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RESUMEN GENERAL

La tesis doctoral “Evolucion de glucosinolatos, compuestos fendlicos y B-sitosterol en tres
ecotipos de maca (Lepidium meyenii walp.) durante la pre-cosecha y post-cosecha”, fue
realizada en el Laboratorio de Biotecnologia Industrial del Instituto de Biotecnologia (IBT)
de la Universidad Nacional Agraria La Molina, consta de cinco capitulos. El capitulo uno,
introduccién general, describe la importancia de la maca como alimento nutritivo y
funcional, las rutas metabolicas biosintéticas y degradativas de los glucosinolatos,
compuestos fenolicos y p-sitosterol; el capitulo dos, evolucion del contenido de
glucosinolatos y actividad mirosinasa en tres ecotipos de maca (Lepidium meyenii Walp.)
durante la pre-cosecha, cosecha y secado post-cosecha; el capitulo tres, evolucion del
contenido de compuestos fenolicos y capacidad antioxidante en tres ecotipos de maca
(Lepidium meyenii Walp.) durante la pre-cosecha, cosecha y secado post-cosecha; el
capitulo cuatro, evolucion del contenido de B-sitosterol en tres ecotipos de maca (Lepidium
meyenii Walp.) durante la pre-cosecha, cosecha y secado post-cosecha. Finalmente, en el
capitulo cinco, las conclusiones y recomendaciones generales a las que se llegaron en el
trabajo de investigacion. Los objetivos del estudio fueron, determinar el efecto de las
etapas de pre-cosecha, cosecha y secado post-cosecha en el perfil, contenido de
glucosinolatos y actividad de la mirosinasa; en el perfil, contenido de compuestos fenélicos
y capacidad antioxidante; y en el contenido de B-sitosterol en los hipocétilos de tres
ecotipos de maca. Se identificaron seis glucosinolatos y once compuestos fenélicos HPLC-
PDA, donde el bencil glucosinolato fue el mas abundante representando el 80% de los
glucosinolatos totales y los derivados del flavanol (flavan-3-ol) el 84% de los compuestos
fendlicos totales. Durante la pre-cosecha se incrementaron significativamente los
glucosinolatos, la biosintesis ocurrié hasta los 15 dias de secado post-cosecha, los
compuestos fendlicos presentaron un comportamiento variable debido probablemente a la
complejidad de sus rutas metabdlicas de biosintesis y degradacion, también se observé un
incremento en el contenido de B-sitosterol a distintos tiempos entre la pre-cosecha a la
cosecha. Durante la cosecha, en los tres ecotipos, no se observaron diferencias en sus
contenidos de glucosinolatos y B-sitosterol, los compuestos fendlicos HPLC-PDA en la
maca roja y negra fueron superiores al de la maca amarilla; el ecotipo rojo presentd6 mayor
contenido de compuestos fendlicos totales y capacidad antioxidante ABTS®* que los

ecotipos amarillo y negro. Durante el secado post-cosecha, en condiciones tradicionales, se



observd una pérdida significativa de los glucosinolatos entre el 20% a 50%, de compuestos
fendlicos entre el 66 a 90% y de B-sitosterol entre el 46 a 64%, el cual se atribuyo a la
ruptura celular por fluctuaciones de temperatura de congelacion y descongelacion durante

el proceso de secado. Por lo tanto, las condiciones de secado tradicional deben revisarse.



SUMMARY

The doctoral thesis "Evolution of glucosinolates, phenolic compounds and f-sitosterol in
three ecotypes of maca (Lepidium meyenii walp.) during pre-harvest and post-harvest™ was
carried out at the Industrial Biotechnology Laboratory of the Institute of Biotechnology
(IBT) of Universidad Nacional Agraria La Molina, it consists of five chapters. Chapter
one, general overview, describes the importance of maca as a nutritious and functional
food, biosynthetic and degradative metabolic pathways of glucosinolates, phenolic
compounds and [-sitosterol; chapter two, evolution of glucosinolate content and
myrosinase activity in three ecotypes of maca (Lepidium meyenii Walp.) during pre-
harvest, harvest and post-harvest drying; chapter three, evolution of the phenolic
compound content and antioxidant capacity in three ecotypes of maca (Lepidium meyenii
Walp.) during pre-harvest, harvest and post-harvest drying; chapter four, evolution of -
sitosterol content in three ecotypes of maca (Lepidium meyenii Walp.) during pre-harvest,
harvest and post-harvest drying. Finally, in chapter five, the conclusions and general
recommendations that resulted from this research. This study aimed to determine the
effect of pre-harvest, harvest and post-harvest drying on the profile, glucosinolate content
and myrosinase activity; on the profile, content of phenolic compounds and antioxidant
capacity; and on [B-sitosterol content in the hypocotyls of three ecotypes of maca. Six
glucosinolates and eleven phenolic compounds HPLC-DAD were identified in the three
ecotypes, from which benzyl glucosinolate was the most abundant representing 80% of
total glucosinolates and flavanol derivates (flavan-3-ol) representing 84% of total phenolic
compounds. During pre-harvest, glucosinolates were significantly increased, biosynthesis
occurred up to 15 days post-harvest drying, phenolic compounds showed a variable
behavior probably due to the complexity of their metabolic pathways of biosynthesis and
degradation and an increase in B-sitosterol content at different times between pre-harvest
and harvest was observed. During harvest, no differences were observed in their contents
of glucosinolates and B-sitosterol in the three ecotypes, the phenolic compounds HPLC-
DAD in the red and black maca were superior to that of the yellow maca; the red ecotype
presented higher content of total phenolic compounds and antioxidant ABTS ** capacity

than the yellow and black ecotypes. During post-harvest drying, under traditional condi -



tions, a significant decrease of glucosinolates between 20% and 50%, phenolic compounds
between 66% and 90% and of B-sitosterol between 46% and 64% was observed, which was
attributed to cell breakdown by freezing and thawing temperature fluctuations during the

drying process. Therefore, traditional drying conditions should be reviewed.



. CAPITULO |

Introduccion General

1.1  Importancia nutricional, funcional y econémica de la maca (Lepidium meyenii
Walp)
La maca es una planta herbacea bianual, se cultiva entre los 3,950 y los 4,500 metros de
altitud, crece en forma de roseta y postrada a nivel del suelo, ventaja adaptativa que le
permite prosperar adecuadamente en condiciones climaticas extremas, el area geografica
de cultivo de la maca esta localizada entre las regiones de Junin y Pasco, en la Meseta del
Bombdn, especificamente en los distritos de Junin, Carhuamayo, Ondores y San Pedro de
Cajas en la region Junin y en los distritos de Ninacaca, Vicco y Huayllay en la region
Pasco, con un area potencial para el cultivo de la maca de 239,078 hectéareas, ademas

alberga 510 comunidades campesinas con méas de 48 mil habitantes (Aliaga et al., 2011).

En una evaluacion nutricional, el hipocotilo de maca reporté un 10.2% de proteinas, 2.2%
de lipidos, 59% de carbohidratos hidrolizables, 8.5% de fibra total y 4.9% de cenizas,
excelente perfil de aminoécidos esenciales comparado al estdndar FAO-OMS, buena
relacion de &cidos grasos saturados/acidos grasos insaturados (0.76), lipidos con 45.5% de
B-sitosterol, 27.3% de campesterol, 13.6% de ergosterol, 9.1% de brasicasterol y 4.5% de
A" ergostadienol y minerales como potasio 16.2 mg g, sodio 260 mg kg, zinc 58.4 mg
kg?, hierro 72.3 mg kg, cobre 5.14 mg kg? y niquel 0.49 mg kg* (Dini et al., 1994;
Valentova et al., 2006).

En los Andes peruanos, la tradicion oral menciona muchas bondades de la maca, como el
tratamiento de la infertilidad y la menopausia, incremento de la energia fisica y mental. Las
propiedades nutricionales de la harina de maca y efectos aparentes sobre el rendimiento
reproductivo y sexual en ratas y seres humanos han sido ampliamente documentados
(Gonzales et al., 2001a; Gonzalez et al., 2001b; Gonzales et al., 2004). Ademas se le
atribuye funciones anti-proliferativas, se ha reportado que el extracto acuoso de maca roja

redujo el peso de la cara ventral de la prostata en ratas adultas normales asi como en ratas



tratadas con enantato de testosterona, sustancia que incrementa significativamente el peso
de dicho 6rgano (Gonzales et al., 2005, 2006). Las ratas a las que se les administrd via oral
maca roja, mostraron efectos beneficiosos en el tratamiento de la hiperplasia prostatica
benigna (HBP) inducida experimentalmente con testosterona, confirmando su efecto
(Gasco et al., 2007). Entre los mecanismos propuestos para esta funcion anti-proliferativa
y la citoproteccion en condiciones de estrés oxidativo estd su capacidad para eliminar los
radicales libres (Lee et al., 2005; Sandoval et al., 2002). La presencia de alcaloides y
esteroles en la maca estarian implicados en su actividad anticancerigena (Wang et al.,
2007), asi como sus glucosinolatos y derivados (Fahey et al., 2001). Segin Wang et al.
(2007) en la maca, la presencia de alcaloides, glucosinolatos y esteroles pueden contribuir
a su actividad anticancerigena, los fitoesteroles y otros metabolitos secundarios estarian

relacionados en el control de la osteoporosis postmenopausica.

Varias pruebas experimentales, mostraron que la maca tiene propiedades nutricionales,
energizantes, potenciador de la fertilidad, control de la osteoporosis y la hiperplasia
prostatica benigna, mejora de la memoria y el aprendizaje; los ensayos clinicos
demostraron su eficacia en las disfunciones sexuales, incremento de espermatozoides y su
motilidad; todos estos resultados promueven a la maca como un adaptégeno (ayudan al
organismo a alcanzar un rendimiento 6ptimo mental, fisico y de trabajo) y nutracéutico
(Gonzales, 2012). La maca negra muestra mejores resultados sobre la espermatogenesis, la
memoria y contra la fatiga, mientras que la maca roja es la que mejor revierte la hiperplasia
prostatica benigna y la osteoporosis inducida experimentalmente por enantato de

testosterona (Gonzales et al., 2014).

La actividad antioxidante de un extracto acuoso de maca, evaluada por varios métodos,
demostro su capacidad de eliminar radicales libres y proteger a las células contra el estrés
oxidativo, no se conoce la cantidad para prevenirla; sin embargo, estiman un consumo
aproximado de 75 g dia, equivalente al consumo de ~ 1 g taza™* de té verde (Sandoval et
al., 2002). Lee et al. (2005) reportaron que los compuestos de interés de la maca tienen alta
polaridad, pueden ser extraidos con metanol y presentaron una alta actividad antioxidante,
2,2-difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH), demostrando efectos significativos sobre el
crecimiento y la la supervivencia de alevinos de trucha arco iris, que podrian explicarse por
la presencia de compuestos anti estrés que deben ser identificados. Los extractos acuoso y

etanolico de maca negra administrados a ratones machos por 35 dias, mejoraron



significativamente el deterioro de la memoria inducida por escopolamina, debido a que
inhibieron la actividad de acetilcolinesterasa y no afectaron la actividad de la
monoaminooxidasa, los compuestos relacionados con su efecto neuroprotector todavia no
han sido esclarecidos, presumen que el efecto en el aprendizaje y la memoria se deben a la

presencia de compuestos polifendlicos (Rubio et al., 2007).

Se ha demostrado que los compuestos polifenolicos también pueden ser eficaces contra las
infecciones virales in vitro. Utilizando células renales caninas de Madin-Darby (MDCK),
el extracto metanolico de maca inhibi6 significativamente el efecto citopatico inducido por
la influenza y mostro propiedades inhibitorias contra los virus de la influenza A y B, esto
puede representar un nuevo tratamiento terapéutico con actividad antiviral contra la
influenza (del Valle etal., 2014).

La presencia de la maca en el mercado internacional, esti basado en la iniciativa BioTrade
de la Conferencia de las Naciones Unidas sobre Comercio y Desarrollo (UNCTAD), que
define el biocomercio, como «actividades de recoleccién, produccion, transformacion y
comercializacion de bienes y servicios derivados de la biodiversidad nativa (recursos
genéticos, especies y ecosistemas) que involucran précticas de conservacion y uso
sostenible y son generados con criterios de sostenibilidad ambiental, social y econdmica»,
tienen como soporte los siguientes principios: principio 1, conservacion de la
biodiversidad; principio 2, uso sostenible de la biodiversidad; principio 3 distribucion justa
y equitativa de beneficios derivados del uso de la biodiversidad; principio 4, sostenibilidad
socioecondémica (de gestion, productiva, financiera y de mercado); principio 5,
cumplimiento de la legislacion nacional e internacional; principio 6, respeto de los
derechos de los actores involucrados en el biocomercio; y principio 7, claridad sobre la
tenencia de la tierra, el uso y acceso a los recursos naturales y a los conocimientos
(UNCTAD, 2007:4).

Las exportaciones de maca (harina cruda, harina gelatinizada, capsulas y extractos) a nivel
mundial siguen incrementandose, el afio 2012 se exportaron 1,289 toneladas y 2,890
toneladas el afio 2016, siendo los principales mercados Estados Unidos, Hong Kong, Reino
Unido, China, Alemania y Japdn; la tendencia ascendente se explica por nuevos mercados,
en términos monetarios, el afio 2015 se exportd 1,411 toneladas de harina de maca por un
valor de 26.8 millones de dolares (PROMPERU, 2017).



1.2 Glucosinolatos

Los aproximadamente 120 glucosinolatos estudiados, comparten una estructura quimica
que consiste en un residuo de B-D-glucopiranosa unido mediante un 4&tomo de azufre a un
éster (Z)-N-hidroximinosulfato mas un grupo R variable, derivado de uno de los siguientes
aminoacidos: Ala, Leu, lle, Met y Val denominados glucosinolatos alifaticos, Phe y Tyr
denominados glucosinolatos arométicos y Trp denominados indol glucosinolatos (Halkier
y Gershenzon, 2006).

Los glucosinolatos son los metabolitos secundarios mas importantes en la maca, la mayoria
de ellos de tipo aromatico donde el glucotropaeolin es el mas abundante (Li et al., 2001).
El 80-90% de los glucosinolatos totales en la maca estd constituido por glucotropaeolin,
estan presentes en diferentes 6rganos de la planta, varian en contenido y tipo, dependiendo
de la edad de la planta y color del hipocétilo (Clement et al., 2009, 2010). EI mayor
contenido de glucosinolatos totales en la maca se encuentran en los hipocotilos frescos,
aproximadamente el 1%, unas 100 veces méas que la col, coliflor y brécoli, seguido de las

semillas, brotes, hipocétilos secos y hojas frescas (Li et al., 2001).

1.2.1 Biosintesis y degradacion de los glucosinolatos

La biosintesis de los glucosinolatos puede ser dividida en tres fases (Figuras 1 y 2): (1)
elongacion (insercion de grupos metileno) de la cadena lateral de los aminoécidos
alifaticos o aromaticos, mediante procesos de desaminacion, condensacion, isomerizacién
y descarboxilacién oxidativa el acido 2-oxo elongada formado puede reingresar al ciclo de
elongacion o mediante transaminacion formar un aminoécido elongado, (2) formacion de
la estructura del nucleo de glucosinolatos (elongados o no), involucra intermediarios
comunes en todos los glucosinolatos, N-hidroxi aminoacidos, aldoximas, aci-nitro u oxido
de nitrilo (muy reactivos para aislarse), S-alquil tiohidroximatos, acido tiohidroximico y
finalmente desulfoglucosinolatos, resalta la actividad de las enzimas S-glucosil transferasa
y sulfotransferasa que incorporan glucosa y sulfato, respectivamente y (3) modificacion de
la cadena lateral de los glucosinolatos, los mismos que estan sujetos a cambios posteriores,
como la oxidacion sucesiva del atomo de S en la cadena lateral del metiltioalquil,
transformandose sucesivamente en metilsulfinilalquil y metilsulfonilalquil, las cadenas
laterales del metilsulfinilalquil pueden ser modificadas mediante rupturas oxidativas para

formar cadenas de alquenil o hidroxialquil, poco se conoce acerca de otras transformacio -
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nes secundarias como por ejemplo la esterificacion de los grupos hidroxilos por acido

benzoico (Halkier y Gershenson, 2006).

La enzima mirosinasa (tioglucosido glucohidrolasa, E.C. 3.2.1.147) degrada los
glucosinolatos a isotiocianatos, tiocianatos y nitrilos (Figura 3), en células intactas los
glucosinolatos y mirosinasa estan en diferentes compartimentos; por lo tanto, el dafio
celular favorece la ruptura de glucosinolatos por mirosinasa (Fahey et al., 2001). Los
productos de hidrdlisis de glucosinolatos mas comunes son los isotiocianatos, por

migracion de la cadena lateral del carbono de la oxima al nitrogeno adyacente. Cuando la
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cadena lateral de los glucosinolatos lleva un grupo hidroxilo en C-2, un porcentaje
importante son los nitrilos, donde una proteina denominada epitioespecificadora (ESP),
promueve la reaccion del atomo de azufre con el doble enlace de la cadena lateral de los
glucosinolatos para formar un anillo tirano generando los epitionitrilos; otros productos de
hidrélisis son los tiocianatos, que se forman a partir de bencil-, alil y 4-metilsulfinilbutil
glucosinolatos (Halkier y Gershenzon, 2006).

Con respecto a los factores genéticos, bioticos y abioticos, se sabe que la variedad,
précticas de cultivo, tiempo de cosecha, clima y el procesamiento afectan al contenido de
glucosinolatos y han sido ampliamente documentados (Kushad et al., 1999; Mrkic et al.,
2009; Rosa et al. 1996; Verkerk et al, 2001).

1.2.2 Los glucosinolatos y beneficios en la salud

Los isotiocianatos son potentes inductores de enzimas citoprotectoras del hombre y
mamiferos, después de su absorcion se metabolizan a través de la ruta del &cido
mercapturico (Figura 4), inicialmente se conjugan con glutation en una reaccion catalizada
por glutation transferasa (GST); el conjugado isotiocianato-glutation sufre una serie de
reacciones de escision secuenciales catalizadas por glutamiltranspeptidasa (y-GT),
cisteinilglicinasa (CGase), y N-acetiltransferasa (AT) para dar conjugados N-acetilcisteina

0 &cidos mercaptdricos (Dinkova-Kostova y Kostov, 2012).
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Figura 4. Metabolismo de los isotiocianatos (FUENTE: Dinkova-Kostova y Kostov,
2012).

La proteccidn contra la carcinogénesis por isotiocianatos aromaticos y sulforafano, no es
especifica de ningln 6rgano, utilizando ratas y ratones, se ha experimentado con éxito en
pulmones, esofago, estomago, colon, glandulas mamarias, vejiga, pancreas y la piel; los
isotiocianatos inhibieron el crecimiento de las células tumorales humanas en xenoinjerto de
prostata PC-3, colorrectal, es6fago de Barrett y cancer de mama, en un Xxenoinjerto de
cancer de pancreas, el cotratamiento con sulforafano aumento el efecto antitumoral en mas
del 70%, los mecanismos son mdltiples e incluyen al menos los siguientes, induccion de la
interrupcion del ciclo celular y la apoptosis, inhibicion de la angiogénesis y la metastasis,
cambios en el estado de acetilacion de histonas, actividades antioxidantes,

antiinflamatorias e inmunomoduladoras (Dinkova-Kostova y Kostov, 2012).

1.3  Compuestos fenodlicos

Los compuestos fendlicos estdn ampliamente dispersos en todo el reino vegetal
representando aproximadamente 8,000 estructuras fendlicas diferentes, tienen al menos un
anillo aromatico con uno o méas grupos hidroxilo unidos, varian desde moléculas simples
de bajo a alto peso molecular y complejas, generalmente se encuentran como ésteres y

glucosidos debido a su estabilidad (Carocho y Ferreira, 2013).

Los compuestos fenolicos son metabolitos secundarios de considerable importancia
fisioldgica y morfologica de las plantas, proporcionan proteccion frente a patogenos y
depredadores, contribuyen a las caracteristicas sensoriales de los vegetales, presentan
efecto antialergénico, antiaterogénico, antiinflamatorio, antimicrobiano, antioxidante,

antitrombdtico, cardioprotector y vasodilatador, los efectos beneficiosos derivados de



compuestos fendlicos han sido atribuido a su actividad antioxidante (Balasundram et al.,
2006).

Un antioxidante es un compuesto redox activo que limita la acumulacion de dafio oxidativo
ocasionado por moléculas denominadas especies reactivas de oxigeno (EROs) que
comprometen la funcion normal de las células y del organismo, el cuerpo humano tiene un
sistema de defensa antioxidante y una dieta rica en antioxidantes refuerzan dicho sistema,
estos actlan de manera sinérgica con la vitamina C, E y otros componentes bioactivos
(Blomhoff, 2005; Blomhoff et al., 2006).

1.3.1 Biosintesis y degradacion de compuestos fendlicos

Como regla general, el término “fenolicos vegetales” deben ser utilizados estrictamente
para referirse a metabolitos secundarios naturales derivados biogenéticamente de la via
shikimato/fenilpropanoide, que proporcionan directamente fenilpropanoides o de la via del
poliquétido acetato/malonato (Figura 5), estas vias producen una gran variedad de
estructuras monomeéricas y poliméricas que cumplen una amplia gama de funciones
fisioldgicas en las plantas, se clasifican sobre la base de sus estructuras basicas: Ce (fenoles
simples, benzoquinonas), Ce-C1 (acidos fenodlicos y aldehidos), Ce-C> (acetofenonas,
acidos fenilacéticos), Ce-C3 (&cidos hidroxicindmicos, cumarinas, fenilpropanos,
cromonas), Ce-Cs (naftoquinonas), Ce-C1-Ce (xantonas), Ce-C2-Cs (estilbenos,
antraquinonas), Ces-C3-Cs (flavonoides, isoflavonoides, neoflavonoides), (Cs-Cs-Cs)2,3 (bi-,
tri  flavonoides, dimeros y trimeros de proantocianidinas), (C6-C3)2 (lignanos,
neolignanos), (C6-C3)n (ligninas), (C6)n (catecol melaninas, florotaninos), (C6-C3-C6)n
(taninos condensados), las de importancia funcional, se producen en las plantas superiores
(Cheynier et al., 2013).

La biosintesis y concentracion de compuestos fendlicos en las plantas depende del
genotipo, factores bidticos (plagas, infeccion por patdgenos) y al estrés abiotico (luz,
temperatura, fuente de nutrientes, disponibilidad de agua, condiciones de crecimiento y
radiacion UV), ademas de las condiciones de almacenamiento, tratamiento post-cosecha y
los métodos de estimacion; los fenoles se producen en las plantas como metabolitos
secundarios por medio de la via del acido shikimico, la fenilalanina amonio liasa (PAL),

enzima clave que cataliza la biosintesis de compuestos fendélicos a partir del aminoacido —
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aromatico fenilalanina, son sensibles al estrés biotico y abiotico (Cartea et al.,

PAL: fenilalanina
amonio liasa

C4H: cinamato-4-
hidroxilasa

4CL: 4-coumaroil:
CoA-ligasa

HCT: hidroxicinamoil
transferasa

C3H: p-coumarato-3-
hidroxilasa

CHS: chalcona sintasa
CHI: chalcona
isomerasa

ANS: antocianidina
sintasa

DFR: dihidroflavonol
reductasa

FS: flavona sintasa
FLS: flavonol sintasa
F3H: flavanona-3-
hidroxilasa

IFS: isoflavona sintasa
ANR: antocianidina
reductasa

LAR:
leucoantocianidina
reductasa

Esquema de las principales ramificaciones de la biosintesis de polifenoles

2011),

también afectan a la actividad de la polifenoloxidasa (PPO) y peroxidasa (PX) por

consiguiente en la concentracion final de polifenoles en los tejidos vegetales (de Pascale et

al., 2007), ademas afectan el tratamiento doméstico (lavado, pelado, cortado, etc.) e

industrial como el procesamiento convencional térmico y no térmico (altas presiones,

campos eléctricos pulsantes, ultrasonido/sonicacion, 0zono,

Cummins, 2013).

ultravioleta) (Tiwari y
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La degradacion de compuestos fenolicos ocurre por oxidacion enzimatica y pardeamiento
no enzimatico. Las polifenoloxidasas (EC 1.14.18.1), catalizan la o-hidroxilacion de
monofenoles a o-difenoles y la posterior oxidacion de o-difenoles a o-quinonas, los que se
condensan para producir polimeros marrones relativamente insolubles (melaninas),
requieren disponibilidad de oxigeno, las peroxidasas (EC 1.11.1.7), catalizan la reduccion
de perdxidos y la oxidacion de polifenoles, las lacasas (EC 1.10.3.2), catalizan la oxidacién
sucesiva de fenoles en radicales libres, éstos en quinonas para terminar en una
polimerizacion y las lipoxigenasas (EC 1.13.11.12), como las hidroperoxidasas, oxidan
algunos polifenoles como el resveratrol para formar radicales libres (Lopez-Nicolas y
Garcia-Carmona, 2010).

Durante el procesamiento (tratamiento térmico, fermentacién y secado) y almacenamiento
de alimentos ocurren procesos bioquimicos y quimicos, dentro de ellas las reacciones
degradativas de polifenoles, se sabe que los polifenoles pueden reaccionar con los grupos
amino complicando la via de reacciones del pardeamiento no enzimatico (reaccion de
Maillard), disminuyendo sus propiedades saludables, ademas el calor y las condiciones de
extraccion pueden cambiar la estereoisomeria (enantiomeros y epimeros) de los polifenoles

modificando su comportamiento (L6pez-Nicolas y Garcia-Carmona, 2010).

1.3.2  Los compuestos fenolicos y beneficios en la salud

Estudios epidemioldgicos han demostrado repetidamente una asociacion inversa entre el
riesgo de enfermedades humanas crénicas y el consumo de una dieta rica en polifenoles,
demostraron proteccion contra el desarrollo de céncer, enfermedades cardiovasculares,
diabetes, osteoporosis, enfermedades neurodegenerativas y envejecimiento; los grupos
fenolicos pueden aceptar un electron para formar radicales fenoxilo relativamente estables,
alterando de esta manera las reacciones en cadena de la oxidacién en los componentes
celulares; por lo tanto, los polifenoles protegen los componentes celulares contra el dafio y

estrés oxidativo (Pandey y Rizvi, 2009).

