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- ABTS: (2,2 Azino-bis 3 ethylbenzothializone-6-sulfonic acid)

- DPPH: Radical 2,2 — Difinil - 1- picrildrazilo

- FRAP: Andlisis de poder reductor Férrico Antioxidante

- ORAC: Capacidad de absorbancia de radicales de oxigeno, estandar para
determinar la capacidad antioxidante

- ANTIOXIDANTES: son moléculas capaces de retardar o prevenir la
oxidacion de otras moléculas.

- FLAVONOIDES: Son antioxidantes naturales como compuestos
fendlicos.

- ANTOCIANOS: Colorante natural, como antocianina con un valor
agregado que son los antioxidantes.

- FENOLICOS: Parte de los antioxidantes naturales.

-  TROLOX: antioxidante sintético utilizado como patrén en andlisis de
capacidad antioxidantes.

- TEAC: Actividad Equivalente a Trolox (LM).

- VCEAC: Actividad Equivalente a Vitamina C (mg/L o mg/100 gr.).

- HIDROFOBICOS: Los antioxidantes solubles en lipidos.

- HIDROFILICAS: Los antioxidantes solubles en agua.

- FIOLA: Matraz aforado.

- CIP: centro de investigacion de la papa.

- INEI: Instituto Nacional de Estadistica e Informatica.
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El presente trabajo de investigacion tuvo como objetivo. Determinar los parametros del tiempo
de soleado, tiempo y temperatura de coccidon en la estabilidad de los compuestos fendlicos
totales y capacidad antioxidante del puré deshidratado de mashua. Mediante la metodologia
(2,2 Azino bis (3-ethylbenzothiazoline 6-sulfonate)) ABTS. Utilizando la espectrofotometria
para su lectura. Se realiz6 en la Universidad Nacional del Altiplano Puno. Y se utilizé como
materia prima la mashua fresca Tropaeolum tuberosum R. et P. de pulpa amarilla accesion
(B002) reconocida por el Instituto Nacional de Innovacién Agraria (INIA). Proveniente del
distrito de Coasa de la provincia de Carabaya. Los resultados fueron analizados con la ayuda
de software Statgraphics v22. Mediante un disefio estadistico Box y Behnken de superficie de
respuesta para tres factores de estudio, de dias de soleado, tiempo y temperatura de coccion en
la influencia de capacidad antioxidante. De los cuales el factor soleado resulto no ser
significativo (p>0.05) y donde el factor tiempo y temperatura de coccidn resultaron altamente
significativos (p<0.01) de un total de 16 Tratamientos el mas optimo fue el T9 con una
temperatura de 60 °C y con un tiempo de 10 minutos, para la mayor retencion de capacidad
antioxidante de 4.692 umol trolox eq. /g. Evaluada por el método ABTS, y para el caso de
compuestos fendlicos se utilizo el método espectrofotométrico y resulto el mejor T9 con valor
Optimo de temperatura 60 °C y con un tiempo de 10 minutos siendo la méxima retencion de
componentes fendlicos de 50.032mg de acido galico/100g. Y también se Evalu6 la estabilidad
de los antioxidantes fenolicos del puré deshidratado de mashua (tropaeolum tuberosum) en el
almacenamiento acelerado durante 15 dias a una temperatura de 55°C para lo cual utilizo el
disefio estadistico completamente al azar (DCA) y su respectivo prueba de comparacion de
Duncan, la determinacion de capacidad antioxidante y compuestos fendlicos se realizaron en 1,
5,10y 15 dias, del puré deshidratado de mashua de los cuales el T9 al primer dia se tenia 4.692
pmol trolox eq. /g. y a los 15 dias se tiene 3.026 umol trolox eq. /g que hubo pérdida de
capacidad antioxidante donde ocurri6 reaccion de oxidacién del puré deshidratado influenciado
por los factores luz, oxigeno y el aire. En el caso de compuestos fendlicos el tratamiento T9
tenia en el primer dia de evaluacion tuvo 50.032mg de acido galico/100g. de muestra dentro de
los 15 dias se evalud la misma muestra y se tiene un valor de 43.769 965 mg de &cido
galico/100g. Hubo pérdida de compuestos fendlicos por la influencia de oxigeno y luz que
causo la oxidacion del puré deshidratado. En conclusién el pardametro maximizado es
tratamiento nueve con una temperatura de 60°C y tiempo de 10 minutos y con un valor de 4.692
pumol trolox eq. /g y la cantidad de compuestos fendlicos 50.032mg de acido galico/100g. Y no

existe la estabilidad de antioxidantes fenélicos en almacenamiento acelerado.

Palabras claves: Antioxidante, ABTS, compuestos fendlicos, deshidratacion y puré
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l. INTRODUCCION

Durante los Gltimos afios, existe un interés creciente, en el uso de los antioxidantes, para
el tratamiento de enfermedades y la importancia del rol de los antioxidantes de la dieta en

la prevencion del desarrollo de algunas patologias.

Estudios recientes indican que la mashua es fuente importante de actividad antioxidante
y es comparado con arandano, un cultivar premier y que es considerado una de las frutas

con alto contenido de capacidad antioxidante y que en términos de nutricion es excelente.

La pérdida de capacidad antioxidante hidrofilica natural, durante el procesado de los
alimentos se ha vuelto un problema, debido a su baja resistencia contra el oxigeno,
catalisis del ion de metal, temperaturas altas, luz, secado y grado higrométrico. Por tanto,
se debe buscar parametros Optimos de secado para minimizar la pérdida de estos

compuestos bioactivos.

La ventaja de la tecnologia de secado de alimentos, son ampliamente conocidas, ya que
al reducir el contenido de humedad, previene el crecimiento de microorganismos y
minimizan las demas reacciones que los deterioran. También el secado de los alimentos
reduce el peso y en algunos casos el volumen; lo que incluye en una reduccién importante
de los costos de empaque, almacenamiento y transporte. Los productos secos ademas
permiten ser almacenados a temperatura ambiente por largos periodos de tiempo.

La mashua, tubérculo andino cultivado por siglos en Perd, Bolivia, Ecuador, Venezuela
y Colombia; y que ademas tiene diversos usos populares que mejoran la salud, que segun
(Campos et al., 2006). Podrian estar relacionados con la presencia de compuestos
fendlicos. Asi también (Chirinos et al., 2007). Han encontrado que la mashua morada
presenta mayor capacidad antioxidante que la mashua amarilla. A pesar de esto, este
tubérculo es poco consumido debido a su sabor amargo y astringente, y a limitadas formas

que se emplean para su procesamiento y transformacion.

Teniendo en cuenta que éste tubérculo solo se produce una vez al afio y posteriormente
ya no se encuentra disponible en el mercado, es necesario realizar una transformacion que
nos permita tenerlo a disposicion y que este tratamiento no vaya en desmedro de sus

propiedades antioxidantes.

Por lo ya mencionado, se evaluo los parametros de tiempo de coccidn y temperatura, de

coccion en la estabilidad de antioxidantes fendlicos de mashua y su posterior utilizacion

1
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en otros procesos con la finalidad de analizar su efecto en el contenido de compuestos
fendlicos y capacidad antioxidante. La evaluacion se realizd en la mashua soleada y

coccionada siendo esta forma méas consumida en la region andina.

La mashua puede desempefiar, un papel importante en el contexto de un desarrollo
sustentable, implementandose procesos tecnoldgicos que permitan su mejor

aprovechamiento en beneficio de nuestros pueblos.

Teniendo en cuenta estas consideraciones, se llevo a cabo el presente trabajo de

investigacion y se plante6 los siguientes objetivos:

» Determinar los pardmetros del tiempo de soleado, tiempo y temperatura de
coccion en la estabilidad de los compuestos fendlicos totales y capacidad
antioxidante del puré deshidratado de mashua.

« Evaluar la estabilidad de los antioxidantes fendlicos del puré deshidratado de

mashua (tropaeolum tuberosum) en almacenamiento acelerado.

2
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1. REVISION BIBLIOGRAFICA

21. LAMASHUA

2.1.1 Generalidades

La mashua (Tropaeolum tuberosum Ruiz & Pavén), es uno de los tubérculos mas
importantes después de la papa, olluco y oca; se cultiva en los valles himedos de la zona
andina de Peru, Colombia, Argentina, Ecuador y Bolivia (Nacional Research Council,
1989).

Segun Meza et al., (1997), mencionan que la planta hereditaria es de la Meseta Peruano-
Boliviano. Pero ahora puede encontrarse en lugares tan lejanos como Canada, Europa y
Nueva Zelanda (Nacional Research Council, 1989). Entre los tubérculos andinos, la
mashua es de mayor rendimiento, se encuentra entre 9 y 70 TM/ha (Caicedo, 1999).

Crece en alturas de 3000 a 4000 msnm, pero la planta produce sus mejores cosechas y
alto rendimiento entre 3500 y 3800 msnm. Segun Tineo (1993), menciona que los
rendimientos de la mashua supera a la papa de dos por uno y crece en suelos pobres y sin

fertilizantes.

2.1.2 Clasificacion Taxon6mica de la mashua

Segun, Temoche et al., (2004), la ubicacion taxondémica de las mashua es la siguiente:

Reino: Vegetal.
Clase: Angiopermas.
Sub clase: Dicotiledoneas.
Orden: Geraniales.
Familia: Tropaeolaceae.
Género: tropaeolum.
Especie: tuberosum R. et P.
Nombre Cientifico: tropaeolum tuberosum R. et P.
Nombres Comunes: “mashua”, “afiu”, “cubios”,

“navios”, “isafo”, “isafiu”.
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2.1.3 Descripcion Boténica de la mashua

Es una planta herbéacea de 20 a 80 cm de alto, de tallos aéreos, cilindricos y delgados de
2 a 4 mm de didmetro, ramificados de color parpura. Tiene hojas de color verde oscuro
brillante en el haz y verde claro en el envés, las flores son solitarias de diferentes colores

que van de anaranjadas o rojizas (Hernandez y Leon, 1992).

Segun Hernandez y Ledn, (1992). Sefiala que la planta es inicialmente erecta, aunque a
la madurez es semi postrada la forma de la hoja es ovalada, la cara superior es verde y la
cara inferior de un verde claro. Puede ser de tres, cuatro o cinco I6bulos. Las flores
solitarias nacen en las axilas o elipsoidal. La mashua. A diferencia de la oca y del olluco,
tiende a formar gran cantidad se semillas viables. Segun su coloracién se puede clasifican

en.

» Tubérculos de color uniforme generalmente blanco, amarillo o0 anaranjado

» Tubérculos con pigmentos de antocianina ubicados solo en las yemas

» Tubérculos muy coloreadas en las yemas con antocianinas

« Tubérculos con yemas pigmentadas y con franjas longitudinales rojas o moradas
Hernandez y Leon, (1992), describe dos variaciones dentro de la misma especie.

e T. tuberosum var. Pilifer, de tubérculos blancos, delgados, de apice violaceo y
0jos 0 yemas provistos de pelos delgados, procedentes de Colombia,

» T. toteberosum var. lineomaculata, de tubérculos profundamente manchados de

lineas coloreadas, cultivados sobre todo en Perl y Bolivia.

Fig. 1: Diferentes accesiones del tubérculo mashua
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FUENTE: Propia

2.1.4 Caracteristicas Agronémicas

Mayor adaptacion entre 3500-4100 m.s.n.m. Se cultiva en la actualidad desde Venezuela
hasta Bolivia. La mayor concentracion se encuentra en las zonas agroecolégicas Suni y
Puna baja, del Per( y Bolivia, donde generalmente se cultiva en mezcla con otros
tubérculos. Es una especie de fotoperiodo de dias cortos 10 a 12 horas de luz para
tuberizar, el periodo vegetativo es de 175-245 dias (6-8meses). Es tolerante a bajas
temperaturas y al ataque de insectos y plagas. La mashua es muy rustica por ello puede
cultivarse en suelos pobres, sin uso de fertilizantes y pesticidas, aun en estas condiciones,
su rendimiento se puede duplicar al de la papa. La asociacion con olluco, oca y papas
nativas se explicaria por los principios de control nematicida e insecticida que posee la
planta. Requiere de suelos sueltos, de pH ligeramente acido entre 5 -6, aunque también
se desarrolla entre pH 5.3-7.5 (Tapia et al., 2007).

2.1.5 Formas de utilizacién del tubérculo de mashua.

Hernandez y Ledn, (1992), describen algunos usos de tubérculo de mashua.
«  Alimento: Los tubérculos se consumen cocidos. Los brotes tiernos y las flores se

comen cocidos como verduras

5
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«  Medicinal: Contra los calculos renales. Como antibidtico contra Candida albicans,
Escherichia coli y Staphylococcus, muy buena contra las dolencias genito urinarias.
« Antiafrotisiaco: Disminuye la cantidad de testosterona y dihidrotestosterona en la
sangre. Se dice que reduce el instinto sexual y se cuenta que las tropas de los incas

Ilevaban la mashua como fiambre para olvidarse de sus mujeres.

