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RESUMEN

Se caracterizaron y cuantificaron compuestos fenodlicos presentes en los tejidos internos (cortex+cilindro
vascular) y externos (rizodermisttejidos anexos) de raices de ahipa. Los extractos se obtuvieron con
metanol:HCl 1% y se analizaron espectrofotométricamente (pico maximo de absorbancia: 520nm). Se
cuantificaron antocianinas totales mediante el método del pH-diferencial. Los extractos se purificaron y
analizaron mediante HPLC-DAD. Se determind la actividad antioxidante (AA) por los métodos ABTS*" y
FRAP y se cuantificaron fenoles, flavonoides y taninos. La concentracion de antocianinas en los tejidos
externos supero 8,7 veces la de los internos. El andlisis cromatografico mostré un perfil similar en ambos
sectores, observandose al menos 5 tipos de antocianinas diferentes. La AA de la rizodermis+tejidos anexos
superd 20 y 24 veces a la del cortex+cilindro vascular (ABTS®*" y FRAP, respectivamente). Los tejidos
externos presentaron concentraciones superiores de fenoles (2228,2+26,3mg acido galico/kg), flavonoides
(2979,0+£202,7mg catequina/kg) y taninos (3582,8+£59,6mg 4cido tdnico/kg). En los tejidos internos, la
concentracion de dichos componentes fue 359+5,5mg acido galico/kg, 605,1421,9mg catequina’kg y
313,8420,5mg acido tanico/kg, respectivamente. Asi, las raices de ahipa constituirian una fuente de
compuestos bioactivos, con moderada actividad antioxidante en los tejidos internos. La elevada
concentracion de antocianinas en la rizodermis posibilitaria aprovechar este material de desecho para la
obtencion de pigmentos naturales.

Palabras Clave: cultivos no tradicionales; reutilizacion de residuos; compuestos fenolicos; componentes
bioactivos

ABSTRACT

Phenolic compounds present in the internal (cortex+vascular cylinder) and external (rhizodermis+ annexes
tissues) tissues of ahipa roots were characterized and quantified. The extracts were obtained with methanol:
HCI 1% and analyzed spectrophotometrically (absorbance peak: 520nm). Total anthocyanins were quantified
by the pH-differential method. The extracts were purified and analyzed by HPLC-DAD. Antioxidant activity
(AA) was determined by the ABTS®*" and FRAP methods. Total phenols, flavonoids and tannins were
quantified spectrophotometrically. The concentration of anthocyanins in the outer tissues exceeded 8.7 times
the internal one. Chromatographic analysis showed a similar profile in both sectors, showing at least 5
different types of anthocyanins. The AA of rhizodermis+annexes tissues exceeded 20 and 24 times the one of
the cortex+vascular cylinder (ABTS*" and FRAP, respectively). External tissues had higher concentrations
of phenols (2228.2+26,3 mg gallic acid/kg), flavonoids (2979.0+202,7 mg catechin/kg) and tannins
(3582.8+£59.6 mg tannic acid/kg). In the internal tissues, the level of these components was 359+5.5 mg
gallic acid / kg, 605.1+21.9 mg catechin/kg and 313.8+20.5 mg tannic acid/kg, respectively. Thus, the roots
of ahipa constitute a source of bioactive compounds, with moderate antioxidant activity in the internal
tissues. The high concentration of anthocyanins in the rhizodermis makes possible to take advantage of this
waste material for the production of natural pigments.
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INTRODUCCION

En la industria de los alimentos son comtinmente usados diversos colorantes sintéticos. El interés por los
pigmentos naturales se ha incrementado marcadamente debido a que los consumidores estan cada vez mas
preocupados por los potenciales efectos colaterales de los aditivos artificiales (Aguilera et al. 2016).

Las antocianinas extraidas de tejidos vegetales pueden ser sustitutos adecuados para los colorantes sintéticos
debido a sus colores atractivos, brillantes, su solubilidad en agua y la ausencia de efectos adversos para la
salud (Sang et al. 2017). Se trata de un grupo de metabolitos fenolicos ampliamente distribuidos en frutas y
hortalizas, responsables de variados colores tales como rojo, azul, violeta, incluso ligeramente anaranjados.
En los ultimos afios se ha investigado profusamente sobre las antocianinas, debido a que muestran un amplio
rango de propiedades beneficiosas para la salud tales como actividad antioxidante, capacidad
cardioprotectora, efecto anti-inflamatorio, y actividad anticarcinégena especialmente a nivel del colon, por
las modificaciones que pueden provocar en la composicion de la microbiota intestinal (Wang et al. 2017).