Los polifenoles son potentes inhibidores de la oxidacion de lipoproteinas de baja densidad
(LDL), promueven el incremento de lipoproteinas de alta densidad (HDL), ademas
demuestran efecto anticancerigeno en lineas celulares de cancer humano, boca, estomago,
duodeno, colorrectal, préstata, higado, pulmon, glandulas mamarias y piel, en el efecto
antidiabético, controlan el desarrollo progresivo de la retinopatia, nefropatia, neuropatia

12



que se asocia con los riesgos de amputaciones, Ulceras del pie y otras perturbaciones como
la disfuncion sexual, mediante la inhibicion de la absorcion de glucosa en el intestino o por
los tejidos periféricos, proporciona proteccion contra las enfermedades neuroldgicas,
alzheimer y parkinson; por otra parte, la funcion antioxidante también se relaciona con la
induccién de la expresion de enzimas antioxidantes y desintoxicantes en particular en el
cerebro, que no estd dotado de un sistema de defensa antioxidante bien organizada (Pandey
y Rizvi, 2009).

1.4 Fitoesteroles

Los fitoesteroles son triterpenos, se asemejan al colesterol en estructura y funcion, se han
descrito 44 esteroles presentes en las plantas, siendo los principales, B-sitosterol (24a-
etilcolesterol), campesterol (24a-metilcolesterol) y estigmasterol (A%, 24a-etilcolesterol);
el ergosterol (A"??, 24a-metilcolesterol) es el principal esterol de la levadura y se encuentra
en los aceites de maiz, semillas de algodon, mani y lino (Kritchevsky y Chen, 2005). El B-
sitosterol, es un metabolito secundario de las plantas y consta de [-sitosterol libre y
conjugado como, ésteres de esteril-acil graso (SE), esteril-B-D-glucosidos (SG) y esteril-6-
O-acil graso-pB-D-glucésidos (ASG) (Moreau et al., 2002).

Los fitoesteroles, son componentes estructurales lipofilicos de las membranas vegetales,
son esenciales para el crecimiento y desarrollo, como la formacion embrionaria, division
celular, elongacién celular, polaridad celular epidérmica, acumulacién de celulosa, actdan
en la regulacién de la actividad de las proteinas dentro de la membrana, son precursores
para la biosintesis de la hormona brasinoesteroides; estudios genéticos han demostrado las
interacciones geneticas entre la biosintesis de esteroles y las vias de sefalizacion del
etileno (Boutté y Grebe, 2009).

La forma reducida de los fitoesteroles son los fitoestanoles, un subgrupo totalmente
saturado, se encuentran en cantidades muy pequefias en muchas especies de plantas y se

sintetizan en mayores niveles en algunas especies de cereales (Moreau et al., 2002).

1.4.1 Biosintesis y degradacion de fitoesteroles

Los esteroles son mayormente derivados de la via del mevalonato en la biosintesis de

isoprenoides (Figura 6), la enzima 3-hidroxi-3-metil-glutaril CoA reductasa (HMGR) regu-

13



la la ruta metabolica, la enzima escualeno sintasa (SQS) cataliza la primera reaccion clave
en la biosintesis de esteroles, actia en la condensacion de dos moléculas de farnesil
pirofosfato (FPP) para producir escualeno que se produce en dos etapas, primero una
condensacion para formar pre-esqualeno difosfato, seguido de una reorganizacion y
reduccion por NADPH para formar escualeno, el cual es metabolizado para sintetizar
esteroles como p-sitosterol, estigmasterol y campesterol, son importantes también la
actividad del cicloartenol-C24-metiltranferasa (SMT1) que cataliza la metilacion del ciclo
artenol y del 24-metilen lofenol-C241-metiltransferasa (SMT2) que cataliza la metilacion

del 24-metilenolofenol (Nguyen et al., 2013).

La mayoria de los genes biosintéticos implicados en la ruta metabolica del post-escualeno,
han sido aislados y caracterizados por medio de interferencia metabdlica, inhibicion
farmacoldgica, diseccion genética, complementacion y expresion funcional, purificacion

de proteinas y secuenciamiento (Schaller, 2004; Boutté y Grebe, 2009).

Los vegetales contienen un promedio de 1 a 3 mg de esteroles por gramo de peso seco, se
sintetizan por medio del metabolismo de isoprenoides, generando varios productos finales
como el B-sitosterol, campesterol, estigmasterol e isofucosterol en proporciones definidas

genéticamente (Schaller, 2004).

Los productos de oxidacion de los fitoesteroles (POP), a y B-epoxisitosterol, a y -
epoxisitostanol y sitostanetriol, campestanetriol, 7-cetositosterol, 7o y 7B-hidroxisitosterol
(Figura 7), que se forman durante el almacenamiento y procesamiento de los alimentos,
también pueden producirse en vivo mediante oxidacién no enzimatica, similar a lo
demostrado para el colesterol (Maerker et al. 1988), son absorbidos y se encuentran en el

suero humano, no afectan directamente la absorcion del colesterol.

14



Cytosol Acetyl CoA Chloroplast
3-hydroxy-3-methyl-glutaryl-CoA
. HMGR
: .. | | Mevalonic acid
Mitochondria Tocopherols
- HMGR: 3-hidroxi-
Ubiquinones t 3-metil-glutaril
Isopentenyl l CoA reductasa.
i SQs: |
S diphospiate Geranylgeranyl Sigtasi seuateno
Ny diphosphate SMTL:
>~ Al cicloartenol-C24-
~ Farnesyl ! metiltranferasa
Sesquiterpenes ... diphosphate » Isol}/gglz_(z:znlw?men
- - metiltransferasa.
l SQs ----p Varios pasos
Squalene enzimaticos
l SMT1

Triterpenes  « - - 2,3- Epoxy squalene — Cycloartenol —, 2+ Methylene

cycloartenol
SMT2 l
Sitosterol| — 24-Ethylidene — 24-Ethylidene — 24-Methylene
lophenol lophenol lophenol
Stigmasterol ‘Campesterol

Figura 6. Principales vias de biosintesis de esteroles en las plantas (FUENTE: Nguyen et
al., 2013).

Se ha observado distintos niveles de citotoxicidad, resultando mayores los o6xidos de f3-
sitosterol, seguido de los 6xidos de campesterol, estigmasterol y dihidrobrasicasterol,
particularmente de los derivados 7 B-hidroxi y 7-ceto, existe evidencia de su capacidad
aterogénica, incrementan las citoquinas pro-inflamatorias como el TNF-o (factor de
necrosis tumoral o) que afectan la integridad del epitelio intestinal, incrementan la
producciéon de superdéxido y deplesién de la proteina antioxidante glutation, producen
disfuncion mitocondrial y alta actividad caspasa, una cisteina proteasa considerada como el

ejecutor de la apoptosis (Otaegui-Arrazola et al., 2010; O’Callaghan et al., 2014).
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Figura 7. Principales estructuras de oxisteroles (FUENTE: Otaegui-Arrazola et al.,
2010).

1.4.2 Los fitoesteroles y beneficios en la salud

La literatura cientifica médica describe varios efectos fisioldgicos; sin embargo, el efecto
hipocolesterolémico es el mejor evidenciado clinicamente en ratas y humanos, su
mecanismo de accion se conoce parcialmente. El B-sitosterol tiene la capacidad de
disminuir el contenido de colesterol total y colesterol de lipoproteinas séricas de baja
densidad cuando se consume con regularidad reduciendo el riesgo de arterioesclerosis

coronaria (Moreau et al., 2002).

Diversos estudios han mostrado que el consumo de 2 g de esteroles vegetales al dia
reducen el colesterol sérico en un 10%, esta reduccion de los niveles de colesterol en el
suero se logra a expensas de un aumento de los niveles de esteroles vegetales en el mismo,
ademas pueden tener otros efectos promotores de la salud como actividad contra el cancer
de mama, cancer al colon, cancer de prdstata y algunos actividad antioxidante (Moreau et
al., 2002; Weingartner et al., 2014).

Finalmente, a la fecha, no existen investigaciones relacionadas con la evolucion de los
glucosinolatos, compuestos fendlicos y B-sitosterol en los hipocétilos de tres ecotipos de
maca durante las etapas de pre-cosecha, cosecha y secado post-cosecha, debe advertirse
que todas estas etapas fueron realizadas de manera tradicional con tecnologias que hasta la

fecha se siguen utilizando en las comunidades campesinas de la Meseta de Bomboén. El
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secado post-cosecha de la maca, sigue considerdndose una etapa critica, porque en ella
ocurren los cambios bioquimicos mas trascendentales que influyen en su valor bioldgico y
comercial. Brevemente, el secado al medio ambiente se lleva a cabo durante
aproximadamente 90 dias en condiciones de temperaturas extremas que van de -10 a 15 °C
y humedades relativas de 70 a 95%. Estas condiciones ambientales extremas junto con los
procedimientos de manipulacion durante la cosecha y post-cosecha pueden tener efectos
significativos en el contenido final de glucosinolatos, compuestos fenolicos y B-sitosterol

en la maca.

1.5  Objetivos
1.5.1 Objetivo general

Evaluar el efecto de las etapas de pre-cosecha, cosecha y secado post-cosecha en el
contenido de glucosinolatos, compuestos fendlicos y P-sitosterol en los hipocotilos de

maca amarilla, roja y negra.

1.5.2 Objetivos especificos

1. Determinar el efecto de las etapas de pre-cosecha, cosecha y secado post-cosecha
en el perfil, contenido de glucosinolatos y actividad de la mirosinasa en los

hipocotilos de tres ecotipos de maca.

2. Determinar el efecto de las etapas de pre-cosecha, cosecha y secado post-cosecha
en el perfil, contenido de compuestos fendlicos y capacidad antioxidante en los

hipocotilos de tres ecotipos de maca.

3. Determinar el efecto de las etapas de pre-cosecha, cosecha y secado post-cosecha

en el contenido de B-sitosterol en los hipocétilos de tres ecotipos de maca.
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Il.  CAPITULOII

Evolucién del contenido de glucosinolatos y actividad mirosinasa en tres ecotipos de
maca (Lepidium meyenii Walp.) durante la pre-cosecha, cosecha y secado post-
cosecha

Articulo publicado en Food Chemistry 127 (2011) 1576-158

RESUMEN

Se evaluaron los perfiles de glucosinolatos, contenido de glucosinolatos y actividad
mirosinasa en hipocétilos de maca amarilla, roja y negra durante la pre-cosecha, cosecha y
secado post- cosecha. En la cosecha, se identificaron seis glucosinolatos (GLs): 5-
metilsulfinilpentil, 4-hidroxibencil, bencil, 3-metoxibencil, 4-hidroxi-3-indolilmetil y 4-
metoxi-3-indolilmetil glucosinolatos, de los cuales el bencil glucosinolato fue el mas
abundante en los tres ecotipos, representando el 80% de los GLs totales. Se observo un
incremento significativo en GLs en los tres ecotipos durante los 90 dias antes de la cosecha
y durante los 15-30 dias de secado post-cosecha. Esto fue seguido de una importante
disminucion de los GLs durante el periodo de 30 a 45 dias, que se atribuyd a la ruptura
celular, debido a las fluctuaciones en las temperaturas durante el proceso de secado y se
correlacion6 con una alta actividad de mirosinasa. Durante el Gltimo periodo de secado
post-cosecha, los GLs considerablemente disminuidos se correlacionaron con una baja
actividad de mirosinasa y baja humedad del hipoc6tilo de maca. Una combinacién de la
técnica artesanal y otras técnicas de procesamiento deberian ser utilizadas con el fin de

preservar mejor los glucosinolatos de la maca.

Palabras clave: Maca, Lepidium meyenii, pre y post-cosecha, glucosinolatos y actividad
mirosinasa
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ABSTRACT

Glucosinolate profiles, glucosinolate contents and myrosinase activity were evaluated in
yellow, red and black hypocotyls of maca during pre-harvest, at harvest and during post-
harvest drying. At harvest, six glucosinolates (GLs) were identified: 5-
methylsulfinylpentyl,  4-hydroxybenzyl, benzyl, = 3-methoxybenzyl, 4-hydroxy-3-
indolylmethyl and 4-methoxy-3-indolylmethyl, of which benzyl glucosinolate was the
most abundant in the three ecotypes, representing 80% of the total GLs. A significant
increase in GLs was observed for the three ecotypes during the 90 days before harvest and
during the 15-30 days of post-harvest drying. This was followed by an important decrease
of GLs during the 30-45 day period, which was attributed to cell breakdown, due to
fluctuations in temperatures during the drying process, and was correlated with a high
myrosinase action. During the last period of post-harvest drying, GLs were much lower
and correlated to lower myrosinase activity and lower maca hypocotyl humidity. A
combination of artisanal and other processing techniques should be utilised, in order to best

preserve maca glucosinolates.

Keywords: Maca, Lepidium meyenii, pre and post-harvest, glucosinolates and myrosinase
activity

2.1 Introduccion

La Maca (Lepidium meyenii Walp.) es un cultivo andino tradicional perteneciente a la
familia Brassicaceae que crece en altitudes entre los 3,500 y 4,500 metros sobre el nivel
del mar en la region andina central del PerU. Esta zona se caracteriza por tener terrenos
aridos y rocosos, con intensa luz solar, fuertes vientos y temperaturas bajo cero. Pocos
cultivos pertenecientes a la familia de las solanaceas pueden sobrevivir en condiciones tan

severas (Flores et al., 2003).

El valor nutricional de este cultivo ha sido ampliamente estudiado (Dini et al., 1994;
Valentova et al., 2006) y se han observado efectos estimulantes. En los Andes peruanos, el
uso folklorico de este cultivo incluye el tratamiento de la infertilidad, incremento de la
energia fisica y mental y tratamiento de la menopausia. Las propiedades nutricionales de la
harina de maca y efectos aparentes sobre el rendimiento reproductivo y sexual en ratas y
seres humanos han sido ampliamente documentados (Gonzales et al., 2001a; Gonzales et
al, 2001b; Gonzales et al., 2004). Sin embargo, los estudios relacionados con la mejora del
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rendimiento sexual siguen siendo controversiales (Wang et al., 2007). La maca, ademas,
mostro funciones anti-proliferativas y retardo el incremento de peso de la prostata inducida
debido al tratamiento con testosterona (Gonzales et al., 2005, 2006). Las ratas a las que se
les administro por via oral maca roja, mostraron efectos beneficiosos en el tratamiento de
la hiperplasia prostatica benigna (HBP) inducida experimentalmente por testosterona
(Gasco et al., 2007). Dentro de los mecanismos propuestos para esta funcion anti-
proliferativa estan su capacidad para eliminar los radicales libres y la citoproteccion en
condiciones de estrés oxidativo (Lee et al., 2005; Sandoval et al., 2002). La presencia de
alcaloides y esteroles en la maca también pueden haber contribuido a su atribuida actividad
anticancerigena (Wang et al., 2007), asi como sus glucosinolatos y derivados (Fahey et al.,
2001). La presencia de fitoesteroles y otros metabolitos secundarios en la maca estan

relacionadas con su funcion anti-osteoporosis postmenopausica (Wang et al., 2007).

Los glucosinolatos (GLs) son los metabolitos secundarios mas importantes en la maca
(Johns, 1981) siendo la mayoria de ellos de tipo aromatico (Li et al., 2001; Dini et al.,
2002; Flores et al., 2003), de los cuales el glucotropaeolin es el mas abundante. Segun
Clément et al. (2009) del 80-90% de los GLs totales en la maca correspondieron al
glucotropaeolin. Los GLs en la maca estan presentes en diferentes érganos de la planta
(por ejemplo, semillas, brotes). Los GLs en la maca varian en contenido y tipo
dependiendo de la edad de la planta y del color del hipocotilo (Clément et al., 2010). El
contenido de glucosinolatos en la maca fresca es aproximadamente el 1%, unas 100 veces
mas que la encontrada en los cultivos de cruciferas, como la col, coliflor y brdcoli (Li et
al., 2001). El mayor contenido de glucosinolatos totales en la maca se encontrd en los
hipocétilos frescos, seguido de las semillas, brotes, hipocotilos secos y hojas frescas (Li et
al., 2001). La mirosinasa esta implicado en la degradacién de los GLs en isotiocianatos,
tiocianatos y nitrilos (Fahey et al., 2001). En las células intactas, los GLs y la mirosinasa
estan en diferentes compartimentos. Por lo tanto, el dafio celular favorece la ruptura de
GLs por la mirosinasa. Los efectos de la variedad, las practicas de cultivo, el tiempo de
cosecha, el clima y el procesamiento en el contenido de GLs han sido ampliamente
documentados (Rosa et al., 1996; Kushad et al., 1999; Verkerk et al. 2001; Mrkic et al.,
2009). Sin embargo, hasta donde sabemos, no existen estudios relacionados con el

contenido y el destino de GLs de la maca durante el secado post-cosecha.

El potencial funcional y nutracéutico de la maca se ha traducido en un aumento significa -
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tivo de su produccion, como resultado de un aumento sostenible de las exportaciones (de
189 a 602 Tn entre 1999 y 2009). Los principales productos de exportacién son: harina de
maca (secado y molido), harina de maca gelatinizada (secado, extruido y molida), maca
encapsulada y extractos hidroalcoholicos. Los principales destinos de exportacion son

Estados Unidos y Japon (Aliaga y Espinoza, 2007).

Independientemente de los productos, el secado post-cosecha de la maca se realiza de
manera artesanal en los lugares de produccion, antes de que se realicen otras formas de
procesamiento (extrusion, molienda, etc). Brevemente, el secado al medio ambiente se
lleva a cabo durante aproximadamente 90 dias en condiciones de temperaturas extremas
que van de -10 a 15 °C. Estas condiciones ambientales extremas junto con los
procedimientos de manipulacion durante la cosecha y post-cosecha pueden tener un efecto

significativo en el contenido final de glucosinolatos en la maca.

Por lo tanto, el principal objetivo de este trabajo fue evaluar el efecto de la serie de eventos
que tienen lugar durante la pre-cosecha, cosecha y secado post-cosecha en tres ecotipos de
maca en el perfil, contenido de glucosinolatos y actividad de la mirosinasa.
Comprendiendo los eventos de ruptura de GLs en la maca durante la pre-cosecha, cosecha
y secado post-cosecha permitiria sugerir mejores alternativas para reducir las pérdidas de

GLs y producir productos de maca con un mayor valor agregado.

2.2  Materiales y Métodos
2.2.1 Material vegetal

Tres diferentes ecotipos de maca (amarilla, roja y negra) fueron seleccionados de una
plantacion comercial. El cultivo se llevo a cabo en noviembre del 2007 en la comunidad de
San Pedro de Cajas a 4200 metros sobre el nivel del mar (Junin, Per(). Los tubérculos de
maca se cosecharon en julio del 2008. Las muestras fueron tomadas al azar de la siguiente
manera: (a) se tomaron muestras de 10 plantas (~2 kg) a los 90, 45, 30 y 15 dias antes de la
cosecha, (b) en la cosecha y (c) después de 15, 30, 45, 60, 75 y 90 dias de secado post-
cosecha. Despues de la cosecha, los hipocétilos, formando montones, fueron expuestos al
medio ambiente en el lugar de la cosecha con el objetivo de secar parcialmente las hojas y
la tierra impregnada durante 2 dias, luego son sacudidos, utilizando una malla, para

eliminar la tierra y colocados en costales de rafia de aproximadamente 50 kg y mantenidos
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en tales condiciones por 3 dias. Después de este periodo, fueron transportados a la zona de
secado donde se extendieron en rumas de aproximadamente 10 cm de altura. Durante las
noches, los tubérculos de maca se cubrieron con carpas para protegerlos de las condiciones
de congelacion (-10°C). Las temperaturas de secado variaron de -10 a 15 °C y la humedad
relativa de 70% a 90%. Las muestras de tubérculos de maca se transportaron al laboratorio,
donde se lavaron con agua potable y agua destilada, se secaron con papel toalla y se
envasaron en bolsas de polietileno negro para conservarlos a -20 ‘C hasta el momento de

su analisis.

2.2.2 Estandaresy reactivos quimicos

El metanol fue de Fermont (México, DF); se utilizaron acetonitrilo de grado HPLC, acetato
de sodio, fosfato de sodio dihidrogenado monohidratado, fosfato disédico hidrogenado
dihidratado de Merck (Darmstadt, Alemania). DEAE Sephadex A-25, sulfatasa de Helix
pomatia tipo H-1 y sinigrina hidratado (Biochemika) fueron adquiridos de Sigma-Aldrich.
Bencilglucosinolato de KVL (Copenhague, Dinamarca) y rapeseed BC-367 ERM de

IRMM (Geel, Bélgica) se utilizaron como estandares de glucosinolatos.

2.2.3 Determinaciéon de humedad

La humedad fue determinada segn el método AOAC (1998).

2.2.4 Extraccion de glucosinolatos

Se utilizé el protocolo descrito por Verkerk et al. (2001) con algunas modificaciones. Los
hipocétilos de maca se congelaron con nitrégeno liquido e inmediatamente se fraccionaron
y molieron para evitar la accion de la mirosinasa. La pulpa de maca (~1 g MS) se peso y
mezclo con 10 ml de metanol caliente al 70%. Las muestras se incubaron en bafio maria a
75 °C durante 25 min y luego se centrifugaron a 4500 g por 20 min. El sobrenadante se
recolecto y la torta se volvio a re-extraer con 10 ml de metanol caliente al 70%, similar a la
primera extraccion. Ambos sobrenadantes se combinaron y mezclaron. Los extractos de
glucosinolatos se purificaron en una columna de intercambio anionico DEAE Sephadex A-
25 de 1.5 cm. La columna se lavé dos veces con 1 ml de agua Milli-Q y se alimentaron con
2 ml del extracto de GLs extraidos y se lavé dos veces con 1 ml de una solucion de 20 mM
de NaAc. La enzima sulfatasa (100 pl de una solucion de 25 mg/ml) se afadid a la

columna. La incubacion se llevo a cabo durante la noche a temperatura ambiente.
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Los desulfoglucosinolatos se eluyeron con 4 ml de agua Millipore. El eluido se filtré a
través de un filtro de 0.22 pm (13 mm, Millipore Corporation, Billerica, MA) y esta

muestra fue disponible para el analisis HPLC.

2.2.5 Analisis por HPLC de glucosinolatos

Los desulfoglucosinolatos de maca se analizaron mediante cromatografia liquida de alta
performance. Se utilizé6 un modulo de separacion de HPLC Waters 2695 (Waters, Milford,
MA) equipado con un autoinyector, un detector de matriz de fotodiodos (PDA) 2996 con
software autorizado y columna (Waters) Atlantis Cig (5 pm, 250 x 4.6 mm) y una pre-
columna de seguridad 4.6 x 2.0 mm, para la separacion a 28 "C con una velocidad de flujo
de 0.5 ml min, se inyect6 20 pl de muestra. La elucion de los desulfoglucosinolatos de la
columna de HPLC se realizé por un sistema de gradiente de agua (A) y acetonitrilo/agua
(20:80, v/v, B). El tiempo total de corrida fue de 35 min con la siguiente gradiente: 98% de
A durante 1 min, luego en 35 min a 75% de A, y en 1 min de nuevo a 98% de A y volver a
equilibrar durante 10 min. La elucion se monitore6 por un detector de matriz de fotodiodos
entre 200 y 400 nm (con 2 nm de intervalo). Los desulfoglucosinolatos se identificaron por
comparacion de sus tiempos de retencidén y las caracteristicas espectrales UV para
desulfoglucosinolatos de estandares puros de sinigrina, glucotropaeolin, el patron de
glucosinolatos tipico de semillas de canola (Brassica napus) BCR-367 (Linsinger et al.,
2001) y extractos purificados de coliflor blanca, col roja y mashua (Tropaeolum tuberosum
Ruiz & Pavon). La deteccidn se realizd a 229 nm. Las concentraciones molares de los
glucosinolatos individuales y los factores de respuesta relativos (Brown et al., 2003;
Linsinger et al, 2001) se utilizaron para corregir las diferencias de absorbancia entre el
patrén interno (sinigrina) y los otros componentes del extracto. Los GLs totales se
expresaron como pumol g de materia seca (MS) (mmol kg MS) y determinada por la

suma de todos los GLs individuales (Linsinger et al., 2001).

2.2.6 Actividad mirosinasa (tioglucésido glucohidrolasa, EC 3.2.3.1)

Se utilizo la metodologia descrita por Verkerk y Dekker (2004) con algunas
modificaciones. Los hipocétilos de maca se homogenizaron en una licuadora comercial
con buffer fosfato 100 mM (pH 6.0) en una relacién de 1:10 (m/v). Esta solucion fue
filtrada para eliminar las particulas sélidas e incubadas en un bafio maria a 40 "C durante 2
h para hidrolizar los glucosinolatos enddgenos. Cinco mililitros del extracto hidrolizado

fue tratado con 1 ml de sinigrina 6 mM a 40 "C durante 20 min. La reaccion se detuvo con
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12 ml de metanol caliente (~75 ‘C) durante 10 min a 75 'C. El extracto se centrifugo a
6,000 g por 15 min. El extracto fue purificado, desulfatado y analizado por HPLC tal como
se detall6 en las Secciones 2.2.4 y 2.2.5. La actividad mirosinasa se expres6 como la

cantidad de sinigrina transformado en nmol min*g* MS.

2.2.7 Analisis estadistico

Se realizaron tres repeticiones en todos los analisis. Los resultados se procesaron mediante
un analisis de varianza de un factor. Se utiliz6 la prueba de Duncan para evaluar la
diferencia de medias entre los diferentes tratamientos. Diferencias a un p <0.05 fueron
considerados como significativos. El software SPSS 14.0 para Windows (SPSS, Chicago,
IL) fue utilizado para llevar a cabo todos los anlisis estadisticos.

2.3 Resultados y Discusion

2.3.1 ldentificacion y cuantificacién de glucosinolatos durante la cosecha en tres

ecotipos de maca

En los tres ecotipos de maca fueron identificados seis glucosinolatos diferentes (Figura 8).
Estos glucosinolatos correspondieron a tres aromaticos: 4-hidroxibencil (glucosinalbin),
bencil (glucotropaeolin) 'y 3-metoxibencil (glucolimnantin); un alifatico: 5-
metilsulfinilpentil  (gucoalissin) 'y dos inddlicos: 4-hidroxi-3-indolilmetil  (4-

hidroxiglucobrassicin) y 4-metoxi-3-indolilmetil (4-metoxiglucobrassicin) (Tabla 1).
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Figura 8. Perfiles HPLC de glucosinolatos en los ecotipos de maca amarilla, roja y negra

durante la cosecha (maca fresca): (a) amarilla (b) roja y (c) negra. (1)
Glucoalissin,  (2)  glucosinalbin,  (3)  4-hidroxiglucobrassicin,  (4)
glucotropaeolin, (5) glucolimnantin y (6) 4-metoxiglucobrassicin.
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Tabla1l. Contenido de glucosinolatos en los ecotipos de maca amarilla, roja y negra
durante la cosecha.