Maés alla de su utilidad como repelentes de muchos insectos, neméatodos y otros patdgenos.
La mashua se destina una cierta cantidad para el consumo animal y otra cantidad se
destina para el consumo humano, y se utiliza como ingredientes en sopas, guisos,

encurtidos, mermelada, postres (Ortega, 1992).

En Nueva Zelanda, aparte de consumir sus tubérculos en sopas y estofados, también son

consumidas las hojas jovenes y las flores (Nacional Research Council, 1989).

Por su valor diurético y nutritivo es consumida con agrado por adultos y nifios del area
rural sancochada en una pachamanca, o en el horno, adquiere un sabor especial semejante
al camote (Salas, 1998).

Actualmente la mashua es muy escasa debido a que tiene poco valor comercial, ya que
no es muy apetecido por el hombre porque tiene un sabor picante cuando esta cruda,
debido a los isotiocianatos en cocido pierde esta caracteristica, pero ain es rechazada por
las personas de sexo masculino porque se dice que es anafrodisiaco; aunque estudios
realizados en ratas muestran que no afecta la fertilidad sin embargo hay un descenso en
los niveles de testosterona (Hernandez y Leén, 1992).

Esta especie se considera Unica, dentro de los alimentos se le incluye propiedades de

reprimir el deseo sexual (Tapia et al., 2007).

2.1.6  Produccion de la mashua en la region Puno

Segun las informaciones adquiridas de la Direccion Regional Agraria-Puno (DRA) fue

como se muestra en la tabla N° 01:
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Tabla 1. Produccion de la mashua en la region de Puno

ANOS PRODUCCION (TM)
2002/2003 4566
2003/2004 3636
2004/2005 4845
2005/2006 4899
2006/2007 5105
2007/2008 4322
2008/2009 4754
2009/2010 4932
2010/2011 4955
2011/2012 5012
2012/2013 5260

FUENTE: Boletin Informativo Direccién Regional Agraria-Puno (2013).

2.1.7 Valor Nutritivo de la mashua

La mashua es muy nutritiva que podria ser usada como alimento de cerdos y terneros, y
que podria volverse un alimento valioso y barato debido a su alto rendimiento. Sin
embargo la proteina es altamente variable, dependiendo mucho de la variedad (National
Research Council, 1989).

La mashua contiene una cantidad elevada de aminoacidos esenciales como lisina,

aminoacido limitante en muchos cereales y leguminosas (Espinoza et al., 2002).

2.1.8  Composicion quimica de la mashua

La composicion quimica de la mashua depende principalmente de las caracteristicas
genéticas, sin embargo, tubérculos de la misma planta pueden defirir notablemente en la
composicion quimica. Ademas, la composicién se ve afectada por varios factores como:
accesion, zonas de crecimiento, formas de cultivo, almacenamiento, madures de la
cosecha, etc. La mashua puede contener apreciables cantidades de carotenos (vitamina A)

y de Vitamina C (77mg en 100 gramos de materia fresca comestible), siendo cuatro veces

7

Repositorio institucional UNA - PUNO



R11, _ :
TESIS UNA-PUNO ﬂ"": e

Altiplano

mas que la cantidad de esta vitamina encontrada en la papa. (Tapia et al., 2007). En la
tabla N° 2 se presenta la composicién quimica de la mashua estudio realizado por los
diferentes autores a continuacion detallaremos por cada 100 gramos de mashua. Cuyo

nombre botanico es Tropaeolum tuberosum Ruiz & Pavon,

Tabla 2. La composicion proximal de la mashua en 100 gramos de porcion comestible

COMPOSICION RANGO
Energia (kcal.) 35-52
Humedad (%) 79.2-93.8
Proteina (g.) 1.1-2.7
Carbohidratos (g.) 7.0-10.5
Fibra (g.) 0.5-1.5
cenizas (g) 0.6-1.1
grasa (g) 0.5-0.9
Azucares () 5.37-9.33
potasio (mg) 1.28-1.76
fosforo (mg) 0.61-0.83
calcio (mg) 10-13
Hierro (mg) 0.8-1.1
Vitamina A (mg) 09-12
Tiamina (mg) 0.1
Riboflavina (mg) 0.12
Niacina (mg) 0.67
Vitamina C (mg) 77.5
B-caroteno equivalente (ug.) 10
FUENTES:

(1) Tapia et al (2007)

(2) Collazos et al. (1993)

(3) Meza et al. (1997)

(4) King (1986), citado por Ramallo (1999)
(5) National Reserach Council (1989)
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2.2 DESHIDRATADO
2.2.1 Aspectos generales sobre deshidratado

Se define como la operacion por la cual se elimina, ya sea por evaporacion o liofilizacion,
casi todo el agua contenida en el tubérculo bajo determinadas condiciones de temperatura,

humedad y progresion de secado debidamente controladas (Brennan et al.,1980).

El secado es una de las técnicas ampliamente utilizada para la conservacion de alimentos.
El secado al sol de frutas, granos, vegetales, carnes y pescados han sido ampliamente
utilizado, desde los albores de la humanidad, proporcionando al hombre una posibilidad
de subsistencia en época de carencia de alimentos (Fito et al., 2001 citado por Vega et
al., 2007).

Son ampliamente conocidas las ventajas de los alimentos deshidratados, ya que al reducir
el contenido de humedad, se previene el crecimiento de microorganismos y se minimizan
las demas reacciones que los deterioran (Doymaz & Pala, 2003). También el secado de
los alimentos reduce su peso y en muchos casos el volumen, lo que incluye en una
reduccion importante, de los costos de empaque, almacenamiento y transporte. Los
productos secos ademas permiten ser almacenados a temperatura ambiente por largos

periodos de tiempo (Barbosa y Vega, 2000).

Actualmente el aire caliente, sigue siendo el método de deshidratacion mas usado en la

industria alimentaria (Hatamipour & Mowla, 2002).

La estabilidad del producto, es fuertemente afectada por las condiciones de secado (Chou
& Chua, 2001). El dafio térmico incurrido en un producto durante el secado es
directamente proporcional a la temperatura y tiempo (Lin et al., 1998). La temperatura
alta y secado por mucho tiempo est4d asociado a menudo con el dafio que afecta
adversamente la textura, color, sabor y valor nutritivo de los productos (Zanoni et al.,
1999).

El estudio de la cinética de secado es esencial para disefiar un correcto proceso de secado,
que permita ademas obtener un producto de calidad. Por otro lado, un buen modelo
matematico, que describa el proceso de secado puede considerarse como una herramienta

muy eficiente para salvar obstaculos. Vega et al., 2007).

9
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2.2.2 Ventajasy desventajas de la deshidratacion

Barbosa y Vega (2000), resume las ventajas principales de la deshidratacion de la

siguiente manera.

* Mediante ella se prolonga considerablemente la duracion de las sustancias
bioldgicas, por cuanto la actividad de agua se reduce a un nivel inferior al que los
microorganismos son activos, no pudiendo tampoco actuar como portador movil
de los reaccionantes en los procesos quimicos de la degradacion

» Tanto el peso como el volumen se reducen en forma notable en relacion al del
producto final

» Mediante empaquetado y almacenaje adecuados se evita la absorcidn de humedad,
por lo tanto, las materias deshidratadas podran conservarse a temperatura
ambiente durante largos periodos de tiempo.

A pesar que el valor nutritivo de los vegetales no resulta muy afectado por la
deshidratacién, una de las principales desventajas es que una vez rehidratados, la mayoria
de ellos no presentan las mismas caracteristicas del producto fresco, ni en sabor, ni en

estructura, aparte de adquirir mayor tiempo de coccién (Rodas, 1992).

2.2.3 Cualidades que deben poseer los alimentos deshidratados

Segun Valler (1974), citados por Rodas (1992), los alimentos deshidratados deben poseer

las siguientes cualidades:

« Conservar un buen sabor después de su reconstitucion

« Tener un alto valor nutritivo

« Mantener una apariencia atractiva

« Ser de facil preparacion

«  Conservar sus propiedades durante periodos largos de almacenaje.

« Poder disponer de cantidades suficientes para satisfacer las demandas de
los consumidores

« Tener un precio razonable.

10
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2.2.4 Métodos de deshidratacion

Los mecanismos de transferencia de agua en el producto que se esta secando se puede
resumir en: Movimiento de agua bajo fuerzas capilares, difusion de liquido por gradientes
de concentracidn, difusion superficial, difusion del vapor de agua en los poros llenas de
aire, flujos debido a gradientes de presion y flujo debido a la vaporizacion-condensacién

del vapor de agua. (Rodas, 1992).

Existen ademés diversas técnicas y tecnologias de deshidratacion. Los métodos
empleados en el secado de alimentos pueden clasificarse asi:

* Secado por aire caliente

* Secado por contacto directo con una superficie caliente

« Secado por el aporte de energia por una fuente radiante de microondas dieléctricas
* Liofilizacion

En la deshidratacion de vegetales se utilizan diferentes técnicas o sistemas basados
principalmente en aire caliente, los cuales se diferencian solamente por la forma como se
maneja el producto, la forma de exposicion del producto al aire, la fuente de calor, la
capacidad y el costo. Estos sistemas son: Atomizacion, lecho fluidizado, tambor rotatorio
y transportador de banda para la obtencién de deshidratado en polvo, y de tinel y de

bandeja para la obtencién de escamas, cubos o tajadas. (Rodas, 1992).

2.3 PURE

El puré es una técnica culinaria que consiste en machacar o triturar un alimento cocido,
de tal forma que muestre una textura homogénea de pasta. Los alimentos elaborados en
forma de puré suelen ser tubérculos, hortalizas o legumbres. Segun su consistencia sea
mas 0 menos espesa, los purés se consumen en diferentes productos terminados como

papillas infantiles, galletas, helados, entre otros (Guzman, 2014).

2.3.1 pure deshidratado

Para prolongar el tiempo de almacenamiento de la mashua se utiliza la tecnologia de
deshidratacion. Este producto necesita un tratamiento termico antes del secado. Este
tratamiento permite fijar el color del producto inactivando las enzimas y evitando el

oscurecimiento enzimatico. Al destruir las enzimas que causan rancidez, mejora la
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estabilidad del producto final almacenado. El calentamiento causa también la
gelatinizacion del almiddn y afecta la textura del producto final. También reduce la carga
microbiana. Después de la coccidn, hay que enfriar la mashua para evitar la sobre coccion

de la parte central y prevenir la retrogradacion del almidén (Guzman, 2014).
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2.4 ANTIOXIDANTE

Fennema (2000), menciona que los antioxidantes son sustancias que pueden retrasar el
inicio o reducir la velocidad de oxidacion de las sustancias auto-oxidables. Pokorny et al.
(2001) agregan ademas que los antioxidantes retardan el desarrollo de flavores
inadecuados prolongando el periodo de induccion por lo que su adicion al final de este
periodo no consigue retardar el desarrollo del enranciamiento. Un antioxidante es una
molécula capaz de retardar o prevenir la oxidacion de otras moléculas. La oxidacion es
unareaccién quimica de transferencia de electrones de una sustancia a un agente oxidante.
Las reacciones de oxidacion pueden producir radicales libres que comienzan reacciones
en cadena que dafian las células. Los antioxidantes terminan estas reacciones quitando
intermedios del radical libre e inhiben otras reacciones de oxidacion oxidandose ellos
mismos. Debido a esto es que los antioxidantes son a menudo agentes reductores tales

como tioles o polifenoles. (Valdebenito, 2005).

Los antioxidantes se encuentran contenidos en los vegetales tuberculos, citricos, frutas,
raices, etc. Aungue las reacciones de oxidacion son cruciales para la vida, también pueden
ser perjudiciales, por lo tanto las plantas y los animales mantienen complejos sistemas de
mualtiples tipos de antioxidantes, tales como glutation, vitamina C, y vitamina E, asi como
enzimas tales como la catalasa, superoxido dismutasa y varias peroxidasas. Los niveles
bajos de antioxidantes o la inhibicion de las enzimas antioxidantes causan estrés oxidativo
y pueden dafiar o matar las células. El estrés oxidativo ha sido asociado a la patogénesis
de muchas enfermedades humanas, es por ello que el uso de antioxidantes en
farmacologia es estudiado de forma intensiva, particularmente como tratamiento para

accidentes cerebrovasculares y enfermedades neurodegenerativas (Valdebenito, 2005).