En la actualidad, varios estudios se han enfocado en el hallazgo de nuevas fuentes vegetales con alto
contenido de antocianinas. Cultivos indigenas sub-utilizados, muchas veces poco explorados, frutas y
hortalizas ricas en estos compuestos, atraen el interés sustancial de la industria alimentaria y farmacéutica,
como alternativas naturales a los colorantes artificiales y por sus propiedades terapéuticas (Swer et al. 2016).

Las especies del género Pachyrhizus (familia Leguminosas), nativas de América Central y del Sur, producen
raices tuberosas que se caracterizan por la acumulaciéon de almidén, junto con una relativamente alta
cantidad de proteinas. Las principales especies cultivadas son: P. tuberosus, P. erosus y P. ahipa. Esta Gltima
especie, comunmente conocida como ahipa o Andean yam bean, procede de los Andes bolivianos y el norte
de Argentina (Doporto et al. 2010). La raiz se consume casi exclusivamente cruda, como las frutas, o incluso
cocida. Su piel se desprende facilmente (Milanez y Moraes-Dallaqua 2003) y acumula en algunos casos
pigmentos antocianicos, que pueden también encontrarse presentes en la parte interior, carnosa, de la raiz.

El objetivo del presente trabajo fue extraer, caracterizar y cuantificar compuestos fenolicos presentes en los
tejidos internos (cortex+cilindro vascular) y externos (rizodermis y tejidos anexos) de raices de ahipa, a fin
de evaluar su potencial como fuente de compuestos bioactivos antioxidantes y pigmentos naturales de uso
alimentario.

MATERIALES Y METODOS

Material vegetal

Se trabajo con raices de Pachyrhizus ahipa cultivadas en la EEA Montecarlo del INTA (Misiones,
Argentina). Las mismas se cosecharon en el mes de abril de 2016. Una vez recibidas en el laboratorio
(CIDCA-La Plata), las raices se lavaron, se desinfectaron por inmersion en una solucion de NaOCI (200
ppm, 10 minutos) y se secaron a temperatura ambiente. Las raices se pelaron, separando manualmente los
tejidos externos (rizodermis y tejidos anexos) de los tejidos internos (cortex + cilindro vascular). Estos
ultimos se cortaron en rodajas. Todas las muestras fueron conservadas a -20°C hasta su analisis.
Caracterizacion y cuantificacion de antocianinas

La extraccion de antocianinas, a partir de muestras congeladas en N> liquido y molidas en un molinillo hasta
la obtencion de polvos finos, exactamente pesadas, se llevdo a cabo empleando metanol:HCl 1%. Los
extractos se analizaron en un espectrofotometro UV-Vis (Shimadzu AA-6650, Japon), obteniéndose el pico
maximo de absorbancia a 520 nm.

Posteriormente, el contenido de antocianinas totales se cuantifico mediante el método del pH-diferencial
(Giusti y Wrolstad 2001). Dicho método se basa en la absorbancia diferencial de los compuestos a pH 4,5 y
1. En el primer caso (pH 4,5), se tomo una alicuota del extracto metandlico de los tejidos y se agreg6 buffer
NaCH3;COO 0,4M pH 4,5 (50:50); en el segundo caso (pH 1), a una alicuota del extracto se le agregd buffer
KC10,025M pH 1 (50:50). Para el extracto obtenido a partir de los tejidos externos (rizodermis) la relacion
fue 20:80 para ambos pH. Se dejo reposar 15 min y se midi6 la absorbancia a 520 nm (longitud de maxima
absorbancia) y a 700 nm. La cuantificacion de antocianinas se realizo a partir de la siguiente expresion: A =
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(Amax — A700nm)pH 1 = (Amax — A7000m)pH 4,5, donde Amax ¥ Azoonm SON los valores de absorbancia a 520 y 700 nm
respectivamente, a cada uno de los valores de pH analizados: pH=1 y pH=4,5.