Nombre sistemético Nombre comin Clase Amarilla (mmol kg-1 MS)*  Roja (mmol kg-1 MS)* Negra (mmol kg-1 MS)*
5-Metilsulfinilpentil glucosinolato Glucoalissin Alifatico  0.25+0.012 0.23£0.01° 0.28 +0.01°
4-Hidroxibencil glucosinolato Glucosinalbin Aromatico 1.03 +0.08° 0.58 +0.01° 0.69 +0.02°
Bencil glucosinolato Glucotropaeolin Aromético 29.1+1.67° 28.4 +0.42° 25.2+£0.75°
3-Metoxibencil glucosinolato Glucolimnantin Aroméatico 5.77 £0.73% 5.51 +0.02* 5.18 £ 0.16°
4-Hidroxi-3-indolilmetil glucosinolato 4-Hidroxiglucobrassicin  Indélico 0.04 £0.01° 0.07 £0.072 0.01 +0.00?
4-Metoxi-3-indolilmetil glucosinolato 4-Metoxiglucobrassicin  Inddlico 0.02 +£0.01* 0.02 +0.01° 0.06 + 0.00?

Total 36.2 £ 2.12° 34.9 + 0.56° 31.4 £0.94°

ALos resultados son promedios + SD (n = 3).
Medias dentro de una fila con el mismo superindice no son significativamente diferentes (p >0.05).

La presencia de glucoalissin se confirmd con el perfil de glucosinolatos de coliflor blanca
(Cieslik et al., 2007). Este glucosinolato es importante en Lepidium (Fahey et al., 2001). El
glucotropaeolin se confirmo con un estandar externo. El glucolimnantin (3 - metoxibencil)
es el segundo glucosinolato més importante en la maca (pico 5, Figura 8) como fue
reportado por Piacente et al. (2002) y Clément et al. (2010). La presencia de glucoaubrietin
se descarto a través de ensayos realizados con Tropaelum tuberosum Ruiz & Pavon como
lo reportd Ramallo et al. (2004) guien destaco que este es el glucosinolato mas importante
en mashua. El 4-hidroxiglucobrassicin se confirmé con los tiempos de retencién y los
espectros de absorcion de los glucosinolatos encontrados en semillas de canola BCR-367 y
en extractos de col roja y coliflor blanca (Oerlemans et al., 2006). El 4-
metoxiglucobrassicin se confirmd con los perfiles de col roja y coliflor blanca (Volden et
al., 2009). Li et al. (2001) identificaron y cuantificaron GLs en diferentes partes de la
planta de maca y productos procesados. Asi, en el hipocétilo de maca amarilla fresca se
reportaron ocho glucosinolatos: 5-metilsulfinilpentil glucosinolato (glucoalissin), 4-
hidroxibencil glucosinolato (glucosinalbin), 3-hidroxibencil glucosinolato (identificacion
tentativa), 4-pentenil  glucosinolato  (glucobrassicanapin), bencil  glucosinolato
(glucotropaeolin), indol-3-ilmetil  glucosinolato  (glucobrassicin),  4-metoxibencil
glucosinolato  (glucoaubrietin) y  4-metoxiindol-3-ilmetil ~ glucosinolato  (4-
metoxiglucobrassicin). Recientemente, Clément et al. (2009) identificaron y cuantificaron
diferentes GLs en ecotipos de maca amarilla, rosada, violeta y plomo. Estos
correspondieron a: glucotropaeolin, glucolimnantin (alternativamente glucoaubrietin),
glucosinalbin, 4-hidroxiglucobrassicin, glucoalissin y glucorafanin. Dini et al. (2002)
identificaron glucotropaeolin y glucolimnantin en harina de maca y sugirieron el uso de

estos dos GLs como marcadores quimiotaxondmicos para esta especie ya que esta
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combinacién de GLs no ocurre en otras plantas de la familia Brassicaceae. Sin embargo,
esta claro que el més importante GL corresponde a glucotropaeolin. Clémente et al. (2009)

reportaron que el 80-90% de los GLs totales en maca correspondié a glucotropaeolin.

La cuantificacion de los GLs totales en los ecotipos amarilla, roja y negra reportd, 36.2,
349 y 314 mmol kg! MS (corresponde a 30.4, 28.2 y 25.1 mmol kg MF),
respectivamente. La suma de los GLs aromaticos representaron en promedio 99% del
contenido total de GLs (35.9, 34.5 y 31.1 mmol kg* MS) de los cuales, glucotropaeolin fue
el mas abundante en los tres ecotipos (29.1, 28.4, 25.2 mmol kg MS) representando
alrededor del 80% de los GLs totales. No se encontraron diferencias significativas (p
>0.05) en GLs totales, GLs aromaticos y glucotropaeolin para los tres ecotipos de maca.
Clément et al. (2010) reportaron diferencias en GLs respecto al color del ecotipo de maca.
Sin embargo, para el ecotipo de maca amarilla, los GLs fueron superiores a los reportados
por Li et al. (2001) (25.7 y 16.9 mmol kg? MS para GLs totales y glucotropaeolin,
respectivamente). Clément et al. (2010) reportaron valores de 37.2, 36.4 y 31.4 mmol kg
MS para GLs totales, GLs aromaticos y glucotropaeolin, respectivamente. Estos valores
fueron similares a los reportados en este trabajo. Nuestros resultados demuestran que la
maca es una fuente importante de glucosinolatos aromaticos. Investigaciones en bencil
isotiocianato y su precursor bencil glucosinolato como quimiopreventivos del cancer estan
siendo documentados (Higdon et al., 2007). El contenido del GL alquiltioalquil
(glucoalissin) de 0.25, 0.23 y 0.28 mmol kg MS se encontré en los ecotipos amarillo, rojo
y negro, respectivamente. Estos valores representaron de 0.6% a 0.9% de los GLs totales y
los indol GLs representaron de 0.2% a 0.3% del total de GLs. Clément et al. (2010)
reportaron contenidos de alquiltioalquil GL (glucoalissin y glucorafanin) de 0.42, 0.71, 2.0
y 0.49 mmol kg MS (1-6.5% de los GLs totales) para los ecotipos de maca amarilla,
rosada, violeta y plomo. Los GLs inddlicos se encontraron en cantidades menores (0.06-
0.09 mmol kg! MS), comparados con los valores de 0.15 a 0.26 mmol kg MS
encontrados por Clément et al. (2010). Las diferencias encontradas en el perfil y contenido
de GLs entre este trabajo y el de Clément et al. (2010) podrian estar relacionados con el
hecho de que ellos trabajaron con accesiones de laboratorio y condiciones experimentales
de cultivo. La variacion en la cantidad y perfil de GLs es atribuido a factores genéticos y
ambientales, edad y partes de la planta, ataque de depredadores, temperatura, estrés
hidrico, tipo de suelo y factores agronémicos (Velasco et al., 2007). Las practicas de

cultivo en este trabajo correspondieron a las practicas culturales de los campesinos de las -
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comunidades locales.
2.3.2 Perfiles y contenido de glucosinolatos para los tres ecotipos de maca durante la
pre-cosecha

El periodo pre-cosecha es considerado como la etapa biosintética de glucosinolatos y otros
compuestos bioactivos en los hipocotilos. La biosintesis de glucosinolatos puede ser
dividido en tres fases: (i) formacion del acido 2-oxo con un grupo metileno adicional (ii)
formacion de la estructura del ndcleo de glucosinolatos y (iii) transformacion del grupo R.
Los genes implicados han sido identificados en las tres fases de biosintesis (Halkier y
Gershenzon, 2006). Sélo existen pocos estudios en brotes pero raramente durante la pre-
cosecha.

El contenido total de glucosinolatos se incrementdé durante el crecimiento de los
hipocétilos (Tabla 2). Se observaron diferencias significativas (p <0.05) entre los
diferentes tiempos de pre-cosecha. Noventa dias antes de la cosecha y en la cosecha, se
obtuvieron valores de 11.3 y 36.2, 10.5 y 34.9, 11.2 y 31.4 mmol kg MS para los
hipocétilos amarillo, rojo y negro respectivamente. Durante la etapa pre-cosecha, sélo se
encontr6 una pequefia cantidad de glucoalissin. La mayoria de los GLs totales (99%)
correspondieron al tipo aromatico (glucosinalbin + glucotropaeolin + glucolimnantin) de
los cuales 75.6 a 87.4% correspondieron a glucotropaeolin. No se detectaron GLs
inddlicos durante el crecimiento. No se observaron diferencias significativas (p >0.05) en
los GLs totales en los tres ecotipos de maca para los diferentes tiempos pre-cosecha
evaluados. Velasco et al. (2007) reportaron para hojas de col rizada (Brassica oleracea
Grupo Acephala) tomadas a 30, 90, 180 y 300 después del cultivo que los GLs se
incrementaron (8.45, 9.31, 41.03 y 44.63 pmol g MS respectivamente). El mas
importante GL, sinigrina, mostrd una tendencia similar a los GLs totales. El contenido de
glucobrassicin aumento durante las tres primeras etapas de desarrollo de la planta (3.45,
4.20 y 12.6 mmol kg MS, respectivamente), pero luego se redujo a 7.48 mmol kg MS a
los 300 dias. El incremento en el contenido total de GLs es explicado con la teoria de novo
sintesis. También se confirmd que los glucosinolatos inddlicos son méas sensibles a los

factores ambientales que los glucosinolatos alifaticos.
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Tabla2. Contenido de glucosinolatos en hipocétilos de maca durante la pre-cosecha
(mmol kgt MS).

Glucosinolatos Pre-cosecha (dias) Cosecha

90 45 30 15
Amarilla
Glucoalissin 0.11 +0.00* 0.10 £0.01* 0.14 £0.01%8 0.18 +£0.038 0.25+0.018
Glucosinalbin 0.37£0.01%8 0.31+0.02* 0.45 + 0.06"8 0.60 + 0.09® 1.03 £0.08¢
Glucotropaeolin 8.53 +0.25% 17.5+1.728 17.8 +£0.828 25.1+057¢ 29.1+1.67¢
Glucolimnantin 2.26 +0.074 2.76+0.274 3.74+0.188 4.91 +0.09¢ 5.77+0.73°
4-Hidroxiglucobrassicin ND ND ND ND 0.04 £0.01*
4-Metoxiglucobrassicin ND ND ND ND 0.02 £0.01*
Total 11.3+0.33" 20.7 + 2,025 22.1+1.065° 30.7 £0.78% 36.2+2.120
Roja
Glucoalissin 0.12+0.03"® 0.03+0.01* 0.17 + 0.028¢ 0.11+0.03"® 0.23+0.01¢
Glucosinalbin 0.38 £ 0.02”8 0.23+0.01* 0.44 + 0.065¢ 0.60 + 0.06° 0.58 +0.01¢
Glucotropaeolin 7.97+0.33* 16.0 +£0.728 19.9 +0.49°¢ 26.1 +0.39° 28.4 +0.42F
Glucolimnantin 2.07+0.074 2.29+0.094 4.70 £ 0.14° 3.04 +0.06° 5.51+0.02°
4-Hidroxiglucobrassicin ND ND ND ND 0.07 £0.074
4-Metoxiglucobrassicin ND ND ND ND 0.02 £0.01*
Total 10.5 + 0.45% 18.6 + 0.845 25.2+0.71%° 29.9 + 0.540 34.9 + 0.565
Negra
Glucoalissin 0.13+0.03* 0.09 +0.03* 0.11 +0.014 0.15+0.00* 0.28 +0.018
Glucosinalbin 0.29+0.03* 0.35+0.03"8 0.45+0.038 0.39 + 0.00"8 0.69 + 0.02¢
Glucotropaeolin 8.88 +0.63* 14.6 +0.398 17.3+0.13€ 21.9 +£0.25° 25.2 +0.75F
Glucolimnantin 1.93+0.144 2.26+0.11* 2.86 +0.03% 3.76 + 0.05¢ 5.18 +0.16°
4-Hidroxiglucobrassicin ND ND ND ND 0.01 +0.00*
4-Metoxiglucobrassicin ND ND ND ND 0.06 £ 0.004
Total 11.2 +£0.84% 17.3 +0.55% 20.8+0.21¢ 26.2+0.30% 31.43 +0.94F

Resultados son promedios = SD (n = 3).

ND: no detectado.

Filas con la misma letra superindice mayuscula no son significativamente diferentes (p >0.05).
Columnas con la misma letra superindice mindscula no son significativamente diferentes (p >0.05).

2.3.3 Perfiles y contenido de glucosinolatos para los tres ecotipos de maca durante el
secado post-cosecha

Se observé un aumento significativo en el contenido de GLs (p <0.05) durante los primeros
15 dias de secado post-cosecha para los hipocétilos amarillo, rojo y negro (26.3%, 36.7% y
38.5%), respectivamente. No se observaron diferencias significativas (p >0.05) entre los 15
y 30 dias de secado post-cosecha. El incremento fue similar para la suma de GLs

aromaticos y glucotropaeolin (Tabla 3). Este incremento podria ser debido al stress
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provocado por el acondicionamiento de los hipoc6tilos antes del secado. Asi como, al calor
sensible generado por la respiracion de toda la planta (hipocotilos méas hojas), el
apilamiento en el campo y el embalaje en sacos o costales de aproximadamente 50 kg
generaron una atmosfera modificada y por lo tanto podrian haber acelerado el metabolismo
durante los primeros cuatro dias. Otro evento es la translocacion de los glucosinolatos de
las hojas a los hipocotilos. Sin embargo, durante este periodo, una pequefia pérdida de GLs
podria esperarse debido a la actividad de la mirosinasa, considerando que los hipocotilos
son expuestos a temperaturas extremas de -5 ‘C a -10 'C durante las noches y 15 °C durante
el dia. Durante la congelacién y descongelacion, las células son fracturadas, la enzimay el
sustrato (GLs), que se encontraban inicialmente en diferentes compartimentos, entran en
contacto. Estas pérdidas atribuidas a la actividad de la mirosinasa durante este periodo
fueron insignificantes en comparacion con el incremento causado por el estrés inducido
durante las actividades de manejo post-cosecha y la translocacion de los GLs de las hojas a
los hipocotilos. EI brdcoli almacenado durante 7 dias a 10 "C en diferentes ambientes, se
observaron distintos comportamientos. Cuando se almacenaron al ambiente y 0.5% de O> +
20% de COo, los GLs totales aumentaron un 42% y 21%, respectivamente, mientras que a
20% de COg, el contenido total de GLs disminuy6 en un 15% (Hansen et al., 1995). Se
observd un importante incremento en el nivel de glucosinolatos indélicos en la col y el
brécoli después de cortarlos y almacenarlos por 48 h en condiciones ambientales. En la col
blanca aumenté 15 veces el contenido de 4-metoxi- y 1-metoxi-3-indolilmetil
glucosinolatos, mientras que en el brécoli aument6 3.5y 2 veces el contenido de 4-hidroxi-
y 4-metoxi-3-indolilmetil-glucosinolatos, respectivamente. En estos casos, la hidrolisis de
GLs inducida por la actividad de la mirosinasa parece ser contrarrestada por el incremento
post-cosecha de los glucosinolatos inddlicos debido a un estrés inducido (Verkerk et al.,
2001). Segun Hodges et al. (2006), el incremento en el contenido de gluconapin vy
glucobrassicin en la coliflor a 0 °'C en condiciones de atmdsfera modificada podrian estar
relacionados con los cambios metabdlicos asociados con la senescencia natural y/o por el
estrés inducido. Las hojas de col rizada (Brassica oleracea Grupo Acephala) deben ser
consumidos preferentemente entre los 180 y 300 dias después del cultivo, debido que a los
390 dias, se produce la translocacion de los GLs de las hojas a las yemas florales (Velasco
et al., 2007).
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Entre los 30 y 45 dias de secado post-cosecha, se observo una disminucion significativa (p
<0.05) de GLs. Después de 45 dias de secado post-cosecha, se observaron pérdidas
graduales. Entre los 60 y 90 dias, la disminucién de los GLs totales fue significativamente
menor para los tres ecotipos (p <0.05). Esta tendencia se observo para los GLs totales, GLs
aromaticos y glucotropaeolin para los tres ecotipos. Las pérdidas observadas entre 30 y 60
dias de secado post-cosecha podrian estar relacionadas con la accion de la mirosinasa,
debido a la ruptura de las células por los ciclos de congelacion-descongelacion. Las
temperaturas que oscilan entre -10 a 15 °C y la humedad de los hipocétilos (40-55%) son
suficientes para que la enzima esté activa. Por otro lado, entre los 75 y 90 dias de secado
post-cosecha, la humedad de los hipocétilos (12-30%) restringio6 la accion de la mirosinasa.
Al final del secado post-cosecha (90 dias), el contenido de GLs totales para los ecotipos de
maca amarilla, roja y negra fueron 22.6, 27.7 y 15.0 mmol kg ** MS, respectivamente. Por
lo tanto, se observaron pérdidas de GLs totales de 37.6, 20.4 y 52.4% para los ecotipos de

maca amarilla, roja y negra, respectivamente.
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Tabla 3.

Contenido de glucosinolatos en hipocoétilos de maca durante el secado post-cosecha
(mmol kgt MS).

Glucosinolatos Cosecha Post-cosecha (dias)

15 30 45 60 75 90
Amarilla
Glucoalissin 0.25 +0.01%8 0.40 +0.038 0.21+0.024  0.19+0.02" 0.21 +£0.10% 0.23 +£0.04# 0.15+0.02*
Glucosinalbin 1.03 +0.08P 1.26 +0.08° 0.86 +0.055¢ 0.55+0.02* 0.70 £0.16%8 0.84 +0.03"8¢ 0.75 + 0.0048¢
Glucotropaeolin 29.1+1.678 35.9 +1.53¢ 37.9+153° 247+1.43"8 22.2+293" 18.1+1.167 18.4 +£0.37A
Glucolimnantin 577 +0.738 8.00 +0.35¢ 5.62+0.24% 450 +0.29%8 4.54 +0.65"8 4,53 +0.32"8 3.28 +£0.054
4-Hidroxiglucobrassicin 0.04 +£0.01* 0.06 +0.03* ND ND ND ND ND
4-Metoxiglucobrassicin 0.02 +£0.01* 0.03 £0.01* ND ND ND ND ND
Total 36.2 +2.128C2 45.7 +2.03% 44,6 +1.85P% 29,9 +1.76%82 27.6 +3.84% 23.7 £ 1.55%% 22.6 +0.44"°
Roja
Glucoalissin 0.23+0.018 0.35+0.02¢ 0.27 £0.035¢  0.12+0.03* 0.21 +0.028 0.30 +0.028¢ 0.24 +0.028
Glucosinalbin 0.58 £0.01* 1.21+£0.02¢ 1.00+£0.07®  0.62 +£0.06* 0.91 +0.06® 0.88 +0.028 0.66 +0.02*
Glucotropaeolin 28.4 +0.428 39.6 +£0.15¢ 40.9+2.47° 2291 +200% 20.00 + 0.424 21.1+0.08* 22.1+0.29%
Glucolimnantin 5.51+0.02¢ 6.38 +£0.03° 6.63+0.40° 3.51+0.32% 3.67 £0.10% 5.54 +£0.01¢ 4.65 +0.098
4-Hidroxiglucobrassicin 0.07 £0.072 0.04 +£0.01* ND ND ND ND ND
4-Metoxiglucobrassicin 0.02 +£0.01* 0.05 +0.02* ND ND ND ND ND
Total 34.9 +0.565 47.6 +0.25% 48.8+2.98% 27.2+242% 24.8 +0.60% 27.8 £0.13% 27.7 £ 0.41%¢
Negra
Glucoalissin 0.28 +0.01¢ 0.26 +0.02¢ 0.22 +0.008¢ 0.23 +£0.0185¢ 0.13 +£0.06"8 0.18 +0.0178¢ 0.08 +£0.01*
Glucosinalbin 0.69 + 0.028¢P 0.86 +0.06° 0.81+0.00°° 0.89 +0.03° 0.52 +£0.10%8 0.63 £ 0.065¢ 0.32 £0.02*
Glucotropaeolin 25.2 +0.75¢ 36.7 £2.51° 349+0.18° 26.5+0.75° 18.4 +2.948 13.9+ 15748 11.8 +0.85*
Glucolimnantin 5.18 £0.16° 5.65 +0.388 548 +0.028 537+0.17° 3.12 +£0.55* 3.24 +£0.36" 2.77 £0.23*
4-Hidroxiglucobrassicin 0.01 +0.00% 0.01 +0.00% ND ND ND ND ND
4-Metoxiglucobrassicin 0.06 +0.00¢ 0.03 +0.008 0.02+0.000 ND ND ND ND
Total 31.4 +£0.945 43,53 +£2.93% 41.4+0.21° 33.0+0.97% 22.2 +3.66% 18.0 +2.00"% 15.0 £1.12"

Resultados son promedios = SD (n = 3).
ND: no detectado.
Filas con la misma letra superindice mayuscula no son significativamente diferentes (p >0.05).

Columnas con la misma letra superindice mindscula no son significativamente diferentes (p >0.05).

2.3.4 Actividad de la mirosinasa durante la pre-cosecha, cosecha y secado post-

cosecha

La enzima mirosinasa (tioglucosido glucohidrolasa, EC 3.2.1.147, anteriormente EC

3.2.3.1) cataliza la hidrdlisis de los glucosinolatos en las plantas del orden Brassicales

después de un dafio tisular (Travers-Martin et al., 2008).

Antes de la cosecha, la actividad de mirosinasa vari6 de 622 a 739 nm min gt MS (Figura

9).
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Figura 9. Actividad mirosinasa (nmol min* g™* MS) en los hipocétilos de tres ecotipos de
maca durante la pre-cosecha, cosecha y secado post-cosecha.

La maés alta actividad de la mirosinasa fue encontrada a los 90 dias antes de la cosecha para
los ecotipos rojo y negro. Similar actividad de la mirosinasa fue determinada a los 45 y 15
dias antes de la cosecha para los tres ecotipos (p >0.05). En la cosecha, la actividad de la
mirosinasa aumentd considerablemente en los hipocétilos amarillo y rojo (838 y 854 nm
min? g MS) comparado con el ecotipo negro (693 nm mint g* MS). La actividad de la
mirosinasa (nm min* g’* MF) en la semilla de brdcoli, cultivar calabrese fue ~7, aument6 a
8.5 después de 2 dias de germinacion y disminuyé a 4.5 al tercer dia de germinacion. Se
mantuvo en el rango de 4 a 6 hasta los 14 dias de germinacién (Williams et al., 2008).
Segun Travers-Martin et al. (2008) la mirosinasa esta presente en diferentes formas

(soluble e insoluble) y su actividad es dependiente del sustrato y la parte de la planta.

Se observaron pérdidas significativas de la actividad mirosinasa (p <0.05) durante la etapa
de secado post-cosecha. Después de 30 dias, los valores observados (% de disminucién)
correspondieron a: 686 (18.1%), 791 (6.8%) y 585 (15.5%) nm min? g MS para los
ecotipos amarillo, rojo y negro, respectivamente. Después de 60 dias de secado post-
cosecha, estos valores fueron de: 390 (53.4%), 376 (56%) y 376 (45.8%) nm min™* g MS,
para los ecotipos amarillo, rojo y negro, respectivamente. Los valores finales obtenidos al
terminar el proceso de secado post-cosecha correspondieron a: 199 (76.1%), 194 (77.3%) y
196 (71.8%) nm min™ g MS, para los ecotipos amarillo, rojo y negro, respectivamente.

Después de 60 dias de secado post-cosecha, se observo una actividad de la mirosinasa
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inferior y se correlacion6 con una menor pérdida de GLs totales entre 60 y 90 dias de
secado post-cosecha (Tabla 3).

La actividad de la mirosinasa durante el secado de la maca parece estar relacionada con la
pérdida de agua, disponibilidad de agua, estructura de la enzima y los factores que
condicionan su actividad. La presencia de varios enlaces ionicos, puentes disulfuro y
enlaces puentes de hidrogeno promueven la estabilidad de la mirosinasa en el entorno
extracelular donde la enzima funciona después del dafio tisular. Las mirosinasas son
altamente glicosilados con carbohidratos que representan hasta el 20% de su masa
molecular (Halkier y Gershenzon, 2006). Varios trabajos mencionan que el sistema de
glucosinolatos/mirosinasa es modificado durante el procesamiento de vegetales del género
Brassica, debido a la inactivacion parcial o total de la enzima. Ademas, la concentracién
de los glucosinolatos y la actividad de mirosinasa residual en la col fueron
dependendientes del método y la duracion del procesamiento (Rungapamestry et al., 2006).
Jones et al. (2006) reportaron que el secado de bréocoli entero a 50-65 °C conservé los
glucosinolatos y la actividad de mirosinasa. Sélo cuando el producto fue rehidratado los

glucosinolatos fueron hidrolizados (Rosa et al., 1997).

2.4 Conclusiones

La maca es una fuente importante de glucosinolatos principalmente del tipo aromatico
(glucotropaeolin). En total, se identificaron seis glucosinolatos en los ecotipos amarillo,
rojo y negro. Estos glucosinolatos correspondieron a 5-metilsulfinilpentil, 4-hidroxibencil,
bencil, 3-metoxibencil, 4-hidroxi-3-indolilmetil y 4-metoxi-3-indolilmetil.

El perfil y el contenido de glucosinolatos en los tres ecotipos analizados fueron similares.
Ellos aumentaron gradual y significativamente desde 90 dias antes de la cosecha. Durante
el secado post-cosecha (15 a 30 dias) en condiciones ambientales (-10 a 15 'C, 70 a 90%
de humedad relativa), los tres ecotipos de maca analizados mostraron un incremento
importante de GLs totales y aromaticos. Después de 45 dias y al final de este proceso, las
pérdidas del 20% a 50% de los GLs totales fueron correlacionadas con una disminucion de

la actividad de la mirosinasa.