Sin embargo, se desconoce si el estrés oxidativo es la causa o la consecuencia de tales
enfermedades. Los antioxidantes también son ampliamente utilizados como ingredientes
en suplementos dietéticos con la esperanza de mantener la salud y de prevenir
enfermedades tales como el cancer y la cardiopatia isquémica. Aungue algunos estudios
han sugerido que los suplementos antioxidantes tienen beneficios para la salud, otros
grandes ensayos clinicos no detectaron ninguna ventaja para las formulaciones probadas

y el exceso de la suplementacion puede de vez en cuando ser dafiino (Valdebenito, 2005).
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2.4.1 Clasificacion de los antioxidantes

Segun Valdebenito (2005), menciona que los antioxidantes se clasifican en dos amplios
grupos, dependiendo de si son solubles en agua (hidrofilicos) o en lipidos (hidrofdbicos).
En general los antioxidantes solubles en agua reaccionan con los oxidantes en el
citoplasma celular y el plasma sanguineo, mientras que los antioxidantes liposolubles

protegen las membranas de la célula contra la peroxidacion de lipidos.

A su vez Pokorny et al. (2001), mencionan que los antioxidantes pueden inhibir o retardar
la oxidacién de dos formas: captando radicales libres, en cuyo caso se denominan
antioxidantes primarios 0 por mecanismos que no estén relacionados con la captacion de
radicales libres, en cuyo caso se conocen como antioxidantes secundarios. Los
antioxidantes primarios incluyen compuestos fendlicos, y se destruyen durante el periodo
de induccion. Los antioxidantes secundarios operan a través de un cierto nimero de
mecanismos, incluyendo su union a metales pesados, captacion del oxigeno, conversion
de hidroperoxidos a especies no radicales, absorcion de la radiacion UV o desactivacion
del oxigeno singulete. Normalmente, los antioxidantes secundarios solo poseen actividad
antioxidante en presencia de un segundo componente minoritario, lo cual puede
observarse en el caso de agentes secuestradores, tal como el &cido citrico, que solo es
efectivo en presencia de iones metalicos, y agentes reductores tal como el acido ascorbico

que sélo es efectivo en presencia de tocoferoles u otros antioxidantes primarios.

Asi también Ruiz (2009), detalla los mecanismos enzimaticos y no enzimaticos a

través de los cuales los antioxidantes actlan:

* Mecanismos enzimaticos: Se trata de enzimas que proporcionan una funcion
protectora frente a los oxidantes biol6gicos, disminuyendo la concentracion
intracelular de radicales libres. Entre ellas destacan la catalasa, superoxido
dismutasa, glutation peroxidasa, glucosa-6-fosfato deshidrogenasa, NADPH-
quinona oxidorreductasa y la epdxido hidrolasa entre otras. Las enzimas descritas

constituyen la primera linea de defensa celular frente al dafio oxidativo.
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« Mecanismos no enzimaticos: La segunda linea de defensa estd compuesta por
secuestradores de radicales libres residuales que no fueron neutralizados por las
enzimas antioxidantes. Entre ellos podemos citar: glutation, &cido Urico,
transferrina, lactoferrina, taurina, ceruloplasmina, ubiquinol, bilirrubina,
carotenoides como la vitamina A, E, C, butilhidroxitolueno (BHT).

2.4.2  Antioxidantes Naturales

Es dificil de poder definir a los antioxidantes naturales principalmente se refiere a las que
se presentan en la mayoria de los vegetales, microorganismos hongos e incluso tejidos
animales. Las plantas producen una variedad de antioxidantes contra dafio molecular de
especies reactivas y ciertos productos naturales podrian desempefiar un papel preventivo
debido a sus caracteristicas antioxidantes. La mayoria de los antioxidantes naturales son
compuestos fendlicos, y su eficacia depende de la reaccion del hidrogeno fendlico con los
radicales libres, de la estabilidad de los radicales antioxidantes formados durante la
reaccion con los radicales libres y de las sustituciones quimicas presentes en su estructura
bésica, que probablemente es el factor que contribuye la actividad de los antioxidantes
naturales estables (Pokorny et al., 2005).

Entretanto investigaciones de la actividad antioxidante de varias fuentes naturales
demuestran que son eficaces y seguros, asi extractos vegetales ricos en compuestos
fenolicos despiertan un interés en la industria alimenticia por que retardan la degradacion
oxidativa de lipidos y mejoran las cualidades de los alimentos. Ademas se estan
estableciendo metodologias de extraccion, identificaciobn de compuestos activos, y
evaluacion de su eficacia de estos compuestos activos en la oxidacion de aceites y
alimentos, constatandose que la capacidad antioxidante de una fuente natural es
influenciada por diferentes factores como: region en donde la planta es cultivada, el
solvente o técnica de extraccion empleados, o el sustrato lipidico utilizado en el ensayo
(Frankel et al., 1996).
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2.4.3 Antioxidantes sintéticos

Se han desarrollado una gran cantidad de antioxidantes sintéticos lo méas usados son los
compuestos fendlicos como hidroxianisol butilado (BHA), el hidroxitolueno butilado
(BHT), la butilhidroguinona terciaria (TBHQ) y los esteres del acido galico. (Frankel et
al., 1996).

Los antioxidantes sintéticos contienen sustituciones alquilicas para mejorar su solubilidad
en grasas y aceites. Son muy estables al calor y se usan a menudo para estabilizar las
grasas de los productos cocinados y fritos. Pero desde el punto de vista de la seguridad
alimentaria estan sujetos a constantes cuestionamientos y restricciones dado a que se ha
reportado que serian carcinogénicos de acuerdo a las normas el uso de estos cuatro
antioxidantes sintéticos esta limitados al 0.02% del contenido de grasa o aceite del
alimento para suprimir el desarrollo de peroxidos durante el almacenamiento. La
toxicologia de los antioxidantes sintéticos se ha estudiado con gran profundidad,
aconsejan mantener cierta precaucion. En este caso los antioxidantes naturales se

presentan como sustancias mas saludables (Frankel et al., 1996).

2.4.4 Usos de los antioxidantes en alimentos

Los antioxidantes se utilizan como los aditivos alimenticios para ayudar a preservar los
alimentos. La exposicion al oxigeno y la luz del sol son los dos factores principales que
causan la oxidacion de alimentos, asi que el alimento es preservado manteniéndolo en la
oscuridad y sellandolo en envases o ain cubriéndolo en cera, como con los pepinos. Sin
embargo, como el oxigeno es también importante para la respiracion de la planta,
almacenar los materiales de planta en condiciones anaerobias produce sabores y colores

desagradables.

Que los niveles de compuestos antioxidantes pueden variar considerablemente dentro de
la misma especie vegetal, e incluso entre sus variedades, debido a factores genéticos y
ambientales que condicionan la germinacion, el crecimiento y calidad del cultivo.
Scalbert y Williamson (2000).
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La Figura 2 muestra un ejemplo de las diferentes reacciones que pueden suceder en una
matriz vegetal sometida a tratamiento térmico. Para los tratamientos térmicos cortos una
reduccion en la propiedad antioxidante general debido a la pérdida de antioxidantes de
origen natural y/o la formacion de prooxidantes de la reaccion de Maillard pueden ser
detectados. Prolongando el tiempo de calentamiento, esta pérdida puede ser minimizada
por una recuperacion o incluso una mejora de la actividad antioxidante debido a la

formacion de MRPs avanzados (Severini y Lerici, 1995; citados por Nicoli et al., 1999).

Fig. 2: Cambios en la actividad antioxidante debido a eventos diferentes y
simultaneos en una matriz vegetal sometida a calentamiento.

—i.—. HNatural antioxidants

— — — — MNew antioxidants

Total antioxidant activity

Relative antioxidant activity

Heating time

FUENTE: Nicoli et al. (1999).
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2.5 COMPUESTOS FENOLICOS

Los compuestos fendlicos se refieren a un grupo de sustancias que poseen en comin un
anillo aromético con uno o mas sustituyentes hidroxilos, y que se presentan
frecuentemente como glicésidos, combinados con unidades de azucar. Dada la naturaleza
aromatica de estos compuestos fenolicos, ellos muestran intensa absorcion en la region
UV del espectro, siendo esta caracteristica importante para su identificacion y andlisis
cuantitativo. Estrella, (2004). Aunque el grupo fendlico hidréfobo es comun a todos,
Olmedilla y Granado (2008) mencionan que la glicosilacion con azucares como glucosa,

ramnosa, galactosa y arabinosa los hace solubles en agua. Nicoli et al. (1999).

Los compuestos fendlicos se caracterizan por ser uno de los grupos de compuestos
presentes en el reino vegetal, siendo parte importante de la dieta tanto humana como
animal. Constituyen un amplio grupo de sustancias quimicas, consideradas metabolitos
secundarios de las plantas, con diferentes estructuras quimicas y actividad, englobando
mas de 800 compuestos distintos. Actualmente se ha despertado un gran interés por estos
compuestos debido a sus propiedades antioxidantes y sus posibles implicaciones
beneficiosas en la salud humana, tales como el tratamiento y prevencion del céncer,
enfermedades cardiovasculares y otras patologias de caracter inflamatorio (Martinez-
valverde, 2000)

La forma mas frecuente de encontrar los compuestos fenolicos en los vegetales es en
forma de mondmeros, oligomeros y polimeros (Calsin, 2007). Las principales funciones
de estos compuestos en las células vegetales es, por una parte, la de actuar como
metabolitos esenciales para el crecimiento y reproduccion de las plantas y, por otra, como
agentes protectores frente a la accion de patégenos, siendo secretados como mecanismo
de defensa (Calsin, 2007).

1.5.1. Clasificacion de Compuestos Fenolicos

1.5.1.1.No Flavonoides
Los no flavonoides se subdividen en compuestos como los acidos fendlicos, estilbenos y
taninos hidrosolubles, los &cidos fendlicos distinguen dos familias distintas, la serie
benzoica y la serie cindmica que se pueden encontrar en forma libre o esterificada con
azucares. La actividad antioxidante de los acidos fendlicos se deben también a los

hidrogenos fenolicos, la posicion de los grupos hidroxilo y el grado de hidroxilacion
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determina en gran medida la actividad antioxidante, la presencia de un segundo grupo
hidroxilo aumenta la capacidad antioxidante (Garcia, 2005).

15.1.2. Flavonoides

Se han descrito mas de 4000 flavonoides (Ce-C3-Cg) diferentes que se clasifican en varias
familias segun cambios en su estructura basica. Son compuestos polifenolicos tanto de
bajo como de elevado peso molecular que comparten el esqueleto comun de difenil
piranos: dos anillos benceno unidos a traves de un anillo pirona o pirano heterociclico,
que pueden poseer varios grupos hidroxilo (OH) unidos a esta estructura de anillos
(Garcia, 2005).

Los flavonoides es el grupo mas ampliamente distribuido (flavonoles, flavonas,
isoflavonas, flavanonas, antocianinas y flavanonas) (Pokorny et al., 2005 citado por;
Calsin, 2007) estos son constituyentes naturales de los alimentos vegetales y
proporcionan, en gran medida, el flavor, color y textura de estos alimentos. Los
flavonoides mas abundantes en los vegetales son los flavonoles y las flavonas (un
subgrupo de flavonoles) y los glucosidos de ambos. Los flavonoles poseen una coloracién
amarillenta, estos compuestos pueden ser identificados claramente por la existencia de un
grupo carbonilo en C4. Segun el grado de oxidacién de la molécula pueden distinguirse
diferentes tipos de compuestos.

La actividad antioxidante de la antocianina, esta fuertemente condicionada por el sistema
utilizado como sustrato y las condiciones de catalisis de la oxidacion (Pokorny et al.,
2005, citado por Calsin, (2007).

Estrella (2004), afirma que los compuestos fendlicos o polifenoles provienen del
metabolismo secundario de las plantas. Existe una gran variedad de compuestos fendlicos,
y se clasifican en flavonoides y no flavonoides.

Los flavonoides contienen en su estructura quimica un namero variable de grupos
hidroxilo, fendlicos y excelentes propiedades de quelacion del hierro y otros metales de
transicion, lo que les confiere una gran capacidad antioxidante (Espin y Tomas-Barberan,
2005).

En la Figura 4 se muestra la estructura basica de este compuesto y sus principales tipos.
Estrella (2004), sefiala que los compuestos flavonoides estan formados por dos anillos
aromaticos unidos por un heterociclo oxigenado y que dependiendo del grado de

hidrogenacion y de la sustitucion del heterociclo son, flavonoles, flavonas, isoflavonas,
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antocianos, proantocianidinas, flavanonas, etc. y se encuentran generalmente en forma de

glicdsidos.