Para la caracterizacion de los pigmentos, los extractos metandlicos se concentraron en rotavapor y se
reconstituyeron en agua. A continuacion se purificaron mediante separacion en fase solida empleando una
columna Strata C18-E (Phenomenex, Torrance, CA, USA) previamente equilibrada con dos volimenes de
agua y metanol. Las antocianinas retenidas en la columna se eluyeron finalmente con metanol:HCI. Los
extractos purificados se filtraron en membrana de nylon (0,45 Tm) y se analizaron mediante HPLC-DAD
(Waters Model 6000A LC, Milford, MA., EE.UU.). Para ello se emple6 una columna Symmetry C18
(Waters) de 150 x 3,9 mm y una fase movil compuesta por 5% acido férmico (A) y metanol (B). El gradiente
de elucién fue: 0-2 min: 5% B; 2-10 min: 5-20% B; 10-15 min: 20% B; 15-30 min: 20-30% B; 30-35 min:
30% B; 35-45 min: 5%. El caudal de fase movil se mantuvo en 0,5 mL/min, el volumen inyectado fue 10 pL
y la deteccion se realizé a 520 nm (Wu et al. 2004).

Analisis de la actividad antioxidante (AA) y cuantificacion de fenoles totales, taninos y flavonoides
totales

Para la preparacion de los extractos, las muestras congeladas en N> liquido fueron molidas en molinillo. Del
polvo resultante se pesaron exactamente 1 g (rizodermis) y 4 g (tejidos internos) que fueron extraidos con 4
ml de acetona:agua 70% durante 30 min y en agitacion constante. Posteriormente se centrifugé a 12000xg
(10 min a 4°C).

La determinacion de compuestos fendlicos totales se llevd a cabo segin Singleton et al. (1999). A una
alicuota de 350 pl de extracto se le agregaron 50 pl de una dilucién 1:1 del reactivo Folin-Ciocalteu y 1000
ul de H,O destilada. Luego de 3 min de reaccion se afiadioé 100 pl de Na>,COs 20% (p/v) y se llevo a volumen
final de 2,5 ml con H,O destilada. Posteriormente la mezcla de reaccion se incubd a 20°C en oscuridad
durante 90 min. Se midi6 la absorbancia a 760 nm y el contenido de compuestos fendlicos totales se
cuantificé empleando acido galico como estandar. Los resultados se expresaron como mg /kg.

La determinacién de taninos totales se realizo de acuerdo a Makkar et al. (2007). Una alicuota de 1000 pl de
los extractos se hizo reaccionar con 1000 pl H>O destilada y 100 mg de polivinilpolipirrolidona (PVPP). Se
agitd e incubd a 4°C durante 15 min y posteriormente se centrifugdé a 12.000 rpm durante 10 min. Los
extractos pre-tratados se hicieron reaccionar con el reactivo de Folin-Ciocalteu tal como se describio
anteriormente para la cuantificacion de fenoles totales, a fin de obtener la fraccion correspondiente a Fenoles
No Taninos. El contenido de taninos se determiné por diferencia (Taninos = Fenoles Totales — Fenoles No
Taninos) empleando acido tanico como estandar. Los resultados se expresaron en mg/kg.

El contenido de flavonoides totales se determind segun Shin et al. (2007). A una alicuota de 800 pl de
extracto se le afiadié 200 pl H,O destilada y 75 pl NaNO» al 5% (p/v). Se agitoé e incubd 5 min a 25°C.
Luego se agrego 75 pl AlCl; al 10 % (p/v), se agitd e incubd 6 min a 25°C. Finalmente se agregd 500 ul de
NaOH 1M vy se llevo a volumen final de 2500 ul con H,O destilada. La absorbancia de la solucion fue
medida luego de 30 min a 510 nm. EI contenido de flavonoides totales se calcul6 empleando catequina como
estandar. Los resultados se expresaron en mg/kg.

La determinacion de la actividad antioxidante se llevd a cabo a partir de la inactivacion del radical ABTS®*
(Re et al. 1999). Para ello se colocaron 10 pl del extracto acetonico y se afiadio 1 ml de solucion ABTS®*
(absorbancia 0,700+0,02 a 734 nm). Se incub6 durante 6 min a temperatura ambiente y la caida de la
absorbancia se midio espectrofotométricamente a 734 nm. Se empled Trolox como antioxidante estandar y
los resultados se expresaron como Actividad Antioxidante Equivalente a Trolox (TEAC) en mg/kg.