La técnica de secado artesanal y tradicional en los Andes peruanos debe ser revisada
debido a las altas pérdidas de GLs. Podria ser evaluado, una propuesta técnica que
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considere el secado en condiciones ambientales durante 15 dias seguido de un escaldado
para inactivar la mirosinasa para luego ser secado con aire caliente. Productos con

significativo mayor valor agregado (mayor contenido de GLs) pueden ser obtenidos.
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I1l. CAPITULO I

Evolucién del contenido de compuestos fendlicos y capacidad
antioxidante en tres ecotipos de maca (Lepidium meyenii Walp.) durante
la pre-cosecha, cosecha y secado post-cosecha

RESUMEN

Esta investigacion tuvo como objetivo evaluar el perfil HPLC-PDA de los compuestos
fendlicos, su contenido y capacidad antioxidante en los extractos de los hipocoétilos de
maca amarilla, roja y negra durante las etapas de pre-cosecha, cosecha y secado post-
cosecha. Los resultados demostraron que la maca es una fuente importante de compuestos
fendlicos, los cuales estdn directamente relacionados con su capacidad antioxidante
ABTS*®". De la pre-cosecha al secado post-cosecha, en los tres ecotipos, se observé un
incremento significativo de los compuestos fendlicos totales y la capacidad antioxidante
ABTS*". Durante la cosecha, la maca roja presentd la mayor concentracion de compuestos
fendlicos. Los andlisis HPLC-PDA revelaron la prevalencia de 11 compuestos fendlicos,
pero con diferentes concentraciones en cada ecotipo y en cada etapa de estudio, tales como,
seis derivados del flavanol (flavan-3-ol) (82.84 a 84.92%), cuatro derivados del- acido
benzoico (13.27 a 14.69%) y un derivado del acido o-cumarico (1.82 a 2.56%). Cabe
resaltar que el secado post-cosecha, en condiciones tradicionales, generd una pérdida
significativa (maca amarilla 89.90%, maca roja 82.49% y maca negra 66.31%) de
compuestos fendlicos, principalmente derivados del acido benzoico y o-cumarico, llegando
a limites no detectables, tolerando estas condiciones solo dos derivados del flavanol
(flavan-3-ol). Los resultados del estudio sugieren mejorar las técnicas de cultivo y manejo

post-cosecha para preservar el contenido de compuestos fenolicos.

Palabras clave: Cultivos andinos, hipocétilos, Lepidium meyenii, alimento funcional
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ABSTRACT

This research aimed to evaluate the HPLC-DAD profile of phenolic compounds, their
content and antioxidant capacity in the extracts of hypocotyls of yellow, red and black
maca during the pre-harvest, harvest and post-harvest drying stages. The results showed
that maca is an important source of phenolic compounds, which are directly related to its
ABTS*®" antioxidant capacity. A significant increase in total phenolic compounds and
ABTS*" antioxidant capacity was observed from pre-harvest to post-harvest drying in all
three ecotypes. During harvest, red maca had the highest concentration of phenolic
compounds. HPLC-DAD analysis revealed the prevalence of 11 phenolic compounds, but
with different concentrations in each ecotype and in each stage of study, such as six
flavanol derivatives (flavan-3-ol) (82.84 to 84.92%), four derivatives of benzoic acid
(13.27 to 14.69%) and an o-coumaric acid derivative (1.82 to 2.56%). It should be noted
that post-harvest drying, under traditional conditions, caused a significant loss (yellow
maca 89.90%, red maca 82.49% and black maca 66.31%) of phenolic compounds, mainly
derived from benzoic and o-coumaric acid, until non-detectable limits, only two flavanol
derivatives (flavan-3-ol) tolerated these conditions. The results of the study suggest
improving cultivation techniques and post-harvest management to preserve the content of

phenolic compounds.

Keywords: Andean crops, hypocotyls, Lepidium meyenii, funtional food

3.1 Introduccion

Maca (Lepidium meyenii Walp.), es el unico cultivo andino tradicional perteneciente a la
familia Brassicaceae que crece en altitudes entre los 3,500 a 4,500 metros sobre el nivel
del mar en la region andina central de Peru. La maca es un alimento funcional, debido a
que existe una version tradicional y literatura cientifica que respalda los beneficios para la
salud que trae su consumo, sin embargo; todavia es limitada su evidencia clinica respecto a
su eficacia (Lee et al., 2017). Un alimento es funcional, si junto con el impacto basico
nutricional, este tiene efectos beneficiosos sobre una o més funciones del organismo
humano, ya sea mejorando las condiciones generales y fisicas y/o disminuyendo el riesgo
de evolucion de enfermedades, la cantidad de ingesta y la forma del alimento funcional
deben ser lo que se espera normalmente para fines alimenticios (Diplock et al., 1999).

Los compuestos fendlicos son metabolitos secundarios sintetizados por las plantas durante
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su desarrollo normal y en respuesta a condiciones de estrés, como la infeccion por
patdgenos y parasitos, lesiones, radiacion UV, aire contaminado y temperaturas extremas.
Las capas externas de las plantas contienen niveles mas altos de compuestos fendlicos que
los situados en sus partes internas, los compuestos fendlicos insolubles se encuentran en las
paredes celulares, contribuyen a su resistencia mecénica y tienen un papel regulador en el
crecimiento vegetal y la morfogénesis, mientras que los compuestos fendlicos solubles
estdn presentes dentro de las vacuolas, actian como fitoalexinas, anti herbivoros y
atrayentes para los polinizadores; en los alimentos contribuyen al amargor, astringencia,
color, sabor, olor y estabilidad oxidativa, algunos tienen propiedades anti nutricionales
(Naczk y Shahidi, 2006).

Los compuestos fendlicos mas comunes en la dieta humana son &cidos fendlicos,
flavonoides y taninos, la absorcion de estas sustancias se produce preferentemente en el
intestino, en particular las formas glicosiladas, proporcionan beneficios para la salud por
varios mecanismos, eliminacion de radicales libres, proteccion y regeneracion de otros
antioxidantes de la dieta (vitamina E) y quelacion de metales pro-oxidantes, ademas de sus
propiedades antioxidantes (inhiben la actividad del anion superéxido, radicales hidroxil y
peroxil), inmunomoduladoras, presentan actividad antiobesidad, antidiabética,
antiinflamatoria, antimutagénica, antiproliferativa, neuroprotectiva, reducen el riesgo de
enfermedades cardiovasculares, prevencion de la aterosclerosis, agente radio protector,
tonico para el cabello, repositorio hormonal en la menopausia natural de las mujeres,
mejora de la cicatrizacion de heridas y propiedades antimicrobianas (Balasundram et al.,
2006 y Lima et al., 2014)

Un antioxidante es un compuesto redox activo que limita el dafio oxidativo ocasionado por
moléculas que afectan la funcion normal de las células y del organismo, el cuerpo humano
tiene un sistema de defensa antioxidante para contrarrestar el dafo y estrés oxidativo, esta
formado por componentes enzimaticos y no enzimaticos que impiden la formacion de
radicales libres, los eliminan antes de que ocurra el dafio, reparan y eliminan las moléculas
dafadas, se compone de glutation, tiorredoxina y diversas enzimas antioxidantes como
catalasa, varios tipos de glutation peroxidasa y superoxido dismutasa, la familia glutation
S-transferasa, y-glutamil cisteina sintetasa y NAD(P)H: quinona reductasa; una dieta rica
en estos compuestos refuerzan dicho sistema, pueden inducir la expresion del gen que los

codifican, actian de manera sinérgica con vitamina C, vitamina E y otros compuestos bio -
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activos de plantas (Blomhoff, 2005 y Blomhoff et al., 2006).

La ingesta diaria Americana de fenolicos, flavonoides y antioxidantes de frutas y vegetales
se estimd en 450 mg equivalentes de acido galico, 103 mg equivalentes de catequina y 591
mg equivalentes de vitamina C, respectivamente; en Francia la ingesta diaria en polifenoles
de frutas y vegetales en varones y mujeres se estimé en 296.9 y 260 mg equivalentes de
acido galico, respectivamente; no se sabe las cantidades diarias minimas requeridas de
antioxidantes (Chun et al., 2005 y Brat et al., 2006).

Un extracto acuoso de maca de 0.3 y 1 mg ml en 300 uM de peroxinitrito, disminuy6 su
concentracion entre un 15 y 41%, la concentraciébn media inhibitoria (ICso) para la
inhibicién del radical 1,1-difenil-2-picril-hidrazilo (DPPH") y peroxilo fue de 0.61 y 0.43
mg ml?, respectivamente; la proteccion de la desoxirribosa por el extracto de 1y 3 mg ml*
contra los radicales hidroxilo fue del 57 y 74%, un extracto de 1 mg ml? protegid las
células RAW 264.7 (linea celular de macréfagos murinos) contra la apoptosis inducida por
peroxinitrito y el aumento de la produccion de ATP en las células tratadas con 1 mM de
H20,, estos resultados demuestran que el extracto acuoso de maca tiene la capacidad de
eliminar radicales libres y proteger las células contra el estrés oxidativo (Sandoval et al.,
2002).

En un ensayo de alimentacion de alevinos de trucha arco iris, fueron preparadas ocho
dietas isonitrogenadas e isocaldricas, dieta 1 de control, con 15% de harina de trigo, dieta
2, con 15% de harina de maca, dieta 3, con 12.5% de harina de maca después de la
extraccion con cuatro solventes, dieta 4, mezcla de cuatro extractos, dieta 5, extracto de
hexano, dieta 6, extracto de diclorometano, dieta 7, extracto de acetato de etilo y dieta 8,
extracto de metanol; de los cuatro extractos, sélo el extracto metanolico mostré una mayor
tasa de inhibicion contra radical DPPH" en comparacion con extractos de hexano, acetato
de etilo y diclorometano, después de una prueba de alimentacion de 14 semanas, los peces
alimentados con las dietas 2, 3 y 8 reportaron significativamente mayor crecimiento que

los peces alimentados con el control y las otras dietas (Lee et al., 2005).

La biosintesis y concentracién de compuestos fendlicos en las plantas depende del
genotipo, factores bidticos (plagas, infeccion por patdgenos) y al estrés abiodtico (luz,

temperatura, fuente de nutrientes, disponibilidad de agua, condiciones de crecimiento y
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radiacion UV), ademas de las condiciones de almacenamiento, tratamiento post-cosecha y
métodos de estimacion. Los fenoles se producen en las plantas como metabolitos
secundarios por medio de la via del acido shikimico, la fenilalanina amonio liasa (PAL),
enzima clave que cataliza la biosintesis de compuestos fendlicos a partir del aminoacido
aromatico fenilalanina, se determin6 que son sensibles al estrés bidtico y abiotico (Cartea
et al., 2011), afectando también a la actividad de la polifenoloxidasa (PPO) y peroxidasa
(PX) (de Pascale et al., 2007), ademas el tratamiento doméstico (lavado, pelado, cortado,
etc.) e industrial como el procesamiento convencional térmico y no térmico (altas
presiones, campos eléctricos pulsantes, ultrasonido/sonicacion, ozono, ultravioleta) tienen
efecto en la concentracion final de polifenoles en los tejidos vegetales (Tiwari y Cummins,
2013).

El objetivo del trabajo de investigacion fue determinar el efecto de las etapas de pre-
cosecha, cosecha y secado post-cosecha en el perfil, contenido de compuestos fenolicos y

capacidad antioxidante en los hipocétilos de tres ecotipos de maca.

3.2  Materiales y Métodos
3.2.1 Material vegetal

Se trabajé con los hipocétilos de tres ecotipos de maca, amarilla, roja y negra, procedentes
de la Comunidad campesina de San Pedro de Cajas, ubicado a 4200 msnm (Junin-Peru). La
siembra se realiz6 en noviembre del 2007 y se cosecho en julio del afio 2008. Se tomaron
al azar muestras de 10 plantas (~2 kg) a los siguientes tiempos: (a) 90, 45, 30 y 15 dias
antes de la cosecha, (b) durante la cosecha, y (c) a los 15, 30, 45, 60, 75 y 90 dias de
secado post-cosecha. Durante la cosecha, los hipocotilos son apilados al medio ambiente
durante 2 dias, luego colocados en rafias de polipropileno de ~50 kg donde permanecieron
por 2 a 3 dias. Después de este periodo, los sacos de maca fueron trasladados al lugar de
secado donde se esparcieron hasta una altura aproximada de 10 cm. Durante las noches, los
hipocétilos se cubrieron con toldos de plastico para protegerlos de las condiciones
extremas de temperatura (-10 °C). Las temperaturas durante el secado estuvieron
comprendidas entre -10 a 15 °C y 70 a 95% de HR. Tomadas las muestras, estas fueron
acondicionadas en un cooler y transportadas al laboratorio, donde se lavaron, secaron y

envasaron en bolsas de polietileno negro y almacenado a -20 °C hasta su analisis.
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3.2.2 Estandares y reactivos quimicos

Estandares fendlicos: &cidos fenolicos (p-cumarico, o-cumarico, protocatéquico, ferdlico,
gélico, cafeico, clorogénico y acido p-hidroxibenzoico), flavonoles (quercetina, rutina,
miricetina y kaempferol), flavonas (luteolina y apigenina) y flavanonas (nharingenina)
fueron adquiridos de Sigma Chemicals Co. (St. Louis, MO). Flavan-3-oles (catequina y
epicatequina fueron adquiridos de ChromaDex™ (Santa Clara, CA). Trolox (acido 6-
hidroxi-2,5,7,8-tetrametil croman-2-carboxilico), Dimetilaminocinamaldehido (DMACA),
2N Folin-Ciocalteu y acido 2,2'-Azino-bis (3-etilbenzotiazolina-6-sulfonico) (ABTS*")
fueron adquiridos de Sigma Chemicals Co. (St. Louis, MO). Cloruro de aluminio,
acetonitrilo grado HPLC, otros solventes y reactivos fueron adquiridos de MercK
(Darmstadt, Germany).

3.2.3 Determinacion de humedad

La humedad se determiné de acuerdo al método propuesto por la AOAC (1998).

3.2.4 Determinacion de compuestos fendlicos totales

Los compuestos fenolicos totales fueron estimados segun el método de Singleton y Rossi
(1965). Se pes6 aproximadamente un gramo de muestra (en base seca) y se homogenizé
con 25 ml de metanol al 80% utilizando una licuadora comercial, se trasvasé a un
erlenmeyer de 100 ml, se inyect6 nitrégeno por 2 min, se agitdé por una hora a temperatura
ambiente, seguidamente se centrifugd a 4,500 g por 20 minutos, el sobrenadante se
recolectd y la torta se volvio a re-extraer, bajo las mismas condiciones con 25 ml de
metanol al 80%. Ambos sobrenadantes se combinaron y mezclaron, se conservaron a -20
°C, hasta el momento del analisis. Una alicuota de 500 ul del extracto, se mezcl6 con 250
I del reactivo de Folin-Ciocalteu 1N y 1250 ul de una solucion de carbonato de sodio, se
dejo reaccionar por 30 min, al mismo tiempo una alicuota de 500 ul de agua destilada se
traté de la misma forma que la muestra y se utilizé como control. La absorbancia se midio
a 755 nm y los resultados se expresaron como mg equivalentes de acido galico (EAG) 100
g de materia seca (MS). Se empled una curva estandar construida con acido galico en el
rango de 0.4624 a 3.2368 mg 100 ml™,

3.2.5 Determinacion de la capacidad antioxidante

La capacidad antioxidante se estimd por el método ABTS** propuesto por Arnao et al.
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(2003). Se utilizo el extracto preparado y explicado en la seccion 3.2.4. Una alicuota de
150 pl del extracto se mezcl6 con 2,850 ul de solucion de ABTS®*, preparada segin Awika
et al. (2003). Esta mezcla se dejo reaccionar a 20 °C hasta llegar a una absorbancia
constante. Al mismo tiempo, una alicuota de 150 pl de metanol se traté de la misma forma
que la muestra y se utilizé como control. Se utilizé como blanco metanol y la disminucién
de la absorbancia debido a la actividad antioxidante se registréo a 734 nm. La capacidad
antioxidante se calcul6 como pmol equivalentes de Trolox (ET) g de materia seca (MS).
Se empled una curva estandar construida con Trolox en el rango de concentraciones de
0.0497 2 0.7978 pumol ET ml™,

3.2.6 Determinacion de antocianinas totales

La cuantificacion de antocianinas se realizé por el método del pH diferencial propuesto por
Giusti y Wrolstad (2001). Se pes6 aproximadamente un gramo de muestra en base seca y
se mezclé con 20 ml del solvente de extraccion (etanol al 95%: HCI 1.5 mol L%, 85:15,
v/v), se homogeniz6 por 2 minutos y se maceré a 4 °C durante 24 h. El extracto se
centrifugd a 4,500 g por 20 min, el sobrenadante se diluy6 con un buffer (HCI 0.1 molL™,
KCI 25 mmolL™?) pH 1.0 y buffer (CHsCOONa 0.4 molLt) a pH 4.5. La absorbancia de
las mezclas se midi6 a 535 y 700 nm tomando como blanco agua destilada. La
concentracion de antocianinas fue calculada y expresada como mg equivalentes de
cianidina-3-glucosido (EC3G) 100 g de materia seca (MS), aplicando la siguiente

ecuacion:

Antocianinas totales (mg EC3G 100 g1) = (AX PM x FD x V x 1000 x 100)/ £ x 1 cm x m
Donde A = (Abs535 - Abs700) pH 10 - (Abs535 - Abs700) pH 45, PM = peso molecular
(449.2 g mol ™), FD = factor de dilucion, € = coeficiente de extincion molar (26,900 mol L-

L em), m = cantidad de muestra (g MS), V = volumen total de extracto (ml)

3.2.7 Determinacion de flavanoides totales

La determinacion de flavanoides totales (flavan-3-oles, flavan-4-oles, flavan-3,4-dioles,
flavanonas y derivados) fue estimada por el método propuesto por Delcour y Janssens de
Varebeke (1985). Se pesé aproximadamente un gramo de muestra (base seca) y se
homogenizo con 20 ml de acetona al 70% en una licuadora comercial, se trasvaso a un
erlenmeyer de 100 ml, se inyectd nitr6geno por 2 min y se mantuvo en agitacion por una

hora, sequidamente se centrifugoé a 4,500 g por 20 minutos, la torta residual fue sometido a
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una segunda extraccion similar a la primera, ambos sobrenadantes se combinaron y se
concentraron a 40 °C en un rotavapor hasta eliminar toda la acetona, todo el trabajo se
realizé en oscuridad. Un mililitro del reactivo cromégeno DMACA (250 mg en 500 ml de
HCI concentrado: MeOH, 30:70, v/v) se afiadio a 200 ul del extracto, se mezcld y espero a
que ocurra la reaccion por 10 min a temperatura ambiente. Al mismo tiempo se prepar6 un
blanco con agua destilada y se trato de la misma manera que la muestra. La absorbancia se
midié a 640 nm. Los resultados se expresaron en mg equivalentes de catequina (EC) 100 g
! de materia seca (MS). Se empleé una curva estandar construida con catequina de rango

de concentraciones de 0.6 a 3.72 mg 100 ml~.,

3.2.8 Determinacion de flavonoides totales

La determinacion de flavonoides totales (flavonoles, flavonas e isoflavonas) fue estimada
por el método colorimétrico propuesto por Chang et al. (2002). Se pes6 aproximadamente
un gramo de muestra (base seca), se homogeniz6 con 20 ml de etanol al 80% en una
licuadora comercial, se trasvaso a un erlenmeyer de 100 ml, se inyectd nitrégeno por 2
min, se centrifugo6 a 4,500 g por 20 minutos, se recolecto el sobrenadante y la torta residual
fue utilizada para realizar una segunda extraccion similar a la primera. Ambos
sobrenadantes se mezclaron, el volumen final se concentrd en un rotavapor a 40 °C hasta
un 30%. Todo el trabajo se realizd en oscuridad. A 250 ul del extracto, se afiadié 750 ul de
etanol al 96%, 50 ul de cloruro de aluminio al 10%, 50 pl de acetato de potasio 1M y 1,400
pl de agua destilada, se mezclé y esperé 30 min a que ocurra la reaccién a temperatura
ambiente. Al mismo tiempo, se prepar6 un blanco con 50 ul de agua destilada en lugar de
cloruro de aluminio al 10%. La absorbancia se midié a 415 nm. Los resultados fueron
expresados en mg equivalentes de quercetina (EQ) 100 g de materia seca (MS). La curva
estandar fue preparada con quercetina en el rango de concentraciones de 4.08 a 14.28 mg
100 ml2,

3.2.9 Analisis por HPLC-PDA de compuestos fenélicos

El perfil de los compuestos fendlicos fue determinado de acuerdo con el procedimiento
propuesto por Chirinos et al. (2008). Se pes6 aproximadamente 5 gramos de muestra en
base seca y se homogeniz6 con 50 ml de metanol al 80% utilizando una licuadora
comercial, se trasvasé a un frasco de 100 ml, se inyecto nitrégeno por 2 min, se agitd por

una hora, se centrifugo a 4500 g por 20 minutos, a la torta residual se realizé una segunda
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re-extraccion similar a la primera, se mezclaron ambos sobrenadantes y se concentro al
vacio a 40 C, todo el trabajo se realiz6 en oscuridad. El extracto se purificd en un cartucho
Sep-Pak ¢18 siguiendo el procedimiento reportado por Zheng y Wang (2003). La fraccion
de compuestos fendlicos fue utilizada para su separacion usando el mddulo de separacion
Waters 2695 (Waters, Milford, MA) equipado con auto inyector, un detector PDA 2996,
(detector de matriz de fotodiodos). Los datos espectrales fueron registrados entre 200 y 700
nm durante toda la corrida. La columna X-terra RP1g (5 pum, 250 x 4.6 mm) (Waters,
Milford, MA) y la pre-columna 4.6 x 2.0 mm fue utilizada para la separacion de los
compuestos fendlicos a 30 °C. La fase movil consistié en el solvente (A) agua: acido
acético (94: 6, v/v, pH 2.27) y solvente (B) acetonitrilo. La elucion se realizd con el
gradiente siguiente: 0 - 15 % de B en 40 minutos, 15 - 45 % de B en 40 minutos y 45 - 100
% de B en 10 minutos. El flujo fue de 0.5 ml min? y se inyect6 20 pl de muestra. Muestras
y fases moviles fueron previamente filtradas con filtros Millipore de 0.22 pm, tipo GV
(Millipore, Bedford, MA). Las muestras fueron analizadas por triplicado. Los compuestos
fenolicos se identificaron por comparacion de sus tiempos de retencion y espectros de
absorcion UV de los estandares fendlicos. Los resultados fueron expresados en mg 100 g*
MS. Se tomd como base los criterios de identificacion (caracteristicas cromatogréficas y
espectrales) de los compuestos fendlicos.

3.2.10 Analisis estadistico

Los andlisis se realizaron por triplicado. Los resultados se procesaron mediante un analisis
de varianza de un factor. Se utiliz6 la prueba de Duncan para evaluar la diferencia de
medias entre los diferentes tratamientos. Diferencias a una p <0.05 fueron considerados
como significativos. El software SPSS 14.0 para Windows (SPSS, Chicago, IL) fue

utilizado para llevar a cabo todos los analisis estadisticos.

3.3  Resultados y Discusion

3.3.1 Contenido de compuestos fenolicos totales, flavanoides totales, flavonoides
totales, antocianinas totales y capacidad antioxidante ABTS** en los

hipocotilos de tres ecotipos de maca durante la cosecha

Con el fin de explicar la naturaleza de los compuestos fendlicos en los hipocétilos de maca

amarilla, roja y negra, fueron determinados por espectrofotometria, compuestos fendlicos
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totales, flavanoides totales, flavonoides totales, antocianinas totales y capacidad
antioxidante ABTS*".

Tabla4. Contenido de compuestos fendlicos totales, flavanoides totales, flavonoides
totales, antocianinas totales y capacidad antioxidante ABTS*®" en hipocétilos de
tres ecotipos de maca durante la cosecha.

Ecotipos
Amarilla Roja Negra
Compuestos fendlicos totales 193.85+0.90° 225.05+0.65° 171.69 + 0.64%
(mg EAG 100 g MS)#

Flavanoides totales 2.39 +0.14? 451 +0.01° 2.47 +0.122
(mg EC 100 gt MS) A

Flavonoides totales ND ND ND

(mg EQ 100 gt MS)4

Antocianinas totales ND 28.58 + 0.40 ND

(mg EC3G 100 gt MS)4
Capacidad antioxidante ABTS®" 25.25+0.09° 25.84+0.19°  23.48 + 0.06°
(umol ET gt MS) A

A Resultados promedio + SD (n=3).

ND: no detectado.
Valores promedios dentro de una fila con diferentes letras en superindice son significativamente diferentes (p <0.05).

El contenido de compuestos fendlicos totales es significativamente mayor en los
hipocétilos de maca roja, 225.05 + 0.65 mg EAG 100 g MS (71.14 + 0.21 mg EAG 100
gl MF (materia fresca), respecto a la maca amarilla 193.85 + 0.90 mg EAG 100 g* MS
(58.39 + 0.27 mg EAG 100 g MF) y maca negra 171.60 + 0.64 mg EAG 100 g* MS
(57.84 + 0.21 mg EAG 100 g* MF) (Tabla 4). En 11 genotipos de mashua (Tropaeolum
tuberosum Ruiz & Pavdn), los compuestos fendlicos totales variaron de 92 a 337 mg
equivalentes de acido clorogénico (EACG) 100 g MF, los genotipos ARB-5241 (pulpa
purpura/piel amarilla), DP-0224 (pulpa puarpura/piel parpura) y AGM-5109 (pulpa
purpura/piel amarilla) tuvieron el mayor contenido, 337, 305 y 275 mg EACG 100 g* MF,
respectivamente (Campos et al., 2006). Utilizando los genotipos de mashua pdrpura ARB
5241 y DP 0224, en un proceso de optimizacion, con una extraccion acuosa, etanolica y
metandlica se obtuvieron compuestos fendlicos totales de 1050 y 1000, 700 y 640, y 1310
y 1290 mg EAG 100 g-1 MS, respectivamente, estos resultados demuestran que la mashua

purpura supera en mas de 2.8 a 5.7 veces a la maca roja (Chirinos et al., 2007b)

Los valores determinados en este trabajo se encuentran dentro del rango de valores
determinados por Chirinos et al. (2009) para 6 genotipos de oca (Oxalis tuberosa Mol.),
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donde el contenido de compuestos fendlicos totales vario entre 40.8 y 161.8 mg EAG 100
gl MF, los genotipos COC-450 (pulpa purpura/piel amarilla y purpura), UNC-O-226
(pulpa amarilla/piel amarilla) y UNC-0-338 (pulpa amarilla/piel amarilla) presentaron
161.8 + 8.1, 40.8 + 3.4 y 49.9 + 1.0 mg EAG 100 g MF, respectivamente; se observa que
los valores de maca amarilla y negra superan a los genotipos de oca amarillas; sin
embargo, la maca roja es superado por la oca purpura. Todo indica que la mashua, oca y
maca de color roja tienen mayor contenido de compuestos fenolicos que los de color

amarillo.