Fig. 3: Flavonoides. Estructura bésica y tipos

Antocianidina

Flavanol

Flavana Flavonol

FUENTE: Estrella (2004)
Fennema (2000), menciona que la mayoria de los flavonoides se caracterizan por ser
hidrosolubles y estables al calor. Segun Potter y Hotchkiss (1995), susceptibles a los
cambios quimicos (maduracién de las frutas), a los fisicos en el procesamiento de los
alimentos: picado Y trituracion (estos forman parte de la organizacién tisular y de
estructuras, que al romperse se lixivian y se destruyen parcialmente en contacto con el
aire), y a los cambios térmicos, ya que el calor excesivo altera los pigmentos de los

alimentos. Son sensibles al pH, tendiendo hacia un amarillo intenso en medio alcalino.

Boateng et al. (2008), afirman que ultimamente, las proantocianidinas o taninos
condensados (que son polimeros formados por unidades de antocianidina (flavonoide) y
que han sido hidrolizados), han demostrado ser efectivos antioxidantes con actividad adn

mayor que los fenoles simples.

Con respecto a los no flavonoides, éstos son compuestos benzoicos y cindmicos, llamados
comunmente acidos fendlicos, y que segin Santos y Soriano (2006), estan formados por
un anillo aromatico con al menos un grupo hidroxilo y con grupos aldehido, alcohol o
acido, solos o esterificados con &cidos organicos o unidos a azucares. Dentro de éstos

destacan los lignanos, estilbenos y compuestos polifenoles polimerizados: taninos y
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ligninas. Sin embargo, Estrella (2004), menciona a los estilbenos, taninos, ligninas y
lignanos como otros compuestos de naturaleza polifendlica, ademas de los flavonoides y
no flavonoides. Algunas de las propiedades de los productos de origen vegetal, como

color, astringencia y aroma son debidas a la presencia de compuestos de este tipo.

Maestri et al. (2006) citados por Miranda et al. (2010) mencionan que los acidos fenolicos
son otro grupo de sustancias con propiedades antioxidantes, cuya actividad antioxidante
se debe principalmente a sus propiedades redox, que les permiten actuar como agentes

reductores, donadores de hidrdgeno y captadores de oxigeno.

No existe una ingesta diaria recomendada para este tipo de compuestos. Sin embargo,
como una estimacion aproximada, la ingesta total de polifenoles generalmente se podria

encontrar entre los 150-1000 mg/dia (Espin y Tomas-Barberan, 2005).

1.5.2.  Componentes Bioldgicamente Activos en los Alimentos

Los componentes biolégicamente activos se pueden definir como compuestos presentes
en diferentes alimentos de origen vegetal y animal, con utilidad para promover la salud y
prevenir algunas enfermedades cronicas y degenerativas (Santos y Soriano, 2006). En la

fig. 4 muestra una clasificacion de éstos compuestos segun su origen.
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Fig. 4: Clasificacion de compuestos bioactivos de alimentos.

Quercetina
Hesperidina
Flavonoles Miricetina
Limoneno
Rutina
Catequina
Flavanoles Epicatequina
Compuestos
De origen vegetal Fendlicos Flavonoides Epigalocatequina
Flavanonas Hesperidina
Naringina
Antocianinas totalt
Isoflavonas o Genisteina
isoflavoniodes
0 Daidzeina
flavonoides de sc Gliciteina
No flavonoides Lignanos
o 4cidos fendlicos Eslibenos
Compuestos Taninos
polifenolicos (hidrolizables)
polimerizados  Ligninas
Compuestos
Azufrados Glucosinolatos
Indoles
Isotiocianatos
Compuestos
organosulfurados
Terpenoides Esteroles Vegetales
Licopeno

De origen animal Camitina

FUENTE: Santos y Soriano (2006).

22

Repositorio institucional UNA - PUNO




-\ . .
TESIS UNA-PUNO ‘“u‘: R

Altiplano

1.5.3. Efecto de compuestos fendlicos y antioxidantes en el tratamiento térmico

La mayor parte de los alimentos son malos conductores del calor. Los procesos de
calentamiento o enfriamiento pueden acortarse mediante operaciones de reduccién de
tamafio. La conductividad térmica de un alimento est4 fuertemente influenciada por la
composicion, al igual que por el calor especifico, siendo el agua la que ejerce la mayor
influencia. La conductividad térmica disminuye a medida que el alimento se va secando
(Lewis, 1993).

En términos generales, Nicoli et al. (1999) sefialan que los posibles efectos en el potencial
antioxidante que pueden llevarse a cabo consecutiva o simultdneamente durante el

procesamiento de alimentos, son los siguientes:

- La pérdida de antioxidantes naturales.
- Mejora de las propiedades antioxidantes de los compuestos naturales.
- Formacion de nuevos compuestos con actividad antioxidante (es decir,

productos de la reaccion de Maillard).

- Las interacciones entre los diferentes compuestos (por ejemplo, los
lipidos y antioxidantes naturales, los lipidos y los productos de la reaccion de
Maillard).

el aumento de compuestos fendlicos debido al tratamiento térmico podria deberse a la
liberacion de acidos fenolicos unidos a los constituyentes celulares, seguido de alguna

polimerizacion y oxidacion de éstos constituyentes fendlicos (Boateng et al., 2008).

Randhir et al. (2008) sefiala que la aglicosilacion también puede ser causa del aumento

de la actividad antioxidante; asi como los efectos aditivos y sinérgicos entre otros

fitoquimicos y fendlicos alterados térmicamente.

Como ejemplo se puede sefialar que en el caso del maiz dulce sometido a tratamiento
térmico, el aumento de la actividad antioxidante total se explica por el aumento de los
ésteres del acido ferulico solubilizado y la liberacion de compuestos fendlicos ligados a
la matriz de la célula (Dewanto et al., 2002; citados por Randhir et al., 2008). El
tratamiento térmico de semillas de uva liber6 compuestos fendlicos, la condicion de
calentamiento y la forma de la semilla afect la actividad antioxidante del extracto
obtenido (Kim et al., 2006).
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Para los cultivares de mashua morada, Pérez (2005), determind altos coeficientes de
correlacion entre los compuestos fenolicos y la capacidad antioxidante determinada por
el meétodo ABTS. Asi también, Wen et al. (2010), afirman que la cantidad de
compuestos fendlicos posee una buena correlacion con la capacidad antioxidante total.
Kuljarachanan et al. (2009), también encontraron que los compuestos fenolicos son
los mayores contribuyentes de la capacidad antioxidante del producto. Con esto se
corroboraria que los compuestos fenolicos de la mashua morada son los mayores
contribuyentes de la actividad antioxidante del producto como se muestra en la tabla 3.
Tabla 3. Correlacién (r?) entre los métodos de capacidad antioxidante,

compuestos fendlicos del tubérculo de mashua.

Sin Solear Soleadas
Fenolicos- DPPH 0.837 0.615
Fenolicos- ABTS 0.836 0.667
Fenolicos- FRAP 0.661 0.639
Fendlicos- ORAC 0.022 0.157
Fendlicos- Antocianinas 0.638 0.318
Antocianinas- DPPH 0.516 0.631
Antocianinas- ABTS 0.615 0.565
Antocianinas- FRAP 0.257 0.761
Antocianinas- ORAC 0.008 0.086
ABTS- DPPH 0.930 0.801
ABTS- FRAP 0.735 0.607
ABTS- ORAC 0.003 0.088
DPPH- FRAP 0.848 0.780
DPPH- ORAC 0.013 0.027
FRAP- ORAC 0.052 0.204
FUENTE Cordova, (2012)
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1.  MATERIALES Y METODOS

3.1 LUGAR DE EJECUCION

El presente trabajo de investigacion se llevo a cabo en los laboratorios de Evaluacion
Nutricional y en Laboratorio Microbiologia Agroindustrial, instalaciones pertenecientes a la
Escuela profesional de Ingenieria Agroindustrial de la Universidad Nacional del Altiplano

Puno.

3.2 MATERIA PRIMA E INSUMO.

3.2.1 Materia Prima

La materia prima utilizada para esta investigacion, es la mashua (Tropaeolum tuberosum R &
P) cultivar “amarillo”, proveniente del distrito de Coasa, Provincia de Carabaya,
Departamento de Puno, cosechados en el mes de mayo. El reconocimiento de este cultivar se
realizo, con el apoyo del Instituto Nacional de Innovacion Agraria Illpa Puno.

3.3 MATERIALES, EQUIPOS Y REACTIVOS

3.3.1 Materiales

- Micropipetas de 5-50 pL, 100-1000 pL.
- Erlenmeyer de 50, 100 y 250 ml.

- Fiolas de 50 y 100 ml.

- Pipetasde 1, 2, 5,10 y 20 ml.

- tubos de ensayo

- Baguetas

- Probetas de 10, 20, 50,100 y 250 ml.
- Mallas n° 70 (250um)

- Papel de aluminio

- Mortero y pilon de porcelana

- Lunas de reloj

3.3.2 Equipos

- Agitador eléctrico OVAN.

- Balanza analitica KERN. Capacidad 0 — 220g sensibilidad +/- 0.0001g.
- Bafio Maria (MEMMERT).

- Autoclave LS-356 VERTICAL PRESSURE STEAM.
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- Centrifuga (CENTRIFUGE MODEL CH90 — 2 KERT LAB)
- Espectrofotometro (UNICO SQ2600 UV)

- Estufa

- Licuadora (INTERNATIONAL).

3.3.3 Reactivos

- Agua destilada

- 2,2 azino bis (3-ethylbenzothiazoline 6- sulfonate) (ABTS) (Sigma Aldrich)
— Carbonato de sodio (Na2COs) (J.T. Baker)

- Etanol C2HsO (Sigma Aldrich)

- Metanol CH4O (Sigma Aldrich)

- Folin- Ciocalteau 2N (Merck)

- Persulfato de potasio (Sigma Aldrich)

3.3.4 Software

- Statgraphics Centurion XV1.
- Sigma Plot 12.0

3.4 METODOLOGIA EXPERIMENTAL

3.4.1 Determinacion del tiempo de soleado, tiempo y temperatura de coccion en la
estabilidad de los compuestos fenodlicos totales y la capacidad antioxidante del

puré deshidratado de mashua

En esta etapa del trabajo de investigacion se determind el soleado del tubérculo de
mashua, temperaturas y tiempos de coccién en la elaboracion del puré de mashua
deshidratada, y evaluando la capacidad antioxidante y compuestos fenolicos, como

se muestra en la figura 5
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Fig. 5: Diagrama de flujo para la obtencion del puré deshidratado de mashua.

MASHUA

{

SELECCION
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SOLEADO } Soleado 1, 4 y 7 dias.
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DESHIDRATADO Deshidratado a 40°C.
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MOLIENDA
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[ TAMIZADO ]

PURE DE MASHUA Det. de Comp. Fenolicos.

ﬂ Det. de capacidad antioxidante
} Det. Humedad.

i

[ ALMACENAMIEMTO

Fuente: Elaboracion propia, (2015).
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Descripcion General del Proceso de Elaboracion de Puré Deshidratado de Mashua

a) Materia Prima.
La materia prima utilizada para esta investigacion, fue la mashua accesion (B002)
proveniente del Distrito de Coasa, Provincia de Carabaya, Departamento de
Puno, cosechados en el mes de mayo. El reconocimiento de este genotipo se
realizo, con el apoyo del Instituto Nacional de Innovacion Agraria Illpa Puno.

b) Seleccion y clasificacion.
La seleccion se realizd con el objetivo de separar, todos las mashuas que
presentan, signos de deterioro. La mashua seleccionada estuvo libre de golpes y
magulladuras, arrugas, cicatrices, rajaduras y manchas verdes. La clasificacion
se realizara de acuerdo al tamafio con el fin de darles condiciones adecuadas al
proceso.

d). Desinfectado.
El desinfectado se realiz6 con la finalidad de retirar cualquier tipo de materia
extrafia adheridas a la superficie del tubérculo. Para tal efecto, se emple6 agua
potable fria en aspersion, acompafiado de una ligera escobillada que se realizd
manualmente y luego se le sumergio en una solucién de hipoclorito de sodio de
50 ppm por 10 minutos a fin de reducir la posible carga microbiana.

c). Soleado.
El soleado del tubérculo de mashua se realiz6 8 horas diarias siendo minimo,
1dia, y méximo 7 dias, con la finalidad de evaluar la cuantificacion de
compuestos fendlicos y antioxidantes.

e). Coccion.