Se midi6 asimismo la actividad antioxidante por el método FRAP basado en la capacidad de una muestra de
reducir el cation Fe**, seglin Benzie y Strain (1996). A 100 (/1 de extracto se le afiadieron 900 ul de una
solucion buffer acido acético-acetato de sodio (pH 3,6) en presencia de tripiridil triazina férrica (TPTZ) y
FeCls. La mezcla de reaccion se incubo durante 7 min y se determind la absorbancia a 593 nm. Se emple6
Trolox como antioxidante estandar y los resultados se expresaron en mg/kg.

Analisis estadistico
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En todos los casos, las determinaciones fueron realizadas al menos por triplicado. Los datos se sometieron al
analisis de varianza (ANOVA) correspondiente con un nivel de significacion p<0,05. Las medias se
compararon con el test de la diferencia minima significativa (DMS) (p<0,05).

Para el analisis se utilizo el programa Infostat version 2012 (Grupo InfoStat, Facultad de Ciencias Agrarias,
Universidad Nacional de Cordoba, Argentina).

RESULTADOS Y DISCUSION

La concentracion de antocianinas en los tejidos externos superd 8,7 veces la cuantificada en los tejidos
internos (1630,7+49,7 y 186,9+1,2 mg/kg, respectivamente). En la Figura 1 puede apreciarse la mayor
pigmentacion en la zona exterior respecto a la interior de las raices, principalmente en la cara interna de lo
que comunmente se denomina “céscara’.

El analisis cromatografico de los extractos purificados mostré un perfil similar en ambas zonas del tejido,
observandose cinco picos bien resueltos, por lo que las raices de ahipa contienen una mezcla de al menos 5
tipos de antocianinas diferentes (Figura 2). Por lo comun, ciertos o6rganos y tejidos vegetales contienen
mezclas mas o menos complejas de diferentes pigmentos, y este tipo de distribucion se verifica también para
las antocianinas.

Por ejemplo, y como ha sido reportado previamente, las antocianinas de los frutos de berenjena (Solanum
melongena L.) presentan un perfil cromatografico compuesto por cuatro picos bien diferenciados
correspondientes a las cuatro delfinidinas presentes, correspondiendo el pico mas retenido al compuesto
mayoritario: delfinidin 3-rutindsido (Zaro et al. 2014). En la figura 2 se observa que en ahipa existen cuatro
antocianinas prevalentes (correspondientes a los picos designados como A, B, C y E), cuyos tiempos de
retencion fueron de 19,80; 25,45; 28,53 y 33,95 min, respectivamente. Estos valores se encuentran
comprendidos en el rango de tr que abarcan las antocianinas de berenjena (16,75 — 36,61 min), bajo las
mismas condiciones de corrida.

Figura 1. A) Raices enteras, con su rizodermis (“cascara”) (izquierda) y peladas (derecha); B) rizodermis y
tejidos anexos (“cascara”) (cara externa a la izquierda e interna a la derecha; C) Corte transversal de las
raices peladas (cortex+cilindro vascular).

Wu y Prior (2005), quienes han estudiado el perfil de antocianinas provenientes de diferentes fuentes,
observaron que las delfinidinas de berenjena aparecen a valores de tz entre 13,5 y 24,7 min en las
condiciones de corrida empleadas. En dicho trabajo, de todas las fuentes vegetales estudiadas, solo las
delfinidinas, junto con la petunidina 3,5-diglucosido, son las antocianinas que aparecen a tg inferiores a 24,6
min. Bajo las mismas condiciones, en el presente trabajo se observo que las principales antocianinas de ahipa
aparecen a valores de tr menores que el correspondiente al pico mas retenido de berenjena.
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Figura 2. Cromatograma obtenido para las antocianinas de ahipa. Las letras A-F identifican los diferentes
picos observados en la corrida.

Con respecto a antocianinas presentes en raices, Kammerer et al. (2004) informaron que el contenido de
antocianinas totales en los extractos obtenidos a partir de 15 cultivares de zanahoria negra (Daucus carota
ssp. sativus var. atrorubens Alef.) se encontro en el rango de 45,4 mg/kg a 17,4 g/kg de materia seca.