No se observaron diferencias significativas en el contenido de flavanoides totales de los
ecotipos amarilla, 2.39 + 0.14 mg EC 100 g* MS (0.72 + 0.05 mg EC 100 g MF) y negra,
2.47 + 0.12 mg EC 100 g* MS (0.83 + 0.04 mg EC 100 g* MF), pero si de ambos
respecto a la maca roja que reportd el mayor valor, 4.51 + 0.01 mg EC 100 g* MS (1.43 +
0.003 mg EC 100 g* MF); similar tendencia fue observada para diez cultivares de
mashua, que fueron evaluados durante las etapas de pre-cosecha a cosecha, el rango de
variacion de flavan-3-ol fue de 0.2 a 5.3 mg EC g MS, siendo los cultivares parpuras
ARB 5241, DP 0224 y AGM 5109, los de mayor contenido (Chirinos et al., 2007a), se
confirmé un mayor contenido en la mashua (5.3 mg EC g* MS) respecto a la maca (4.51 +
0.01 mg EC 100 g* MS); del mismo modo, para 6 genotipos de oca, Chirinos et al. (2009)
encontraron un rango de variacion entre 1.22 a 10.7 mg EC 100 g* MF, los valores
mayores correspondieron a los de color purpura, superando también a la maca roja (1.43 £
0.003 mg EC 100 g** MF).

No se se detectaron flavonoides totales en ninguno de los hipocétilos de maca estudiados.
En lo que concierne a antocianinas totales, en la maca roja se determing, 28.58 + 0.40 mg
EC3G 100 g MS (9.03 + 0.12 mg EC3G 100 g MF), estos pigmentos se localizan
principalmente en la cascara, mas no en la pulpa. La maca amarilla y negra no reportaron
antocianinas. Si comparamos el contenido de antocianinas totales encontradas en 11
genotipos de mashua pigmentadas por Campos et al. (2006), en el margen de 50 a 205 mg
EC3G 100 g MF y genotipos de oca pigmentadas, de 0.53 a 47.4 mg EC3G100 g MF
(Chirinos et al., 2009), con el contenido de antocianinas totales de la maca roja, 9.03 *
0.12 mg EC3G 100 g! MF, resultan notablemente superiores los de mashua y oca

morados, debido a que el pigmento lo contienen tanto en la cascara como en la pulpa.
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Se observaron diferencias significativas en la capacidad antioxidante ABTS*" entre los tres
ecotipos de maca negra 23.48 + 0.06 umol ET g MS (8.12 + 0.02 umol ET g MF),
amarilla 25.25 + 0.09 umol ET g MS (7.32 + 0.03 pmol ET g* MF) y roja 25.84 + 0.19
umol ET g* MS (8.14 + 0.06 pmol ET g* MF). En 11 genotipos de mashua, la capacidad
antioxidante hidrofilica varié de 955 a 9800 ug TE g* MF (3.82 a 39.15 umol ET g MF),
los genotipos ARB-5241 (pulpa puarpura/piel amarilla) y DP-0224 (pulpa purpura/piel
purpura) mostraron los valores mas altos con 9800 y 9309 pg de TE gt MF (39.15 y 37.19
umol ET g MF), respectivamente, lo cual representa unas 4.8 veces superior al ecotipo
rojo (Campos et al., 2006). En los genotipos de mashua ARB 5241 (pulpa puarpura/piel
amarilla) y DP 0224 (pulpa purpura/piel purpura), la capacidad antioxidante ORAC fue de
190 y 136 pmol ET g MS, respectivamente, confirmando que la mashua de color purpura
son fuentes importantes de poder antioxidante (Chirinos et al, 2007b). Los valores
obtenidos en maca son similares a los reportados para genotipos de oca, la capacidad
antioxidante ABTS®" de estos vari6 de 1.1 a 8.9 umol ET g** MF (Chirinos et al., 2009).

Sandoval et al., (2002) determinaron que extractos acuosos de maca de diferentes
concentraciones (0.03, 1.0 y 3.0 mg ml?) tuvieron porcentajes de inhibicion del radical
libre DPPH (100 pM) de 21.64 + 0.02, 55.40 £ 0.19 y 71.38 £ 0.31, correspondientemente,

evidenciando actividad antioxidante ascendente.

3.3.2 Contenido de compuestos fenolicos totales en los hipocoétilos de tres ecotipos de
maca durante la pre-cosecha, cosecha y secado post-cosecha

La Tabla 5 presenta los resultados del contenido de compuestos fendlicos totales en los
hipocdtilos de maca amarilla, roja y negra durante las etapas de pre-cosecha, cosecha y

secado post-cosecha.

54



Tabla5. Contenido de compuestos fenolicos totales en los hipocotilos de tres ecotipos
de maca durante la pre-cosecha, cosecha y secado post-cosecha.

Ecotipos de maca

Dias Amarilla Roja Negra
(mg EAG 100 g* MS)* (mg EAG 100 g* MS)* (mg EAG 100 gt MS)*
. 90 151.76 + 2.2142 165.30 + 3.7752 162.01 + 0.265°
S 45 152.19 + 2.6772 163.02 + 3.70B2 158.73 + 0.4052
§ 30 157.49 + 0.28"° 172.62 + 0.455° 158.07 + 0.26"2
= 15 167.17 + 2.314° 182.98 + 1.755¢ 163.75 + 2.977°
Cosecha 193.85 + 0.908¢ 225.05 + 0.65¢¢ 171.69 + 0.644¢
15 212.10 + 1.845¢ 247.47 +0.71¢¢ 203.03 + 1.95°¢
. 30 215.04 + 1.63Af 255.62 + 2.445f 212.20 + 1.674¢
§ 45 224.02 + 1.73/9 260.62 + 1.23%9 228.78 + 1.108f
E 60 237.64 + 1.40B" 284.55 + 1.20¢" 230.17 + 1.444F
g 75 301.33 £ 0.237 312.23 + 1.73" 311.73 + 1.09%9
90 349.34 + 1.35% 414.86 + 0.99C 364.72 + 1.47B"

*Resultados promedio + SD (n=3).

Promedios dentro de una fila con diferentes letras superindice mayusculas son significativamente diferentes (p <0.05) entre los tres
ecotipos de maca en un determinado tiempo pre-cosecha, cosecha y secado post-cosecha. Promedios dentro de una columna con
diferentes letras superindice minGsculas son significativamente diferentes (p <0.05) para un ecotipo de maca durante todo el proceso
pre-cosecha, cosecha y secado post-cosecha.

Durante la etapa pre-cosecha entre ecotipos, entre 90 y 45 dias antes de la cosecha, el
contenido de compuestos fendlicos totales no difieren entre los hipocotilos de maca roja y
negra, pero estos son significativamente (p <0.05) mayores que en los hipocotilos de maca
amarilla; sin embargo entre 30 y 15 dias antes de la cosecha, la maca amarilla y negra
presentan resultados similares, pero significativamente menores que los obtenidos para la

maca roja.

Durante la etapa pre-cosecha por ecotipos, el contenido de compuestos fenodlicos totales en
los ecotipos amarillo y rojo aumentaron significativamente (p <0.05) desde 90 dias antes
de la cosecha hasta la cosecha de 151.76 + 2.21 a 193.85 + 0.90 mg EAG 100 g de MS y
de 165.30 + 3.77 a 225.05 + 0.65 mg EAG 100 g! de MS, respectivamente. Los
hipocotilos de maca negra mostraron una tendencia variable, los compuestos fenolicos
disminuyeron en el margen de 90 a 45 dias pre-cosecha, entre los 45 a 30 dias no
mostraron diferencia significativa y de los 30 dias pre-cosecha a la cosecha este se
incremento de 158.07 + 0.26 a 171.69 + 0.64 mg EAG100 g* de MS.
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Chirinos et al. (2007a), durante el crecimiento (pre-cosecha) de 10 cultivares de mashua,
entre 5.0, 5.5, 6.0, 6.5, 7.0 y 7.5 meses después de la siembra, (desde 2.5 meses antes de la
cosecha), encontraron valores promedio ascendentes de compuestos fendlicos totales que
oscilaron entre 9 a 21 mg equivalentes de &cido clorogénico (EACG) g MS, los cultivares
de mashua pdrpuras presentaron los valores mas altos, lo cual concuerda con los resultados
obtenidos para la maca roja, respecto a los ecotipos amarillo y negro, la tendencia de

incremento es similar.

Debido a que son muy escasos los estudios en la etapa de pre-cosecha, sobre todo en
brasicaceas, a continuacion se reportan trabajos para evidenciarla como una etapa de
biosintesis. Las semillas de Vigna radiata cv. emmerald, después de 7 dias de germinacion,
mostraron un incremento significativo (p <0.05) de compuestos fendlicos totales, de 1.09 +
0.11 a 3.46 + 0.07 mg de catequina g* MS; del mismo modo, semillas de soya cultivar
merit, al cabo de 6 dias de germinacion registraron un incremento de 2.98 + 0.06 a 3.49 +
0.08 mg de catequina g* MS (Fernandez-Orozco et al., 2008). De otra parte la pulpa de
banano de montafia (Asimina triloba) fue afectada significativamente por el grado de
madurez del fruto, los valores obtenidos fueron, para banano inmaduro 15.30 £ 11.76,
maduro 16.65 + 10.99 y sobre maduro 9.43 + 7.71 umol EAG g* MF (Harris y Brannan,
2009). En otro estudio con cinco cultivares de sandia, se evaluaron fenoles totales durante
el proceso de maduracién (desde pulpa blanca hasta pulpa roja) en cuatro etapas,
encontrandose que la cantidad de compuestos fendlicos totales variaron significativamente
(p <0.05), la mayor cantidad de fenoles se detectaron cuando se encontraba en estado
maduro (pulpa roja) en todos los cultivares estudiados, asi en el cultivar de sandia Crimson
sweet, se increment6 de 42.4 + 0.2 a 137.2 + 0.2 mg EAG kg MF (Tlili et al., 2011). En
un estudio sobre cereza dulce en cinco estados de madurez (denominados del 1 a 5) el
contenido de fenoles totales registrd un incremento de 59.05 + 3.17 a 117.00 = 5.64 mg
EAG 100 g MF (Serradilla et al., 2011).

Como puede observarse, varios trabajos de investigacion, demuestran que la etapa de pre-
cosecha, corresponde a una etapa de biosintesis de compuestos fendlicos. Los resultados de
fenoles totales, obtenidos en los hipocdtilos de maca amarilla, roja y negra, presentaron un
incremento de 21.71, 26.55 y 5.64% respectivamente; sin embargo resulta sui generis, el
caso de la maca negra, debido a que desde 90 dias antes de la cosecha hasta el momento de

la cosecha mantuvieron un contenido de fenoles totales con una pequefia variacion.
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El incremento de compuestos fendlicos debido a factores genéticos y desarrollo fisiologico
descrito anteriormente, puede ser reforzado por la hipdtesis planteada por Biglari et al.
(2009) y Mostafavi et al. (2012), quienes proponen que un incremento de los polifenoles
podria también ser debido a la actividad del etileno que estimula la actividad de la
fenilalanina amonio liasa (PAL), enzima clave en la biosintesis de los compuestos

fendlicos.

Durante el secado post-cosecha entre ecotipos, a los 15 dias se observaron diferencias
significativas a p <0.05 entre los tres ecotipos, correspondiendo el mayor valor a la maca
roja (247.47 + 0.71 mg EAG 100 g MS), seguido de la maca amarilla (212.10 + 1.84 mg
EAG 100 g MS) y maca negra (203.03 + 1.95 mg EAG 100 g MS). A los 30, 45, 60, 75
y 90 dias de secado post-cosecha, el contenido de fenoles totales se incremento
gradualmente en los tres ecotipos, observandose a los 90 dias una diferencia significativa
(p <0.05) entre los tres ecotipos, siendo el mayor valor para la maca roja de 414.86 + 0.99
mg EAG 100 g* MS, seguido de la maca negra de 364.72 + 1.47mg EAG 100 g* MS y
maca amarilla de 349.34 + 1.35 mg EAG 100 g* MS.

Durante el secado post-cosecha por ecotipos, en la maca amarilla durante toda la etapa (15,
30, 45, 60, 75 y 90 dias de secado post-cosecha), se evidencid una diferencia significativa a
p <0.05, observandose un incremento de 193.85 + 0.90 a 349.34 + 1.35mg EAG 100 g*
MS. En la maca roja el comportamiento fue similar, el incremento fue de 225.05 + 0.65 a
414.86 + 0.99 mg EAG 100 g MS, de igual manera en la maca negra, el incremento fue
de 171.69 + 0.64 a 364.72 + 1.47 mg EAG 100 g* MS.

Chirinos et al. (2007) encontraron diferencias significativas en el contenido de fenoles
totales en 10 cultivares de mashua durante el soleado post-cosecha (p <0.05), ellos
reportaron en los tubérculos purpuras, DP 0224 (pulpa purpura/piel parpura) y AGM 5109
(pulpa purpura/piel amarilla), entre los 0 y 14 dias, un incremento de 12 y 64%,
respectivamente; mientras que para el cultivar ARB 5241(pulpa purpura/piel amarilla)
hubo una disminucién del 12% en el mismo periodo de tiempo. Todos los cultivares
purpuras mostraron una disminucion en el contenido de fenoles totales después de los 14

dias, mientras que en los cultivares amarillos se incremento al cabo de 35 dias.

En Brassica oleracea L. var. acephala, almacenada a 1°C durante 6 semanas, el contenido
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de fenoles totales aument6 de 1667 + 67 a 1750 + 31 mg EAG 100 g MS (Hagen et al.,
2009), en la congelacion rapida de brocoli sin escaldar seguido de un almacenamiento a 4
°C durante 7 dias, los resultados demostraron que el contenido de compuestos fendlicos se
incremento significativamente de 521.0 + 5.06 mg EAG 100 MS a 679.1 + 2.26 mg EAG
1001 MS al quinto dia, al sétimo dia disminuy6 a 636.0 + 12.61 mg EAG 100 MS, este
aumento puede estar relacionado con los cambios en el desarrollo y como respuesta al dafio
ocasionado por la congelacion para su reparacion y como defensa contra la invasion

microbiana (Patras et al., 2011).

Para otro tipo de material biolégico, en un estudio con fresas almacenadas a 5 °C y 10 °C,
realizado por Ayala-Zavala et al. (2004), encontraron que los compuestos fenolicos totales
se incrementaron de forma continua durante 14 dias, mientras que en fresas almacenadas a
0 °C se mantuvieron constantes, los autores sefialan que la temperatura y tiempo de
almacenamiento tuvieron un efecto significativo (p <0.05) en la concentracion de
compuestos fenolicos. En kiwi (Actinidia deliciosa cv. “Hayward”), el contenido de
compuestos fendlicos totales no cambi6 en la fruta almacenada durante 2 meses a 0 °C,
seguido de un almacenamiento adicional de una semana a 25 °C, pero un incremento
significativo se observé después de un almacenamiento de 6 meses a 0 °C, seguido de un
almacenamiento adicional de una semana a 25 °C, el aumento fue de aproximadamente 40
a 60 mg de acido galico100 g* de peso fresco (Tavarini et al., 2008). En el caso de
zanahorias bebé almacenadas a 4 °C con aire, el contenido de polifenoles se increment6 10
veces al cabo de 12 dias, mientras que en el caso del almacenaje en atmdsfera controlada
(10 kPa O2 + 10 kPa COy) la concentracion de polifenoles fue 6 veces mayor respecto al
valor inicial, en cambio en atmosfera controlada con 5 kPa Oz + 5 kPa CO3 se duplicé el

contenido inicial de polifenoles (Simoes et al., 2011).

Los resultados obtenidos en este trabajo muestran que el contenido de compuestos
fenolicos totales en los hipocétilos de maca amarilla, roja y negra, se incrementaron desde
la cosecha al final del secado post-cosecha en 44.51, 45.75 y 52.93%, respectivamente.
Similar tendencia ha sido observada en los reportes anteriormente sefialados. Varios
estudios evidencian un incremento en el contenido de polifenoles en vegetales
almacenados a temperaturas de refrigeracion, en atmosferas modificadas, como respuesta
presumiblemente al estrés por frio provocado en las plantas, tiempos mas prolongados de

almacenamiento resultan en una disminucion del contenido de fenoles, manifestandose en
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una pérdida de su calidad sensorial siendo el efecto mayor durante el almacenamiento a 20
°C (Cartea et al., 2011).

El incremento de fenoles totales puede deberse a la liberacion de grupos hidroxilo por la
hidrélisis de flavonoides glicosilados y la liberacion de los compuestos fenodlicos
complejos presentes en las paredes celulares (Ordofiez-Santos et al., 2009). Se ha
observado que durante el almacenamiento en frio de frutas y hortalizas frescas cortadas
listas para su consumo, presentan un incremento en el contenido de compuestos fenolicos,
debido al estrés provocado por el corte y la temperatura que promueven el aumento de la
actividad de la fenilalanina amonio liasa (EC 4.3.1.5) y su posterior oxidacion catalizada
por la actividad de la tirosinasa (EC 1.14.18.1) o lacasa (EC 1.10.3.2), a través de una serie
de reacciones de hidroxilacion, metilacion y deshidratacion del acido cinamico derivan

varios fenilpropanoides (Amodio et al., 2014).

3.3.3 Capacidad antioxidante ABTS** en los hipocétilos de tres ecotipos de maca

durante la pre-cosecha, cosecha y secado post-cosecha

La Tabla 6 muestra los resultados de la capacidad antioxidante ABTS*" en los hipoc6tilos
de maca amarilla, roja y negra durante las etapas de pre-cosecha, cosecha y secado post-
cosecha.

Durante la pre-cosecha entre ecotipos, se observaron diferencias significativas en la
capacidad antioxidante entre los hipocotilos de maca, siendo mayor en la maca roja. Asi a
los 15 dias antes de la cosecha se obtuvieron valores de 24.73 + 0.19 umol ET g*! MS
(7.67 + 0.06 pmol ET g MF) para la maca roja, 23.81 + 0.23 umol ET g* MS (6.90 +
0.07 umol ET g MF) para la maca amarilla y 21.46 + 0.30 umol ET g MS (7.34 + 0.10

umol ET g* MF) para la maca negra.
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Tabla6. Capacidad antioxidante ABTS®" en los hipocoétilos de tres ecotipos de maca
durante la pre-cosecha, cosecha y secado post-cosecha

Ecotipos de maca

Dias Amarilla Roja Negra
(umol ET g* MS)* (umol ET g* MS)* (umol ET g* MS)*
B 90 16.58 + 0.18"2 19.56 + 0.6652 16.03+0.18%2
S 45 10.71 + 0.12/0 22.87 + 0.34C¢ 21.91+0.448¢
% 30 19.84 +0.16A° 21.59 + 0.63¢P 20.70+0.2480
o 15 23.81 + 0.238¢ 24.73 +0.19¢ 21.46+0.30A¢
Cosecha 25.25 + 0.098d 25.84 +(0.19¢® 23.48+0.06"¢
15 27.26 + 0.22A¢ 32.53 + 0.24¢ 30.11+0.125f
= 30 29.44 + 0.20Af 35.92 +0.13%9 31.31+0.138¢
§ 45 32.37 £0.13%9 36.55 + 0.21¢h 33.43+0.12B"
S .
o 60 34.76 £ 0.22A 36.87 +0.138" 34.61+0.12A
o 75 36.91 + 0.14A 39.59 + 0.14C 37.78+0.16°5
90 42.84 +0.21A 50.33 +0.11¢ 48.23+0.228K

*Resultados son promedios + SD (n=3)

Promedios dentro de una fila con diferentes letras superindice mayusculas son significativamente diferentes (p <0.05) entre los tres
ecotipos de maca en un determinado tiempo pre-cosecha, cosecha y secado post-cosecha. Promedios dentro de una columna con
diferentes letras superindice minGsculas son significativamente diferentes (p <0.05) para un ecotipo de maca durante todo el proceso
pre-cosecha, cosecha y secado post-cosecha

Durante la pre-cosecha por ecotipos, la capacidad antioxidante tuvo un comportamiento
variable. En los hipocétilos de maca amarilla, se observé una diferencia significativa entre
los 90 y 15 dias pre-cosecha; sin embargo, no se observé una diferencia significativa entre
los 45 y 30 dias, el incremento en esta etapa fue, de 16.58 + 0.18 umol ET g MS (5.18 +
0.06 umol ET g MF) a 25.25 + 0.09 umol ET g MS (7.32 + 0.03 umol ET g MF). En
los hipocotilos de maca roja se confirma un comportamiento variable y se observaron
diferencias significativas en todo el periodo pre-cosecha, el incremento fue de 19.56 + 0.66
umol ET g* MS (6.05 + 0.21 pmol ET g* MF) a 25.84 + 0.19 umol ET g* MS (8.14 +
0.06 umol ET g! MF). En la maca negra se repite el comportamiento variable, el
incremento fue de 16.03 + 0.18 pmol ET g* MS (4.89 + 0.05 umol ET g* MF) a 23.48 +
0.06 pumol ET g* MS (8.12 + 0.02 umol ET g MF).

En un estudio realizado por Chirinos et al. (2007a) con 10 cultivares de mashua entre 5.0,
5.5, 6.0, 6.5, 7.0 y 7.5 (cosecha) meses después de la siembra, reportaron resultados

ascendentes de capacidad antioxidante ABTS®*" que oscilaron entre 80 a 378 umol ET g!
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MS, los cultivares de mashua purpuras presentaron los valores més altos. Comparando con
la maca roja, se confirma que la mashua supera en mas de 5 veces la capacidad

antioxidante.

Debido a los escasos estudios pre-cosecha en brasicaceas, se exponen las siguientes
referencias. En semillas de soya cultivar merit, a los 6 dias de germinacion, reportaron un
incremento de 63.0 + 0.50 a 71.8 + 0.03 pmol ET g MS, que representa aproximadamente
un incremento del 10-14% (Fernandez-Orozco et al., 2008). La actividad antioxidante
DPPH de los extractos de pulpa de banano de montafia (Asimina triloba) fue afectada
significativamente por el nivel de madurez en el siguiente orden, inmaduro (32.25 *
2.09%), maduro (33.63 £ 6.76%) y sobre maduro (20.02 + 7.08%) (Harris y Brannan,
2009). En cinco cultivares de sandia (Crimson sweet, Dumara, Giza, P503 y P403), la
actividad antioxidante TEAC durante el proceso de maduracion de pulpa blanca a roja
divididas en cuatro etapas, fueron significativamente diferentes entre las etapas de
maduracion estudiados (p <0.05), asi en el cultivar Crimson sweet, se incrementé de 148.5
+0.2a535.1 +3.4 uM ET 100 g MF, se demostro la influencia del estado de madurez y
la importancia del antecedente genético (Tlili et al., 2011). En cinco estados de madurez de
cereza dulce del cultivar Ambrunés, representados numéricamente del 1 al 5, la actividad
antioxidante total ABTS®*, varié de 317.92 + 1.84 a 439.10 + 14.13 mg ET 100 g MF, el
punto 6ptimo de madurez, es considerado como la de mejor calidad sensorial, nutricional y
funcional (Serradilla et al., 2011).

Los resultados demuestran que los hipocétilos de maca amarilla, roja y negra, durante la
pre-cosecha, la capacidad antioxidante ABTS®", aument6 en 34.34, 24.30 y 31.73%

respectivamente.

Durante el secado post-cosecha se observo una tendencia general ascendente entre
ecotipos, siendo mayor la capacidad antioxidante ABTS*" en la maca roja, seguido de la
maca negra y por Gltimo la maca amarilla. Asi a los 15 dias de secado la capacidad
antioxidante de la maca roja fue de 32.53 + 0.24 umol ET g! MS, seguido de la maca
negra de 30.11 + 0.12 pmol ET g* MS y maca amarilla de 27.26 + 0.22 pmol ET g MS.
A los 30, 45, 60, 75 y 90 dias de secado post-cosecha la capacidad antioxidante ABTS®" se
incrementd gradualmente. Al final del secado se obtuvo para la maca roja, 50.33 + 0.11
umol ET g MS, seguido de la maca negra, 48.23+0.22 umol ET g* MS y maca amarilla,

42.84 + 0.21umol ET g MS.
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Durante todo el periodo de secado por ecotipos, el incremento de la capacidad antioxidante
fue de 25.25 + 0.09 a 42.84 + 0.21 umol ET g* MS (69.7%) en la maca amarilla, en la
maca roja el rango de incremento fue de 25.84 + 0.19 a 50.33 + 0.11 pmol ET g* MS
(94.8%) y en la maca negra, el incremento fue de 23.48 + 0.06 a 48.23 + 0.22 umol ET g*
MS (105.4%).

Contrastando con otras investigaciones la tendencia fue similar, se encontraron diferencias
significativas en la capacidad antioxidante ABTS*" en diez cultivares de mashua durante el
soleado post-cosecha (p <0.05), se observaron valores promedios altos en los cultivares de
mashua pdrpuras, el genotipo DP 0224 (pulpa purpura/piel purpura) incrementd en
promedio 1.37 veces a los 14 dias, seguido de una disminucién gradual hasta 14% a los 35
dias, cultivares con baja capacidad antioxidante reportaron un incremento de

aproximadamente 28% durante el soleado post-cosecha (Chirinos et al., 2007a).