La coccion se realizo en una autoclave, en donde se controlo los tiempos de
coccion en 10 minutos, 20 minutos y 30 minutos y las temperaturas de coccion
en 60, 80 y 100°C

Esta operacion se realizd con el propésito de otorgar al producto mejores
caracteristicas fisicas y organolépticas, y evaluar los compuestos fendlicos y

capacidad antioxidante del tubérculo de mashua.
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). Amasado.
Esta operacion se efectu6 en una amasadora espiral hasta obtener una pasta
homogénea.

g). Deshidratado.
El deshidratado del puré de mashua se realizé en una estufa a una temperatura
constante de 40 °C durante 24 horas.

h).Molienda.
Esta operacion se realiz para obtener harina de mashua

1). Tamizado.
Esta operacion permitié separar particulas gruesas. Se utiliz6 una malla N° 70
con ello se obtuvo particulas homogéneas de tamafio promedio de 250um de
diametro

J). Almacenamiento.
Se realiz6 un almacenamiento acelerado a una temperatura de 55°C durante 15
dias y se evalu6 a los 0, 5, 10 y 15 dias la estabilidad de los antioxidantes y

compuestos fenolicos.

3.4.2 Evaluacion de la estabilidad de los antioxidantes fenélicos en el almacenamiento

acelerado del puré deshidratado de mashua

En esta etapa de la investigacion se evalud la capacidad antioxidante y compuestos fenolicos
durante pruebas de almacenamiento acelerado, evaluando a los 0, 5, 10, 15 dias, la capacidad

antioxidante y compuestos fendlicos como se muestra en la figura 6.

Fig. 6: Diagrama de flujo para el almacenamiento acelerado

PURE DE MASHUA

| ALMACEI\‘IAMIENTO |
! v | |

0 DIAS 5 DIAS 10 DIAS 15 DIAS

Det. de Capacidad Antioxidante

Det. Compuestos Fendlicos

Elaboracion Propia.
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3.5 METODOS DE ANALISIS.

3.5.1 Preparacion de la muestra del tubérculo de mashua

Se realiz6 la extraccion del tubérculo de mashua (B002). Para ello se procedio a utilizar el

proceso de extraccion optimizado por chirinos et al. (2007), el procedimiento fue el siguiente:

Para la preparacion de los extractos se pesaron 50g. de muestra y se coloc6 en un matraz de
5000 ml de capacidad, luego se afiadié 3000ml de mezcla de solventes de metanol y agua (en
relacion 80,20 v/v), la mezcla de solventes se dejo agitando constantemente durante 60
minutos a temperatura ambiente, se centrifugo las muestras a 4000rpm x 10 minutos,

separando el sobrenadante (S1) de la torta.

Se realiz6 una segunda extraccion, la torta se coloco en el matraz de 5000ml de capacidad,
donde se afiadid 1500ml de la mezcla de solventes, la solucién se dejé agitando
constantemente durante 15 minutos a temperatura ambiente, se centrifugo las muestras a

4000rpm x 10 minutos, separando el sobrenadante (S2) de la torta.

3.5.2 Preparacion de la muestra para el puré deshidratado de mashua

Se procedi6 a pesar 5 gramos de puré deshidratado de mashua y se coloco en un vaso
precipitado de 100 ml de capacidad, luego se afiadio 25 ml de metanol al 80% mezcla de
solventes de metanol y agua (en relacion 80,20 v/v), la solucién se dejo agitando
constantemente durante 60 minutos a temperatura ambiente, se centrifugo las muestras a

4000rpm x 10 minutos, separando el sobrenadante de la torta.

3.5.3 Determinacion de la capacidad antioxidante

Se utilizé la metodologia reportado por Arnao et al., (2001), El procedimiento fue el siguiente:
la solucion de ABTS se preparé diluyendo 78.4mg y se enrazara a 10mL de agua destilada en
una fiola (reactivo A). Por otro lado, también se prepard una solucion de persulfato de potasio
(reactivo B). Para lo cual se pes6 26.4mg y se enraso a 20mL en un fiola con agua destilada.

Ambas soluciones se almacenaron a temperatura ambiente en un frasco oscuro.

Luego se preparo la solucion madre de ABTS empleando volumenes iguales de los reactivos
Ay B (relacion 1:1), se mezclaron bien y se dejé en reposo en la oscuridad por 12 horas a
temperatura ambiente, antes de ser usada. La solucion madre solo se utiliz6 las 4 horas

después.
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De la solucion madre se preparé una solucion diluida de ABTS*2 y se adiciono 60 ml de etanol
al 96%. Esta solucion debe de dar una lectura de absorbancia a 734nm de 1.1 + 0.02, de lo
contrario debe corregirse agregando etanol o solucion madre, segun sea el caso (conservar en

un frasco ambar). Se llevo a cero el espectrometro con metanol.

Para proceder a la cuantificacion de la capacidad de antioxidante se tom6 150uL de los
extractos obtenidos, se adiciono 2850 uL de solucion de ABTS diluida, se agito por 2 horas y
30 minutos; ya que en este tiempo se mantiene constante a temperatura ambiente. Luego se
procedio a realizar la lectura de absorbancia a 734nm. Las lecturas deben estar comprendidas
entre 0.1 y 1.05. Se prepar6 el blanco y se utiliz6 el metanol para blanquear el
espectrofotometro. La actividad antioxidante se estimo utilizando un curva estandar teniendo
como patron el Trolox, el cual es una sustancia hidrosoluble anéloga de la vitamina E. los
resultados se expresaran como pmol Trolox equivalente/g de mashua en base seca (b.s.) y
base humeda (b.h.).

La ecuacion de la curva de estandar para la cuantificacion de la capacidad antioxidante en

Metanol es:

pmol Trolox equivalente/mL = 0.7836 x Abs — 0.001

Ecuacion de la capacidad de antioxidantes es:

y = ((0.7836 x AAbs) — 0.001)x Fd x A

Donde:

Y : umol trolox equivalente/g de muestra fresca.

AAbs : Absorbancia del blanco — absorbancia de la muestra (734 nm).

Fd  : Factor de dilucion.

A : (Volumen (mL) de solvente utilizado + peso de la muestra (g.))/peso

de la muestra.

3.5.4 Determinacion de compuestos fendlicos
Se utilizd el método espectrofotométrico reportado por singleton y Rossi (1965), el cual se
basa en la cuantificacion espectrofotométrica del complejo coloreado formado por la reaccién
entre los compuestos fenolicos y el folin-Ciocalteau. El procedimiento fue el siguiente: Se
prepararon soluciones de carbonato de sodio y de folin- Ciocalteau 1N.

Para cuantificar los compuestos fendlicos totales se deposito en tubos de prueba de 500 pL de
los extractos obtenidos, a ello se le afiadio 250 pL del reactivo Folin — Ciocalteau 1N y se
adiciono1250 pL de la solucién de carbonato de sodio, se homogenizo el conjunto y se dejo
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reposar por 30 minutos a temperatura ambiente, luego se hizo la lectura a la longitud de onda
de 755nm. Paralelamente se prepar6 un blanco con metanol en lugar del extracto y se trabajo

bajo las mismas condiciones, el blanco sirvio para llevar a cero el espectrofotdmetro.

Se determin0 la concentracion de acido galico a 725nm usando una curva estandar. Los

resultados se expresaron como mg. Acido galico/100g. de mashua, en base seca (b.s.)
La ecuacion para la cuantificacion de compuestos fenolicos fue la siguiente:
Y=0.0345 x Abs — 0.0018

Donde Y, es el contenido de mg acido galico/ml

El contenido de compuestos fendlicos totales se calculd con la siguiente ecuacion:

mg. acido galico/100g = ((0.0345 x Abs) — 0.0018) x Fd x A x 100
Donde:
Abs : Absorbancia de la muestra medidas a 755 nm
Fd  : Factor de dilucion.
A :Volumen (mL) de solvente utilizado + peso de la muestra. (g.)/ peso
de la muestra (g).
3.6 FACTORES DE ESTUDIO

3.6.1 Determinacion del tiempo de soleado, tiempo y temperatura de coccion en la
estabilidad de los compuestos fendlicos totales y la capacidad antioxidante del
puré deshidratado de mashua

3.6.1.1 Variables independientes.
 Dias de soleado de mashua fresca 1,4y 7 Dias
» Temperatura de coccion 60, 80y 100 °C
« Tiempos de coccion 10, 20 y 30 Minutos

3.6.1.2 Variables dependientes
« Capacidad antioxidante
« Compuestos fenolicos

3.6.1.3 Indicadores
a) Capacidad antioxidante

e pumol Trolox equivalente/g de muestra
b) Compuestos fendlicos
e mg. de acido galico/100g
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3.6.2 Evaluacion de la estabilidad de los antioxidantes fendlicos en el almacenamiento

acelerado del puré deshidratado de mashua
3.6.2.1 Variables independientes.

« Tiempo de Almacenamiento (0, 5, 10 y 15) dias.
3.6.2.2 Variables dependientes

« Capacidad antioxidante

« Compuestos fenolicos
3.6.2.3 Indicadores

c) Capacidad antioxidante

e umol Trolox equivalente/g de muestra
d) Compuestos fendlicos

e mg. de acido galico/100g

3.7 EVALUACION ESTADISTICA

Para procesar los datos obtenidos en la primera parte de la investigacion se aplico el programa
estadistico STATGRAPHICS Centurion XVI, y se utilizé un disefio de superficie de respuesta
de segundo orden, el disefio Box y Behnken donde los factores de estudio fueron el tiempo de
soleado del tubérculo de mashua (dias), temperatura de coccién (°C) y tiempo de coccién en

(minutos).

3.8 MATRIZ DE DISENO

3.8.1 Disefio Box Behnken
En la tabla N° 4 se muestra el nimero de tratamientos que se va evaluar para determinar la
capacidad antioxidante y compuestos fendlicos. Segun el modelo superficie de respuesta del

disefio Box y Behnken a continuacién se muestra y su modelo matematico.
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Tabla 4. Disefio Box y Behnken para tres factores, donde se presentan las
coordenadas que se deben modelar.

FACTOR A B C
NIVEL CODIFICADO X1 X2 X3
1 -1 0

o, +1 -1 0
Factorial 2° paraAy B 1 +1 0
+1 +1 0
-1 0 -1
. +1 0 -1
Factorial 2= para Ay C 1 0 +1
+1 0 +1
0 -1 -1
_ 0 +1 -1

2

Factorial 2° paraBy C 0 1 +1
0 +1 +1

0 0 0

o 0 0 0
Disefio del punto central 0 0 0
0 0 0

MODELO MATEMATICO
Y = bo + b1X1 + bZXZ + b11X12 + b22X22 + b12X1X2
Donde:

Y= Variable de respuesta (Capacidad Antioxidante)
b = Coeficiente de regresion lineal

X1 = Variable de estudio (Soleado)

X2 = Variable de estudio (Temperatura)

Xz = Variable de estudio (Tiempo)
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3.8.2 Evaluacion estadistica para el segundo objetivo en la estabilidad de los
antioxidantes fendlicos en el almacenamiento del puré deshidratado de mashua

Para procesar los datos obtenidos durante la investigacion se aplicé el anélisis de varianza
(ANOVA), con un 95.0% de nivel de confianza y el test de Duncan para determinar los
posibles diferencias entre los tratamientos de capacidad antioxidante y compuestos fendlicos.
Se trabaj6 con el programa STATGRAPHICS Centurion XVI.

Los factores de estudio fueron el tiempo de almacenamiento y los tratamientos de la
interaccion del disefio del primer objetivo, se utilizd un experimento bajo el disefio completo
al zar (DCA) con 3 repeticiones, ajustado al siguiente modelo lineal aditivo:

Yijk =+ ai + Bj + (op)ij + €ijk
Donde:

I = niveles de factor A

Jj = niveles de factor B

k = nGmero de repeticiones

Yijk= variable de respuesta de lak-esima observacion

u = media de la poblacion a la cual pertenecen las observaciones

ai = efecto de i-esimo nivel de factor A

Bj=efecto del j-esimo nivel del factor B

(ap)ij = efecto del interaccion del i-esimo nivel del factor A con el j-esimo nivel del facor B

eijk = efecto del error experimental.
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Caracteristicas de la materia prima

Para el presente trabajo de investigacion se empleé mashua de pulpa amarilla de cddigo
(B002) cultivada en la provincia de Carabaya distrito de Coasa. Se us6é mashua fresca (15 Kg)
soleados durante uno, cuatro y siete dias. El analisis de humedad se realizo del tubérculo la

mashua, donde nos indica en la tabla 6.