Por otra parte, Terahara et al. (1999) han sefialado que ocho antocianinas aciladas fueron aisladas a partir de
las raices tuberosas de batatas purpuras o violetas ([pomoea batatas cultivar Yamagawamurasaki), que
constituyen una fuente de colorantes alimentarios. Seis de estos compuestos fueron identificados como
antocianinas diaciladas, en las que cada sustituyente acilo fue un residuo p-hidroxibenzoilo, (E) cafeilo o (E)
ferulilo, determinado principalmente mediante analisis NMR.

Se encuentra descripto que los residuos de azucar de las antocianinas pueden estar acilados con acidos
organicos. Los agentes acilantes comunes incluyen a los acidos cinamicos, tales como cafeico, p-cumarico,
fertlico y sinapico (Bakowska-Barczak 2005). Aparecen también ciertos acidos alifaticos tales como el
acético, malico, maldnico, oxalico y succinico. Los acidos cindmicos pueden ellos mismos portar azlicares
glicosidicos. La acilaciéon aromaética y alifatica puede ocurrir en una misma molécula, formando una
estructura poliacilada.

De acuerdo con Bakowska-Barczak (2005), el hallazgo de que los pigmentos antocianicos que contienen
sustituyentes acilos son marcadamente estables abre nuevas oportunidades para los procesadores de
alimentos. Las antocianinas aciladas estan presentes en grandes cantidades en hortalizas tales como repollo
colorado, zanahoria negra, rabano rojo, papas rojas, maiz rojo, entre otros. Estos pigmentos presentan una
baja sensibilidad a los cambios de pH y una mayor estabilidad al calor y la luz. Por esta razon, las
antocianinas aciladas resultarian adecuadas para incorporarse en la formulacion de alimentos con bajo pH,
como también en productos neutros y ligeramente alcalinos (como por ejemplo productos lacteos, polvos y
postres listos para consumir).

Las determinaciones llevadas a cabo para este trabajo se complementaran con andlisis orientados a la
caracterizacion estructural detallada de los compuestos presentes, a través de espectrometria infrarroja por
transformadas de Fourier (FTIR) y analisis mediante HPLC-MS.

En cuanto a la cuantificacion espectrofotométrica de los compuestos fenolicos totales, flavonoides y taninos,
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los resultados se muestran en la Tabla 1.
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Tabla 1. Contenido de fenoles, flavonoides totales y taninos en raices de ahipa

Parte de la raiz analizada | Fenoles totales Flavonoides totales Taninos
(mg de acido galico/kg) | (mg de catequina/kg) (mg de acido tanico/kg)
Rizodermis y tejidos | 2228,2+26,3 2 2979,0+202,7 2 3582,8+£59,6 ¢
anexos (“cascara”
Cortex y cilindro vascular | 359+5,5° 605,1+21,9° 313,8+20,5°

Los valores informados corresponden a las medias = la desviacion estandar. Letras diferentes en una misma
columna indican diferencias significativas (p<0,05).

La evaluacion del contenido de compuestos fenolicos resulta sumamente relevante, ya que se ha mencionado
que contribuyen directamente a la accion antioxidante de los productos de origen vegetal (Duh et al. 1999).
Huang et al. (2004) han indicado que los compuestos polifendlicos tienen efectos inhibidores sobre la
mutagénesis y carcinogénesis en los seres humanos, cuando se lleva a cabo una ingesta de hasta 1,0 g todos
los dias a partir de una dieta rica en frutas y hortalizas (Tanaka et al. 1998). Las actividades antioxidantes
observadas se pueden atribuir a los diferentes mecanismos ejercidos por los diversos compuestos fenolicos y
a los efectos sinérgicos desarrollados.