Utilizando referencias post-coseccha en otros cultivos, en kiwi (Actinidia deliciosa cv.
“Hayward”), la capacidad antioxidante FRAP, disminuyo significativamente después de 6
meses de almacenamiento a 0 °C y se incrementd ligeramente al cabo de una semana a 25
°C (Tavarini et al., 2008). El almacenamiento de Brassica oleracea L. var. acephala
durante 6 semanas a 1°C, la capacidad antioxidante ORAC, vari6 de 363 + 14 a 354 = 5
umol ET g* (Hagen et al., 2009). La capacidad antioxidante ABTS®" de dos muestras de
cascara de papa liofilizadas, variedades Penta y Marcy, aumentaron significativamente a
las 2, 4 y 8 semanas de almacenamiento a -20, 4 y 25 °C, debido probablemente a la
produccién de glicoalcaloides como respuesta al estrés, a la ruptura de los compuestos
polifendlicos durante las primeras etapas de almacenamiento, asi como a las interacciones
sinérgicas entre los componentes individuales (Al-Weshahy et al., 2013),
contradictoriamente la actividad antioxidante FRAP de inflorescencias de brocoli frescos,
al momento de su cosecha reportd 3.96 umol ET g! MF, empacados en platillos de
plastico y almacenados a 15 °C + 1y 55+ 2% de HRya 4 + 0.5 °C y 50 + 2% de HR,
después de 6 dias, reportaron una disminucion de 3.96 a 1.83 pmol ET g MF (53.8% de
reduccion) y de 3.96 a 2.00 umol ET g* MF (49.5% de reduccion), respectivamente (Nath,
et al., 2011). La aplicacién de un proceso tecnolédgico, no siempre genera un incremento de
la capacidad antioxidante, puede ocurrir un efecto inverso, lo cual depende de la naturaleza

del material bioldgico y de las condiciones a la que es sometido.
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3.3.4 Correlacion entre el contenido de compuestos fenolicos totales y capacidad
antioxidante ABTS** en los hipocoétilos de tres ecotipos de maca durante la
pre-cosecha, cosecha y secado post-cosecha

La Figura 10, muestra los coeficientes de correlacion de Pearson entre el contenido de

compuestos fenélicos totales y la capacidad antioxidante ABTS®" para los tres ecotipos

durante todo el proceso (pre-cosecha, cosecha y secado post-cosecha). En los hipocétilos
de maca amarilla R?=0.959, maca roja R?=0.975 y maca negra R?=0.949 a un nivel de
significacion de p <0.01, lo cual significa que mucho de la capacidad antioxidante se debe
al contenido de compuestos fendlicos totales de la maca. En un estudio realizado por

Chirinos et al. (2007a), encontraron que durante el crecimiento de 10 cultivares de mashua

(5.0, 5.5, 6.0, 6.5, 7.0 y 7.5 meses) la correlacion entre el contenido de fenoles totales y la

capacidad antioxidante ABTS** en los cultivares plrpuras fue de 0.786 a 0.879 a p <0.01 y

en los cultivares amarillas de 0.691 a 0.911 a p <0.01; durante el soleado post-cosecha la

correlacion entre el contenido de fenoles totales y la capacidad antioxidante en los
cultivares de mashua parpura varié entre 0.459 a 0.829 a p <0.01 y en cultivares amarillas
vario de 0.393 a2 0.855 a p <0.01.

Campos et al. (2006) y Chirinos et al. (2009) encontraron una alta correlacién entre el
contenido total de compuestos fenélicos y la capacidad antioxidante ABTS*" en genotipos
de mashua, R?>=0.84 a p =0.00 y oca R?= 0.98 a p <0.01. En cultivos distintos al area
andina, Zhou et al. (2009) en fresa china, Myrica rubra Sieb. et Zucc., reportaron una alta
correlacion entre los fenoles totales con la actividad antioxidante ABTS®*", R?>0.93. Du et
al. (2009) observaron coeficientes de correlacion entre distintos ensayos de capacidad
antioxidante (ORAC: Oxygen radical absorbance, ABTS®": 2,2'-azinobis (3-
ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid), DPPH: 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl, FRAP: Ferric
reducing antioxidant power, SRSA: Superoxide radical scavenging activity) y fendlicos
totales, los resultados fueron, ORAC, R?=0.72, p <0.01; ABTS**, R?=0.84, p <0.05; DPPH,
R?=0.81, p <0.05; FRAP, R?=0.96, p <0.05 y SRSA, R?=0.88, p <0.05.

Todos estos trabajos de investigacion, respecto a la correlacion existente entre compuestos

fenolicos totales y capacidad antioxidante, tienen un coeficiente de correlacion superior a

R2> 0.70, lo cual coincide con nuestros resultados.
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Figura 10. Coeficiente de correlacion de Pearson entre el contenido de compuestos
fendlicos totales y capacidad antioxidante ABTS®*" a un nivel de significacion
p <0.01.

3.3.5 Analisis por HPLC-PDA de los compuestos fendlicos en los hipocétilos de tres
ecotipos de maca durante la pre-cosecha, cosecha y secado post-cosecha

La Tabla 7 reporta las caracteristicas cromatograficas y espectrales de los compuestos
fenolicos y la Figura 11 presenta los perfiles fendlicos HPLC-PDA a 280 nm de los tres

ecotipos de maca fresca (cosecha) y seca.

Analizando las caracteristicas cromatograficas y espectrales UV-Vis de los perfiles de
compuestos fenolicos HPLC-PDA encontrados en los tres hipocétilos de maca,
considerados como significativos son: seis derivados del flavanol (flavan-3-ol), cuatro
derivados del &cido benzoico y uno derivado del acido o-cumarico. En los hipocotilos de
maca amarilla, roja y negra, en el momento de la cosecha, el total de los seis derivados del
flavanol (flavan-3-ol), representan, 95.38 + 4.00 (84.92%), 105.84 + 3.12 (82.84%) y
116.53 + 3.67 (84.26%) mg EC 100 g MS, el total de los cuatro derivados del &cido
benzoico, 14.90 + 0.95 (13.27%), 18.53 + 0.25 (14.60%) y 18.53 + 1.19 (13.40%) mg EAG
100 g MS y un derivado del acido o-cumarico, 2.04 + 0.01 (1.82%), 3.27 + 0.04 (2.56%)
y 3.23 + 0.04 (2.34%) mg EAG 100 g MS, respectivamente. Chirinos et al. (2008)
estudiaron el perfil de compuestos fendlicos de tres diferentes genotipos de mashua
(Tropaeolum tuberosum Ruiz & Pavon), ARB 5241 (piel parpura/pulpa amarilla), DP 0224
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(piel parpura/pulpa purpura) y ARB 5576 (piel amarilla/pulpa amarilla), ellos encontraron

que los genotipos parpura y amarilla contienen cantidades importantes de
epigalocatequina, derivados del acido p-hidroxibenzoico, derivados del acido cindmico,
derivados de galocatequina y procianidina B. Ademas Chirinos et al. (2009) encontraron
que la fraccion acuosa de los genotipos de oca (Oxalis tuberosa Mol.), COC-450 (piel
parpura/pulpa amarilla-purpura) y M-2032 (piel amarilla/pulpa amarilla) presentaron
perfiles similares de compuestos fendlicos con diferencias en la concentracion de cada
compuesto individual, identificaron tentativamente derivados del acido cafeico, derivados
de &cido vanillico, derivados del acido cindmico y otros picos que parecen corresponder a

formas ligadas de catequina, luteolina y apigenina.

Tabla 7. Caracteristicas cromatograficas y espectrales de los compuestos fendlicos
detectados en los hipocotilos de tres ecotipos de maca por HPLC-PDA vy
criterios de cuantificacion.

Numero Tiempo de A Max. (nm) Denominacion del Forma de

de pico  retencion (min) compuesto fenolico cuantificacion

1 28.74 279.6 Derivado del flavanol ~ Cuantificado como
(flavan-3-ol) catequina

2 39.01 226.4/277.2  Derivado del flavanol ~ Cuantificado como
(flavan-3-ol) catequina

3 43.19 281.9/324.7  Derivado del Cuantificado como
0-cumarico acido galico

4 44.72 252.4/272.5 Derivado del &cido Cuantificado como
benzoico acido galico

5 54.69 252.4 Derivado del 4cido Cuantificado como
benzoico acido galico

6 57.14 253.0/272.5 Derivado del &cido Cuantificado como
benzoico acido galico

7 60.51 252.4 Derivado del &cido Cuantificado como
benzoico acido galico

8 62.20 228.8/278.4  Derivado del flavanol ~ Cuantificado como
(flavan-3-ol) catequina

9 64.11 278.4 Derivado del flavanol ~ Cuantificado como
(flavan-3-ol) catequina

10 81.97 245.3/274.8  Derivado del flavanol  Cuantificado como
(flavan-3-ol) catequina

11 87.40 242.9/271.3 Derivado del flavanol ~ Cuantificado como
(flavan-3-ol) catequina

La Tabla 8 presenta el contenido de compuestos fenolicos HPLC-PDA en los hipocétilos

de tres ecotipos de maca durante la pre-cosecha, cosecha y secado post-cosecha.
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Figura 11. Perfiles fendlicos HPLC-PDA de la fraccion acuosa a 280 nm: (a) maca
amarilla, (b) maca roja, y (c) maca negra. A: antocianina.
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Tabla 8.

Contenido de compuestos fenolicos por HPLC-PDA en los hipocotilos de tres ecotipos de maca durante la pre-cosecha, cosecha y
secado post-cosecha (mg 100 gt MS)*.

Denominacion de los compuestos fenélicos Pre-cosecha Cosecha Post-cosecha

Amarilla Picos T.R. 90 45 30 30 60 90

Derivado del flavanol (flavan-3-ol) 1 28.74 55.29+0.90" 40.03+2.41° 47.61+0.80F 34.17+2.15¢ 56.10+0.35° 30.20+1.058 9.62+0.24"
Derivado del flavanol (flavan-3-ol) 2 39.01 3.92+0.088 5.61+0.16° 2.03+0.24" 4.78+0.21° ND ND ND
Derivado del 4cido o-cumérico 3 43.19 3.03+0.02° 4.19+0.03F 1.84+0.06° 2.04+0.01°¢ 0.45+0.02* ND ND
Derivado del acido benzoico 4 44.72 1.7740.048 2.38+0.03° 2.33+0.08°¢ 0.85+0.05" ND ND ND
Derivado del &cido benzoico 5 54.69 24.360.44F 9.83+0.61° 7.41+0.208 12.03+0.83° 2.04+0.027 ND ND
Derivado del &cido benzoico 6 57.14 3.42+0.13° 1.00+0.08* 1.32+0.03® 1.23+0.028 ND ND ND
Derivado del &cido benzoico 7 60.51 1.96+0.07¢ 2.04+0.06° 2.00+0.03¢ 0.79+0.05 1.18+0.028 ND ND
Derivado del flavanol (flavan-3-ol) 8 62.20 10.78+0.55¢ 3.25+0.12" 15.15+0.24° 10.26+0.21° 4.31+0.16" ND ND
Derivado del flavanol (flavan-3-ol) 9 64.11 14.47+1.74° 2.98+0.127 2.58+0.22A 10.41+0.13°€ 5.76+0.03% ND ND
Derivado del flavanol (flavan-3-ol) 10 81.97 5.65+0.178 7.55+0.12°¢ 3.77+0.23* 7.93+0.11° ND ND ND
Derivado del flavanol (flavan-3-ol) 11 87.40 18.17+1.138 29.20+1.32F 22.22+1.25¢ 27.83+1.19PF 25.72+0.82° 1.94+0.024 1.73+0.124
Total 142.8245.265% 108.06+5.05P2 108.25+3.36P2 112.32+4.97°2 95.56+1.42¢° 32.14+1.0788 11.34+0.362
Roja

Derivado del flavanol (flavan-3-ol) 1 28.74  38.73+2.20° 52.31+2.11F 66.71+1.837 32.49+0.34¢ 74.19+0.63¢ 25.36+1.918 19.89+1.917
Derivado del flavanol (flavan-3-ol) 2 39.01 5.15+0.18° 2.30+0.118 2.83+0.09¢ 2.03+0.124 2.91+0.13° ND ND
Derivado del &cido o-cumérico 3 4319  2.68+0.06° 3.13+0.02° 2.18+0.04% 3.27+0.045 1.89+0.01* ND ND
Derivado del acido benzoico 4 44,72 1.28+0.03° 1.23+0.038 0.81+0.024 1.63+0.02° ND ND ND
Derivado del acido benzoico 5 54.69  18.65+0.14F 10.68+0.53¢ 11.33+0.48°¢ 12.74+0.12° 4.33+0.228 1.95+0.024 1.38+0.02*
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Derivado del &cido benzoico 6 57.14  2.25+0.06° 0.94+0.01% 1.65+0.028 2.08+0.05¢ ND ND ND

Derivado del acido benzoico 7 60.51  1.73+0.03% 2.19+0.03° 2.33+0.01° 2.21+0.06° 0.95+0.03" ND ND
Derivado del flavanol (flavan-3-ol) 8 62.20  17.90+1.11° 13.40+0.06° 12.88+0.05°¢ 4.09+0.08" 7.30+0.138 ND ND
Derivado del flavanol (flavan-3-ol) 9 64.11  13.72+0.11F 7.18+0.108 5.32+0.03* 10.03+0.13° 7.89+0.10¢ ND ND
Derivado del flavanol (flavan-3-ol) 10 81.97  15.040.22° 6.15+0.18"8 2.95+0.114 6.10+0.128 ND ND ND
Derivado del flavanol (flavan-3-ol) 11 87.40  33.74+1.12F 24.57+1.06° 24.53+0.05¢ 51.10+2.33F 30.18+0.57° 3.94+0.198 1.11+0.01*
Total 150.89+5.265° 124.09+4.24°° 133.5342.74° 127.7843.40°P° 129.62+1.82°P¢ 31.26+2,1382 22.38+1.940
Negra

Derivado del flavanol (flavan-3-ol) 1 28.74  55.69+1.12° 64.79+1.465 43.78+0.958 38.16+1.724 52.55+1.50°0 49.65+2.07¢ 42.70+2.048
Derivado del flavanol (flavan-3-ol) 2 39.01  1.93+0.11° 1.35+0.15% 1.94+0.218 1.62+0.124 ND ND ND
Derivado del 4cido o-cumérico 3 4319  0.81+0.03° 0.39+0.024 0.72+0.058 3.23+0.04° ND ND ND
Derivado del &cido benzoico 4 4472 0.71+0.03* 1.30+0.02°% 1.93+0.05° 1.75+0.05¢ ND ND ND
Derivado del acido benzoico 5 54.69  21.57+0.49° 22.65+0.84F 8.49+0.328 11.42+0.62¢ 0.71+0.05" ND ND
Derivado del &cido benzoico 6 57.14  3.18+0.06° 2.84+0.28"8 0.99+0.06" 1.20+0.05* ND ND ND
Derivado del acido benzoico 7 60.51  1.60+0.01% 1.67+0.024 1.28+0.024 4.16+0.478 ND ND ND
Derivado del flavanol (flavan-3-ol) 8 62.20  8.06+0.18% 8.43+0.13° 9.34+0.21° 9.95+0.19F ND 0.59+0.02% ND
Derivado del flavanol (flavan-3-ol) 9 64.11  8.71+0.08° 2.48+0.077 7.86+0.218 8.03+0.118 ND ND ND
Derivado del flavanol (flavan-3-ol) 10 81.97  7.98+0.11° 9.70+0.12° 4.33+0.118 3.29+0.09 ND ND ND
Derivado del flavanol (flavan-3-ol) 11 87.40  27.65+1.52°¢ 7.90+0.098 53.00+1.68° 55.48+1.44F 1.46+0.18* 2.92+0.017 3.89+0.197
Total 137.88+3.74P2 123.49+3.19%° 133.65+3.87°° 138.30+4.90°° 54.72+1.7382 53.17+2.1078P 46.59+2.234°

*Promedio de tres repeticiones + SD (n=3).

Promedios dentro de una fila con diferentes letras superindice mayutsculas son significativamente diferentes (p <0.05) los compuestos fenélicos HPLC-PDA de un ecotipo de maca durante todo el proceso pre-cosecha,
cosecha y secado post-cosecha. Promedios dentro de una columna con diferentes letras superindice mindsculas son significativamente diferentes (p <0.05) el total de compuestos fendlicos HPLC-PDA entre los tres
ecotipos de maca en un determinado tiempo pre-cosecha, cosecha y secado post-cosecha.
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A continuacion se evalua la evolucion de los compuestos fendlicos méas representativos para
los diferentes ecotipos de maca durante las etapas de pre-cosecha, cosecha y secado post-

cosecha.

Para los hipocétilos de maca amarilla, el pico 1 (TR = 28.74 min), derivado del flavanol
(flavan-3-ol), disminuyd gradualmente desde 90 dias antes de la cosecha hasta el momento de
la cosecha, de 55.29 + 0.90 mg 100 g* MS a 34.17 + 2.15 mg 100 g* MS. Durante el secado
post-cosecha, se observd un incremento importante de este compuesto a los 30 dias (56.10 +
0.35 mg 100 g* MS) y desde este momento hacia adelante ocurren pérdidas significativas
hasta 9.62 + 0.24 mg 100 g* MS a los 90 dias. El pico 3 (TR = 43.19 min), derivado del acido
o-cumarico, desde 90 dias antes de la cosecha hasta el momento de la cosecha tuvieron un
comportamiento variable, de 3.03 + 0.02 mg 100 g MS aumenta a 4.19 + 0.03 mg 100 g*
MS, luego disminuy6 a 1.84 + 0.06 mg 100 g* MS y seguidamente aumenta a 2.04 + 0.01 mg
100 g MS. A 30 dias del secado post-cosecha disminuyé significativamente a 0.45 + 0.02
mg 100 g* MS, no es detectado a los 60 y 90 dias de dicho periodo. El pico 5 (TR = 54.69
min), derivado del acido benzoico, 90 dias antes de la cosecha tuvo una concentracion de
24.36 + 0.44 mg 100 g* MS, disminuyendo a 12.03 + 0.83 mg 100 g** MS en el momento de
la cosecha. A 30 dias del secado post-cosecha, este compuesto disminuyd significativamente
hasta 2.04 + 0.02 mg 100 g** MS y no es detectado a los 60 y 90 dias de secado post-cosecha.
El pico 11 (TR = 87.40 min), derivado del flavanol (flavan-3-ol), 90 dias antes de la cosecha
su contenido fue de 18.17 + 1.13 mg 100 g MS incrementandose a 27.83 + 1.19 mg 100 g™
MS en el momento de la cosecha. A los 90 dias del secado post-cosecha este disminuy6
significativamente hasta 1.73 + 0.12 mg 100 g* MS.

Los picos, 2 (TR = 39.01 min), derivado del flavanol (flavan-3-ol), 4 (TR = 44.72 min),
derivado del &cido benzoico, 6 (TR = 57.14 min), derivado del &cido benzoico y 10 (TR =
81.97 min), derivado del flavanol (flavan-3-ol) a 30 dias de secado post-cosecha no fueron
detectados, sumandose a estos los picos, 3 (TR = 43.19 min), derivado del acido o-cumarico,
5 (TR = 64.59 min), derivado del &cido benzoico, 7 (TR = 60.51 min), derivado del acido
benzoico, 8 (TR = 62.20 min), derivado del flavanol (flavan-3-ol) y 9 (TR = 64.11 min),
derivado del flavanol (flavan-3-ol), que tampoco fueron detectados a partir de los 60 dias para

adelante, la cuantificacion final en esta etapa corresponde solamente a los picos 1y 11.

En los hipocotilos de maca roja, para el pico 1 (TR = 28.74 min), derivado del flavanol
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(flavan-3-ol), las mayores concentraciones se observaron 30 dias antes de la cosecha (66.71 +
1.83 mg 100 g MS) y a los 30 dias de secado post-cosecha (74.19 + 0.63 mg 100 g MS), a
los 60 y 90 dias de secado post-cosecha, este compuesto disminuyd significativamente a
25.36 +1.91y 19.89 + 1.91 mg 100 g** MS. El pico 3 (TR = 43.19 min), derivado del &cido o-
cumérico, desde los 90 dias antes de la cosecha hasta el momento de la cosecha presentaron
un comportamiento variable, similar al ocurrido en el ecotipo amarillo, de 2.68 + 0.06 mg 100
gt MS aumenta a 3.13 + 0.02 mg 100 g* MS, luego disminuy6 a 2.18 + 0.04 mg 100 g* MS
y seguidamente aumenta a 3.27 +0.04 mg 100 g* MS. A los 30 dias de secado post-cosecha
disminuyo significativamente a 1.89 + 0.01 mg 100 g MS, no es detectado a los 60 y 90 dias
de dicho periodo. El pico 5 (TR = 54.69 min), derivado del &cido benzoico, su mayor
contenido a los 90 dias antes de la cosecha fue 18.65 + 0.14 mg 100 g* MS, disminuyendo
significativamente a 12.74 + 0.12 mg 100 g** MS al momento de la cosecha, posteriormente a
los 90 dias del secado post-cosecha disminuyo significativamente a 1.38 + 0 .02 mg 100 g
MS. El pico 11 (TR = 87.40 min), derivado del flavanol (flavan-3-ol), a los 90 dias antes de
la cosecha su contenido fue 33.74 + 1.12 mg 100 g* MS, incrementandose significativamente
a51.10 + 2.33 mg 100 g* MS en el momento de la cosecha, a los 30, 60 y 90 dias de secado
post-cosecha este compuesto disminuy6 drasticamente a 30.18 + 0.57,3.94 £+ 0.19y 1.11 +
0.01 mg 100 g* MS, respectivamente.

Los picos, 4 (TR = 44.72 min), derivado del &cido benzoico, 6 (TR =57.24 min), derivado del
acido benzoico y 10 (TR = 81.97 min), derivado del flavanol (flavan-3-ol) a 30 dias de secado
post-cosecha no fueron detectados, sumandose a estos los picos 2 (TR = 39.01 min), derivado
del flavanol (flavan-3-ol), 3 (TR = 43.19 min), derivado del &cido o-cumarico, 7 (TR = 60.51
min), derivado del &cido benzoico, 8 (TR = 62.20 min), derivado del flavanol (flavan-3-ol) y
9 (TR = 64.11 min), derivado del flavanol (flavan-3-ol), tampoco fueron detectados a partir de
los 60 dias para adelante, la cuantificacion final en esta etapa corresponde solamente a los
picos 1,5y 11.

En la maca roja fresca, previa hidrolisis, se detectaron tres picos que corresponden a
antocianinas. A 520 nm y TR= 19.89 min, se identifico cianidina y dos no fueron

identificados (datos no publicados).

Para los hipocétilos de maca negra, el pico 1 (TR = 28.74 min), derivado del flavanol (flavan-

3-0l), a los 90 dias de la cosecha, el contenido fue de 55.69 + 1.12 mg 100 g** MS, incremen -
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tandose significativamente a 64.79 + 1.46 mg 100 g MS (45 dias antes de la cosecha),
seguido de una disminucion a 43.78 + 0.95 mg 100 g MS (30 dias antes de la cosecha) y
38.16 + 1.72 mg 100 g* MS (cosecha). A los 30 dias de secado post-cosecha, notablemente se
generd un incremento significativo a 52.55 + 1.50 mg 100 g' MS, luego del cual
gradualmente fue disminuyendo hasta llegar a 42.70 + 2.04 mg 100 g MS a los 90 dias de
secado post-cosecha. El pico 3 (TR = 43.19 min), derivado del acido o-cumaérico, desde 90
dias antes de la cosecha hasta el momento de la cosecha se confirmd su comportamiento
variable, de 0.81 + 0.03 mg 100 g MS disminuyé a 0.39 + 0.02 mg 100 g MS, luego
aumenta a 0.72 + 0.05 mg 100 g* MS y 3.23 + 0.04 mg 100 g* MS. A los 30, 60 y 90 dias de
secado post-cosecha no es detectado. El pico 5 (TR = 54.69 min), derivado del &cido
benzoico, se observo un incremento significativo de 21.57 £ 0.49 (90 dias antes de la cosecha)
a22.65 + 0.84 mg 100 g* MS (45 dias antes de la cosecha), disminuyendo hasta el momento
de la cosecha a 11.42 + 0.62 mg 100 g MS. Durante el secado post-cosecha, se observé una
dréstica disminucion a 0.71 + 0.05 mg 100 g** MS (30 dias de secado) y no siendo detectado a
60 y 90 dias de secado post-cosecha. El pico 11 (TR = 87.40 min), derivado del flavanol
(flavan-3-ol), a los 90 dias antes de la cosecha el contenido de este compuesto fue 27.65 +
1.52 mg 100 gt MS, a los 45 dias antes de la cosecha disminuyd a 7.90 + 0.09 mg 100 g*
MS, incrementandose significativamente hasta el momento de la cosecha a 55.48 + 1.44 mg
100 gt MS. A los 30, 60 y 90 dias de secado post-cosecha disminuy6 a 1.46 + 0.18, 2.92 +
0.01 y 3.89 + 0.19 mg 100 g* MS, respectivamente, no existiendo diferencias significativas

entre estos contenidos.

Los picos, 2 (TR = 39.01 min), derivado del flavanol (flavan-3-ol), 3 (TR = 43.19 min),
derivado del acido o-cumarico, 4 (TR = 44.72 min), derivado del &cido benzoico, 6 (TR =
57.24 min), derivado del acido benzoico, 7 (TR = 60.51 min), derivado del acido benzoico, 8
(TR = 62.20 min), derivado del flavanol (flavan-3-ol), 9 (TR = 64.11 min), derivado del
flavanol (flavan-3-ol) y 10 (TR = 81.97 min), derivado del flavanol (flavan-3-ol) a partir de
los 30 dias de secado post-cosecha no fueron detectados, sumandose a estos el pico 5 (TR =
64.59 min), derivado del acido benzoico que tampoco fue detectado a partir de los 60 dias

para adelante, la cuantificacion final en esta etapa corresponde solamente a los picos 1y 11.

En los resultados obtenidos en este trabajo se observd tendencias de incremento y
disminucion de los diferentes compuestos fendlicos durante la pre-cosecha, esto podria estar

relacionado con la complejidad de las rutas metabdlicas de biosintesis y degradacion de los
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compuestos fenolicos, es probable que la biosintesis propiamente dicha ocurra antes de los 90
dias de la cosecha, etapa que no fue evaluada en este trabajo.

Por lo tanto, se concluye que el secado post-cosecha, realizado en condiciones tradicionales,
dafa varios compuestos fendlicos individuales lo que justifica plantear nuevas propuestas de
manejo post-cosecha e industrial de los hipocotilos frescos para solucionar dicho problema.

Los resultados de la determinacion de compuestos fendlicos totales mediante HPLC-PDA se

presentan en la Figura 12.
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Figura 12. Evolucién del contenido de compuestos fendlicos totales determinados por
HPLC-PDA en los hipocotilos de tres ecotipos de maca durante la pre-cosecha,
cosecha y secado post-cosecha.