Tabla 6 contenido de humedad

pruebas Humedad (%)
Tubérculo 65.23+1.0369
(B002)

Puré 19.16+0.4407

deshidratado

4.2 Determinacion de los parametros de tiempo de soleado, tiempo y temperatura de
coccion en la estabilidad de la capacidad antioxidante

4.2.1 Evaluacion de capacidad antioxidante

La capacidad antioxidante de la mashua en materia prima se obtuvo 21.405 umol Trolox Eqg.
/g. en base fresca de mashua. Estos resultados son inferiores a los valores reportados por
Bustincio, (2014), afirma que la capacidad antioxidante de las 10 accesiones de isafio teniendo
como resultado entre los rangos 34.73 a 948 umol Trolox equivalente gramo de muestra de
isafio. Y también son menores a los valores reportados por Calsin, (2007) presenta los valores
promedios de la capacidad antioxidante de 30 a 75 pumol Trolox equivalente/g. de materia
fresca quien trabajo con genotipos de piel morada y pulpa amarilla de mashua y encontrandose
en el rango de los reportados de Chirinos et al., (2006), que reportaron valores en un rango de
16.8 a 45.7 umol Trolox equivalente/g. de mashua fresca. Esto implica segun Bustincio,
(2014), que el efecto es dependiente con respecto al tiempo de tuberizacién y accesion. Esto
es debido a los niveles de compuestos que pueden variar considerablemente dentro de la
misma accesion, factores genéticos condiciones climatoldgicas, tipo de suelo, disponibilidad
de agua, nutrientes, radiacién del lugar del cultivo. Asi también afirma Scalbert y Williamson
(2000), que los niveles de compuestos pueden variar considerablemente dentro de la misma
especie vegetal, e incluso entre sus variedades, debido a factores genéticos y ambientales que

condicionan la germinacion, el crecimiento y calidad del cultivo.
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Se ha soleado el tubérculo a 1, 4 y 7 dias, la cantidad de 15 Kg durante 8 horas por dia en la
ciudad de Juliaca. Y posteriormente se sancochd a una temperatura de 60, 80 y 100 °C. ha un

tiempo de 10, 20 y 30 minutos segun el disefio de interaccion de Box y Behnken

Se ha evaluado los compuestos fenolicos de la materia prima de la mashua y se ha obtenido
un valor 184.12 mg. de acido galico/100g. de muestra estos resultados son menores a los
reportados por Calsin (2007), que reportaron valores entre un rango de 311-343 mg. de &cido
gélico/100g. y encontrandose en el rango reportado por Chirinos et al., (2006), con valores

entre 174.9 — 374 mg. de &cido galico/100g. de mashua fresca

Tabla 7. Evaluacion de la capacidad antioxidante del puré deshidratado de
mashua segun el modelo Box y Behnken de superficie de respuesta

N Variables independientes Variables Dependientes
Ts S(%(iegsd)o Tem?o%e)ltura 'Iilne]ri?f)o pumol Trolox Eq. /g
1 1 60 20 4.492
2 7 60 20 4.558
3 1 100 20 3.525
4 7 100 20 3.577
5 1 80 10 4.153
6 7 80 10 3.982
7 1 80 30 3.729
8 7 80 30 3.719
9 4 60 10 4.618
10 4 100 10 3.453
11 4 60 30 4.261
12 4 100 30 3.56
13 4 80 20 4.061
14 4 80 20 4.149
15 4 80 20 4.003
16 4 80 20 4.026
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Tabla 8. Analisis de VVarianza para la capacidad antioxidante.

FdeV GL SC CM Fc p Sig.
A: Soleado 1 0.000496125 0.000496125 0.12  0.7512 ns
B: Temperatura 1 1.81832 1.81832 442,53 0.0002 **

C: Tiempo 1 0.109746 0.109746 2671 00141 *
AA 1 0.009801 0.009801 239 02202 ns
AB 1 0.000049 0.000049 001 09199 ns
AC 1 0.00648025  0.00648025 1.58  0.2981 ns
BB 1 0.00308025  0.00308025 0.75  0.4503 ns
BC 1 0.053824 0.053824 1310 00363 *
cC 1 0.052441 0.052441 1276  0.0375 *
a 3 0.0358867  0.0119622 291  0.2018 ns
Error 3 0.0123267  0.00410892
Total 15 2.10246

R2=97.70%

R? (ajustada) = 94.26%

C.V.=1.605%

En la tabla de ANOVA, podemos apreciar para la fuente de variacion de falta de ajuste en el
contraste de “F”, se observa que no es significativo, es decir 0.2018 es mayor a 0.05, por

consiguiente es buen modelo estadistico.

El andlisis de varianza muestra que en efectos simples existen diferencias estadisticas
significativas al 95 % de probabilidades indicandonos que tanto el soleado, temperatura de
coccion y tiempo de coccidén empleado en la elaboracién de puré deshidratado de mashua
influyen en la capacidad antioxidante del producto.

La ecuacion del modelo ajustado es:

C A =7.12617 + 0.0192083*A - 0.0463042*B - 0.0176792*C - 0.0055*A?-
0.0000583333*A*B + 0.00134167*A*C + 0.000069375*B2 + 0.00058*B*C - 0.001145
Donde:

CA = capacidad antioxidante

A = Soleado.
B = Temperatura.

C =Tiempo.
La ecuacion determinada nos ha permitido determinar los valores maximos de capacidad
antioxidante, determinandose un valor de 4.618 pmol Trolox Eq. /g bajo las siguientes

condiciones, soleado (2.7 dias), temperatura (60.0°C) y tiempo de (10.0 min) respectivamente,
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observandose dicho comportamiento en la Figura 7. Los valores éptimos obtenidos por el

método analitico del programa statgraphics V16 para la obtencién del puré deshidratado de
mashua se encuentra en la tabla 9

Tabla 9. Valores 6ptimos por el método analitico

Factor Bajo Alto Optimo
Soleado (dias) 1 7 2.7
Temperatura (°C) 60 100 60
Tiempo (min.) 10 30 10

Valor 6ptimo = 4.618 umol Trolox Eq. /g.
4.3 Efecto de la temperatura en la Capacidad Antioxidante

De acuerdo a los métodos estadisticos aplicados, a los resultados obtenidos en esta
investigacion. EI ANOVA, con un nivel de significacion p<0.05, indica que existe diferencia
altamente significativo entre los niveles de temperatura sobre la pérdida de capacidad
antioxidante.

En la figura 7 se presenta los resultados de capacidad antioxidante en pmol Trolox Eqg. /g. de
mashua en base seca sometido a diferentes tratamientos, en donde se observa que a medida
sube la temperatura disminuye la capacidad antioxidante teniendo un valor de 3.453 pmol
Trolox Eq. /g. y el tiempo de soleado no es significativo segun estadistica en la capacidad
antioxidante. Y se observa que la maxima capacidad antioxidante es 4.69289 pmol Trolox Eq.
/9.

Fig. 7: Comportamiento de capacidad antioxidante en funcion a temperatura
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Estos resultados fueron debido o probablemente porque al tubérculo de mashua se ha sometido
a coccion de 60, 80, 100°C y posteriormente se realizo el secado a una temperatura constante
de 40°C.optimizado por Cuya (2009), estudio tres tiempos de secado y donde resulto optimo
40°C la mayor retencion de capacidad antioxidante de la mashua.

Lin et al. (1998) indican que el proceso de secado frecuentemente afecta los compuestos
fenolicos, acido ascorbico y otros fitoquimicos especificos en las frutas y verduras.

Al respecto Zanoni et al. (1999) mencionan que la temperatura alta y secada por mucho
tiempo est4 asociado a menudo con el dafio que afecta adversamente la textura, color,
sabor y valor nutritivo de los productos. Los investigadores Rojas y Gerschenson (2001),
mencionan que la degradacion de acido ascorbico, depende de varios factores que incluyen
al oxigeno, catalisis de ion de metal, luz, temperatura y grado higrométrico.

Nindo et al. (2003), sometieron esparragos de rodajas de 2-4mm de espesor previo
escaldado a secado en bandeja a temperaturas de 50°C, 60°C y 75°C, y observaron que la
actividad antioxidante fue reducida en 26,9%, 27,6% y 28,6% respectivamente. La
reduccién del contenido de &cido ascorbico fue variable en diferentes partes del esparrago
como: la porcidn de la punta (76,2%), medio (60,87%) y base (50%), secado a 60°C.

En la fig 7. Superficie de respuesta estimada donde a medida que la temperatura sube a 100°
C. la capacidad antioxidante es 3.453 umol Trolox Eq. /g. y segin Garau et al. (2007)
encontraron que la capacidad antioxidante ya sea para la cascara o pulpa de naranja el secado
a altas temperaturas es decir 80°C y 90 °C promovi6 una disminucién de la capacidad
antioxidante.

Y probablemente lo tejidos dafiados sufren un estrés oxidativo, ocasionando dafios en la
membrana, la modificacion de la composicion lo que resulta cambios en la actividad
antioxidante.

Los resultados obtenidos fueron debido a que la temperatura de coccién a 100°C hay mayor
perdida en la capacidad antioxidante del tubérculo de mashua. Y ha una temperatura 60°C lo
gue conserva mayor capacidad antioxidante estos resultados son similares a Cordova, (2012)
menciona que para la mejor conservacién de capacidad antioxidante evaluada por los métodos

ABTS y DPPH es 60°C la que conserva mayor contenido de antocianinas.
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4.4 Efecto del soleado en la Capacidad Antioxidante.

El anélisis de varianza en la tabla 8 indica que no existe un efecto significativo (p>0.05) de
los tratamientos en el soleado establecidos respecto a la capacidad antioxidante evaluada por
el método ABTS. Cordova (2012), también observo que no existe diferencia significativa en
la capacidad antioxidante (p>0.05) entre las muestras de mashua morada soleadas y sin solear
por el método ORAC, Perez (2005), observo un aumento significativo de la capacidad
antioxidante en la mashua soleada respecto a la mashua sin solear, empleando el método
ABTS. En la figura 8. Se observa el soleado no es tan influyente en la capacidad antioxidante.

Fig. 8: Comportamiento de la capacidad antioxidante del puré deshidratado de mashua.
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4.5 Efecto del tiempo en la Capacidad Antioxidante

En la figura 9 se observa que a medida aumenta la temperatura la capacidad antioxidante es
baja llegando a un valor de 3.453 umol Trolox Equivalente/g. y el tiempo de coccién es 10
minutos es significativo segun estadistica.

Al respecto, Li et al., (2006) citados por Garau et al. (2007) mencionan que en particular las
altas temperaturas y los tiempos prologados de secado, pueden destruir algunos de los
compuestos fenolicos.

En la figura 9 se observa cuando la temperatura es 60°C y a un tiempo de 10 minutos la
capacidad antioxidante es alta llegando a un valor de 4.6 umol Trolox Eg. /g es altamente
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capacidad antioxidante en un valor de 3.55 pmol Trolox Eq./g.
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Fig. 9: Comportamientos de capacidad antioxidante en funcién a tiempo y temperatura
de coccion.

hua b.S.

tioxidante
’g de mas

n

capacidad A
pmof trolox €4

En la figura 10 presenta efectos principales de capacidad antioxidante de acuerdo a la tabla
ANOVA en la tabla 8 se obtuvo una diferencia altamente significativa («=0.05) para la
temperatura y significativa para tiempo de coccion y resulto no significativo el tiempo de
soleado. La temperatura de coccidn afecta en la medida que mientras mayor sea la temperatura
es menor la capacidad antioxidante esto debido a que el acido ascorbico y otros fotoquimicos

son sensibles al calor y segin Nicoli et al (1997), menciona que la perdida de antioxidantes

naturales puede ser minimizada compensada por la formacion pigmentos melanoidinos.
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Fig. 10: efectos principales para capacidad antioxidante
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De acuerdo a la tabla de ANOVA N° 8 se obtuvo una diferencia altamente significativa para
la temperatura y tiempo de coccién (p<0.05) y resulto no ser significativo el tiempo de soleado
(p>0.05), la temperatura en un factor influyente en la degradacion de algunos componentes
funcionales que tiene la mashua. Estos resultados obtenidos son similares por Nicoli et al
(1997), sefialan que la pérdida de capacidad antioxidante en los alimentos es debido a la
oxidacién quimica es el &cido ascorbico y/o a la degradacion térmica durante el blanqueado,

coccion, pasteurizacion, esterilizacion, y congelacion.
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4.6 Evaluacion de Compuestos Fendlicos

Tabla 10. Valores de los Compuestos fenolicos del puré deshidratado de mashua
Segun el modelo Box y Behnken de los 16 tratamientos.

Variables independientes Variables Dependientes
o -
N*Ts S((I)DI?:SO Tem?fé.;ltura -Ii'r(;ri?f)o mg. de &cido galico/100g
1 1 60 20 45.506
2 7 60 20 43.948
3 1 100 20 34.116
4 7 100 20 33.346
5 1 80 10 46.838
6 7 80 10 43.589
7 1 80 30 42.921
8 7 80 30 45.460
9 4 60 10 50.032
10 4 100 10 37.611
11 4 60 30 46.791
12 4 100 30 35.379
13 4 80 20 36.276
14 4 80 20 36.219
15 4 80 20 36.936
16 4 80 20 37.644

Tabla 11. Analisis de varianza del tiempo de soleado, tiempo de coccion y
Temperatura sobre Los compuestos fenélicos de puré deshidratado de mashua.

