1 * tiempo

Coeficientes Resumen de modelo de regresion lineal
Extractos Intercepto | Pendiente | R~ R2 Error | Cambios | Sig.
antioxidantes (Bo) (B1) (%) | tipico enF
200 ppm- EM 4,178 5116| 0,972 94,5| 2,2665| 34,066| 0,028
200 ppm -EaE 4,926 2,040| 0,994| 98,7| 0,4266| 152,861| 0,006
200 ppm -TBHQ 3,788 4,864| 0,984| 96,9| 1,5991| 61,875| 0,016
Blanco 4,745 6,525| 0,997 99,5| 0,8624| 382,775| 0,003

R2 : Coeficiente de determinacion
R* : Coeficiente de correlacion
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