*Resultados son promedios + SD (n=3). Diferentes letras mayusculas representan diferencias significativas (p <0.05) para un ecotipo de
maca durante todo el proceso de pre-cosecha, cosecha y secado post-cosecha. Diferentes letras mindsculas representan diferencias
significativas (p <0,05) entre los tres ecotipos en un determinado tiempo pre-cosecha, cosecha y secado post-cosecha.

En los hipocétilos de maca amarilla, no se observé diferencias significativas (p >0.05) entre
los 45, 30 dias pre-cosecha y cosecha, se obtuvo el mayor contenido a los 90 dias antes de la
cosecha (142.82 + 5.26 mg 100 g MS). En el secado post-cosecha ocurrié un progresivo
descenso en el contenido de compuestos fendlicos hasta llegar a 11.34 + 0.36 mg 100 g** MS,
que significa una pérdida del 89.90%. Una tendencia similar fue observada para la maca roja,
donde la mayor concentracion fue obtenido a los 90 dias antes de la cosecha (150.89 + 5.26
mg 100 gt MS); Asi mismo, en el secado post-cosecha ocurrié un progresivo descenso en el

contenido de compuestos fenolicos hasta 22.38 + 1.94 mg 100 g* MS, que representa una
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pérdida del 82.49%. EI mismo patron de comportamiento se observé en la maca negra,
obteniéndose en este caso mayor contenido en el momento de la cosecha (138.30 + 4.90 mg
100 g* MS) y en el secado post-cosecha, se produjo un progresivo descenso en el contenido
de compuestos fendlicos totales hasta 46.59 + 2.23 mg 100 g MS, que significa una pérdida
del 66.31%.

Con respecto al contenido de compuestos fendlicos totales HPLC-PDA entre los tres ecotipos,
en cada una de las etapas en estudio. En la etapa pre-cosecha, el contenido de compuestos
fendlicos totales, a los 90 dias antes de la cosecha no se evidencié diferencia significativa a p
>0.05 entre los hipocotilos de maca amarilla y roja, maca amarilla y negra, pero si entre los
hipocétilos de maca roja y negra, el mayor valor se observo en la maca roja, 150.89 + 5.26 mg
100 g MS, a los 45 y 30 dias antes de la cosecha, el contenido de compuestos fenolicos
totales en los hipocétilos de maca roja y negra fue similar, ambos superiores al contenido de
los hipocotilos de maca amarilla. En el momento de la cosecha, se observé diferencias
significativas a p <0.05 entre los hipocétilos de maca amarilla y roja, amarilla y negra, pero
no entre los hipocétilos de maca roja y negra, el mayor valor se observé en la maca negra,
138.30 + 4.90 mg 100 g MS. Durante el secado post-cosecha, los tres ecotipos de maca
sufren una disminucion de su contenido de compuestos fendlicos totales; sin embargo a los 30
dias, el ecotipo rojo todavia mantiene un contenido similar al que presentd en la etapa pre-
cosecha y cosecha (129.62 + 1.82 mg 100 g* MS). A los 90 dias del secado post-cosecha se
evidencio diferencia significativa a p <0.05, entre los tres ecotipos, el mayor contenido se
observo en la maca negra, 46.59 + 2.23 mg 100 g MS.

Con estos resultados, la serie de eventos que ocurren durante el secado post-cosecha de
manera tradicional afectan significativamente al contenido de compuestos fendlicos
individuales identificados como derivados del flavanol (flavan-3-ol), acido benzoico y &cido
0-cumarico, los mismos que tienen efecto sobre el contenido total, haciéndose critico a partir

de los 30 dias para adelante.

Son muy escasos los estudios que evallen el comportamiento de los compuestos fenolicos
individuales en brasicéceas, particularmente en la etapa de pre-cosecha. Odeh et al. (2014)
estudiaron los compuestos fendélicos determinados por HPLC durante la maduracion de frutos
de siete cultivares de plantas datileras, encontraron acido galico, &cido p-hidroxi benzoico,

acido vanillico, acido cafeico, &cido siringico y acido ferulico. El p-hidroxi benzoico en el
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cultivar Madjhool vari6 desde no detectado a 0.38, 0.56 y 0.69 mg 100 g* MS (cuatro fechas
de cosecha), confirmando que la pre-cosecha es una etapa de biosintesis para este compuesto,
similar comportamiento se observo en los otros seis cultivares; sin embargo, en el caso del
acido galico, para las cuatro fechas de cosecha, este vario de no detectado a 0.081 mg 100 g*
MS, seguido de no detectado y no detectado y el &cido cafeico varié de no detectado a no
detectado, seguido de 0.021 y 0.017 mg 100 g* MS, estos resultados demuestran que no
siempre ciertos compuestos fenolicos siguen la tendencia de incremento como deberia
suponerse en una etapa de pre-cosecha. Similar variacion ocurrio en el contenido de siete
compuestos fendlicos (vitexina, isovitexina, orientina, apigenina, luteolina, pinostrobina y
acido cajaninstilbeno) durante el desarrollo de hojas, tallos y raices de frijol de palo (Cajanus
cajan (L.) Millsp.) evaluados en forma simultanea, los autores del trabajo plantean que su
variacion responde a una correlacion entre el equilibrio metabolico de las plantas y las
perturbaciones ambientales externas (Liu et al., 2010). Wang et al. (2016) estudiaron el
contenido de cuatro fracciones fendlicas (libre, esterificado, glicosilado e insoluble enlazado)
en tres estados de madurez de azufaifa (Ziziphus jujuba Miller), blanca, media roja y roja,
encontrando que la fraccion libre fue significativamente mayor en la madurez blanca, 1698.29
ug g MS, respecto a la madurez media roja 794.50 ug g* MS y madurez roja 1165.66 pg g
MS, individualmente cada compuesto fendlico varié de distinta manera en los tres estados de
madurez, se obtuvo los siguientes resultados, el acido clorogénico reportd 47.55 pg-1 MS
(blanca), 8.01 pg-1 MS (media roja) y 366.53 (roja) ug™ MS y el acido p-hidroxi benzoico
libre varié de 71.35 a 12.54 y 0.14 pg* MS, respectivamente.

Estos resultados podrian explicar que durante la etapa de pre-cosecha de los hipocétilos de
maca, individualmente cada compuesto fendlico responde fisiol6gicamente de manera distinta
a las condiciones climaticas extremas que se dan en la Meseta de Bombén, debido sobre todo
a la extrema variacion de la temperatura (-10 a 15 °C), esta respuesta fisiologica podriamos
denominarla como “incertidumbre metabolica”. La disminucion de los compuestos fenolicos
observada en la etapa de secado post-cosecha, podrian ser a consecuencia de la ruptura de la
estructura celular y al dafio por frio ocasionado a temperaturas por debajo de los 4 °C, tal

como lo propone Liu et al. (2010).

Los resultados en el secado post-cosecha demuestran que deben plantearse nuevas alternativas
de manejo post-cosecha y la posibilidad de usar los hipocétilos frescos como materia prima en
la industria para preservar y aprovechar mejor los compuestos fendlicos y su capacidad

antioxidante.
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3.4 Conclusiones

Se estima que los hipocotilos de maca fresca son una fuente importante de compuestos
fendlicos totales y capacidad antioxidante ABTS®*", durante la cosecha el ecotipo rojo con
225.05 + 0.65 mg EAG 100 g* MS y 25.84 + 0.19 umol ET g MS, supera a los ecotipos
amarillo y negro. En los tres ecotipos fueron identificados 11 compuestos fenolicos
semejantes pero en concentraciones distintas, seis derivados del flavanol (flavan-3-ol) (82.84
a 84.92%), cuatro derivados del acido benzoico (13.27 a 14.69%) y un derivado del &cido o-
cumarico (1.82 a 2.56%). Durante la pre-cosecha, los compuestos fendlicos presentaron
tendencias de incremento y disminucién, relacionado a la complejidad de su biosintesis y
degradacion. El secado post-cosecha en condiciones tradicionales gener6 una pérdida
significativa principalmente de los derivados del &cido benzoico y o-cumarico hasta limites no
detectables, tolerando mejor estas condiciones los derivados del flavanol (flavan-3-ol), esta
pérdida en la maca amarilla representa el 89.90%, en la maca roja 82.49% y en la maca negra
66.31%. De los resultados se desprende la posibilidad de un secado post-cosecha en
condiciones ambientales entre 15 a 30 dias, seguido de un escaldado para inactivar enzimas y
secado por aire caliente. Realizar métodos de fraccionamiento fendlico en los extractos de

maca con la finalidad de facilitar su identificacion y evaluar mejor su capacidad antioxidante.
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IV. CAPITULO IV

Evolucion del contenido de B-sitosterol en tres ecotipos de maca (Lepidium

meyenii Walp.) durante la pre-cosecha, cosecha y secado post-cosecha

RESUMEN

Este estudio tuvo como objetivo evaluar el contenido de B-sitosterol por HPLC-PDA durante
las etapas de pre-cosecha, cosecha y secado post-cosecha en los hipocétilos de maca amarilla,
roja y negra. Se observé un aumento en el contenido de B-sitosterol a diferentes tiempos entre
la etapa pre-cosecha hasta la cosecha. Los hipocétilos de maca amarilla alcanzaron su mayor
valor a los 60 dias antes de la cosecha (108.34 + 2.44 mg 100 g* MS), los hipocotilos de
maca roja a los 30 dias antes de la cosecha (101.81 + 2.29 mg 100 g MS) y los hipocotilos
de maca negra en la cosecha (91.63 + 1.17 mg 100 g* MS). En la cosecha, el contenido de B-
sitosterol fue similar en los tres ecotipos. Cabe sefialar que el secado post-cosecha, en
condiciones tradicionales, causé una pérdida significativa (maca amarilla 46.22%, maca roja
52.47% y maca negra 63.72%) en el contenido de B-sitosterol. Los resultados sugieren que se

deben utilizar nuevas técnicas de secado para evitar pérdidas de B-sitosterol.

Palabras clave: Cultivos andinos, hipocotilos, Lepidium meyenii, alimento funcional
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ABSTRACT

This study aimed to evaluate the -sitosterol content by HPLC-DAD during the pre-harvest,
harvest and post-harvest drying stages in the hypocotyls of yellow, red and black maca. An
increase in B-sitosterol content at different times from pre-harvest to harvest stages was
observed. Yellow maca hypocotyls reached their highest value at 60 days before harvest
(108.34 = 2.44 mg 100 g-1 MS), red maca hypocotyls at 30 days before harvest (101.81 +
2.29 mg 100 g-1 MS) and black maca hypocotyls at harvest (91.63 + 1.17 mg 100 g-1 MS).
At harvest, the B-sitosterol content was similar in the three ecotypes. It should be noted that
post-harvest drying, under traditional conditions, caused a significant loss (46.22% yellow
maca 52.47 % red maca and 63.72% black maca) in B-sitosterol content. The results suggest

that new drying techniques should be used to avoid loss of -sitosterol.

Keywords: Andean crops, hypocotyls, Lepidium meyenii, functional food

4.1 Introduccion

Diversas pruebas experimentales han evidenciado que la maca tiene propiedades
nutricionales, energizantes y potenciador de la fertilidad, controla la hiperplasia prostatica
benigna, mejora la memoria y el aprendizaje, sus alcaloides, glucosinolatos y esteroles pueden
contribuir a su actividad anticancerigena, los fitoesteroles y otros metabolitos secundarios
ayudan a prevenir la osteoporosis postmenopausica (Wang et al., 2007). Ensayos clinicos
demostraron la eficacia de la maca en las disfunciones sexuales, en el incremento del recuento
de espermatozoides y su motilidad, estos resultados promueven a la maca como un
adaptdégeno y nutracéutico en la prevencion de varias enfermedades (Gonzales, 2012). Se ha
demostrado diferencias en el efecto de la maca amarilla, roja y negra, la maca negra presentd
mejores resultados sobre la espermatogenesis, la memoria y la fatiga, mientras que la maca
roja es la que mejor revierte la hiperplasia prostatica benigna y la osteoporosis inducida
(Gonzales et al., 2014).

Los fitoesteroles son triterpenos, componentes estructurales de las membranas vegetales, se
asemejan al colesterol en funcion y estructura, se han descrito 44 esteroles presentes en las
plantas, siendo los principales, el pB-sitosterol (24a-etilcolesterol), campesterol (24a-
metilcolesterol) y estigmasterol (A%, 24a-etilcolesterol); los fitoestanoles son un subgrupo
saturado de fitoesteroles, se producen en altos niveles en algunas especies de cereales

(Moreau et al., 2002; Kritchevsky y Chen, 2005).
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Los vegetales contienen un promedio de 1 a 3 mg de esteroles por gramo de peso seco, se
sintetizan por medio del metabolismo de isoprenoides, generando varios productos finales
como el sitosterol, campesterol, estigmasterol e isofucosterol en proporciones definidas
genéticamente, la mayoria de los genes biosintéticos implicados en la ruta metabodlica del
post-escualeno, han sido aislados y caracterizados, por interferencia metabdlica,
complementacion y expresion funcional, purificacion de proteinas y secuenciamiento
(Schaller, 2004).

Los fitoesteroles regulan la fluidez y permeabilidad al agua, son esenciales para el
crecimiento y desarrollo como en la formacion embrionaria, elongacion y division celular,
polaridad celular epidérmica, actdan en la regulacion de la actividad de las proteinas dentro de
la membrana y son precursores para la biosintesis de la hormona brasinoesteroide (Boutté y
Grebe, 2009).

El B-sitosterol es un metabolito secundario de las plantas y se presenta como B-sitosterol libre
y conjugado, formando ésteres de: esteril-acil graso (SE), esteril-p-D-glucésidos (SG) y
esteril-6-O-acil graso-B-D-glucésidos (ASG), su consumo contribuye a la disminucion del
contenido de colesterol total y colesterol de lipoproteinas séricas de baja densidad (LDL)

reduciendo el riesgo de aterosclerosis coronaria (Moreau et al., 2002).

Diversos estudios han demostrado que el consumo de 2 g de esteroles vegetales al dia reducen
el colesterol sérico en un 10%, esta reduccion se logra a expensas de un aumento de los
niveles de esteroles vegetales en el suero, los fitoesteroles ademas pueden tener otros efectos
promotores de la salud, como actividad contra el cancer de mama, cancer al colon, cancer de

préstata y algunos actividad antioxidante (Moreau et al., 2002; Weingértner et al., 2014).

Los productos de oxidacion de los fitoesteroles (POP), o y B-epoxisitosterol, o y pB-
epoxisitostanol y sitostanetriol, campestanetriol, 7-cetositosterol, 7o y 7B-hidroxisitosterol,
que se forman durante el almacenamiento y procesamiento de alimentos, son absorbidos y
encontrados en el suero sanguineo humano, pueden generarse también in vivo a través de una
oxidacion no enzimatica similar a la del colesterol (Maerker et al., 1988; O’Callaghan et al.,
2014). Pueden generar problemas de salud, como su posible potencial aterogénico debido a
que perjudican la funcionalidad de la aorta, incrementan el nivel de TNF-a (factor de necrosis

tumoral) que afectan la integridad del epitelio intestinal, altos niveles de apoptosis se han
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encontrado en células expuestas a 6xidos de B-sitosterol, campesterol, estigmasterol y dihidro
brassicasterol y generan una disminucion de glutation, molécula relacionada a la capacidad
antioxidante (Otaegui-Arrazola et al., 2010; O’Callaghan et al., 2014).

Un proceso que permite explicar la pérdida de esteroles durante un proceso de secado post-
cosecha, podria ser la oxidacién, proceso relacionado con el oxigeno reactivo, radicales libres,
procesos fisicos como el calor y la radiacion, produciéndose hidroxi- (OH-), ceto- (C=0),
epoxi y derivados triol, la oxidacion de la cadena lateral se cree que es debido principalmente
a reacciones enzimaticas que involucran citocromo P450 monooxigenasas, deshidrogenasas,

epoxidasas, hidroxilasas y oxidasas (Hovenkamp et al., 2008).

Como antecedentes en la pre y post-cosecha, no se han reportado estudios de fitoesteroles en
la maca (Lepidium meyenii Walp), pero si en otros vegetales considerados como fuentes de
este metabolito, como referencia, en tres variedades de pecanas, a las 20 semanas después de
la floracion se sintetizaron los niveles mas altos de fitoesteroles, dentro de ellas p-sitosterol,
ocurriendo simultaneamente una alta division y diferenciacion celular, despues de las 20
semanas hasta la completa madurez (27 semanas) el contenido de fitoesteroles disminuyd, se
presume que fueron convertidos a otras formas de esteroles, estanoles o para la sintesis de la
hormona brasinoesteroides (Bouali et al., 2014). Son significativos los trabajos de Chow y Jen
(1978), Whitaker (1988) y Whitaker (1989) que demuestran el efecto del grado de madurez en

el contenido de fitoesteroles y B-sitosterol como el predominante.

El objetivo de este estudio fue determinar el efecto de las etapas de pre-cosecha, cosecha y
secado post-cosecha en el contenido de B-sitosterol en los hipocotilos de tres ecotipos de

maca.

4.2  Materiales y Métodos
4.2.1 Material vegetal

Se trabajo con los hipocotilos de maca amarilla, roja y negra, procedentes de un cultivo
comercial de la Comunidad campesina de San Pedro de Cajas, ubicado a 4200 msnm (Junin —

Per(). La siembra se realiz6 en Noviembre del 2007 y se cosechd en Julio del 2008.

Se tomaron al azar muestras de 10 plantas (~2 kg) a los siguientes tiempos: (a) 60, 45, 30 y 15
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dias antes de la cosecha, (b) durante la cosecha, y (c) a los 15, 30, 45, 60 y 90 dias de secado
post-cosecha. Durante la cosecha, los hipocotilos son apilados al medio ambiente durante 2
dias, luego colocados en costales de rafia de polipropileno de ~50 kg donde permanecieron
por 2 a 3 dias. Despues de este periodo, los sacos de maca fueron trasladados al lugar de
secado donde se esparcieron hasta una altura aproximada de 10 cm. Durante las noches, los
hipocotilos se cubrieron con toldos de plastico para protegerlos de las condiciones extremas
de temperatura (-10 °C). Las temperaturas durante el secado estuvieron comprendidas entre -
10 a 15 °C y 70 a 95% de HR. Tomadas las muestras, estas fueron acondicionadas en un
cooler y transportadas al laboratorio, donde se lavaron, secaron y envasaron en bolsas de
polietileno negro y almacenado a -20 °C hasta el momento de su analisis.

4.2.2 Estandaresy reactivos quimicos

El B-sitosterol fue adquirido de Sigma-Aldrich, etanol, acido ascérbico, hidroxido de potasio,
hexano, butil hidroxitolueno (BHT), sulfato de sodio anhidro y metanol grado HPLC fueron
adquiridos de Merck (Darmstadt, Germany).

4.2.3 Determinacion de humedad

Antes de almacenar las muestras en congelacion se tomo una porcion de estas para determinar

la humedad, para lo cual se empled el método descrito por la AOAC (1998).

4.2.4 Analisis por HPLC-PDA de B-sitosterol

Se emple6 el método reportado por Lopez et al. (2006), con algunas modificaciones. Luego
de congelar los hipocotilos de maca con nitrogeno liquido, se procedid a su molienda. Se pesé
5 g, se homogeniz6 con 25 ml de etanol al 96% y 5 ml de &cido ascérbico 0.1 M; luego se
centrifugd a 4500 g por 20 min, se recolecto el sobrenadante y la torta residual fue sometido a
una segunda extraccion similar a la primera, ambos sobrenadantes se mezclaron. Se afiadié 20
ml de KOH 2M al extracto obtenido y se procedi6 a la saponificacién en bafio maria a 60 °C
por 60 min, se enfrid y se coloco en una pera de decantacion, donde se adiciond 10 ml de
solucion saturada de NaCl y 10 ml de n-hexano con 5 ppm de BHT. La mezcla se
homogenizo durante un minuto y se procedio a la separacion de las dos fases. Se recupero la
fase organica mientras que la fase acuosa se mezclé nuevamente con 10 ml de n-hexano con 5
ppm de BHT Yy se repitio el procedimiento de separacion y recuperacion de la fase orgénica.

Se mezclaron ambas fases organicas y se paso por una columna de Na>SO4 anhidro con el fin
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de eliminar la humedad residual, se inyectd nitrégeno y concentrd en un rotavapor a 50 °C
hasta sequedad. Las muestras fueron disueltas con dos mililitros de metanol y se filtraron a
través de filtros Millipore de 0.22 um tipo GV (Millipore, Bedford, MA) previo al analisis
HPLC.

El andlisis de B-sitosterol fue realizado en el modulo de separacion Waters 2695 (Waters,
Milford, MA), equipado con auto-inyector, un detector de arreglo de diodos 2996 y el
software Empower. La separacion cromatografica se realizé en la columna Atlantis Cis (5
pum, 20 x 4.6 mm) y una pre-columna de 4.6 x 2.0 mm (Waters) a la temperatura de 27 °C. El
volumen de inyeccién fue de 10 pl, la elucién fue isocratica con metanol a un flujo de 0.5 ml
min durante 30 min. La identificacion fue realizada por comparacion del tiempo de retencion
y espectro de absorcion del estandar. La cuantificacion se realiz6 a través de una curva
estandar de B-sitosterol, el cual fue disuelto en metanol y se trabajo en un rango de
concentracion de 0.1 a2 mg ml™. La deteccion se realizé a 208 nm.

4.2.5 AnAlisis estadistico

Los analisis de humedad y de B-sitosterol se realizaron por triplicado. Los resultados se
procesaron mediante un analisis de varianza de un factor. Se utilizé la prueba de Duncan para
evaluar la diferencia de medias entre los diferentes tratamientos. Diferencias a un p <0.05
fueron considerados significativas. El software SPSS 14.0 para Windows (SPSS, Chicago, IL)

fue utilizado para llevar a cabo todos los analisis estadisticos.
4.3  Resultados y Discusion

En la Figura 13 se muestra los hipocotilos de maca (Lepidium meyenii Walp.) en las tres

etapas de estudio.
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Figura 13.  Hipocotilos de maca (Lepidium meyenii Walp.) en las tres etapas de estudio:

(a) 60 dias pre-cosecha, (b) cosechay (c) 90 dias de secado post-cosecha.

4.3.1 Contenido de humedad en los hipocétilos de tres ecotipos de maca durante la pre-

cosecha, cosecha y secado post-cosecha

En la Tabla 9 se presentan los resultados de humedad en los tres ecotipos de maca durante la
pre-cosecha. Al comparar el contenido de humedad entre los tres hipocotilos de maca, se
observo que desde los 60 dias antes de la cosecha hasta el momento de la cosecha, se
determind mayor contenido de humedad en la maca amarilla, seguido de la maca roja y negra;
sin embargo, a los 45 dias antes de la cosecha, el contenido de humedad de los ecotipos
amarillo y rojo fue similar pero significativamente mayores a la humedad de la maca negra.

En cada hipocotilo de maca amarilla, roja y negra, se observd una disminucion significativa
de la humedad (p <0.05) en el periodo comprendido entre 45 dias antes de la cosecha a la
cosecha; sin embargo, no se encontrd diferencia significativa (p >0.05) en el contenido de
humedad de la maca amarilla en el periodo pre-cosecha comprendido entre 60 a 30 dias,
mientras que en los ecotipos rojo y negro, se determind un incremento significativo de la

humedad entre 60 y 45 dias antes de la cosecha.
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Tabla9. Contenido de humedad en los hipocétilos de tres ecotipos de maca durante la pre-
cosecha en g 100 g.

Pre-cosecha (dias)
60 45 30 15 Cosecha

Amarilla  71.75+0.37¢¢ 71.80+0.57¢P 71.29£0.11B°¢  71.04+0.365° 69.88+0.13"°

Roja 71.07+0.17%°  71.78+0.45%°  69.52+0.08°°  68.97+0.65%°  68.39+0.494°

Negra 68.67+0.13% 69.45+1.18P2 67.72+0.35%2 65.80:+0.22/ 66.31:+0.227

Resultados promedio + SD (n=3).

Promedios dentro de una fila con diferentes letras superindice mayusculas son significativamente
diferentes (p <0.05) para un ecotipo de maca durante la pre-cosecha. Promedios dentro de una
columna con diferentes letras superindice mindsculas son significativamente diferentes (p <0.05) entre
los tres ecotipos de maca en un determinado tiempo pre-cosecha.

En la Tabla 10 se presentan los resultados de humedad durante el secado post-cosecha en los
tres ecotipos de maca. Entre ecotipos, todo indica que el color de los hipoc6tilos no tiene
ningun efecto sobre el contenido de humedad. En cada ecotipo se observa una disminucion
importante en el contenido de humedad, siendo la caida dréastica hacia el final del proceso. La
humedad final para la maca amarilla, roja y negra fue de 12.93 £ 0.12, 13.39 £ 0.04, 13.99 +
0.06 g 100 g%, respectivamente.

Tabla 10. Contenido de humedad en los hipocétilos de tres ecotipos de maca durante el
secado post-cosecha en g 100 g.

Post-cosecha (dias)

Cosecha 15 30 60 90
Amarilla 69.88+0.13%¢  59.14+0.37°°  52.23+0.09%®  39.50+0.08%°  12.93+0.12
Roja 68.39+0.40%°  59.22+0.17°°  54.92+0.20°°  36.94+0.21%  13.39+0.04"°
Negra 66.31+0.2258  55.38+0.162  53.59+0.22°®  37.25+0.06%°  13.99+0.06"°

Resultados promedio + SD (n=3).
Promedios dentro de una fila con diferentes letras superindice mayusculas son significativamente diferentes (p
<0.05) para un ecotipo de maca durante el secado post-cosecha. Promedios dentro de una columna con diferentes
letras superindice minGsculas son significativamente diferentes (p <0.05) entre los tres ecotipos de maca en un
determinado tiempo post-cosecha.
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Durante la pre-cosecha, los hipocétilos de la maca amarilla, roja y negra redujeron su
humedad en 2.68, 4.72 y 3.44%, mientras que durante el secado post-cosecha, dicha reduccién
fue de 81.50, 80.42 y 78.90% respectivamente. Se observé que la humedad en los hipocotilos
de la maca amarilla, roja y negra en el momento de la cosecha (69.88 + 0.13, 68.39 + 0.40 y
66.31 = 0.22%), evidencian un mayor contenido de materia seca respecto a 15 genotipos de
papa nativa (Solanum sp.), ~71.5 £ 3.4% de humedad, 11 de mashua (Tropaeolum tuberosum
Ruiz & Pavon), 89 + 2.2% de humedad, 14 de oca (Oxalis tuberosa Molina), 83 + 1.9% de
humedad y 15 de olluco (Ullucus tuberosum), 86.7 + 1.7% de humedad (Campos et al., 2006).