F.de V. GL SC CM Fc ) Sig.
A Soleado 1 1.15368 1.15368 2.58 02063 ns
B: Temperatura 1 262.491 262.491 588.08 0.0002  **
€ Feftpo 1 7.06692 7.06692 1583 00284 =
AA 1 22.1747 22.1747 4968  0.0059 **
AB 1 0.155236 0.155236 0.35 05968 ns
AC 1 8.37524 8.37524 1876  0.0227 *
BB 1 0.0447322 0.0447322 0.10 07723 ns
BC 1 0.25452 0.25452 0.57 05050 ns
cc 1 124.49 124.49 27890  0.0005 **
o 3 2.21894 0.739647 1.66 0.3442 ns
Error 3 1.33906 0.446354

Total 15 429.764
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R2=99.1721%
R? (ajustada) = 97.9303%
C.V.=1.637%
La ecuacion del modelo ajustado es.
Compuestos Fendlicos = 97.1874 - 3.44681*A - 0.367065*B - 2.61932*C + 0.261611* A2
+ 0.00328333*A*B + 0.0482333*A*C + 0.0002643375* B? - 0.00126125*B*C +
0.0557875* C?
Donde:
CF = Compuestos Fendlicos

A = Soleado.

B = Temperatura.
C = Tiempo.

La ecuacion determinada nos ha permitido calcular los valores optimizados de compuestos
fendlicos, con un valor maximo de 50.032mg de acido galico/100g bajo las siguientes
condiciones, soleado (1 dia), temperatura (60.31°C) y tiempo de (10.03 min) respectivamente,
observandose dicho comportamiento en la Tabla 12.

Tabla 12. VValores optimizados para compuestos fendlicos

Factor Bajo Alto Optimo
Soleado (dias) 1.0 7.0 1.0
Temperatura (°C) 60.0 100.0 60.31
Tiempo (min.)  10.0 30.0 10.03

Valor 6ptimo = 50.032 de compuestos fendlicos.

4.7 Efecto de la temperatura en los compuestos fenélicos

De acuerdo a la tabla de ANOVA se obtuvo una diferencia altamente significativa para el
factor temperatura y resultaron no significativos el tiempo de coccién y tiempo de soleado, la
temperatura afecta en la medida que mientras mayor sea la temperatura reduce
considerablemente los compuestos fendlicos esto debido a que el calor degrada algunos
componentes funcionales que tiene la mashua. Estos resultados obtenidos son iguales por
Pérez-Conesa (2009), menciona que el contenido de fenoles totales disminuye
significativamente durante el tratamiento térmico. Sin embargo, también se puede dar el
aumento en el contenido de éstos compuestos durante el proceso térmico, y se explica, por la

formacion de productos de la reaccion de Maillard (MRPs).
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Fig. 11: Comportamiento de compuestos fendlicos en funcion a diferentes dias de
soleado y diferentes temperaturas de coccion.
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Al respecto Martin - Cabrejas et al. (2009), menciona que la disminucion en el contenido total
de polifenoles durante la deshidratacion puede ser atribuida a la union de los polifenoles con

otros compuestos proteinas o a las alteraciones en la estructura quimica de los polifenoles.

En los demaés tubérculos, la disminucién en el contenido de compuestos fendlicos después
del secado, se puede atribuir a que segin Davis (1981) citado por Martin-Cabrejas et al.
(2009), durante la deshidratacion, la union de los polifenoles con otros compuestos
(proteina) o las alteraciones en su estructura quimica, pueden causar la menor cuantificacién
de éstos compuestos. Ademas, otra causa podria ser que, tal como Kaanane et al. (1988)

y Dijilas y Milic (1994) citados por Nicoli et al. (1999) mencionan, los polifenoles son
usados como reactantes en la reaccion de Maillard.

4.8 Efecto del soleado en los compuestos fenolicos

El analisis de varianza nos indica que no existe un efecto significativo (p>0.05) de los
tratamientos establecidos respecto al contenido de compuestos fendlicos. En la tabla 11. no
existe influencia del factor soleado para la elaboracion del puré deshidratado de mashua. asi

también Cordova (2012), indica que no hay diferencia significativa (p>0.05) entre el
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contenido de compuestos fenolicos de la muestra inicial sin solear y la muestra inicial

soleada.

Considerando que el mecanismo béasico del método empleado para cuantificar el

contenido de compuestos fendlicos (Folin- Ciocalteu) es una reaccion redox, por lo que

segun Prior et al. (2005), puede considerarse como otro método de medida de la actividad
antioxidante total; éste aumento se puede relacionar con lo reportado por Sampath et al.,

(2008), quienes afirman que el mayor contenido de antioxidantes en el alga roja Porphyra

umbilicalis, se observd durante los meses de verano cuando los niveles de radiacion y

las temperaturas estaban en su apogeo. Estos mismos autores afirman que segun

Smirnoff (1993), la perdida de agua altera las cadenas de transporte de electrones y
disminuye la fluidez de las membranas, las cuales son conocidas por aumentar la
formacion de Especies Reactivas del Oxigeno (ROS).

Ademas, posiblemente sea el constante déficit de agua en las plantas de Porphyra, el que
conlleve al aumento de la concentracion de glutation reducido (GSH), el cual es un
antioxidante que juega un papel importante en el mantenimiento del estado redox de las
células (Meister, 1988; citado por Sampath et al., 2008).

En la figura 12 se representa. Superficie de respuesta correspondiente al modelo de segundo
orden — Tipo Valle. Donde se aprecia la respuesta minina 37.0 mg de &cido galico/100g. En
condiciones de 22 minutos y 4 dias de soleado de compuestos fenélicos es elipse circular
minima.

Fig. 12: Comportamiento de superficie de respuesta de compuestos fenélicos en
funcion a diferentes dias de soleado y diferentes tiempos de coccion
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4.9 Efecto del tiempo en los compuestos fenolicos.

El analisis de varianza nos indica que existe un efecto significativo (p<0.05) de los
tratamientos establecidos respecto al contenido de compuestos fendlicos en el tiempo de

coccion y la optimizacion del tiempo fue 10 minutos que mejor retenia los compuestos
fenolicos la cantidad 50.032 mg de acido galico/100 g de mashua en base seca

Fig. 13: Comportamiento de superficie de respuesta de compuestos fendlicos en funcién
a temperaturas y tiempos de coccion.
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En la figura 14 se presenta los factores que influyen en los compuestos fendlicos de acuerdo
a la tabla ANOVA 10 se obtuvo una diferencia altamente significativa («=0.05) para la
temperatura y significativa para tiempo de coccion y resulto no ser significativo el tiempo de
soleado. Y se observa que la temperatura de coccidn contribuye a la disminucién significativa

de compuestos fendlicos en las muestras con respecto a los iniciales.

Estas observaciones se pueden deber a la destruccion de algunos compuestos fendlicos por
efecto de altas temperaturas (li et al., 2006)
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Fig. 14: efectos principales para compuestos fenolicos

Gréfica de Efectos Principales para Compuestos Fenolicos
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4.10 Almacenamiento acelerado del puré deshidratado de mashua y su evaluacion en
la estabilidad de capacidad antioxidante

En la tabla 13. Se presenta el andlisis de varianza (ANOVA) para la determinacion de la

capacidad antioxidante, el cual nos indica que existe una diferencia estadistica altamente

significativa (P<0.01) para la capacidad antioxidante. Esto implica que el efecto es

dependiente con respecto al tiempo de almacenamiento. Esto es debido a los niveles de

compuestos que pueden variar considerablemente y los factores influyentes son temperatura

de almacenamiento, tiempo de almacenamiento, el secado y la coccion, etc.

Tabla 13. Analisis de varianza (ANOVA) para la capacidad antioxidante.

F.de V. Suma de Gl Cuadrado Fc Sig.
Cuadrados Medio

EFECTOS

PRINCIPALES

A:Tiempo 49.4129 3 16.471 12003.89 **
B:Tratamientos 15.5504 15  1.03669 755.53 **
INTERACCIONES

AB 1.06638 45  0.0236974 17.27 *
RESIDUOS 0.175633 128 0.00137214
TOTAL (CORREGIDO)  66.2053 191

Para el factor tiempo se realizé la prueba de comparacién de Duncan ver Tabla 14 donde se
distingue que los valores de capacidad antioxidante con respecto al tiempo son diferentes
para todos los tratamientos pero a su vez los tratamientos T1,T2,T3,.....T16 indican una
disminucion de capacidad antioxidante de mashua a medida que pasa el tiempo de

almacenamiento.
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Tabla 14. Prueba de comparacion multiple Duncan en el tiempo de almacenamiento

de la capacidad antioxidante

Tiempo Media LS significancia
0 4.00911+0.0297 a

5 3.50313+0.0291 b

10 3.12225+0.034 c

15 2.61779+0.0347 d

Calsin (2007), reporto que la capacidad antioxidante disminuye durante los dias de
almacenamiento a una temperatura de 55°C evaluando de esta manera la eficacia de los
antioxidantes de mashua en la oxidacion de aciete de soya refinado.

Fig. 15: Resultados de la determinacién de la capacidad antioxidante en el
almacenamiento acelerado del puré deshidratado de mashua.
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4.11 Almacenamiento acelerado del puré deshidratado de mashua y su evaluacion de
la estabilidad de compuestos fendlicos.
En la tabla 15. Se presenta el andlisis de varianza (ANOVA) para la determinacion de los
compuestos fendlicos en el almacenamiento acelerado del puré deshidratado de mashua, el
cual nos indica que existe una diferencia estadistica altamente significativa (P<0.01) para
compuestos fenolicos. Esto implica que el efecto es dependiente con respecto al tiempo de
almacenamiento. Esto es debido a los niveles de compuestos que pueden variar
considerablemente y los factores influyentes son temperatura de almacenamiento, tiempo de

almacenamiento el secado, la coccidn.

Tabla 15. Analisis de varianza (ANOVA) para los compuestos fenoélicos

F.de V. Suma de Gl Cuadrado Medio FC Sig.
Cuadrados

EFECTOS PRINCIPALES

A:Tratamientos 5016.86 15 334.457 285.56 **

B:Tiempo 464.863 3 154.954 132.30 *

INTERACCIONES

AB 144.608 45 3.2135 2.74 k-

RESIDUOS 149.915 128  1.17121

TOTAL (CORREGIDO) 5776.25 191

Su Chuen Ng (2003). Tras almacenar muestras de harina de quinua a 25°C, 35°C, 45°C Y 55°C
encontré cambios fisicoquimicos y degradacion de pigmentos, pérdidas vitaminicas, actividad
enzimaética residual y oxidacion de lipidos a mayor temperatura del almacenaje la produccién

de &cidos grasos libres es réapido.

La disponibilidad del oxigeno a una altitud de 3.827 msnm, pudo haber catalizado la
produccién de acidos grasos libres y degradacion en los compuestos fendlicos del puré

deshidratado de mashua

Tabla 16. Prueba de comparacién multiple Duncan en el tiempo de almacenamiento

de los compuestos fenolicos.

Tiempo Media LS significancia
0 41.2041+1.1944 a

5 39.6329+0.8783 b

10 38.3493+0.8307 c

15 36.9973+1.0953 d
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En la figura 16. Se muestra el resultado de los 16 tratamientos de la interaccion del disefio box
Box y Behnken de superficie de respuesta, en donde se llevé almacenar todas las muestras
del puré deshidratado de mashua a una temperatura constante de 55°C, y la determinacion de
compuestos fenolicos se realizé en 0, 5,10 y 15 dias, en donde se aprecia en la tabla 15, que
existe diferencia altamente significativa (p<0.05) en el almacenamiento del puré deshidratado
de mashua, ocasionando las perdida de compuestos fendlicos, durante los dias de

almacenamiento.

Fig. 16: Resultados de la determinacion de los compuestos fendlicos en el
almacenamiento acelerado del puré deshidratado de mashua.
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V. CONCLUSIONES.

1. El tratamiento maximizado en esta investigacion, fue el tratamiento nueve (T9) a una
temperatura de 60°C y a un tiempo de 10 minutos y resulto no ser significativo el
tiempo de soleado, en donde se ha obtenido valores maximos en la capacidad
antioxidante del puré deshidratado de mashua de 4.692 pumol Trolox Eq. /g evaluada
por el método ABTS. y compuestos fendlicos 50.032 mg de acido galico/100g de
muestra en base seca.