Segun Huang et al. (2004) los compuestos flavonoides totales de diferentes fracciones extraidas a partir de
plantas de batata, expresados como pmoles equivalentes de catequina por gramo de peso seco, se presentaron
en mayor concentracion en los extractos acuosos obtenidos de las hojas. Los extractos obtenidos en ese caso
a partir de los 6rganos subterraneos presentaron una concentracion de flavonoides totales 14 veces mas baja.
Las plantas de ahipa se caracterizan por presentar en la parte aérea compuestos fendlicos del tipo de los
isoflavonoides, especificamente rotenona, que le confieren toxicidad a los tejidos (Catteau et al. 2013). En
cuanto a sus mecanismos de accion, la toxicidad aguda de la rotenona en insectos esta relacionada con su
capacidad para bloquear el complejo oxido-reductasa NADH-ubiquinona y para inhibir las cadenas
respiratorias mitocondriales. En los mamiferos se ha comprobado que la rotenona causa dafio oxidativo a
nivel celular y pérdida neuronal dopaminérgica implicada en la fisiopatologia de la enfermedad de Parkinson
(Lauti¢ et al. 2012). Por este motivo, y con los materiales genéticos disponibles, resulta limitado el
aprovechamiento de los 6rganos superiores de las plantas de ahipa, mientras que sus raices constituyen la
Unica parte comestible.

Los valores hallados en la cuantificacion de la actividad antioxidante (AA) de los distintos componentes de
las raices, se muestran en la Tabla 2.

Tabla 2. Actividad antioxidante (AA) de raices de ahipa

Parte de la raiz analizada | AA (mg Trolox equivalentes /kg)

ABTS*" FRAP
Rizodermis y tejidos | 6.278,0+£175,6* 10.856,3+425,7 *
anexos (“cascara”
Cortex y  cilindro | 309,3+40,1° 4392+13,5°
vascular

Los valores informados corresponden a las medias + la desviacion estandar. Letras diferentes en una misma
columna indican diferencias significativas (p<0,05).

De los valores indicados en la Tabla 2, puede observarse que la AA de la rizodermis y tejidos anexos superd
en 20 y 24 veces a la del cortex+cilindro vascular, segtn los ensayos ABTS®" y FRAP, respectivamente.
Para la extraccion a partir de los tejidos vegetales de compuestos antioxidantes de caracter hidrofilico se han
utilizado distintos solventes, tales como metanol, etanol, mezclas de etanol-agua, acetona-agua y metanol-
agua, asi como también extracciones en medio acido (pH=2) con metanol-agua, seguida de acetona-agua y
agua-acetonitrilo, ensayados en diferentes relaciones (Agudo Medina 2010).
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Los métodos seleccionados para la cuantificacion del efecto antioxidante corresponden, en el caso del
empleo del radical catiénico ABTS®", a una determinaciéon directa donde se mide la disminucion de la
absorbancia por una reduccion en la concentracion del radical, a medida que se produce su inactivacion. Por
otra parte, el método FRAP representa una determinacion indirecta, que se fundamenta en el poder que tiene
una sustancia antioxidante para reducir el Fe*" a Fe?', reduciéndose el complejo férrico-TPTZ incoloro, para
obtener el complejo ferroso coloreado.

Sreeramulu y Raghunath (2010) determinaron la actividad antioxidante de raices, tubérculos y hortalizas
comunmente consumidos en India y la correlacionaron con el contenido de compuestos fenolicos totales.
Dichos autores informaron que la actividad FRAP de las muestras analizadas se encontr6 en el rango de 243
a 10.510 mg equivalentes de FeSO4/100 g. La actividad mas alta correspondié a repollo colorado, que
también contiene antocianinas en sus tejidos, y la mds baja, a calabaza. En general, observaron una buena
correlacion entre los contenidos de fenoles totales y la actividad antioxidante, medida en ese caso por los
métodos DPPH® y FRAP para las hortalizas, raices y tubérculos estudiados.

CONCLUSIONES

De acuerdo a los resultados obtenidos, los compuestos fendlicos del tipo flavonoides, y especialmente las
antocianinas, son mayoritarios en raices de ahipa y responsables en gran medida de su capacidad
antioxidante. En este sentido, ademads de ser aprovechadas por su contenido de almidon (principal compuesto
de reserva), las raices de ahipa resultan una buena fuente de compuestos potencialmente bioactivos, con
moderada actividad antioxidante en los tejidos internos. Por su parte, la elevada concentracién de
antocianinas en la rizodermis resulta interesante desde un punto de vista agroindustrial, puesto que constituye
un material de desecho que podria ser aprovechado para la obtencion de aditivos alimentarios y pigmentos
naturales.
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