En un estudio con dos cultivares de papa, en la etapa pre-cosecha (55, 62, 69,76, 83 dias
después de la siembra) y cosecha (90 dias), Kumar y Ezekiel (2006), determinaron en cada
uno de estos tiempos su contenido de materia seca, en el cultivar Atlantic se incrementé de
20.00 a 23.04% y en el cultivar Kufry Lauvkar de 18.23 a 19.63%, una posible explicacion de
este aumento de la materia seca, tal como ocurre en los ecotipos de maca, estaria relacionado
con el metabolismo de la sacarosa, azUcares reductores, polisacaridos estructurales y el

proceso respiratorio durante su crecimiento a temperaturas frias.

Una mezcla de hipocoétilos de maca de color negro, purpura, amarillo y rojo, fueron secados
tradicionalmente a campo abierto (combinacién de dafios mecéanicos, ciclos hielo-deshielo,
alta irradiacion, baja humedad relativa y temperaturas extremas) en la ciudad de Junin (4,128
msnm), el contenido de humedad se redujo de aproximadamente 63 a 13% al cabo de 63 dias
(Esparza et al., 2015), resultados similares a los obtenidos en éste estudio, que en promedio
disminuyd de 68.19 a 13.44% después de 90 dias.

4.3.2 Perfil cromatografico del p-sitosterol

En estudios realizados en esteroles de maca, Zheng et al. (2000), encontraron como
constituyentes menores en la fase lipidica (extracto en polvo) de 0.03 a 0.04% de esteroles
(Campesterol, estigmasterol y B-sitosterol). En la fraccion de esteroles de maca, se determino
[3-sitosterol (45.5%) como componente principal, seguido de campesterol (27.3%), ergosterol
(13.6), brasicasterol (9.1%) y A7,22-ergostadienol (4,5%) (Dini et al., 1994).

La Figura 14, muestra los perfiles cromatograficos de B-sitosterol (estdndar) y pB-sitosterol en
los hipocotilos de maca amarilla en las etapas de pre-cosecha, cosecha y secado post-cosecha,
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similar patron reportaron los ecotipos rojo y negro.

En los perfiles cromatograficos, el pico 1 corresponde a B-sitosterol, los picos (2) y (3) no
fueron identificados. Se han reportado en la fraccion lipidica de la maca los siguientes
esteroles, B-sitosterol, campesterol, ergosterol, brasicasterol, A’?2-ergostadienol vy
estigmasterol (Dini et al., 1994; Zheng et al., 2000; Wang et al., 2007), con esta informacion,
los picos (2) y (3), podrian corresponder a estigmasterol, debido a que el B-sitosterol es el
sustrato para su biosintesis, la relacién entre ambas es inversa (Benveniste, 2004),
campesterol o brasicasterol como componentes mayores después de B-sitosterol o tocoferoles
como el d-tocoferol, y-tocoferol y a-tocoferol, que también pueden ser detectados por el

método propuesto por Lépez et al. (2006).
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de p-sitosterol en los hipocdtilos de tres ecotipos de maca durante la

pre-cosecha

En la Tabla 11 se presentan los resultados de la evolucion del contenido de B-sitosterol en los
hipocétilos de maca amarilla, roja y negra durante la pre-cosecha. Con relacion a la
comparacion del contenido de B-sitosterol entre ecotipos, se observo que a 60 dias antes de la
cosecha hay diferencias significativas a p <0.05 entre los tres ecotipos, el mayor promedio
correspondio a la maca amarilla, 108.34 + 2.44 mg 100 g MS. 15 dias antes de la cosecha,
no se observo diferencias significativas a p >0.05 entre la maca amarilla y roja, pero si de

estas con respecto a la maca negra, el mayor promedio correspondié a la maca amarilla,
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104.29 + 2.35 mg 100 g MS. Al momento de la cosecha no se encontrd diferencias
significativas entre los tres ecotipos, correspondiendo el mayor promedio a la maca negra,
91.63 +1.17 mg 100 g* MS.

Considerando el contenido de B-sitosterol para cada ecotipo con respecto al tiempo pre-
cosecha, en la maca amarilla se observo diferencias significativas, entre los 60 (108.34 + 2.44
mg 100 g* MS, el mayor promedio) , 45, 30 y 15 dias pre-cosecha respecto a la cosecha, en la
maca roja se encontrd diferencias significativas, entre los 45, 30 (103.69+2.33 mg 100 g* MS,
el mayor promedio) y 15 dias pre-cosecha respecto a la cosecha, en la maca negra se
evidencio diferencias significativas, entre los 60, 30 y 15, pero no entre los 45 dias respecto a
la cosecha (91.63+1.17 mg 100 g* MS, el mayor promedio). Es probable que la biosintesis
propiamente dicha haya ocurrido mucho antes de los 60 dias pre-cosecha, periodo que no fue

evaluado en este estudio.

Tabla 11. Contenido de B-sitosterol en los hipocétilos de tres ecotipos de maca durante la
pre-cosecha en mg 100 gt MS.

Pre-cosecha (dias)
60 45 30 15 Cosecha

Amarilla  108.34+2.44P¢  101.19+1.72°?  93.52+2.108 104.29+2.35%%  88.31+1.994
Roja 91.39+2.06"°  101.81+2.29%°  103.69+2.33%¢ 99.75+5.318°  87.09+1.96"2

Negra 84.11+1.8952 90.87+2.04% 69.45+1.56" 67.47+1.52/ 91.63+1.17¢

Resultados promedio + SD (n=3).

Promedios dentro de una fila con diferentes letras superindice mayusculas son significativamente
diferentes (p <0.05) para un ecotipo de maca durante la pre-cosecha. Promedios dentro de una
columna con diferentes letras superindice minasculas son significativamente diferentes (p <0.05) entre
los tres ecotipos de maca en un determinado tiempo pre-cosecha.

Se ha demostrado que durante la etapa pre-cosecha, ocurre alta division celular con biosintesis
de B-sitosterol (Bouali et al., 2014) y los factores ambientales ejercen efectos considerables
sobre el contenido total de esteroles, se sabe que un estrés hidrico y temperatura alta provocan
un incremento (Roche et al., 2006). Los resultados indican que el color de los hipocétilos no
tiene ningin efecto sobre el contenido de P-sitosterol. Durante la pre-cosecha, en los
hipocdtilos de maca amarilla, el mayor contenido de B-sitosterol se obtuvo a 60 dias antes de
la cosecha (108.34+2.44 mg 100 g MS), en los hipocdtilos de maca roja 30 dias antes de la
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cosecha (101.81+2.29 mg 100 g MS) y los hipocétilos de maca negra en el momento de la
cosecha (91.63+1.17 mg 100 g** MS). Con la finalidad de contrastar con otros resultados y
siendo muy escasa la informacion en brasicaceas, se recurrid a estudios realizados en distintas
especies alimenticias. Durante la evolucion del proceso fisiologico de arvejas, en la etapa
embrionaria, la concentracion de esteroles totales fue de 419 pg g MF, disminuyendo a 73
ug g MF en su etapa mas madura, mientras que el p-sitosterol el principal esterol, tuvo un
contenido de 237 pug g* MF en la etapa embrionaria y su nivel se redujo a 47 pg g* MF en la
etapa mas madura; por lo tanto, las mayores concentraciones de esteroles se produjeron
durante la embriogénesis (Schrick et al., 2011). Las aceitunas con indices de madurez de 0.3,
1.3, 3.8 y 3.9 presentaron el siguiente contenido de esteroles totales, 723, 821, 1117 y 1188
mg kg?, respectivamente, de estos contenidos totales, porcentualmente A°-avenasterol
aumentd de 7.2 a 12.9, 18.6 y 18.2% a expensas de B-sitosterol que decrecio de 87.3 a 81.9,
75.9 y 76.6%, se sabe que A®-avenasterol es un precursor de la biosintesis de p-sitosterol y la
actividad enzimatica en las diferentes etapas de desarrollo del fruto podrian generar distinta
formacion de ambos esteroles (Fernandez-Cuesta et al., 2013). El contenido total de esteroles
en cuatro especies de brotes de bambu (Phyllostachys pubescens), oscilé de 112.4 a 279.6 mg
100 g* de MS y B-sitosterol de 89.9 a 233.0 mg 100 g* de MS, el estudio evaluo el efecto de
la época de cosecha sobre el contenido de B-sitosterol cosechadas en invierno (181.0 mg 100
gl de MS), primavera (233.0 mg 100 g* de MS) y verano (158.3 mg 100 g de MS),
demostrando que la temporada de cosecha afecta al contenido en esteroles (Lu et al., 2009).
Como puede observarse, el contenido de B-sitosterol en los hipocétilos de la maca pueden
variar en cada periodo de la pre-cosecha, incluso durante la cosecha, debido a su sensibilidad
frente a las condiciones ambientales y de estrés, ademas a su proceso de conversion en ésteres
de esteril-acil graso (SE), esteril-p-D-glucosidos (SG) y esteril-6-O-acil graso-f-D-glucdsidos
(ASG), estigmasterol y en el regulador de crecimiento, brasinoesteroides (Piironen et al.,
2000; Benveniste, 2004).

4.3.4 Contenido de p-sitosterol en los hipocétilos de tres ecotipos de maca durante el

secado post-cosecha

La Tabla 12, presenta los resultados del contenido de B-sitosterol en los hipocotilos de maca
amarilla, roja y negra durante el secado post-cosecha. Se observé una disminucién
significativa (p <0.05) en el contenido de [B-sitosterol para los tres ecotipos a medida que

evoluciona el proceso de secado, en los hipocétilos de maca amarilla, disminuyo de 88.31 +
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1.99 a 47.49 + 0.91 mg 100 g* MS, similar tendencia de comportamiento se observé en la
maca roja, donde el contenido de B-sitosterol descendié de 87.09 + 1.96 a 41.39 + 0.93 mg
100 g* MS y en la maca negra disminuy6 de 91.63 + 1.17 a 33.24 + 0.75 mg 100 g** MS. En
términos porcentuales hubo una reduccion significativa de p-sitosterol de 46.22, 52.47 y

63.72% para la maca amarilla, roja y negra, respectivamente.

Tabla 12. Contenido de B-sitosterol en los hipocdtilos de tres ecotipos de maca durante el
secado post-cosecha en mg 100 g™ MS.

Post-cosecha (dias)

Cosecha 15 30 60 90
Amarilla 88.31+1.99%%  67.80+1.53%®  47.13+1.06"2  54.50+1.235¢  47.49+0.91°°
Roja 87.09+1.96°®  79.56+1.79%  75.05+0.725¢  38.69+0.87%%  41.39+0.93"
Negra 91.63+1.17°%  43.30+0.97%2  50.65+1.14°  49.64+1.12°°  33.24+0.75"2

Resultados promedio + SD (n=3).

Promedios dentro de una fila con diferentes letras superindice mayusculas son significativamente diferentes (p
<0.05) para un ecotipo de maca durante el secado post-cosecha. Promedios dentro de una columna con diferentes
letras superindice minUsculas son significativamente diferentes (p <0.05) entre los tres ecotipos de maca en un
determinado tiempo de secado post-cosecha.

La pérdida de pB-sitosterol observada durante el secado post-cosecha podria deberse
principalmente a un fenémeno de autooxidacion y oxidacion enzimatica (Hovenkamp et al.,

2008), también es posible la conversion de este esterol a estigmasterol (Bouali et al., 2014).

Es muy escasa la informacion sobre el efecto del secado en los esteroles, mas ain en
condiciones naturales. En el secado de semillas de colza de los cultivares Californium, Elektra
y Livius por el método de “secado a temperaturas cercanas al medio ambiente ~30 °C” en una
capa de espesor inmovil de 2 m, la humedad se redujo de 16.2 a 7% en ~136 h y mediante aire
caliente a 60 °C en ~36-42 min, en el primer tipo de secado, el contenido de B-sitosterol en los
tres cultivares disminuyd de 2156 + 105 a 1893 + 116 (12.20%), de 1997 + 104 a 1889 + 88
(5.41%) y de 2194 + 134 a 1896 + 124 (13.58%) ug g* MS, respectivamente, mientras que en
el segundo tipo de secado, B-sitosterol disminuyd, de 2156 + 105 a 1638 + 105 (24.03%), de
1997 + 104 a 1383 + 114 (30.75%) y de 2194 + 134 a 1947 + 124 (11.26%) pg g* MS,

respectivamente, después de 6 meses de almacenamiento a una temperatura de 10 + 2 °C, las
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semillas de colza secadas cerca del medio ambiente redujeron su contenido de B-sitosterol en
2 a 7% méas y las secadas por aire caliente en 5 a 9% mas, se considera que el secado
disminuye su resistencia mecanica, haciéndola mas susceptible a dafios bioquimicos y a la

formacion de derivados oxidados de esteroles (Gawrysiak-Witulska y Rudzinska, 2012).

Recurriendo a estudios realizados en productos comerciales y solo con el fin de explicar el
fendmeno bioquimico de una reduccidon de fitoesteroles, en la margarina almacenada a 4 °C y
20 °C, al cabo de 18 semanas, el contenido de B-sitosterol en mg g, disminuyé de 3.62 +
0.26 a 2.95 + 0.22 y de 3.62 + 0.26 a 2.23 + 0.20 respectivamente; asimismo en esta
margarina después de 6 semanas de almacenamiento a 4 °C y 20 °C, los dxidos en pg g2, se
incrementaron de 255 a 354 y de 255 a 734 respectivamente, la degradacion oxidativa de los
esteroles, sigue un mecanismo similar a la oxidacién de los acidos grasos, los radicales libres

inician o estimulan dicha oxidacion (Rudzinska et al, 2014).

De los resultados del secado post-cosecha en condiciones tradicionales, se desprende que
deben plantearse nuevas alternativas de manejo post-cosecha y la posibilidad de utilizar los
hipocoétilos frescos como materia prima en la industria para preservar y aprovechar mejor el 8-

sitosterol.

4.4 Conclusiones

Los resultados eviencian que en el transcurso de la pre-cosecha a la cosecha, los hipocétilos
de maca incrementaron su contenido de B-sitosterol a distintos tiempos, la maca amarilla y
roja alcanzaron su mayor valor a los 60 y 30 dias de la pre-cosecha, respectivamente y la
maca negra al momento de la cosecha. Durante la cosecha no se encontraron diferencias
significativas en el contenido de B-sitosterol entre los tres ecotipos de maca. Durante el
secado post-cosecha, en los hipocétilos de maca amarilla, roja y negra el contenido de B-
sitosterol disminuy6 en 46.22, 52.47 y 63.72%, respectivamente; por lo tanto, las condiciones
técnicas del secado tradicional deben replantearse para preservar el contenido de B-sitosterol.
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V. CAPITULOYV
Conclusiones y Recomendaciones Generales

5.1  Conclusiones generales

La maca es una fuente importante de glucosinolatos aromaticos, principalmente de
glucotropaeolin. En los ecotipos amarillo, rojo y negro, se identificaron seis glucosinolatos: 5-
metilsulfinilpentil, 4-hidroxibencil, bencil, 3-metoxibencil, 4-hidroxi-3-indolilmetil y 4-
metoxi-3-indolilmetil glucosinolato. El perfil y el contenido de glucosinolatos en los tres
ecotipos analizados fueron similares. Durante la pre-cosecha estos se incrementaron gradual y
significativamente. Desde la cosecha a 15 dias del secado post-cosecha en condiciones
ambientales, se observd un incremento importante de glucosinolatos totales y aromaticos,
después de los 45 dias al final del proceso, las pérdidas de 20% a 50% de glucosinolatos

totales fueron correlacionadas con la disminucion de la actividad de mirosinasa.

Se estima que los hipocotilos de maca fresca son una fuente importante de compuestos
fendlicos totales y capacidad antioxidante ABTS*", durante la cosecha el ecotipo rojo supera a
los ecotipos amarillo y negro. En los tres ecotipos fueron identificados (HPLC-PDA) 11
compuestos fendlicos semejantes pero en concentraciones distintas, seis derivados del
flavanol (flavan-3-ol), cuatro derivados del &cido benzoico y un derivado del acido o-
cumarico. Durante la pre-cosecha, los compuestos fenolicos presentaron tendencias de
incremento y disminucion, relacionado a fendmenos complejos de su biosintesis y
degradacion. El secado post-cosecha en condiciones tradicionales en la maca amarilla, roja y
negra generd una pérdida significativa del 89.90%, 82.49% y 66.31%, respectivamente.

En el transcurso de la pre-cosecha a la cosecha, los hipoc6tilos de maca incrementaron su
contenido de B-sitosterol a distintos tiempos, la maca amarilla y roja durante la pre-cosecha y
la maca negra al momento de la cosecha. Durante la cosecha no se encontro diferencias
significativas en el contenido de B-sitosterol entre los tres ecotipos de maca. Durante el
secado post-cosecha, en los hipocotilos de maca amarilla, roja y negra el contenido de B-
sitosterol disminuyo en 46.22, 52.47 y 63.72% respectivamente.
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5.2  Recomendaciones generales

El secado tradicional de la maca debe replantearse debido a las pérdidas significativas de
glucosinolatos, compuestos fendlicos y B-sitosterol y proponer nuevas técnicas de tratamiento
tecnoldgico para obtener productos con un mayor valor agregado de componentes bioactivos.
Se sugiere un secado post-cosecha en condiciones ambientales durante 15 dias, seguido de un
escaldado para inactivar enzimas y un secado por lecho fluidizado. Realizar trabajos de
investigacion de otros bioactivos como antocianinas, carotenoides, esteroles, tocoferoles,

alcaloides en los ecotipos de maca y evaluar su actividad bioldgica in vivo.
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ANEXOS

Todos los resultados se procesaron mediante un analisis de varianza de un factor. Se presenta
los resultados de la prueba de Duncan aplicados a los tres ecotipos al momento de la cosecha
y como referencia la prueba de Duncan durante las tapas de pre-cosecha, cosecha y secado
post-cosecha para la maca amarilla. Los resultados de la maca roja y negra siguen el mismo

procedimiento.

ANEXO 1. Prueba de Duncan del contenido de glucosinolatos totales, glucotropaeolin
durante la pre-cosecha, cosecha y secado post-cosecha

1.1.  Prueba de Duncan del contenido de glucosinolatos totales durante la pre-cosecha

Subconjunto para alfa = 0.05
1 2 3 4

Dias de pre-cosecha

90 11.28

45 20.67

30 22.10

15 30.73

Wwlwlwlw| Z

Cosecha 36.16

Sig. 1.00 0.36 1.00 1.00

1.2.  Prueba de Duncan del contenido de glucotropaeolin durante la pre-cosecha

, Subconjunto para alfa = 0.05

Dias de pre-cosecha N
1 2 3

90 3 |854
45 3 17.51
30 3 17.86
15 3 25.05
Cosecha 3 29.05
Sig. 1.00 1.00 0.09
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1.3.  Prueba de Duncan del contenido de glucosinolatos totales al momento de la cosecha

Cosecha N Subconjunto para alfa = 0.05
1

Negro 3 [31.43

Rojo 3 [34.85

Amarillo 3 [36.16

Sig. 0.08

1.4.  Prueba de Duncan del contenido de glucotropaeolin al momento de la cosecha

Subconjunto para alfa = 0.05

Cosecha N 1
Negro 3 [25.2

Rojo 3 |28.4

Amarillo 3 (291

Sig. 0.08

1.5.  Prueba de Duncan del contenido de glucosinolatos totales durante el secado post-

cosecha

Dias de secado post- Subconjunto para alfa = 0.05
N

cosecha 1 2 3 4
90 3 2255
75 3 |23.66
60 3 ]27.63
45 3 129.89 29.89
Cosecha 3 36.16 36.16
30 3 44.61 44.61
15 3 45.66
Sig. 0.10 0.18 0.05 1.00

1.6.  Prueba de Duncan del contenido de glucotropaeolin durante el secado post-cosecha

Dias de secado post-

Subconjunto para alfa = 0.05

cosecha N 1 2 3
75 3 18.07

90 3 18.37

60 3 22.18

45 3 24.65 24.65

Cosecha 3 29.05

15 3 35.90

30 3 37.93
Sig. 0.05 0.24 0.87
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ANEXO 2.

cosecha, cosecha y secado post-cosecha

2.1.

Prueba de Duncan de la actividad de la enzima mirosinasa durante la pre-

Prueba de Duncan de la actividad de la enzima mirosinasa durante la pre-cosecha

Dias de pre-cosecha

Subconjunto para alfa = 0.05

N 1 >
90 3 [622.36
15 3 [647.44
45 3 [659.56
Cosecha 3 837,94
Sig. 0.07 1
2.2. Prueba de Duncan de la actividad de la enzima mirosinasa en el momento de la
cosecha
Cosecha N Subcolnjunto para alfa :2 0.05
Negra 3 169259
Amarilla 3 837.94
Roja 3 854.20
Sig. 1 0.18
2.3.

cosecha

Prueba de Duncan de la actividad de la enzima mirosinasa durante el secado post-

Dias de secado

Subconjunto para alfa = 0.05

post-cosecha N 1 2 3 4
90 3 [199.94

60 3 390.25

30 3 686.27

Cosecha 3 837.94
Sig. 1 1 1 1
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ANEXO 3.

Prueba de Duncan del contenido de compuestos fendlicos totales, capacidad
antioxidante ABTS®", correlacion de Pearson contenido de compuestos
fenolicos totales HPLC-PDA durante la pre-cosecha, cosecha y secado post-

cosecha.

3.1.  Prueba de Duncan del contenido de compuestos fenolicos totales al momento de la

cosecha
Cosecha N Subconjunto para alfa = 0.05
1 2 3
Negro 3 171.69
Amarillo 3 193.85
Rojo 3 225.05
Sig. 1.00 1.00 1.00

3.2.  Prueba de Duncan de la capacidad antioxidante ABTS*" al momento de la cosecha

Cosecha N Subconjunto para alfa = 0.05

1 2 3
Negro 3 2348
Amarillo 3 25.25
Rojo 3 25.84
Sig. 1.00 1.00 1.00
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3.3.  Prueba de Duncan del contenido de compuestos fendlicos totales durante la pre-

cosecha, cosecha y secado post-cosecha

Etapas N Subconjunto para alfa = 0.05

Pre- 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
cosecha

90 151.76

45 152.19

30 157.49

15 167.17

WiWwwiwlw

Cosecha 193.85

Secado
post-
cosecha

15 212.10

30 215.04

45 224.02

60 237.64

75 301.33

WWiWwiw w|w

90 349.34

Sig. 0.76 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00

3.4. Prueba de Duncan de la capacidad antioxidante ABTS®*" durante la pre-cosecha, cosecha

y secado post- cosecha

Etapas N Subconjunto para alfa = 0.05

Pre-cosecha 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
90 16.58
45

30

15

cosecha
Secado post-
cosecha

15

30

45

60

75

90 42.84
Sig. 1.00 | 0.39 | 1.00 | 1.00 | 1.00 | 1.00 | 1.00 | 1.00 | 1.00 | 1.00

19.71
19.84

23.81

WWwwlw

25.25

27.26

29.44

32.37

34.76

36.91

WWwWwlw|w
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3.5. Prueba de Duncan del contenido de compuestos fendlicos totales HPLC-PDA durante la
pre-cosecha, cosecha y secado post-cosecha

N Subconjunto para alfa = 0.05
Etapas 1 2 3 4 5
90 dias post- 3 | 1134
cosecha
60 dias post- 3 32.14
cosecha
30 dias post- 3 95.56
cosecha
45 dias pre- 3 108.06
cosecha
30 dias pre- 3 108.25
cosecha
Cosecha 3 112.32
90 dias pre- 3 142.82
cosecha
Sig. 1.00 1.00 1.00 0.08 1.00

3.6. Prueba de Duncan del coeficiente de correlacién de Pearson entre el contenido de

compuestos fendlicos totales y capacidad antioxidante ABTS®** en maca amarilla

Factores Correlacion ANTIOXIDANTES FENOLES
Correlacion de Pearson 1 0.959™
ANTIOXIDANTES Sig. (bilateral) 0.000
N 33 33
Correlacion de Pearson 0.959™ 1
FENOLES Sig. (bilateral) 0.000
N 33 33

**_La correlacion es significativa al nivel 0,01 (bilateral).
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3.7.  Prueba de Duncan del coeficiente de correlacién de Pearson entre el contenido de

compuestos fendlicos totales y capacidad antioxidante ABTS®* en maca roja

Factores Correlacion ANTIOXIDANTES | FENOLES
Correlacion de Pearson 1 975"
ANTIOXIDANTES  [Sig. (bilateral) 0.000
N 33 33
Correlacion de Pearson 0.975™ 1
FENOLES Sig. (bilateral) 0.000
N 33 33

**_La correlacion es significativa al nivel 0,01 (bilateral).

3.8. Prueba de Duncan del coeficiente de correlacion de Pearson entre el contenido de

compuestos fendlicos totales y capacidad antioxidante ABTS®** en maca negra

Factores Correlacion ANTIOXIDANTES | FENOLES
Correlacion de Pearson 1 0.949™
ANTIOXIDANTES  [Sig. (bilateral) 0.000
N 33 33
Correlacion de Pearson 0.949™ 1
FENOLES Sig. (bilateral) 0.000
N 33 33

**_La correlacion es significativa al nivel 0,01 (bilateral).
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ANEXO 4. Prueba de Duncan del contenido de B-sitosterol durante la pre-cosecha, cosecha

y secado post-cosecha

4.1.  Prueba de Duncan del contenido de B-sitosterol al momento de la cosecha

Cosecha N | Subconjunto para alfa = 0.05
1

Rojo 3 87.09

Amarillo 3 1[88.31

Negro 3 91.63

Sig. 0.08

4.2.  Prueba de Duncan del contenido de B-sitosterol durante la pre-cosecha y post-cosecha

N Subconjunto para alfa = 0.05

Etapa 1 2 3 4 5 6 7
30 dias post-cosecha 47.13
90 dias post-cosecha 47.49
60 dias post-cosecha
15 dias post-cosecha
Cosecha

30 dias pre-cosecha
45 dias pre-cosecha
15 dias pre-cosecha
60 dias pre-cosecha 108.34
Sig. 0.85 | 1.00 | 1.00 | 1.00 | 1.00 0.12 1.00

54.59

67.80

88.31

93.52

101.19
104.29

WW MWW W W wiwiw
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