2. Elresultado de capacidad antioxidante y compuestos fenélicos en el almacenamiento
de los 16 tratamientos a una temperatura constante de 55°C durante 15 dias, en donde
se observo que no existe estabilidad de los componentes funcionales de capacidad
antioxidante y se determind en 0, 5, 10 y 15 dias, en donde resulto 4.009, 3.503, 3.122
y 2.617 umol Trolox EQ. /g. de muestra, y también se determind a los compuestos
fenolicos del puré deshidratado de mashua, que no existe estabilidad al respecto al
tiempo de almacenamiento en donde resulto 41.204, 39.632, 38.349 y 36.997 mg de

acido galico/100g de muestra en base seca.
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VI. RECOMENDACIONES

1. Realizar estudios de aplicaciones de la mashua seca como alimento funcional

2. Determinar la influencia de la disponibilidad de oxigeno y la humedad relativa en
la oxidacion lipidica de la harina deshidratada de mashua.

3. ldentificar los compuestos volatiles en la mashua usando la cromatografia de
gases.

4. Realizar pruebas de secado de mashua en bandeja y atomizacion para mejorar

la retencion de actividad antioxidante
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ANEXO I. Lectura de absorbancias para la capacidad antioxidante

REP|T1 |T2 |T3 |T4 T5 T6 T7 |T8 T9 T10 |T11 |Ti2 |T13 |T14 |T15 |T16
R1 10.121]0.112]0.281|0.297|0.194|0.235|0.256 | 0.267 | 0.112|0.311 | 0.179 | 0.294 | 0.221 | 0.201 | 0.218 | 0.216
R2 10.122]0.111]0.311|0.286|0.194| 0.23]0.273|0.2730.113|0.314|0.168 | 0.295| 0.21| 0.21]0.219|0.215
R3 10.131]{0.113]0.312|0.294|0.192|0.231 | 0.268 | 0.263 | 0.115|0.319 ] 0.175|0.297 | 0.199 | 0.199 | 0.219 | 0.212
X 10.125]0.112|0.3010.292|0.193]0.232 | 0.266 | 0.268 | 0.113 ] 0.315|0.174]0.295] 0.210 | 0.203 | 0.219 | 0.214

Lectura de absorbancias para compuestos fendlicos

REP T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7 T8 T9| T10| T11| T12| T13| Ti4| T15|T16
R1]0.453|0.471]0.583|0.591 | 0.447 | 0.474 ] 0.485| 0.453 | 0.428 | 0.526 | 0.443 | 0.549 | 0.541 | 0.542| 0.532| 0.528
R2|0.461|0.472 | 0.581|0.512|0.446]0.479|0.481 | 0.461 | 0.411 | 0.528 | 0.449| 0.553 | 0.538 | 0.537 | 0.527 | 0.527
R3]0.464|0.474]0.512|0.593 | 0.451 | 0.477 | 0.479| 0.465 | 0.422 | 0.532| 0.452 | 0.541 | 0.542 | 0.543| 0.543|0.528

X 10.459|0.472]0.559|0.565|0.448 | 0.477|0.482 ] 0.460 | 0.420 | 0.529 | 0.448 | 0.548 | 0.540 | 0.541 | 0.534 | 0.528

Resultados de evaluacién de capacidad antioxidante y compuestos fenélicos.

VARIABLES DE

VARIABLES CODIFICADAS VARIABLES REALES RESPUESTA
oAl B e A B | e ndies

Soleado | Temperatura | Tiempo | Soleado | Temperatura | Tiempo pmol mg de acid

(Dias) ©C) (min) | (Dias) C) (min) | Trolox/g | galico/100g.
Tl -1 -1 0 1 60 20 4.492 45.506
T2 +1 -1 0 7 60 20 4.558 43.948
T3 -1 +1 0 1 100 20 3.525 34.116
T4 +1 +1 0 7 100 20 3.577 33.346
T5 -1 0 -1 ik 80 10 4.153 46.838
T6 +1 0 -1 7 80 10 3.982 43.589
T7 -1 0 +1 1 80 30 3.729 42.921
T8 +1 0 +1 7 80 30 3.719 45.460
T9 0 -1 -1 4 60 10 4.618 50.032
T10 0 +1 -1 4 100 10 3.453 37.611
T11 0 -1 +1 4 60 30 4.261 46.791
T12 0 +1 +1 4 100 30 3.56 35.379
T13 0 0 0 4 80 20 4.061 36.276
T14 0 0 0 4 80 20 4.149 36.219
T15 0 0 0 4 80 20 4.003 36.936
T16 0 0 0 4 80 20 4.026 37.644
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ANEXO 11 Resultados de Capacidad Antioxidante dia0y 5

Resultados de Capacidad Antioxidante dia 0 | Resultados de Capacidad Antioxidante dia 5
pumol Trolox desviacion pmol Trolox desviacion

Ts |eq./g promedio | estandar Ts |eq./g promedio | estandar

4.49 3.879
Tl 4.479 4.496 0.021 Tl 3.893 3.886 0.007

4519 3.887

4.558 3.863

4.547 4.564 0.021 3.863 3.852 0.019
T2 4.587 T2 3.83

3.527 3.11

3.515 3.542 0.037 3.138 3.145 0.040
T3 3.585 T3 3.188

3.579 3.359

3.567 3.585 0.021 3.326 3.352 0.023
T4 3.608 T4 3.37

4.155 3.698

4.143 4.157 0.015 3.681 3.678 0.022
T5 4172 T5 3.654

3.982 3.579

3.97 4.007 0.055 3.546 3.570 0.021
T6 4.07 T6 3.585

3.727 3.433

3.716 3.756 0.061 3.366 3.371 0.059
T7 3.826 T7 3.315

3.717 3.717

3.705 3.721 0.018 3.705 3.721 0.018
T8 3.74 T8 3.74

4.62 3.991

4.608 4.639 0.044 4.004 3.973 0.042
T9 4.69 T9 3.925

3.451 3.001

3.439 3.449 0.009 2.979 2.977 0.025
T10 3.457 T10 2.952

4.261 3.942

4.249 4.276 0.037 3.948 3.940 0.009
T11 4.318 T11 3.931

3.562 3.094

3.551 3.574 0.031 3.05 3.061 0.029
T12 3.609 T12 3.039

4.061 3.531

4.049 4.065 0.018 3.48 3.490 0.037
T13 4.084 T13 3.458

4.151 3.463

4.104 4.147 0.041 3.447 3.465 0.019
T14 4.186 T14 3.485

4.001 3.398

3.99 4.015 0.034 3.403 3.416 0.027
T15 4.053 T15 3.447

4.028 3.433

4.011 4.026 0.015 3.416 3.448 0.041
T16 4.04 T16 3.494
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ANEXO I11 Resultados de Capacidad Antioxidante dia 10y 15

Resultados de Capacidad Antioxidante dia 10 | Resultados de Capacidad Antioxidante dia 15
pmol Trolox desviacion pmol Trolox desviacion
Ts |eq./g promedio | estandar Ts |eq./g promedio | estandar
3.512 2.902
T1 3526 3518 | 9097 |7 2.838| 2879 | 00%
3.515 2.897
3.519 2.999
3557 3.514 0.046 5969 2.995 0.025
T2 3.465 T2 3.018
2.826 2.435
5837 2.816 0.028 5 2.428 0.026
T3 2.784 T3 2.45
2.944 2.427
> 868 2.881 0.058 5339 2.328 0.105
T4 2.83 T4 2.217
3.264 2.889
3211 3.234 0.027 > 809 2.861 0.045
T5 3.227 T5 2.884
3.307 2.731
3753 3.271 0.031 > 647 2.688 0.042
T6 3.253 T6 2.687
3.036 2.525
> 837 2.924 0.099 5511 2.530 0.022
T7 2.849 T7 2.555
3.05 2.491
3071 3.069 0.019 > 447 2.496 0.052
T8 3.087 T8 2.55
3.63 3.021
3537 3.619 0.028 3036 3.026 0.009
T9 3.64 T9 3.021
2.689 2.193
5716 2.711 0.020 5203 2.211 0.024
T10 2.727 T10 2.238
3.429 2.843
3381 3.406 0.024 > 853 2.853 0.010
T11 3.408 T11 2.863
2.804 2.398
276 2.787 0.024 5413 2.403 0.009
T12 2.798 T12 2.398
3.163 2.558
3089 3.130 0.038 5523 2.573 0.058
T13 3.137 T13 2.637
3.081 2.558
3054 3.092 0.044 5558 2.581 0.040
T14 3.14 T14 2.628
2.974 2.486
3.006 3.003 0.027 5471 2.478 0.008
T15 3.028 T15 2.476
2994 2.983 0.024 2532 2.554 0.046
2.956 ' ' 2.523 ' '
T16 2.999 T16 2.607
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ANEXO IV Resultados de compuestos fendlicos de dia0y 5

Resultados de Compuestos fendlicos dia 0 Resultados de Compuestos fendlicos dia 5
mg de &cido desviacion mg de &cido desviacion

Ts |galico/100g. |promedio | estandar Ts | galico/100g. promedio | estandar

45,544 43.808
TL [ 4447 45683 | 1289 |11 aa537 43860 | 0693

47.036 43.234

43.986 43.249

23.005 44.232 1.367 11986 42.560 0.639
T2 45,705 T2 42.445

34.073 32.231

34.997 34.955 0.861 30.838 31.652 0.725
T3 35.794 T3 31.886

33.384 32.788

34359 34.283 0.864 33.739 33.334 0.491
T4 35.106 T4 33.476

46.838 46.37

47 788 46.950 0.788 5015 46.059 0.928
T5 46.225 T5 46.791

43.55 42.028

14167 43.555 0.610 12 661 42.450 0.365
T6 42.947 T6 42.661

42.883 41.513

1208 43.221 1.342 70 136 40.255 1.202
T7 44.7 T7 39.117

45.422 49.659

1516 45.567 0.495 18576 49.107 0.542
T8 46.118 T8 49.086

46.853 41.857

45 407 47.189 1.972 12775 42.813 0.976
T9 49.307 T9 43.808

37.572 37.28

38.192 38.622 1.319 35801 35.910 1.360
T10 40.102 T10 34.56

50.003 47.266

78,806 50.098 1.343 18168 48.173 0.910
T11 51.486 T11 49.086

35.341 33.362

36.308 36.486 1.244 34067 33.034 1.230
T12 37.809 T12 31.673

36.314 35.806

34985 35.827 0.732 37842 36.989 1.057
T13 36.181 T13 37.318

36.181 35.709

36.996 37.010 0.837 36.592 35.988 0.524
T14 37.854 T14 35.662

36.936 36.121

37 861 37.831 0.880 351 35.245 0.813
T15 38.696 T15 34.515

37.600 37.757 1.584 36.809 36.697 0.875

36.254 ' ' 35.771 ’ )
T16 39.412 T16 37.51
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ANEXO V Resultado de compuestos fendlicos dia 10 y 15

Resultados de Compuestos fenolicos dia 10 | Resultados de Compuestos fenolicos dia 15
mg de acido desviacion mg de 4cido desviacion
Ts |galico/100g. |promedio | estandar Ts | galico/100g. promedio | estandar
42.153 41.291
T1 [42.223 12100 | %17 |71 [40306 s0121 | 1283
41.923 38.766
41.513 40.683
T2 |42.661 T2 139.307
30.185 29.132
30.973 30.601 0.396 30.843 20.243 1.547
T3 |30.644 T3 [27.755
31.088 29.925
32.089 32.034 0.920 31.003 31.116 1.150
T4 |32.925 T4 [32.22
44,933 436
45580 45001 | 0550 St 43603 | 1.044
T5 [ 44.489 T5 | 4256
41.217 39.94
T6 |40.09 T6 |37.733
39.894 38.74
T7 |39.104 T7 136.441
47.242 45.888
50.291 48.217 1.797 14878 45.080 0.728
T8 |47.119 T8 |44.474
40.892 39.34
T9 [42.883 T9 [ 41.183
35.891 34377
T10|37.426 T10[37.214
45.459 43.822
T11|48.037 T1144.703
32.006 30.269
T12]33.351 T12[33.499
34.268 32.466
32085 34.357 1.419 30 205 32.045 0.535
T13|35.818 T13[31.443
33.636 32.476
33252 33.453 0.193 31396 32.140 0.645
T14|33.471 T14 32,548
34.503 33.465
T15|33.672 T15[34.979
el 34.251 0.660 33.263 33822 | 1633
33.499 ) ) 35.662 . .
T16|34.515 T16132.542
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Panel fotografico

{ Puré Deshidratado J [ Puré Deshidratado J
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